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M. catarrhalis dobiva sve veée znac¢enje kao uzroénik
infekcija respiratornog trakta. Visok postotak kli-
nickih izolata proizvodi B-laktamazu koja je odgovor-
na za pojavu rezistencije sojeva na B-laktamske anti-
biotike, prije svega na penicilin i ampicilin.

M. catarrhalis stvara dva osnovna tipa B-laktamaze. To
su BRO-1 i BRO-2. Oba enzima su plazmidnog podri-
jetla, po supstratnom profilu su penicilinaze, a bio-
sinteza im je konstitutivna. Vrlo su osjetljive na in-
hibiciju klavulanskom kiselinom.

Sojevi koji proizvode B-laktamazu su, u pravilu, rezi-
stentni na peniciline. Kombinacija amoksicilina i
klavulanske kiseline lijek je izbora u lijeéenju infek-
cija uzrokovanih M. catarrhalis, a mogu se koristiti i
eritromicin i cefalosporini.

Kljuéne rijeé¢i: Moraxella catarrhalis, 3-laktamaza, penicilini, klavulanska kiselina

Moraxella (Branhamella) catarrhalis je ¢lan roda
Moraxella (subgenus Branhamella), a pripada u poro-
dicu Neisseriaceae. T'o su gram-negativni diplokoki bu-
brezastog oblika rasporedeni u parove, tetrade ili
nakupine. MozZe rastiina obiénom hranjivom agaru. Na
krvnom agaru poslije inkubacije od 18 do 24 sata stvara
sitne kolonije, sivkasto-bjelkaste boje, konveksne, pra-
vilnog ruba, obiéno bez hemolize (23). Neki sojevi mogu
stvarati usku zonu 3-hemolize. Moraxella catarrhalis je
asaharolitiécna 1 ne razgraduje nijedan ugljikohidrat
(2,8). Za identifikaciju je vazna ¢injenica da proizvodi
deoksiribonukleazu i butirat-esterazu (2,7). U novije je
vrijeme sve vedi broj sojeva rezistentan na penicilin G i
ampicilin, §to je uvjetovano prizvodnjom B-laktamaze
(23).

Moraxella catarrhalis dobiva sve veée znadenje kao
uzroénik respiratornih infekcija, posebno penumonija,
bronhitisa (15,19,21,26), laringitisa (15), sinusitisa (3)
i upala srednjeg uha (15) a opisani su i slu¢ajevi menin-
gitisa i sepse (4,5) uzrokovanih tom vrstom bakterija.

Godine 1977, kada je prvi puta dokazana proizvodnja
3-laktamaze kod M. catarrhalis, samo 4% klini¢kih izo-
lata bilo je B-laktamaza pozitivno. Danas se frekvencije
pozitivnih sojeva kreéu izmedu 38 i 87%, ovisno o po-
dru&u (6). Incidencijske rate iznose 25% u Svedskoj
(1982), 50% na Novom Zelandu (1985), 75% u Sjedi-

njenim drzavama (1982/1983), 90% u Japanu (1984) i
83% u Kini (1988) (35).

Prvi opis B-laktamaze M. catarrhalis dali su Buu
Hoi-Dang, Brive-Le Bouguenec i suradnici. Oni su izo-
lirali iz sputuma soj M. catarrhalis koji je bio rezisten-
tan na penicilin i ampicilin, a proizvodio je 3-laktamazu.
Ta se (-laktamaza razlikovala od B-laktamaza drugih
gram-negativnih bakterija po supstratnom profilu, izo-
elektri¢noj tocki, lokalizaciji i genetskim svojstvima.
Buduéi da su svi pokusaji da se izolira ekstrakromoso-
malna DNA bili bezuspjesni, oni su zakljuéili da je gen
koji kodira sintezu B-laktamaze lociran kromosomalno.
[3- laktamaza koju su oni opisali bila je konstitutivna, a
po supstratnom je profilu spadala u penicilinaze (20).

