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ISO 20776-1: Wesentliche Punkte des Testverfahrens

» Zu verwendende Medien:
« Kationen-adjustierte Mueller-Hinton Bouillon (CAHMB)
« CAHMB + 2,5-5% lysiertes Pferdeblut

» Herstellung von Antibiotikaverdinnungen
« Angabe von Lésungsmitteln und Verdiinnungsschema

« Volumen in Mikrotitrationsplatte

» Vorbereitung des Inokulums
« Einstellen einer Tribung auf McF Standard 0,5 (1 x 108 KBE/ml)
« Einstellen der Arbeitszelldichte auf 5 x 10> KBE/ml (2-8 x 10> KBE/ml)

» Inokulation der Mikrotitrationsplatten: 50 pl AB + 50 pl Inokulum

Inkubation der Mikrotitrationsplatten: 34-37°C, 16-20 h

Ablesung der Testergebnisse:
« Begutachtung der Pos. Kontrolle

« Ermittlung der minimale Hemmkonzentration
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Medien
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Streptokokken-Testmedium

ISO 20776-1|: A.2.3 Testung von Streptokokken

mm) CAMHB + 2,5-5% lysiertes Pferdeblut

EUCAST |: x E U C A S T it Version 2.0
SUSCEFTIBILITY TESTING
turapean Saciety of Clinical Hicrobiclogy and Infectious Gse

Juni 2012

FICS

Herstellen der Medien fiir den EUCAST Blattchendiffusionstest und
fur die MHK-Bestimmung mittels Bouillon Mikrodilutionsverfahren

B. Medium fir die MHK-Bestimmung mittels Bouillon Mikrodilutionsverfahren

m) MH-F Bouillon: CAMHB + 5% lysiertes Pferdeblut
+ 20 mg/| B-NAD
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Testung von anspruchsvollen Bakterien
(auBBer Streptokokken)

ISO 20776-1|: kein Hinweis auf Methode und Medien

? Was tun ?

Medien zu Testung von H. influenzae und M. catarrhalis

Spezies ISO CLSI Anbieter von AB- Antiinf.
Testpanels Intell.

H. influenzae K. A. HTM- Versch. Medien, HTM-

Medium* | genaue Angaben zur Medium

Zusammensetzung
fehlen teilweise

M. catarrhalis k. A. CAMHB** | Versch. Medien, CAMHB
genaue Angaben zur |+ 1%
Zusammensetzung Hefeextrakt
fehlen teilweise

*CLSI-Dokument MO7 .
Aljl **CLSI-Dokument M45 Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 7



MHK-Haufigkeitsverteilung von Erythromycin bei
M. catarrhalis

MHK-Verteilung EUCAST (n=3038)
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Testung von anspruchsvollen Bakterien
(auBer Streptokokken)

EUCAST | - Version 20
o¢ EUCAST it Juni 2012

Herstellen der Medien fiir den EUCAST Blattchendiffusionstest und
fur die MHK-Bestimmung mittels Bouillon Mikrodilutionsverfahren

B. Medium fur die MHK-Bestimmung mittels Bouillon Mikrodilutionsverfahren

mm) MH-F Bouillon: CAMHB + 5% lysiertes Pferdeblut
+ 20 mg/l B-NAD

mm) Dokument zur Testmethode ist in Vorbereitung
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Inokulum
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Einstellen des Inokulums

ISO 20776-1]:

3.4.3 Koloniesuspensionsmethode
Einstellen der Tribung auf McF Standard 0,5 (1 x 108 KBE/ml)
1:200 verdinnen (5 x 10> KBE/ml, 2-8 x 10> KBE/ml)

Verdinnungen: Labor 1

Erreger Verdiinnung
Staphylokokken 1:200
Enterokokken

Streptokokken

Enterobacteriaceae, 1:300
Nonfermenter

Moraxella spp. 1:100
Haemophilus spp. 1:1000

Verdinnungen: Labor 2

Erreger Verdiinnung
Gram-pos. Bakterien 1:100

S. pneumoniae 1:50
Gram-neg. Bakterien 1:200
Anspruchsvolle 1:50
Bakterien

Al
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Uberprifen des Inokulums:
ESBL und MBL-bildende GN-Bakterien

ISO 20776-1| : 3.4.1 Standardisierung des Inokulums

« Zelldichte: Soll 5 x 10> KBE/ml (2-8 x 10> KBE/ml)
* Pro getestetes Isolat Zelldichte bestimmen

