
1. Úvod

Označení enterobakterie je používáno pro sku-
pinu glukózu fermentujících, fakultativně anae-
robních gramnegativních tyček, přítomných
v gastrointestinálním traktu, spadajících do čele-
di Enterobacteriaceae [43]. Tato čeleď v sobě zahr-
nuje klinicky významné druhy podmíněně pato-
genních bakterií, jako jsou Escherichia coli,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Proteus spp., atd.
[43]. Žádný z těchto druhů není přirozeně rezi-
stentní ke karbapenemům [59, 106].

Karbapenemy jsou používány při léčbě závaž-
ných infekcí způsobených multirezistentními
kmeny enterobakterií, především produkujících
širokospektré β-laktamázy (ESBL) [11, 39, 46]
a β-laktamázy AmpC [47, 48], často zároveň
rezistentní k fluorochinolonům, aminoglykosi-
dům, atp. [46, 47, 63, 92, 98, 113, 115]. Rezi-

stenci ke karbapenemům lze tedy z klinického
a epidemiologického hlediska považovat za nej-
závažnější. Proto by při infekcích způsobených
kmeny rezistentními ke karbapenemům měla
být ve zdravotnických zařízeních přijímána
stejná opatření jako v případě infekce MRSA
[9, 18]. Tento souborný článek shrnuje současné
poznatky o rezistenci enterobakterií ke karba-
penemům, včetně epidemiologie a detekce toho-
to typu rezistence.

Mechanismy rezistence ke karbapenemům
mohou obecně zahrnovat enzymatickou degrada-
ci amidové vazby β-laktamového kruhu molekuly
antibiotika, snížení permeability vnější buněčné
stěny, eflux antibiotika z buňky, resp. produkci
modifikovaných transpeptidáz (penicilin vázají-
cích proteinů – PBP) [18, 26, 62, 63, 65, 89].
U enterobakterií se uplatňují především první
dva typy [39, 63, 90, 112].
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Carbapenems are the drugs of choice in the treatment of serious infections caused by multiresi-
stant Gram-negative bacteria. Clinically and epidemiologically, resistance to these ββ-lactams poses
the highest risk. In enterobacteria, two common mechanisms can cause the resistance to carba-
penems: 1) hydrolysis of carbapenems by ββ-lactamases and 2) outer membrane impermeability.
The focus is on types of carbapenemases described so far, detection methods, epidemiology of and
therapeutic options for infections caused by carbapenemase-producing enterobacteria. Attention
is also paid to the mechanisms involved in the control of outer membrane permeability, i.e. redu-
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the Gram-negative bacterial periplasmic space.
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2. Enzymatický typ rezistence

K enzymatické degradaci antibiotika dochází β-
laktamázami. Tyto enzymy hydrolyzují amidovou
vazbu β-laktamového kruhu karbapenemu, při-
čemž donorem molekuly vody potřebné pro reakci
může být buď serinový zbytek [2, 13, 14] (serino-
vé β-laktamázy – skupina 1 a 2 podle Bush et al.
[13], resp. A, C, D podle Amblera [2]), resp. 1-2 zin-
kové kationty vázané většinou na histidinovém
zbytku [18, 35, 82, 97, 102, 116] (metalo-β-lakta-
mázy – skupina 3 podle Bush et al. [13], popř. B
podle Amblera [2]).

2.1. Terminologické pojmy
Nejednotné zatím zůstává obecné označení

enzymů hydrolyzujících karbapenemy. Někteří
autoři používají termín enzymy/β-laktamázy
hydrolyzující karbapenemy (carbapenem-hydro-
lyzing enzymes/β-lactamases), zahrnující v sobě
skutečnost, že tyto β-laktamázy nehydrolyzují
pouze karbapenemy, ale obvykle zároveň ostatní
β-laktamy (peniciliny, cefalosporiny a aztreo-
nam) [90, 99]. Přesto se v literatuře stále častěji,
pro svoji jednoduchost, objevuje termín karbape-
nemázy [79, 90], který upřednostňují i autoři
tohoto článku.

V následujícím textu je použito běžné členění
a značení β-laktamáz. Metalo-β-laktamázy se
označují zkratkou MBL, pro serinové karbapene-
mázy skupiny 2f podle Bush et al. (část skupiny
AmpA podle Amblera) se dosud nevžilo žádné
označení. Karbapenemázy skupiny 2d (AmpD) se
obvykle označují jako OXA podle své schopnosti
hydrolyzovat oxacilin.

