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1.  Einleitung

Die Sepsis gehort zu den meist gefirchteten Komplikationen einer Infektion. Trotz aller
therapeutischen Fortschritte sind die weltweiten Fallzahlen steigend und die Letalitat mit
ca. 25-40 % ausgesprochen hoch [1, 2]. In Deutschland stieg die Inzidenz beispielsweise
von 2009 mit 200.535 bis 2013 mit 279.530 Fallen um ca. 40 % [2]. Zu den hadufigsten
Erregern einer Sepsis gehodren gramnegative Enterobakterien, insbesondere Escherichia
coli (E. coli), worauf etwa 30 % aller Falle zurlickzufihren sind [3].

Ein entscheidender prognostischer Faktor fiir das Uberleben septischer Patienten ist der
frihe Einsatz einer zielgerichteten Antibiotikatherapie [4-7]. Diese gestaltet sich mit
zunehmenden  Resistenzen der Erreger immer schwieriger. So  gehdren
Breitspektrumantibiotika wie Piperacillin/Tazobactam, Ceftriaxon oder Carbapeneme
heutzutage zu der leitliniengerechten kalkulierten Antibiotikatherapie einer Sepsis [8].
Bei weitem konnen durch diese Antibiotika nicht alle Erreger abgedeckt werden. Eine
besondere Gefahr geht hierbei von Bakterienstimmen aus, die zu den 4MRGN
(multiresistente gramnegative Erreger) gehoren, also resistent gegeniber vier der
hauptsachlich gegen sie eingesetzten Antibiotikaklassen sind. Per definitionem gehdren
Carbapenemase-produzierende Enterobakterien (CPE) zu den 4MRGN [9]. Durch die
Expression von Carbapenemasen entwickeln die entsprechenden Stdmme Resistenzen
gegenuber Aminoacylpenicillinen wie Piperacillin, Cephalosporinen (der 1., 2., teilweise
auch der 3. und 4. Generation), wie beispielsweise Ceftriaxon oder Ceftazidim, und
gegenlber Carbapenemen [10]. Somit werden durch die Carbapenemasen die
hauptséachlich zur kalkulierten Antibiotikatherapie der Sepsis eingesetzten Antibiotika in
ihrer Wirksamkeit limitiert. Aus diesem Grund ist es von grofRer Bedeutung, CPE als
potentielle Sepsiserreger moglichst schnell zu detektieren. Dies gilt umso mehr, wenn
man bedenkt, dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einer Sepsis mageblich vom

Zeitpunkt der zielgerichteten Antibiotikagabe abhangt [4-7].

Derzeit existiert eine Reihe von biochemischen, colorimetrischen, phinotypischen und
molekularbiologischen Testverfahren, welche die Identifikation von CPE ermdglichen.
Diese erfordern jedoch in der Regel das Vorliegen einer Reinkultur auf einem
Festmedium.  Abgesehen @ von  Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-  und
Massenspektrometrie-basierten Analysemethoden betragt die aktuelle

Mindestanalysezeit dieser Tests 18-24 Stunden [11-14]. Fir die PCR und
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Massenspektrometrie sind wiederum eine umfassende apparative und personelle
Ausstattung erforderlich. Zudem bedarf es zum Teil mehrerer PCRs, um alle
Carbapenemasen zu detektieren. Daher fehlt derzeit ein fiir Blutkulturen geeignetes
Testverfahren, welches sowohl eine zeitnahe Resistenzpriifung erlaubt, als auch
unabhéngig vom jeweilig spezifischen Genotyp des Enzyms funktioniert und letztendlich
ohne groBere Kosten und apparativen Aufwand in jedem klinisch-mikrobiologischen

Labor umsetzbar ist.

Folglich wurden in dieser Doktorarbeit drei colorimetrische und ein phéinotypisches
Testverfahren fiir die schnelle, kostengiinstige und zuverldssige Anwendung an

Blutkulturen entwickelt und evaluiert.

1.1 Enterobakterien

Die Familie der Enterobakterien aus der Ordnung Enterobacterales gehdrt zur Klasse der
Gammaproteobakterien des Phylums Proteobacteria. Es handelt sich um gramnegative,
fakultativ anaerobe Stidbchenbakterien, die Glukose und andere Zucker oxidativ oder
fermentativ metabolisieren konnen. FEine Vielzahl von Gattungen werden den
Enterobakterien zugeordnet, wobei einige obligat pathogen und andere Opportunisten

sind.

Bei den Opportunisten handelt es sich etwa um Gattungen wie Klebsiella, Proteus,
Citrobacter und Escherichia, welche Teil des physiologischen intestinalen Mikrobioms
sind. Als fakultativ pathogene Erreger konnen Sie Pneumonien, Harnwegsinfektionen,
Sepsis, Neugeborenen-Meningitis oder Weichteilinfektionen hervorrufen. Fakultativ
pathogene Enterobakterien spielen insbesondere bei nosokomialen Infektionen eine grof3e

Rolle, wobei speziell die Sepsis als schwere Folge dieser Infektionen hervorzuheben ist.

Die Gattungen Yersinia, Shigella, Salmonella und enteropathogene E. coli-Stimme
stellen obligat pathogene Varianten dar. Sie gehdren nicht zur natiirlichen intestinalen
Flora und 16sen Krankheiten wie die Pest, Typhus, Enterokolitis oder die bakterielle Ruhr

aus.



Insgesamt sind Enterobakterien als Verursacher diverser Infektionskrankheiten weltweit
fiir Millionen Todesfille verantwortlich; allein durch die darmpathogenen E. coli-Stimme

sterben jéhrlich ca. eine Million Menschen [15].

1.2 Resistenzlage

Seitdem Antibiotika fester Bestandteil der Therapie von Infektionskrankheiten sind,
stellen Resistenzen gegen die entsprechenden Antibiotika ein schwerwiegendes Problem
dar. Je haufiger und weitldufiger ein bestimmtes Antibiotikum eingesetzt wird, desto eher
verbreiten sich Resistenzen dagegen [16, 17]. Bildlich gesprochen, findet also ein
Wettlauf zwischen neuen Antibiotika (-klassen) und den dazugehorigen Resistenzen statt.
Aus der Perspektive der molekularen Evolutionsbiologie stellt jedes einzelne
Antibiotikum einen Selektionsdruck dar, dem eine jeweilig gegebene Bakterienspezies
versucht, durch Ausbildung oder Erwerb addquater Resistenzmechanismen
auszuweichen. Dabei existieren verschiedene Mechanismen, durch die Bakterien
unempfindlich gegen Antibiotika werden kénnen. Zu diesen gehoren beispielsweise (i)
die strukturelle/molekulare Verdnderung von Targetproteinen (z.B. Penicillin-bindende
Proteine), (i1) die vermehrte Expression von Effluxpumpen, (iii) Porinverlust, (iv) die
enzymatische Inaktivierung von Antibiotika sowie (v) kombiniertes Wirken dieser
Mechanismen. Die Verbreitung der verschiedenen Mechanismen variiert dabei zwischen
gramnegativen und —positiven Gattungen. Der vorwiegend bei grampositiven Bakterien
vorzufindende Resistenzmechanismus ist die strukturelle Anderung der Penicillin-
bindenden Proteine. Sie spielt unter anderem bei der Resistenz von Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) oder Penicillin-resistenten Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae) eine Rolle. Die Expression der hydrolytisch aktiven [3-
Laktamasen taucht heutzutage vor allem bei gramnegativen Gattungen und dabei
insbesondere bei Enterobakterien auf und ist hier der vorherrschende Grund fiir
Resistenzen gegeniiber f-Laktam-Antibiotika [15]. Zu den B-Laktamasen gehoren die
Penicillinasen, Cephalosporinasen und Carbapenemasen, die sich unter anderem durch

ihr Substratspektrum unterscheiden [18].



Die erste Penicillinase wurde im Jahre 1940, schon vor der intensiven Anwendung des
Penicillins einige Jahre spdter, beschrieben [19]. Eine relevante Verbreitung der
Penicillinasen begann allerdings erst, als das Antibiotikum klinisch flachendeckend
insbesondere bei Infektionen durch Streptokokken und Staphylokokken eingesetzt wurde
[16]. Durch die Verbreitung der Penicillinasen verloren Penicilline in vielen Fillen ihre
Wirkung gegen grampositive Bakterien. Mit der Entwicklung weiterer Penicilline wie
Ampicillin, ein vor allem gegen gramnegative Bakterien wirksames Aminopenicillin,
weitete sich das Problem der Resistenz durch B-Laktamasen auch auf Enterobakterien
und andere gramnegative Spezies aus [20]. Dadurch ist Ampicillin seit langem nicht mehr
empirisch etwa gegen E. coli einsetzbar. Der Ampicillin-resistente Anteil von E. coli -
Isolaten liegt in Deutschland aktuell bei ca. 50 %, in zahlreichen anderen europiischen
Liandern bei tiber 60 % [21]. Unter anderem deshalb wurde Ampicillin durch
Cephalosporine oder das breiter wirksame Aminoacylpenicillin Piperacillin in der
empirischen Antibiotikatherapie von enterobakteriellen Infektionen abgelost. Analog zu
den Penicillinasen bzw. frithen pB-Laktamasen kam es aufgrund des breiten Einsatzes
dieser Antibiotika und des damit einhergehenden Selektionsdrucks zu der Entwicklung
von Extended-Spectrum-B-Laktamasen (ESBL) [22, 23]. ESBL konnen Penicilline,
teilweise Cephalosporine der 1. bis 4. Generation und Monobaktame hydrolysieren und
sind inzwischen weit verbreitet. Die schnelle Verbreitung dieser Resistenz wurde
vorrangig durch den Plasmid-vermittelten horizontalen Gentransfer begiinstigt [24].
Diesem Resistenzproblem wurde mit dem Einsatz von ESBL-Inhibitoren wie
Clavulansédure oder Tazobactam und den ESBL-festen Carbapenemen begegnet. ESBL-
Inhibitor-B-Laktam-Antibiotika-Kombinationen ~wie Piperacillin/Tazobaktam und
Carbapeneme konnen von ESBL nicht inaktiviert werden [18] und sind aktuell auch
deshalb  Bestandteil leitliniengerechter ~ Antibiotikatherapien =~ von  schweren

Infektionskrankheiten wie Pneumonien oder der Sepsis [8].

Es zeigte sich jedoch auch hier, dass sich im Laufe der Zeit B-Laktamasen entwickelt
hatten, die fahig sind, Carbapeneme zu spalten und aufgrund ausreichender molekularer
Abweichung gegeniiber den klassischen ESBL durch ESBL-Inhibitoren nicht mehr
gehemmt werden konnen [18, 25, 26]. Diese Enzyme werden dementsprechend als
Carbapenemasen bezeichnet. Je nach Carbapenemasetyp konnen Penicilline,
Cephalosporine der 1., 2., sowie teilweise auch der 3. und 4. Generation und

Carbapeneme in ihrer Wirksamkeit ausgeschaltet werden [10, 18].
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Die verbleibenden Therapieoptionen sind auf Grund koexistenter weiterer Resistenzen
hiufig ausschlieBlich Antibiotika wie Colistin, Fosfomycin oder Tigecyclin. Sie weisen
jedoch zum Teil schwerwiegende Nebenwirkungen wie beispielsweise Neuro-, Nephro-
oder Pankreatotoxizitit auf. AuBerdem zeigt Colistin bei Blutstrominfektionen nur eine

mifBige Wirkung [10].

