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Enterobacterias
Carbapenemasas adquiridas



Carbapenemes: puntos de corte 2014

Carbapenem CLSI EUCAST
S R S R
Imipenem <1 24 <2 >8
Meropenem <1 24 <2 >8
Ertapenem <0.5 22 <0.5 >1
Doripenem | <1 | | a | 2




CARBAPENEMASAS

= Se asocian a:

- microorganismos multirresistentes (clones de alto riesgo)

- elementos genéticos transferibles (plasmidos, transposones)

= Su inferencia fenotipica puede ser compleja

" Elevada repercusion en el manejo del paciente, escasas opciones
terapéuticas
- asociaciones carbapenemes + otros antimicrobianos:
colistina, tigeciclina, amicacina, fosfomicina, nitrofurantoina, rifampicina...



LAS CARBAPENEMASAS in vivo: breves consideraciones

» El valor de la CMI que informa el laboratorio es un marcador subrogado de Ia

posible actividad in vivo de los carbapenemes

» La inferencia de la actividad in vivo del o de los carbapenem(es) puede no
implicar éxito clinico

e Factores condicionantes: hospedador, antibidtico, microorganismo

La necesidad de emplear asociaciones de antibioticos para el tratamiento
de las infecciones causadas por gramnegativos productores de

carbapenemasas esta demostrada clinicamente




RANGO DE CMI| DE CARBAPENEMES

VS.
ENTEROBACTERIAS
Carbapenemasa Imipenem Meropenem Ertapenem
KPC 0.5 — >32 0.5 — >32 0.5 — >32
IMP / VIM / NDM 0.5 — >32 0.5 — >64 0.38 — >32
OXA-48/181y
otras OXA- 0.25 — 64 0.38 — 64 0.38 — 64

Nordmand P et al. Clin Microbiol Infect 2012; 18: 432-8



Carbapenemasas-Caracteristicas

(K. pneumoniae)

Clase molecular A B D
. : : Zinc (Zn*) .
Sitio activo Serina-70 (Metalo- 3 lactamasa) Serina-67
Enzimas KPC, GES... VIM, IMI, NDM, GIM, OXA....
SPM...
Localizacid .. . .
oca, |-zaC|or1 Plasmidos Plasmidos Plasmidos
genetica mas
Transposones Transposones Transposones
frecuente
, , Enterobacterias Acinetobacter
Especies mas Pseudomonas spp. baumannii

resistencia

frecuentes Pseudomonas spp. Enterobacterias Enterobacterias
e Acido borénico EDTA %
Inhibicion in vitro (xClavulanico) (Acido dipicolinico) (NaCl)
AZTREONAM R S S
Nivel (tipo) de
expresion de la | Alto (Heterogénea) | Medio (Heterogénea) Medio-Bajo

* Todas las enterobacterias con carbapenemasa de tipo OXA son resistentes a temocilina (2 128 pg/ml)




CARBAPENEMASAS

CLASE A CLASE B CLASED

KPC- VIM-, IMP-, NDM- OXA-

Perfil de resistencia variable
Sensibilidad a diferentes inhibidores

Gran capacidad de dispersion

~— _E_H_HRRHR M _________7 M U N D IA L

< Dispersiondelas
\/:> carbapenemasas < NACIONAL

-/ LOCAL




Enterobacterias productoras de carbapenemasas
Servicio de Microbiologia- Hospital Universitario Ramon y Cajal-Madrid

Datos proporcionados por la Dra. Patricia Ruiz Garbajosa
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B Gijon Cordero D et al. ECCMID. Berlin. P1272-2013



K. pneumoniae OXA-48 = BLEE- Servicio de Microbiologia

Hospital Universitario Ramon y Cajal-Madrid

Datos proporcionados por la Dra. Desirée Gijon Cordero
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mST11 mST15 mST307 ST405 mST487 ST712 mST971

*Enero-febrero 2014: 12/28 K. pneumoniae corresponden a ST11




OXA-48: Hospital Ramdn y Cajal
Mayo 2014

Hospital Universitario Ramoén y Cajal-Madrid (2012-....)
K. pneumoniae: OXA-48 = CTX-M15 £ VIM-1 £.....
Clon predominante de K. pneumoniae: ST11 (y otros clones)

Otras enterobacterias: E. coli, K. oxytoca, E. cloacae, E. aerogenes, S. marcescens,

C. koseri, C. amalonaticus...

Papel de los diferentes STs de K. pneumoniae?

