EUCAST

EURDPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Micrablology and Infectious Diseases

on

Clini

breakpoints
Expert rules.
WIC distributions.

Zone diameter distributions

EUCAST disk diffusion test

Meetings

EUCAST Presen

Documents

Information for

Links

Home  Comtact

ESBL, AmpC kimutatasa

Sitemap

The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing - EUCAST

EUCAST s a slanding committee jointly organized by ESCMID, ECDC and
European national breakpoint commitiees, EUCAST deals with breakpaints and
technical aspects of phenotypic i vitro antimicrabial susceptibility testing and
functions ag the breakpaint commitiee of EMEA and ECDC,

EUCAST does not deal with antibiotic policies, surveillance or containment of
resistance ot infection control.

The Steeting Commities i the decision making bdy. Itis supported by 3
General Commitiee with representatives ftom European countries, FESCI and
15C. The Steering Committee also consulls expetts within the Telds of Infecious
Diseases and ) carmpanies and

testing device manufacturers on EUCAST prapnsals

EUGAST has subcommitiess on antifungal susceptibility testing, expert rules for
testing, and esting of

anaerohes.

Most antimicrobial MIC breakpoints in Europe have been harmonised by
EUGAST by 2009. Breakpoints for new agents are setas part of the licensing
process for new agents thraugh EMEA EUGAST breakpoints will be available in
devices for automated susceptibility testing during 2008 and 2010. A disk
diffusion test calibrated to EUCAST MIC breakpoints was launched latthe snd
of 2009

EUCAST Invites anyone with an interest in antimicrobial agents in general and
antimicrobial breakpaints in particular to contact EUCAST, ESCMID or one afthe
National Breakpoint Commitiees
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Amp C tipusu rezisztencia
O

o Kromoszomalis

E. coli, Shigella spp.-intrinsic, alacsony szinti, nem indukalhato,
ritka a tultermelés

Morganella morgannii-ra az enzim tultermelése, hiperprodukcidja
jellemzo

Enterobacter spp., Serratia spp., C. freundii, P. stuatrtii, P. rettgeri,
Acinetobacter spp., Aeromonas spp., C. violaceum, H. alvei, P.
aeruginosa, Y. enterocolitica az enzimet intrinsic és indukalhato
modon termelik (ESCHAPM csoport)

Ampicillin, cefazolin - er8s induktor - j6 szubsztrat

Karbapenemek - erés induktor - stabilak

Piperacillin, cefuroxim, aztreonam, oxyimino-cephalosporinok

* Gyenge induktor — nem j6 szubsztrat (enzim mennyiség-fuggd!)
B-laktamaz inhibitorok ('klavulansav) - j6 induktor
4. generacios cephalosporinok — gyenge szubsztrat (gyorsabban jutnak

at a kulsé membranon, mint a 3. generacios cephalosporinok;
hamarabb hatas, mintsem, hogy az enzim hidrolizalna)



o lll. geheracios cephalosporinok,

ureidopenicillinek, carboxypenicillinek
hatasara un. derepresszalt mutansok
szelektalodnak, melyekre mar az AmpC
enzim magas szintl és allando
termelése a jellemz6.

Ezek a torzsek a -laktam
antibiotikumok kozul csak a
karbapenemekre és alkalmankeént a IV.
generacios cephalosporinokra maradnak
erzekenyek
A szubsztrat molekula periplazmatikus
terben vald mennyiseége befolyasolja a
rezisztenciat

Kuls6 membran permeabilitas csokken
(porin mutacio, efflux pumpa) = B-
laktam antibiotikum bejutasa csokken

Akar karbapenem rezisztencial

Amp C tipusu rezisztencia



. Amp C tipusu rezisztencia

o Plazmidon kodolt
1989

Jelenleg 7 enzimcsalad (43 CMY — CMY-2, 7 FOX,
4AAC, 4 LAT, 4 MIR-MIR-1 E. cloacae, 3 ACT, 3 MOX, 2
DHA (OEK 2009-2; 2010-49)

