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Souhrn

Karbapenemy patii mezi antibiotika volby u infekci zpusobenych multirezistentnimi gramne-
gativnimi bakteriemi. Proto je rezistence k témto p-laktamiam hodnocena jako klinicky a epide-
hydrolyza molekuly karbapenemu p-laktamazami a sniZeni permeability vnéjsi bunééné stény.
V élanku jsou shrnuty dosud popsané typy karbapenemaz, moznosti jejich detekce, epidemiolo-
gie a moznosti 1ééby infekci zpusobenych producenty téchto enzymu. Dale jsou zde popsany
mechanismy vedouci ke zméné permeability vnéjsi bunééné stény na zakladé sniZeni exprese,
resp. strukturalni zmény porinu zajistujicich prostup karbapenemu do periplazmového prosto-
ru bakterie.
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Summary

Hrabak J., Chudacékova E.: Carbapenem Resistance in Enterobacteria

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 p-lactams poses
the highest risk. In enterobacteria, two common mechanisms can cause the resistance to carba-
penems: 1) hydrolysis of carbapenems by p-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-
ced porin expression or changes in the porin structure that prevent carbapenems from entering
the Gram-negative bacterial periplasmic space.
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1. Uvod

Oznaceni enterobakterie je pouzivano pro sku-
pinu glukézu fermentujicich, fakultativné anae-
robnich gramnegativnich tycek, ptitomnych
v gastrointestinalnim traktu, spadajicich do céele-
di Enterobacteriaceae [43]. Tato ¢eled v sobé zahr-
nuje klinicky vyznamné druhy podminéné pato-
gennich bakterii, jako jsou Escherichia coli,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Proteus spp., atd.
[43]. Zadny z téchto druhii neni p¥irozené rezi-
stentni ke karbapenemuam [59, 106].

Karbapenemy jsou pouzivany pti 1écbé zavaz-
nych infekei zpusobenych multirezistentnimi
kmeny enterobakterii, predevsim produkujicich
Sirokospektré p-laktamazy (ESBL) [11, 39, 46]
a B-laktamazy AmpC [47, 48], ¢asto zaroven
rezistentni k fluorochinolontim, aminoglykosi-
dam, atp. [46, 47, 63, 92, 98, 113, 115]. Rezi-

stenci ke karbapenemtm lze tedy z klinického
a epidemiologického hlediska povazovat za nej-
zavaznéjsi. Proto by p#i infekcich zptsobenych
kmeny rezistentnimi ke karbapenemum meéla
byt ve zdravotnickych zafizenich p¥ijimana
stejna opatfeni jako v piipadé infekce MRSA
[9, 18]. Tento souborny ¢lanek shrnuje soucasné
poznatky o rezistenci enterobakterii ke karba-
penemum, véetné epidemiologie a detekce toho-
to typu rezistence.

Mechanismy rezistence ke karbapenemutm
mohou obecné zahrnovat enzymatickou degrada-
ci amidové vazby p-laktamového kruhu molekuly
antibiotika, sniZeni permeability vnéjsi bunécéné
stény, eflux antibiotika z buiiky, resp. produkeci
modifikovanych transpeptidaz (penicilin vazaji-
cich proteini — PBP) [18, 26, 62, 63, 65, 89].
U enterobakterii se uplatiuji predev§im prvni
dva typy [39, 63, 90, 112].
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2. Enzymaticky typ rezistence

K enzymatické degradaci antibiotika dochazi 3-
laktamazami. Tyto enzymy hydrolyzuji amidovou
vazbu p-laktamového kruhu karbapenemu, pfi-
¢emz donorem molekuly vody potiebné pro reakci
muze byt bud serinovy zbytek [2, 13, 14] (serino-
vé pB-laktamazy — skupina 1 a 2 podle Bush et al.
[13], resp. A, C, D podle Amblera [2]), resp. 1-2 zin-
kové kationty vazané vétSinou na histidinovém
zbytku [18, 35, 82, 97, 102, 116] (metalo-p-lakta-
mazy — skupina 3 podle Bush et al. [13], popt. B
podle Amblera [2]).

2.1. Terminologické pojmy

Nejednotné zatim zuastava obecné oznaceni
enzymu hydrolyzujicich karbapenemy. Nékteii
autofi pouzivaji termin enzymy/p-laktamazy
hydrolyzujici karbapenemy (carbapenem-hydro-
lyzing enzymes/p-lactamases), zahrnujici v sobé
skutecnost, Ze tyto B-laktaméazy nehydrolyzuji
pouze karbapenemy, ale obvykle zaroven ostatni
p-laktamy (peniciliny, cefalosporiny a aztreo-
nam) [90, 99]. Presto se v literatute stale castéji,
pro svoji jednoduchost, objevuje termin karbape-
nemazy [79, 90], ktery upiednostiiuji i autofi
tohoto ¢lanku.

V nasledujicim textu je pouzito bézné ¢lenéni
a znacCeni B-laktamaz. Metalo-p-laktaméazy se
oznacuji zkratkou MBL, pro serinové karbapene-
mazy skupiny 2f podle Bush et al. (éast skupiny
AmpA podle Amblera) se dosud nevzilo zZadné
oznaceni. Karbapenemézy skupiny 2d (AmpD) se
obvykle oznacuji jako OXA podle své schopnosti
hydrolyzovat oxacilin.