Wihrend die Carbapenemase-bildenden Enterobakterien zundchst im Rahmen klonaler
Ausbriiche vorkamen, verbreiten sich die Carbapenemasen seit den 1990er Jahren
zunehmend auch Spezies-iibergreifend [27]. Dabei spielen bis heute die Plasmid-
lokalisierten Carbapenemasetypen, die erstmals zu dieser Zeit identifiziert wurden [28-
30], eine entscheidende Rolle. Die Plasmid-vermittelte Dissemination der
Carbapenemasen ist ein Problem, das durch gramnegative Bakterien verursacht wird.
Hierbei spielen vor allem Enterobakterien aufgrund ihrer hohen klinischen Relevanz eine
entscheidende Rolle. Die Produktion von Carbapenemasen stellt inzwischen den
wichtigsten Resistenzmechanismus von Enterobakterien dar, der zu einer
Carbapenemresistenz fiihrt [10, 11, 31]. In Deutschland liegt die Préavalenz von CPE noch
bei < 0,5 %, wohingegen CPE in anderen Léndern bereits endemisch verbreitet sind [21,

32, 33] (Siehe Kapitel 1.5).

1.3  Einteilung der Carbapenemasen nach Ambler

Aus molekularbiologischer Sicht sind Carbapenemasen eine heterogene Gruppe und
gehoren unterschiedlichen PB-Laktamase-Gruppen an. Im Klassifizierungssystem nach
Ambler werden Carbapenemasen bzw. B-Laktamasen in Abhéngigkeit von ihrer
Aminoséuresequenz und ihres aktiven Zentrums in vier verschiedene Klassen eingeteilt.
Unterschieden werden die Klassen A, B, C und D, wobei die Klasse C keine
Carbapenemasen im eigentlichen Sinne enthalt. Die B-Laktamasen der Klassen A, C und
D besitzen in ihrem aktiven Zentrum einen Serinrest. Bei der Klasse B handelt es sich um
Metallo-p-Laktamasen, bei denen das aktive Zentrum von Zink-lonen gebildet wird. Des
Weiteren unterscheiden sich die Enzyme der verschiedenen Klassen in ihrer
hydrolytischen Aktivitat (siehe Tabelle 1)[18, 27, 34, 35].
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Die am hidufigsten vorkommende Klasse A Carbapanemase Klebsiella-pneumoniae-
Carbapanemase (KPC) ist in der Lage, sdmtliche f-Laktam-Antibiotika zu inaktivieren:
Penicilline, Cephalosporine der 1. bis 4. Generation, Carbapeneme und Monobaktame.
Somit besitzt sie das breiteste Resistenzspektrum aller Carbapenemasen [10, 27].
Weitere Klasse-A-Carbapenemasen sind u.a. die Imipenemase/Non-Metallo-
Carbapanemase-A (IMI/NMC-A), Serratia-marcescens-Enzym (SME) und Guiana
extended spectrum (GES) [36].

Die am weitesten verbreiteten Metallo-p-Laktamasen bezichungsweise Carbapenemasen
der Klasse B sind die Verona-Integron-Metallo-B-Laktamase (VIM) und New-Delhi-
Metallo-B-Laktamase (NDM). Ihr Subtratspektrum beinhaltet alle B-Laktame, abgesehen
von Aztreonam. Durch Metallion-Chelatoren wie Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
konnen Klasse B Carbapenemasen gehemmt werden. Weitere Carbapenemasen der

Klasse B sind u.a. die German Imipenemase (GIM) und die Imipenemase (IMP) [10, 27].

Zur Klasse C gehoren die chromosomal-kodierten Ampicillinase-C-f-Laktamasen
(AmpC) und Plasmid-kodierte Cephamycinasen, bei denen es sich nicht um
Carbapenemasen handelt, da Carbapeneme nicht zu ihrem Substratspektrum gehoren.
Phiinotypisch kann es allerdings infolge einer Uberexpression der Klasse C Enzyme in
Verbindung mit weiteren Mechanismen dennoch zu einer Carbapenem-Resistenz

kommen [27, 37].

Die Serin-Carbapenemasen der Klasse D setzen sich aus den Oxacillinase-f-Laktamasen
(OXA) zusammen. Es ist zu beachten, dass nicht alle Mitglieder der OXA-Familie
Carbapenemase-Aktivitdt aufweisen [38]. Die am weitesten verbreitete OXA-
Carbapenemase ist die OXA-48 [39, 40]. Sie besitzt innerhalb der Klasse D die hochste
hydrolytische Aktivitit gegeniiber Carbapenemen [41]. Weitere OXA-Carbapenemasen,
wie OXA-162, OXA-181 oder OXA-163 etc., werden auf Grund genetischer
Ahnlichkeiten unter dem Begriff OXA-48-like Carbapenemasen zusammengefasst [42].
Es existiert dariiber hinaus jedoch eine Vielzahl weiterer OXA-Carbapenemasen [43].
Verglichen mit anderen Carbapenemasen besitzen die Klasse D Enzyme das schmalste
Substratspektrum, da sie keine hydrolytische Aktivitit gegeniiber Cephalosporinen der 3.
und 4. Generation oder gegeniiber Aztreonam aufweisen. Die Empfindlichkeit gegeniiber

Carbapenemen ist auBerdem meist nicht komplett aufgehoben sondern nur reduziert [44].
12



Tabelle 1: Klassifikation der B-Laktamasen nach Ambler [34, 35]

Klasse Vertreter

Substratspektrum

geografische Verteilung

Spezies

A (Serin-p-Laktamasen)
KPC-2 (KPC-2 bis KPC-22)

Penicilline, Cephalosporine,

USA, Sudamerika, Griechenland,

K. pneumoniae -
P Israel, China

Carbapenemasen und andere Carbapeneme, Monobaktame
ESBL TEM, SHV, CTX-M B-Laktame variabel, keine Enterobacteriaceae,
Carbapeneme Nonfermenter

B (Metallo-p-Laktamasen)

Carbapenemasen NDM-1 (NDM-1 bis NDM-16)

VIM-1 (VIM-1 bis VIM-46)

GIM-1, GIM-2

Andere

Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme

Indien, Pakistan, Bangladesch,
Balkan-Staaten, GroRbritannien,

K. pneumoniae, E. coli
Mittlerer Osten

E. coli, K. pneumoniae, P.

; Griechenland, Italien
aeruginosa

P. aeruginosa,
Enterobacteriaceae

Deutschland

C (AmpC-Cephymycinasen)

chrosmosomal kodierte AmpC

Plasmid-kodierte AmpC (FOX,
MOX, DHA, CMY etc.)

B-Laktame variabel, keine
Carbapeneme

Enterobacter spp.
Citrobacter spp.

D (Oxacillinasen)
OXA-48-like (OXA-48, OXA-

Penicilline, Cephalosporine der 1.

und 2. Generation, Carbapeneme

Turkei, Mittlerer Osten,

K. pneumoniae, E. coli Nordafrika, Europa inkl.

Carbapenemasen
162, OXA-181 etc.) und andere variabel Deutschland
ESBL OXA-2, OXA-10 und andere B-Laktame variabel, keine Enterobacteriaceae,
Carbapeneme Nonfermenter
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1.4 Geografische Verteilung der Carbapenemasen

Allgemein ist ein weltweiter Anstieg des Auftretens von CPE zu beobachten, wobei die
meisten Carbapenemasen aus Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) Isolaten
nachgewiesen werden [27, 33, 39]. Dabei muss allerdings berticksichtigt werden, dass die

Datenlage insbesondere beziiglich endemischer Lénder oft unzureichend ist.

In Griechenland lag der Anteil Carbapenem-resistenter K. pneumoniae-Isolate 2017
beispielsweise bei ca. 65 %, in Italien bei 30 %, in Ruménien bei 23 % und auf Zypern
bei 16 % (Abbildung 2) [21]. Nicht nur in Siideuropa ist eine derart gehdufte Privalenz
feststellbar. In Indien weisen ca. 56 % der K. pneumoniae-Isolate eine Carbapenem-
Resistenz auf, in Pakistan 42 %, in China 36 % und in der Tiirkei 30 %. Auch in
Lateinamerika besteht eine relevante Verbreitung von Carbapenem-Resistenzen, wobei
fiir Argentinien mit 14 %, Ecuador mit 33 % und Venezuela mit 24 % die vergleichsweise

verlésslichsten Daten existieren (Abbildung 1) [33].

Die KPC, NDM, VIM und OXA-48 stellen die Carbapenemasen mit der weltweit
hochsten Priavalenz dar. Die Héufigkeit der einzelnen Carbapenemase-Subtypen variiert
auf den Kontinenten bzw. von Land zu Land, wobei sich die KPC bisher am

erfolgreichsten verbreitet hat [27, 39].

Der erste KPC-produzierende Stamm war K. pneumoniae und wurde 1996 in North
Carolina, USA beschrieben [29]. Endemische Ausmalle hat die Verbreitung der KPC
gegenwartig an der Ostkiiste der USA, in Puerto Rico, Kolumbien, Griechenland, Israel
und Teilen von China angenommen [39, 45, 46]. K. pneumoniae ist auch hier die Spezies,
bei der dieses Enzym am h&ufigsten nachgewiesen wird [39]. Durch die Lokalisation von
blakpc auf Plasmiden kommt sie aber auch bei anderen Enterobakterien vor [47]. Aktuell

sind mehr als 60 KPC-Carbapenemasetypen bekannt [43].

Die Metallo-p-Laktamase NDM ist der bisher hdufigste Carbapenemasetyp, der in Asien
nachgewiesen wird, speziell in China, Pakistan, Bangladesch und Indien [39, 48]. Dabei
ist in Indien das Vorkommen nicht nur auf Krankenhduser beschriankt, sondern weitet sich

auch auf NDM-produzierende Enterobakterien aus, die u.a. im Leitungswasser gefunden
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werden [49]. Weitere Gebiete mit einer hohen NDM-Privalenz sind die Balkan-Staaten,
GrofBbritannien und der Mittlere Osten. Am héufigsten wird die NDM von K. pneumoniae
und E. coli produziert. Blanpm-tragende Plasmide gelten allerdings als besonders mobil,
sind dadurch weniger an Speziesgrenzen bzw. klonale Verbreitung gebunden und
kommen deshalb in allen Enterobakterien und anderen gramnegativen Spezies vor [39,
48]. Die Ausbreitung seit der ersten Isolierung von NDM aus einem K. pneumoniae
Stamm im Jahr 2009 verlduft vermutlich unter anderem deshalb so erfolgreich [50].

Mittlerweile sind iiber 20 Carbapenemasen vom NDM-Typ bekannt [43].

Die ebenfalls zu den Metallo-B-Laktamasen gehorende VIM ist vor allem in Europa,
speziell in Griechenland und Italien vorzufinden. Bekannt sind die VIM-Carbapenemasen
seit der ersten Beschreibung im Jahr 1999 in Italien aus einem Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) Isolat [51]. Beziiglich der Enterobakterien wird sie vermehrt aus K.
pneumoniae und E. coli isoliert, kommt aber hauptsédchlich in P. aeruginosa vor. [52-54].

Uber 60 Carbapenemasetypen werden aktuell der VIM-Familie zugeordnet [43].

OXA-48 stellt den relevantesten Carbapenemasetyp der Klasse D nach Ambler dar und
wurde erstmals im Jahr 2004 bei einem K. pneumoniae Isolat aus der Tiirkei nachgewiesen
[44]. Derzeit sind fast 500 verschiedene OXA-Typen bekannt, von denen ca. ein Drittel
Carbapenemase-Aktivitdt aufweist [43]. OXA-48 ist vor allem in der Tiirkei, im Mittleren
Osten und Nordafrika verbreitet und aulerdem die am héiufigsten in Europa vorkommende
Carbapenemase. Sie wird hauptsdchlich aus K. pneumoniae und E. coli isoliert. Die
Dissemination erfolgt sowohl iiber klonale als auch Plasmid-vermittelte Ubertragung [39, 53,

55].
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Abbildung 1: ECDC-Darstellung zum
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Abbildung 2: CDDEP-Darstellung zum Anteil Carbapenem-resistenter invasiver Isolate von
K. pneumoniae 2012-2017, nach Land.