Tsouvelekis et al. AAC. 2013; 57: 5144-46



(a) CGTTCAGCA CGTTCAGCA
Atir 1S7999

Tn1999 P
(JN626286) \,/1:U g

blagya.4s

(b) CGTTCAGCA

Atir 1IS71999 ISTR a
Tn191f39.2h__~<:1.=Ej y - Eﬁ?ﬁ;?;;
(JN714122)

AAGAATGTT  AAGAATGTT

(c)

CGTTCAGCA CGTTCAGCA
Atirl 181999  IS1R
Tn1999.3
(HE617182)
AAGAATGTT AAGAATGTT GCCAATTTG GCCAATTTG
(d)
CGTTCAGCA CGTTCAGCA
Atirl 191999 ISTR = — aysr __1SECPT | 1blacrxm1s 1S1999
i —ﬁ]mﬂ[mnm Sniinnisnninzid &
Tn 1 9 9 9 . 4 AAGAATGTT AAGAATGTT |
(JX423832) TTTA\A TDTAA
Tn2015

Potron et al. J Antimicrob Chemother. 2013; 68:476-7 Potron et al. Antimicrob Agents Chemother. 2014; 58:467-71



Diagnostico microbiologico de microorganismos
productores de carbapenemasa



Carbapenemasas: métodos para su deteccion in vitro

o CMI

« Medios cromogénicos

» Test de Hodge modificado

« Sinergia de carbapenemes frente a inhibidor(es)
» Métodos colorimétricos rapidos

« Método espectrofotométrico (referencia)

 Espectrometria de masa

» Méetodos moleculares



= CMI

» Puntos de corte: productoras de carbapenemasas pueden ser “S”

» EUCAST: ECOFF (Screening cut-off) www.eucast.org
Meropenem: mejor relacion sensibilidad-especificidad
Ertapenem: buena sensibilidad pero menor especificidad (cepas AmpC™)

CARBAPENEM PUNTO CORTE (S, 1 g/ml) Screening cut-off ( £ g/ml) *
Imipenem <2 >0,125
Meropenem <2 >1

Ertapenem £0,5 >0,125

* Atencidn: rango de concentraciones de los paneles comerciales



“The carbapenem breakpoints for Enterobacteriaceae will detect all clinically
important resistance mechanisms (including the majority of carbapenemases).
Some isolates that produce carbapenemase are categorised as susceptible
with these breakpoints and should be reported as tested, i.e. the presence or
absence of a carbapenemase does not in itself influence the categorisation of
susceptibility. In many areas, carbapenemase detection and characterisation
is recommended or mandatory for infection control purposes.”

EUCAST-2014 y CLSI 2014



" Medios cromogénicos

» Cribado, portadores (rectales). Control epidemiolégico

“La concentracion de carbapenem en algun(os) medios es elevada
y pueden tener menor sensibilidad. Utilizar como concentracion
el valor del ECOFF propuesto por EUCAST”

C. Giske. ECCMID 2014

Girlich et al. Diagn Microbiol Infect Dis. 2013; 75: 214-7



" Test de Hodge modificado

» Realizacion: CLSI-M100 S24 (Tabla 3B)

e Cepa indicadora: E. coli ATCC 25922
e Control +: K. pneumoniae ATCC BAA-1705
e Control -: K. pneumoniae ATCC BAA-1706

v" CLSI 2014: si se usan los nuevos puntos de corte, el MHT sdlo deberia
hacerse por razones epidemioldgicas o de control de infecciones

v" No todas las enterobacterias productoras de carbapenemasa dan MHT
positivo (ej. NDM, 11%) (y viceversa)



Enterobacterias

Algoritmo para la deteccion de carbapenemasas in vitro
Adaptado de Navarro F et al. Enf Inf Microbiol Clin 2011; 29: 524-34

Si CMI:
Meropenem 2 0,5 y/o
Ertapenem 20,5 y/o
Imipenem 2 2

l

Test Hodge Modificado

— | No carbapenemasa

*

l+ Carbapenemasa

* %k

l+

l+

i+

Sinergia: BOR + pero CLX -

Sinergia con BOR y CLX

Sinergia con EDTA o DPA

l+

KPC u otra carbapenemasa
de clase A

l+

l+

*Posibilidad de falsos negativos

Posible
AmpC + pérdida de porina(s)

o carbapenemasa de clase A + AmpC

Metalobetalactamasa

** posibilidad de falsos positivos



K. pneumoniae-carbapenemasa: tira de gradiente de CMI

3
2
1
1

2
4
6
2
- 8
6
4
3
2

Lectura a las 18-20 h (48 h temperatura ambiente



Meétodos colorimétricos (rapidos)