V cCeské literatute je nékdy pro enzymy kédo-
vané geny horizontalné se Siticimi v bakterial-
nich populacich pouZivano oznaceni ,plazmidové
B-laktamazy“. Tento termin je vSak zcela
nevhodny, vzhledem k tomu, Ze mutze zpétné
dojit k transpozici integronu, €¢i transpozonu
nesouciho gen f-laktamazy, resp. nedokonalé
transpozici inzeréni sekvence spoleéné s genem
B-laktamazy do chromozomu (¢asto popisovano
v pripadé MBL [18, 28], ale i u ESBL - nedavno
napt. u typu CTX-M-15 [19]). Pienositelnost na
plazmidu je tedy vlastnosti nikoliv p-laktamazy,
ale genetického uspoiadani okoli genu p-lakta-
méazy (pfitomnost na mobilnich elementech
DNA). Proto je v nasledujicim textu preferovano
oznateni ,ziskani p-laktamaza“, jako analogie
anglického terminu ,acquired p-lactamase®,
resp. ,plazmidové pienositelna p-laktamaza®
jako ekvivalent terminu ,plasmid-mediated f-
lactamase“. Autofi tohoto textu se domnivaji, ze
by zminéné terminy, z duvodu logické spravnos-
ti, mély nahradit dosud pouzivany nespravny
pojem ,plazmidova p-laktamaza®“.

2.2. Metalo-f-laktamazy (MBL)

Metalo-p-laktamazy jsou inherentné piitomné
v genomu nékterych bakterii, jako napt. Bacillus
cereus [90], B. anthracis [90], Bradyrhizobium
Japonicum [103], Stenotrophomonas maltophilia
[75], Aeromonas hydrophila [66, 97, 102], atd.
U téchto bakterii se obvykle nachézi dalsi serino-
vé B-laktamazy, které u nich zptsobuji vysoky
stupeni rezistence k p-laktamtm [75]. Produkce
obou skupin enzymu muze byt inducibilni se stej-
nym mechanismem indukce jako u AmpC produ-
kujicich enterobakterii [75]. Zminéné bakterie
nastésti nejsou ¢astymi pavodci infekei.

Podle molekularniho ¢lenéni se MBL rozdéluji
do tii zakladnich skupin (B1, B2, B3), které se lisi
pfredevsim strukturou aktivniho mista [35, 112].
Do skupiny B1 spadaji MBL detekované u B. cere-
us, Bacteroides fragilis, Elizabethkingia meningo-
septica (diive Chryseobacterium meningosepti-
cum) a ziskané MBL (IMP, VIM, GIM, SPM, SIM)
[35, 90, 112]. Do skupiny B2 jsou fazeny MBL
nalezené u Aeromonas spp. a Serratia fonticola
[35, 90, 112]. Ve skupiné B3 se nachazi enzymy
produkované S. maltophilia (L1, GOB-1), Legio-
nella gormanii, atd. [35, 90, 112].

Tab. 1. Ziskané metalo-p-laktamazy a jejich prvni zachyt

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

p-laktamaza Rok izolace Literatura
IMP-1 1991 [80]
VIM-1 1997 [57]
SPM-1 1999 [105]
GIM-1 2002 [16]
SIM-1 2003 [61]

Enzymy skupin B1 a B3 obvykle hydrolyzuji
vSechny p-laktamy (véetné karbapenemu) kromé
monobaktamt. Ve skupiné B2 se nachazi p-lakta-
mazy, jejichz substratova specificita je omezena
striktné na karbapenemy [90, 112].

Geny v soucasnosti nejvice rozsifenych MBL
u klinickych izolatt spadajicich do skupin VIM,
IMP, GIM, a SIM jsou obvykle lokalizovany na
integronech (obvykle tfidy 1). Pokud dojde
k transpozici integronu na konjugativni plazmidy,
dochazi k jejich horizontalnimu pienosu. Tim
doslo k akvizici gena MBL pseudomonadami, aci-
netobaktery a enterobakteriemi [90, 112].

Prvni ziskana MBL byla detekovana u P. aeru-
ginosa v Japonsku v roce 1990 [80]. I kdyz vyskyt
ziskanych MBL je nejéastéjsi u pseudomonad
a acinetobaktera [18, 28, 30, 38, 40, 51, 57, 61, 62,
63, 83, 90, 94, 112, 120], jejich zachyt u enterobak-
terii zac¢ina byt stale vyznamnéjsi [18, 31, 32, 33,
34,37,51,55,63,71, 72, 88, 90, 94, 110, 112, 117].
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2.2.1. Epidemiologie MBL

Vzhledem k tomu, Ze MBL jsou nejéastéji popi-
sovany u gramnegativnich nefermentujicich ty¢i-
nek, je epidemiologie producentt MBL nejlépe
zdokumentovana u P. aeruginosa [28, 38, 40, 94,
95, 120]. Diky odolnosti tohoto bakterialniho dru-
hu vaéi dezinfekénim prostfedkiim, vyschnuti
a ostatnim fyzikalnim a chemickym vliviim jsou
takové kmeny nékdy oznacovany jako ,gramne-
gativni MRSA® [18]. Podobné tomu je i v piipadé
acinetobaktert produkujicich MBL [18].