V české literatuře je někdy pro enzymy kódo-
vané geny horizontálně se šířícími v bakteriál-
ních populacích používáno označení „plazmidové
β-laktamázy“. Tento termín je však zcela
nevhodný, vzhledem k tomu, že může zpětně
dojít k transpozici integronu, či transpozonu
nesoucího gen β-laktamázy, resp. nedokonalé
transpozici inzerční sekvence společně s genem
β-laktamázy do chromozomu (často popisováno
v případě MBL [18, 28], ale i u ESBL β- nedávno
např. u typu CTX-M-15 [19]). Přenositelnost na
plazmidu je tedy vlastností nikoliv β-laktamázy,
ale genetického uspořádání okolí genu β-lakta-
mázy (přítomnost na mobilních elementech
DNA). Proto je v následujícím textu preferováno
označení „získaná β-laktamáza“, jako analogie
anglického termínu „acquired β-lactamase“,
resp. „plazmidově přenositelná β-laktamáza“
jako ekvivalent termínu „plasmid-mediated β-
lactamase“. Autoři tohoto textu se domnívají, že
by zmíněné termíny, z důvodu logické správnos-
ti, měly nahradit dosud používaný nesprávný
pojem „plazmidová β-laktamáza“.

2.2. Metalo-ββ-laktamázy (MBL)
Metalo-β-laktamázy jsou inherentně přítomné

v genomu některých bakterií, jako např. Bacillus
cereus [90], B. anthracis [90], Bradyrhizobium
japonicum [103], Stenotrophomonas maltophilia
[75], Aeromonas hydrophila [66, 97, 102], atd.
U těchto bakterií se obvykle nachází další serino-
vé β-laktamázy, které u nich způsobují vysoký
stupeň rezistence k β-laktamům [75]. Produkce
obou skupin enzymů může být inducibilní se stej-
ným mechanismem indukce jako u AmpC produ-
kujících enterobakterií [75]. Zmíněné bakterie
naštěstí nejsou častými původci infekcí.

Podle molekulárního členění se MBL rozdělují
do tří základních skupin (B1, B2, B3), které se liší
především strukturou aktivního místa [35, 112].
Do skupiny B1 spadají MBL detekované u B. cere-
us, Bacteroides fragilis, Elizabethkingia meningo-
septica (dříve Chryseobacterium meningosepti-
cum) a získané MBL (IMP, VIM, GIM, SPM, SIM)
[35, 90, 112]. Do skupiny B2 jsou řazeny MBL
nalezené u Aeromonas spp. a Serratia fonticola
[35, 90, 112]. Ve skupině B3 se nachází enzymy
produkované S. maltophilia (L1, GOB-1), Legio-
nella gormanii, atd. [35, 90, 112].

Enzymy skupin B1 a B3 obvykle hydrolyzují
všechny β-laktamy (včetně karbapenemů) kromě
monobaktamů. Ve skupině B2 se nachází β-lakta-
mázy, jejichž substrátová specificita je omezena
striktně na karbapenemy [90, 112].

Geny v současnosti nejvíce rozšířených MBL
u klinických izolátů spadajících do skupin VIM,
IMP, GIM, a SIM jsou obvykle lokalizovány na
integronech (obvykle třídy 1). Pokud dojde
k transpozici integronu na konjugativní plazmidy,
dochází k jejich horizontálnímu přenosu. Tím
došlo k akvizici genů MBL pseudomonádami, aci-
netobaktery a enterobakteriemi [90, 112].

První získaná MBL byla detekována u P. aeru-
ginosa v Japonsku v roce 1990 [80]. I když výskyt
získaných MBL je nejčastější u pseudomonád
a acinetobakterů [18, 28, 30, 38, 40, 51, 57, 61, 62,
63, 83, 90, 94, 112, 120], jejich záchyt u enterobak-
terií začíná být stále významnější [18, 31, 32, 33,
34, 37, 51, 55, 63, 71, 72, 88, 90, 94, 110, 112, 117].
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Tab. 1. Získané metalo-β-laktamázy a jejich první záchyt

Table 1. Acquired metallo-β-lactamases and their first desc-
ription

ββ-laktamáza Rok izolace Literatura
IMP-1 1991 [80]
VIM-1 1997 [57]
SPM-1 1999 [105]
GIM-1 2002 [16]
SIM-1 2003 [61]
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2.2.1. Epidemiologie MBL

Vzhledem k tomu, že MBL jsou nejčastěji popi-
sovány u gramnegativních nefermentujících tyči-
nek, je epidemiologie producentů MBL nejlépe
zdokumentována u P. aeruginosa [28, 38, 40, 94,
95, 120]. Díky odolnosti tohoto bakteriálního dru-
hu vůči dezinfekčním prostředkům, vyschnutí
a ostatním fyzikálním a chemickým vlivům jsou
takové kmeny někdy označovány jako „gramne-
gativní MRSA“ [18]. Podobně tomu je i v případě
acinetobakterů produkujících MBL [18].

V poslední době však narůstá počet zdokumen-
tovaných případů MBL produkujících enterobak-
terií, včetně popisů rozsáhlých nemocničních epi-
demií [34, 37, 45, 51, 55, 110, 117]. Nejvíce
zdokumentovaných případů produkce MBL je
u druhu K. pneumoniae, kde mohou být kombino-
vány i s ostatními klinicky významnými β-lakta-
mázami (ESBL, AmpC, 2f) [31, 55, 73]. Epidemio-
logie producentů MBL je v těchto případech
shodná s ESBL a AmpC produkujícími entero-
bakteriemi – mezi rizikové faktory patří přede-
vším pobyt na jednotkách intenzivní péče, umělá
plicní ventilace, katetrizace, předchozí užívání β-
laktamových antibiotik, atd. [11, 18, 21, 53, 119].

