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Quando la genotipizzazione

Protocolli microbiologici

-identificazione delle carbapenemasi in microrganismi isolati da campioni

microbiologici clinici

-test di screening per individuare i soggetti colonizzati

Segnalazione dei singoli casi e degli eventi epidemici

Indicazioni per la prevenzione e il controllo della trasmissione di
enterobatteri produttori di carbapenemasi nelle strutture sanitarie e

SOCIO sanitarie
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Day 0 Infecting strains Screening of

carriers
L
[ » .
- 2 e = . |
| ] _ 7 — in quale
Urine Other samples Blood culture Rectal swab, stools m O m e n to I a

. | 3 genotipizzazione

Day 1 & - o

E nl e e e

v - ik +‘ k”"‘z:&

- .. a "j@.,: s

Selective or Strain isolation and Screening media
nonselective media \suscep'h bility testing -
"
<2h $ Carba NP test

Day 2 Susceptibility testing

(disk diffusion, automated systems ...)

<2h $ Carba NP test

6-8h $$F Molecular detection of
carbapenemase genes
(PCR, hybridization)

12—18 h 33 Carbapenem hydrolysis
(spectrophotometry)
Day 3
0-24 h $$ PI::enotypiIc cgnﬁrmation t.s.-st"s' )
(disk combination methods, inhibition tests,
modified Hodge test ...)
224h $3$  Molecular identification of carbapenemase genes

(sequencing, hybridization)

Strategy for identification of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae. The time needed to perform
the test is indicated before each test. The number of flasks indicates the degree of specialization needed to
perform the test; the number of $ indicates the relative cost of each test
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3437707



Perche la genotipizzazione

soprattutto in caso di sospette condizioni epidemiche

i test molecolari permettono l'identificazione dei determinanti di
resistenza in gioco (AmpC, ESBL, KPC, VIM, IPM, NDM-1, ...)

Gradient strips

(e.g., E-test)
Disk diffusion

La mancanza di inibitori specifici D:;';'ejd'ﬁk
per alcune carbapenemasi (es. OXA-58) Frers
Le difficolta nella Combo disk
standardizzazione/interpretazione
dei risultati dei test fenotipici

Microdilution

Agar dilution

Carba NP test

Automated test

systems
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Test di scree% genotipico

Linee Guida ESCMID 2012

Since PCR-based approaches for screening of MDR-GNB
are still at an early stage, culture-based methodologies for
screening are the most reliable option and remain the
most favourable in terms of capacity and costs.

ESCHID PLUBLECATIOMS

ESCMID guidelines for the management of the infection control

measures to reduce transmission of mMultidrug-resistant Gram-negative
bacteria in hospitalizred patients

Test di conferma genotipica J
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Carbapenem-resistant K. pneumoniac (%)

Nell’'epidemiologia delle resistenze causate da carbapenemasi
pOSsSono essere riconosciuti tre momenti fondamentali:

I'introduzione di ceppi produttori in contesti dove non erano
mai stati osservati (a),

I'espansione clonale di tali ceppi (b),

la trasmissione orizzontale dei geni che conferiscono questo
tipo di resistenza (c)
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Gli eventi epidemici ospedalieri sostenuti da microrganismi
KPC-produttori rappresentano espansioni clonali, in ambito
locale, successive a lunghe catene di trasmissione.
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Splccata p rOpe n SIO n e FEMS Microbiology Reviews Volume 35, 2011
all’'espansione clonale.

Cornaglia G, Rossolini GMCIlin Microbiol Infect. 2010

The emerging threat of acquired carbapenemases in Gram-negative bacteria.
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Grundmann H, Livermore DM, Giske CG, et al.
Eurosurveillance 2010



Il supporto di elementi genetici mobili come i plasmidi o i
trasposoni puo invece consentire il trasferimento intra-specie
o inter-specie di tali meccanismi di resistenza.
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E stata ad esempio documentata la trasmissione mediata da
plasmidi di geni blaKPC da K.pneumoniae a E.coli.