V posledni dobé vSak narusta pocet zdokumen-
tovanych pripadia MBL produkujicich enterobak-
terii, véetné popist rozsahlych nemocnicnich epi-
demii [34, 37, 45, 51, 55, 110, 117]. Nejvice
zdokumentovanych pripadt produkce MBL je
u druhu K. pneumoniae, kde mohou byt kombino-
vany i s ostatnimi klinicky vyznamnymi p-lakta-
mazami (ESBL, AmpC, 2f) [31, 55, 73]. Epidemio-
logie producenti MBL je v téchto ptripadech
shodna s ESBL a AmpC produkujicimi entero-
bakteriemi — mezi rizikové faktory patii piede-
v§im pobyt na jednotkach intenzivni péce, uméla
plicni ventilace, katetrizace, pfedchozi uzivani -
laktamovych antibiotik, atd. [11, 18, 21, 53, 119].

Daikos et al. [21] provedl prospektivni studii
s cilem charakterizace integront u enterobakterii
zpusobujicich infekce krevniho fecisté. Autoii této
studie prokazali, Zze 13,4 % u komunitnich a 40,7
% u nozokomialnich infekci krevniho feéisté bylo
zpusobeno patogeny, jez ve svém genomu nesly
integrony. Na téchto integronech byly kédovany
geny zpusobujici rezistenci k raznym skupiniam
antibiotik, véetné gentt MBL.

Praci zabyvajici se sdruzenou rezistenci k fluo-
rochinolontm provedl Wu et al. [115]. Autofi této
studie se zabyvali proteiny Qnr u druhu E. cloa-
cae v tchajwanskych nemocnicich. Tyto proteiny
zpusobuji rezistenci k fluorochinolontim tim, Ze
chrani DNA gyrazu pred jejich uc¢inkem. Geny
proteintt Qnr byvaji kédovany na mobilnich ele-
mentech [92, 113, 115]. Z tohoto duvodu muze
velmi snadno dochazet k horizontalnimu §iteni
téchto determinant rezistence v bakterialnich
populacich. Bylo prokazano, ze 44 z 56 izolatu
(78,6 %) produkujicich MBL typu IMP-8 zaroven
exprimovalo protein Qnr. U vétSiny piipada byl
zjistén spoleény pienos obou genu kédovanych na
stejném konjugativnim plazmidu. Podobnou situ-
aci popsali Galani et al. [33], ktefi u kment E.
cloacae produkujicich enzym VIM-1 zjistili gen
aac(6’)-1Ic — acetyltransferazy modifikujici mole-
kulu nékterych aminoglykosida. Tento gen byl
pritomen na stejnych mobilnich elementech.
Vysledky citovanych praci jsou z epidemiologic-
kého hlediska velice zavazné, nebot v takovych
piipadech podavani fluorochinolont ¢i aminogly-

kozidt vede k selekci rezistence ke karbapene-
mum.

Popsané piipady rovnéz ukazuji na postaveni
pokrocilych molekularné-epidemiologickych
metod, které umoznuji sledovat sdruzenou selek-
ci rezistence v bakterialnich populacich bez po-
uziti statistickych metod, které jsou v téchto apli-
kacich témér neinterpretovatelné.

2.2.2. Klinicky vyznam MBL

Data z relevantnich klinickych studii o pouziti
antibiotik p#i infekcich zptsobenych producenty
MBL jsou dosud nedostatec¢na. Klinickym vyzna-
mem kmenu P. aeruginosa produkujicich MBL se
zabyva cela rada studii [118, 119, 120]. Bylo pro-
kéazano, ze infekce zptusobené takovymi kmeny se
vyznacuji vys$s§i mortalitou. Ta je obvykle zpuso-
bena nikoliv vy$§i virulenci, ale neadekvatni ini-
cialni 1é¢bou dané infekce [118].

Pokud nejsou provadény dopliitkové testy pro
prukaz MBL, nemusi byt u enterobakterii stan-
dardnim stanovenim citlivosti [17, 106] pro-
dukce MBL zachycena [3, 26, 29]. U téchto kme-
nu se vSak projevuje efekt inokula, kdy pii
zvySeni koncentrace bakterii dochazi k nartastu
MIC [81]. Zminéna prace teckych autora se
zabyvala rovnéz stanovenim kiivek letalniho
acinku p-laktamt u producentt enzymu VIM-1
[81]. U vSech karbapenemu byla prokazana niz-
§i schopnost inhibice oproti kontrolnimu kme-
nu neprodukujicimu MBL. Po dvou hodinach
dochazelo u vétSiny kment k inhibici rastu,
poté vSak opét k narustu. Ziskané vysledky
jsou vsak obtizné interpretovatelné a do klinic-
ké praxe neprevoditelné. Soucasné s karbape-
nemy byl v citované praci testovan aztreonam,
ktery neni znamymi MBL Stépen. U tohoto
antibiotika nebyl pozorovan vyznamnéjsi efekt
inokula a rovnéz inhibice byla shodna s kme-
nem neprodukujicim MBL.

V piipadech, je-li vylouéena soucasna produkce
ostatnich p-laktaméz hydrolyzujicich aztreonam
(ESBL, AmpC), 1ze tedy o podani aztreonamu p¥i
infekei zptisobené MBL produkujicimi enterobak-
teriemi uvazovat [18, 81].

Pokud se jedna o kmen soucasné produkujici
ESBL, resp. AmpC, je nutné pro 1é¢bu pouzit anti-
biotika jinych skupin (viz tabulka 2) [18, 42].
Lékem volby v nékterych ptipadech muze zustat
pouze kolistin [18, 54, 95, 104]. Nékteré studie
rovnéZ naznacuji moznosti synergie u ruznych
skupin antibiotik, prokazané jak in vitro, tak in
vivo [104].

