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Una bacteria afecto
a 250 enfermos en
el Doce de Octubre

Un total de 18 personas con patologias
importantes fallecieron por un germen que
ataca a los enfermos, especialmente en la UCI

The current wor dwide emergence of resistance to tha
powerful antibiotic carbapenem in Entercbacternacoae
constitutes an important growing public health threat
Sporadic outbreaks or endemic situstions with entero-
bacterial isolates not susceptibie Lo carbapenams are
now reported notonly in hospital settings but also in the
community. Acquired clasa A (KPC), cdasa B (IMP, VIM,
NDOM), or class D (OXA-48, OXA-1817) carbapenemaseas,
ara the most important determinants sustaining resis-
tance to carbapenems. The comresponding genes are
mostly plasmid4docated and assodated with wvarious
mobile genetiec structures (insertion sequonces, into-
groms, Uransposons), further enhancing their spread.
This raview summarizes the currant knowledga on car-
bapensm resistance in Entercbocternacese, including
activity, distribution, clinical impact, and possible novel
antibio LT 8 L GETEAVE S

Cell

MADRID Carbapenem resistance in
iy Enterobacteriaceae: here is the storm!
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Sarvice de Bacteriologie-Virclogia, INSERM US4 "Emarging Resistanca to Antibiotics’, Hopital de Bicétre, Assistance Publigusa/
Hi pitaue da Paris; Facults de Madocine Paris Sud, K. Bichtra, 7H mue du Génaral Laclerc, 94275 La Kramiin-Bicitra Cadax, France

hospitalaequired, infoctions, such ne thoso linkod with
transplantations, hospitalizations in intensive care units,
andsurgery, and the emergence of airbapenem resistance
may jeopardize or stop the developmoent of modern tech-
nigues in medicine,

In Enferobacteriacens, carbapenem resistance arises
from two main mechaniomes: (i) acquisition of corbapene
mase penes that encode for ensymes capahble of deprading
earba penems, or (i ladecroaso in theupt ake of antibiotiesby
a gqualitative oramd guanti tative deficiency of porin expres-
=100 in associaton with overexpresson of B-wtamases that
possocs vory woonlk affinity for corboponome (Figuro 1), Both
of these mechanisms are discussed in detail below.

The most important carbapenemases are categorizod as
three types of ensyvmes: (i) the KIM type snzymes first
described in the US but now found worldwide; (ii) the
VIA IAME aed NIIM metallo B-lact oo ses - o i o
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Consecuencias de la infeccion por
microorganismos multirresistentes

\ Z

Individuales

Incremento mortalidad y morbilidad

Mayor probabilidad tratamiento empirico inadecuado

Retraso instauracion tratamiento adecuado

Tratamiento alternativo con antibidticos menos potentes o mas toxicos.
Aumento de la duracion del proceso infeccioso

Institucionales

Alargamiento de la estancia hospitalaria

Aumento hospitalizaciones en infecciones menos graves por no
disponibilidad de tratamientos orales

Aumento de la presion antibiotica por uso atb mayor espectro
Tratamientos mas costosos

Aumento de la carga de trabajo y costes del laboratorio
Control de la infeccion mas complejo y costoso
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s de resistencia a un

a multiples antibidticos no
os e incluso “pan-resistencia”

ecanismos pleiotrdpicos (bombas
expulsion)

e Genes de resistencia a diferentes
antibioticos ubicados en un mismo
elemento genético.

moléculas
frente a

e No desarrollo de
antibidticas con
Gramnegativos.

nuevas
actividad
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B-lac endido

® Enzimasde que inactivan cefalosporinas de
micos.

as plasmidicas clasicas de clase A de
-1y SHV-1).

Evolution of B-Lactamases
Plasmid-mediated TEM and SHV pB-lactamases

Extended-spectrum

|Amp|c|II|n | Cephalosporins

1963 1965 1970s 1983 1988 2000

Look and you will find ESBL

TEM-1 TEM-1 ESBL in ESBL > 130 ESBLs
E.coli Reported in Europe in USA Worldwide

S.paratyphi 28 Gm(-) sp 5
RELIGARE
éSRIJ Diagnostics

(Formerly SRL Ranbaxy Ltd.)