Goren MG, et al. Emerg Infect Dis 2010
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Le carbapenemasi possono essere codificate sia da geni
(bla) a localizzazione cromosomiale che da geni
trasferibili (attraverso plasmidi e meno frequentemente
con il supporto di trasposoni-elemento genetico mobile Tn
4401)

Bacterial
chromosome

Plasrmid
DA

Plasmidi

Portano geni accessori (resistenze) di cui promuovono il
trasferimento orizzontale
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Miriagou et al 2010, Carattoli et al. 2010)



CARBAPENEMASI classificate in classi (A,B,C,D)

Carbapenemasi pit importanti da un punto di vista epidemiologico

Classe B, metallo beta-lattamasi Classe A Classe D
KPC
IMP (imipenemasi) (K. pneumoniae carbapenemasi) Carbapenemasi

e I'enzima piu importante sia da
un punto di vista clinico che
epidemiologico

tipo OXA

VIiM SME

(Verona integron-encoded metallo-beta- .

lattamasi) (Serratia marcescens enzyme)
NMC-A/IMI

NDM-1 (not metallo enzyme

(New Delhi metallo-beta-lattamasi) carbapenemase /imipenem-

hydrolysing beta-lactamase)

GES
(Guiana extended spectrum)

da Eurosurv. 2010
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KPC di classe A sono enzimi in grado di idrolizzare non solo i
carbapenemi ma anche le penicilline, le cefalosporine e
|"aztreonam

Penicillins Early Second and B-lactam/ Carbapenems
generation third B-lactamase
cephalosporins generation inhibitor

cephalosporins combinations

ESBL —— O
SHY, TEM, CTX-M KPC, GES

Metallo-beta Lattamasi i
o heta Lt ne v von MBL di
classe B
Cephalosporinasi, o AmpC CMY, FOX, MOX, LAT esplicano la
loro azione
Oxacillinase idrolitica in
| ————————————— | ] [ .
v ST presenza di
OXASS ZINCO vVerso
OXAZ3 tutti i beta-

lattamici
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CARBAPENEMASI piu frequenti:

Metallo-B-Lattamasi (MBL, B-lattamasi di classe B)
Carbapenemasi a serina (B-lattamasi di classe A e di classe D)

Epideminlogical stages
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=3 Sporadic occurence 3 Mot participating countries
3 Single hospital outbreak
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Carbapenemase-producing
bacteria in Europe

Interim results from the European survey on
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
(EuSCAPE) project z2o13
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Number of unique enzymes
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The rise of carbapenem resistance in Europe: just the tip of the iceberg? Antimicrob Resist Infect Control. 2013
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Classificazione e distribuzione delle carbapenemasi

Metallo-f3- Carbapenemasi

lattamasi a serina

(Classe B) (Classe A) (Classe D)

IMP-VIM—-NDM... KPC-GES OXA

Acinetobacter baumanni + -
Pseudomonas aeruginosa ++ + +
Pseudomonas putida + +
Klebsiella pneumoniae + e +
Escherichia coli +4+ + +
Proteus mirabilis +

Providencia spp.
Klebsiello oxytoca
Serratia marcescens
Enterobacter s pp.
Citrobacter freundii
Salmonello enterica

+ + + + + +

+ + + + +

+associazioni specie/enzima riportate selo sporadi camente
++ associazieni specie/enzima prevalentemente riportata adattata e medificata
da Miriagou et al. (zo010 CMI)
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Identificazione geni delle carbapenemasi

——

(aypu.1

Gene bla
Gene a localizzazione

cromosomiale o trasferibile
che codifica la sintesi delle
o carbapenemasi

0 Carbapenemico
Rapida trasmissione della

resistenza
Varianti Molte
IMP 1-17 varianti
Varianti VIM 1-10 OXA
KPC 2-11
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= Rapida identificazione