2.2.3. Laboratorni diagnostika MBL

Laboratorni diagnostika MBL vyuziva bioche-
mické vlastnosti téchto enzymu a schopnost
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Tab. 2. Moznosti 1é¢by infekci zpusobenych producenty MBL (podle [18])

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

Antibiotikum Popis

Neexistuje soubor praci doporucdujici jejich pouziti u producentt MBL. Béhem 1é¢by se proje-
Karbapenemy vuje efekt inokula a vznikaji mutanty rezistentni ke karbapenemu. Mezi jednotlivymi karba-

penemy nejsou signifikantni rozdily.

In vitro data naznacuji stabilitu aztreonamu proti MBL. Toto pozorovani v§ak neni dosud
Aztreonam podpoieno klinickymi studiemi. Studie na zvifecim modelu jsou rozporuplné. U kment pro-

dukujicich MBL se mohou vyskytovat ostatni mechanismy rezistence vyluéujici aztreonam
z pouziti. Ve vysokych davkach muze byt Géinny v kombinaci s jinymi preparéaty.

Piperacilin/tazobaktam

In vitro pozorovani naznacuji moznost jeho pouziti u nékterych infekei zpusobenych citlivy-
mi kmeny Pseudomonas aeruginosa. Klinicka data dosud chybi.

Fluorochinolony . P . e . . . .. .
a aminoglykosidy U infekeci zptsobenych citlivymi kmeny jsou léky volby. Mohou byt pouzity v kombinaci.
Kolistin Lék volby u infekci multirezistentnimi kmeny. Rezistence se vyskytuje, avsak doposud vzacné.

Kolistin + rifampicin

U této kombinace je in vitro pozorovana synergie.
Klinicka data dosud chybi.

Tetracykliny a glycyleykli-
ny

In vitro data naznacuji moznost jejich pouziti u citlivych kment ¢eledi Enterobacteriaceae
a rodu Acinetobacter produkujicich MBL. Klinick4 data dosud chybi.

Fosfomycin

Mozno pouzit v kombinaci. Klinické data dosud chybi.

Obr. 1. Prukaz metalo-p-laktaméz pomoci SDT s inhibici
EDTA. Synergie je patrna mezi vSemi indikatorovymi p-lak-
tamy a inhibitorem (1 — disk s EDTA, 2 — imipenem, 3 — mero-
penem, 4 — ceftazidim)

Fig. 1. Synergy disk test with EDTA for metallo-B-lactamase
detection. Synergy can be observed between inhibitor and all
B-lactams (1 — disk with EDTA, 2 — imipenem, 3 — meropenem,
4 — ceftazidime)

nékterych latek je inhibovat. Metodika pro detek-
ci MBL véetné vybérovych kritérii pro podezielé
kmeny pouzitelna v rutinnich laboratoiich klinic-
ké mikrobiologie byla v CR popsana diive [49].
Pro laboratorné-diagnostické ucely se k inhibi-
ci vyuzivaji pfedevsim chelatory kovovych iontt —
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), 1,10-
fenantrolin, a nékteré thiolové slouéeniny (napi-
kyselina 2-merkaptopropionova). Usporadani tes-

tu je shodné s prukazem ESBL (DDST). Vyuziva
prukazu synergie indikatorovych p-laktamt (imi-
penem, meropenem, ceftazidim) s inhibitorem
napusténym v disku filtra¢niho papiru na MH
agaru [4, 29, 49]. Pro tuto metodu se vzilo oznade-
ni SDT (Synergy Disk Test), ale je mozné pouzivat
i oznaceni DDST (Double Disk Synergy Test) jako
v piipadé ESBL a AmpC. Pii testovani entero-
bakterii a pseudomonad Ize s vyhodou pouZit
inhibici EDTA, kdeZto u acinetobaktert lepsi
vysledky poskytuje kyselina 2-merkaptopropiono-
va [4].

Stejné jako v pripadé ESBL lze i k detekci pro-
dukce MBL provadét E-testem nebo mikrodiluéni
metodou [18, 70]. V obou piipadech se vyuziva
srovnani MIC imipenemu a MIC imipenemu
s EDTA. Jestlize vSak kmen produkuje MBL
s nizkou schopnosti hydrolyzovat imipenem,
muze dojit k faleSné negativité testu [18].

Jako referen¢éni metoda biologického prikazu
MBL slouzi primé spektrofotometrické méreni
hydrolyzy imipenemu pii 299 nm a schopnost
inhibice této aktivity pomoci EDTA. Pri testu je
pouzit celobunéény bakterialni extrakt ziskany
sonikaci 24hodinové kultury [4, 29].

Pro specializované molekularné-epidemiologic-
laktamazy pomoci PCR s vhodnymi primery
a naslednou sekvenaci genu MBL [18, 90]. Rovnéz
byva provadéna klasifikace integronu, na némz se
gen bla nachazi [21, 28, 33, 61, 83]. V ptripadé
popisu nového typu enzymu vSak mohou tyto
metody selhat a je nutné pouzit dalsi specializo-
vané metody [18, 90].

MBL lze velmi obtizné prokéazat nitrocefinem,
proto neni v téchto piipadech optimalni isoelek-
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tricka fokusace (IEF) s detekei p-laktamaz timto
chromogennim p-laktamem [18, 90]. MBL lze ale
detekovat biologickou metodou, kdy gel ziskany
po probéhlé IEF je prevrstven agarem s karbape-
nemem a po vhodné dlouhé inkubaci agarem
s resuspendovanym citlivym kmenem (obvykle E.
coli) [6, 90]. Tam, kde se nachazi karbapenemaéza,
Ize pozorovat rust indikatorového kmene.