Bildnachweis: The Center for Disease, Dynamics Economics & Policy. ResistanceMap:
Antibiotic resistance. 2020. https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php. Zuletzt
abgerufen am 27.01.2020 [33].
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1.4.1 Carbapenemase-produzierende Enterobakterien und Sepsis

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Erkrankung mit einer hohen Letalitdt. In
Deutschland liegt diese bei ca. 25 %, in anderen Léndern wie z. B. Spanien sogar bei bis
zu 40 % [1, 2]. Eine effektive und zeitnahe Antibiotikatherapie gehort dabei zu den
entscheidenden lebensrettenden MalBnahmen [4-6, 8]. Diese gestaltet sich umso
schwieriger, je mehr Resistenzen der zugrundeliegende Erreger aufweist.
Blutstrominfektionen, die durch Carbapenem-resistente Enterobakterien (CRE)
verursacht werden, waren in Studien mehrheitlich mit einer hoheren Letalitit assoziiert,
als jene, bei denen der ursdchliche Erreger Carbapenem-sensibel war. Sowohl das
schwierige und oft insbesondere initial nicht ausreichend bekannte Resistenzspektrum als
auch die hiufig notwendige Antibiotika-Kombinationstherapie sind vermutlich Griinde
dafiir [10, 56-61]. Der Anteil CRE-assoziierter Blutstrominfektionen liegt in Deutschland
zurzeit bei 0,2 %, wobei die Anzahl Carbapenem-resistenter Isolate von Enterobakterien
aus deutschen Krankenhdusern steigt [8, 32, 62-64]. Die internationale Datenlage zur
Epidemiologie CRE-assoziierter Blutstrominfektionen ist aktuell noch nicht ausreichend
valide, um verldssliche Riickschliisse auf die Entwicklung der Inzidenz zu ziehen.
Dennoch existieren einige Studien, die zumindest einen Einblick in diese Thematik
bieten. In einer Studie aus Yangon, Myanmar trat bei 14 % der Sepsis-verursachenden
Erreger eine Carbapenem-Resistenz auf [65]. In einer Studie aus sieben
stidamerikanischen Léindern produzierten 21 % der septischen Keime eine
Carbapenemase und waren ebenfalls mit einer hdheren Sterberate assoziiert [58]. Eine
tiirkische Studie zeigte, dass knapp 40 % der dortigen Sepsis-verursachenden Klebsiella-
Stamme Carbapenem-resistent waren [66]. K. pneumoniae Stimme, die in einer Studie
aus Israel zu einer Sepsis gefiihrt haben, waren in 22% der Félle Carbapenem-
unempfindlich [60]. Bei pddiatrischen Patienten in einer Studie aus Indien wiesen 27 %
der Sepsis-verursachenden gramnegativen Bakterien eine Carbapenem-Resistenz auf
[67]. Obgleich die Studien unterschiedlich belastbare Daten enthalten, kann angenommen
werden, dass die Epidemiologie von Carbapenem-resistenten Keimen, die
Blutstrominfektionen verursachen, mit der allgemeinen Carbapenemase-Pravalenz der

jeweiligen Lander korreliert.

Da die Carbapenemase-Pravalenz in den letzten Jahren dramatisch gestiegen ist [21, 39],
ist es umso wichtiger, die Diagnostik von CPE-bedingten Blutstrominfektionen zu
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verbessern und allgemein zugédnglich zu machen. Diesbeziiglich wire es insbesondere
hilfreich, eine niedrigschwellig einsetzbare und kostengiinstige Analytik zu etablieren,
welche zudem in der Lage ist, die Resistenzen mit einem vertretbaren Zeitaufwand, das
heilt maximal innerhalb weniger Stunden, bei guter Sensitivitdit und Spezifitit zu

bestimmen.

1.4.2 Die haufigsten Carbapenemasen in Deutschland

Seit Beginn der statistischen Datenerhebung von CPE durch das nationale
Referenzzentrum fiir gramnegative Krankenhauserreger (NRZ) im Jahr 2009 ist OXA-48
die haufigste Carbapenemase in Deutschland, gefolgt von VIM-1, NDM-1, KPC-2 sowie
KPC-3 (Abbildung 3). Der grofite Teil der von Enterobakterien produzierten
Carbapenemasen wird dabei in K. pneumoniae nachgewiesen, gefolgt von E. coli und E.
cloacae. Die zur Abklarung des Vorliegens einer Carbapenemase an das NRZ gesendeten
Isolate stammten aus verschiedenen Patientenmaterialien, wobei es sich im Jahr 2017 bei

3,2 % davon um Blutkulturen handelte.

In Deutschland ist eine steigende Pridvalenz und Diversitidt von Carbapenemasen zu
beobachten. Das hohe Autkommen von KPC-2 im Jahr 2014 war auf einen multiklonalen
Ausbruch in einem Krankenhaus in Stidhessen zuriickzufiihren. Es wird auf Grund der
breiten Speziesverteilung bei diesem Ausbruch angenommen, dass hier der horizontale

Gentransfer eine bestimmende Rolle eingenommen hat.

Ungeachtet der derzeit noch relativ geringen Prévalenz von Carbapenemasen insgesamt,
findet nach wie vor auch in Deutschland der weltweit erstmalige Nachweis bisher
unbekannter Carbapenemasen statt. Das unterstreicht die Wichtigkeit von
Nachweismethoden, die in der Lage sind, Carbapenemasen mit unbekannter
Nukleotidsequenz zu detektieren. Entsprechende Nachweismethoden werden im Rahmen

dieser Arbeit untersucht [21, 32, 62-64].
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Abbildung 3: RKI-Darstellung der Verteilung von Carbapenemasetypen bei Enterobakterien im
zeitlichen Verlauf 2009-2017.

Bildnachweis: Robert-Koch-Institut, Epidemiologisches Bulletin Nr. 28, 2018 (mit freundlicher
Genehmigung des Robert-Instituts, geméf der Creative Commons Namensnennung 4.0

International Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de ) [62].

1.5  Funktionsweise von Carbapenemasen

Durch Carbapenemasen werden bei einer entsprechenden Antibiotikatherapie B-Laktam-
Antibiotika inaktiviert. Dies erfolgt durch die hydrolytische Spaltung des B-Laktamrings.
Der konkrete Angriffspunkt ist hierbei die polare Atombindung zwischen dem
asymmetrischen Stickstoffatom und der Carbonylgruppe. Carbapenemasen befinden sich
im periplasmatischen Raum des Bakteriums und spalten 3-Laktam-Antibiotika, nachdem
diese durch Porine in diesen Raum eingetreten sind. So verhindern sie die Bindung des
Antibiotikums an das Penicillin-bindende Protein (PBP) und heben dadurch seine
Wirkung auf [68]. Durch die Hydrolyse wird bei jeder Spaltung ein Proton freigesetzt,
wodurch eine pH-Wert-Anderung erfolgt, welche fiir die in dieser Arbeit vorgestellten

Testverfahren diagnostisch genutzt werden soll (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Darstellung der enzymatischen Deaktivierung von Imipenem. Hydrolytische
Spaltung des [-Laktam-Rings durch Carbapenemasen mit Freisetzung eines Protons.

Bildnachweis: Zhai ef al., Thermochim. Acta, 2012 [69].

1.6 Detektion von Carbapenemasen aus Blutkulturen

Fiir die Detektion von CPE aus Blutkulturen existieren derzeit zahlreiche Verfahren, die
sich entweder molekularbiologischer, phéinotypischer, colorimetrischer oder
massenspektrometrischer Prinzipien bedienen. Diese Verfahren unterscheiden sich
allerdings nicht nur in den Testverfahren sondern auch hinsichtlich Kosten, Zeitaufwand,
Einsetzbarkeit, notwendiger Laborausstattung sowie Sensitivitdt und Spezifitit. Dabei
wird die PCR aktuell sowohl aufgrund ihrer Zuverldssigkeit (Sensitivitit und Spezifitét)

als auch ihres relativ geringen Zeitaufwandes als Goldstandard angesehen [70, 71].

1.6.1 PCR

Fiir die Detektion von Carbapenemasen bzw. ihrer Gene (blaxowm, blaxpc, blaviv, blaoxa-
4g-like €tc.) werden in der Diagnostik vorzugsweise Real-Time-Multiplex-PCR basierte
Assays eingesetzt. Carbapenemasen mit bekannter Nukleotidsequenz kénnen mit dieser

Methode schnell und zuverldssig nachgewiesen werden [12, 70, 72-74].
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1.6.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie (Matrix—Assistierte ~ Laser—Desorption—
Ionisierungsmassenspektrometrie kombinert mit Flugzeitanalyse; engl. matrix-assisted laser
desorption ionization = MALDI, time of flight = TOF) konnen inzwischen nicht nur
Bakterienspezies zuverldssig identifiziert, sondern auch das Vorliegen einer
Carbapenemase nachgewiesen werden. Hierfiir wird der zu testende Stamm zusammen
mit einem Carbapenem inkubiert, sodass das Carbapenem durch die ggf. vorhandene
Carbapenemase gespalten wird. Das gespaltene Carbapenem und die Nebenprodukte
weisen aufgrund ihres abweichenden Masse-Ladungsverhiltnisses eine andere Flugzeit
auf als das ungespaltene Carbapenem. Diese Flugzeit kann mithilfe der MALDI-TOF-
MS gemessen werden, indem die auf einer Matrix befindlichen Molekiile durch einen
Laser desorbiert, ionisiert und mittels eines elektrischen Felds beschleunigt werden. Die
Unterschiede der Flugzeiten bzw. das Massenspektrogramm werden mithilfe einer

Referenzdatenbank ausgewertet.

Eine weitere Moglichkeit, die die MALDI-TOF-MS bietet, ist der direkte Nachweis der

Carbapenemasen mittels Carbapenemase-assoziierter Proteine [75].

1.6.3 Immunchromatographische Tests

Die kommerziell erhéltlichen immunchromatographischen Tests (ICT) ermdglichen die
Detektion der Carbapenemasen NDM, KPC, VIM, OXA-48-like und OXA-163-like [76].
Es handelt sich hierbei um Lateral Flow Tests, die auf einem dem Schwangerschaftstest
dhnlichen Prinzip beruhen. Monoklonale Antikdrper gegen spezifische Epitope der
jeweiligen Carbapenemase sind auf einer mit kolloidalen Gold-Nanopartikeln versetzten
Nitrozellulosemembran innerhalb einer Lateral-Flow-Kassette gebunden. Die zu testende
Probe wird auf den Teststreifen gegeben und gelangt mittels Kapillarkriften zu den
gebundenen Antikorpern. Enthélt die Probe ein spezifisches Carbapenemase-Epitop, wird
dies durch die Bindung an den entsprechenden Antikorper und mithilfe des kolloidalen

Golds sichtbar gemacht [77, 78].
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1.6.4 Colorimetrische Tests

Die colorimetrischen Tests beruhen auf folgendem Prinzip: Die Freisetzung des Protons
bei der hydrolytischen Spaltung eines Carbapenems und die damit einhergehende pH-
Wert-Senkung werden durch eine Indikatorsubstanz sichtbar gemacht. Die Testlésungen
enthalten daher unter anderem den Indikatorfarbstoff Phenolrot und das Carbapenem
Imipenem. Diese Testlosungen werden dem entsprechend aufbereiteten Stamm
hinzugefigt. Bei gegebenem Enzymangebot und damit einhergehender Hydrolyse des
Carbapenems findet ein Farbumschlag von beispielsweise rot noch gelb statt (Abbildung
5).

Der zu testende Stamm muss nach bisher etablierten Analyseprotokollen zuvor auf einem
Festmedium kultiviert werden, erst im Anschluss daran kann der Test durchgefiihrt
werden.