Carba NP Test

Imipenem
- +

No inoculation

T —

N\

“

Noncarbapenemase
producer h

—

Carbapenemase '
producer “S— —

A

Nordmann P et al. Emerging Infectious Diseases 2012;18:1503-7



Carba NP Test

N J \ J

Y Y

“Convencional” Rapid CARB Screen kit
segun Nordmann et al. ROSCO DIAGNOSTICA



Carba NP Test. Cont.

débil debil

*Frecuente con OXA-48 y variantes



Carba NP Test Il Blue Carba
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Dortet et al. Antimicrob Agents Chemother. 2012; 56: 6437-40 Pires et al. J Clin Microbiol. 2013; 51: 4281-3



Meétodos moleculares (no fenotipicos)
para la deteccidon de carbapenemasas

= PCR

» Convencional-Multiplex-Secuenciacion

 Tiempo real

= SECUENCIACION “MASIVA”

= MICROARRAYS

= ESPECTROMETRIA DE MASA
* MALDI-TOF MS

« PCR/ESI MS

Lupo A et al. Diagn Microbiol Infect Dis. 2013; 77: 179-94



Amplificacién isotérmica (tiempo real)

| kPC
NDM
OXA-48
VIM
CTX-M-1
CTX-M-9

Interne

Trrne{n'?ins} = - — L Close
A Finished | B Finished

25 Mar 2014 11:51 §

eazyplex® SuperBug CRE-amplex BIOSYSTEMS



Amplification
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25 Mar 2014 11:51 §




Inferencia de los tipos de carbapenemasas
Interpretacion fenotipica

v’ Perfil de sensibilidad antibidtica (CMls)
v Uso de inhibidores
v’ Test de Hodge modificado



RyC-Aislados de K. pneumoniae productores de carbapenemasa

M1: KPC M2: MBL M3: OXA-48



SERVICIO: ONCOLOGIA MEDICAH AISLADO (1):  99.3% 3001 KLEBSIELLA PNEUMONIAE

N° MUESTRA: 09138475 BIOTIPO: 77744372

N° PETICION:

MUESTRA: ORINA PANEL: 95B

NALISIS: UROCULTIVO HEMOLISIS:  CATALASA: OXIDASA:-
ANTIMICROBIANOS C.M.I. REAL
AMOXICILINA >16 R\
AMOXICILINA/CLAVULANICO >16/8 R\
PIPERACILINA/TAZOBACTAM | >64/4 [[R]
CEFALOTINA >8 [ R \
CEFUROXIMA >16 R
CEFOXITINA >16 R
CEFTAZIDIMA >16 R
CEFTAZIDIMA/CLAVULANICO >8/4 :
CEFOTAXIMA >8 R
CEFOTAXIMA/CLAVULANICO >8/4 -
CEFEPIME N >8 || R |
AZTREONAM >8 || R
MIPEN. M = | R M1: CARBAPENEMASA
MEROPENEM >8 R /
ERTAPENEM >4 \GU CLASE A: KPC-3
GENTAMICINA <=2 S
TOBRAMICINA <= S
AMIKACINA <=4 S
NITROFURANTOINA <=64 S
ACIDO NALIDIXICO <=16 S
CIPROFLOXACINA <=0.12 S
MINOCICLINA 8 |
TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL | <=2/38 S
FOSFOMICINA : >64 R
COLISTINA <= S




Mombre

Hiskoria

F. Macimiento
Frocedencia - - -

Servicio de Microbiologia

M* Muestra Estado Final
Muestra HERIDA (TORLIMDA) Fecha 29M10/2013
Senvicio CIB. MAXILCFACIAL H Seccian EXUDADOS 1

Hahitacicn

Aislanmiento Microorganismo

E1 Klebsiella pneumoniae
E2 Klebsiella pneumoniae Carbapenemasa 02M11/2013 Final

Fecha Resultade Estado
02112013 Final

E1 K. pneumoniae

Antimicrobiano
Ampiciling
Amoad, Clay
Fip'Tazo
Cefalotina
Cefazoling
Cefuroxima
Cefoxitina
Cefotaxoma

Cefolaximars C..

