Skriining manuaalsete fenotüüpiliste antimikroobse tundlikkuse määramise meetodite kasutamisel*
*Automatiseeritud süsteemi kasutamisel toimub tõlgendamine tarkvara poolt. Antud tõlgendus on orienteeriv ja ei asenda kinnitavaid teste. 
S1
AmpC skriining, D-test. Esmases antibiogrammis rakendatakse kohaliku MB labori ja IK teenistuse otsusel.
Positiivne kui 3.pk. tsefalosporiini tsoon deformeerunud tsefoksitiini diski poolt (antagonism).
Indutseeritava AmpC korral (kui pole stabiilselt derepresseeritud) on tsefoksitiin hea AmpC indutseerija, mistõttu toimib koos tsefalosporiiniga antagonistlikult. Vt. LISA I 
Tsefoksiitin resistentsus on iseloomulik tunnus derepresseeritud kromosomaalsele ja plasmiidsele AmpC-le. Üldkehtivat skriinimis standardit MIC/mm väärtuse osas ei ole, kuid uuringud soovitavad lugeda positiivseks (st tõenäone AmpC) <19 mm (30 mkg disk).
S2
ESBL skriining. Tsefpodoksiim või tsefotaksiim ja tseftasidiim diskid.
ESBL kahtlus kui 3.pk. tsefalosporiin MT/R. 
S3
Karbapenemaaside skriining. Esmases antibiogrammis rakendatakse kohaliku MB labori ja IK teenistuse otsusel. Kui esmases antibiogrammis puudub ertapeneem, siis testitakse tüve ertapeneemi suhtes 3.pk. tsefalosporiini MT/R tulemuse korral.
Karbapeneemi MT/R tulemuse korral on karbapenemaasi produktsiooni kahtlus. 
Kinnitav test
T1
AmpC kinnitavaks testiks kas sünergismi test (Vt. LISA II) või gradientriba test CN/CNI. 
T2
ESBL test. Tseftasidiimi ja tsefotaksiimi klavulaanhappe sünergismi test kas diskide või gradientribadega. Kui neil mittemääratav tulemus, siis tsefepiimi gradientribaga test. Negatiivse või mittemääratava ESBL tulemuse korral, kui esmane AmpC skriining on tegemata, teha kinnitav AmpC test T1. 
T3

ESBL test. Rakendatakse kohaliku MB labori ja IK teenistuse otsusel. Tseftasidiimi ja tsefotaksiimi klavulaanhappe sünergismi test kas diskide või gradientribadega. Kui neil mittemääratav tulemus, siis tsefepiimi gradientribaga test. 
T4
MBL, KPC Näiteks Rosco test. Vt. LISA III
Loetelud

L1

Vähenenud tundlikkus 3.pk. tsefalosporiinidele on sageli seotud ESBL-ga. Võib olla seotud ka plasmiidse või kromosomaalse AmpC-ga. 

L2

3.pk. tsefalosporiinide resistentsus on sageli seotud kromosomaalse beetalaktamaasi hüperproduktsiooniga. Sellised tüved on reeglina tseftasidiim tundlikud (tsefotaksiim võib olla R/MT ja tsefotaksiim ESBL test ka pos.). Kui ESBL test tseftasidiimiga on positiivne, tegemist tõenäoliselt tõelise ESBL-ga. Kindlat vahet saab teha vaid molekulaarsete meetoditega.
L3

Neil mikroobidel on alati kromosomaalne AmpC. Enamasti represseeritud (tundlikud tsefalosporiinidele). Kui stabiilselt derepresseeritud, siis on resistentsed. AmpC ei välista ESBL olemasolu.

Vastused
V1

Kromosomaalne või plasmiidne AmpC. Käituda kui plasmiidse korral (kuna ilma PCR kasutamata ei saa eristada plasmiidset ja kromosomaalset AmpC-d).

Soovitav mitte ravida penitsilliinide ja 1.-2.pk. tsefalosporiinidega. Kui in vitro tundlikud  3.-4.pk. tsefalosporiinidele, siis kas (1) vastata vastavalt tulemusele ja lisada hoiatus: monoteraapia on seotud resistentsuse selektsiooni riskiga või (2) mitte vastata. Piperatsilliin-tasobaktaam võib toimida teatud AmpC-de korral, T vastust väljastatakse MIKi alusel. 