Genetsko podrijetlo BRO B-laktamaza jo$ je uvijek
opre¢no. Kamme i Eliasson su uspjeli konjugativnim
putem prenijeti gene odgovorne za sintezu BRO-1 i
BRO-2 B-laktamaze, $to upuduje na estrakromosomal-
no podrijetlo tih gena. Siguran dokaz plazmidne lokali-
zacije tih gena, §to znadi izolacija plazmida i transfor-
macija produkcije enzima u odgovarajudi recipijent, jo$
uvijek nedostaje. Ekstrakromosomalna DNA je dokaza-
nakod B-laktamaza pozitivnih i 3-laktamaza negativnih
izolata, ali bez korelacije s proizvodnjom enzima. Postoji
moguénost da su geni koji kodiraju BRO B-laktamaze
smjesteni na transposonima inkorporiranima u kromo-
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some da bi bili mobilizirani jedino za vrijeme procesa
transfera.

Labia, Barthelemy i suradnici na su osnovi izoelek-
triénog fokusiranja identificirali 7 razliéitih -laktama-
za u sojevima M. catarrhalis: 6 kromosomalnih i 1
plazmidnu. One su imale mnogo zajednic¢kih svojstava
kao §to je konstitutivan naéin biosinteze i niska razina
produkcije. Sve su bile tipa penicilinaze i snazno inhi-
birane klavulanskom kiselinom (24).

Najnovija su istrazivanja utvrdila da M. catarrhalis
proizvodi dva osnovna tipa B-laktamaze. To su BRO-1 1
BRO-2 (prije nazvani Ravasio i 1908). Oba tipa imaju
sli¢an supstratni profil i osjetljivost na inhibitore, ali se
razlikuju u izoelektriénim toékama. 90% B-laktamaza
pozitivnih klinickih izolata proizvodi BRO-1, a preosta-
lih 10% BRO-2 (15). Oba enzima imaju izoelektriénu
to¢ku kod 6.1.

[jednaidruga B-laktamaza su plazmidne, a razlikuju
se od ostalih iz te skupine po svojoj sposobnosti da
hidroliziraju ampicilin, karbenicilin, cefaklor i meticilin
(ali ne i kloksacilin) jednakom brzinom ili éak brze od
benzipenicilina (tabl. 1). Cefaloridin je slab supstrat za
te enzime (32). Nitrocefin hidroliziraju vrlo velikom
brzinom.

Studij interakcije B-laktamaze M. catarrhalis i kla-
vulanske kiseline upucuje na to da enzim ima visok
afinitet za inhibitor (Ki = 0.07 mol/L) i da je rapidno
inhibiran tom supstancijom (tij2 = 21s, Kinhib =
0.033/s). Stvaraju se dva tipa kompleksa enzima s inhi-
bitorom, jedan prolazno stabilan (t1/2 = 5.3 min pri pH
7.3 uz 37 °C) i drugi stabilniji (t1/2 = 2 h pri pH 7.3 uz
37 C). Ireverzibilna inaktivacija se ne postize (16,17).

BRO-11iBRO-2 imaju jednak inhibitorni profil. Vrlo

TABLICA 1.
Usporedba substratnih profila razli¢itih 8-laktamaza B. catarrhalis (brzina hidrolize penicilina je 100)
TABLE 1.
A comparison of substrate profiles of different 3- lactamases of B. calarrhalis (the speed of penicillin hydrolysis is 100)

Supstratni profil

(Stopa hidrolize)
Soj Tip enzima  Penicilin Ampicilin Meticilin ~ Cefalkor Cefaloridin Nitrocefin
Ravasio BRO-1 100 a0 87 108 25 355
Be-30 BRO-1 100 68 71 240 17 286
1908 BRO-2 100 76 110 138 15 258
Be-13 BRO-2 100 60 96 154 15 211
TABLICA 2.

