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 Folgende Resistenzmechanismen in Enterobacteriaceae
werden im Detail behandelt:

— AmpC
— ESBL
— CPE

 FUr andere gramnegative Erreger werden keine detaillierten
Anweisungen fur die Detektion bestimmter
Resistenzmechansmen gegeben

— P. aeruginosa
— Acinetobacter baumannii Komplex



Enterobakterien AmpC Betalaktamasen I“‘ @ analyse

« Ambler Klasse C Betalaktamasen (Cephalosporinasen)
« Resistent: Penicilline, Cephalosporine 2/3 und Monobactame

« Konne sowohl chromosomal als auch plasmidkodiert
vorkommen:

— Chromosomal kodiert: Enterobacter spp, Serratia spp....

— Plasmid kodiert (meist erworben): E. coli, K. pneumoniae K.
oxytoca, Salmonella spp., Shigella spp., P. mirabilis ....

« Phanomen der Enzyminduktion

— Besonders durch: Cephalosporine, Cefoxitin, Clavulansaure,
Tazobactam und Carbapeneme

« Zahlreiche Arten:
— MIR, ACT, CMY-2 like, DHA, ACC, FOX, MOX...

« Hemmung: Cloxacillin, Borsaurederivate, BLI: keine Inhibition
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AmpC Detektion notwendig fir:

Importance of detection of resistance mechanism

Required for antimicrobial susceptibility categorization No

Infection control Yes

Public health Yes




AmpC Betalaktamasen - Screening I“‘ @analyse

 Verdacht auf plasmidkodierte AmpC Betalaktamase:

— Cefoxitin R (MHK > 8mg/L, Durchmesser < 19 mm) und
Ceftazidim oder Cefotaxim R

— Empfindlichkeit gegeniber Cefepim bei Resistenz gegenuber
Ceftazidim oder Cefotaxim und ESBL negativ

Cefotaxime R or ceftazidime R AND cefoxitin R!
in E. coli, K. pneumoniae,
F. mirabilis, Salmonella spp,
Shigella spp

Cloxacillin synergy Cloxacillin synergy
detected not detected

E. coli and Shigella spp: PCFT LK.pneumonfae, P. mirabilis,

Other mechanisms

is required to discriminate Salmonella (lack chromo- !
(e.g. porin loss)

between plasmid-acquired somal AmpC) plasmid-
and chromosomal AmpC mediated AmpC detected
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« ESBL: Extended Spectrum B-lactamases, Betalaktamasen mit
erweitertem Spektrum

« ESBL sensu stricto sind definiert als:
— Ambler Klasse A
— Bush Jacoby Medeiros Klasse 2be
— Inhibition durch Clavulansaure (Sulbactam, Tazobactam)

— Hydrolyse von Oxyimino Cephalosporinen (= Drittgenerations
Cephalosporinen) mit einer Rate von = 10 % der von
Benzylpenicillin

« ESBL werden durch unterschiedliche Betalaktamasegene
kodiert:

- TEM
SHV haufig

- CTX-M

VEB
— PER selten
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« ESBL Detektion notwendig fur:

Importance of detection of resistance mechanism

Required for antimicrobial susceptibility categorization No

Infection control Yes
Public health Yes
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« Fur Screeningzwecke konnen die EUCAST Clinical Breakpoints
von Oxyimino Cephalosporinen herangezogen werden

— Cefotaxim oder Ceftriaxon UND Ceftazidim

— Cefpodoxim: h6here Sensitivitat bei niedriger Spezifitat, wird in
der Bestatigung nicht verwendet

Method Antibiotic Conduct ESBL-testing if

Cefotaxime/ceftriaxone

L AND MIC >1 mg/L for either agent
Broth or agar dilution™ | ceftazidime

Cefpodoxime MIC >1 mg/L
Cefotaxime (5 pg) or Inhibition zone < 21 mm
Ceftriaxone (30 ug) Inhibition zone < 23 mm

Disk diffusion®
AND Ceftazidime (10 pg) | Inhibition zone <22 mm

Cefpdoxime (10 pg) Inhibition zone < 21 mm

! With all methods either test cefotaxime or ceftriaxone AND ceftazidime OR
cefpodoxime can be tested alone.



ESBL - Bestatigung I“‘ @analyse

Figure 1. Algorithm for phenotypic detection of ESBLs

ESBL SCREENING: -
I/R to one or both of cefotaxime and ceftazidime No
(or cefpodoxime R)
Yes

Species dependent ESBL confirmation

Group 2:
Enterobacteriaceae with inducible chromosomal AmpC:
Enterobacter spp., Citrobacter freundn, Morganella morganii,

Group L:
E.coli, Klebsiella spp., P. mirabilis, Salmonella spp.,
Shigella spp.