MHK-Werte (mg/l) von ESBL- und MBL-bildenden Stimmen sowie von E. coli ATCC 25922 gegeniiber Screening Substanzen

und Ciprofloxacin

Stamm (Enzym) KBE/ml CTX CAZ CIP Stamm (Enzym) IMP MER cip
4 - - - -1- - -
ATCC 25922 5x10 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 |[310-1-40 8 2-4 32-64
(neg) 5x 105 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 ||(VIM-1) 16 16-64 32-64
5x 106 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 64-128 128 32-64
4 - - -1-
100-1-15 5x10 1-2 0,5-1 0,008 310-1-42 1 1 1
5 - - - -
(TEM-20) 5x10 4-8 1 0,008 (IMP-1) 2-8 2-8 1
5x 106 16-128 2-8 0,008-0,015 16-32 16-64 1-2
4 _ -
100-2-22 5x10 128-256 32-64 >64
5
(CTX-M-15) 5x 10 >256 64 >64
5x 106 >256 64-128 >64

Eigene Untersuchungen, 2008




Uberprifen des Inokulums:

ESBL und MBL-bildende GN-Bakterien

ISO 20776-1

3.4.1 Standardisierung des Inokulums
« Zelldichte: Soll 5 x 10> KBE/ml (2-8 x 10> KBE/ml)
* Pro getestetes Isolat Zelldichte bestimmen

MHK-Werte (mg/l) von ESBL- und MBL-bildenden Stimmen sowie von E. coli ATCC 25922 gegeniiber Screening Substanzen

und Ciprofloxacin

Stamm (Enzym) KBE/ml CTX CAZ CIP Stamm (Enzym) IMP MER cip
4 - - - -1- o -
ATCC 25922 5x10 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 ||310-1-40 8 2-4 32-64
(neg) 5x10° 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 [|(VIM-1) 16 16-64 32-64
5x 106 0,06-0,125 | 0,125-0,25 | 0,008-0,015 64-128 128 32-64
4 i - -1-
100-1-15 5x 10 1-2 0,5-1 0,008 310-1-42 1 1 1
5 _ - . .
(TEM-20) 5x 10 4-8 1 0,008 (IMP-1) 2-8 2-8 1
5x 106 16-128 2-8 0,008-0,015 16-32 16-64 1-2
4 - - .. .
100-2-22 >x 10 LA e >64 Klinische Breakpoints EUCAST (v. 3.0)
CTX: S<1;R>2
5 /
(CTX-M-15) >x 10 Ik B >64 CAZ: S <1: R >4
5 x 106 >256 64-128 >64 IMP, MER: S <2; R >8

Eigene Untersuchungen, 2008

[] intermediar

D resistent




Uberprifen des Inokulums:
Daptomycin

Auswirkung des Inokulums auf die Empfindlichkeit verschiedener Erreger gegen
Daptomycin (Mikrobouillondilution)

Inokulum MHK (mg/l)

(KBE/ml) 0,063|0,125| 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 | =32
MSSA (n=6) 5x 10* 3 3
5x 10° 6
5 x 10°
MRSA (n=8) 5 x 10* 1
5x 10° 1
5x 10°
MRSE (n=6) 5x 10*
5x 10° 1
5x 10°
E. faecalis (n=7) |5 X 10%
5x 10°
5 x 10°
E. faecium (n=6) |5 x 10*
5x 10°
5 x 10°

Spezies (Anzahl)

A = (NN

A [N ITO, NN TR (0 BT BN

== WWw N WS
N (O | WA

Eigene Untersuchungen, 2007



ISO 20776-1: Anwendung und Fallstricke

Antibiotika
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Amoxicillin/Clavulansaure

ISO 20776-1] : Qualitatskontrolle, Tabelle 4
Staphylococcus | Enterococcus | Escherichia
aureus faecalis coli
Antimicrobial ATCC 292132 |ATCC 29212 |ATCC 25922
Agent NCTC 12973P [NCTC 12697 |NCTC 12241
CIP 103429¢ CIP 103214 CIP 7624
DSM 2569¢ DSM 2570 DSM 1103
Amoxicillin-
: : 0,12/ 0,25/0,12- i
Cl_avular_nc ac_ld 0,06-0 5/0.25 10/05 2/1-8/4
(fixed 2:1 ratio)

EUCAST

: Breakpoint Tabellen, Version 3.1, 11.02.2013

Variable Konzentration von AMX + 2 mg/I CLA fix

Breakpoints: S: <8/2 R: >8/2 (Enterobacteriaceae)

Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 20
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Amoxicillin/Clavulansaure

A) Verhaltnistestung: 2 Teile Amoxicillin + 1 Teil Clavulansaure
(CLSI Richtlinien)

Breakpoints: S: <8/4 I: 16/8 R: =232/16 (Enterobacteriaceae)

B) Fixe Konzentration: Variable Konzentration von AMX + 2 mg/I
Clavulansaure fix (nach EUCAST)