Daikos et al. [21] provedl prospektivní studii
s cílem charakterizace integronů u enterobakterií
způsobujících infekce krevního řečiště. Autoři této
studie prokázali, že 13,4 % u komunitních a 40,7
% u nozokomiálních infekcí krevního řečiště bylo
způsobeno patogeny, jež ve svém genomu nesly
integrony. Na těchto integronech byly kódovány
geny způsobující rezistenci k různým skupinám
antibiotik, včetně genů MBL.

Práci zabývající se sdruženou rezistencí k fluo-
rochinolonům provedl Wu et al. [115]. Autoři této
studie se zabývali proteiny Qnr u druhu E. cloa-
cae v tchajwanských nemocnicích. Tyto proteiny
způsobují rezistenci k fluorochinolonům tím, že
chrání DNA gyrázu před jejich účinkem. Geny
proteinů Qnr bývají kódovány na mobilních ele-
mentech [92, 113, 115]. Z tohoto důvodu může
velmi snadno docházet k horizontálnímu šíření
těchto determinant rezistence v bakteriálních
populacích. Bylo prokázáno, že 44 z 56 izolátů
(78,6 %) produkujících MBL typu IMP-8 zároveň
exprimovalo protein Qnr. U většiny případů byl
zjištěn společný přenos obou genů kódovaných na
stejném konjugativním plazmidu. Podobnou situ-
aci popsali Galani et al. [33], kteří u kmenů E.
cloacae produkujících enzym VIM-1 zjistili gen
aac(6’)-IIc – acetyltransferázy modifikující mole-
kulu některých aminoglykosidů. Tento gen byl
přítomen na stejných mobilních elementech.
Výsledky citovaných prací jsou z epidemiologic-
kého hlediska velice závažné, neboť v takových
případech podávání fluorochinolonů či aminogly-

kozidů vede k selekci rezistence ke karbapene-
mům.

Popsané případy rovněž ukazují na postavení
pokročilých molekulárně-epidemiologických
metod, které umožňují sledovat sdruženou selek-
ci rezistence v bakteriálních populacích bez po-
užití statistických metod, které jsou v těchto apli-
kacích téměř neinterpretovatelné.

2.2.2. Klinický význam MBL
Data z relevantních klinických studií o použití

antibiotik při infekcích způsobených producenty
MBL jsou dosud nedostatečná. Klinickým význa-
mem kmenů P. aeruginosa produkujících MBL se
zabývá celá řada studií [118, 119, 120]. Bylo pro-
kázáno, že infekce způsobené takovými kmeny se
vyznačují vyšší mortalitou. Ta je obvykle způso-
bena nikoliv vyšší virulencí, ale neadekvátní ini-
ciální léčbou dané infekce [118].

Pokud nejsou prováděny doplňkové testy pro
průkaz MBL, nemusí být u enterobakterií stan-
dardním stanovením citlivosti [17, 106] pro-
dukce MBL zachycena [3, 26, 29]. U těchto kme-
nů se však projevuje efekt inokula, kdy při
zvýšení koncentrace bakterií dochází k nárůstu
MIC [81]. Zmíněná práce řeckých autorů se
zabývala rovněž stanovením křivek letálního
účinku β-laktamů u producentů enzymu VIM-1
[81]. U všech karbapenemů byla prokázána niž-
ší schopnost inhibice oproti kontrolnímu kme-
nu neprodukujícímu MBL. Po dvou hodinách
docházelo u většiny kmenů k inhibici růstu,
poté však opět k nárůstu. Získané výsledky
jsou však obtížně interpretovatelné a do klinic-
ké praxe nepřevoditelné. Současně s karbape-
nemy byl v citované práci testován aztreonam,
který není známými MBL štěpen. U tohoto
antibiotika nebyl pozorován významnější efekt
inokula a rovněž inhibice byla shodná s kme-
nem neprodukujícím MBL.

V případech, je-li vyloučena současná produkce
ostatních β-laktamáz hydrolyzujících aztreonam
(ESBL, AmpC), lze tedy o podání aztreonamu při
infekci způsobené MBL produkujícími enterobak-
teriemi uvažovat [18, 81].

Pokud se jedná o kmen současně produkující
ESBL, resp. AmpC, je nutné pro léčbu použít anti-
biotika jiných skupin (viz tabulka 2) [18, 42].
Lékem volby v některých případech může zůstat
pouze kolistin [18, 54, 95, 104]. Některé studie
rovněž naznačují možnosti synergie u různých
skupin antibiotik, prokázané jak in vitro, tak in
vivo [104].

2.2.3. Laboratorní diagnostika MBL

Laboratorní diagnostika MBL využívá bioche-
mické vlastnosti těchto enzymů a schopnost
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některých látek je inhibovat. Metodika pro detek-
ci MBL včetně výběrových kritérií pro podezřelé
kmeny použitelná v rutinních laboratořích klinic-
ké mikrobiologie byla v ČR popsána dříve [49].