Dadurch ergibt sich eine Mindestanalysezeit von 18-24 h fir Blutkulturen. Auch hier

existieren Protokolle, die die Blutkulturdiagnostik auf eine Detektionszeit von 5-6 h

verkiirzen kénnen [79-81].

Abbildung 5: Ergebnisse einer Testung
™ mithilfe eines colorimetrischen Tests (hier
Carba NP Test). Links: positives
Testergebnis, der getestete Stamm bildet
eine Carbapenemase (NDM-7). Rechts:
o= i e g s == negatives Testergebnis.

1.6.,5 Carbapenem Inactivation Method

Bei der Carbapenem Inactivation Method (CIM-Test) wird Uberprift, ob der zu testende
Bakterienstamm ein Meropenem-Testplattchen inaktiviert, was auf die Expression einer
Carbapenemase hinweist. Hierzu wird jenes Meropenem-Plattchen in einer Suspension
inkubiert, die den zu testenden Stamm enthalt. AnschlieBend wird untersucht, ob eine

Inaktivierung des in dem Plattchen enthaltenen Meropenems stattgefunden hat.
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Dies geschient mithilfe eines Carbapenem-sensiblen Stamms, der auf ein
Festndhrmedium als Bakterienrasen zusammen mit dem Plattchen aufgetragen wird.
Wenn dieses Meropenem-Plattchen keinen Hemmhof auf diesem Bakterienrasen erzeugt,
bildet der getestete Stamm eine Carbapenemase (Abbildung 6). Ausgehend von einer
positiven Blutkultur erfolgt im unmodifizierten Originalprotokoll also ein
Kultivierungsschritt des zu testenden Stamms auf einem Festmedium (18-20 h). Darauf
folgt die Herstellung einer Bakteriensuspension bestehend aus diesem Stamm mit
anschlieRender Inkubation des Meropenem-Pl&ttchens in dieser Suspension (2-4 h). Jenes
Meropenem-Plattchen wird im letzten Schritt auf einem Festmedium mit einem

Meropenem-sensiblen Stamm  kultiviert (18-20 h). Daraus ergibt sich eine

Gesamtanalysezeit von 38- 40 h [82].

Abbildung 6: Ergebnisse einer
Testung mithilfe des CIM-
Tests. Links: positives
Testergebnis, kein Hemmbhof,
der getestete Stamm bildet eine
Carbapenemase (NDM-1).
Rechts: negatives Testergebnis
mit Hemmbhof.

1.7  Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit war es, aus den colorimetrischen/phénotypischen Methoden
CIM-Test, NP Carba Test, B-Carba-Test, Neo-Rapid Carb Kit ein Testverfahren zu
entwickeln, um CPE direkt aus einer positiven Blutkultur nachweisen zu kdnnen. Dies
sollte ohne zeitaufwendige Kultivierung auf Festmedien oder in Fliissigmedien erfolgen.
Der Test sollte schnell, kostengiinstig, zuverldssig und universell einsetzbar sein
(Carbapenemase-Schnelltest). Die angestrebte Verkiirzung der Analysezeit von 18-24 h
auf ca. 2-3 h soll einen fritheren Einsatz einer zielgerichteten und resistenzangepassten
Antibiotikatherapie ermoglichen. Durch diesen signifikanten Zeitgewinn soll ein
diagnostischer Beitrag zur Reduktion der Letalitdit von speziell Enterobakterien-

assoziierter Sepsis geleistet werden.
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Abstract

The rapid detection of blood stream infections (BSI) by carbap producing Ent (CPE) is indispensable to
carly optimize antibiotic treatment and to improve survival. While phenotypic tests are timeconsuming and PCR is expensive
and not available in many routine laboratories, colorimetric tests (e.g., Carba NP test) can provide rapid results at modemte cost.
However, up to now, the detection of CPE-BSI requires a further 3-h incubation in broth supplemented with zinc sulfate and
imipenem after a blood culture has become paositive, thereby cansing delay and additional hands-on time. The purpose of this
study was to develop and evaluate a new method for the detection of CPE directly from paositive blood culture without the need
for incubation in broth, based on the commercially avalable colorimetric B-CARBA test. For the evaluation, blood cultures
spiked with 140 different Enterobacterakes isolates producing diverse beta- lactamases were tested with thenew method. Ofthese,
70 were CPE (OXA-48-like, NDM, KPC, VIM, and GIM). After blood cultures turned positive, blood culture fluid was drawn,
and erythrocytes were hemolyzed with SDS, washed, and equilibrated before the f-CARBA was performed on the bactenial
pellet. All carbapenemases were reliably detected, including weak carbapenemases of the OXA-48 group. The sensitivity was
100% (95% C1 94.9-100) and the specificity 94.3% (95% CI 89.2-99 4). The time toresult was 20 to45 min. Carbapenemases
canrapidly and reliably be detected directly from blood cultures using the new method, which could help to improve the outcome
of these difficult-to-treat infections.

(v

Keywords Carbapenemase - Carba NP - Blood stream infection -NDM - OXA<48

Introduction culture has become positive, e.g., by disk diffusion or other

susceptibility tests. I resistance to a carbapenem is observed,

Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) are in-
creasingly reported from mvasive infections and are 1at-
ed with higher morality and mcreased cost and length of
hospital stay [1]. The rapid detection of CPE from scvere
infections, especially blood stream infections (BSI), is of par-
amount importance, since the fast inttiation of appropriate
antibiotic therapy may help to improve patient management
and clnical outcome. Currently, by standard methods, 16—
20h are required to detect carbapenem resistance after a blood
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further confirmatary tests have to be performed for the detec-
tion of a carbapencmase, which take additional time. Several
methods have been described to shorten the time for the de-
tection of CPE from blood cultures, mcluding nuckic acid-
based techniques, magnetic resonance, MALDI-TOF analy-
sis, immunochromatographic tests (ICT), the new rapid disk
diffusion testing proposed by EUCAST, and others [2-5].
Most of these assays require further equipment, significant
hands-on time or an additional incubation on agar or in broth.
Additionally, several of these tests (e.g., PCR, ICT) only rec-
ognize a subset of carbapenemases.

Colorimetric assays (c.g., Carba NP test and commer-
cial assays) indicate carbapenemase activity by the inac-
tivation of a carbapenem (typically imipenem), resulting
in a pH shift which subsequently leads to a color change
of an indicator (c.g., phenol red) [6). The advantage is the
recognition of a broader spectrum of enzymes than with
most available PCRs or ICTs. Colonmetric assays have

€ springer
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been validated for the use from solid media, ¢.g., Mueller-
Hinton agar. Variations have been reported for the use
directly from blood cultures: however, they require an
additional culture on solid or liquid media (2-4 h),
followed by lysis and incubation in the presence of a
carbapenem and the pH indicator, thereby leading to a
long hands-on time and time to result [2].

The B-CARBA test is a new commercially available col-
onmetric assay, uhx:hlsmpldmdmsytomcmdlmshown
good perfor in the detection of carbap
Enterobacteniaceae gmwn on solid media [7]. In this stud)c
we developed and ev d a novel method for the rapid
detection of carbap activity directly from positive
blood culture bottles using this assay.

Materials and methods
Bacterial isolates

A total of 140 Enterobactenaceac isolates from the clinical
microbiology laboratory of two German University hospi-
tals (Frankfurt, Cologne) and from previous studies were
included [8-13). Of these, 70 were carbapencmase pro-
ducers: OXA48 (n=19), NDM (n=15), KPC (n=11),
VIM (n=14), GIM (n=3), OXA-48-like (n=6), and
OXA-48-like + NDM (n 2) (Table 1). Additionally, 70
non-carbap isolates served as negative
controls; ofthese 68 were chmcal isolates with other beta-
lact (e.g., extended spectrum f-lactamase (ESBL),
AmpC) and two were quality control strains without beta-
lactamase activity (E. coli ATCC 25922, E. coli J53).

All isolates were characterized for the presence of
blaoxa-ssiae. blaviv, blaxow, blagne, and blaxec and
of ESBL genes by PCR and subsequent Sanger sequenc-
ing as previously reported [8-11]. Additionally, all iso-
lates negative for carbapenemases by PCR were tested
for carbapenemase activity using the Carba NP test [6].

Inoculation and processing of blood culture bottles

A bacterial suspension equivalent to 0.5 McFarland was dilut-
ed 1:1000. Subsequently, 10 pL of this solution was mixed
with SmL of human blood from healthy volunteers for a final
inoculum of ~ 300 cfiymL of blood and inoculated nto a BD
Bactec Plus Acrobic blood culture bottle (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany). The bottles were then incubated ina
Bactee FX (Becton Dickinson) until they flagged
paositive. All positive blood culture bottles were controlled
for purity by inoculation of 100 pL blood culture fluid onto
sheep blood agar. From the blood cultures, 2 mL of fluid was
taken to perform the tests.

4 Springer

B-CARBA test

Forthe B-CARBA test, 2mL ofblood culture fluid was mixed
with 200 L. of 10% SDS (AppliChem, Darmstadt, Germany)
and incubated at room temperature for 5 min in order to lyse
the erythrocytes. The sample was centrifuged for | min at
13,000%g in a tabletop centrifuge and the supernatant
discarded. The bacterial pellet was washed firsst with 1 mL
distilled water, followed by | mL phosphate buffered salne
(PBS, pH 7.4) to emove remaining blood cells and balance
the pH value. Subsequently, the bacterial pellet was subjected
to the B-CARBA test (Bio-Rad Laboratories, Munich,
Gormany) as ded by the facturer for bacten
grown on solid media. Briefly, the pellet was mixed with
40 pL of R1 reagent and 40 pl of R2. Following incubation
for 30 mm at 37 °C, the test results were read. Any color
change in the first 30 min, from yellow to omnge, red, or
purple, was interpreted as positive.

Results

In the first part of the evaluation, a protocol for the
analysis of blood cultures with the f-CARBA test was
developed. To achieve a high inoculum, 2 mL of the
blood culture was used and bacteria were

followed by a subsequent hemolysis of arythrocytes. We
tested several hemolysing agents, some of which com-
promised readability or gave nise to false-positive results
(e.g., saponin, data not shown). With 10% SDS, com-
plete hemolysis was reached with no interference with
the B-CARBA test. A further washing with water and
PBS was donc to equilibrate the bacterial suspension
and to facilitate reading of a color change. Using this
method, the B-CARBA test showed good results and
carbay producing isolates could be casily detect-
ed by the color change from yellow to red, purple, or
orange (Fig. 1). All carb were detected
resulting in a sensitivity of 100% (Tablc 2). There were
no differences between species and al-
so, weakly hydrolyzmg cnzymes could be casily
interpreted, including all OXA<48-like producing iso-
lates (n=25). Isolates producing more than one
carbapenemase were equally well detected. The overall
specificity of the test was 94.3%, and 4/70
carbapencmase-negative isolates gave rise to false-
positive results. The test from blood cultures was casy
to perform and results were available after 2045 min,
with 15 min hands-on-ime for the prepamtion of the
blood culture and maximum 30 min incubation time|
until a color change could be observed. However, in
31 out of 70 isolates, a color change could be noted
within the first 5 min.
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Table1 bolstes included in the study

Carbapenemase production No. of isolstes

K. preumaonioe K. axytoca

E. cob Al species

Carbapenemasse pasitive 25 1
OXA-48like 9
OXA-48 6
OXA-162 1
OXA-181
OXA-204 1
OXA-232
OXA-244
KpC
KPC-2
KPC-3
NDM
NDM-1
NDM-7
VM
VIM-1 1
VIM-2
GM 1
GIM-1 1
Double carbepenemass producess
NDM-1/OXA-232 1
NDM-S/OXA-181
Carbapenemase negative 15 3
Totsl « 4

W o= e =

18 7 14 5
12 2 2

1
50 1 1
68 8 15 5 1

PR SR Y <
~
a

8 3 NULULUNRNE-E Rl e =B A

Others: Citrobacter brakii(n = 1), Pogeus mirabilis (n= 1), Providencia stuarsi (n= 1), Ravudsella ornitholysica (n=1), Serratia marcescens (n=1)

