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SOUHRN

O interpretaci citlivosti k beta-laktamovym antibiotikiim u gramnegativnich tyc¢ek produkujicich
beta-laktamazy se v soucasnosti diskutuje v CLSI i v EUCAST, renomovanych institucich
doporuéujicich klinické break-pointy. Clanek shrnuje souéasné poznatky o break-pointech
u enterobakterii a navrhuje postup pro klinicko-mikrobiologické laboratoie Ceské republiky.
Kliéova slova: ESBL - AmpC - karbapenemazy — KPC - MBL - interpretace — break-point.

SUMMARY

Hrabak J., Zemli¢kova H., Bergerova T., Urbaskova P.: Interpretation of the Susceptibility Test
Results in Enterobacteria Producing 3" and 4"-Generation Cephalosporin- or Carbapenem-
-Hydrolyzing B-Lactamases

The interpretation of the susceptibility of Gram-negative rods to B-lactams is currently under
discussion in CLSI and EUCAST - two authorities on determination of clinical breakpoints. This
article summarizes the current knowledge about clinical breakpoints in enterobacteria and

proposes guidance for clinical microbiology laboratories in the Czech Republic.
Keywords: ESBL - AmpC - carbapenemases - KPC — MBL - interpretation — breakpoint.

1 Mechanismy rezistence k beta-laktamum
u enterobakterii

Syntéza peptidoglykanu, kterou beta-laktamy
inhibuji, probiha u enterobakterii v periplazmo-
vém prostoru. Beta-laktamy tak musi proniknout
vnéj$i membranou bunééné stény ke svym cilo-
vym mistim (PBP — proteiniim vazicim penici-
lin). Transport je zprostiedkovan pomoci pasiv-
nich pfrenaseéu — porinu [15].

Nejcasté&jsim mechanismem rezistence k beta-
-laktamum je produkce enzymu hydrolyzujicich
amidovou vazbu beta-laktamového kruhu — beta-
-laktamaz [10, 11, 15]. U gramnegativnich bakte-
rii je vyznamna také koncentrace antibiotika
v periplazmovém prostoru. Ta muze byt regulo-
vana samotnou burtikou v oblasti vstupu beta-
-laktamu — sniZenim exprese porina, pripadné
nahrazenim jinym typem porinu, ktery neumoz-
ni postup antibiotika [15]. Dal§im regula¢nim
mechanismem je aktivni vypuzeni molekuly

antibiotika z bunky efluxem [21]. Oba mechanis-
my sniZeni koncentrace antibiotika v periplaz-
movém prostoru jsou u enterobakterii zdoku-
mentovany [15, 17, 21]. Pokud neni k dispozici
dostateéna koncentrace antibiotika, nedochéazi
k fatalni inhibici syntézy peptidoglykanu a buri-
ka ma schopnost piezivat ve vyssi koncentraci
antibiotika. Tento efekt je ¢asto umocnén pro-
dukeci beta-laktamaz. Vzajemnou interakei beta-
-laktamaz, beta-laktamt a PBP dochazi ke kvan-
titativnimu nartastu rezistence. Kinetické para-
metry pritomnych beta-laktamaz nemusi odpovi-
dat efektivnimu S$tépeni beta-laktamu — v fadé
ptipadt se jedna o pouhou kompetici mezi beta-
laktamazou a PBP. Tento jev je casty zejména
u rezistence Klebsiella pneumoniae ke karbape-
nemum [15, 17]. Z uvedenych ptiklada vyplyva
znacnd slozitost mechanismu rezistence k beta-
-laktamum u enterobakterii, a proto je velmi
nesnadné predvidat chovani kmene za raznych
podminek (rtzna velikost inokula, rtzna kon-
centrace antibiotika atp.).
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1. 1 Konstitutivné exprimované
beta-laktamazy

