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Hintergrund

Im letzten Jahrzehnt haben sich Enterobacterales (EB), die aufgrund einer Carbapenemaseproduktion eine
fehlende oder eingeschrénkte Empfindlichkeit gegeniiber Beta-Laktam-Antibiotika aufweisen, weltweit
ausgebreitet. Das Bundesministerium fur Soziales, Gesundheit, Pflege und Konsumentenschutz empfiehlt seit
2010 allen mikrobiologischen Labors, 'Verdachtsfalle* solcher Isolate an das Nationale Referenzzentrum fur
antimikrobielle Resistenzen am Ordensklinikum Linz — Elisabethinen (www.referenzzentrum.at) weiterzuleiten.
Durch eine akkordierte Vorgehensweise soll die lokale Epidemiologie in Osterreich (trotz fehlender
Meldepflichten fir solche Erreger) mdoglichst gut eingeschéatzt werden kdnnen.

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 version 2.0 erstellt.

Ziel ist es trotz unterschiedlicher diagnostischer Moglichkeiten allen Labors eine Anleitung anzubieten, um
Carbapenemase produzierende Enterobacterales (CPE) leicht erkennen und bestéatigen zu kénnen. Dartber
hinaus nimmt das NRZ verdachtige Isolate zur vollstandigen Abklarung entgegen. Den aktuellen Begleitschein
finden Sie bitte unter www.referenzzentrum.at. Auf Wunsch kann auch eine Infektkettenabklarung
durchgefiihrt werden. Labors, die sdmtliche diagnostische Schritte selber durchfiihren, werden gebeten ihre
Ergebnisse zu dokumentieren, die Isolate zu asservieren und gegebenenfalls dem NRZ zur Verfiigung zu
stellen.
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Missen CPE gemeldet werden?

Fir Resistenzmechanismen per se besteht in Osterreich aktuell keine Meldepflicht. Die im NRZ erhobenen
Daten kdnnen daher nur eine grobe Einschatzung der lokalen Epidemiologie wiedergeben. In etwa einem
Viertel 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 konnen aktuell alle haufig vorkommenden Carbapenemasen bei
Enterobacterales nachgewiesen/bestétigt werden, wobei hier auf das entsprechende Kapitel im jahrlich
erscheinenden Resistenzbericht AURES verwiesen sei.

Warum sind CPE so bedeutsam?

Invasive CPE Infektionen haben eine deutlich hdhere Mortalitdt vor allem durch eingeschrankte
Therapiemoglichkeiten. Dartiber hinaus sollten auch aus krankenhaushygienischer sowie epidemiologischer
Sicht CPE sicher erkannt werden, da neben einer klonalen Streuung auch die Verbreitung der
Carbapenemasegene Uber Ubertragbare genetische Elemente, insbesondere Plasmide, mdglich ist. Die
Erreger sind haufig neben Beta-Laktam Antibiotika auch gegen zahlreiche andere Antibiotikaklassen resistent.
Therapeutische Alternativen kénnen neue Betalaktame wie Cefiderocol, Kombinationspréparate mit neuen
Beta-Laktamase Inhibitoren (wie Avibactam, Relebactam und Vaborbactam), Tigecyclin, Eravacyclin aber
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auch schon langer verfugbare Substanzen wie Aminoglykoside, Fosfomycin und Colistin sein. Eine exakte
Aussage Uber das vorliegende Resistenzmuster des jeweiligen Isolates ist NUR nach Durchfihrung einer
Empfindlichkeitstestung gema EUCAST maoglich.

Carbapenemasen kénnen grob in drei Klassen gemaR der Ambler-Klassifikation eingeteilt werden. Die derzeit
wichtigsten und am haufigsten in Osterreich auftretenden Enzyme sind fett gedruckt.

Carbapenemaseklasse Familie
Ambler Klasse A KPC: Vorkommen weltweit mit hoher Préavalenz in den USA,
(Serin-Carbapenemasen) Sudamerika, Israel; haufig mit Ausbriichen assoziiert; meist K.

pneumoniae, aber auch andere EB; Ausbreitung Uber Plasmide und
klonal. Weitere: SME, IMI, PER, GES

Ambler Klasse B NDM: Weltweites Vorkommen, haufigste MBL in Osterreich; viele EB
(Metallo-Carbapenemasen, MBL) | SPezies; Ausbreitung meist iber Plasmide (weniger haufig klonal).

