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El problema de la resistencia a los
antibidticos en P. aeruginosa

e MDR: R a2 3 familias:
penicilinas, cefalosporinas,
monobactamas,
carbapenemas,
aminoglicésidos,
fluoroquinolonas.

e Panresistencia: + Polimixinas

d . . .
e 12 causa: elevada resistencia Aumentable a través de:
intrinseca de P.a. mutaciones en cromosoma
\ y/o adquisicién horizontal

AmpC Bombas de determinantes de R



Resistencia por mutaciones en genes

Ccromosomicos
12 bombas tipo RND:
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexXY-OprM: " Dianas
| ;. mexR, nalD, nalC
B-lactamicos nfxB,
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, y —= mexs,
MexXY-OprM: FQs \mexZ

Antibiotic

MexXY-OprM: aminoglicosidos T —

Pérdida OprD: carbapenemas
QRDR: FQs

Substitucion lipido A del LPS por ..o e
aminoarabinosa: colistina

Etc...

Outer membrane

3-Inhibition functional asse mibly

G-Collapse efflux energy

Mecanismos clasificables en: i) Inactivacion del atb, Inner membrane
ii) reduccion de su concentraciodn, iii) modificacion
de su diana. nce with the regulatory steps

H+ 2-Changing the antibiotic



Resistencia por mutaciones en genes
cCromosomicos
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Resistencia por mutaciones en genes
cromosomicos

PAOAmMutS

* Cepas
hipermutadoras

* MRR: mutS$, mutlL
e GO: mutT, mutY

Chl subpoblacion de
mutantes resistertes
48 pofmbll R

CMI poblacidn
bactetiana general

(1ugfml) S

Mutaciones no sdlo afectando a la resistencia, sino también a la virulencia, persistencia,

crecimiento, formacion biofilms, pigmentos, etc...
= N . fecciones

respiratorias
cronicas: FQ,
EPOC, etc




Adquisicion horizontal de &' ome
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Beta-lactamases
Aminoglycoside-modifying enzymes

Recipient cell
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Beta-lactamasas adquiridas

BLEE “clasicas”, derivadas de TEM / SHV (clase A)
Otras BLEE clase A: CTX-M, PER, VEB, GES, BEL.

BLEE de clase A con actividad carbapenemasa,
poco comunes: GES y KPC.

BLEE clase D: las derivadas de OXA-2y -10

MBLs (clase B): mayoritariamente VIM e IMP,
aunque ultimamente surgen nuevas variantes:
SPM-1, GIM-1, NDM-1, AIM-1, SIM-1.

En conjunto, hidrolizan a TODOS los antibidticos B-lactamicos



Resistenciaen P.a=2

enjoy , genetic

 “High-risk clones”
‘g W%j]?z e MLSTs globales
 Asociados a FQ:

ST179, Liverpool,
Manchester.

* Asociados a B-
lactamasas: ST235

e Asociados a MBL y/o
mecanismos
mutacionales: ST175
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Elevada resistencia intrinseca + adquisicion = “Enmascaramiento” de determinados de ellos.

» Necesidad de una correcta estimacion de susceptibilidad e inferencia de mecanismos; de
aunar protocolos y establecer técnicas de referencia con resultados inequivocos: »
Tratamientos personalizados, mas eficaces, medidas de aislamiento: contencion
de la resistencia.




Objetivos

e Evaluar la capacidad de los laboratorios de Microbiologia
Clinica espanoles para llevar a cabo adecuadamente Ia
determinacion de la sensibilidad a Beta-lactamicos, vy
detectar e interpretar los mecanismos de resistencia
subyacentes, mutacionales y/o adquiridos (BLEEs,
carbapenemasas), y la aplicacion de medidas de control de
infeccion, en wuna coleccion de cepas previamente
caracterizadas de Pseudomonas aeruginosa.

e Ofrecer una vision general y descriptiva de la diversidad de
métodos utilizados para determinar la sensibilidad y su
influencia en las discrepancias de los resultados, asi como
analizar los errores cometidos por los centros (mE, ME,
VME), en relacion a los emitidos por los centros
coordinadores en la categorizacion de las cepas.



ontrol
alidad
EIMC

Metodologia

Multicéntrico: 88 hospitales (54 aceptan participar)

Enviado panel de 13 cepas ya caracterizadas, a
considerar como aisladas de hemocultivo.

Coordinadores: Virgen Macarena y HUSE»
sensibilidad: Etest, pdilucion, difusion discos.

Se solicita a los centros: sensibilidad a ATM, CAZ,
FEP, IMP, MER, PTZ, CIP, AMK, GEN, TOB y COL.
Emision de las CCC y CCI segun los puntos de corte
usados, tests adicionales, inferencia de mecanismos
de resistencia, y aplicacion de medidas de control.