2.3. Karbapenemazy skupiny 2f

Karbapenemazy skupiny 2f jsou nékterymi
autory trazeny k Sirokospektrym p-laktamazam
(ESBL) [15, 31]. Z hlediska definice ustavené
K. Bush et al. spliiuji tyto enzymy vSechny bio-
chemické podminky pro zatazeni k ESBL (hydro-
Iyza oxyimino-cefalosporint, inhibice k. klavula-
novou, atd.), avSak spadaji do odlisné skupiny
(mezi ESBL jsou ifazeny enzymy skupiny 2be
a éast B-laktamaz skupiny 2d) [13, 14]. Proto pro
né neni oznaceni ESBL optimalni.

Prvni enzym z této skupiny, oznac¢eny SME-1,
byl poprvé identifikovan ve Velké Britanii v roce
1982 u druhu S. marcescens [90]. Dalsi, IMI-1
a NMC-A, byly pozdé&ji (1984, 1990) nalezeny
u druhu E. cloacae v USA, Francii a Argentiné
[90].

Ziskané p-laktamazy byly poté nalezeny u kme-
nu K. pneumoniae deponovanych v ramci projek-
tu ICARE z roku 1996 v USA [90]. Podle svého
pavodu byly oznaéeny KPC — Klebsiella pneumo-
niae Carbapenemase [50]. Tyto p-laktamazy vel-
mi silné hydrolyzuji v8echny peniciliny, cefalospo-
riny a aztreonam. Minimalni inhibiéni
koncentrace karbapenemu u producenta KPC
byva rozdilna (0,5 — 32 g/ml) [24, 25]. U kmeni
s MIC ke karbapenemtm 0,5 g/ml muze byt
detekce KPC zavazny diagnosticky problém [24,
25].

Enzymy typu GES, opét plazmidové pienositel-
né, byly nalezeny v roce 2000 v Recku u E. cloa-
cae a nasledné ve Francouzské Guiané u K. pneu-
moniae (odtud jejich ndzev — Guiana Extended
Spectrum) [50, 90].

2.3.1. Epidemiologie karbapenemaz skupiny 2f

U p-laktamaz skupiny 2f dochazi k vyznamné-
mu Siteni piredev§im skupiny KPC, méné pak
skupiny GES. Proto bude néasledujici text zamé-
fen hlavné na tyto dvé skupiny.

Kromé enterobakterii, byly p-laktamazy GES
nalezeny u P. aeruginosa [15, 87, 108]. K jejich
§ifeni dochazi predevsim v asijskych zemich
a zemich Jizni Ameriky [15, 108, 111]. V Evropé se
jedna spisSe o izolované nemocni¢ni epidemie [23].

Enzymy KPC byly v Evropé popsany zatim
pouze ve Francii [74], Skandinavii [101], Velké

Britanii [114], a Recku [36]. Vizdy se jednalo
o import z Recka, USA, & Izraele [114], kde je
vyskyt producenttt KPC zavazny klinicko-epide-
miologicky problém [25, 58, 96]. KPC enzymy byly
kromé K. pneumoniae izolovany u K. oxytoca [91],
C. freundii [91], Salmonella spp. [91], a P. aerugi-
nosa [109].

V USA se vyskytuji kmeny K. pneumoniae
exprimujici enzym KPC-3 a zaroven rezistentni
k fluorochinoloniim a aminoglykozidum [24, 25].
U téchto kment byly mimo gent ostatnich p-lak-
tamaz (bla gy 1, blagyy ;; - B-laktamazy s rozsite-
nym spektrem skupiny 2a; blagyy.;, — ESBL)
detekovany geny qnrB19 a qnrAI koédujici protei-
ny chranici gyrazu pied uéinkem fluorochinolont
a gen acetyltransferazy aac(6)-Ib modifikujici
molekulu aminoglykosidi. Zminéné geny byly
v raznych kombinacich neseny na stejnych konju-
gativnich plazmidech [24, 25]. Tyto prace opét
demonstruji moznou selekci rezistence ke karba-
penemum pii pouZivani fluorochinolontt a ami-
noglykosidu tak, jak bylo popsano napit. u produ-
centu ESBL a AmpC [5, 90, 92] (viz stejna situace
jako u producenttt MBL - odstavec 2.1.1.).

2.3.2. Klinicky vyznam karbapenemaz
skupiny 2f

Vzhledem k tomu, Ze problematika karbapene-
maz skupiny 2f zacala byt vyznamnou teprve
v minulych letech, neexistuje dosud zadny publi-
kovany konsenzus o podavani f-laktamovych
antibiotik u producenti téchto enzymu. Studie,
které by se zabyvaly klinickym, popripadé in vit-
ro hodnocenim uéinnosti téchto latek dosud chy-
bi. U kment enterobakterii muZze kmen v piipa-
dé nékterych p-laktamt spadat do citlivé
kategorie [24, 25]. Ani v téchto piipadech vsak
nelze 1lécbu takovym p-laktamem doporudit
z divodu rizika selhani 1é¢by (doporuéeni z 10t -
Lactamase Meeting, Eretria, Recko, 2008). Poda-
ni kombinace B-laktam/inhibitor nelze pouzit
z divodu nizké schopnosti p-laktamovych inhibi-
tora p-laktamaz (k. klavulanova, tazobaktam,
sulbaktam) inhibovat tyto enzymy [79]. MoZnosti
lécby tak zastavaji velmi vyznamné omezeny.