Teatada infektsioonikontrollile.
V2

Plasmiidne AmpC. Nimetatud mikroobidel kromosomaalset AmpC-d ei esine ja positiivse testi korral on see alati plasmiidne.
Soovitav mitte ravida penitsilliinide ja 1.-2.pk. tsefalosporiinidega. Kui in vitro tundlikud  3.-4.pk. tsefalosporiinidele, siis kas (1) vastata vastavalt tulemusele ja lisada hoiatus: monoteraapia on seotud resistentsuse selektsiooni riskiga või (2) mitte vastata. Piperatsilliin-tasobaktaam võib toimida teatud AmpC-de korral, T vastust väljastatakse MIKi alusel. 

Teatada infektsioonikontrollile.
V3 

Kromosomaalne AmpC. 
Nimetatud mikroobide grupil on alati kromosomaalne AmpC: represseeritud – tundlik tsefalosporiinidele, derepresseeritud – resistentne. Võib vastata ilma kinnitava testita, kui mikroob samastatud korrektselt.

Soovitav mitte ravida penitsilliinide ja 1.-2.pk. tsefalosporiinidega. Kui in vitro tundlikud 3.-4.pk. tsefalosporiinidele, siis kas (1) vastata vastavalt tulemusele ja lisada hoiatus: monoteraapia on seotud resistentsuse selektsiooni riskiga või (2) mitte vastata. Derepresseeritud AmpC korral piperatsilliin-tasobaktaami T vastust väljastatakse MIKi alusel.
V4

ESBL positiivne. 
Ravides 3.-4.pk. tsefalosporiinidega lähtuda MIK väärtusest. Kui tüvi on tundlik beetalaktaamide ja beetalaktamaasi inhibiitori kombinatsioonile, vastata vastavalt testi tulemusele, kuid lisada hoiatus: ebakindel ravi tulemus muude kui uroinfektsioonide ravi korral.
Teatada infektsioonikontrollile.
V5
KR AmpC ja ESBL positiivne.
Mitmete erinevate resistentsusmehhanismide kooseksisteerimisel on fenotüüpiliste testide kasutamine ja tõlgendamine problemaatiline. Kuna nimetatud mikroobide grupil on alati kromosomaalne AmpC (represseeritud või derepresseeritud) võib ESBL test anda raskesti tõlgendatavaid ja valenegatiivseid tulemusi. Rutiinselt mitte vastata penitsilliinide ja tsefalosporiinide tundlikkust. 
Teatada infektsioonikontrollile.
V6
Metallobeetalaktamaas (MBL) positiivne. 
Ravis karbapeneemidega lähtuda MIK väärtusest. 
Teatada infektsioonikontrollile.

V7
KPC tüüpi karbapenemaas positiivne. 
Ravis karbapeneemidega lähtuda MIK väärtusest .

Teatada infektsioonikontrollile.
LISA I

Indutseeritud AmpC beeta-laktamaasi skriining (D-test)
Kasutusala
Enterobacter spp., Citrobacter spp,  Serratia spp. jt. võivad tekitada raskeid infektsioone. Sellise infektsiooni antibiootikumravi võib olla problemaatiline, sest nendel mikroorganismidel esineb indutseeritav AmpC β-laktamaas. Mõnedel juhtudel (tugeva induktori kasutamine) toimub mutatsioon ja tekib stabiilne β-laktamaasi hüperprodutseerimine (derepresseeritud AmpC β-laktamaas), millega kaasneb kõrgresistentsus β–laktaamidele. Ampitsilliin, tsefoksitiin ja karbapeneemid toimivad tugevate induktoritena, nad suurendavad mikroorganismide võimet sünteesida indutseeritavat AmpC β-laktamaasi. Laiendatud spektriga tsefalosporiinid nagu tseftazidiim ja tsefotaksiim ning ureidopenitsilliinid ei indutseeri AmpC β-laktamaasi, aga võivad olla substraadina selleks.

Kromosomaalne indutseeritav AmpC β-laktamaas esineb järgmistel enterobakteritel: 

· E. cloacae

· E. aerogenes

· C. freundii

· S. marcescens

· M. morganii

· Providencia spp.

