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Hintergrund

Weltweit héaufen sich Berichte Uber Enterobakterien (EB), die aufgrund von Carbapenemaseproduktion
resistent gegen Carbapeneme sind. Als Konsequenz dieser Entwicklung empfiehlt das Bundesministerium
fur Gesundheit seit Sommer 2010 allen mikrobiologischen Labors, ,verdachtige‘ Isolate an das Nationale
Referenzzentrum fir nosokomiale Infektionen und Antibiotikaresistenz am Ordensklinikum Linz —
Elisabethinen (www.referenzzentrum.at) weiterzuleiten. Durch eine akkordierte Vorgehensweise soll die
lokale Epidemiologie in Osterreich moglichst gut eingeschétzt werden kénnen.

Wohin mit verdachtigen Enterobakterien?

Das vorliegende Dokument versteht sich als Ratgeber, soll und kann die aktuelle Literatur nicht ersetzen und
wurde nach Erscheinen und in Anlehnung an die ,EUCAST guideline for detection of resistance mechanisms
and specific resistances of clinical and/or epidemiological importance” Giberarbeitet.

Ziel ist es trotz unterschiedlicher diagnostischer Moglichkeiten allen Labors eine Anleitung anzubieten, um
Carbapenemase produzierende Enterobakterien (CPE) leicht erkennen zu kénnen. Darlber hinaus nimmt
das NRZ verdachtige Isolate zur vollstdndigen Abklarung (inkl. ph&notypischer und molekularbiologischer
Zuordnung) entgegen. Den aktuellen Begleitschein finden Sie bitte unter www.referenzzentrum.at. Auf
Wunsch kann auch eine Infektkettenabklarung durchgefihrt werden. Labors, die samtliche diagnostische
Schritte selber durchfihren, werden gebeten ihre Ergebnisse zu dokumentieren, die Isolate zu asservieren
und gegebenenfalls dem NRZ zur Verfugung zu stellen.

Nationales Referenzzentrum fiir nosokomiale Infektionen und Antibiotikaresistenz
Institut fir Hygiene, Mikrobiologie und Tropenmedizin

Ordensklinikum Linz - Elisabethinen

FadingerstraRe 1, 4020 Linz

+43 (0)732 7676-3654

office@referenzzentrum.at

www.referenzzentrum.at

Missen CPE gemeldet werden?

Fur Resistenzmechanismen per se besteht in Osterreich keine Meldepflicht. Die im NRZ erhobenen Daten
kénnen daher nur eine grobe Einschatzung der lokalen Epidemiologie wiedergeben. In etwa der Halfte der
zugewiesenen Isolate der letzten Jahre lagen andere Resistenzmechanismen als
Carbapenemaseproduktion vor, was die Sinnhaftigkeit einer Filterstelle vor der Weiterleitung der Daten an
die Behorde belegt. In Osterreich konnten mit April 2014 Carbapenemasen vom Typ VIM, KPC, NDM-1, und
OXA-48 bei Enterobakterien verschiedener Spezies nachgewiesen/bestétigt werden. Dies entspricht
zumindest Stufe 2b in der aktuell angewandten Skalen-Einteilung zur epidemiologischen Situation eines
Landes.


http://www.referenzzentrum.at/
http://www.analyse.eu/fileadmin/files/PDF/CPE_Ratgeber/Einsendeschein_CPE-Verdacht.pdf
mailto:office@referenzzentrum.at
http://www.referenzzentrum.at/
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Warum sind CPE gefahrlich?

Invasive CPE Infektionen haben eine deutlich hohere Mortalitdt vor allem durch eingeschréankte
Therapiemdoglichkeiten. Die Erreger sind haufig neben Betalaktamantibiotika auch gegen Chinolone,
Aminoglykoside und Co-Trimoxazol resistent. Therapeutische Alternativen kénnen Tigecyclin, Fosfomycin
und Colistin sein. Gefahrlich ist neben einer klonalen Streuung die Verbreitung der Carbapenemasegene
Uber Plasmide, da diese zwischen Bakterien(arten) ausgetauscht werden kdnnen.

Carbapenemasen koénnen grob in drei Klassen eingeteilt werden. Die derzeit wichtigsten und am héaufigsten
auftretenden Enzyme sind fett gedruckt.

Carbapenemaseklasse Familie

Ambler Klasse A mit 9 Familien KPC: Vorkommen weltweit mit besonders hoher Pravalenz in den
(Serin Carbapenemasen) USA, Israel, Griechenland; haufig mit Ausbriichen assoziiert; meist K.
pneumoniae, aber auch andere EB; Ausbreitung Uber Plasmide und
klonal. Weitere: SME, NMC-A, IMI, PER, GES, SFO, SFC, IBC

Ambler Klasse B mit 6 Familien VIM: haufig in Osterreich mit globalem Vorkommen, endemisch in
(Metallo-Carbapenemasen, MBL) | Griechenland und Italien; meist K. pneumoniae; Ausbreitung v.a. ber
Plasmide.