Breakpoints: S: <8/2 R: >8/2 (Enterobacteriaceae)
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Amoxicillin/Clavulansaure

E. coli (Urinisolate, Akute Zystitis, Frauen 18-65 Jahre, ARESC-Studie
2003-2006%*)

Verhaltnistestung: (nach CLSI)

% S % I % R
88,6 10,2 1,2

E. coli (Urinisolate, Frauen 18-65 Jahre, TP-N PEG-Studie 2010)

Fixe Konzentration: (nach EUCAST)

% S % I % R
75,3 - 24,7

* GC Schito, K Naber, et al., 2009,
Int J Antimicrob Agents, 34: 407-13 Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 22



Fosfomycin

ISO 20776-1

: 3.8 Spezielle Testsituationen

Ergebnisse der Mikrodilution sind nicht verlasslich.
Als Referenzmethode sollte die Agardilution dienen.

EUCAST |: Breakpoint Tabellen, Version 3.1, 11.02.2013
Miscellaneous MIC breakpoint| Disk | Zone diameter |[Notes
(mglL) content| breakpoint [Numbers for comments ¢
(ng) (mm) Letters for comments on
Ss< R> Sz R<
Daptomycin 1 1 Note™ Note® |[1. Isolates with MIC values abo\
antimicrobial susceptibility tests
reference laboratory. Until there
current fesistant breakpoint the)
A. Use an MIC method.
Fosfomycin iv 32 32 Note" Note”

Al
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Fosfomycin

Vergleich Agardilution mit Mikrodilution

Fosfomycin MIC (AD) minus MIC (MD)

Difference (in dilution steps
E. cloacae (n=20) ) 3 > x] ( 5 1 be) > 3 7
0 0 0 6 11 2 1 0 0

Fosfomycin MIC (AD) minus MIC (MD)

K. pneumoniae (n=22) Difference (in dilution steps)
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
0 0 2 2 7 8 3 0 0
K. oxytoca (n=20) Fosfomycin MIC (AD) minus MIC (MD)
Difference (in dilution steps)
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
0 0 2 7 7 4 0 0 0

A|JI Eigene Untersuchungen, 2007 Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 24



Fosfomycin

Labore (n=25): Methoden der Empfindlichkeitsprifung
(Teilprojekt H, PEG-Studie 2010)

Labore
Testmethode
Gram neg. Gram pos.

Agardiffusionstest 3 3
Vitek 2 7 9
Agardiffusionstest / Vitek 2 2 3
Mikrodilution (Micronaut, andere) 3 2
MicroScan 2

MicroScan / Vitek 2 1
Agardiffusionstest / MicroScan 1
BD Phoenix 1
Agardiffusionstest / BD Phoenix 2 3
Keine 5 3

Agardilution???



Imipenem

ISO 20776-1

: 3.3.5 Lagerung der Mikrotitrationsplatten

Keine Angabe wie lange Mikrotitrationsplatten vor
Inokulation bei RT stehen dirfen.

mm) Imipenem labil bei hoher Luftfeuchtigkeit: Nach Auspacken der
MHK-Platten schnell (innerhalb von 30 min) verwenden

Auswirkung der Zeit, in der Mikrotitrationsplatten mit Imipenem der Luftfeuchtigkeit ausgeliefert sind, auf die
Empfindlichkeitstestung von E. coli

MHK (mg/l)

Substanz (Studie) %-S  %-1 %-R
<0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >256
Imipenem (2004) abs. 242 352 108 40 2 0 0 0 1
(n=745) kum-% 32,5 79,7 942 99,6 99,9 99,9 99,9 99,9 100,0 96 03 01
Imipenem (2007) abs. 581 65 2 0 0 0 0 0 0
(n=648) kum-% 89,9 99,7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0
Imipenem (2010) abs. 608 16 3 0 0 0 0 0
(n=627) kum-% 97,0 99,5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0
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Erreger (8
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Detektion von Resistenzmechanismen: MRSA

ISO 20776-1|: 3.8 Spezielle Testsituationen
Testsubstanz: Oxacillin
Medium + 2% NaCl (fin. Konz.), 24 h Inkubation
Referenzmethode: Molekularer Nachweis des mecA-Gens

MRSA-Screening PEG-Resistenzstudie 2010

« MHK-Bestimmung gegen Oxacillin (R: >2 mg/l) und Cefoxitin (R: >4 mg/l)
- S. aureus R gegen Oxacillin und Cefoxitin =) MRSA
« 2 Stdmme: Oxacillin 2 mg/l und Cefoxitin 8 mg/| =) mecA-PCR: pos