Pro laboratorně-diagnostické účely se k inhibi-
ci využívají především chelátory kovových iontů –
ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA), 1,10-
fenantrolin, a některé thiolové sloučeniny (např.
kyselina 2-merkaptopropionová). Uspořádání tes-

tu je shodné s průkazem ESBL (DDST). Využívá
průkazu synergie indikátorových β-laktamů (imi-
penem, meropenem, ceftazidim) s inhibitorem
napuštěným v disku filtračního papíru na MH
agaru [4, 29, 49]. Pro tuto metodu se vžilo označe-
ní SDT (Synergy Disk Test), ale je možné používat
i označení DDST (Double Disk Synergy Test) jako
v případě ESBL a AmpC. Při testování entero-
bakterií a pseudomonád lze s výhodou použít
inhibici EDTA, kdežto u acinetobakterů lepší
výsledky poskytuje kyselina 2-merkaptopropiono-
vá [4].

Stejně jako v případě ESBL lze i k detekci pro-
dukce MBL provádět E-testem nebo mikrodiluční
metodou [18, 70]. V obou případech se využívá
srovnání MIC imipenemu a MIC imipenemu
s EDTA. Jestliže však kmen produkuje MBL
s nízkou schopností hydrolyzovat imipenem,
může dojít k falešné negativitě testu [18].

Jako referenční metoda biologického průkazu
MBL slouží přímé spektrofotometrické měření
hydrolýzy imipenemu při 299 nm a schopnost
inhibice této aktivity pomocí EDTA. Při testu je
použit celobuněčný bakteriální extrakt získaný
sonikací 24hodinové kultury [4, 29].

Pro specializované molekulárně-epidemiologic-
ké analýzy je nutné provést bližší identifikaci β-
laktamázy pomocí PCR s vhodnými primery
a následnou sekvenací genu MBL [18, 90]. Rovněž
bývá prováděna klasifikace integronu, na němž se
gen bla nachází [21, 28, 33, 61, 83]. V případě
popisu nového typu enzymu však mohou tyto
metody selhat a je nutné použít další specializo-
vané metody [18, 90].

MBL lze velmi obtížně prokázat nitrocefinem,
proto není v těchto případech optimální isoelek-
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Tab. 2. Možnosti léčby infekcí způsobených producenty MBL (podle [18])

Table 2. Antibiotic therapy of infections caused by MBL-producers [18]

Antibiotikum Popis

Karbapenemy
Neexistuje soubor prací doporučující jejich použití u producentů MBL. Během léčby se proje-
vuje efekt inokula a vznikají mutanty rezistentní ke karbapenemu. Mezi jednotlivými karba-
penemy nejsou signifikantní rozdíly.

Aztreonam

In vitro data naznačují stabilitu aztreonamu proti MBL. Toto pozorování však není dosud
podpořeno klinickými studiemi. Studie na zvířecím modelu jsou rozporuplné. U kmenů pro-
dukujících MBL se mohou vyskytovat ostatní mechanismy rezistence vylučující aztreonam
z použití. Ve vysokých dávkách může být účinný v kombinaci s jinými preparáty.

Piperacilin/tazobaktam In vitro pozorování naznačují možnost jeho použití u některých infekcí způsobených  citlivý-
mi kmeny Pseudomonas aeruginosa. Klinická data dosud chybí.

Fluorochinolony 
a aminoglykosidy U infekcí způsobených citlivými kmeny jsou léky volby. Mohou být použity v kombinaci.

Kolistin Lék volby u infekcí multirezistentními kmeny. Rezistence se vyskytuje, avšak doposud vzácně.

Kolistin + rifampicin U této kombinace je in vitro pozorována synergie.
Klinická data dosud chybí.

Tetracykliny a glycylcykli-
ny

In vitro data naznačují možnost jejich použití u citlivých kmenů čeledi Enterobacteriaceae
a rodu Acinetobacter produkujících MBL. Klinická data dosud chybí.

Fosfomycin Možno použít v kombinaci. Klinická data dosud chybí.

Obr. 1. Průkaz metalo-β-laktamáz pomocí SDT s inhibicí
EDTA. Synergie je patrná mezi všemi indikátorovými β-lak-
tamy a inhibitorem (1 – disk s EDTA, 2 – imipenem, 3 – mero-
penem, 4 – ceftazidim)

Fig. 1. Synergy disk test  with EDTA for metallo-β-lactamase
detection. Synergy can be observed between inhibitor and all
β-lactams (1 – disk with EDTA, 2 – imipenem, 3 – meropenem,
4 – ceftazidime)
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trická fokusace (IEF) s detekcí β-laktamáz tímto
chromogenním β-laktamem [18, 90]. MBL lze ale
detekovat biologickou metodou, kdy gel získaný
po proběhlé IEF je převrstven agarem s karbape-
nemem a po vhodně dlouhé inkubaci agarem
s resuspendovaným citlivým kmenem (obvykle E.
coli) [6, 90]. Tam, kde se nachází karbapenemáza,
lze pozorovat růst indikátorového kmene.