2.3.3. Laboratorni diagnostika
karbapenemaz skupiny 2f

V laboratorni praxi je nutné vyhledavat kmeny
enterobakterii s vysokym stupném rezistence
k penicilinim, cefalosporinim a aztreonamu,
u nichz je MIC k nékterému z karbapenemu vét-
§i nebo rovna hodnoté 0,5 g/ml. Produkce karba-
penemaz skupiny 2f muzZe byt kombinovana
s produkci ESBL, AmpC, resp. ostatnimi $-lakta-
mazami [73].
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Obr. 2. Pritkaz karbapenemaz tzv. 3D metodou. Zlabky okolo
disku s ertapenemem (umisténemém ve stfedu plotny) jsou
naplnény 150 ul bezbunééného extraktu ziskaného sonikaci.
Vsechny t#i testované kmeny produkuji karbapenemazu —
dochazi k deformaci ptivodné kruhové inhibiéni zony

Fig. 2. 3D test for the carbapenemase detection. 150 ul 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

Vzhledem k velmi slabé inhibici f-laktamovymi
inhibitory p-laktamaz (kyselina klavulanova,
tazobaktam, sulbaktam) nelze pouzit testy zalo-
Zené na synergii -laktamt s kyselinou kalvula-
novou (DDST, E-test, metody zaloZené na srovné-
ni MIC, atp.) [79, 90].

Neékteti autoii doporucuji pro prukaz enzyma-
tické degradace karbapenemu provést tzv. 3D test
[29] (viz obr. 2). MH agar je inokulovan dobte cit-
livym kmenem E. coli, do stfedu plotny je umis-
tén disk napustény nékterym z karbapenemu. Od
okraji plotny smérem k disku je ¢arou inokulo-
van vySetirovany kmen plnou kli¢kou (pro zajisté-
ni fadové vyssi koncentrace nez jakym byla plot-
na inokulovana). Dalsi modifikaci je vy¥iiznuti
zlabkt od okraje plotny az k disku, do nichz je
napipetovan celobunéény bakterialni extrakt zis-
kany sonikaci nebo opakovanym zamrazovanim
a rozmrazovanim 24hodinové kultury [47]. Citli-
vy kmen, jimz je plotna inokulovana, vytvoii oko-
lo disku s karbapenemem inhibi¢ni zénu. Pokud
testovany kmen produkuje karbapenemaézu,
dojde k deformaci této inhibiéni zony smérem
k disku (viz obr. 2). Metoda neumoziiuje rozliSeni
mezi jednotlivymi skupinami karbapenemaz
(MBL, 2f, OXA) a jeji interpretace byva velmi
obtizna v ptipadé nizké produkce enzymu, resp.
nizké aktivity extraktu [M.Gniadkowski, osobni
sdéleni].

Zatim jedinou rutinné pouzitelnou metodou

zustava PCR identifikace genu karbapeneméazy
(optimalné doplnéna sekvenaci genu bla) [90].
Pocet p-laktamaz s timto spektrem uéinku je
dosud maly (viz http://www.lahey.org/studies),
a proto lze mit k dispozici sadu primert [90], kte-
ré umozni detekovat vSechny popsané enzymy.
Pokud se vSak bude jednat o novy typ p-laktama-
zy, nebude PCR amplifikace a detekce tspésna.

Specializovana pracovi$té opét mohou vyuZzit
IEF se znacenim enzymové aktivity nitrocefinem
a naslednym biologickym prukazem karbapene-
mazové aktivity [6].

2.4. Karbapenemdadzy skupiny OXA

Tato skupina B-laktaméz je velmi heterogenni
- sekvence aminokyselin jednotlivych enzymt se
mohou od sebe vyznamné ligit [63]. Karbapene-
mazy ze skupiny OXA jsou fazeny do deviti ruz-
nych podskupin [90]. V&t§ina z nich se nachéazi
u acinetobaktert a pseudomonad [63, 90, 95], pii-
¢emz nékteré mohou byt neseny na mobilnich ele-
mentech. U enterobakterii byla dosud nalezena
pouze jedind karbapenemaza skupiny OXA -
OXA-48 u K. pneumoniae v Turecku. OXA-48,
plazmidoveé pienositelna, velmi dobie hydrolyzuje
imipenem [85].

Popsany pripad je vSak dosud ojedinély, proto
karbapenemazy této skupiny nejsou zatim u bak-
terii Celedi Enterobacteriaceae povazovany za
vyznamné. To ovSem neplati u nefermentujicich
gramnegativnich tycinek [90, 95].

3. Rezistence zpusobena sniZzenim
permeability vnéjsi bunécéné stény

p-laktamy zabranuji koneénému kroku pii
tvorbé peptidoglykanové vrstvy vazbou na aktiv-
ni misto transpeptidaz - PBPs (penicillin binding
proteins). Aby molekula antibiotika dosahla mis-
ta svého ucinku na vnéjsim povrchu cytoplazma-
tické membrany, musi piekonat bakterialni sténu
a periplazmovy prostor. Prostup hydrofobni
bunéénou sténou je umoznén pomoci pasivnich
proteinovych prenaSec¢t — porina [63].