The First Choice Diagnostic Laboratory

Principios década de los 90: se identifican en E. coli
no derivadas de TEM ni SHV, las CTX-M (hidroliz
de la BL cromosdmica de Kluyvera. Actualm
distribucién universal).

® Bacterias portadoras generalmente
® Algunas implicadas frecuenteme
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Proporion of 3rd gen. ceph. resistart B coll isclates in participating courtries in 8004
() BARSS

Figure 4.1: Escherichio coli: percentage (%) of invasive isolates with resistance to third-generation cephalosporins by
country, EU/EEA countries, 2011
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Carbapenemasas adquiridas

Enzimas capaces de hidrolizar carbapenémicos,
generalmente codificados por genes vehiculados por
elementos genéticos transferibles (plasmidos o integrones).

Se detectaron inicialmente en Pseudomonas (VIM e IMP).

Diseminacion en Europa a partir de 2000 y deteccidn en
Enterobacterias

e VIM (Verona-integron-mediated MBL) en Italia e IMP en
Grecia ->metalobetalactamasas clase B

e KPC también en Grecia - B-lactamasa clase A
* NDM-1 importada desde el subcontienente indio

® OXA-48 en paises mediterraneos con una rapida
diseminacion (¢situacion comparable a BLEE CTX-M?) -
B-lactamasa clase D

Problema de gran transcendencia

e Afectan alos carbapenémicos, hasta hace poco
tratamiento de reserva y eficacia asegurada en
infecciones por Gram negativos.

e Bacterias portadoras generalmente multirresistentes

e Comunicacion creciente de brotes nosocomiales en
Europa, incluida Espana
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Figure 4.12: Klebsiella pneumoniae: percentage (%) of invasive isolates with resistance to carbapenems, by country,
EU/EEA countries, 2011
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e Diferentes niv

otras B-lactamasas,
ion permeabilidad) -
esistencia en BGN

LEE y carbapenemasas.

< a las diluciones mas bajas de los
comerciales o de los puntos de corte.

Enterobacterias productoras de BLEE o AmpC +
disminucion de la permeabilidad - Disminucion
sensibilidad a los carbapenémicos.

* Necesidad de pruebas fenotipicas o moleculares
para su deteccion.
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Nueva e corte

Table 1. Testing quidance and breakpoints (mg/L) for Enterobacteriaceae

Breakpoints (mg/L)

Guidance to 2011 from 2011
CTx/ IPM/ IPM/
Organization to 2011 from 2011 CRO FEP CAZ MEM ETP CTX FEP CAZ MEM ETP
EUCAST for ESBL producers, edit 5=1 S=1 5§=<1 S§=2 S=0.5 S=1 S=1 5S=1 S<=1 S=05
cephalosporin R>2 R>8 R=>8 R=8 R>1 R>2 R=4 R>4 g‘;;r R=1
StolandItoR s
R>8 <— ERUC

Pl

no test for ESBLo
carbapenemase;
report as found

CLSI test for ESBL by clavulanate
synergy or carbapenemases
by Hodge test; report ESBL
producers as cephalosporin
resistant

5<8 S<8 5=<8 S=4 5=
R=64 R=32 R=32 R=16 R=

5=<1 5=8 5=<4 5=1 5=015
R=4 R=32 R=16 Rz=4 Rz1

ca

CTX, cefotaxime; CRO, ceftriaxone; FEP, cefepime; CAZ, ceftazidime; IPM, imipenem; MEM, meropenem; ETP, ertapenem; S, susceptible; I, intermediate;
R, resistant.

ntos de corte mas cercanos al cut-off ecologi
Muchos aislados CTX-M-9 y CTX-M-14 “sensi
* Muchos aislados TEM-10 y TEM-26 “se
* Muchos aislados productores de ca
* Es posible obtener concentraci
intervalo dosificacion, al men
* Esla CMly no el mecani

¢
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Journal of
1 Antimicrob Chemother 2012; 67: 1569-1577 Antimicrobial
doi:10.1093/joc/dks088 Advance Access publication 29 March 2012 Chemotherupy

Are susceptibility tests enough, or should laboratories still seek ESBLs
and carbapenemases directly?