2.3. Karbapenemázy skupiny 2f

Karbapenemázy skupiny 2f jsou některými
autory řazeny k širokospektrým β-laktamázám
(ESBL) [15, 31]. Z hlediska definice ustavené
K. Bush et al. splňují tyto enzymy všechny bio-
chemické podmínky pro zařazení k ESBL (hydro-
lýza oxyimino-cefalosporinů, inhibice k. klavula-
novou, atd.), avšak spadají do odlišné skupiny
(mezi ESBL jsou řazeny enzymy skupiny 2be
a část β-laktamáz skupiny 2d) [13, 14]. Proto pro
ně není označení ESBL optimální.

První enzym z této skupiny, označený SME-1,
byl poprvé identifikován ve Velké Británii v roce
1982 u druhu S. marcescens [90]. Další, IMI-1
a NMC-A, byly později (1984, 1990) nalezeny
u druhu E. cloacae v USA, Francii a Argentině
[90].

Získané β-laktamázy byly poté nalezeny u kme-
nů K. pneumoniae deponovaných v rámci projek-
tu ICARE z roku 1996 v USA [90]. Podle svého
původu byly označeny KPC – Klebsiella pneumo-
niae Carbapenemase [50]. Tyto β-laktamázy vel-
mi silně hydrolyzují všechny peniciliny, cefalospo-
riny a aztreonam. Minimální inhibiční
koncentrace karbapenemů u producentů KPC
bývá rozdílná (0,5 – 32 g/ml) [24, 25]. U kmenů
s MIC ke karbapenemům  0,5 g/ml může být
detekce KPC závažný diagnostický problém [24,
25].

Enzymy typu GES, opět plazmidově přenositel-
né, byly nalezeny v roce 2000 v Řecku u E. cloa-
cae a následně ve Francouzské Guianě u K. pneu-
moniae (odtud jejich název – Guiana Extended
Spectrum) [50, 90].

2.3.1. Epidemiologie karbapenemáz skupiny 2f

U β-laktamáz skupiny 2f dochází k významné-
mu šíření především skupiny KPC, méně pak
skupiny GES. Proto bude následující text zamě-
řen hlavně na tyto dvě skupiny.

Kromě enterobakterií, byly β-laktamázy GES
nalezeny u P. aeruginosa [15, 87, 108]. K jejich
šíření dochází především v asijských zemích
a zemích Jižní Ameriky [15, 108, 111]. V Evropě se
jedná spíše o izolované nemocniční epidemie [23].

Enzymy KPC byly v Evropě popsány zatím
pouze ve Francii [74], Skandinávii [101], Velké

Británii [114], a Řecku [36]. Vždy se jednalo
o import z Řecka, USA, či Izraele [114], kde je
výskyt producentů KPC závažný klinicko-epide-
miologický problém [25, 58, 96]. KPC enzymy byly
kromě K. pneumoniae izolovány u K. oxytoca [91],
C. freundii [91], Salmonella spp. [91], a P. aerugi-
nosa [109].

V USA se vyskytují kmeny K. pneumoniae
exprimující enzym KPC-3 a zároveň rezistentní
k fluorochinolonům a aminoglykozidům [24, 25].
U těchto kmenů byly mimo genů ostatních β-lak-
tamáz (blaTEM-1, blaSHV-11 - β-laktamázy s rozšíře-
ným spektrem skupiny 2a; blaSHV-12 – ESBL)
detekovány geny qnrB19 a qnrA1 kódující protei-
ny chránící gyrázu před účinkem fluorochinolonů
a gen acetyltransferázy aac(6’)-Ib modifikující
molekulu aminoglykosidů. Zmíněné geny byly
v různých kombinacích neseny na stejných konju-
gativních plazmidech [24, 25]. Tyto práce opět
demonstrují možnou selekci rezistence ke karba-
penemům při používání fluorochinolonů a ami-
noglykosidů tak, jak bylo popsáno např. u produ-
centů ESBL a AmpC [5, 90, 92] (viz stejná situace
jako u producentů MBL - odstavec 2.1.1.).

2.3.2. Klinický význam karbapenemáz
skupiny 2f

Vzhledem k tomu, že problematika karbapene-
máz skupiny 2f začala být významnou teprve
v minulých letech, neexistuje dosud žádný publi-
kovaný konsenzus o podávání β-laktamových
antibiotik u producentů těchto enzymů. Studie,
které by se zabývaly klinickým, popřípadě in vit-
ro hodnocením účinnosti těchto látek dosud chy-
bí. U kmenů enterobakterií může kmen v přípa-
dě některých β-laktamů spadat do citlivé
kategorie [24, 25]. Ani v těchto případech však
nelze léčbu takovým β-laktamem doporučit
z důvodu rizika selhání léčby (doporučení z 10th β-
Lactamase Meeting, Eretria, Řecko, 2008). Podá-
ní kombinace β-laktam/inhibitor nelze použít
z důvodu nízké schopnosti β-laktamových inhibi-
torů β-laktamáz (k. klavulanová, tazobaktam,
sulbaktam) inhibovat tyto enzymy [79]. Možnosti
léčby tak zůstávají velmi významně omezeny.