= Efficaci misure per il contenimento delle infezioni
essenziali per il controllo della diffusione
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Diverse tecniche genotipiche che permettono la conferma
della presenza di carbapenemasi sia prodotte
commercialmente sia con metodiche “home-made”

Chuster Demiogram

Real-time PCR

Product
sequencing
Ligation
techniques

UOQeULIJu0D
Jo [pue uonesynuap xdiAjousn

(e.g. Check-
Points)
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PUR eyele mamber

a4°c:

Denaturation of target DNA
Release of 12mers

Inactivation of anti-Tag antibody
Activation of Tag polymerase

e
Infilling with Tag polymerase

894°C then 72°C:
PCR using 24mer as primer

Amplification of targel DNA
with linkers at both ends

Apoptotic fragment target DNA
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tecniche genotipiche

Technica Test Vantaggi Svantaggi
Ricerca PCR Facile e Puo non
molecolare specifico trovare nuove

specifico varianti e non
differenziare
tra varianti
DNA probes Specifico e Puo non
costoso trovare nuove

varianti e non
differenziare
tra varianti e
rispondere
tardi a
epidemiologia
in divenire

Clonaggio e
sequenziamento

Gold standard
molecolare

difficoltoso

Da Walsh et al. CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, 2005, Metallo--Lactamases: the Quiet before the storm?
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PCR Real Time

WORKFLOW

RealTime PUR

Blood
Serum

Body fiuids
Microbiclogic Culture

bla WP 1 BRI
DeblA delection | delectian ADMN

; OG-8 7 IN | BPC
KR RENH o DMA dedacian  deleccidn ADN BN

(LT <4 CE-IVD

. IakEE | k-1 .
KPEHD 24 TS D . CE-IVD
DA, delection [ dsteccidn ADN

CA-dE I
(A datechon | debmocatn &0

PR 24 CE-IVD
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PCR Real Time Xpert CARBA-R

Z La cartuccia identifica cinque classi
di geni di resistenza ai
carbapenemici:

— blaypc

~ blagya.ss
~ blagyp_

B

Campione: tampone rettale/coltura
z TAT: 48 minuti
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PCR Real Time Xpert CARBA-R

Legend

6001
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P
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g 3001 All 5 targets present H.f_',,--f’"
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2001 #3
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100 - /
7
iy A control

Diagnosi di laboratorio: genotipizzazione

®| &} ®] &

/| SPC; Primary
J VIM; Primary
/| NDM; Primary
| KPC; Primary
/| OXA; Primary




SCREENING
CARBAPENEMASI

eazyplex® SuperBug complete

Direttamente da tampone
Senza estrazione di DNA

Tempo di analisi: 30 minuti

Mix pronte all'uso, liofilizzate

Conservabili a temperatura ambiente
Strumento compatto e trasportabile

Visualizzazione risultati in tempo reale per:

KPC e —
NDM sepmer
OXA-48
ViMm
OXA-23
OXA-40
OXA-58 : SO il
Controllo Interno

M M prme SO

Lindiia)

RESISTENZA GRAM -
Test di conferma
eazyplex” SuperBug CRE

(enterobacteriaceae)

Direttamente da colonia
Senza estrazione di DNA

Tempo di analisi: 15 minuti

Mix pronte all'uso, liofilizzate

Conservabili a temperatura ambiente
Strumento compatto e trasportabile

Visualizzazione risultati qualitativi in tempo reale per:

KPC T b femesten (hmpisian] e eas ]
NDM ] g
VIM
OXA-48 (no OXA-181)
CTX-M-1

CTX-M-9

Controllo Interno
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A Oz.jfnae TYPING MLST
(MULTI LOCUS SEQUENCE TYPING):