Rada klinicky vyznamnych beta-laktamaz je
exprimovana konstitutivné, tzn. produkce enzymu
je konstantni. Mezi klinicky nejvyznamnéjsi beta-
-laktamazy u enterobakterii patti [10, 11, 15, 23]:
¢ Sirokospektré beta-laktamazy (ESBL) — enzymy
spadajici do skupiny 2be podle Bush et al. [3] (sku-
pina A podle Amblera [1]), schopné hydrolyzovat
beta-laktamy vSech generaci kromé cefamycinu
(cefoxitin) a karbapenemt, inhibovatelné serino-
vymi inhibitory (kyselinou klavulanovou). Jako
ptiklad enzymu této skupiny lze jmenovat TEM,
SHV a CTX-M Sirokospektré beta-laktamazy.

e Beta-laktamazy AmpC — tyto enzymy skupiny
1, respektive C, jsou obvykle produkovany induci-
bilné (viz odstavec 1. 2). Hydrolyzuji peniciliny
a cefalosporiny I.-III. generace nejsou inhibovany
serinovymi inhibitory beta-laktaméz. Cefalospo-
riny IV. generace (cefepim) obvykle ztstavaji sta-
bilni vaéi jejich tcinku. Nékteré enzymy této sku-
piny (napf. inherentni beta-laktamaza typu
AmpC nalézand u vétsiny kment Escherichia
coli) jsou exprimovany konstitutivné [11].

e Karbapenemazy skupiny 2f (skupiny A podle
Amblera [1]) — enzymy hydrolyzujici vSechny
beta-laktamy (véetné karbapenemi), inhibovatel-
né serinovymi inhibitory (kyselinou klavulano-
vou). Mezi typické ptriklady patii enzymy KPC —
Klebsiella pneumoniae carbapenemase [15].

¢ Karbapenemazy skupiny D — vyznamné piede-
v§im u acinetobakterti a pseudomonad. U entero-
bakterii je vyznamné karbapeneméza OXA-48 [15].
e Metalo-beta-laktaméazy — jedna se o enzymy,
u nichz donorem molekuly vody v aktivnim misté
enzymu jsou obvykle 1-2 zinkové kationty. Dosud
popsané enzymy hydrolyzuji vétSinu beta-lakta-
mu kromé monobaktamu (aztreonamu) a nejsou
inhibovany klinicky dostupnymi inhibitory beta-
-laktamaz [5].

1. 2 Inducibilné exprimované
beta-laktamazy

Exprese beta-laktamaz je v nékterych piipa-
dech fizena regula¢ni drahou zavislou na syntéze
a recyklaci peptidoglykanu [11]. Inducibilita je
vlastnosti genetického uspotradani okoli genu
beta-laktamazy. V pripadé pritomnosti induktoru
(napt. cefoxitin, imipenem, kyselina klavulanova)
dochéazi ke zvysSeni exprese genu beta-laktamazy
a k fenotypovému zvysSeni rezistence bakterialni-
ho kmene. Inducibilné jsou produkovany prede-
v8im beta-laktamazy AmpC a nékteré dalsi enzy-
my, napi. beta-laktamazy skupiny A a B podle
Amblera u Stenotrophomonas maltophilia [15].

j}

O fenoménu inducibility se diskutuje v souvis-
losti s interpretaci vysledkt a vzniku tzv. derepri-
movanych mutant, tzn. kment, u nichz dochazi ke
konstitutivni produkci vysoké hladiny beta-lakta-
mazy [27]. Lze vsak konstatovat, Ze problém
inducibility neni jesté zcela objasnén. V literatute
uvadéné ,dereprimované“ kmeny nejsou obvykle
dostateéné charakterizovany a muze se jednat
o dalsi mechanismy (napi. zmény v permeabilité
bunééné stény), jak bylo ukézano napt. u kmenu
K. pneumoniae produkujicich AmpC typu DHA-1
s vysokym stupném rezistence [6].