Analisis



$TRAIN No. FEATURES

PAO1 CC-01  Wild type

PAOAdJB CC-02 PAO1 AmpC T

PAOD1 CC-03 PAO1 OprD-

PAOD1AdB CC-04 PAO10prD-, AmpC 1

71702-07 CC-05 MexXY-OprM 1\, PSE-1 clinical isolate (CAZ-S,
FEP-R phenotype)

1B2-RCA2 CC-06 PER-1ESBL-producing clinical isolate

PAjun0O8 CC-07 OXA-161 ESBL-producing clinical isolate

PAV2-1 CC-08 VIM-2 MBL-producing clinical isolate

PA-A1 CC-09 GES-5 ESBL-producing clinical isolate

PAONB CC-10 PAO1 nfxB ( MexCD-Opr] 1)

PAODMR CC-11 PAO1mexR (MexAB-OprM1*), OprD-

PAOADMR CC-12  PAO1 ampD (AmpC 1), mexR (MexAB-
OprM1)

ATCC27853 CC-13  Reference strain
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e Distribucion

geografica de
los 54 centros
participantes




1: Estudio descriptivo del uso de
puntos de corte EUCAST / CLSI (2011),

sistemas / métodos manuales

utilizados vy discrepancias en las CC,
derivadas de su uso



cLs| EUCAST  VITEK2 \')"ViAcrosca” Wider gj;gfn . 2:23;6” E;'llé‘;ié” E-test

N (%) N (%) N (%) i N (%) . N 6 S N
CC01  506(86,79) 77(13,21)  169(28,99) 141(24,19) 185(31,73) 42(7,20) 25(4,29)  11(1,89) 9(1,54)
CC02  514(86,68) 79(13,32) 175(29,51) 150(2530) 180(30,35) 85(14,33) 41(6,91) 11(1,85) 19(3,20)
CC03  504(86,60) 78(13,40)  169(29,04) 139(23,88) 183(31,44) 42(7,22) 27(464) 9(1,55) 13(2,23)
CC04  491(84,36) 91(1564) 156(26,80) 138(23,71) 188(32,30) 44(7,56) 20(3,44)  19(3,26) 16(2,75)
CC05  504(84,99) 89(1501)  161(27,15) 140(23,61) 190(32,04) 42(7,08) 26(4,38)  16(2,70) 18(3,04)
CC06  480(87,43) 69(12,57) 146(26,59) 129(23,50) 178(32,42) 42(7,65) 16(2,91) 9(1,64) 29(528)
CC07  501(86,08) 81(13,92)  164(28,18) 139(23,88) 184(31,62) 43(7,39) 18(3,09) 20(3,44) 14(2,41)
CC08  504(88,11) 68(11,89)  161(28,15) 141(24,65) 181(3164) 42(7,34) 17(2,97) 11(1,92) 19(3,32)
CC-09  503(84,82) 90(15,18)  168(28,33) |148(24,96) 187(31,53) 42(7,08) 26(4,38)  11(1,85) 11(1,85)
CC-10  503(84,82) 90(15,18)  166(27,99) 150(2530) 191(32,21) 42(7,08) 26(4,38)  11(1,85) 7(1,18)
CC-11  491(85,99) 80(14,01)  159(27,85) |131(22,94) 181(31,70) 42(7,36)  18(3,15)  11(1,93) 29(5,08)
CC-12  503(86,43) 79(13,57)  167(28,69) |140(24,05) 181(31,10) 42(7,22) 16(2,75) 21(3,61) 15(2,58)
CC-13  503(86,43) 79(13,57)  165(28,35) |150(25,77) 182(31,27) 42(7,22)  25(4,30)  11(1,89) 7(1,20)
TOTAL | 6507(86,1) 1050(13,9) 2126(28,1) 1836 (24,3) 2391(31,6) [592(7,8)  301(3,9)  171(3,3) 206(2,73)
RANGOS (8L,13a (962a  (1923a |(1923a  (2692a  (556a  (1,85a (0a  (0a

90,38)  1887)  30,77)  |2641)  3461)  1433)  7,70) 3,84)  15,69)




DISCREPANCIAS DEBIDAS SOLO A
APLICAR EUCAST /CLSI (2011)

Cepa Atb Ne % Por ejemplo:
CC-01 ATM 7 13,2
CC-02 ATM 9 16,6 CMI de ATM=8 mg/L,; CLSI=S / EUCAST=I
CC-04 ATM 8 15,1 CMI de PTZ=64 mg/L; CLSI=S/ EUCAST=R
CC-04 MER 5 9,4
CC-04 PTZ 4 7,5 Estas discrepancias s6lo suponen un
CC-07 ATM 8 15,1 1,7% del total de determinaciones
CC-10 ATM 7 12,9 de todas las cepas y antibiéticos
CC-13 ATM 7 13,2
INTERPRETACIONES
CCl: S»1 Shr SMR IMR N
CC-07: 8,76%
Ne (%) RANGO FEP: 8,13%
DESTACAN — .
343(4,53)  de0a26,41% ATM: 7,41%

l

CC-04/MER 5%
_CC-07/ATM ,FEP

(Considerando el total de determinaciones
de todas las cepas y antibidticos)



100% -

90% -

CCls:S- -R

80% -

e Cepas salvajes (CC-01, CC-
13) y las CC-06, CC-09, las
que mayor consenso
generan entre todos los
participantes.