Utjecaj enzimskih inhibitora na B-laktamazu B. catarrhalis
(Wallace RJ, Vincent JR, Steingrube A, Nash DR, Hollis DG, Flanagan C, Brown BA, Lahidi A, Weawer RE,: BRO B-lactamases of
Branhamella catarrhalis and Moraxella subgenus Moraxella, including evidence for chromosomal B-lactamase transfer by conjugation in B
catarhallis, M. nonliquefaciens, and M. lacunata. Antimicrob agent Chemother 1989; 33(11):1815-1851.
I50 je koli¢ina inhibitora potrebna za 50%-tnu inhibiciju enzima pod definiranim uvjetima
Kloksacilin osjetljivost 75% inhibicije p-CMB osjetljivost 80% inhibicije
kloksacilin rezistencija p=CMB rezistencija % inhibicije
TABLE 2.

The effect of enzyme inhibitors on B-lactamase of B, catarrhalis I50 is the amount of inhibitor needed for a 50% enzyme inhi-
bition under defined conditions

pCMB susceptibility 80% of inhibition

pCMB resistance 20% of inhibition

Cloxacillin susceptibility 75% of inhibition
Cloxacillin resistance 25% of inhibition

I50 s g/ml %inhibicije sa
Vrsta i soj Tip enzima  Klavulanska kiselina Sulbaktam Kloksacilin 0.1 mM Kloksacilin 0.5 mM p-CMB
Branhaella o
catarrhalis
Ravasio BRO-1 0.005 0.005 8 90 43.0
Be-30 BRO-1 0.005 0.025 6 93 41.5
1908 BRO-2 0.005 0.025 8 92 45
Be-13 BRO-2 0.005 0.01 6 90 33.8
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su osgjetljive na inhibiciju klavulanskom kiselinom i
sulbaktamom, a nesto manje na kloksacilin (tabl. 2).

Rezistentni su na p-CMB (28). Sojevi koji sadrze
enzim imaju visi MIK za benzil, penicilin i ampicilin,
kao i za ¢itav niz cefalosporina. Zanimljiva je ¢injenica
da su BRO-1 sintetizirajuéi izolati rezistentniji na 3-lak-
tarne u odnosu na one koji proizvode BRO-2 (32).

Sojevi koji sadrzavaju BRO-2 enzim ¢esce daju lazno-
negativne rezultate ¢ak i kada se testiraje radi nitroce-
finom, vjerojatno zbog toga $to se BRO-2 luéi u manjim
koli¢inama (32).

BRO-1 i BRO-2 f3-laktamaze nalazimo osim kod M.
catarrhalis i kod roda Moraxella. BRO B-laktamaze
mogu se prenijeti konjugacijom unutar vrste B. catar-
rhalis kao i izmedu Moraxella nonliquefaciens i Mora-
xella catarrhalis (32), §to znaéi da postoji mogucénost
intragenerickog i intergeneri¢kog prijenosa plazmida
koji kodira za B-laktamazu. Siroka upotreba oralnih
B-laktamskih antibiotika u lijeéenju infekcija gornjeg
respiratornog trakta dovodi do proliferacije B-laktama-
za producirajudih sojeva M. catarrhalis u populaciji
(15).

Za detekciju B-laktamaze kod M. catarrhalis najbolje
Je koristiti nitrocefinski test zbog visokog afiniteta enzi-
ma na taj supstrat (9,10). Acidimetrijski i jodometrijski
test treba primjenjivati uz oprez zbog mogucih laznone-
gativnih rezultata. To je posljedica posebnog tipa B3-lak-
tamaze koji stvara M. catarrhalis. Enzim se proizvodi
konstitutivno u malim koli¢inama i izrazito je vezan uz
staniénu membranu (16). Osim toga B-laktamaza M.
catarrhalis ima znatno vedéi afinitet za nitrocefin nego
za penicilin ili ampicilin koji se koriste kao supstrat za
cidimetrijski i jodometrijski test. Nitrocefinski test daje
najmanji postotak laznonegativnih rezultata. Jodome-
trijska metoda zadovoljava u pogledu specifi¢nosti, ali
joj je osjetljivost nesto slabija (14).