Altalaban konstitutive termelédnek

K. oxytoca, K. pneumoniae, E. coli, Salmonella spp., P.
mirabilis, E. aerogenes

Rezisztencia:széles spektrumu cephalosporinokra,
cefamicinre, aztreonamra valtozo

Erzékeny: cefepim, karbapenemek

Gyakran egyutt kodolédnak aminoglikozid, kinolon,
tetracyclin, egyéb B-laktamazzal (TEM-1, PSE-1, CTX-M,
SHV, VIM-1)



Amp C tipusu rezisztencia fenotipusos
O kimutatasa — fenotipusos megeraésites pl.

o D-teszt
Ceftazidim (cefotaxim) koruli gatlasi zona
D alakura torzul cefoxitin (imipenem,
amoxycillin/klavulansav hatasara)

o Inhibitorok alkalmazasa
Cloxacillin; Borsav szarmazékok
« 3-amino-fenil-boronsav (APB)
* Benzo(b)thiophene-2-boronsav (BZBTHZB)

Gatloszermentes cephalosporin (pl. ceftazidim) tartalmu korongok
gatlasi zonajat hasonlitjuk 0ssze a gatloszert tartalmazo korongok
koruli gatlasi zonaval

Keveésbé munkaigényes, konnyebben kivitelezhet6

Beépithetd a rutin tesztek koze



Amp C tipusu rezisztencia
o

o Infekciokontroll szempontjabol fontos az
elkulonitese a kromoszomalis és a plazmidos
AmpC termelésnek

Plazmidos horizontalisan is terjed, akar
kulonboz6 fajok kozott is

Kromoszomalis a terapia soran alakul ki
(mutacio)

o Molekularis modszerrel lehet
PCR/multiplex PCR



Megjegyzések — ,ESBL”

Ha a vizsgalt izolatum barmelyik 3. vagy 4. generacios cefalosporinra
rezisztens vagy meérsekelten érzékeny, de az amoxicillin/klavulansav,
ampicillin/sulbactam vagy piperacillin/tazobactam korongok korul
érzékenynek megfelel6 gatlasi zéna lathato, akkor ezt az érzékeny
eredményt csak nem komplikalt hugyuti infekcié esetében adjuk ki
erzékenynek, egyébként a szereket rezisztensnek vagy
piperacillin/tazobactam esetében mérsékelten érzékenynek
interpretaljuk.

Amennyiben a vizsgalt izolatum ESBL és van olyan cefalosporin

szarmazek, amelyre eérzékenyseget mutat, az érzékeny eredmeényt csak
MIC meghatarozas mellett szabad kiadni, és ajanlott a klinikus figyelmét
felhivni, hogy cefalosporinok alkalmazasanak terapias sikere kérdéses.



ESBL szlrotesztek es fenotipusos

® vy .
megerosito tesztek - gyanu
Csokkent érzékenység cephalosporinokra és CLSI ajanlas (2009):
aztreonamra E. coli, K. pneumoniae,
K. oxytoca, P. mirabilis
gatlasi zona (mm) [ MIC (ug/mi)
cefpodoxim 10 <17 4/1(P.m.)
ceftazidim 30 <22 1
ceftriaxon 30 <25 1
cefotaxim 30 <27 1
aztreonam 30 <27 1

A legszenzitivebb a cefpodoxim, de nem specifikus, kilonosen E. coli esetében.
*P. mirabilis-ra csak a cefpodoxim, ceftazidim és cefotaxim validalt.

«Cefotaxim érzékeny a CTX-M enzimekre, ceftazidim érzékeny a TEM és SHV
enzimekre (beleértve a ceftazidimazokat is).

Nem alkalmazhaté ESBL indikatorként: cefuroxim és cefalexin (mas
mechanizmus miatti rezisztencia), 4. gen. cefalosporinok (in vitro hatékonynak
tinhetnek).