Discussion

This study demonstrates that with the newly developed meth-
od, the most common carbapenemases can reliably be detect-

ed directly from paositive blood cultures within 20-45 min.
However, both the inoculum and hemolysis procedure
were critical to obtain a sensitivity of 100%. Hemolysis was
necessary because erythrocytes affected the color of the test if
they had not been hemolyzed. Additionally, after hemolysis, a
higher inoculum of 2 ml blood culture fluid could be used,
which was mportant for isolates with weak carbapenemase
expression, €.8., OXA-48-like. With a lower inoculum (200 pl
or 500 pl), not all carbapenemases were detected (data not
shown). Using the newly developed protocol, all
carbapencmases could be reliably detected. Our results are in
line with a previous study on the f-CARBA test flom solid
media, reporting a better sensitivity when a higher inoculum
was used [14]. Compared to previous evaluations [7, 14, 15],
in the present study, more isolates with different
were included and the B-CARBA test was

sensitivity was 100%, which was similar (7] or higher than
previously reported from solid media [ 14-16). The specificity
reached 94.3%, as four isolates gave nise to false-positive re-
sults (K oxytoca (n=3) and £. coli (n=1)). Of these, three
were ESBL producers (CTX-M-1, CTX-M-3, and CTX-M-9),
and one K axywaa had no ESBL, but showed hyperproduc-
tion of the chro | K1 f-lctamase. When grown on
sheep blood agar, the f-CARBA result was negative in 44
isolates, indicating either interference with the hemolysis pro-
cedure or culture conditions in the blood culture bottle. False-
positive results with the §-CARBA test have been ako repont-
ed before with isolates grown on solid agams, e.g., with
K. oxytoca and hyperprod of K1 §-1 or with
E doacae and AmpC hyperproduction [19].

Other colorimetric tests have been evaluated for the use
from blood cultures, e.g., the Carba NP test [2). While this test
yiclded compamble results (sensitivity 97.9%, specficity
100%), it is not well sutted for a routine laboratory since it
requires preparation of different reagents before the st can
be done. Additionally, 300 pl blood culture fluid has to be

evaluated for its use directly from pasitive blood cul The

bated with imi and zinc sulfate in hiquid broth for

-

4 Springer
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Fig 1 Results of the B-C ARBA test from blood cultures: negstive (lefl)
nd positive (right)

3 h, before the Carba NP test can be performed, resulting in
lon ger hands-on time and time to result (3 to 5 h). Recently, two
other colorimetric tests were assessed for the detection of CPE
from blood culture: the CNPt-direct and the Blue Carba test,
both modifications of the Carba NP test [17]. In this study,
sensitivity from spiked blood cultures was 87% (53/61); most
false-negative results were caused by OXA-48-producing so-
lates (sensitivity 64% (7/11)). Compared o the two studies
mentioned above, our protocol shows a comparable perfor-
mance with a higher sensitivity especially for OXA-48
carbapenemases and a significantly shorter ime to result (20—
45 min vs. 3-5 h) and hands-on time.

Other methods have been reported for the det of

Table2 Performance of the B-CARB A tst from blood cultures
B-CARBA test

Negative

Carbepenemsse
Amblerclss D (n=25)
OXA48 (n=19)
OXA-162 fn=1) 1
OXA-181 ¢n=2) 2
OXA- 24 (n=1) 1
OXA-B32(n=1) 1
OXA-244(n=1) 1
Totel clsss D (%)
Amblerclas A (n=11)
KPC-2 (n=10)
KPC-3(n=1) 1 0
Total cless A (%) 0()
Amblerclas B(n=32)
NDM-1 (n=14)
NDM-7 (n=1) 1
VIM-1 (n=12)
VIM2@=2) 2
GIM-1 @ =3) 3
Total cless B (%)
OXA48-like + NDM (n=2)
OXA-232 +NDM-1 (n=1) 1 0
OXA-181 +NDM S (n=1) 1 0
Totel (NDM + OXA-48-like) (%) 2 (100) 0@
Total (%) 70 (100) oo
Mo cards

SRR S

(L)

]
ccocece e

o)

(=)

carbapenemases directly from positive blood cultures, eg.,
MALDI-TOF hydmlyss assays or molecul: cg.,

e

Total (%) a5 66 (943)

the Venigene assay [3, 4]. Each approach has specific strengths
and weaknesses regarding performance, associated costs, and
time to result. Compared to the MALDI-TOF hydmolyss as-
say, theadvantage of the f-CARBA test s the casy test format
and the shorter ime 1o result. Additionally, a broth culture and
further incubation are necessary after a blood culture has be-
come positive, requining an additional 3 to 5 h compared to
20-45 min with the §-CARBA test. With the Verigene assay,
thetime to result is longer (~ 2 h) and the assay is considerably
mare expensive than the f-CARBA test. Futthamore, for
both the MALDI-TOF hydrolysis assay and the Venigene as-
say, additional equipment and software is y. The de-
tection of carbapencmases from blood cultures using an
immunochromatogmphic assay has recently been reported
[5). Sensitivity and specificity of 100% and a short time to
result (2045 min) have been demonstrated with this method,
but currently only KPC, NDM, and OXA-48-like can be de-
tected. In contrast, with the f-CARBA test, other

carbapencmases can be detected that are not included in the
pancls of the molecular or i chromatographic assays.
Q Springer

Sensitivity, 95% C1
Specificity, 95% CI

1009, 94.9-100
943%, 892-99.4

Cf confidence interval

In this proof of prnciple study, a new protocol for
the detection of CPE from blood cultures using the fi-
CARBA test was developed and systematically assessed,
resulting in the detection of the most important
carbapenemases with 100% sensitivity and 94.3% spec-
ifiaty. The study included a large ber of molecular-
ly characterized isolates with the most prevalent
carbapenemases in Germany, OXA-48-like, KPC,
NDM, VIM, and GIM making up 98.3% of all CPE
sent to the National Refe lab y for nosocomial
pathogens [18). However, the study has some limita-
tions. Since the prevalence of BSI with CPE at our
institution is too low for a prospective evaluation, we
had to usc spiked blood cultures to include a sufficient
number of isolates with different carbapenemase vari-
ants. Additionally, only onc isolate of E. cloacae and
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C. freundii was included, which overexp d AmpC
B-lactamase. It has been shown that these strains may
produce false-positive results in the f-CARBA ar other
colorimetric tests [19]. Furthermore, acrobic blood cul-
ture bottles from one manufacturer were cvaluated
(Becton Dickinson). Results might not be identical when
other blood culture media are used. Therefore, our re-
sults should be verified in a routine microbiology labo-
ratory setting with a sufficient number of patients with
BSI caused by CPE. Additionally, the §-CARBA test
has been shown to be suboptimal for the detection of
IMI- or GES-type carbapenemases [16]. These
carbapencmases are rare in Gemmany, but in arcas where
these carbapencmases are more prevalent, the low sen-
sitivity of the B-CARBA test for these vanants has to
be considered.

Conclusions

The present study demonstrates that with the new method,
OXA-48-like, KPC, NDM, GIM, and VIM carbap
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Carbapenemase-Producing Enterobacterales Directly from
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ABSTRACT Early identification of infections caused by carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) can help to optimize patient treatment and improve outcome.
In this study, protocols for rapid detection of carbapenemase production directly
from positive blood cultures were developed applying a concentration and hemoly-
sis step before a test for carbapenemase production was performed. Four different
methods (three modified colorimetric assays [8-Carba, bcCarba NP, and NeoRapid
Carb] and a variation of the carbapenem inactivation method [CIM] test with blood
cultures [bcCIM]) were d on blood cull spiked with 185 different molecu-
lardy characterized Enterobacterales isolates. The challenge collection included 81
carbapenemase-negative isolates and 104 CPEs (OXA-48 [n = 25], NDM [n = 20], KPC
[n=18], VIM [n=25], GIM [n = 5], OXA-48-like [n= 9] and OXA-48-like plus NDM
[n = 2]). The sensitivity/specificity was 99.0%/95.1% for bcCarba NP, 99.0%/91.4% for
NeoRapid Carb, 100%/95.1% for B-Carba and 100%/100% for bcCIM. Weakly hydro-
lyzing carbapenemases (e.g., OXA-48ike) were also well detected by the assays. The
time to result was 20 to 45 min for B-Carba, 2 to 3 h for bcCarba NP, 2.5 to 2 h for
NeoRapid Carb, and 18 to 24 h for bcCIM. In conclusion, all assays demonstrated
good detection of CPE. The protocols can be easily implemented in any clinical mi-
crobiology laboratory and could help to optimize therapy early in bloodstream infec-
tions by CPE

KEYWORDS carbapenemase, Carba NP, blood stream infection, NDM, OXA-48, KPC,
VIM, g-Carba, CIM, CPE, colorimetric

Cration Meler M, Hamprecht A 2019,
Blood stream infections (BSI) with carbapenemase-producing Enterobacterales {CPE) de. of four methads for
are associated with higher mortality and increased cost and length of hospital stay En " d;diy('mm:bd I
(1). The prompt initiation of appropriate antibiotic therapy can improve patient man- Clin Microblal 57:200709-12. httpsd/dotoeg/10
agement and clinical outcome; the rapid detection of CPE is therefore of utmost 1128/XCM00709-1%
importance. Standard methods used today (e.g., conventional disk diffusion testing or Editor Kacer: C. Camoil, Johns Haping
S < z g Uninessity School of Medicme
other susceptibility techniques) typically require 16 to 20 h after a blood culture has C Bt © 3015 Meter snd Harmprecht. This
become positive to detect carbapenem resistance. In the case of carbapenem resis- s 3n o aceess artide diiributed under the
tance, further confirmatory tests have to be performed for the detection of a carbap- temes of the Creative Commuons Attiibution 40
enemase, which take additional time, e.g., colorimetric tests, PCR, immunochromato- :‘“"’“"“m o
v . Sl - ress o -] P
graphic tests {ICTs), or the carbapenem inactivation method (CIM) or modified CIM =
(mCIM) {2-5). Different assays can shorten the time for the detection of CPE from BESI, Rocatved 1 Maxy 2015
including, nudeic acd-based techniques, matrix-assisted laser desorption ionization- Returned for modification 22 May 2019
time of flight (MALDI-TOF} analysis, and others (6-9). However, for most tests, signifi- Accaptad 7 Augist 2019
cant hands-on time or additional incubation steps on agar or in broth are required. ml';-"“"mm"
Furthermore, some tests (e.g., PCR and ICT) only target a subset of carbapenemases Published 73 Ocicker 2019
(e.g., the four most common: OXA-48, KPC, NDM, and VIM).
Novermbar 2019 Volume 57 ksue 11 «00708-19 Journal of Qinical Microbiclogy xmasmorg 1
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TABLE 1 Isolates induded in the study

No. of isolates

Carbapenemase production K. pneumoniae E. coll b ck Citrob freundil Otherss All species
Carbapenemase positive 39 26 13 19 7 104
OXA-4E-lke 12 18 2 2

OXA48 7 14 2 2

OXA-162 1 1

OXA-181 1 1

OXA-204 1

OXA-232 1 1

OXA-244 1 1
KPC 16 1 1

KPC-2 15 1 1

KPC-3 1
NDM 3 5 3 4

NDM-1 8 4 3 4

NDM-7 1
im 2 2 4 16 1

VIM-1 2 2 2 12

VIM-2 3

VIM-4 1 1

IM-27 1

VIM-39 1
GIM 4 1

GIM-1 4 1
Multiple carba

NDM-1/0XA-232 1

NDM-5/0XA-181 1
Carbapenemase negative 18 55 3 2 3 81
Total 57 81 16 i 10 185
“0thers includes K cxytoca, Citroby broaks, E asbunae, R fytico, Protews mircialis, Providencia stuart¥, and Serratio marcescens.