Neobi¢no je ¢évrsta veza enzima za stanicu. Vedina
gram-negativnih $3-laktamaza lako se oslobada razara-
njem stanica $to nije sluéaj kod M. catarrhalis. Triton
X-100 ma izrazito solubizirajude djelovanje na taj enzim
(16).

OSJETLJIVOST M. CATARRHALIS NA ANTIBIO-
TIKE

Zbog stvaranja 3-laktamaze visok postotak klini¢kih
izolata rezistentan je na benzilpenicilin, ampicilin,
amoksicilin i neke vrste cefalosporina (11). Vedina soje-
va dobro reagira na kombinaciju amoksicilina i klavu-
lanske kiseline, eritromicin, tetracikline, kloramfeni-
kol, aminoglikozide, sulfometoksazol-trimetoprim,
(1,11,25,30) imipenem i florokinolone (13).

Visok postotak sojeva nije inhibiran serumskim kon-
centracijama penicilinaza senzitivnih penicilina, kao sto
su penicilin G, ampicilin i amoksicilin. Meticilin je ta-

koder nedjelotvoran. Medu penicilinima karbenicilin je
najslabije aktivan, dok su piperacilin, azlocilin i mezlo-
cilin najaktivniji (13). S rijetkim iznimkama B-laktama-
za pozitivni sojevi dobro reagiraju na cefotiam, cefotak-
sim i moksalaktam. [zmedu cefalosporina prve i druge
generacije, cefonicid pokazuje najslabiju aktivnost, a
cefoksitin najsnazniju. Od cefalosporina Sirokog spek-
tra cefoperazon je najslabije aktivan, a moksalaktam
najjace. (13). Vankomicin i klindamicin nisu djelotvori
protiv M. catarrhalis (11). U tijeku su istrazivanja no-
vim makrolidom CP-62993 koji bi mogao biti od velikog
interesa u terapiji infekcija uzrokovanih B-laktamaza
producirajuéim sojevima M. catarrhalis jer djeluje bak-
tericidno vec u vrlo niskim koncentracijama (34).

B-laktamaza pozitivni sojevi imaju visi MIK za f3-lak-
tamske antibiotike (tabl. 3).

Pri odredivanju osjetljivosti na antibiotike dilucij-
skom metodom vaZno je uzeti u obzir znac¢ajan uéinak
veli¢ine inokuluma. Inokulum efekt je osobito izrazen
kod sojeva koji proizvode BRO-2 B-laktamazu, zbog toga
§to se ona luéi u manjim koli¢inama, pa je potreban vedi
inokulum da se blokira inhibitorno djelovanje B-lak-
tamskih antibiotika (12).

B-laktamaza M. catarrhalis ima izrazito visok afinitet
prema klavulanskoj kiselini, koja je inhibira rapidnoiu
vrlo niskim koncentracijama (17,27). Zbog toga je kom-
binacija amoksicilina i klavulanske kiseline lijek izbora
u lije¢enju infekeija izazvanih M. catarrhalis. Ta kom-
binacija ima izrazeno baktericidno djelovanje veé u kon-
centracijama koje su mnogo niZe od terapijskih. Kom-
parativne su studije pokazale da u tome nadmasuje
cefalosporine, kao i sve ostale antibiotike koji se mogu
primjenjivati protiv M. catarrhalis (18,31,33). Kombi-
nacija amoksicilina i klavulanske kiseline pokazuje
znatno vecu stabilnost prema B-laktamazi M. catarrha-
lis, u odnosu na oralne cefalosporine, §to rezultira sna-
znijim baktericidnim i bkteriolitickim djelovanjem (28).
Dokazano je da se antibakterijsko djelovanje amoksici-
lina/klavulanske kiseline moZe smanjiti ako se koriste
selektivneiobogacene podloge koje sadrzavaju organski
ili anorganski sumpor. Inhibirajuée djelovanje sumpora
povezuje se s inaktivirajuéim efektom cisteina na kla-
vulansku kiselinu (29).