VIM: zweithaufigste MBL in Osterreich mit globalem Vorkommen,
Ausbreitung v.a. Uber Plasmide.

Weitere: IMP, LMB-1

Ambler Klasse D OXA-48 und deren Varianten (z.B.: OXA-244, OXA-181...):
(OXA-Carbapenemasen) europaweites Vorkommen mit besonders hoher Préavalenz in der
Turkei, dem mittleren Osten und Nordafrika; Ausbreitung uber
Plasmide und klonal; Isolate kénnen im Antibiogramm auf
Cephalosporine und Carbapeneme empfindlich sein!

Worin liegt die diagnostische Herausforderung?

Eine herabgesetzte Empfindlichkeit gegentber Carbapenemen muss nicht zwangslaufig auf der Produktion
von Carbapenemasen beruhen. So kénnen zum Beispiel CTX-M ESBL produzierende Stamme in Kombination
mit Porinveranderungen oder Efflux-Pumpen eine eingeschréankte Empfindlichkeit gegeniiber Carbapenemen
aufweisen. Gleiches gilt fir AmpC Beta-Laktamase produzierende Stdmme. Porinveranderungen 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 starksten betroffen.

Konstellationen, die NICHT weiter beztglich Carbapenemaseproduktion untersucht werden missen:

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., Citrobacter freundii und Klebsiella aerogenes mit isolierter Ertapenem-
Resistenz sofern diese voll empfindlich (MHK Wert innerhalb der Wildtypverteilung) fur
Imipenem und Meropenem sind. Hierbei handelt es sich in der Regel um Kombinationen aus
AmpC Beta-Laktamasen und Porinveranderungen.
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Wann sind Enterobacterales verdachtig? - CPE Erkennen

WICHTIG: Carbapenemasen bedingen bei Enterobacterales nicht immer eine verminderte Empfindlichkeit
gegeniber Imipenem, Meropenem oder Ertapenem gem&R den klinischen EUCAST-Breakpoints (das
bedeutet, dass diese Substanzen im Antibiogramm als S oder | ausgewiesen sein konnen). Als
Mindestanforderung fur eine zuverlassige Carbapenemase-Detektion sollte bei allen Isolaten Meropenem
ausgetestet werden, wobei das verwendete Testsystem eine ausreichende Auflésung zur sicheren Detektion
der Screening-Breakpoints aufweisen sollte. Zur Erhéhung der Sensitivitat kann insbesondere bei E. coli, K.
pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola und P. mirabilis zusatzlich Ertapenem (bei deutlich geringerer Spezifitét)
als Screening-Substanz Anwendung finden. Typischerweise sind CPE zudem resistent gegeniber Piperacillin-
Tazobactam.

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

Ausgehend vom Routine-Antibiogramm, das ein 10pg Meropenem Plattchen enthalten sollte, erfolgt die
Testung in zwei Schritten. Dabei wird an den Schritt 1 (= CPE-Screening) ein Schritt 2 (= CPE-Bestéatigung mit
mindestens einem geeigneten Bestatigungstest) angeschlossen. Schritt 2 kann mittels unterschiedlicher
Techniken erfolgen, wobei es insbesondere zur Beantwortung therapeutischer Fragestellungen sinnvoll sein
kann, den exakten Typ der zugrundeliegenden Carbapenemase zu identifizieren (in dieser Entscheidung muss
auch der Zeitfaktor mitberticksichtigt werden). Das Schema auf Seite 6 veranschaulicht die Details des
diagnostischen Verfahrens.

Schritt 1: CPE-Screening

Bei positivem Screening-Ergebnis (= Ergebnis der Hemmhofdurchmesser- oder MHK-Bestimmung; siehe
Schema S.6) im Routineantibiogramm, wird Schritt 2 angeschlossen. Werden im Labor Methoden zur
Empfindlichkeitstestung eingesetzt, die keine MHK Werte unterhalb des Screening-Breakpoints (z.B. nur < 0,5
mg/L) generieren kbnnen, soll die nachste verfligbare Verdinnungsstufe (z.B. 0,5 mg/L) als Cut-off verwendet
werden (dies bedingt jedoch eine eingeschrankte Sensitivitat).