Dojde-li u bakterie ke sniZeni permeability
bunééné stény zménou exprese porind, antibioti-
kum pronika do buniky v omezené mite a dochazi
ke vzniku rezistence. V takovém piipadé i p-lak-
tamazy s nizkou schopnosti hydrolyzovat karba-
penemy mohou zamezit déinku pronikajiciho
antibiotika [7, 68]. Zaroven je ale sniZena pro-
stupnost danych porint pro ostatni, pro bakteri-
alni bunku potfebné, slouceniny. Stav snizené
permeability bunééné stény je tedy pro bakterii
vyhodny z hlediska ochrany proti toxickému Géin-
ku antibiotika, ale nevyhodny z dtivodu nedosta-
tecné dostupnosti zivin [76]. Vznikla rezistence
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byva tedy obvykle jen do¢asna — adaptivni, kdy
po vysazeni antibiotika je Casto rezistentni sub-
populace nahrazena citlivou.

Rezistence zpusobena sniZenim permeability
bunééné stény mutze vznikat sniZenim exprese
prislusného porinu, strukturilni zménou tohoto
porinu, nebo nahrazenim daného porinu jinym
typem [1].

3.1. Poriny

Vnéjsi membrana gramnegativnich bakterii
je pro hydrofilni slouceniny htte prostupna
oproti bézné fosfolipidové membrané (napft.
eukaryont), coz je dano kompaktni strukturou
zprostfedkovanou interakci fetézcti nenasyce-
nych mastnych kyselin lipopolysacharidovych
molekul. Tato vlastnost chrani bakterii pted
potencialné toxickym vnéjSim prostiedim [76].
Potiebné hydrofilni slou¢eniny pronikaji do nit-
ra bunky prostfednictvim poru proteinové pova-
hy, které je mozno délit na specifické kanaly
s vazebnym mistem pro uréity ligand a nespeci-
fické poriny [76, 77, 78].

Poriny nemaji zadné specifické vazebné misto,
presto nékteré latky jimi do bunky difunduji sna-
ze nez jiné diky svym fyzikalné chemickym vlast-
nostem jako je molekulova hmotnost, naboj, lipo-
filita atp. [77]. To vyvolava jistou specifiénost
nékterych porint vaci uréitému antibiotiku.

Nejvice prostudované z hlediska zmén exprese
porint ve vnéjsi bunééné sténé jsou enterobakte-
rie, z nich pak zejména E. coli (laboratorni kmen
K-12), K. pneumoniae a Enterobacter spp. Rezi-
stenci na podkladé sniZzeni permeability bunécné
stény lze pozorovat i u jinych skupin bakterii,
napt. P. aeruginosa a A. baumannii [65].

U Escherichia coli (kmen K-12) byly popsany
dva hlavni poriny — OmpF s vétSim prasvitem
kanalku a preferenci kationt, a OmpC s men§im
prusvitem. Podobné je tomu u K. pneumoniae, kde
se vyskytuji také dva hlavni poriny - OmpK35
analogicky s OmpF (E. coli) a OmpK36 analogic-
ky s OmpC [44, 65]. S. enterica a Enterobacter
spp. maji kromé dvou gent obdobnych s OmpF
a OmpC jesté gen OmpD [44, 65]. O hlavnich pori-
nech ostatnich ¢lenu celedi Enterobacteriaceae
nejsou prozatim dostupna data.

Zminéné hlavni poriny jsou trimerni povahy
a maji asi 100x vétsi propustnost nezZ monomerni
protein OmpA exprimovany u E. coli. Ten je
homologni s hlavnim porinem P. aeruginosa OprF
a OmpK34 u K. pneumoniae. [65, 76]

Neékteré dalsi proteiny porinové povahy, ,spici“
poriny, nejsou exprimovany za béznych laborator-
nich podminek, jsou to naptiklad NmpC a OmpN
(E.coli), OmpK37 (K. pneumoniae), a OmpS2 (Sal-
monella typhi) [22, 65].

3.2. Mechanismy vzniku rezistence

K mobilizaci klinicky vyznamnych p-laktamaz,
predevsim skupiny CTX-M, ¢asto dochazi nedoko-
nalou transpozici inserénich sekvenci (IS)
a nasledné jejim horizontalnim Sifenim v bakteri-
4lnich populacich [39, 56, 84, 86]. V bakterialni
bunice muze poté dojit k inzerci IS do genu porinu
a tim k jeho inaktivaci [52]. Takto zménéné
mutanty prislu§ny porin neexprimuji. Tento
mechanismus se uplatiiuje predevsim u produ-
centtt ESBL a AmpC [10, 12, 52, 69].

Represe produkce urcitého porinu muze byt
také vyvolana nahodnou mutaci v daném genu.
Ke vzniku rezistence vsak zrejmé dochazi az
kombinaci mutaci, které zptisobi neprostupnost
vSech hlavnich porinu [1, 44].

Dalsi mozZnosti je regulace exprese porind
pomoci kratkych molekul RNA (sRNA) [41]. Tyto
molekuly byly ptivodné nalezeny na extrachromo-
zomalnich elementech, jako napi. plazmidech
a bakteriofazich. Jejich tloha neni dosud dosta-
teéné objasnéna [41].

3.3. Klinicko-epidemiologicky vyznam
sniZeni permeability vnéjsi bunécné stény

Jsou-li porovnany MIC jednotlivych antibiotik
u kmene K. pneumoniae produkujiciho oba hlavni
proteiny (OmpK35 a OmpK36) s izogenickymi
mutantami exprimujicimi pouze jeden z téchto
proteint, pohybuje se zména MIC v ramci jednoho
diluéniho kroku. Chybi-li u zkoumané mutanty
oba poriny, zvySeni MIC u nékterych p-laktamo-
vych antibiotik (ampicilin, cefoxitin, cefotaxim,
ceftazidim) je jiz fadové vyssi. K nejvyraznéjsimu
vzestupu MIC dochazi u mutant s f-laktamazovou
aktivitou [44].