2 Podklady pro zavedeni interpreta¢nich
kritérii

Definice klinického break-pointu (hrani¢ni kon-
centrace) predpoklada odhad klinického efektu 1é¢-
by danym antibiotikem u daného infek¢éniho agens
[8]. Data pro odhad této uéinnosti lze ziskat [19]:
— na zakladé mikrobiologickych analyz, bez zna-
losti klinické odpovédi 1é¢by. Tato doporudeni jsou
obvykle hodnocena pismenem C. Podklady pro
tyto analyzy jsou dostupné obvykle z in vitro
experimenti, napt. vySetieni efektu inokula, sta-
novenim kiivek letalniho uéinku atp., piipadné
extrapolaci jiz dfive popsané situace u podobného
pfipadu (napt. hodnoceni producentt karbapene-
maz v rezistentni kategorii jako analogie inter-
pretace cefalosporinti u producenttt ESBL);

— existuje-li pouze omezené mnozstvi popsanych
pripadu tuspéchu/netspéchu lé¢by (omezeno na
jednotlivé kazuistiky), popi. je efekt antibiotické
terapie zdokumentovan na modelu (vétsinou zvi-
fecim, popi. jen matematickém). Evidence pro
tuto kategorizaci je hodnocena pismenem B;

— pokud dostateény pocet klinickych studii proka-
zuje efekt, pripadné neucinnost antibiotika, jedna
se o nejlepsi zpusob pro tvorbu interpreta¢nich
kritérii, hodnoceny pismenem A.

Situace u enterobakterii je historicky kompli-
kovana analyzou klinické odpovédi léc¢by infekei
zpusobenych producenty ESBL cefalosporiny III.
a IV. generace. V piipadé produkce karbapenemaz
Ize ofekavat shodny efekt jako v piipadé ESBL
a cefalosporint vy$§ich generaci. Provedeni kon-
trolovanych klinickych studii neni etické, a proto
je nelze realizovat.

Dalsim vyznamnym rozhodovacim kritériem je
zjisténi distribuce MIC, p¥ipadné prumért inhi-
bi¢nich zén (IZ) u dostateéného poctu kmenu
(obr. 1) [7, 8]. Ziskané ki#ivky, srovnané s distribu-
ci u divoké populace, umoznuji detekci zmén
v bakteridlni populaci, tzn. vznik rezistence.
Distribuci divoké populace lze nalézt na stran-
kach http://www.eucast.org.
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Obr. 1. Distribuce MIC [mg/l] cefotaximu u izolatu Klebsiella
pneumoniae (n = 2 741) ve FN Plzen za obdobi ¢ervenec 2009
az ¢ervenec 2010 s vyznacenim epidemiologického cut-off, bre-
ak-pointu pro citlivost k cefotaximu podle EUCAST i CLSI,
vcetné ukazky nékterych mechanismu rezistence

Fig. 1. Cefotaxim MIC [mg/l] distribution in Klebsiella pneu-
moniae isolates (n = 2 741) in the University Hospital Plzen
from July 2009 to July 2010, epidemiological cut-off values
and breakpoints for cefotaxim according to EUCAST and
CLSI indicated, some resistance mechanisms presented for
illustration

3 Interpretac¢ni kritéria u enterobakterii -
historicky vyvoj

V souvislosti s negativnimi zkuSenostmi s 1é¢-
bou cefalosporiny u infekci zptsobenych produ-
centy ESBL bylo navrzeno interpretovat tyto
kmeny jako rezistentni k cefalosporinum vsech
generaci [10, 23]. Riziko selhani 1é¢by cefalospori-
ny dokumentuje fada praci publikovanych v reno-
movanych ¢asopisech [9, 18, 24, 25].

Ke zmirnéni pravidel doslo vydanim expertnich
kritérii pro testovani citlivosti k antibiotikiim
skupinou EUCAST v roce 2008 [19]. Tato kritéria
doporucovala interpretovat kmen produkujici
ESBL jako intermediarni (I) k cefalosporinium,
pokud MIC (pramér IZ) byla v citlivé kategorii,
a jako rezistentni (R), byla-li MIC, respektive 1Z,
v intermediarni kategorii.