The advantage of colorimetric assays (e.g., Carba NP test) is the broader detection
of carbapenemase activity than for most available PCRs or ICTs. Colorimetric assays
contain a carbapenem which is hydrolyzed by a carbapenemase and subsequently
leads to a pH shift resulting in a color change of an indicator {e.g., bromothymol biue
or phenol red) {2, 10). Besides Carba NP, | ¢ cial colori ic tests are
available, e.g., Rapidec Carba NP, NeoRapid CARB, or B-CARBA (11-15). These tests have
been validated for the use from solid media; additionally, protocols for the direct
detection of CPE from blood cultures have been proposed. However, usually, an
additional culture on solid or liquid medium (2 to 4 h} is necessary, which is followed
by lysis and incubation in the presence of a carbapenem and the pH indicator, resulting
in a long hands-on time and a long time to result (6). Most studies have investigated
a single assay only, and few data are available on the comparison of different pheno-
typic tests for CPE detection from blood cuitures (16).

In the present study, we developed rapid protocols for the detection of carbapen-
emases from positive blood culture bottles and systematically compared the perfor-
mance of four different tests on a collection of 185 Enterobacterales isolates.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. A total of 185 nonduplicate Enterobacterales isolates from different years, wards,
and centers were included in the analysis (Table 1). One hundred four isclates were carbapenemase
producers which had been characterized in previous studies (17-20): OXA-48 (n = 25), NDM (n = 20),KPC
(n = 18}, VIM (n = 25), GM (n = 5), OXA-48-ike (n = 9), OXA-48ike plus NDM (n = 2). Additionally, 81
strains served as negative controls, mast of them produced extended-spectrum g-lactamase (ES8LY;

November 2019 Volume 57 bsue 11 90070519 Emasmorg 2
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additionally, twa quality control strains without beta-lactamase activity were included {Escherichia colf
ATCC 25522 and E coli 153).

Al strains were for carb disks n bi
mumwmmr&ummwmmmwnhm,mm Addition-
ally, all isolates with el d MICs for ertap by PCR for
ﬂumd%&mw“b%bfmamuqxtn-w 1! 22). Carb)penemw

gative isolates were ch ized for ESBLs using the CLSI bination disk test. Addit
were assessed by microarray Check-MDR CT101 {Check-Points, Wageningen, Netherlands) for prod

ﬂ%slw%&:w%ﬂbm%'ﬂmmmmmm'ﬂ
Blazyy  were further characterized by sequencing the open reading frame as previously described (23)
usn\gpmmslmdm‘l’ableslnﬂnesupphvmﬁmml
P g of blood cults Ab i ;pension equivalent to McFarand 0.5
msprepamdi\lﬂmmmdlloﬂdemluﬁonfm‘ ial colonies grown on Columbi blood
agar and diluted 1:1,000. Subsequently, 10 ul of this diluted suspension was moed with 5mi human
bloodﬁomheahhyvdultm;lwaﬁnalinxl‘unuf—mcﬂﬂwllnd'nocuhtedimnmﬂmﬂus
Aerobic blocd culture botties (3D, Heidelb G Hottles were incubated in a Bactec FX
.mmbwmmmmxmum:mmwummmmm
fluid was drawn and used for the different assays. Additionally, 3 blood cultures were tested for pury
bymdmglmplofbloodmmmmbbod;gu
luation of h lysi: ls. The first step of developing rapid test protocois for the anafysis
dbbﬁmhmmhedumdammbhmwwbrmmmmmu
following hemalytic agents were assessed with 10 test =olates: saponin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany), sodium dodecyl sulfate (SD5; AppliChem, Darmstadt, Germany), ammonium-chionide potas-
sium lysis buffer (ACK; consisting of 150 mM KHCO, Carl Rath, Karlsruhe, Germany] abd 10 mM NH.CI
Egm*ﬂrd:n.andTmmX&gmﬂldnd\)Thempmdhehﬂndymmhcdsmmm and
sonally, different sample volumes were compared to achieve the overall
mmmw@mummmnrmmnﬁlmsmw
without i with the test. For the Carba NP test and NeoRapid CARB, 5%
wﬁmﬂﬁnb&mmhmmummnmﬂ rit and was fe dected for
the study. Triton-X and ACK lysis buffer resulted in less complete hemolysis and/or gave rise to
false-positive results (data not shown). After blood culture fluid was drawn for the different protocols and
mhmmmumummWMwuwmmmwm
pH 7.4) for all p Is to op y and pH values.
mwmAmmmdwwuuqmmmmmm
developed that did not require an additional incubation in brain heart mfusion (BHD broth as previcusly
described for this assay (2, 6). For beCarba NP, 2 X 1 mi blood culture fluid was transferred to 15-mi
reaction tubes and mixed with 200 jul of saponin 5% (Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany) to lyse
the blood cells. After incubating at room P for 5 min, the samples were centrifuged and
{all ifugat steps were ken at 13,000 x g for 1 min). The bactesial
ulmmwmlmld.mummmdlmms&;mmwsopmommso,u
bacterial protein extraction reagent (8-PERI; Therma Fisher Scientific, Duisburg, Germany) were added to
lyse the bacterial cells. After 30 min of ncubation at room temp: 100 gl test sclution without
imipenam (negative control) was added to the first reaction tube and 100 gl with imipenem {positive
control} was added to the other reaction tube. During incubation at 37°C for a maximum of 2 h, any color
dmged&ewsmmmdhmrdbmngewydlwwﬁ:mwmmdmwmd
was interpreted as positive. Test ions were prep g 1o the methods described by
Nordmann et al {2).

B-CARBA test. For the g-Carba test (Bio-flad Lab ies, Munich, G y Znidthepnsmv:
blood culture was moced with 200 pl of 10% SDS (AppliChem, D: dt, G ) and incubated at
mwmbrSmloN!Wmmuww.ldh

ded. The pdﬁmmmdmmlnidsnuedmb:rmdlnimsw

ifugat and g the suf the b | pellet was subjected to the B-Carba test as

the f: Briefly, the peliet was mixed with 40 ul of A1 reagent and 40 pl of

R2. After incubating at 37°C for 30 min, the results were read. Any color change within thess 30 min from
yellow to orange, red, or purple was interpreted as postive.

NeoRapid CARB. For the NeoRapid CARE (Rosco, T: D rk), 1 ml of the blood culture flud
mwmmumamaﬂmamwmﬂmm«m@.|so,.|omu.c1
and 50 p| B-PERIl were added and incubated at room temperature for 30 min; 100 x| of this mocure was
transferred to a sacond tube. Then, 100 i 0.85% NaCl was added to both tubes. The tablet containing
imipenem was added to one tube (positive control), the tablet without imipenem was added to the other
tnegmve:onmﬂ.Dumgvr:ubamnn!?‘ChGOlonnxlyodudnngedmepum:mm
from red to orange or yellow, while the negative control ined red, was i d as positive.

beCIM. For the blood culture OM (bcCIM) test, 10 gl of 10mM ZnSO, was added to 1 mi of the blood
culture fluid. A 10-pg meropenem disk (Oxoid, Wesel, Germany) was immersed in the fluid and incubated

at 37°C for 2 h. After incubation, the P dizk was d and placed on a Muller-Hinton agar
(MHA) piste which had been inoculated with a suspension of E. cali ATCC 25922 {0.5 McFarland). The
plate was incubated at 37°C for 16 to 22 h. Sub thy, the nhibition zone was d and classified

as follows: >19 mm, negative; 15 to 19mm, |m'le1:n'n|rm: <15mm, postive for carbapenemase
production {4).
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NeoRapidCarba

FIG 1 Test resukts with g-Carba, beCarba NP, NeoRapid Carba, and beCIM. A positive result for each test is shown
on the left, with a negative result on the night.

RESULTS

With the new protocols that include a lysis/concentration step, good and rapid
results were achieved. Carbapenemase production was detected by color change for
B-Carba, from yellow to either orange, red, or purple, and from red to red/orange or
yellow for bcCarba NP and the NeoRapid CARB kit (Fig. 1). B-Carba detected all
carbapenemases, resulting in a sensitivity of 100% and specificity of 95.1% (Table 2).
There were no differences between species and carbapenemases; also, weakly hydro-
lyzing enzymes were easily interpreted, including all OXA-48-like-producing isolates
(n = 34) (see Table S1 in the supplemental matenial). bcCarba NP also gave good results,
reaching 99.0% sensitivity and 95.2% specificity (Table 2). Only one of two OXA-244-
expressing isolates produced a false-negative result (Table 3; see also Table S3). All
other OXA-48-like-carbapenemases were detected. NeoRapid CARB detected all car-
bapenemases except one OXA-244, resulting in a sensitivity of 99.0% and spedficity of
91.4% (Table 2).

Most of the false-positive results with B-Carba, Carba NP, or NeoRapid CARB KIT
were caused by Kiebsiella oxytoca {three isolates) (Table S3).

For the adaptation of the CIM test for blood culture (bcCIM), different volumes were
tested. The best results were achieved with | ml blood culture fluid. To improve the
detection of metallo-betalactamases (MEL), supplementation with ZnSO, was neces-
sary. With this method, the p e of carbap was detected reliably by
assessing the inhibition zone (Fig. 1). All carbapenemases were detected by bcCIM and
there were no false-positive results, resulting in a sensitivity of 100% and specificity of
100%.

DISCUSSION

This study demonstrated that with the modification of phenotypic tests proposed,
rapid and refiable detection of carbapenemase production can be achieved directly
from positive blood cul With all methods, the most ¢ carbaper
could be detected within 20 to 45 min (B-Carba test), 1.5 to 2 h (NeoRapid CARB), 2 to
3 h (bcCarba NP), or 18 to 24 h (bcCIM). To achieve these results, it was necessary to
concentrate bacteria and to hemolyze erythrocytes in order to avoid an impact on the
color/reading of the colori ic tests. Both the hemolysis procedure and inoculum
were critical to obtain the observed sensitivities.