Schritt 2: CPE-Bestatigung
Idealerweise sollten im mikrobiologischen Labor Bestatigungstests verflugbar sein, die:

m eine Differenzierung der vorliegenden Carbapenemase zumindest bis auf Ebene der Ambler
Klasse (A, B oder D) erlauben. Ziel dieser Tests ist rasch die optimale empirische Therapie bis
zum Vorliegen der Empfindlichkeitstestung zu planen und zeitnah die notwendigen
krankenhaushygienischen MaRnhahmen einzuleiten.

m einen Nachweis der hydrolytischen Aktivitdt der Carbapenemase ermdglichen. Ziel hierbei
ist, seltene (unbekannte) Carbapenemasen nicht zu tbersehen.
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Methoden zur Differenzierung der vorliegenden Carbapenemase

m  Immunchromatographische Tests: direkter Nachweis des Enzyms aus Kulturmaterial mittels
ateral flow" Testformat.
Vorteile: hohe Sensitivitdt und Spezifitat, Ergebnisse nach 15-20 min, Zuverlassiger Nachweis
von Enzymkombinationen.
Nachteile: relativ hohe Kosten.

m  Molekularbiologische Tests: direkter Nachweis des kodierenden Carbapenemasegens mittels
molekularbiologischer Methoden (z. B.: PCR, isothermale Amplifikation, Microarray). Mittels
Sequenzierung kénnen auch die Subtypen der Carbapenemasen bestimmt werden. Whole
Genome Sequencing (WGS) erlaubt auch eine zuverlassige Infektkettenabklarung. Inhouse-
Tests und kommerzielle Testsysteme verfligbar, wobei letztere auch als rasch und einfach
durchzufiihrende Schnelltest-Formate erhéltlich sind.

Vorteile: hohe Sensitivitdt und Spezifitdt, genauer Nachweis von Enzymkombinationen.
Nachteile: relativ hohe Kosten, nur von den Testsystemen abgedeckte Enzyme werden
detektiert, lange Dauer bis WGS-Befund vorliegt.

m  Phéanotypische Tests basierend auf Inhibitoren: selektive Inhibition einzelner
Carbapenemase-Klassen durch Inhibitor-Substanzen. So kénnen z.B. Metallo-Beta-Laktamasen
durch EDTA und Dipikolinsaure, Klasse A Carbapenemasen durch Borsédure und AmpC-Beta-
Laktamasen durch Cloxacillin gehemmt werden.

Kombinierbar mit der diagnostischen Nicht-Empfindlichkeit gegentber Temocillin zum Nachweis
von OXA-48 Carbapenemasen, die zusatzlich einen doppelten Hemmhof bei mit Faropenem
beladenen Blattchen bedingen. Inhouse-Tests als auch kommerziell verfigbare Testsysteme
basierend auf Combination Disc Tests (CDT), Mikrodilution bzw. Gradientendiffusion verflgbar.
Vorteile: Einfach durchzufihren, ginstig.

Nachteile: Dauer bis zum Vorliegen der Ergebnisse, schwierige Ablesbarkeit, Sensitivitat und
Spezifitat in zahlreichen Publikationen anderen Differenzierungstests unterlegen, Probleme bei
der Bestatigung von mehreren Carbapenemasen in einem Isolat.

Carbapenemase Reduzierte Permeabilitat

Testsystem
A B D mit AmpC mit ESBL
Meropenem-Borsaure-Synergismus + - - +/- -
Meropenem-Cloxacillin Synergismus - - - +/- -
Meropenem-Dipikolinsdure Synergismus - + - - -
Meropenem-EDTA Synergismus - + - - -
High-Level Temocillin-Resistenz +/- +/- + - -
Doppelhemmhofbildung bei Faropenem - - + - -
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Methoden zum Nachweis der hydrolytischen Aktivitdt der Carbapenemase (Beta-Laktamase Assays
oder Aktivitatstests)

Weisen die hydrolytische Aktivitat aller Carbapenemaseklassen (auch seltene oder noch nicht bekannte
Enzyme werden erfasst) nach und sind daher besonders zum Ausschluss einer Carbapenemaseproduktion
geeignet. Der Nachweis erfolgt mittels geeignetem Detektionssystem, wobei Sensitivitdt und Spezifitat
schwanken, da die hydrolytische Aktivitét einiger Enzyme sehr schwach ausgeprégt sein kann. Zahlreiche
Methoden sind aktuell verfligbar:

Biochemische (kolorimetrische) Verfahren: zeigen die Carbapenemase-vermittelte
Carbapenem-Hydrolyse mittels Farbumschlag eines Indikators an. Inhouse-Tests als auch
kommerziell verfigbare Testsysteme verflgbar.