David M. Livermorel2*, Jenny M. Andrews?, Peter M. Hawkey*, Pak-Leung Ho?, Yoram Keness®, Yohei Doi’,
David Paterson® and Neil Woodford?

ntes respecto a la eficacia de cefalosporinas y carbap
fecciones producidas por enterobacterias BLEE o c
iores a puntos de corte.

as de reproducibilidad en los valores de CMI inhere
eptibilidad in vitro (diferente categoria clinica en dife
terlaboratorio).

® Imposibilidad de reproducir en el laboratorio las
bacteriano en el foco de infeccion).

Pérdida de informacion epidemioldgica r
resistencia subyacentes.

® CONCLUSION: Es prudente conti
y cuando estén presentes in
cefalosporinas o carbap




Table 3. Outcome of cephalosporin therapy versus MIC for various infections due to Enterobacteriocene with ESBLs; literature review by Paterson et al.®

Sexfage (years)funderlying
disease Type of infection  Bacteraemia Organism Antibiotic® MIC (mgfl)  Outcome
M72/oesophageal surgery  mediastinitis + K. pneumoniae cefepime+ 16 failure
FiS8/biliary surgery nosocomial * K. preumoniae cefepime+ 8 failure
prielmonia
M/68/colon cancer surgery  nosocomial LTI + E.coli cefepime+ 8 failure
Infant/low birth weight Meningitis + Klebsiella oxytoca cefotaxime 8 failure
Infant/omphalocele repair nosocomial K. oxytoca cefotaxime 8 failure
pheumonia
M75 UTI + E. coli ceftizoxime+ B failure
F/4B/kidney - pancreos urI + E. coli ceftizaxime & cure
transplont
F/82/from nursing home LTI + E. ol ceftizoxime & failure
Fi14/Ewing's sarcoma CVL related b K. pneurmonioe cefmetazole + aztreonam 1 cure
F21/multiorgan foilure primary + E.coli ceftizoxime 1 cure
bocteraemia
NS meningitis K. prieumonige cefotaxime 1 cure
NS nosocomial K. pneurnonioe ceftriaxone <1 failure; died ¢=m
pheumonio
Unknown/pancredtitis peritonitis K. preumonige and  ceftazidime =1 died within
E.coll 24 h
MA4fmultiple bowel fistuloe  CVL infection + K. pneumonige cefotaxime 0.75 (=1) failure <=
Fi61iliver transplant I b E. coli ceftizaxime 05 cure
MiLSAliver transplant primary + K. pneurnoniae ceftizoxime 0.5 partial
response
NS NS + E. coli cefotaxime 05-1 cure
M4 imultiple trauma meningitis + K. pneumonige cefotoxime+ =05-1 cure
MIS3liver transplant peritonitis + K. preurmoniae cefotaxime =012 cure
Childfleukaermia NS + E. coli cefotaxime <8 died within
24h
NS Tt + K. pneumonige cefotaxime or ceftriaxone 05-4 cure
NS LTI + K. preumoniae cefotaxime or 05-4 cure
ceftriaxone+
NS empyema + K. pneumoniae cefotaxime or 05-4 failure, <=
ceftrioxone+ relapse
NS empyema K. pneumonioe cefotoxime or 05-4 failure; ¢um
ceftriaxone+
NS mediastinitis + K. preurnoniae cefotaxime or 0.5-4

caftriaxanes

foilure; <mm
relapse




Table 6. Disc tests by the BSAC method on E. coli NCTC 13352 (TEM-10 B-lactamase), performed 10 times in four

laboratories
Mean zone (mm) Standard deviation (mm) Susceptible Intermediate Resistant
Ceftazidime
laboratory 1 8.1 057 0 0 10
laboratory 2 6.8 1.75 (6] 0 10
laboratory 3 6.0 0 0 0 10
laboratory 4 6.0 0 0 0 10
Cefotaxime
laboratory 1 287 0.82 1 9 0
laboratory 2 294 097 6D Co 0
laboratory 3 259 1.29 0 10 0
laboratary & 313 1.06 QoD 0 0
Cefepime _
laboratory 1 264 052 0 4 6
laboratory 2 281 0.74 0 10 0
laboratory 3 230 155 0 {] 10
laboratory 4 29.1 1.00 0 10 0

Data of J. M. A,




It is important to identify ESBL isolates?
No!
Particularly if there is no indication of such organisms

in the hospital in question.