70% -

60% -

50% -

 En cambio, ciertas
combinaciones: como ATM,
FEP, PTZ en las cepas CC-02,
CC-04 y CC-05 muestran %
muy similares en las tres
ccl. =

40% -

30% A

10% -

0% -

AZT
FEP
CAZ
IMP
MER
PIPtz
AZT
FEP
CAZ
IMP
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PIPtz
AZT
FEP
CAZ
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cc-02 Cc-03 CCc-05
AmpC+ OprD- AmpC+/OprD- MexXY+/PSE-1
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Ccc-07 CC-08 CC-09 CC-10 cc-11 CC-12 cc-13
VIM-2 GES-5 MexCD+ MexAB+/OprD- MexAB+/AmpC+

OXA-161

CC-06
PER-1

ATCC



Amarillo: valor mayoritario, tanto en CCC como CCI. Rojo: discrepancia en la CC mayoritaria,
al comparar CCC con CCl

CEPA  ATB CATEGORIA CLINICA CRUDA CATEGORIA CLINICA
(CCC: sea EUCAST o CLSI) INTERPRETADA (CClI)
%S % | % R %S % r % | % R
CC-02 ATM -% 16,67 29,63 3,70 -27-—78
(AmpC+) FEP 25,93 27,78 22,22 1,85 35,19
CAZ 1,85 29,63 68,52 1,85 1,85 24,07 72,22
IMP 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00
MER 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00

PTZ - 1,85 46,30 46,30 0,00 1,85 -

So6lo un 4,5% del total de las CCl emitidas supusieron un cambio al alza en la
categorizacion final, con respecto a la CCC.



Se resalta en amarillo la CCI (S,l o R, considerando las "r" como "I") mayoritaria
analizando todos los datos; En rojo, cuando el valor mayoritario segun el dispositivo
utilizado concreto, difiere del valor mayoritario general.

CEPA ATB VITEK2 MicroScan WA Wider

% S % | % R % S % | % R % S % | % R

CC-08 ATM 14,3 - 0,0 73,3 20,0 6,7 73,3 20,0 6,7
(ViIm-2) FEP 0,0 6,7 93,3 0,0 13,3 86,7 0,0 0,0 100,0
CAZ 0,0 00 1000 0,0 13,3 86,7 0,0 6,7 93,3

IMP 0,0 0,0 100,0 6,7 6,7 86,7 7,7 0,0 923

MER 6,7 0,0 93,3 23,1 76,9 30,8 69,2

PTZ 231 0,0 769- 6,7 6,7 - 6,3 18,8

CLSI: tendencia a infravalorar la resistencia; VITEK2: ligado a EUCAST
mayoritariamente, de ahi que discrepe al alza respecto de los demas dispositivos



2: Analisis de las discrepancias
observadas en los resultados del

estudio de sensibilidad antibidtica con
respecto a los obtenidos por los
centros de referencia:
mE, ME, VME



Errores respecto de las CC de referencia

mE» CC de referencia “I” + CC a evaluar “S o R”
» CC de referencia “S o R” + CC a evaluar “I”

ME » CC de referencia “S” + CC a evaluar “R”

VMEP»CC de referencia “R” + CC a evaluar “S”

Para aquellas combinaciones cepas-antibidtico con discordancia de un escalon entre los dos
centros de referencia se considerd aquella CC mas favorable para el centro evaluado.

Cuando un valor numérico dio lugar a dos CC diferentes segun EUCAST / CLSI, se eligieron los
puntos de corte mas favorables para la concordancia con la CC emitida por el centro evaluado.

Las combinaciones cepa-antibidtico con discordancia S-R entre las CCC de los centros de
referencia se consideraron como no interpretables (NI), y por tanto, no se pudieron calcular
errores en estos casos.

PTZ, al no existir categoria |, los valores de CMI superiores a 16 e inferiores a 64 mg/L, segun se
use CLSI o EUCAST comportan discrepancias S / R entre los dos puntos de corte. Asi, segun las
anteriores premisas, cualquier resultado se deberia considerar como correcto, y por tanto, no
se pudieron asignar errores.



ATM FEP CAZ IMP MER PTZ

Cepa CMI CCC CCI CMI CCC CCI €CMI CCC CCI CMmI ccc ccl cMml ccc cal cml ccec  ca
CL/EU CL/EU CL/EU CL/EU CL/EU

CC-01 4 s/ S/ 1 S S 1-4 S S 1 S S 05 S S 4 S S

CC-02 816 S/I r/I/R 4-8 S r/I/R | 32 R R 1 S S 05 S S 32- S/R NI

64
CC-03 4 s/ S/ 1 S S 2 S S 8 I /R~ 2 S S/r 4 S S
CC-04 816 S/I r/I/R 4-8 S r/I/R | 32 R R 8 I /R 2 S S/r 32 S/R NI
CC-05 0,25- S S 8-16S-I/S-R I/R 2 S S 4 S S/r=0,12 S S 132 S/R NI
0,5 (24) (R) 5 (3-8) (S)
CC-06 >128 R R 32 R R >128 R R 8 I/r 16 R R 16- S/R NI
32
CC-07 8 S/ NI 4 S NI | 64- R R 4 S S/r 2 S S/r 4-8 S S
128
CC-08 8 S/l S/r/l 32 R R 64- R R 64- R R 16- R R 32- S/R NI
128 128 32 64