2.3.3. Laboratorní diagnostika
karbapenemáz skupiny 2f 

V laboratorní praxi je nutné vyhledávat kmeny
enterobakterií s vysokým stupněm rezistence
k penicilinům, cefalosporinům a aztreonamu,
u nichž je MIC k některému z karbapenemů vět-
ší nebo rovna hodnotě 0,5 g/ml. Produkce karba-
penemáz skupiny 2f může být kombinována
s produkcí ESBL, AmpC, resp. ostatními β-lakta-
mázami [73].
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Vzhledem k velmi slabé inhibici β-laktamovými
inhibitory β-laktamáz (kyselina klavulanová,
tazobaktam, sulbaktam) nelze použít testy zalo-
žené na synergii β-laktamů s kyselinou kalvula-
novou (DDST, E-test, metody založené na srovná-
ní MIC, atp.) [79, 90].

Někteří autoři doporučují pro průkaz enzyma-
tické degradace karbapenemu provést tzv. 3D test
[29] (viz obr. 2). MH agar je inokulován dobře cit-
livým kmenem E. coli, do středu plotny je umís-
těn disk napuštěný některým z karbapenemů. Od
okrajů plotny směrem k disku je čárou inokulo-
ván vyšetřovaný kmen plnou kličkou (pro zajiště-
ní řádově vyšší koncentrace než jakým byla plot-
na inokulována). Další modifikací je vyříznutí
žlábků od okraje plotny až k disku, do nichž je
napipetován celobuněčný bakteriální extrakt zís-
kaný sonikací nebo opakovaným zamrazováním
a rozmrazováním 24hodinové kultury [47]. Citli-
vý kmen, jímž je plotna inokulována, vytvoří oko-
lo disku s karbapenemem inhibiční zónu. Pokud
testovaný kmen produkuje karbapenemázu,
dojde k deformaci této inhibiční zóny směrem
k disku (viz obr. 2). Metoda neumožňuje rozlišení
mezi jednotlivými skupinami karbapenemáz
(MBL, 2f, OXA) a její interpretace bývá velmi
obtížná v případě nízké produkce enzymu, resp.
nízké aktivity extraktu [M.Gniadkowski, osobní
sdělení].

Zatím jedinou rutinně použitelnou metodou

zůstává PCR identifikace genu karbapenemázy
(optimálně doplněná sekvenací genu bla) [90].
Počet β-laktamáz s tímto spektrem účinku je
dosud malý (viz http://www.lahey.org/studies),
a proto lze mít k dispozici sadu primerů [90], kte-
ré umožní detekovat všechny popsané enzymy.
Pokud se však bude jednat o nový typ β-laktamá-
zy, nebude PCR amplifikace a detekce úspěšná.

Specializovaná pracoviště opět mohou využít
IEF se značením enzymové aktivity nitrocefinem
a následným biologickým průkazem karbapene-
mázové aktivity [6].

2.4. Karbapenemázy skupiny OXA

Tato skupina β-laktamáz je velmi heterogenní
β- sekvence aminokyselin jednotlivých enzymů se
mohou od sebe významně lišit [63]. Karbapene-
mázy ze skupiny OXA jsou řazeny do devíti růz-
ných podskupin [90]. Většina z nich se nachází
u acinetobakterů a pseudomonád [63, 90, 95], při-
čemž některé mohou být neseny na mobilních ele-
mentech. U enterobakterií byla dosud nalezena
pouze jediná karbapenemáza skupiny OXA -
OXA-48 u K. pneumoniae v Turecku. OXA-48,
plazmidově přenositelná, velmi dobře hydrolyzuje
imipenem [85].

Popsaný případ je však dosud ojedinělý, proto
karbapenemázy této skupiny nejsou zatím u bak-
terií čeledi Enterobacteriaceae považovány za
významné. To ovšem neplatí u nefermentujících
gramnegativních tyčinek [90, 95].

3. Rezistence způsobená snížením
permeability vnější buněčné stěny

β-laktamy zabraňují konečnému kroku při
tvorbě peptidoglykanové vrstvy  vazbou na aktiv-
ní místo transpeptidáz - PBPs (penicillin binding
proteins). Aby molekula antibiotika dosáhla mís-
ta svého účinku na vnějším povrchu cytoplazma-
tické membrány, musí překonat bakteriální stěnu
a periplazmový prostor. Prostup hydrofobní
buněčnou stěnou je umožněn pomocí pasivních
proteinových přenašečů – porinů [63].