Providencia stuartii, Serratia spp., Hafnia alvei.
v ,
ESBL CONFIRMATION! N ESBL CONFIRMATION
with ceftazidime and cefotaxime+/- clavulanic acid - with cefepime +/~ clavulanic acid
y A v Y v
Negative: No ESBL ‘ ‘ Indeterminate ‘ ‘ Positive: ESBL ‘ ‘ Negative:no ESBL ‘ ‘ Indeterminate? ‘ ‘ Positive: ESBL
|

YIf cefoxitin has been tested and has an MIC >8 mg/L, perform cefepime+/- clavulanic acid

confirmation test

’Cannot be determined as either positive or negative (e.g. if the strip cannot be read due to growth
beyond the MIC range of the strip or no clear synergy in combination-disk and double-disk synergy
tests). In case confirmation with cefepime +/- clavulanic acid is still indeterminate genotypic testing is

required.



ESBL - Bestatigung
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Bestatigung bei: E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp.,
Shigella spp., P. mirabilis

Table 2. ESBL confirmation methods for Enterobacteriaceae that are positive in the

ESBL screening test (see Table 1). Group 1 Enterobacteriaceae (see Figure 1).

Method

Antimicrobial agent
(disk content)

ESBL confirmation is positive if

ESBL gradient test

Cefotaxime +/-
clavulanic acid

MIC ratio =z 8 or deformed ellipse
present

Ceftazidime +/-
clavulanic acid

MIC ratio = 8 or deformed ellipse
present

Combination disk
diffusion test (CDT)

Cefotaxime (30 pg) +/-
clavulanic acid (10 pg)

=5 mm increase in inhibition zone

Ceftazidime (30 ug) +/-
clavulanic acid (10 pg)

> 5 mm increase in inhibition zone

Broth microdilution

Cefotaxime +/- MIC ratio = 8
clavulanic acid (4 mg/L)
Ceftazidime +/- MIC ratio = 8
clavulanic acid (4 mg/L)
Cefepime +/- MIC ratio = 8

clavulanic acid (4 mg/L)

Double disk

synergy test (DDST)

Cefotaxime, ceftazidime
and cefepime

Expansion of indicator
cephalosporin inhibition zone
towards amoxicillin-clavulanic acid
disk

Bessere Spezifitat
als E-Test bei
vergleichbarer
Sensitivitat

Disk Content 30 ug
EUCAST
Routineblattchen?
Optimalabstand?
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 Bestatigung bei Enterobacteriaceae mit induzierbarer
chromosomaler AmpC.:

Method Antibiotic Confirmation is positive if

ESBL gradient test | Cefepime +/- clavulanicacid | MIC ratio > 8 or deformed

Etest ESBL ellipse present

Combination disk | Cefepime (30 ug) +/- > 5 mm increase in inhibition

diffusion test clavulanic acid (10 ug) zone

Broth Cefepime +/- clavulanicacid | MIC ratio =8

microdilution (fixed concentration 4 mg/L)

Double disk Cefotaxime, ceftazidime, Expansion of indicator

synergy test Cefepime cephalosporin inhibition zone

(DDST) towards amoxicillin-clavulanic
acid disk

 Eine Molekularbiologische Bestatigung ist nicht routinemaliig
erforderlich (Sequenzierung, Microarray)
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« Klebsiella oxytoca: falsch positive ESBL Bestatigungstests mit
Cefotaxim und Cefepim als Indikatorsubstanz wegen
Uberexpression einer K1/OXY-like B-Laktamase

— Abgrenzung: MHK von Ceftazidim (< 2 mg/L), Vergleich MHK
von Cefotaxim mit der von Ceftriaxon (8 mal hoher) @ @ oo

« Ahnliches Phanomen mdglich bei: Proteus spp., Citrobacter
koseri, Kluyvera spp.