NDM: Weltweites Vorkommen mit besonders hoher Pravalenz am
indischen Subkontinent; Importierte Falle assoziiert mit Reisen,
Krankenhausaufenthalten und Dialysebehandlungen in 0.a. Gebieten;
viele EB Species; Ausbreitung meist Gber Plasmide (weniger haufig
klonal).

IMP: globales Vorkommen; v.a. Ausbreitung Uber Plasmide.

Weitere: GIM, SIM, SPM, FIM

Ambler Klasse D mit 2 Familien OXA-48 und deren Varianten: europaweites Vorkommen mit
(OXA Carbapenemasen) besonders hoher Pravalenz in der Turkei, dem mittleren Osten und
Nordafrika; Ausbreitung tber Plasmide und klonal; Isolate kénnen auf
Cephalosporine empfindlich sein! Weitere: PSE

Worin liegt die diagnostische Herausforderung?

Eine herabgesetzte Empfindlichkeit gegeniber Carbapenemen muss nicht zwangslaufig auf der Produktion
von Carbapenemase beruhen. So kdnnen zum Beispiel CTX-M ESBL produzierende Stamme in
Kombination mit Porinveranderung oder Efflux-Pumpen eine eingeschrankte Sensibilitdt gegentber
Carbapenemen aufweisen. Gleiches gilt fir AmpC Betalactamase produzierende Stamme.
Porinverdnderungen sind oft instabil und gehen mit einer herabgesetzten Fitness des Erregers einher,
weswegen diese Isolate eher selten Ausbreitung finden. Ertapenem ist von diesen Resistenzmechanismen
am stéarksten betroffen.

Konstellationen, die NICHT weiter bzgl. Carbapenemase untersucht werden miissen:

m  Bakterien der Genera Proteus, Morganella und Providencia, die NUR Imipenem resistent sind.
Diese weisen gegeniber Imipenem intrinsisch eine niedrige Empfindlichkeit auf.

m  Enterobacter spp. mit Cephalosporin- und low-level Ertapenem Resistenz sofern diese voll
empfindlich (MHK Wert innerhalb der Wildtypverteilung) fur Imipenem und Meropenem sind.
Hiebei handelt es sich in der Regel um Kombinationen aus AmpC und Porinverédnderungen
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Wann sind Enterobakterien verdachtig? - CPE Erkennen

WICHTIG: Trotz nach klinischen EUCAST breakpoints als fur Therapiezwecke sensibel eingestufte Stamme
(z.B. Meropenem < 2mg/L) kdnnen ein Carbapenemasegen tragen. Meropenem ist aus mehreren Griinden
zum Screening auf CPE anderen Carbapenemen (berlegen und wird daher auch von der OGACH als erste
Wahl im Routineantibiogramm fiir Enterobakterien empfohlen (www.oegach.at).

Im Folgenden wird ein routinetaugliches Verfahren bestehend aus 2 Schritten vorgeschlagen, das bitte vor
einer moglichen Weiterleitung des Isolates an das NRZ durchgefiihrt werden sollte. Falls Sie den EUCAST
Blattchendiffusionstest anwenden halten Sie sich bitte grundsatzlich streng an die Vorgaben zur
qualitéatskontrollierten Testdurchfihrung sowie an die EUCAST Grenzwerte in ihrer aktuellen Version
(www.eucast.orq).

Ausgehend vom Routine-Antibiogramm, das ein 10pg Meropenem Blattchen enthalten sollte, erfolgt die
Testung in zwei Schritten. Dabei wird an den Schritt 1 = CPE-Screening ein Schritt 2 = CPE-Bestétigung
angeschlossen. Schritt 2 kann primar phanotypisch sowie in weiterer Folge molekularbiologisch erfolgen.
Das Schema auf Seite 6 veranschaulicht die diagnostischen Details des 2 stufigen Verfahrens.

Schritt 1: CPE-Screening

Bei positivem Screeningergebnis (= Ergebnis aus Bléattchendiffusion oder MHK; siehe Schema S.6) im
Routineantibiogramm wird dieses mittels Meropenem MHK Bestimmung wiederholt. Lassen sich die
Ergebnisse oberhalb der Wildtypverteilung reproduzieren, wird Schritt 2 angeschlossen. Werden im Labor
Methoden zur Empfindlichkeitstestung eingesetzt, die MHK Werte unter 0,5 mg/L nicht detektieren, muss =
0.5 mg/L verwendet werden. Liegen beim Patienten Risikofaktoren fir das Vorliegen einer Ambler Klasse D
Carbapenemase vor (Aufenthalt in einem Hochendemiegebiet, Kontakt mit bestatigtem Trager) wird im
Blattchendiffusionstest ein strengerer Screeningbreakpoint und dessen Bestdtigung unabhéngig von der
MHK empfohlen.

Schritt 2: CPE-Bestatigung

2.1 Phanotypische Bestatigung

u Betalaktamaseassays
Weisen die hydrolytische Aktivitat aller Carbapenemaseklassen nach und sind daher besonders zum
Ausschluss einer Carbapenemaseproduktion geeignet. Verschiede Testsysteme sind verflugbar
(Carba NP Test, MALDI TOF etc.). Eine abschlieBende Aussage beziiglich Sensitivitat und Spezifitat
ist noch ausstéandig.