· P. vulgaris

Disk Approximation metoodika
Kasutatakse antibiootikumide antagonismi printsiipi paarides AB-induktor /β-laktaam, nn. D-test (skriiningtest).
AB-induktor: FOX – Cefoxitine

      β – laktaamid: laiendatud spektriga tsefalosporiinid CTX – Cefotaxime , CAZ – Ceftazidime

Tehnika
Valmistatakse uuritava mikroorganismi suspensiooni (108 PMÜ/ml = McFarland 0,5) ja inokuleeritakse MH agar tassile, kuhu asetatakse diskid:
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Testi tulemuste hindamine: 

· Test on positiivne, st. uuritav kultuur produtseerib indutseeritavat AmpC β-laktamaasi, kui β-laktaami diski ümber kasvupidurdamistsoon on tasandatud AB-induktori diski küljelt ja kasvu pidurdamistsooni vähenemine on  ≥ 2 mm.

NB! FOX, CTX ja CAZ resistentsuse korral on tüvi suure tõenäosusega derepresseeritud AmpC β-laktamaasi produtseerija. Võivad kaasneda ka teised resistentsuse mehhanismid. 
Test on negatiivne, kui CTX ja CAZ tulemused on T ja puudub kasvupidurdamistsooni vähenemine

Testi tulemuste tõlgendamine:

I. Positiivne – uuritav kultuur produtseerib indutseeritavat AmpC β–laktamaasi.

     II. Negatiivne – uuritav kultuur ei produtseeri indutseeritavat AmpC β–laktamaasi. 
Kirjandus:

1. Use of Several Inducer and Substrate Antibiotic Combinations in a Disk Approximation Assay Format To Screen for AmpC Induction in Patient Isolates of Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Citrobacter spp., and Serratia spp. 

W. Michael Dunne Jr.1,2* and Daniel J. Hardin1,3 2005

2. EUCAST Expert rules in antimicrobial susceptibility testing, version 2, September 2010
LISA II

Klebsiella pneumoniae ja Escherichia coli Klass C β - laktamaasi määramine

Klass C ß-lactamaasid (ACT-1, CMY-2, CMY-9, FOX-5, LAT-1, ja MOX-1) on plasmiidide poolt vahendatavad ß-laktamaasid. Tegemist on AmpC ensüümiga, mille määramiseks kasutatakse klass C ß-laktamaasi spetsiiifilist inhibiitorit - 3-aminophenylboronic acid (APB).
Metoodika -double-disk synergy test
Valmistatakse uuritava mikroorganismi suspensiooni (108 PMÜ/ml = McFarland 0,5) ja inokuleeritakse MH agar tassile, kuhu asetatakse 3 diski: ceftazidime CAZ 30 µg, APB 300 µg ja cefotaxime CTX 30 µg keskpunktide vahega (kaugusega) 18 mm. Inkubeeritakse 24 tundi +37°C juures.
Kui test on positiivne siis antibiootikumide kasvupiidurdamistsoonid on ellipsikujuline ja nihutatud APB diski suunas.
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   I. Positiivne – Klebsiella pneumoniae või Escherichia coli kultuur produtseerib Klass C β – laktamaasi.
   II. Negatiivne – Klebsiella pneumoniae või Escherichia coli kultuur ei produtseeri Klass C β – laktamaasi.

Kirjandus:

http://jcm.asm.org/cgi/content/full/43/6/2551?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=APB&searchid=1&FIRSTINDEX=0&resourcetype=HWCIT
Practical Methods Using Boronic Acid Compounds for Identification of Class C ß-Lactamase-Producing Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli 
Tetsuya Yagi,

 Jun-ichi Wachino, Hiroshi Kurokawa, Satowa Suzuki, Kunikazu Yamane, Yohei Doi, Naohiro Shibata, Haru Kato, Keigo Shibayama, and Yoshichika Arakawa* 
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LISA III

Karbapenemaaside skriining ja määramine 

Enterobacteriaceae karbapenemaaside skriining ja määramine

Meetod võimaldab MBL (metallo-beetalaktamaas), KPC (klass A ensüüm) ja OXA (oksatsillinaas, klass D ensüüm) fenotüüpilist määramist kombineeritud diski meetodil (ROSCO). Isoleeritud mikroobitüve vähenenud tundlikkus vähemalt ühe karbapeneemi suhtes (ertapeneem on üks tundlikkumaid indikaatoreid) on näidustuseks testi läbiviimiseks. 

Määramise metoodikas kasutatakse klass A ja C ß-laktamaaside spetsiifilist inhibiitorit – Boronic acid, metallo-ß-laktamaaside spetsiifilist inhibiitorit – Dipicolinic acid ja klass C ß-laktamaaside spetsiifilist inhibiitorit - Cloxacillin. Kasutatakse „disc potentiation” metoodikat.