Dojde-li u bakterie ke snížení permeability
buněčné stěny změnou exprese porinů, antibioti-
kum proniká do buňky v omezené míře a dochází
ke vzniku rezistence. V takovém případě i β-lak-
tamázy s nízkou schopností hydrolyzovat karba-
penemy mohou zamezit účinku pronikajícího
antibiotika [7, 68]. Zároveň je ale snížena pro-
stupnost daných porinů pro ostatní, pro bakteri-
ální buňku potřebné, sloučeniny. Stav snížené
permeability buněčné stěny je tedy pro bakterii
výhodný z hlediska ochrany proti toxickému účin-
ku antibiotika, ale nevýhodný z důvodu nedosta-
tečné dostupnosti živin [76]. Vzniklá rezistence

130

Obr. 2. Průkaz karbapenemáz tzv. 3D metodou. Žlábky okolo
disku s ertapenemem (umístěnemém ve středu plotny) jsou
naplněny 150 μl bezbuněčného extraktu získaného sonikací.
Všechny tři testované kmeny produkují karbapenemázu –
dochází k deformaci původně kruhové inhibiční zóny

Fig. 2. 3D test for the carbapenemase detection. 150 μl of cell-
free extract is applied into groves around the disk with ertha-
penem. All three tested strains produced carbapenemase –
deformation of inhibition zone can be observed
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bývá tedy obvykle jen dočasná –  adaptivní, kdy
po vysazení antibiotika je často rezistentní sub-
populace nahrazena citlivou.

Rezistence způsobená snížením permeability
buněčné stěny může vznikat snížením exprese
příslušného porinu, strukturální změnou tohoto
porinu, nebo nahrazením daného porinu jiným
typem [1].

3.1. Poriny

Vnější membrána gramnegativních bakterií
je pro hydrofilní sloučeniny hůře prostupná
oproti běžné fosfolipidové membráně (např.
eukaryont), což je dáno kompaktní strukturou
zprostředkovanou interakcí řetězců nenasyce-
ných mastných kyselin lipopolysacharidových
molekul. Tato vlastnost chrání bakterii před
potenciálně toxickým vnějším prostředím [76].
Potřebné hydrofilní sloučeniny pronikají do nit-
ra buňky prostřednictvím pórů proteinové pova-
hy, které je možno dělit na specifické kanály
s vazebným místem pro určitý ligand a nespeci-
fické poriny [76, 77, 78].

Poriny nemají žádné specifické vazebné místo,
přesto některé látky jimi do buňky difundují sná-
ze než jiné díky svým fyzikálně chemickým vlast-
nostem jako je molekulová hmotnost, náboj, lipo-
filita atp. [77]. To vyvolává jistou specifičnost
některých porinů vůči určitému antibiotiku.

Nejvíce prostudované z hlediska změn exprese
porinů ve vnější buněčné stěně jsou enterobakte-
rie, z nich pak zejména E. coli (laboratorní kmen
K-12), K. pneumoniae a Enterobacter spp. Rezi-
stenci na podkladě snížení permeability buněčné
stěny lze pozorovat i u jiných skupin bakterií,
např. P. aeruginosa a A. baumannii [65].

U Escherichia coli (kmen K-12) byly popsány
dva hlavní poriny – OmpF s větším průsvitem
kanálku a preferencí kationů, a OmpC s menším
průsvitem. Podobně je tomu u K. pneumoniae, kde
se vyskytují také dva hlavní poriny - OmpK35
analogický s OmpF (E. coli) a OmpK36 analogic-
ký s OmpC [44, 65]. S. enterica a Enterobacter
spp. mají kromě dvou genů obdobných s OmpF
a OmpC ještě gen OmpD [44, 65]. O hlavních pori-
nech ostatních členů čeledi Enterobacteriaceae
nejsou prozatím dostupná data.

Zmíněné hlavní poriny jsou trimerní povahy
a mají asi 100x větší propustnost než monomerní
protein OmpA exprimovaný u E. coli. Ten je
homologní s hlavním porinem P. aeruginosa OprF
a OmpK34 u K. pneumoniae. [65, 76]

Některé další proteiny porinové povahy, „spící“
poriny, nejsou exprimovány za běžných laborator-
ních podmínek, jsou to například NmpC a OmpN
(E.coli), OmpK37 (K. pneumoniae), a OmpS2 (Sal-
monella typhi) [22, 65].

3.2. Mechanismy vzniku rezistence

K mobilizaci klinicky významných β-laktamáz,
především skupiny CTX-M, často dochází nedoko-
nalou transpozicí inserčních sekvencí (IS)
a následně jejím horizontálním šířením v bakteri-
álních populacích [39, 56, 84, 86]. V bakteriální
buňce může poté dojít k inzerci IS do genu porinu
a tím k jeho inaktivaci [52]. Takto změněné
mutanty příslušný porin neexprimují. Tento
mechanismus se uplatňuje především u produ-
centů ESBL a AmpC [10, 12, 52, 69].

Represe produkce určitého porinu může být
také vyvolána náhodnou mutací v daném genu.
Ke vzniku rezistence však zřejmě dochází až
kombinací mutací, které způsobí neprostupnost
všech hlavních porinů [1, 44].

Další možností je regulace exprese porinů
pomocí krátkých molekul RNA (sRNA) [41]. Tyto
molekuly byly původně nalezeny na extrachromo-
zomálních elementech, jako např. plazmidech
a bakteriofázích. Jejich úloha není dosud dosta-
tečně objasněna [41].