K Bush: Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1996
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Hidrolizan penicilinas, cefalosporinas

CMI (mg/L) Valor

12 y 28generacion y en grado

Ampicilina (AMP) 7290 R variable, dependiendo tipo de
Ticarcilina 7236 R enzima, a AZT, CTX, CAZy CFP.
Piperacilina (PIPRA) 64->256 R . BLEE derivadas de lEMIE
Piper/Tazo (PI+T2) 28 S actividad frente a CTZ.
Amox/clav (AMC) 4-8 S ® BLEE tipo CTX-M >

Cefalotina (CEP) >256 R CTX.

Cefoxitina (CFO) 2-4 S e No activid

Cefuroxima (CXM) 16->256 R carba

Cefotaxima (CTX) 0,12->256 S/IR °

Ceftazidima (CAZ) 0,25->256 S/R

Cefepima (FEP) 0,12->256 SR

Aztreonam (AZT) 0,12->256 S/IR

Imipenem (IMI) 0,06-0,12




4 P

| Deteccion fenot cion de BLEE |

uar en todos los aislados de Enterobacterias con
| de AZT, CTX, CAZ o CFP >1.

Se basan en la inhibicion de estos enzimas por
clavuldnico y usan AZT, CTX, CAZ o CFP como
indicadores.

Prueba de discos combinados con inhibidor:
Ampliacion >5 mm del diametro del halo de
inhibicion de discos de AZT, CTX, CTZ o CFP
combinados con clavuldnico respecto a los discos sin
clavulanico.

E-test: CMI de CTZ o CTX >8 veces que CMI CTZ+CLA
o CTX+CLA.

Paneles de microdilucion: CMI de CTZ o CTX >8
que CMI CTZ+CLA o CTX+CLA (sélo dos poci
CF+CLA)

Prueba de sinergia con doble disco
distorsion del halo en la proximi
AMC).

En Enterobacterias prod
sensibilidad con CFP.

Falsos positivos:
oxytoca hiper

K VI JORNADA ACICI LLEID
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[ Test Hodge modificado J

Cepa E. coli ATCC 25922 Disco MER o ERT

Cepa problema no productora Cepa problema productora de
de carbapenemasa carbapenemasa

Recomendado por CLSI y EUCAST para
deteccion presuntiva carbapenemasas.

Realizar en Enterobacterias con CMI de
MER o ERT 20,5 o IMP >1.

La inactivacion del carbapenem
(meropenem o ertapenem) por la
carbapenemasa producida por la cepa
problema permitir el crecimiento de E.
coli sensible (ATCC 25922) a los lados
de la estria efectuada con la cepa
problema.

No permite diferenciar entre diferentes
tipos de carbapenemasas.

Buena S en KPC, menor en OXA-48 y
VIM.

Falsos positivos en cepas CTX-M-15 o
AmpC + con pérdida de porinas.

k VI JORNADA ACICI LLEIDA 13/06/2013




penemasas

masas MALDI-TOF

Carba NP test (indicador rojo fenol)

Imipenem

No inoculation

% Noncarbapenemase
4 57 merop OAT MS Raw |

P i producer |
0.75 i A

00 iy PRIV Lo, S | D ke o)
= 384562 nk0.F10 MS Raw|

aw] | | . B Carbapenemase
| | ' producer

i
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| Met P,NDM |

obetalactamasas (grupo B de
mbler): Dependientes de Zn++

CMI (mg/L) Valor

Ampicilina (AMP) >256

Ticarcilina >256 R * Codificacién plasmidica (VIM
Piperacilina (PIPRA) ~ 4->256 R generalmente en integrones cl
PiperlTazo (PIT2) 47250 A o Enterobacterias, Pseudom
Amox/clav (AMC) 32->64 R

Cefalotina (CEP) >128 R GNNF.