Vastuse formuleerimine ja ravi soovitus vastavalt Enterobacteriaceae resistentsuse mehhanismide määramise algoritmile.
Metoodika

Disk potentiation test

Valmistatakse uuritava mikroorganismi suspensiooni (108 PMÜ/ml = McFarland 0,5) ja inokuleeritakse MH agar tassile, kuhu asetatakse diskid skeemi järgi (vaata skeemid A ja B). Inkubeeritakse 16-24 tundi +37°C juures.
Enterobacteriaceae (Ertapeneem < T)
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Hinnatakse kasvu pidurdustsoonide potentseerimist (suurenemist, fantoomtsoonide teket). Testi tulemust tõlgendatakse kompleksselt. 

Testi tulemuste tõlgendamine:

MBL

Positiivne – pidurdamistsooni potentseerimine (suurenemine, fantoomtsooni tekke) ERT ja DPA vahel viitab MBL produktsioonile.

KPC 
Esineb peamiselt K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp., P. mirabilis tüvedel.

Lisatestina soovitav kasutada Modified Hodge Test (MHT), mis on KPC puhul positiivne.

Positiivne tulemus vastab järgmistele kriteeriumidele:

· negatiivne MBL test

· pidurdamistsooni potentseerimise puudumine ERT ja CLOX vahel 
· pidurdamistsoonide potentseerimine (suurenemine, fantoomtsooni tekke) ERT ja BOR, ERT ja AMC* vahel

* ei ole alati nähtav

· NB! 
1) ESBL positiivsed poriinide defektiga tüved võivad anda valepositiivse reaktsiooni ERT ja AMC vahel.

2) AmpC positiivsed poriinide defektiga tüved annavad positiivse reaktsiooni ERT ja CLOX vahel.

Oxacillinase
Enamus Oxacillinase positiivsetest tüvedest on in vitro III.pk. tsefalosporiinidele tundlikkud ning aztreonam resistentsed. 
Harva võib esineda Enterobacteriaceae tüvedel.
Positiivne tulemus vastab järgmistele kriteeriumidele:

· negatiivne MBL test

· positiivne MHT

· pidurdamistsooni potentseerimise puudumine või nõrk reaktsioon MER/ERT ja AMC vahel 
NB! Kõik 3 kriteeriumi peavad olema täidetud.
Kirjandus:
1. Smith Moland E et al: Newer beta-lactamases: Clinical and Laboratory implications. Clin Microbiol Newslwtter 30, 71-84, 2008

2. Kyeong Seob Shin et al: Dipicolinic acid based disk methods for detection of metallo-beta-lactamase-producing Pseudomonas spp and Acinetobacter spp. Diagn Microbiol Infect Dis, 62, 102-105, 2008

3. Pasteran FG et al: Klebsiella pneumoniae Carbapenemase-2, Buenos Aires, Argentina. Emerg Infect Dis 14, 1178-1180, 2008

4. Bradford PA et al: Emergence of carbapenem-resistant Klebsiella spp posessing the class A carbapenem-hydrolysing KPC-2 and inhibitor-resistant TEM-30 beta-lactamases in New York City. Clin Infect Dis 39, 55-60, 2004
5. Yilmaz M et al: Warning! Oxacillinase-mediated carbapenem resistance spreading in Enterobacteriaceae. Presentation P-1517, ECCMID 2008, Barcelona

6. Cuzon G et al: Plasmid-encoded carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase OXA-48 in an Imipenem-susceptible K.pneumoniae strain from Belgium. Antimicr Ag. Chemother. 52, 3463-3464, 2008

7. Tsakris A. Et al: First occurence of KPC-posessing K. Pneumoniae in a Greek hospital and recommendation for detection with Boronic Acid tests. J.A.C. 62, 1257-1260, 2008

8. Giske Chr.: Personal communication, 2009.
Diskide keskpunktide vaheline kaugus peab olema 30 mm ja kaugus tassi servalt vähemalt 10 mm (dispenseri abil asetamine). Inkubeeritakse 24 tundi +37°C juures. Järgmisel päeval hinnatakse testi tulemust.
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BOR – Boronic Acid


DPA – Dipicolinic Acid


ERT – Ertapenem


CLOX – Cloxacillin


AMC – Amoxicillin+Clavulanate





Asetatavate diskide vahed (äärest ääreni):





ERT ja DPA 5mm





ERT ja BOR 6mm





ERT ja AMC 10mm





ERT ja CLOX 10mm











CLOX





AMC





BOR





DPA





ERT


