CC-09 >128 R R >128 R R >128 R R 32 R R 128 R R >128 R R

cc-10 14 S/A S/l 48 S /)R 244 S S <012 S <012 S S 24
5-1 5-1
cc11 32 R R 4 S S/ 48 S S/ 8 | I/R 16 R R 16- S/R NI
32
cc12 32 R R 816 S//R N 132 R R 1 S S 48 SI/-R I/R 32- S/R NI
(8-12 (I-R/R) 64

CC-13 4 s/ S/ 1 S S 1-4 S S 1-2 S S 0,25- S S 4 S S
0.5
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%

% de errores en las CCC/CCI

discrep. Todas las técni MicroScan WA Wid VITEK
odas 1as tecnicas croy>can er
ATB  ccc/ccl ! ! !
con los
mE ME VME mE ME VME mE ME VME mE ME VME
coord. N J\ A
33,3/ 16,7/ 14,8/ 0,3/
PTZ 6,5/7,8 0,9/1,9 0/0, 3/0,3 0/0 0,3/0,3 0/0 0/0,4 /0
22, 11,1 93 0,9
ATM 5,3/10,8 |4,8/9)8 3,7/9,3 0,5/0,5 1,6/4,1 0,5/0,5 0,6/3,7 0/0 0/0 0,9/0 0/1,9 | 0/0
3,7
10,2/ 0,9/ 03 03/ 1,2/ 0,3/
CAZ 7,8/7,6 2,8/4,7 1,9/1,6 3,6/3,2 1,1/1,1 2/1,9 0/0
10,6 1,6 /03 03 1,7 09
10,2/ 3,5/ 21/
FEP 16,5/7,6 94:3,8 0/0 3,5/0,7 0,9/1 0/0 1,9/2,1 3,8/1 0/0 0/0
5,7 1,7 0,5
28,9/ | 26,5/ 0,5/ 03/ 09/ 35/ 1,1/
IMP 3,7/4,3 2,8/1,9 8,9/3,8 0,9/0 6,4/4,2 0/0
15,1 12,5 1,3 05 09 28 13
13,2/ | 11,7, 0,2/ 2,9/ 0,5/0
MER 19/36 1/1 3,2/3,3 0/0 3,6/3,6 0/0 0/0 o/0 |7
14,7 12,8 1,7 32 5
14,1/ \11,3/ 0,6/ 09/ 22/ 08/ 41/0
TOTAL 3,9/3,7 2,8/2,1 3,8/2,9 1,4/1 2,7/2,9 1/0,3 {
11,5 9 1,1 06 1,8 06 1




Los % de VME (falsa sensibilidad) para los beta-lactamicos fueron bajos,
<3%, excepto PTZ (VME crudos e interpretados: 33,3% y 22,6% respect).
Estos VME se asociaron a la cepa CC-09 (GES-5) y casi exclusivamente en
usuarios de los sistemas automatizados MicroScan Walkaway (50% del
total de los VME crudos para este antimicrobiano y 51% de los
interpretados) y Wider (45% del total de los crudos y 43% de los
interpretados). (% usando como denominador el n? total de
determinaciones de las cepas R a cada ATB)

Los ME (falsa resistencia), también < 5%, excepto para FEP, en el caso de
los crudos (9,4%) y ATM en el caso de los interpretados (9,3%). El 85%
de los ME crudos para FEP se dieron en las cepas hiperproductoras de
AmpC CC-02 y CC-04. (% usando como denominador el n2 total de
determinaciones de las cepas S a cada ATB)

Los elevados porcentajes de mE observados no resultan sorprendentes,
dados los valores de CMI que presentan las cepas de esta coleccion, en
muchos casos en la frontera entre dos CC. (% usando como
denominador el n? total de determinaciones=54x13)



Cepa % errores en las CCC/CCI

Todas las técnicas MicroScan WA Wider )

mE ME VME mE ME VME mE ME VME mE ME (VMmE

cc-01  0,6/09  0/0 o0 o0 00 00 O0/0 0/0 0/0 0303 0/0 0/0
cc-02 17,8/14  7/0 3,7/19 6,7/65 09/0 1,9/1,9 3,3/7 28/0 0/0 41/0 04/0 0/0
cc-03 108/44 11/1,5 _H/0 41/16 0/04 0/0 25/06 0/ 0/0 1/1,3 0/0  0/0
7/22,1 14,8/7,8 5,7/57<I2,6/10 1,9/3,9 1,9/1,9 7,7/6,7 52/0 1,9/1,9 6,1/1,9 2,6/0 0/0