/ \hl Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 28



Detektion von Resistenzmechanismen: MRSA

EUCAST | : | X E U CA S T ﬂl"?"iﬁlﬁr'.ﬂ'%'”l'f.l Dezember 2012

tz1y ol Clinizal Hicrobiclogy = lectious Nseases

EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and
specific resistances of clinical and/or epidemiological importance

5. Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

Tabelle 1: Interpretation bei verschiedenen Oxacillin und Cefoxitin Ergebnissen

Cefoxitin MHK oder Agardiffusion
S R
Oxacillin MHK R Report as R Report as R
Oxacillin MHK S Report as S Report as R

Aljl Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 29



Detektion von Resistenzmechanismen:
HL-Aminoglykosidresistenz bei Enterokokken

ISO 20776-11:

3.8 Spezielle Testsituationen

Einige Stamme sind hochresistent gegen Aminoglykoside
(MHK >500 mg/l). Bei solchen Isolaten besteht keine
Synergie. Der getestete Konzentrationsbereich sollte daher
breit genug sein, um auch solche Isolate zu erfassen.

HL-Aminoglykosidresistenz-Screening, PEG-Resistenzstudie 2010

EUCAST

CLSI|: GEN >500 mg/l; STR >1000 mg/I

Breakpoint Tabellen, Version 3.1, 11.02.2013

GEN >128 mg/l; STR >512 mg/I

Al

Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 30



Detektion von Resistenzmechanismen:
HL-Aminoglykosidresistenz bei Enterokokken

VR-E. faecium (n=38),

VR-E. faecium (n=38),
PEG-Studie 2010 (Zentrallabor)

PEG-Studie 2010 (RKI)

MHK (mg/l) MHK (mg/l)
Antibiotikum Antibiotikum

>500 >1000 >128 >512

Gentamicin 18,4% Gentamicin 28,9%

Streptomycin 5,3%

Streptomycin 89,5%

Al
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Detektion von Resistenzmechanismen:
HL-Aminoglykosidresistenz bei Enterokokken

MHK-Haufigkeitsverteilung: Gentamicin und Enterokokken (EUCAST)

: MHK (mg/l)
Spezies (Anzahl) =0T > T 4 [ 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
E. faecalis (n=6) 19 | 38 | 77 | 192 | 898 |1829| 720 | 64 | 59 | 74 | 802
E. faecium (n=8) o | 22 | o1 | 508 [1182] 580 | 94 | 13 | 11 | 46 | 320

MHK-Haufigkeitsverteilung: Streptomycin und Enterokokken (EUCAST)

: MHK (mg/l)
Spezies (Anzahl) =0T T 4 T 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512
E. faecalis (n=6) 2 | 5 | 4 | 21 | 85 | 237 | 305 | 202 | 191
E. faecium (n=8) 2 5 2 5 96 | 489 | 411 | 28 4 59
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Zusammenfassung

» ISO-Norm und Empfehlungen des EUCAST besser
aufeinander abstimmen:

« Medium fur Streptokokken

« Medium, Methode fur anspruchsvolle Bakterien
erganzen

. préazisere Angaben zur Uberpriifung des Inokulums
wiunschenswert

« Breakpoints und Qualitatskontrolle fir AMX + CLA
vereinheitlichen

»EUCAST - Anderungen:

« Verweis auf CLSI bzgl. Toleranzbereiche der
Kontrollstamme, Testung von neuen Antibiotika!?
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Weiteres

ISO 20776-1|: Testung von anaeroben Bakterien

Methode bzw. Hinweis auf Medien fehlt

EUCAST |1 Breakpoints vorhanden aber

Methode bzw. Hinweis auf Medien fehlt

mm) Anwendung von | CLSI | Methode

ISO 20776-1|: 4. Qualitatskontrolle

Toleranzbereiche zum Teil veraltet, Verweis auf | CLSI

EUCAST |1 Bezieht sich auf |ISO 20776-1|und damit auf| CLSI
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Weiteres

ISO 20776-1):

Neue Antibiotika (z.B. Ceftarolin)

Hinweis zu Léslichkeit und Testung fehlen

EUCAST |: Breakpoints vorhanden

mm) Nachschlagen in aktuellen |CLSI | Dokumenten

ISO 20776-1 |

7.3 Ablesung der Ergebnisse

MHK: fur alle Antibiotika (auBer Sulfonamide und
Trimethoprim) vollstandige, visuelle Inhibition L 2
des Bakterien-Wachstums g

. mag/|

evtl. auch 80% Wachstumshemmung fur 05
Erythromycin, Linezolid festlegen mg/I
: 0,25

Erythromycin MHK, S. aureus GC PER=H Mo/

Bad Honnef-Symposium, 26.3.2013; Nr. 35