3.3. Klinicko-epidemiologický význam
snížení permeability vnější buněčné stěny

Jsou-li porovnány MIC jednotlivých antibiotik
u kmene K. pneumoniae produkujícího oba hlavní
proteiny (OmpK35 a OmpK36) s izogenickými
mutantami exprimujícími pouze jeden z těchto
proteinů, pohybuje se změna MIC v rámci jednoho
dilučního kroku. Chybí-li u zkoumané mutanty
oba poriny, zvýšení MIC u některých β-laktamo-
vých antibiotik (ampicilin, cefoxitin, cefotaxim,
ceftazidim)  je již řádově vyšší. K nejvýraznějšímu
vzestupu MIC dochází u mutant s β-laktamázovou
aktivitou [44].

Z dalších studií vyplývá, že izolované změny
permeability buněčné stěny nejsou rozhodující
a ke vzniku klinicky významné rezistence dochá-
zí, je-li zároveň přítomna některá β-laktamáza
typu ESBL, AmpC, resp. karbapenemáza [12, 20,
22, 44, 61, 64, 100].

Pokud není přítomen jiný typ rezistence, který
by vyžadoval použití interpretačních pravidel pro
hodnocení citlivosti kmene k antibiotikům [46,
47, 49, 59], lze jeho citlivost hodnotit podle hod-
noty MIC, resp. průměrů inhibičních zón [17,
106]. Přesto je však nutné monitorování léčby,
neboť snížením permeability mohou nabýt význa-
mu i jinak se neprojevující mechanismy rezisten-
ce [93].

Jak bylo zmíněno výše, v klinické praxi se lze
s tímto typem nejčastěji setkat u kmenů K. pneu-
moniae produkujících β-laktamázu ESBL nebo
AmpC [12, 20, 22, 44, 52, 60, 64]. V ČR lze u inva-
zivních izolátů K. pneumoniae pozorovat kontinu-
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ální vzestup rezistence k cefalosporinům 3. gene-
race [107]. Například v roce 2007 se již jednalo o
41,9 % (http://www.rivm.nl/EARSS). Vzhledem
k tomu, že infekce způsobené těmito kmeny jsou
často léčeny karbapenemy, představují tyto rizi-
kovou skupinu pro vznik adaptivní rezistence ke
karbapenemům.

3.4. Laboratorní detekce defektu
permeability

Při záchytu kmene rezistentního ke karbapene-
mům je nejprve nutné vyloučit produkci metalo-
-β-laktamáz a jiných karbapenemáz (viz předcho-
zí text).

Podrobná analýza permeability vnější buněč-
né stěny je možná pouze ve specializovaných
laboratořích. Prostupnost antibiotik do periplaz-
mového prostoru lze kvantifikovat měřením
zbytkové aktivity β-laktamáz vně bakteriální
buňky [65].

Nepřímé metody spočívají v detekci porinů
pomocí SDS-PAGE [27] s následným western-
blottem se specifickými protilátkami a PCR
amplifikací příslušných genů. Tyto metody neu-
možňují detekci strukturálně odlišných porinů se
změněnou prostupností [12, 60, 65].

4. Závěr

V České republice nebyl dosud u enterobakterií
zjištěn enzymatický typ rezistence ke karbapene-
mům, ani produkce MBL u pseudomonád a acine-
tobakterů. I v ostatních zemích lze výskyt rezi-
stence enterobakterií ke karbapenemům
považovat za nízký. Přesto v některých státech,
např. v Řecku, je prevalence karbapenem rezi-
stentních kmenů enterobakterií velmi vysoká
a jejich procentuální podíl stále narůstá (viz data
EARSS – http://www.rivm.nl/earss, resp. [31, 34,
36, 71, 89, ]). U druhu K. pneumoniae se význam-
ně podílejí na infekcích krevního řečiště (viz data
EARSS – http://www.rivm.nl/earss).

V ostatních zemích, včetně České republiky,
naopak narůstá prevalence kmenů rezistentních
ke karbapenemům díky snížení permeability
vnější buněčné stěny v souvislosti s produkcí
ESBL a AmpC [114; J. H., E. Ch., P. Urbášková,
nepublikovaná data].

I když v řadě případů infekcí rezistentních ke
karbapenemům může zůstat jedinou volbou léčby
kolistin, i k tomuto antibiotiku začíná u druhu
K. pneumoniae narůstat rezistence [67; P. Urbáš-
ková, osobní sdělení]. Ta je způsobená strukturální
změnou lipopolysacharidu, která neumožní včleně-
ní molekuly antibiotika do buněčné stěny [67].

Z uvedených příkladu je patrné, že stojíme na
počátku doby, kdy karbapenemy začínají ztrácet
své výsostné postavení při léčbě infekcí vyvolaných
multirezistentními gramnegativními mikroby.
Úkolem mikrobiologů a nemocničních epidemiolo-
gů by mělo být oddálení stavu, kdy kmeny entero-
bakterií budou k těmto látkám běžně rezistentní.
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