CC-05 , 1 0/ 1,9/1,9 1,933 0/0 41/49 0/0 0/0 04/04 0/1,4 0/0
cc-06 14,1/17,9  0/0 0/0 4,4/48 0/0 0/0 284 0/0 0/0 24/28 0/0  0/0
cc-07 11,4/21 49/383 0/0 48/71 0/1,3 0/0 1,9/3,8 04/06 0/0 22/52 1,5/3,8 0/0
cc-08 6,6/51  0/0 24/19 35/27 0/0 05/0 19/1,6 0/0 05/05 04/04 0/0 0,5/0;
cc-09 0,6/03  0/0 W,s/o,s 0/0 28/19 03/0 0/0 25/16 0/0 0/0  0/0
cc-10 1,2/11 0/08 0/ 06/0 0/08 0/0 0/04 0/ 0/ 0/0 0/0 0/0
cc-11 126,7/13,216,7:11,5 0/0 6,6/1,9 0/1,9 0/0 7/66 29/29 0/0 57 1/1,9 0/0
CC-12 1,9/3,8 1,9/1,9 7,1/6,7 1,9/1,9 1,9/1,9 6,7/62 0/1,9 0/0 7,6/81 0/0  0/0
cc-13 0,6/06 06/09 0/0 06/03 03/06 0/0 0/03 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0




Mayores % VME crudos/interpretados: CC-04, (AmpC+OprD-) (5,7
/5,7%) y cepa CC-09 (GES-5) (5,6/3,7%). Estos VME en CC-04 se
asociaron a CAZ, y en CC-09, a PTZ.

CC-04 mostro los mayores % de ME crudos (14,8%), asociados a FEP
(83% de ellos) y MER (16% de los ellos), seguida de CC-02 (AmpC
+)(7%), asociados a FEP, y CC-11 (MexAB-OprM+ OprD- ) (6,7%),
asociados a FEP (57% de ellos) y CAZ (43% de ellos).

Mayores % ME interpretados: CC-11 (11,5%), asociados a FEP (53% de
ellos) y CAZ (47% de ellos), seguida por CC-07 (OXA-161) (8,3%),
asociados a IMP (83% de ellos) y MER (17% de ellos) y CC-04 (7,8%),
asociados a MER.

% usando como denominadores: el n2 total de determinaciones de
los Beta-lactamicos a los que es R la cepa en cuestion (VME), a los
que es S (ME), o a todos (mE).



3: Analisis de la inferencia de los
mecanismos de resistencia,

realizacion de tests complementarios
para la deteccidn de beta-lactamasas

adquiridas y aplicacién de medidas de
contencion de diseminacion de la

resistencia



CEPA MECANISMO INCORRECTO NO TEST COMPLEMENTARIO TEST COMPLEMENTARIO MEDIDAS
CORRECTO INFERIDO (BLEE) (CARBAPENEMASAS) CONTROL
Numero (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2 (%) N2(%) N2 (%) N2 (%)
Aciertos Labs. Labs. Labs. test Labs. Labs. Labs. test Hospitales
[Aciertos test incorrecto test incorrecto
Parciales] correcto correcto
T —
CC-01 NA @ NA 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 1(1,88) 0(0) 0 (0)
(1,88)
CC-02 28(51,85) 4 (7,40) 22 6(11,11) 5(9,26) 1(1,85) 1 1(1,85) 0(0) 0(0)
(40,74) (1,85)
CC-03 | 39(73,58) 1(1,88) 13 0(0) 0(0) 0(0) 11 11 0(0) 1(1,88)
(24,52) (20,75) (20,75)
CC-04  23(43,39) 12 (22,64) 18 7(13,2) 7(13,2) 0(0) 16 13 3 (5,66) 7 (13,2)
[8 (15,09)] (33,96) (30,18) (24,52)
CC-05 18(33,33) 6(11,11) 30 7(12,96) 3(5,55) 4(7,4) 3 3 (5,55) 0(0) 2(3,7)
[17 (31,48)] (55,55) (5,55)
CC-06 14 (28) 13 (26) 23 (46) 12 (24) 12 (24) 0(0) 17 (34) 15 (30) 2 (4) 11 (22)
CC-07 21(39,62) 15 (28,3) 17 12 8(15,09) 4(7,54) 11 11 0(0) 7 (13,2)
(32,07) (22,64) (20,75) (20,75)
CC-08 | 43(82,69) 3(5,76) 6(11,53) 3(5,76) 3(5,76) 0(0) 36 36 0(0) 23(44,23)
N | (69,23) (69,23)
CC-09 10(18,51; 19 (35,18. 25 8(14,81) 2(3,7) 6(11,11) 29 26 3(5,55) 22 (40,74)
Maa N7 (46,29) (53,7) (48,15)
CC-10 37 1(1,85) 1(1,85) 0(0) 2(3,7) 2(3,7) 0(0) 1(1,85)
(68,51)
CC-11 17 (32,69) 11 (21,15) 24 5(9,61) 5(9,61) 0(0) 19 15 4(7,69) 2 (3,84)
[10 (19,23)] (46,15) (36,53) (28,84)
CC-12 24 (45,28) 2(3,77) 27 5(9,43) 5(9,43) 0(0) 7 7 (13,2) 0(0) 4 (7,54)
[17 (32,07)] = (50,94) (13,2)
CC-13 NA NA 1(1,88) 1(1,88) 0(0) 1 1(1,88) 0(0) 0(0)