-Cefoxitin: (ESBL+: E), AmpC: R



ESBL fenotipusos megerosito tesztek

CLSI ajanlas (2009):
E. coli, K. pneumoniae, K.
oxytoca, P. mirabilis

*Szinergia vizsgalat cefalosporinok és klavulansav kozott

*E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., P. mirabilis esetén barmelyik
cefalosporin hasznalhato, amelyikre a sz(ré tesztben rezisztens volt.

« (ESCHAPM) Enterobacter, C. freundii, Morganella, Providencia,
Serratia spp., Hafnia spp. esetén cefepimet vagy cefpiromot érdemes
hasznalni, mivel kevésbé hat rajuk a kromoszémalis AmpC [3-laktamaz,
amit a klavulansav ezen speciesekben indukalhat.

*Kett6s korong modszer
*Korong kombinacio
*E-teszt



Kettos korong szinergia teszt (DDST,

o Cefotaxim 30ug (ceftriaxon, ceftazidim,
aztreonam) és amoxicillin/klavulansav
20ug/10ug korongok egymastol 20-25
mm-re helyezve agar lemezen.

o A cefotaxim korong koruli gatlasi zona
kiszélesedik az amoxicillin/klavulansav
korong felé.

o Ha a teszt negativ, a korongokat
egymastol 1cm-re helyezve érdemes
megismeételni.

Double disc test for K. pneumoniae TEM-3*

nge? Szinergizmus AMC és FEP kozott, CTX és
o AMC kozo6tt nem- magas aktivitasu enzim

Ceftazidime 30 Augmentin 20+10 Cefotaxime 30 pg



® Kombinalt korong modszer (DD)

o Ceftazidim és cefotaxim (és cefpodoxim)
érzekenyseg vizsgalata onmagaban és
klavulansavval (4ug/ml, ill. korongban 10 ug) \
kombinalva.

o Ha klavulansav mellett a gatlasi zéna 250%-
kal vagy >5 mm-rel nagyobb valamelyik
antibiotikum esetén, akkor az ESBL
termelés igazolt.

o Ceftazidim és cefotaxim egyuttes vizsgalata
szukséges a jobb szenzitivitas miatt.

D68C AmpC & ESBL
Detection Set

A .CPD

B. CPD10 + ESBL inhibitor
C. CPD10 + Amp C inhibitor
D. CPD10 + ESBL és AmpC
inhibitorok




22nd European Congress of Clinical Microbiclogy and Infectious Diseases
(ECCMIDY)
A1.03.2012-03.04.2012

Commercially available systems for detection of ESBLs including KPC and AMPC
Monday, April 02, 2012, 12:20 - 13:30

Evaluation of a new chromogenic test (betaLACTA™ test) for rapid detection of
third-generation cephalosporins nonsusceptible Enterobacteriaceae

M. Ben Soltana, C. Dallenne, A Birgy, F. Compain, . Verdet, 5. vimant, C. Favier, M. Juvin, G. Arlet* (Paris, Marnes-
La-Coguette, FR)

Ohjectives: A new chromaogenic test (hetaLACTA™, Bio-Rad) was developed far rapid detection (2-145 min) of third-
generation cephalosparing nonsusceptible Enterohacteriaceae (3GCns-E). Peformances were determined
through retrospective and prospective studies.

Methods: Retrospective analysis was performed on 72 3GChs-E producing well-characterized beta-lactamases
(ESBL, n=26; AmpC, n=10; carbapenemases, n=12; and multiple beta-lactamases, n=14). Frospective study (3
months period) was performed on primary cultures isolated from various clinical samples inoculated on different
agar media. BetaLACTA™ results were caompared to disc diffusion methaod {ceftazidime and cefotaxime, 3GC)
according to CA-SFM 2009 guidelines, then 3GCns-E were characterized by maolecular techniques. BetalLACTA™
was performed by suspending 1 to 3 colonies in reagents and waiting for 2 ta 15 min to interpret results as follawe:
na color change: negative; shiftto red or purple: positive (any other calor change was considered as
nan-interpretable).