Osim klavulanskom kiselinom, B-laktamaza M. ca-
tarrhalis djelotvorno je inhibirana i niskim koncentra-
cijama sulbaktama, B-halopenicilanske kiseline i MM
13902 (16).

M. catarrhalis nema propusne barijere za prolaz
veéine antibiotika (amoksicilin, cefaloridin, cefaklor) ili
je ona jedna naznaéena kao za benzilpenicilin, karbeni-
cilin i nitrocefin, tako da antibiotici lako ulaze u bakte-
rijsku stanicu (16).
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TABLICA 3.

In vitro aktivnost 39 antimikrobnih sredstava na 74 klini¢ka izolata B. catarrhalis
* Amox-klav, amoksicilin-klavulanat (2:1)
Amp-sulb, ampicilin-sulbaktam (2:1)
Tikar-klav, tikarcilin-klavulanat testiran sa 2 «g/mL fiksne koncentracije klavulanske kiseline s varijabilnim koncentracijama tikarcilina
Eritro-sulfa, eritromicin-sulfizoksazol (1:61)
TMP-SMX, trimetroprim-sulfametoksazol (1:19).
U svim slu¢ajevima su koncentracije navedene u tablici koncentracije prvog antimikrobnog sredstva u kombinaciji.
" 50% i 90% MIK za 50 i 90% testiranih sojeva.

TABLE 3.
The in vitro activity of 39 antimicrobial agents for 74 clinical isolates of B. catarrhalis

a Amox-klav amoxicillin clavulate (2:1)
Amp-sub ampicillin sublactam (2:1)
Tikar-klav ticarcillin clavulate tested with 2 gg/mL of fixed concentration of clavulanic acid with variable concentrations of ticarcillin
Eritro-sulfo erythromycin sulfisoxazole (1:19)
TMP-SMX trimethoprim-sulfametoxazole (1:19)
b In all cases the concentrations are listed in the table of concentrations of the first antimicrobial agent in combination of 50% and 90% of
the MIC for 50% and 90% of tested strains.