Nové vydani doporuceni EUCAST, respektive
CLSI, navrhuje neuvadét produkci ESBL, tedy
neinterpretovat vysledky vysetieni k cefalospori-
ntm podle produkce tohoto enzymu, nybrz podle
hodnot MIC a piitomnost téchto enzymu testovat
pouze pro epidemiologické ucely [4, 7]. Zminény
stav souvisi se Sifenim rezistence ke karbapene-
mum, které jsou nyni léky volby u infekei zpuso-
benych producenty ESBL, a se snahou o maxi-
malni zachovani tuc¢innosti téchto antibiotik
a rovnéz i s moznostmi klinicko-mikrobiologic-
kych laboratoti, které v souc¢asnosti musi vySetie-
ni citlivosti rozsiiovat o celou fadu doplrikovych
testt.

j}

Obdobné jako u producenttt ESBL, i v pfipadé
karbapenemt a producentid karbapeneméz byla
zvolena cesta sniZovani klinického break-pointu
(hraniéni koncentrace) [4, 7] namisto rutinniho
prukazu piitomnosti téchto enzyma.

4 Klinicky efekt cefalosporinu pri 1é¢bé
infekei zpusobenych producenty klinicky
vyznamnych beta-laktamaz

Vyvoj interpretaénich Kkritérii uvedeny
v odstavei 3 neméni nic na skuteénosti, Ze cefalo-
sporiny nejsou vhodné pro 1é¢bu infekci zpusobe-
nych producenty ESBL. Selhani léc¢by témito
antibiotiky je velmi dobie zdokumentovano v sou-
hrnném ¢lanku publikovaném Ramphalem
a Ambrosem [25]. Jako konkrétni pripady lze
uvést praci Patersona et al. [24]. Autoti zjistili, Ze
u bakteriémii, jejichz prFi¢inou byl producent
ESBL s MIC cefalosporint 1 mg/l, doslo k selha-
ni 1é¢by (smrti pacienta) v 27 % piipadu. Pri hod-
notach MIC 2 mg/l selhala 1é¢ba u 33 % pacientu.
Jestlize byl cefalosporin podan u infekci kmenem
s MIC 8 mg/l, doslo k umrti 100 % pacient. Na
efekt 1é¢by cefalosporiny neméla vliv ani pripad-
na kombinace s aminoglykosidy. Podobné vysled-
ky jsou prezentovany v dalSich studiich [9, 18].

Rovnéz u producenti ziskané AmpC jsou popi-
sovany zavazné pripady selhani 1é¢by cefalospori-
ny vysSich generaci [22]. Problematika producen-
td AmpC je komplikovana jesté skutecnosti, ze
u téchto kment muze dojit k relativné snadné in
vivo selekci rezistence ke karbapenemum zptso-
bené zménami v permeabilité bunééné stény [15,
17]. Na zakladeé dostupnych dat je tento jev dosud
nepredikovatelny.

U producenti KPC bylo také popsano selhani
1é¢by karbapenemy, prestoze MIC pavodct k tém-
to latkdm byla relativné nizka (0,25, respektive
2 mg/l) [28]. V citované praci bylo popsano selha-
ni 1écby karbapenemy (piipadné v kombinaci
s tigecyklinem) v 60 % piipadu infekci kmeny
s MIC 2 mg/l.

5 Epidemiologicka situace a moznosti
diagnostiky klinicky vyznamnych beta-
laktamaz v Ceské republice

Detailni molekularné-epidemiologicka studie
byla v Ceské republice (CR) provedena u produ-
centi ESBL i ziskané AmpC [6, 12]. Bylo zjisténo,
Ze se u nas nachazi mezinarodné rozsirené klony
producentt beta-laktamaz (ST131 u Escherichia
coli, CC11 u Klebsiella pneumoniae). Rovnéz beta-
-laktamaézy, jejichz geny jsou neseny na plazmi-
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dech urcitych replikonovych typa, jsou typické
pro tyto kmeny (u E. coli ESBL typu CTX-M-15,
jejiz gen je nesen na plazmidu typu inkompatibi-
lity FII). U kment Klebsiella pneumoniae byla
zjisténa beta-laktamaza AmpC typu DHA-1. Jeji
genova kazeta je soucasti komplexniho integronu
tiidy 1 [6]. Rozsiteni tohoto typu beta-laktamaz je
ve srovnani s okolnimi staty raritni.