The B-Carba test achieved excellent results for the detection of the most common

TABLE 2 Comparison of the performance, hands on time, and costs of the different
assays

Value

Category p-Carba becarba NP NeoRapid CARB  bcCIM
Sensithity (% [C¥) 100 (96.5-100)  99.0 (97.2-100)  99.0 (37.2-100) 100 (96.5-100)
Specificity (% [CI)  95.1 (303-99.8) 951 (90.3-998) 914 (852-978) 100 (95.6-100)

Time to result 20-45 min 2-3h 15-2h 18-24h

Cost per test ($) ~6.20 ~1.90 ~2.40 ~0.85

(1, 95% confidance interval.
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TABLE 3 Performance of the assays stratified by carbapenemase vanant
No. of tsolatess
p-Carba beCarba NP NeoRapld CARB becim
Carbapenemase P N P N P N P N
Ambler dass D (n — 34)
OXA-48 (n -~ 25) 25 5 p=3 25
OXA-162 (n = 2) 2 2 2 2
OXA-181 (n = 2) 2 2 2 2
OXA-20% (n = 1) 1 1 1 1
OXA-232 (n = 2§ 2 2 2 2
OXA-244 (n ~ 2} 2 1 1 1 1 2
Total {n [%]) 34 (100) 33(97.) 1{29) 33 (97.1) 1 {29) 34 (100)
Ambler class A (n = 18)
KPC-2 (n = 17) 17 17 17 17
KPC-3 (n = 1) 1 1 1 1
Total {n [%]) 18 (100) 18 (100) 18 (100} 18 (100}
Ambler class 8 (n ~ 50)
NDM-1 (7 = 19) 19 19 19 19
NDM-7 (n = 1) 1 1 1 1
VIM-1 (0 ~ 18} 18 18 18 18
VIM-2 (n - 3) 3 3 3 3
VIM-4 (0 = 2) 2 2 2 2
VIM-27 (7 =~ 1) 1 1 1 1
VIM-39 (0 = 1) 1 1 1 1
GIM-1 (7 = 5) 5 5 5 5
Total (n [%] 50 (100) 50 (100) 50 (100} 50 (100}
OXA-48 plus NDM-1 (0 = 2) 2 2 2 2
Total {n 1% 2 (100) 2 {100) 2(100) 2 (100)
Total carbapenemase positive (n B} 104 (100) 103 (99.0) 1010} 103 (99.0) 110} 104 (100)
No carbapenemases (n ~ 81)
Total carbapenemase negative (n [%) 4 (49) 77(95.1) 449) 77 (951)  7(86) 741(914) 81 (100)
P, positive result; N, negative rasult.
carbapenemases (VIM, KPC, NDM, OXA-48-like, and GIM), which exceeded those re-
ported from other studies on this assay on bacterial colonies from agar plates (15, 17).
The good performance of this assay from blood cultures could also be related to the
medium and the inoculum, which have previously been shown to affect the perfor-
mance of this test (15). Additionally, no isolates with IMI or GES production were
included, which are not well detected with this test (17). Nevertheless, the S-Carba test
achieved very reliable results in this study, with a sensitivity of 100% and spedificity of
95.1%. These results are in line with results from the previous study on this assay from
blood cultures (20); however, similar isolate collections were used in both studies,
which could partly explain the comparable performance.
The detection of carbapenemases by bcCarba NP directly from positive blood
cultures showed excelflent sensitivity (99.0%) and specificity (95.1%). Compared to
previous studies on Carba NP from blood cultures, bcCarba NP does not require
additional cultivation on solid or in liquid media (6, 16}, leading to a significant time
reduction (2 to 3 h time to result instead of 5 to 6 h). The reliability of our protocol is
similar to that in previous studies (6) but with a higher sensitivity in isolates producing
OXA-48-like carbapenemases.
The modification of NeoRapid CARE allows the reliable detection of carbapen-
emases within a short time, without the need to prepare numerous different reagents,
as for the "homemade” Carba NP/bcCarba NP test. Our protocol differed from that
provided by the manufacturer by the use of saponin instead of Triton X-100 for
hemolysis, because the protocol provided by the manufacturer gave rise to false-
negative results among our OXA-48-producing isolates {data not shown). The specificity
November 2019 Volume 57 Bsue 11 90070519 cmasmorg 5
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of the NeoRapid CARB was slightly lower than for the other tests. However, other
studies show similar results on isolates grown on solid medium, with sensitivity and
specificity values ranging from 89% to 100% and 70% to 100%, respectively (11, 13, 14).

We also tested ther c ial ion of Carba NP (Rapidec Carba NP).
However, with positive blood cultures as a matrix, no reliable results were achieved and
the assay was not further investigated.

The overall better performance of the B-Carba test than of the two other colon-
metric tests could be the result of the higher volume/inoculum which could be used
with this assay {2 ml) or the different hemolysis reagent. For the other assays, a volume
of 2ml gave rise to false-positive results and impaired readability; therefore, 0.5 ml
(NeoRapid CARB) or 1 mi (bcCarba NP} was employed. Additionally, different hemolysis
reagents had to be used, since some reagents affected readability and gave rise to
false-positive or false-negative results, eg., when SDS was used with bcCarba NP or
NeoRapid Carb. We observed that K oxytoca isolates gave rise to false-positive results
in the three colorimetric tests from blood culture fluid (see Table S3 in the supplemen-
tal material). These isolates were cormrectly identified as carbapenemase negative when
the tests were performed from Columbia blood agar, and the false-positive result is
therefore likely caused by the blood culture medium or the hemolysis procedure. It is
difficult to reliably identify the cause of the false-positive results, as three different tests
(B-Carba test, bcCarba NP, and NeoRapid CARB) were affected; additionally, two
different hemolytic agents (SDS for B-Carba and saponin for bcCarba NP and NeoRapid
CARB) and test principles were involved. The three K oxytoca isolates also produced
different Bactamases (Hyper K1, CTX-M-9, and CTX-M-3/TEM-1). Therefore, the false-
positive results are linked to the spedies rather than the B-lactamase. Noel et al. also
describe false-positive results for K oxytoca and the B-Carba test (14). Among our
collection, K oxytoca was overrepresented compared to the epidemiology of Gram-
negative bloodstream infections. Likely, this problem will occur less frequently in
clinical routine. A solution could be to perform species identification from blood
cultures, at least when a positive result is achieved. This can ideally be done by
MALDI-TOF, using the same pellet as for the carbapenemase assays (24). This has the
advantage that the spedies identification provides additional information for the se-
lection of the most appropriate therapy.

The false-negative results for bcCarba NP (n = 1) and NeoRapid CARB (n = 1) were
both recorded in OXA-244-producing isolates {Table S3). The tests were repeated both
from a freshly inoculated blood culture and from bacteria harvested from Columbia
blood agar, which also Jed to the same resuits. Therefore, it is unlikely that the
hemolysis protocol caused the false-negative results. OXA-244 belongs to the group of
OXA-48-like carbapenemases which are weakly hydrolyzing enzymes, which likely
explains these results. A lower sensitivity of Carba NP for OXA-48-like carbapenemases
(91.3% versus 100% for other carbapenemases) was described previously (6).

The CIM test and the modified version (mCIM) are based on the inactivation of
meropenem by carbapenemases (3, 4) and are recommended by CLSI as a phenotypic
method for carbapenemase detection on isolates grown on solid media. In the present
study, a protocol for the use from blood cultures (bcCIM) was developed. With beCIM,
all carbapenemase-producing isolates were reliably identified, and no carbapenemase-
negative strain led to false-positive results. Qur results are in line with studies using
samples from solid media (3, 4). Using blood culture samples, MBLs were only partly
detected. To improve the detection of MBLs, zinc sulfate was added to the blood
samples, leading to a sensitivity of 100% including MBLs. An improved sensitivity of
mCIM with zinc supplementation (zCIM) was also recently reported for isolates grown
on solid media (17). Despite the high sensitivity, specificity, and low costs, bcCIM has
the disadvantage of a long time to result and therefore cannot be considered a rapid
test. It has to be further investigated if similar results can be reached by a shorter
incubation time {e.g., 4 to 6 h instead of 18 to 24 h).

Other tests for the detection of carbapenemases or carbapenem resistance from
blood cultures are available, eg., PCR, ICTs, or the newly developed EUCAST rapidAST.
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Using rapidAST, carbapenem resistance can be detected for £ coli or Klebsiella pneu-
monige within 4 to 8 h, but no breakpoints are currently available for other Enterobac-
terales species (25). Molecular assays or ICTs only detect the carbapenemases that are
targeted, e.q., usually the four or five most common ones (7, 9). However, the identi-
fication of the carbapenemase by PCR or ICT has the advantage that treatment can be
more rapidly adapted, e.g., ceftazidime-avibactam can be used in most infections by

KPC or OXA-48-like producers.

The decision to perform any of 'he tested assays (or altemauve assays such as PCR

or ICT} largely depends on the ep y and on i

| risk factors. In countries

with high prevalence (e.g,, Italy, Geece or India), the additional information about
carbapenemase production will fikely be useful and help in diinical decision making. In
a low-endemicity setting such as in Germany or the northern European countries with
CPE prevalence of <C1%, the tests will likely not be cost effective and could be reserved
only for patients with risk factors, e.g., patients that are known to be colonized with a

CPE or those that have been transferred from a high-risk region.

In this study, we improved current methods for the detection of carbapenemases from

blood cultures and

compared four different assays on a large set of molec-

ularly characterized CPE isolates. The tests assessed in this study are easy to perform and
can detect many different carbapenemases, as they are based on the hydrolysis of a
carbapenem. Our study has some limitations. Not all different carbapenemase variants
could be tested. Nonduplicate dinical isolates from different years, wards, and centers were
used for this evaluation. However, molecular typing was not performed for all isolates, and
so clonality of some isolates cannot be fully excluded. Additionally, spiked blood cultures
were used, which might not reflect the different conditions present in clinical blood
cultures (g, different inoculum or incubation time or presence of antibiotics) and could
therefore lead to different results compared to those with clinical samples. Nevertheless, we
challenged the assays with isolates of 11 different species and 16 different carbapenemases,

indluding many weakly hycrolyzing
&+ ﬂ“y in blood

All assays p

rformed well and could help to
infections by CPE. The protocols can be easily

mp|emented in any dlinical microbiclogy laboratory. Further tests are required to assess

the performance of the assays on dlinical samples.
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2.3  Darstellung der Eigenleistung

Alle Arbeiten zur Etablierung der Testprotokolle direkt aus Blutkulturen wurden von mir
selbststidndig durchgefiihrt. Diese beinhalten sowohl die technische Durchfiihrung, als
auch den systematischen Vergleich der folgenden Schritte: die Etablierung geeigneter
Héamolyseverfahren, die Etablierung der Testprotokolle, die Beimpfung der Blutkulturen,
die Bearbeitung der Blutkulturen, die Evaluierung der Testprotokolle und die statistische

Auswertung der Ergebnisse.

Die Material-, Methoden- und Ergebnisteile der Publikationen wurden von mir

geschrieben.

Mein Doktorvater Prof. Dr. med. Axel Hamprecht hat das Thema und die technischen
Verfahren ausgewihlt, die Einleitungen und Diskussionen der Publikationen verfasst und

das Manuskript finalisiert.

3. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Evaluierung (Proof of Concept) von
Testverfahren, welche die Detektion von Carbapenemase-produzierenden Stammen in
positiven Blutkulturen in direkter Analyse ohne Verwendung einer erneuten
zeitintensiven Anziuchtung auf festen Kulturmedien ermdglichen. Hierzu wurden die
Blutkulturproben in speziellen Verfahren derart aufbereitet, dass sie direkt fiir die Tests
verwendet werden konnten.

Die entscheidenden Schritte der nunmehr hierdurch erméglichten, direkten Analyse, die
im Rahmen dieser Dissertation untersucht und optimiert werden mussten, bestanden
erstens in der Ermittlung eines geeigneten pH-Wertes in den Proben und dessen
Optimierung, sowie zweitens in der Hamolyse mittels eines geeigneten
Hamolyseverfahrens und der damit einhergehenden erforderlichen Konzentrierung der
Bakteriendichte. Durch die entsprechende addquate Anpassung dieser wesentlichen
Aufbereitungsschritte konnte die Zeit zur Resistenzbestimmung signifikant von vorher 5-

6 Stunden im Rahmen der klassischen, auf Kulturmedien beruhenden
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Resistenzbestimmung, auf nunmehr maximal 3 Stunden, beim B-Carba-Test sogar auf

lediglich ca. 30-45 Minuten, reduziert werden [80].

Die Sensitivititen und Spezifititen des Carba-NP-Tests, des B-Carba-Tests, des Neo-
Rapid Carb Kits und des CIM-Tests, die mithilfe der hier prasentierten Methoden erreicht
werden konnten, lagen zwischen 99 und 100 % beziehungsweise 91 und 100 %. Die

Genauigkeiten sind somit vergleichbar oder besser als in anderen Studien [83, 84].

Bei den hier erarbeiteten Varianten der colorimetrischen Tests zur Verkiirzung der
Detektionszeit ist im Vergleich zu dhnlichen Verfahren dank des Hiamolyseschritts kein
weiterer Kultivierungsschritt auf der Basis néhrstoffreicher Universalmedien wie
Schoko-Agar oder Brain Heart Infusion notwendig. In den Protokollen von Dortet et al.
oder Nastro et al. werden hierfiir beispielsweise 3 bzw. zusitzliche 4 Stunden
beansprucht, sodass dort die Gesamtdetektionszeit bei ca. 4-6 h liegt [80, 81]. Die von De
Lima Morales et al. vorgestellte Modifikation von colorimetrischen Tests bedient sich des
Kultivierungsschrittes in lysogeny broth Medium (LB-Medium), wodurch die
Detektionszeit 3-5 h in Anspruch nimmt. Hinzukommend zeigte sie mit 64 % eine
deutlich unterlegene Sensitivitdt in Bezug auf OXA-48-produzierende Enterobakterien

[79].