MIK (ug/mL)b

-laktamaza pozitivni sojevi (n=158) 3-laktamaza negativni sojevi (n=16)
Antimikrobno a 50% 90% Raspon Srednja 50% 90% Raspon Srednja
sredstvo vrijednost vrijednest
Penicilin 2 2 0.015-4 0.74 0.007 0.03 0.004-0.06 0.008
Ampicilin g 2 0.03-4 0.89 0.007 0.06 0.004-0.125 0.01
Karbenicilin 4 8 0.25-6 2 0.25 0.5 0.25-0.5 0.38
Tikarcilin Z 4 0.5-4 1.4 0.125 0.5 0.125-0.5 0.2
Piperacilin 0.25 0.5 0.125-1 0.25 0.125 0.5 0.125-0.5 0.23
Azlocilin 0.25 0.5 0.125-0.5 0.22 0.125 0.25 0.125-05 0.22
Mezlocilin 0.25 0.5 0.125-0.5 0.23 0.25 0.5 0.125-0.5 0.24
Cefalotin 4 8 1-8 4.1 1 1 0.5-1 0.78
Cefaleksin 4 4 1-4 3:1 2 4 2-4 2.75
Cefaklor 1 2 0.125-2 1 0.125 0.5 0.125-0.5 0.25
Cefoksitin 0.25 0.5 0.125 0.23 0.125 0.25 0.125-0.25 0.18
Cefamandol 4 8 0.5-8 4 1 1 0.5-2 0.91
Cefuroksim 2 2 0.5-4 1.5 0.5 1 0.25-2 0.69
Cefonicid 4 8 0.5-16 5.4 0.5 1 0.5-1 0.66
Cefotaksim 0.5 1 0.06-2 0.38 0.06 1 0.03-1 0.16
Moksalaktam  0.007 0.007 0.004-0.015 0.006 0.004 0.007 0.004-0.007 0.006
Ceftizoksim 0.25 0.5 0.007-0.5 0.14 0.03 0.25 0.004-0.25 0.05
Ceftriakson 0.5 1 0.04-1 0.17 0.004 0.25 0.004-0.25 0.02
Cefiksim 0.25 0.5 0.03-1 0.22 0.06 0.5 0.03-0.5 0.11
Cefoperazon 0.5 2 0.125-2 0.55 0.125 1 0.125-1 0.51
Ceftazidim 0.06 0.25 0.007-0.5 0.07 0.03 0.25 0.004-0.25 0.06
Amox-klav 0.06 0.25 0.007-0.25  0.06 0.015 0.06 0.004-0.125 0.02
Amp-sulb 0.03 0.25 0.007-0.26  0.05 0.015 0.06 0.004-0.125 0.03
Tikar-klav 0.25 0.5 0.125-1 0.27 0.125 0.5 0.125-0.5 0.22
Kloramfenikol 0.5 0.5 0.125-0.5 0.48 0.5 0.5 0.25-1 0.5
Tetraciklin 0.25 0.5 0.25-0.5 0.33 0.25 0.5 0.125-1 0.36
Eritromicin 0.125 0.125 0.03-0.25 0.1 0.06 0.25 0.015-1 0.1
Eritro-sulfa 0.06 0.125 0.015-0.125 0.05 0.06 0.125 0.015-0.125 0.05
Sulfizoksazol 2 4 1-8 2.5 2 4 0.25-4 2.1
TMP-SMX 0.125 0.25 0.03-0.25 0.12 0.125 0.25 0.015-0.25 0.18
Rifamipin 0.03 0.03 0.007-0.06 0.02 0.03 0.03 0.007-0.25 0.03
Ciprofloksacin  0.07 0.015 0.004-0.015  0.007 0.007 0.015 0.004- 0.015 0.007
Pefloksacin 0.125 0.25 0.125-0.25  0.16 0.125 0.25 0.06-0.25 0.16
Aztreonam 1 2 0.125-16 1 0.25 ) 0.125-4 0.77
Imipenem 0.125 0.25 0.03-1 0.11 0.125 0.25 0.03-1 0.1
Gentamicin 0.125 0.25 0.06-0.25 0.17 0.125 0.25 0.06-0.50 0.17
Tobramicin 0.125 0.25 0.06-0.25 0.19 0.125 0.25 0.125-0.5 0.19
Amikacin 0.5 1 0.125-1 0.47 0.5 1 0.125-2 0.63

Netilmicin 0.5 0.5 0.25-0.5 0.49 0.5 0.5 0.5 0.5
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Abstract

B-lactamases of Moraxellae catarrhalis and susceptibility to antibiotics

Branka Bedenié¢ and Zivojin Zagar

Institute for Microbiology and Parasitology,
School of Public Health »Andrija Stampar« Zagreb

M. catarrhalis is gaining increasing interest as respi-
ratory tract pathogen. High percent of clinical isolats
rpoduces B- lactamase which is responsible for resi-
stance to bea-lactam antibiotics, especially to ampi-
cillin and penicillin.

M. catarrhalis produces two main types of B-lastama-
se: BRO-1and BRO-2. The both are plasmid mediated,
hydrolize penicillin at much higher rate the cephalo-
sporins and are biosinthetised constitutively.

They are very sensitive to inhibition by clavulanie
acid.

The B-lactamase producing strains are in, general
resistant, to penicillins. The combination of amoxy-
cillin and clavuranic acid represents the first choice
antibiotic in the therapy of infections caused by M.
catarrhalis. Eritromycin and cephalosporins can be
used too.

Key words: Moraxella catarrhalis, 3-lactamase,
penicillins, clavulanic acid
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