Tipizzazione dei ceppi

Basato su
amplificazione e
sequenziamento di
sette geni
housekeeping
(conservati) : gapA,
¥y e infB, mdh, pgi, phoE,

rpoB e tonB

Ogni allele per ciascun Jocus viene
identificato numericamente, il codice
numerico, confrontato con una banca dati
contenente tutti gli alleli fino ad oggi
sequenziati identifica il ST dell’isolato
(http://www.pasteur.fr)
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Multifocal diffusion of KPC-3-producing ST512 Klebsiella pneumoniae in Italy, Aurora Piazza, 2012



Primer Sazusree, ' b1 Zene Product size, bp

IMP-F A TG TR T TAMN T higiMp 137
IMP-F O TTTARY B SN AETC NI

VIN-F BATGATOITTRATORCATA BlaviM 220
UIK-H DRART SO RS CACCAD

ONA-4E-F SOETSS T TARDOATCANCAL g8 a3z
ONA-4E-R L TCAR T TCAA DO CAACTT

NDM-F OOTTTOOCSATCTGETITTS BigD 31
NOK-R COOAATOOCTCATCRCGATC

KPC-Fm COTCTAOTICTOCROTCITS higepe oz
KPC-Rm CITOTCATCCTTETTASOCS

Altri metodi di sequenziamento:
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), amplified
fragment length polymorphism (AFLP) analysis, PCR

fingerprinting e multiple-locus variable tandem repeat
number analysis (MVLA).
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Rapid Bacterial Whole-Genome Sequencing to Enhance Diagnostic and Public

Health Microbiology Sandra Reuter JAMA Intern Med. 2013;173.



® |
Check-Direct CPE | @ |Check-Direct

Carbapenemases detected:
e Ambler Class A: KPC
e Ambler Class B: NDM, VIM
e Ambler Class D: OXA-48

Detection from:
e Rectal or Perianal Swabs (without pre-enrichment)
e Bacterial cells suspension
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Schematic flowchart representing the different steps used by the Check-Points
KPC/ESBL platform to recognize specific bla genes

" by TR | | | oo | |
7P Gidddrass code | ik Tk = AL (o | et i | sieam a o
./ Arm-1  Arm-2 . & con | ous [ acenin | e [OERIEES] cox. [ enx | e [ e
e DNA Marker v T T e e |
Primer pair == e el e
A: Recognition and Ligation IS == L
Identical R == b s
primer pair iz i 2 3
—
’/I e | | acrmn | moac e | ery | en
L 3 ]

Endimiani A et al. J. Clin. Microbiol. 2010

-
®
|e
D: Data acquisition and Interpretation . 0° .
B: Amplification eee @0 | [ @ e 8l® L
o o "
~ - Wl ;..‘; @e® |  |® contws “ ot
== = [080-0. | LSl e
= = [eere et il ool - .
- el | DNA microarray fisso al fondo di una fiala di
@[ (o [ = [« - @) |@ micro-reazione.
G Retection Il microarray consiste di  oligonucleotidi

complementari (CZIP) rivolti verso singole sonde,
\ p a ibridazione avvenuta tra i prodotti di PCR
| 2P oraddress code | \ [n ligation amplificati e il microarray si ha

rilevazione colorimetrica.

Ogni pannello definisce i risultati della tipizzazione di un
ceppo e si compone di punti di controllo e di specifici
punti marcatori, numerati da 1 a 96.

Array Tube
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Salvarsan |
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| Bacitracin |

| 'I‘-iil;rnFurnn$_i
| Chloramphenicol |
| Plyrryin |

| nmmraqrclme_i

Cephalagparin |

Plouromutilin |

| Rifamycin

Discovery void

| Malidixic acid |
S FE—

Trimethoprim |

Fusidic acld

| Fosfarmycin

| Metraniciazole | | Mupirosin |

Screening genotipico

| Erytheoemycin | | Movobiocin |
-
luoniazid _| Cycloserine
|“—_'I'-II'ID:II1'I§I'Eil1_"|
Streptogramin

Eafl:lapmm_

Cmazolidinone

Mawnsabactam o
| Daptomycin |

Conferma genotipica

?2727?
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3021209/