Ceftazidima
Ceftazidimadd, ...
Cefepima
Imipensem
Ertapenem
Aztrecnam
Gentamicina
Tobramicina
Amicacing
Ciprofloxacing
Trimet/=Sulia
Tigeciclina

E2 K pneumoniae CAR

M Einal Antimicrobiano CimM Einal
=16 F Ampiciling =18 R
==5/4 S Amaxts Clav > 16/8 R
<=5 s PipTazo =64 R
==f = Cefalotina =16 R
<=8 S Cefazoling =16 &
16 b Cefuroxima =18 R
== 5 Cefoxitina =16 R
=1 §  Cefotaxima =32 R M2: CARBAPENEMASA
==0.h --- Cefolaximals C... =d ---
<= S Ceftazidima =16 R CLASE B: MBL
==0.25 --- Ceftazidimald ... =2 ---
<=1 5 Cefepima =16 R
== 5 Imipenem 4 R
<=0.5 = Ertapenem 4 Fi
<= 5 Aztrecnam ==1 5 —
== S Gentamicina == b
== 5 Tobramicina L] =
== 5 Amicacina ==8 |
==0.5 b Acide Malidixico ==18 5
=228 S Ciprofloxacing ==0.5 =
== 5 Trimet/Sulia ==F/30 et
Tigeciclina == 5



M3: CARBAPENEMASA CLASE D: OXA-48

Klebsiella pneumoniae OXA-

Klebsiella pneumoniae OXA-48+BLEE

Antimicrobiano CIM Final
Ampicilina >16 R
Amox/A Clav >16/8 R
Pip/Tazo >B64 R
Cefalotina >16 R
Cefazolina 16 |
Cefuroxima 8 S
Cefoxitina <=8 S
Cefotaxima <=1 S
Cefotaxima/A C... <=0.5 —
Ceftazidima <=1 S
Ceftazidimal/A ... <=0.25 -
Cefepima <=1 S
Imipenem 2 S
Ertapenem 2 R
Aztreonam <=1 S
Gentamicina >8 R
Tobramicina <= S
Amicacina <= S
Ciprofloxacina >2 R*
Trimet/Sulfa <=2/38 S
Tigeciclina <=1 S

Antimicrobiano CIM Final
Ampicilina >16 R
Amox/A Clav >16/8 R
Pip/Tazo >64 R
Cefalotina >16 R
Cefazolina >16 R
Cefuroxima >16 R
Cefoxitina R
Cefotaxima Amicacina R
Cefotaxima/A S Colistina -
Ceftazidima Tigeciclina R
Ceftazidima/A ... ---
Cefepima R
Imipenem 2 R
Ertapenem >1 R
Gentamicina >8 R
Tobramicina >8 R
Acido Nalidixico >16 R
Norfloxacina >1 R*
Ciprofloxacina >2 R*
Nitrofurantoina >64 R
Fosfomicina >64 R
Trimet/Sulfa >4/76 R




RyC: E. cloacae isogénicos-M1: AmpC hiperproducida-M2: AmpC basal




E. cloacae (CCUG 59627) * hiperproductor de AmpC + déficit de expresion de porina(s)

* Gentileza Dr. C. Giske-EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms www.eucast.org



Servicio de Microbiologia

MNambre

Historia i3
F. Macimiznto
Procedencia - - -

N° Wuestra  CCUG59627  Estado
Muestra Fecha
Senicio Seccion

Habitacion - --

Aislamiento Microorganismo

1 Enterobacter cloacae

Fecha Resultado Estado
29032013 Final

1 E. cloacae

Antimicrahiano (]
Ampiciling =15
Amod, Clay =16/8
FinTazo B4
Cefaloting =16
Cefazalina =16
Cefuraxima =16
Cefoxitina =16
Cefotaxima =32
Cefotaximalh G, =4
Ceftazidima =16
Ceftazidimara ... =2
Cefepima a3
Imipenem =
Ertapenem =4
Aztrecnam =16
Sentamicina ==z
Taobramicina . ==3
Amicacing ==g
Ciprofloxacing ==0.5
Trimet!Sulia ==2{38