[ Nachweis von Synergismen

O Meropenem mit Dipikolinsdure, Borséure und Cloxacillin
Detektion und Unterscheidung von Carbapenemasen der Ambler Klasse A und B sowie Abgrenzung
zu AmpC Betalactamasen in Verbindung mit Porinverlust und/oder Effluxpumpen. Nachteil:
Carbapenemasen der Ambler Klasse D kdnnen nur indirekt in Zusammenschau mit der
Empfindlichkeit gegeniiber Temocillin nachgewiesen werden.

a Meropenem + EDTA
Detektion von Carbapenemasen der Ambler Klasse B. ACHTUNG: Imipenem + EDTA Synergismus
sollte nur mehr bei P.aeruginosa und Acinetobacter spp. eingesetzt werden.


http://www.oegach.at/
http://www.eucast.org/
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] Diagnostische Empfindlichkeit gegeniiber Temocillin und Piperacillin / Tazobactam
O Eine High Level Temocillin Resistenz (MHK >32/64 mg/L oder Blattchendurchmesser bei 30 pug Disc

Content < 11 mm) spricht NUR in Verbindung mit negativen Synergismustestungen fir das
Vorliegen einer Klasse D Carbapenemase. Eine molekularbiologische Bestétigung muss
angeschlossen werden.

O Ein weiterer Ansatz zum Ausschluss von OXA-48 ist die Kombination von modifizierten Temocillin
(Blattchen mit Disc Content 30ug; =2 12mm) und Piperacillin/Tazobactam (Blattchen mit Disc Content
100/10ug; = 16mm) Breakpoints.

[ Modifizierter Hodge Test (,Cloverleaf Test®)
ACHTUNG: Haufig sehr schwierig abzulesen (subjektive Komponente in der Interpretation) und nicht
selten falsch positive Ergebnisse (v.a bei Vorliegen von AmpC Betalactamasen in Verbindung mit
Porinverlust und/oder Effluxpumpen).
Vorteil: Alle 3 bekannten Carbapenemaseklassen konnen detektiert werden (OXA-48 liefert meistens
positive Ergebnisse). Nachteil: Ein negatives Ergebnis schliel3t das Vorliegen einer Carbapenemase
nicht aus (insbesondere bei MBL haufig falsch negative Ergebnisse).
Aufgrund der angefiihrten Einschrankungen wird der modifizierte Hodge Test NICHT mehr als
Bestatigungstest empfohlen.

2.2 Molekularbiologische Bestatigung

Bei Vorliegen mehrerer Resistenzgene kann es schwierig sein mittels phanotypischer Tests eine exakte
Zuordnung zu treffen, da sich unterschiedliche Mechanismen auch maskieren kénnen. Molekularbiologische
Methoden ermdglichen die Zuordnung der wichtigsten und héaufigsten AmpC-, ESBL- und
Carbapenemasegene und kénnen vom NRZ durchgefuhrt werden.

Wurde eine Carbapenemase nachgewiesen/bestétigt, empfiehlt EUCAST den Keim gemaR EUCAST
breakpoints zu interpretieren, aber einen entsprechenden Kommentar am Befund fir die
Krankenhaushygiene zu vermerken. Diesbezigliche MaRnahmen entnehmen Sie bitte dem ,Ratgeber
Carbapenemasen Kontrollieren* unter www.referenzzentrum.at. Des Weiteren sollte eine Information an den
behandelnden Arzt erfolgen.



http://www.analyse.eu/fileadmin/files/PDF/CPE_Ratgeber/CPE_Kontrollieren.pdf
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Schema fur Carbapenemase-Screening bei Enterobakterien

Meropenemplattchen (10pg) Hemmhof < 25 mm 2

! oberhalb der Wildtypverteilung

oder
MHK 2 0.25 mg/L bzw. = 0.5 mg/L * nach EUCAST Stand April 2014
' T ®Bei Patienten mit Risikofaktoren
= fir OXA-48: < 27 mm, immer mit
v Bestéatigung unabhéngig von MHK
)
Q 1 Keine Carb
r'ﬁ Wiederholung MHK Meropenem: MHK = 0.25 bzw. = 0.5 mg/L Nein eine L.arbapenemase
& anzunehmen
Q
@
S
g Weiterleitung NRZ zur vollsténdigen Abklarung
Phéanotypische Bestéatigung
N
)
o
=
o Carbapenemase Reduzierte Permeabilitat
> Testsystem
é mit AmpC mit ESBL
%‘ Betalaktamase Assay + + + - -
>0
@ Meropenem-Borsaure-Synergismus + - - +/- -
- Meropenem-Cloxacillin Synergismus - - - +/- -
>
e Meropenem-Dipikolinsdure Synergismus - + - - -
Meropenem-EDTA Synergismus - + - - -
High Level Temocillin Resistenz +/- +/- + - -
Modifizierter Hodge Test + +/- + +/- +/-

Bunbneisag ayosibojoigrenyajow

Molekularbiologische Bestatigung

Asservierung u/o Weiterleitung an das NRZ