Results: Retrospective study; Ofthe 72 3GCns-E, 66 were positive, four were negative (2 Chty-2, 1 DHA-1, 1
TEM-29) and two were nan-interpretable (1 ChiY=13, 1 OXA-48).

Frospective study: 871 isolates (30% from urines) including strains of Escherichia cali (n=40a), Klehsiella
pneumaoniae (h=74a), Enterobacter spp. (n=259) and other Enterabacteriaceas (h=62) were tested.

BI5T1 {1%) were non-interpretable with the test, other isolates gave the following results (see table):

Ofthe 7 3GChs-E, B4 produced an ESBL {833% belonged to CTH-M family), 13 produced an AmpC (9
chromosomally derepressed and 6 plasmid-mediated). Betal ACTA™ detected 100% of ESBL strains. The five
false negatives were AmpC-producing strains and the two false positives were K. oxytoca hyperproducing
chromosomal K1 beta-lactamase. In comparison with disc diffusion method, the test showed a sensitivity of
93.58%, 3 specificity of 99. 6%, a positive predictive value of 97.3% and a negative predictive value of 98.9%.
Caonclusion: The betalLACTA™ testis a rapid and reliable test far the detection of third-generation cephalosporins
nonsusceptible Enterobacteriaceas. With excellent specificity and negative predictive value, we conclude that it
should be used for therapeutic guidance and should help to monitor beta-lactamase resistance in clinical settings.

Disc diffusion method

bElsCACTE - iifeph'_\e igi usceptible iltal
MNegative 436 3 491
Positive 2 T2 T4

[ Total ) o 433 N i ) ) 365




Egyeb modszerek
o

o E-tesztek (cefotaxim/ceftazidim/cefepim és
cefotaxim/ceftazidim/cefepim+klavulansav)

o Automata moédszerrel (VITEK 2, Phoenix)
Specialis panelek az ESBL konfirmalashoz
Expert systems

A fenotipusos konfirmalo teszt korlatai
o ESBL termel6 torzsek negativ eredmény mutathatnak
csokkent porin termelés miatt,
TEM-1 vagy SHV-1 B-laktamaz hipertermelés miatt,

egyeb B-laktamazok (pl. AmpC, metallo-3-laktamaz, IRT) termelése miatt,
melyek klavulansavval nem gatolhatok,

ezek kombinacidja miatt.
o A tesztek csak az Enterobacteriaceae speciesekre vonatkoznak



Valtozas

CLSI 2010 és 2011

o PK-PD tulajdonsagok jobb

megismerése és a limitalt klinikai
adatok alapjan uj interpretalasi
szabalyok kerultek bevezetésre

Ezek alkalmazasa esetén nem
szukseges ESBL iranyaban
megvizsgalni az izolatumokat (nem
szukseges ESBL pozitivitas esetén
a cefalosporinok, aztreonam

[ SN I 4

rezisztensre atmindsiteni)

ESBL tesztek epidemiologiai és
infekcid kontroll szempontjabol
fontosak lehetnek

EUCAST

o A cefalosporinokra adott break-
pointok minden klinikailag fontos
rezisztencia-mechanizmus
detektalasara alkalmasak (ESBL
és plazmid-medialta AmpC is)

o Neéhany izolatum ezek alapjan
mersekelten érzékenynek vagy
akar érzékenynek adodik, ennek
megfelelden kell interpretalni pl.
ESBL pozitivitas 6nmagaban az
interpretalast nem maodositja

o ESBL detektalas és jellemzes
epidemiologiai szempontbol es
infekcio-kontroll miatt sziikséges



Koszonom a
figyelmet!
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