(1,88)




Cepa Mecanismo Inferencias Descripcion de los mecanismos erroneos
erroneas
Ne (%) (N9)

CC-01 PAO1 1(1,88) Plasmid beta-lactamase (1)

CC-02 PAOdB 4 (7,40) OXA-type ESBL (4)

CC-03 PAOD1 1(1,88) Wild type (1)

CC-04 PAOD1dB 12 (22,64) ESBL (4); Carbapenemase (3); MBL (4); MexEF hyperexpression(1)

CC-05 MXY+PSE-1 6(11,11) ESBL (2); AmpC hyperproduction (4)

CC-06 PER-1 13 (26) Resistance exclusively due to mutational mechanisms (3);
Carbapenemase (8); MBL (2).

CC-07 OXA-161 15 (28,3) Resistance exclusively due to mutational mechanisms (15)

CC-08 VIM-2 3 (5,76) Resistance exclusively due to mutational mechanisms (3)

CC-09 GES1+5 19 (35,18) MBL (5); Resistance exclusively due to mutational mechanisms (14)

CC-10 PAONB 16 (29,62) Wild type (11); OprD loss (1); OXA-type ESBL (1); gyrase mutation (3

CC-11 PAOD1IMR 11 (21,15) GES-2 (1); MBL (1); ESBL (1); narrow spectrum class A beta-

lactamase (4); OXA-type ESBL (1); carbapenemase (3)
CC-12 PAOADMR 2(3,77) Cefalosporinase (Not AmpC) (1); Class D carbapenemase (1)
CC-13 ATCC 3(5,66) OprD loss (1); GyrA mutation (1); AmpC hyperproduction + ESBL (1)




Resultados referidos
sOlo a las cepas con
beta-lactamasas
adquiridas: CC -06 a -09

Identificacion mec. de resistencia subyacente:

B Identificacidon

34% correcta

42%
M Identificacidon
incorrecta

(DOSter 538)  No se comenta
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Resultados referidos solo a las cepas con
beta-lactamasas adquiridas
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CONCLUSION

En un patdégeno nosocomial tan relevante y de tanta capacidad para
el desarrollo de resistencia a los antibioticos, como es Pseudomonas
aeruginosa:

»El uso de diferentes puntos de corte y técnicas para la
determinacion de la sensibilidad a los beta-lactamicos;

» La complejidad de sus mecanismos adicionales de resistencia;

» Y la falta de tests estandarizados y de resultados inequivocos

para detectar BLEEs y carbapenemasas;

provocan una extraordinaria variabilidad y falta de precision en los
resultados emitidos por los laboratorios, con importantes
consecuencias negativas sobre la efectividad de los tratamientos y
el control de las infecciones por P. aeruginosa.
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INTRODUCTION TAl Strains sent icipating hespit
ir and i is MDR), is i ing @ major limitation for the 3TRAIN Neo. FEATURES

treatment of severe nosocomlal Infections and It s therefore assoclated with o high mortality rate. Moreover, there i o growing complexity in the Inolved

mechanisms, including diverse i of and i that may signil differ in their optimal epidemiological = PAOI CC-o1 Wild type

. .
(infection control) and/or i Therefore, profici ility testing, the use of harmonized interpretation criteria, and accurate inference of = PAOADB ~ €C-02 PAOI AmpC T
ially involved resi isms, are key cspects for appropriate treatment and control of infections by MDR 2. aeruginosa: PAOD! CC-03 PAOI OprD-

PAODIADB  CC-04 PAOI1 OprD-, AmpC T

OBJECTIVES 71702-07 CC-05 MexXV-OprM T, PSE-1 clinical isolate
To evaluate the proficiency of Spanish laboratories for accurate ibility testing, detection, and i ion of 2. i B-lactam resi (CAZ-S, FEP-R phenotype) L] “ L] , ,
1B2-RCA2  CC-06 PER-1ESBL-producing clinical lsolate a rc l a I e s a u b I I Ca d o S
METHODS PAjuno8  CC-07 OXA-161ESBL-producing dlinical isolate )
A panel of 13 i i strains (TABLE 1) were sent to 54 pan i anish als. The centers were requested to use their  pays.g CC-08 VIM-2 MBL-producing clinical isolate
routine approach to evaludte the sus(entlblllty to 6 B-lactam [ceftazidime (CAZ); cefepime (FEP), (ATM), (PT2), A ©C-09 GES-5 ESBL-producing clinical iolate
(MP) and (MER)] and 5 Ceolistin, amikacin . (ATB). provide the | pACGNE  CCo1o PAOH A ( MexCD-Opr 1)
clinical ies (RECIICC tively), and infer the potential resi isms, reporting the additional tests used in each case. They were
el recuissted it Ep DL T HEY eIl g ased the UIIBIBGTE SRPHNNEEIINING . ) vccstires: Consensus results, obtakied by CL'S) bt SRl T Rl CC LRI > & (MRS OptMi OpiD .
from two reference centers (TABLE 2) were used to assign minor, major or very major errors (mE, ME or VME) in the CCs. PAOADMR CC-12 PAOI ampD (AmpC T), mexR(MexAB-

OprMT)
ATCC27853 CC-13 Reference strain

Elgwne Inurpmed CC (B-lactams) for the 13 studlied strains: % SH, % 117, % R M.