Cefoxitina (CFO) 128->256 R e Resistencia a penci

Cefuroxima (CXM) >256 R cefalosporin

Cefotaxima (CTX) 8->64 R pero no

Ceftazidima (CAZ) 16->256 R de B

Cefepima (FEP) 0,06-32 S/R

Aztreonam (AZT) 0,12-2 S p

Imipenem (IMI) 0.,25-8




/
[Detecci()n fenot

Py

J etalactamasas]

acion sinergia con EDTA o acido
olinico

Al IMP/CMI
IMP+ EDTA >8

ERTA | pmal

Sinergls Sinergis

Figura 1. Ensayo de deteccion fenotipica de MBLs.




sas clase A de Ambler ¢ BLEE

CMI (mg/L)  Valor tividad carbapenemasa?

Ampicilina (AMP) >256 R etectadas inicialmente en USA en 1996.
Ticarcilina »236 R Distribucién mundial (USA, Sudamérica,
Piperacilina (PIPRA) 16->256 r'R Asia, Europa, |5rae|)_

Piper/Tazo (P+12) 16-128 R o Enterobacterias (sobre todo K.

Amox/clav (AMC) 64-128 R pneumoniae —ST258-y mas rara
Cefalotina (CEP) >256 R E. coli ), pero también P. aeru

Cefoxitina (CFO) 16->128 /R Acinetobacter.

Cefuroxima (CXM) >256 R e Hidrolizan efectivam

Cefotaxima (CTX) 0,25-64 r/R carbapenémicos,

Ceftazidima (CA2) 0,5-32 SIR cefalosporina

Cefepima (FEP) 0,5->32 S/IR e Discreta

Aztreonam (AZT) 0,5->64 SR

Imipenem (IMI) 1->32
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[ Deteccion fenotip emasas KPC ]

ostracion inhibicién por bordnico pero
no con cloxacilina

* Demostracion sinergia entre IMP,
MER o ERT con acido bordnico en
prueba doble disco (K. pneumoniae
KPC positiva).

e Ampliacion > 5mm halo inhibi
MER con boroénico respe
solo MER, pero no co
dipicolinico en pr
combinados (
positiva).
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Antibidtico CMI (mg/L) Interpr

Amoxicilina >128 R A-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 y
143 en Acinetobacter

ACL >128 R _

o OXA-48 vy su derivada OX-181
Ticarcilina >128 R descritos en Enterobacterias en
Piperacilina 64 R cuenca mediterranea.
oT7 64 R o Detecqon fenotipica co

se asocCla con otros
Cefazolina 8 R resistencia.
Cefoxitina 4 R No existen i
Cefotaxima S
Ceftazidima S
Cefepime S
Aztreonam S
Imipenem S
Meropenem S
Ertapenem R
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El laboratorio de microbiologia en la vigilancia y
control de la infeccion nosocomial

Gestion de la informacion generada en el laboratorio de microbiologia (primer eslabdn
en la deteccidon de transmision nosocomial)

e Analisis evolucion de las resistencias: informes periddicos de sensibilidad agregados.

e Monitorizacion periodica microorganismos centinelas con mecanismos de resistencia
relevantes.

Capacidad para reconocer y detectar precozmente
bacterias con mecanismos de resistencia relevantes

0 emergentes (validacion e implantacidn pruebas rapidas)
— adopcion de medidas de control de la infeccion que
impidan su diseminacion.

En centros de mayor tamafio estudios de tipificacion
molecular

Estudio de portadores
Comunicacion estrecha, diaria y “a tiempo real” con los ECI.

Participacion en el disefio de intervenciones y programas de prevencion: control
microbiologico de su impacto.

Colaboracion en los programas de formacion relacionados con la Infeccion nosocomial y
el uso de antibidticos.
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