7 dalsich studii vyplyva, Ze izolované zmény
permeability bunééné stény nejsou rozhodujici
a ke vzniku Kklinicky vyznamné rezistence docha-
zi, je-li zaroven ptitomna néktera f-laktamaza
typu ESBL, AmpC, resp. karbapenemaza [12, 20,
22,44, 61, 64, 100].

Pokud neni pritomen jiny typ rezistence, ktery
by vyzadoval pouziti interpretaénich pravidel pro
hodnoceni citlivosti kmene k antibiotikim [46,
47, 49, 59], 1ze jeho citlivost hodnotit podle hod-
noty MIC, resp. pruméru inhibi¢nich zén [17,
106]. Presto je vSak nutné monitorovani léchy,
nebot snizenim permeability mohou nabyt vyzna-
mu i jinak se neprojevujici mechanismy rezisten-
ce [93].

Jak bylo zminéno vySe, v klinické praxi se lze
s timto typem nejéastéji setkat u kment K. pneu-
moniae produkujicich p-laktamazu ESBL nebo
AmpC [12, 20, 22, 44, 52, 60, 64]. V CR 1ze u inva-
zivnich izolata K. pneumoniae pozorovat kontinu-
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Obr. 3. SDS-PAGE (1.) a detekce porint pomoci specifickych
protilatek (II.) u kment K. pneumoniae. M — standard mole-
kulovych hmotnosti, 1 — kmen citlivy ke karbapenemtm
exprimujici oba hlavni poriny (OmpK35 — A, OmpK36 — B), 2
— kmen rezistentni ke karbapenemtm velmi slabé exprimuji-
ci pouze OmpK35

Fig. 3. SDS-PAGE and Western-blott detection of porins in
K. pneumoniae strains. M — marker of molecular weight, 2 —
strain susceptible to carbapenems expressed both main porins
(OmpK35 — A, OmpK36 — B), 2 — strain resistant to carbape-
nems expressed only OmpK35 in very low level

alni vzestup rezistence k cefalosporintim 3. gene-
race [107]. Napiiklad v roce 2007 se jiz jednalo o
41,9 % (http:/www.rivm.nl/EARSS). Vzhledem
k tomu, Ze infekce zptsobené témito kmeny jsou
Casto lé¢eny karbapenemy, piedstavuji tyto rizi-
kovou skupinu pro vznik adaptivni rezistence ke
karbapenemum.

3.4. Laboratorni detekce defektu
permeability

Pri zachytu kmene rezistentniho ke karbapene-
mum je nejprve nutné vyloudit produkei metalo-
-B-laktamaz a jinych karbapenemaz (viz predcho-
zi text).

Podrobna analyza permeability vnéjsi bunécé-
né stény je mozna pouze ve specializovanych
laboratotfich. Prostupnost antibiotik do periplaz-
mového prostoru lze kvantifikovat méfrenim
zbytkové aktivity p-laktamaz vné bakterialni
bunky [65].

Nepiimé metody spocivaji v detekci porina
pomoci SDS-PAGE [27] s naslednym western-
blottem se specifickymi protilatkami a PCR
amplifikaci prislusnych gent. Tyto metody neu-
moznuji detekei strukturalné odlisnych porint se
zménénou prostupnosti [12, 60, 65].

4. Zavér

V Ceské republice nebyl dosud u enterobakterii
zjistén enzymaticky typ rezistence ke karbapene-
mum, ani produkce MBL u pseudomonad a acine-
tobakteru. I v ostatnich zemich lze vyskyt rezi-
stence enterobakterii ke karbapenemum
povazovat za nizky. Piesto v nékterych statech,
napi. v Recku, je prevalence karbapenem rezi-
stentnich kment enterobakterii velmi vysoka
a jejich procentualni podil stale nartsta (viz data
EARSS - http://www.rivm.nl/earss, resp. [31, 34,
36, 71, 89, ]). U druhu K. pneumoniae se vyznam-
né podileji na infekcich krevniho feéisté (viz data
EARSS - http://www.rivm.nl/earss).

V ostatnich zemich, véetné Ceské republiky,
naopak narusta prevalence kmenu rezistentnich
ke karbapenemum diky sniZeni permeability
vnéjsi bunééné stény v souvislosti s produkei
ESBL a AmpC [114; J. H., E. Ch., P. Urbaskova,
nepublikovana data].

I kdyz v tadé pripadt infekci rezistentnich ke
karbapenemtim muze ztstat jedinou volbou 1é¢by
kolistin, i k tomuto antibiotiku zac¢ind u druhu
K. pneumoniae nartstat rezistence [67; P. Urbas-
kova, osobni sdéleni]. Ta je zptisobena strukturalni
zménou lipopolysacharidu, ktera neumozni vélené-
ni molekuly antibiotika do bunécné stény [67].

Z uvedenych ptikladu je patrné, Ze stojime na
pocatku doby, kdy karbapenemy zadinaji ztracet
své vysostné postaveni pii 1é¢bé infekei vyvolanych
multirezistentnimi gramnegativnimi mikroby.
Ukolem mikrobiologii a nemocni¢nich epidemiolo-
gt by mélo byt oddaleni stavu, kdy kmeny entero-
bakterii budou k témto latkam bézné rezistentni.
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