Rovnéz metalo-beta-laktaméazy byly zazname-
nany na uzemi CR [14]. Velmi vyznamny je
zachyt karbapenemazy KPC-2 u kmene Klebsiel-
la pneumoniae na severni Moravé (Hrabak, J.,
Zemli¢kova, H., ¢lanek ptipraven ke zvefejnéni).
Jedné se o kmen nalezejici k mezinarodnimu klo-
nu ST258 (spada do klonalniho komplexu CC11)
s vysokym epidemickym potencialem.

VySetfovani produkce klinicky vyznamnych
beta-laktamaz provadi fada klinicko-mikrobiolo-
gickych laboratoii podle doporucenych metodik
[13, 16]. Problematika detekce ESBL a ziskané
AmpC se provadi zcela rutinné a neprinasi kom-
plikace ve vétSiné rtznych variant kombinaci
beta-laktamaz. Rozs§ifeni enzymu DHA-1 a vznik
kment rezistentnich ke karbapenemtm [17] v8ak
znemoznuje efektivni detekci karbapenemaz KPC
dostupnymi metodami v podminkach rutinni
mikrobiologické laboratoie [20].

Rutinni diagnostika ESBL a AmpC v ¢eskych
laboratoiich umoznuje ziskat kvalitni udaje, kte-
ré jsou nezbytné pro epidemiologické tcely.

6 Doporuceni pro interpretaci vysetireni
citlivosti k beta-laktamtum u producentu
klinicky vyznamnych beta-laktamaz

Pro snizeni poétu pochybeni se nadale nedopo-
ruc¢uje rutinné uvadét do vysledku kategorii
intermediarni citlivosti [26]. Na zakladé skutec-
nosti uvedenych v piedchozich odstavcich Ilze
navrhnout:

1. U kmenud, u nichz je indikovano rozsiiené
vySetfeni citlivosti k antibiotiktim, vySetiovat cit-
livost k ceftazidimu a cefotaximu jako indikatorta
produkce ESBL, respektive ziskané AmpC, a pii-
padné alesponi k jednomu z karbapenemu. Jako
indikator rezistence ke karbapenemtim je nej-
vhodnéjsi ertapenem, ktery by vsak nemél byt
uvadén do vysledku. Hodnoty MIC nebo primé-
ry IZ se interpretuji podle break-pointt uvede-
nych v tabulce 1.

2.V indikovanych piipadech u kment se sniZenou
citlivosti k cefalosporintim (viz metodika [13, 16])
provadét prukaz Sirokospektré beta-laktamazy
(ESBL) a u kmenu enterobakterii, u nichz nejsou
pritomny inherentni beta-laktamazy AmpC
(napi. Klebsiella pneumoniae) provadét prukaz

j}

tohoto typu beta-laktaméaz podle doporucené
metodiky [13, 16].

3. Pii prukazu ESBL a ziskané AmpC kmen
rutinné neuvadét jako citlivy k cefalospori-
num vSech generaci a penicilinim (véetné kombi-
naci s inhibitory). Stale plati doporuéeni uvedené
v publikaci [23], kdy karbapenemy jsou léky vol-
by u vétsiny zavaznych infekei zptisobenych pro-
ducenty ESBL. Nasledujici vyjimky lze aplikovat
pouze v piipadé, Ze je kmen v citlivé kategorii
podle break-pointt uvedenych v tabulce 1:

a) Podani cefalosporint, respektive penicilint
s inhibitory lze zvaZovat pouze v urcitych klinic-
kych situacich, za nutné konzultace s oSetiujicim
lékatem a jeho vyslovnym upozornénim na moz-
nost selhani 1é¢by témito antibiotiky. V kazdém
pripadé je nutné monitorovani ucinnosti lécby
dostupnymi nastroji (biochemické markery, mik-
robiologické sledovani);

b) U lehkych mocéovych infekci l1ze zvazovat podéa-
ni kombinace beta-laktam s inhibitorem beta-lak-
tamaz (napf. amoxicilin/kyselina klavulanova)
[23] — dulezité v souvislosti se Sifenim producen-
ta ESBL v komunité.