 SHV-1-, TEM-1- oder OXA-1-like B-Laktamasen kombiniert mit
verminderter Permeabilitdt kdnnen falsch positive Ergebnisse
liefern

« ESBL kdnnen von anderen Enzymen maskiert werden (AmpC,
Carbapenemasen)
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 Betalaktamasen: bakterielle Enzyme, die den Betalaktamring
von Betalaktamantibiotika hydrolysieren konnen

« CPE: Carbapenemase produzierende Enterobakterien

« Aufgrund der weltweiten Zunahme und der stark
eingeschrankten therapeutischen Optionen werden CPE u.a
von Seiten des ECDC hohe Aufmerksamkeit geschenkt

Clin. Microbiol .Infect. 2012 18: 413-431

Importance of detection of resistance mechanism

Required for antimicrobial susceptibility categorization No

Infection control Yes
Public health Yes
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« Ambler Klasse A (Serin Carbapenemasen): KPC, GESlike etc.
— Hydrolysieren so gut wie alle Betalaktame

« Ambler Klasse B (Metallobetalaktamasen): VIM, IMP, NDM etc.
— Hydrolysieren Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme
— Keine Aktivitat gegenuber Monobactamen

« Ambler Klasse D (Oxacarbapenemasen). OXA-48

— Zahlreiche Varianten: OXA-181, OXA-162, OXA-244, OXA-245, OXA
247 . Hydrolysieren Penicilline, Schmalspektrumcephalosporine und
Carbapeneme (OXA-48 ist die effizienteste Klasse D Carbapenemase)

— Oxyiminobetalaktame und Aztreonam werden nur schlecht hydrolysiert

Clin. Microbiol. Rev. 2007 20: 440-458
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 Der epidemiologische Cut off (ECOFF) von Carbapenemen
kann zur sicheren Detektion von CPE verwendet werden

(Clinical Breakpoints sind ungeeignet)
— Ertapenem bietet die hochste Sensitivitat bei gleichzeitig
niedriger Spezifitat
— Imipenem zeigt intrinsisch erhohte MHK Werte bei einigen

&

Gattungen

Um die Spezifitat zu erndhen liegen die Screeningbreakpoints suboptimal
oberhalb des ECOFF der Wildtypverteilung

 Meropenem weist in Hinblick auf CPE Detektion die beste
Balance zwischen Sensitivitat und Spezifitat auf. Als Screening
Cut off kann der exakte ECOFF verwendet werden.
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Table 1. Clinical breakpoints and screening cut-off values for carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae (according to EUCAST methodology).

MIC (me/L) Disk dif‘fusi?n zone diellmeter
Carbapenem (mm) with 10 pg disks
S/l breakpoint Screening S/l breakpoint | Screening cut-
cut-off off
I\/Ieropenem1 <2 >0.12 222 <257
Imipenem” <2 >1 >22 <23
Ertapenem4 <0.5 >0.12 225 <25

'Best balance of sensitivity and specificity
’In some cases zone diameters for OXA-48-producers are up to 26 mm, so <27 mm may be

used as a screening cut-off in countries where OXA-48 is endemic, but at the expense of
lower specificity.

*With imipenem, the separation between the wild-type and carbapenemase-producers is
relatively poor. Imipenem is therefore not recommended for use as a stand-alone screening
test compound.

*High sensitivity but low specificity, and therefore not recommended for routine use.
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« Testsysteme zur Bestatigung aller 3 Ambler Klassen (a)

 Fur Ambler Klasse A und B Carbapenemasen existieren
spezifische Inhibitoren. Durch Synergismusnachweis mit
Carbapenemen und Temocillinempfindlichkeit (Klasse D) ist
eine Zuordnung maoglich (b)

Carbapenemase Reduzierte Permeabilitét
Testsystem

mit AmpC mit ESBL

Betalaktamase Assay + + + - -
a Modifizierter Hodge Test + -+ -+ +/- +/-

" | Meropenem-Borsaure-Synergismus + - - +/- -

Meropenem-Cloxacillin Synergismus - - - +/- -

b 1 | Meropenem-Dipikolinsaure Synergismus - + - - -
Meropenem-EDTA Synergismus - + - - -

i High Level Temocillin Resistenz +/- +- + - -

ESBL Screening - - - - +




Inhibitor basierte Testsysteme I“‘ @ analyse

Klasse A Enzyme werden durch Borsaure und deren Derivate
Inhibiert

— Meist APBA (Aminophenylborsaure)

— Bessere Diskriminierung mittels PBA (Phenylborsaure) beschrieben

—  Sowohl Combined Disc Test als auch DDST J- Cin- Microbiol. 2011 49:8
« Klasse B Enzyme werden durch EDTA sowie Dipikolinsaure
Inhibiert

— Sowohl Combined Disc Test als auch DDST
—  E-Test MBL (MP/MPI)
— EDTA hat schlechtere Spezifitat als DPA Ciin Microbiol Tnfect. 2011 552-556

« Zur Abgrenzung von AmpC mit Efflux bzw. Porinverlust kann
Cloxacillin verwendet werden

« Mittels geschickter Kombination kdnnen auch Klasse A und B
gleichzeitig nachgewiesen werden