Vorteile: einfach durchzufihren.

Nachteile: einige Carbapenemasen werden nur unzuverlassig detektiert, Interpretation ist sehr
subjektiv und damit schwierig, je nach Testsystem sind umfangreiche Vorgaben zu beachten
(z.B.: Medien, Zinkgehalt, Carbapenemexposition etc.).

Hydrolysenachweis des Carbapenems mittels MALDI-TOF: massenspektrometrischer
Nachweis der Carbapenemhydrolyse durch Nachweis von Abbauprodukten bzw. Verlust von
Peaks im Spektrenmuster. Inhouse-Tests als auch kommerziell verfligbare Testsysteme (mit
automatiserter Spektrenauswertung und Interpretation) verflgbar.

Vorteil: Rascher und objektiver Nachweis der Carbapenemhydrolyse bei hoher Sensitivitat und
Spezifitat.

Nachteil: hoher apparativer Aufwand.

Carbapenem-Inaktivierungs-Methode (CIM): Das in einem AB-Blattchen enthaltene
Carbapenem wird durch die Carbapenemase eines zu bestatigenden CPE-Isolates inaktiviert.
Im Anschluss wird das vorbehandelte Blattchen auf einer Mueller-Hinton-Agarplatte mit einem
Carbapenem-empfindlichen Teststamm bebritet, wobei bei Vorliegen von CPE ein deutlich
verkleinerter oder fehlender Hemmhof nachweisbar ist. Modifikationen (mCIM, zCIM) mit
verbesserter Performance verflgbar.

Vorteil: hohe Sensitivitat und Spezifitat, niedriger apparativer Aufwand, da mit Routinematerial
aus der Empfindlichkeitstestung gearbeitet wird, objektive Ablesbarkeit.

Nachteile: lange Dauer bis Vorliegen des Ergebnisses.

Modifizierter Hodge Test (,,Cloverleaf Test“): aufgrund Einschrankungen in der Sensitivitat
und Spezifitat bzw. der schweren Interpretierbarkeit von EUCAST nicht mehr empfohlen.

Wurde eine Carbapenemase nachgewiesen/bestatigt, empfiehlt EUCAST den Erreger gemald EUCAST-

Grenzwerten

zu interpretieren, aber einen entsprechenden Kommentar am Befund fur die

Krankenhaushygiene zu vermerken. Des Weiteren sollte eine Information an den behandelnden Arzt erfolgen.
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Schema fur das Screening auf und die Bestatigung von Carbapenemasen bei Enterobacterales

BuiueaIds-340 NUYds T

BunBieiseg-3dD MUYIS Z

Meropenemplattchen (10pug) Hemmhof < 28 mm oder MHK = 0.25 mg/L und gleichzeitige Resistenz
gegeniber Piperacillin-Tazobactam

Erganzend oder alternativ bei E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola und Proteus mirabilis
zur Sensitivitatssteigerung: Ertapenem (10ug) Hemmhof < 25 mm oder MHK = 0.25 mg/L

Ja

Test zur Differenzierung der Carbapenemase

positiv

Carbapenemase
bestétigt:

Negativ
oder
unklar

Info an Einsender sowie
Asservierung u/o
Weiterleitung an das NRZ

Ggf.
erganz
end

Nachweis der hydrolytischen Aktivitat der Carbapenemase

Beide Tests
negativ

Einer oder
beide Tests
unklar oder
isoliert
positiver
Hydrolysetest

Ergebnis in
beiden Tests
positiv

Keine Carbapenemase
anzunehmen

Keine Asservierung u/o
Weiterleitung an das NRZ

Unklar ob
Carbapenemase
vorliegend

Weiterleitung an das
NRZ

Carbapenemase bestatigt:
Info an Einsender sowie
Asservierung u/o Weiterleitung
an das NRz
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