4. Kmeny se zvySenou MIC, pripadné sniZenym
prumérem IZ k nékterému z karbapenemu, pova-
zovat za suspektni producenty karbapenemaz
a provést ovéieni podle doporuéené metodiky
[13], pripadné zaslat k ovéfeni referenéni meto-
dou (NRL pro antibiotika nebo LF UK a FN
v Plzni). K ovéfeni musi byt kmen zaslan vzidy,
pokud se jedna o vysoce suspektniho producenta
nékteré z karbapenemaz. Vysledek se interpretu-
je nasledujicim zptisobem:

a) Pri ovérené produkci karbapeneméazy neuvadét
do vysledku kmeny jako citlivé ke karbapene-
mum ani v piipadé, Zze MIC (pramér 1Z) je v citli-
vé kategorii (viz tab. 1). Na produkci karbapene-
maz musi byt wupozornén oSetiujici 1ékar
a ustavni epidemiolog, nebot se jedna o epidemio-
logicky zavaznou situaci srovnatelnou s vyskytem
MRSA [2, 5].

b) Je-li prokazan jiny mechanismus rezistence
(napt. zmény bunééné stény, eflux se soucasnou
produkci AmpC a/nebo ESBL), Ize se fidit podle
break-pointid uvedenych v tabulce 1. Je vSak
vhodné upozornit na tuto skute¢nost oSetiujiciho
lékaie, nebot pro interpretaci takovych vysledkt
neexistuji relevantni klinicka data.

¢) Kmeny inhibované > 1 mg/l (IZ < 23 mm) imi-
penemu, respektive meropenemu jsou podle
interpretacénich kritérii CLSI [4] necitlivé, podle
EUCAST [7] jsou stale v citlivé kategorii. Vzhle-
dem k mozné produkei neidentifikovanych karba-
penemaz nelze u infekci zptsobenych takovymi
kmeny vylouéit selhani 1ééby karbapenemy.

5. Pii kolonizaci pacienta kmenem produkujicim
nékterou z klinicky vyznamnych beta-laktamaz
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Tabulka 1. Interpretaéni kritéria pro citlivost enterobakterii EUCAST [7] k nékterym cefalosporinim a karbapenemtm

Table 1. EUCAST interpretation criteria for enterobacterial susceptibility [7] to some cephalosporins and carbapenems

Antibiotikum Hraniéni hodnota MIC ?1:):131: gﬁﬁ:ﬁﬂ: ?:Iil; ;ﬁ
pro citlivé kmeny [mg/1] [ngl citlivé kmeny [mm]
Cefepim <1 30 > 21
Cefotaxim <1 5 > 21
Ceftazidim <1 10 > 21
Ceftriaxon <1 30 > 23
Doripenem <1 10 > 24
Ertapenem <0,5 10 > 25
Imipenem <2 10 >21
Meropenem <2 10 > 22

(ESBL, ziskana AmpC, karbapeneméza) nejsou
antibiotika indikovana.

7 Zavér

Interpretacéni kritéria pro citlivost producenta
beta-laktaméaz k beta-laktamium se neustale vyvi-
jeji. Na jedné strané proti sobé stoji riziko selha-
ni lé¢by, na druhé rychla selekce rezistence
k 1éktim volby u producentu beta-laktamaz — kar-
bapenemum, nasledné kolistinu. Je proto nezbyt-
né nutné vazit obé rizika v konkrétnich klinic-
kych situacich a oSetiujicimu lékaii poskytnout
relevantni argumenty o dané skuteénosti.
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