J Antimicrob Chemother 2010 65: 1664-1671



Inhibitor basierte Testsysteme

Figure 1. Algorithm for carbapenemase detection.
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Phanotypische OXA-48 Detektion I“‘ @ analyse

In Kombination mit den bekannten Synergismustestungen
besteht bei einer Temocillin MHK von 2 64 (128) mg/L oder
einem Hemmhofdurchmesser von < 11mm beim
Temocillinblattchen der hochgradige Verdacht auf OXA-48 als

ZU g rU n d el | eg en d el’ MeC h an | S m u S . J Antimicrob Chemother 2014; 69: 564-567

Ein molekularbiologische Bestatigung sollte angeschlossen
werden.
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 Beillsolate mit erh6hten
Carbapenem MHKs kann ein
direkter Nachweis der
Hydrolyse von Carbapenemen
angestrebt werden

 Mehrere, teilweise sehr
einfache und kostengunstige
Methoden stehen zur
Verfligung

— Spektrophotometrie
— MALDI TOF
— Carba NP
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« Carba NP Test: Imipenem Hydrolyse ergibt eine carboxylierte
Form von Imipenem, diese ergibt eine pH Wert Abnahme, die
tUber Phenolrot als Indikator angezeigt wird

Sehr hohe Spezifitat und Sensitivitat Emerg, Infect, Dis. 2012 16: 1503-1507

Fragliche Zuverlassigkeit bei mukoiden Isolaten und blaVIM bzw.
blaOXA-48
J. Clin. Microbiol. 2013, 51(9):3097

Ku Itu rm ed I u m aIS krItISCh er Faktor Antimicrob. Agents Chemother. 2014, 58(2):1270

Imipenem Haltbarkeitsdauer (Doppelte Menge bei Verwendung
von Zienam®)

Carba NP Test kombiniert mit EDTA und Tazobactam erlaubt
Zuordnung zu Ambler Klasse A, B und (D) bei
Enterobacteriaceae und Pseudomonas Spp Antimicrob. Agents Chemother. 2012 12: 6437-6440

Kommerziell verfligbarer Test schlecht validiert (Rapid Carb
Screen)
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Nationales Referenzzentrum

Das Referenzzentrum

Das nationale Referenzzentrum fur nosckomiale Infektionen und Antibiotikaresistenz wird seit 2003 im
Auftrag des Bundesministeriums fir Gesundheit in Allianz zweer bettenfiihrender Krankenanstalten, dem
Allgemeinen Krankenhaus der Stadt Wien und dem AO Krankenhaus der Elisabethinen Linz gefiihrt.
Diese Kombination zweier etablierter Institutionen stellt représentative Zahlen, Fekten, Erkenntnisse und

Empfehlungen in der gegensténdlichen Thematik sicher.

Das netionale Referenzzentrum am Klinischen Institut fir Krankenhaushygiene der Medizinischen
Universitét Wien beschaftigt sich mit verschiedenen Aspekten nosokomigler infektionen, deren
Erfassung, Analyse der Daten (z.B. im ANISS) sowie Entwicklung von Strategien zur Vermeidung solcher

nfektionen

Die fachlichen Schwerpunkte am Institut fir Hygiene, Mikrobiclogie und Tropenmedizin (HMT) des AO
Krankenhaus der Elisabethinen Linz liegen im Bereich Antibiotikaresistenzen (Survelllance, Austestung)
und Antibiotikaverbrauch. Dariiber hinaus ist diesem nationalen Referenzzentrum Alles rund um das

Antibiogramm” ein vordergriindiges Anliegen.

Kontakt

Wir freuen uns Uber ihre Kontaktaufnahme unter +43-732-7676-3654 oder office@referenzzentrum.at

und sind jederzeit gerne fiir Sie da!

Diese Seite wird von der analyse BioLab im Aufirag des naticnelen Referenzzentrums fiir

nosokemizle Infektionen und Antibictikaresistenz gehostet

Il € analyse
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NRZ RATGEBER CPE 2.0

Erkennen

Schema fiir Carbapenemase-Screening bei Enterobakterien

Meropensmplittchen. (10ug) Hemmhaf < 26 mm ** " oberhalb der Wildtypverteilung
ader nach EUCAST Stand April 2014
MHK = 0.25 mg/L bzw. = 0.5 mg/L " *Bei Patienten mit Risikofaktoren
- fiir O¥A-48: <27 mm, immer mit
Bestdtigungunabhingig von MHK
g
3 Wiederholung MHK Marensnem: MHK = 0.25 bzw. = 05 mgiL " | [ Nein )| EiNE Gamanensmase
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