RESULTS (1) = I | | e | l nn

Breakpeints and mest widely used deviees/ecehniques s | |

»CLSI | EUCAST breakpoints (vear 2011) were used in approx. 86 [ 14% of the determinations|

respectively. & i
L Bl

»Vitek2, MicroScan Walkaway (WA) and Wider were the most frequently used devices, each 5 THt 11

ciccounting for 25-30%. Other automatic devices, such as Phoenix and Sensititre were used by o small I

number of hospitals (2 for each device). Moreover, certain manual technicues such as disk diffusion and

E-test were mainly used as additional tests for detection of acquired B-lactamases.

RESULTS (1)

Variabi

I€Cs per strain and AT previded by the ntcrs (Figare 1)

ighest agreement on the ICCs was documented for the susceptible (CC-O1 and CC-13) and highly
resistant strains (CC-06 anel CC-09). On the other hand, a high variability was observed for cert
ns of strain-ATB, particularly when invelving ATM, FEP or PTZ and strains CC-02, CC-04 and

- 1
> The overall observed RCC di i due to the lication of different el S i (1B R 21 S Ll 2
(CLSI us EUCAST) was approx. 1.7% of the sum of all determinations, but was highest in certain strains
(reaiching up to 15%) for ATM, followed by PTZ and MER.