Tigeciclina ==

anl
=
e

WOEWEOMNITITD— O DADDATLDD

Hiperproduccién AmpC +por -




RyC-Aislados de E. cloacae productores de carbapenemasa

MERO-DIP

M1: KPC M2: MBL M3: OXA-48



E. cloacae productor de MBL




Servicio de Microbiologia

Mambre . . . N Mur,;stra 14068347 Estado
Histaria Mueskra CONTROL ERPIDEMIOLOGICD Fecha
F. Macimients  22/07M1 545 Servicio HEMATOLOGIA H Seccian
Frocedencia MEDICINA PREVENTIWA, Habitacion 802

Aislamiento Microorganismo Fecha Resultado Estada

E1 Enterobacter cloacae Carbapenemasa 2%04/2014 Final

E1 E.clocacae CAR

Antimicrobiano [ Einal
Ampicilina ' =16 =]
Amotd Claw =158 R
Pip/Tazo =G4 R
Cefalotina =16 K
Cefazalina =16 R
Cefuraxima =16 R
Cefoxitina =16 R
Cefotaxima =32 R
Cefotaximala C... =4 ---
Ceftazidima -6 R M1: KPC
Ceftazidimadd, ... =2 .-
Cefepima =16 R
Irnipenam =8 &
Ertapanam =d R
Aztraanam =18 R
Sentamicina ==2 5
Tabramicina ==2 =
Amicacing ==j 5
Acidn Nalidixico =16 ---
Ciproflaxacina ==0.5 L
Trimet/Sulfa ==2138 5
Tigeciclina ==1 =



Servicio de Microbiologia

Nombre
Historia

F. Macimento  18/11/15954

Pracedencia - - -

MY Muestra - Estado
Muestra CONMTRGL EPIDEMIOLOGICO  Fecha
Servicio NEUMOLOGIA H Seccitn

Habitacion  5124-1

Aislamients Microgrganismo

Fecha Resultade Estado

E1 Enterobacter cloacae Carbapenemasa 26052014 Final

E1 E.cloacae CAR

Antimicrobiana
Armpiciling
Amaoxis Clay
FipTazo
Cefaloting
Cefazalina
Cefuroxima
Cefoxitina
Cefotaxima

Cefotazimard © .

Ceftazidima
Ceftazidimadd ..
Cefepima
Imipenem
Ertapenem
AZtreanam
Gentamicina
Tabramicing
Amicacina
Aciclo Nalidixico
Ciprofloxacing
Trimat!Sulfa
Tigeciclina

Cina
=16
=16/8
=64
=16
=16
=16
=16
=3z
=4
=16
=2
=16
=g
4

==

e

==8
=15

=
==2/38

{="|

Ry
=
ae

AXXDAOA

A3

= ]

M2: VIM-1 (MBL)

— DD ;o



Mambire
Historia

Servicio de Microbiologia

F. Macimiento  01/08/M1 924
Frocedencia MEDICINA FREVEMNTIVA

. M Muestra Estada
Muestra ABSCESOEX . PURLULENTD... Fecha
Servicio TRAUMATOLOGIA H Seccion

Habitacian 203

Aislamients Microorganisma

Fecha Resultads Estado

1 Enterobacter cloacae 10/08/2012 Final
1 E. cloacae

Antimicrobiano Clhd Final
Ampicilina =16 R
Amaxts Clay =188 R
FipTazo =fd R
Cefalotina =16 R
Cefazaolina =16 [
Cefuroxima =16 R
Cefaxitina =16 R
Cefotaxima 32 R
Cefotaximala C... =4 R
Ceftazidima =16 2] M3 OXA'48
Ceftazidimard .. =2 “u -
Cefepima 8 R
Imipenem <=1 =
Ertapensm 4 R
Aztreonam =15 R
Gentamicina =5 =]
Tobramicina 5 R
Amicacing =5 5
Ciprofloxacina =2 R*
Trimet/Sulfa =238 R
Tigecicling <=1 3



Sinergia con disco de EDTA
(“no comerciales”)

K. pneumoniae VIM-1: Sinergia con EDTA

Giske et al. Clin Microbiol Infect. 2011; 17: 552-6



Sinergia con Acido borénico
(discos “no comerciales”)

IMP y acido borodnico IMP + acido bordnico
(aproximacion) (impregnacidn)



“Critical to the success of interrupting cross-transmission of
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae in a health
care facility is the timely identification of colonized and/or
infected patients. Thus, every clinical microbiology laboratory

should establish reliable detection methodology”

Tzouvelekis LS et al. Clin Microbiol Rev. 2012; 25: 682-707