RESULTS (111)
TABLE 2. lactam MICs and | al ies (raw and i i als
mE, ME and VME in the ICCs by the centers (Tables|
ATM FEP caz MP PTZ =
RCC RCC RCC RCC
™ cLsi/ M cLsiy MIC' RCCCLsY/ miC Lsi/ MiC cLsiy i TUBDPEEH &
(mall) EUCAST ICC (mgil) EUCAST ICC (moll) EUCAST ICC (maiL) EUCAST iec mgi) EUCAST e Lowest % of UME were documented for Vitek2 users, followed by Wider and HICATI0RR
a ST WS/ s S ra ] s 5 [MicroScan, which showed the lowest % of ME, followed by Vitek2. The straiins yielding : i o
8-16 s PR a8 s rlliR 32 R R 1 5 i 32-64 S/R NI* the overall highest % of VME (average for all ATBs close to 6%), were CC-4 (AmpC
4 s s s 2 s S, 8 1 se 4 s 5 |hyperproduction + OprD loss), and CC-9 (GES-5 producer), while among ATB:, the
8-16 s IR 48 s rliR 32 R R 8 1 Sir 32 SIR NI loverall highest % of VME (22%) was documented for PTZ.
0,25-05 S s 816 S-15-R. IR 2 i s a 5 s 1-32 SIR NI
>128 R R 32 R R 128 R R 8 1 R 16-32. SIR NI
s st N a4 s Nl 6+ R R a s Sk a8 s s
8 s Sirl 32 R R 64-128 R R ©64-128 R R 32-64 SIR NI RESULTS (.v)
128 R R 128 R R e R RIS R R SoatadiRl R
1-a siosn as S R 2 s 5 o5 S s 2a s s i iessss (Table 5)
2 R R a s e ae Eh 5 W 1 R 632 SR NI
2 R R 816 SR N 32 AR, s IR 3264 SR NI Sl U e 1 PUIM -2 prdlit
4 sai " sniia Sy s s s s 4 s S Jstrain (83%) and the OprD mutant (74%), but low (<40%) for dlinical strains producing
'Determined by microdilution by the 2 reference centers. *Recduced ibility. *Not i to dis ies in the RCCs. i the two ESBLs (PER-1 or OXA-161) or class A (CES-5). C« i of
coordinators; hence, no errors could be calculated in these cases. different mechanisms were not usually correctly diagnosed, and worryingly, a
considerable number of false positive / negative results in complementary tests was,
observed.
Vitek2
VME VME  mE  ME UME TABLES. of resi i tesk and
L ©0.9/1,9 olo.4 33,3/222 03/03 olo 16,7M1  03/03 oo 148/9,3 03/09 ©/0.4 OlO in i of in i <ontrol
ATM 48/98 37/93 o505  16/41  19/37  ©05/05 0037 oo  olo oslo one oo Strain Right rere Not < ESBD < Cantrol
CAZ 7.8/7.6 28/47 1916 3.6/32 ©.9/1.6 110 21,9 03/0,3 03/0,3 1217 03/09 ©O/0 mechanism __inferred (C measures.
FEP. 102/57 9438 olo 35/07 osh olo 19/21 381 olo 3517 2105 olo No. (%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No.(%) No. (%)
PM 265/125 37143 2819 89/38 o513 o,9/0 6.4/4,2 03/05 0,9/0,9 3528 1113 olo Done test Righttest Wrong Donetest Righttest Wrong Suggested
MER n712,9 1,9/3,6 Rl 32/33 0,217 olo 3,6/3.6 olo oo 29/32 olo ©5/05 test test isolation
TOTAL _ waio1 3937 28021 3829 o061 tan 2729 103 09/06 2218 0806 otor ccol 19(3584) 1(188) 33(6226) 0(®) 0@  0() 13083 1088 0(©  0(0)
CC02 28(s18%) 4(740)  22(4079) S  5(926) 10,85 1385 1185 0@  0(0)
TABLEA. Distribution of errors per strain and used device CC-03 39(7358) 1088 13(452) 0@ 0@ 00  M(E075) M(2075) 0(©)  1(,88)
et T, ccos 752::::;] 226 18G3%) 7032 7032 0()  16(3018) B(2452) 3(566) 7032
All the devices/techniques MicroScan WA Wider Vitekz * i
ek oS Moo WA e A Y e ccos 1 (:;‘a:)] s am 30(s555) 70290 3(555) 44  3(55) 365D 0@ 267
CCol RO a0l0 . olo,  jofaye solo & oloNNCCINIIERE oo o/ CCo6 138  13(20) 23@0) 122  12@H 00 mEH  15G0)  2() n @
CC-o2Ir A O 2.7its TREREERR | 050 LSl sin ez s ONEECCIlP - 04/0 ol CC-07 21(39,62) 15(283)  17(3207) 12(22,64) 8(15,09) 4(754) 1(2075) 1(20.75) ©(©) 703,2)
CC-03  108/4,4 1115 olo ayie  oloa olo 2506 oo oo 13 oo oo CC-08 43(8269) 3(576) 6(5%) 3(576) 3(576) 0(0) 36(692) 36(69,2) ©(0) 23(24,23)
CC-04  337/221 14878 57/57 126101 19/39 1919 77/67 5200 1919 6119 260 oOlo CC00 10(8SY) 19(3518)  25(4620) 8(148) 2(37)  6(L1)  20(537) 26(4815) 3(555) 22(3074)
CC-0s  9/o7 42551 oo 1949 19533 Ol0  4)49 o0 00 0404 Oh4 0O CC1o 1085  16(2962) 37(85) 13185 1G85 0@ 267 267M  0@© 1485
CC-06 1179 olo olo aalas oo oo 284 olo olo  2a28 oo oo cCcl 17 (3269  1(2115) 24(4615) 5(960) 506D 0(0) 19 (36,53) 15(2884) 4 (7.69) 2(384)
CC-07 n4/21 4,9/83 olo 4871 ons3 olo 19/38 04/06 O/0 22/52 1538 O/o [0019.23)1
CC-o8 6,6/5,1 olo 2,419 35/27 ©olo os/o0 1916 O/o ©5/05 04/04 O/0 ©05/05 CC-12  24(4528) 2(3,77) 27 (50,94) 5(9,43) 5(943) 0(0) 7(13,2) 7032) o © 4(753)
CC-o9 ©0.,6/03 olo 56/37 03/03 ©olo 2819 o03/0 oo 2516 oO/o ©olo ©olo 07 32,071
CC-10 1211 olos o/o 0,6/0 olog ojo ©o/o,a ojo olo olo olo o/o CC13 22(41,50)  3(5,66) 29 (sa,71)  1Q1,88) 10.88) o () 1088) 10.88) o) o (©
cC-n 267132 67Ms o/o 6,619 one olo 7/6.6 2,9/2,9 ojo si7 mne olo 2
CC-12 257/254 1,9/38 19,9 7067 19,9 1,919 67/62 ON9 ©olo 7.6/81 ©Oj0 olo \Barticl cormectimterSect] IERGERERIding only one of SGIEEHEREE RIS B C Uk stram
cc3 ©0.6/0,6 0,6/0,9 o/o 0,6/03 ©03/0,6 0O/0 ©/o3  ojo olo ©olo olo ©olo
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Rocio (Sevilla), Hospital Universitario de Canarias (La Laguna, Tenerife), Hospital N2 Sra de la Candelaria (Santa Cruz
de Tenerife, Tenerife), Hospital de Alcaiiiz (Alcahiz, Teruel), Hospital de Parapléjicos (Toledo), Consorcio Hospital
General de Valencia (Valencia), Hospital de la Ribera (Alzira, Valencia), Hospital Clinico Universitario de Valladolid
(Valladolid), Hospital Universitario Rio Hortega (Valladolid), Hospital de Cruces (Barakaldo, Vizcaya), Hospital de
Basurto (Bilbao, Vizcaya), Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza).

Este proyecto ha sido auspiciado por la Red Espanola de Investigacidon de Investigacion en Patologia Infecciosa [(REIPI
RD06/0008), Ministerio de Sanidad y Consumo, Instituto de Salud Carlos Il — FEDER] y el Grupo de estudio de los
mecanismos de accidn y resistencia a los antimicrobianos de la SEIMC (GEMARA).
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