Andere Detektionsmethoden, die mit Proben direkt aus Blutkulturen auskommen, sind
die PCR als einzige ausreichend evaluierte Methode und die MALDI-TOF-MS, sowie
immunchromatographische Tests. Diese Verfahren liefern sehr zuverldssige Ergebnisse,
wobei die PCR als Goldstandard in der Diagnostik gilt. Sie liefert Ergebnisse innerhalb
von ca. 3 h. Die detektierbaren Carbapenemasen sind bei der PCR allerdings auf bereits
bekannte Typen beschrinkt, die durch die jeweiligen PCR Primer erfasst werden konnen.
Unbekannte Carbapenemasetypen werden bei der PCR-basierten Detektion nicht
detektiert. Die Real-Time-Multiplex-PCR ermdéglicht zwar den Nachweis mehrerer
Carbapenemasegene gleichzeitig, allerdings handelt es sich hierbei lediglich um die am
hiufigsten vorkommenden Versionen. Sollte das zu testende Isolat eine weniger hdufig
auftretende Carbapenemase produzieren, wire ggf. eine weitere PCR notwendig, was zu

einem erhohten Zeitaufwand und héheren Kosten fiihrt [12, 70-74].
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Mit der MALDI-TOF-MS ist es moglich, Carbapenemasen unabhingig vom
Carbapenemasetypen innerhalb ungefihr einer Stunde nachzuweisen. Wéhrend die
MALDI-TOF-MS-basierte Detektion von Carbapenemasen zundchst nur mit
Bakterienmaterial von Festmedien mdglich war, existieren gegenwirtig Protokolle, die
mit Bakterienmaterial direkt aus positiven Blutkulturen auskommen und somit einen
erheblichen zeitlichen Vorteil aufweisen. Die Gesamtdetektionszeit wird dadurch auf ca.
1 bis 2 h reduziert [14, 85-90]. Indessen gestaltet sich die Auswertung der entsprechenden

Massenspektrogramme schwieriger und erfordert eine gewisse Expertise [14, 85-90].

Fir beide Detektionsverfahren gilt, dass die notwendigen Gerédteausriistungen
kostenintensive Investitionen darstellen, welche insbesondere in Léindern, in denen

Carbapenemasen endemisch auftreten, oft nicht moglich sind.

Der Nachweis von  Carbapenemasen aus  Blutkulturen  mithilfe  von
immunochromatographischen Tests (ICT) liefert vergleichbar zuverldssige Ergebnisse
binnen kurzer Zeit. Auch hier ist die Nachweisbarkeit der Carbapenemasen lediglich auf
die am héufigsten vorkommenden Typen beschrinkt. Zu diesen zéhlen die NDM, KPC,
VIM, OXA-48-like und OXA-163-like-Carbapenemasen. Die Detektion dieser
Carbapenemasen mithilfe der ICT wurde bisher unterschiedlich gut evaluiert, es
existieren allerdings etablierte Protokolle fiir kultivierte Kolonien und direkte
Blutkulturproben. Diese Methode bietet sehr zuverldssige Ergebnisse innerhalb kurzer
Zeit (< 1 h), insbesondere auch in Bezug auf die Blutkulturdiagnostik [76, 91, 92]. Mit
einem Kostenaufwand von 8-10 Euro pro Testung ist diese Methode fiir den Einsatz in

der Routinediagnostik allerdings eher hochpreisig und daher wenig geeignet [76, 91, 92].

Die hier prisentierten modifizierten Testverfahren sind hingegen aufgrund ihres
Testprinzips generell in der Lage, sdmtliche Enzyme mit hydrolytischer Aktivitét
gegeniiber Carbapenemen zu detektieren, unabhingig davon, ob diese auf
molekulargenetischer Ebene bereits differenziert wurden. Beide Vorteile, Kosteneffizienz
und die universelle Nachweisbarkeit von Carbapenemasen (inklusive unbekannter),
qualifizieren die modifizierten Tests in besonderer Weise dafiir, auch in der Routine-
Labor-Diagnostik verwendet werden zu koénnen, in denen Carbapenemasen zum Teil

endemisch vorkommen.
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3.1 Limitierungen der vorliegenden Arbeit

Fir die Testung der modifizierten Protokolle wurden ausschlieBlich mit

Bakteriensuspensionen gespikte Blutkulturen verwendet.

Die Beimpfung der Blutkulturen erfolgte mit einer Bakteriendichte, entsprechend einer
finalen Konzentration im Blut von ca. 300 cfu/m, dadurch konnte die Dichte der Bakterien
in den positiven Blutkulturen zumindest in der Exponentialphase moglicherweise hoher
als in positiven Blutkulturen aus dem Klinikalltag gewesen sein. Bei Erreichen der
Plateauphase sollte sich die Bakteriendichte jedoch nicht mehr unterscheiden. Die zu
Beginn der Austestung verwendete ,,physiologischere® Ausgangsdichte fiihrte zu oft
dazu, dass die Blutkulturen im Blutkulturautomaten nicht als positiv erkannt wurden. Die

Validierung des Verfahrens an Blutkulturen aus dem Klinikalltag steht noch aus.

Die in dieser Arbeit eingesetzten CPE beinhalteten Carbapenemasen vom Typ KPC,
NDM, OXA-48, OXA-48-like, VIM und GIM - diese Varianten machen circa 98,5 %
aller Carbapenemasen in Deutschland nach Zahlen von 2018 des NRZ aus [62]. Da somit
nicht das gesamte Carbapenemasespektrum untersucht wurde und insbesondere die in
Deutschland seltenen Carbapenemasen wie GES oder IMI (circa 1,5 %) nicht inkludiert
waren, ist anzunehmen, dass unter Einbeziehung dieser und anderer seltenen
Carbapenemasetypen die Sensitivititen und Spezifitidten der modifizierten Testprotokolle
von den hier ermittelten abweichen konnen. Dies gilt speziell fiir den B-Carba Test,
welcher in der Arbeit von Baeza et al. die Carbapenemasen GES und IMI nicht detektieren
konnte [84]. Dennoch sei erwihnt, dass der B-Carba Test mit der hier angewandten
Modifizierung sehr gute Ergebnisse erzielte und auch schwicher hydrolysierende
Carbapenemasen mit einer Sensitivitdt von 100 % und einer Spezifitit von 95 % detektiert

wurden.

Die Untersuchungen mit K. oxyfoca Staimmen fiihrten bei allen Tests hdufiger zu falsch
positiven Ergebnissen, was vermuten ldsst, dass diese Nachweisverfahren fiir diese
Spezies nur mit Vorsicht eingesetzt werden sollten. Zu dhnlichen Schlussfolgerungen
kamen Noél et al. in Bezug auf den B-Carba-Test [93]. In dieser Arbeit gehdrten drei der

81 Carbapenemase-negativen Stamme zu der Spezies K. oxytoca. Drei der vier falsch
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positiven Ergebnisse des Carba-NP-Tests und des B-Carba-Tests wurden durch K. oxytoca

verursacht, beim Neo-Rapid Carb-Kit waren es zwei von sieben.

Das jeweilige falsch negative Ergebnis des Carba-NP-Tests und des Neo-Rapid Carb-Kits
wurde durch Stimme verursacht, die eine OXA-244 exprimiert haben. Insgesamt waren
zwei der 104 Carbapenemase-positiven Isolate Stimme, die eine OXA-244 produziert
haben. Die zweite OXA-244 wurde durch die beiden Tests also jeweils als richtig positiv
erkannt. Dennoch sind die falsch negativen Ergebnisse ein Hinweis darauf, dass
Carbapenemasen mit einer geringeren hydrolytischen Aktivitét gegeniiber Carbapenemen
wie z.B. OXA-244 mit einer niedrigeren Sensitivitdt durch diese Tests detektiert werden
konnen. In der modifizierten Version von Dortet et al. war die Sensitivitdt durch falsch
negative Ergebnisse bei OXA-48-like Carbapenemasen mit 91 % ebenfalls etwas

eingeschrankt [80].

Die Beurteilung des Farbumschlages erfolgte auch durch Mitarbeiter, denen die
zugrundeliegende Bakterienstamm/Carbapenemase u.U. bekannt war. Eine Verzerrung ist
dadurch prinzipiell nicht ausschlieBbar. Da der weit tiberwiegende Teil der Proben aber
vollkommen eindeutige Farbumschlige zeigte, ist durch diese fehlende Verblindung
keine Verzerrung anzunehmen. Bei allen uneindeutigen Farbumschldgen wurde hingegen

stets ein zweiter, fiir den Resistenzmechanismus verblindeter Auswerter hinzugezogen.

Der CIM-Test sollte separat von den anderen drei vorgestellten Testverfahren betrachtet
werden, da es sich hierbei nicht um einen Schnelltest im engeren Sinne handelt. Die
Methode wurde dennoch in diese Arbeit integriert und modifiziert, da sie in den Punkten
Sensitivitét, Spezifitdt und Kostenaufwand sehr vielversprechend ist. Der Zeitaufwand
konnte mithilfe der oben genannten Modifizierung von ca. 48 h auf 20-24 h reduziert
werden. In der Arbeit von Sfeir et al. wurde der CIM-Test ebenfalls fiir die Detektion von
Carbapenemasen aus Blutkulturen iiberarbeitet. Die dort prisentierte Vorgehensweise
beinhaltet aber einen zusétzlichen Arbeitsschritt (Hinzugabe von Tryptic Soy Broth) und

eine ldngere Inkubationszeit (4 anstatt 2 h) und ist somit aufwendiger [94].

Zusammenfassend sind neben der Testung mit Blutkulturen aus dem klinischen Alltag zur
weiteren Evaluation der Protokolle auch Testungen mit zusdtzlichen Spezies und
Carbapenemasen innerhalb einer Multi-Center-Studie oder mehrerer Single-Center-

Studien notwendig.
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3.2  Vergleich der Tests

Alle Tests lieferten zuverldssige Ergebnisse in kurzer Zeit. In Tabelle 2 werden die Tests
in den Aspekten Kosten, Zeitaufwand und Zuverldssigkeit verglichen. Hervorzuheben
sind dabei der B-Carba-Test und der CIM-Test. Der -Carba-Test lieferte bei geringstem
Zeitaufwand die zuverldssigsten Ergebnisse nach dem CIM-Test. Der CIM-Test ist
aufgrund des relativ hohen Zeitaufwandes zwar kein Schnelltest, bietet aber die

zuverldssigsten Ergebnisse bei mit Abstand geringsten Kosten (Tabelle 2).

Der B-Carba-Test qualifiziert sich somit insbesondere bei akuten Sepsisfillen mit
sofortigem Handlungsbedarf dazu, in die Routinediagnostik integriert zu werden,
wohingegen der CIM-Test ein dulerst geeignetes Verfahren zum fldchendeckenden
Carbapenemasescreening darstellen wiirde. Alle fiir den CIM-Test notwendigen
Materialien sind in mikrobiologischen Laboren ohnehin vorhanden, wodurch dieses
Testverfahren niederschwellig und universell eingesetzt werden kann. Verfahren, die
derzeit unter anderem zum Carbapenemasescreening bzw. zur Bestétigung des Vorliegens
einer Carbapenemase eingesetzt werden, weisen beziiglich der Blutkulturdiagnostik einen
dhnlichen Zeitaufwand wie der CIM-Test auf, besitzen aber z.T. eine erheblich geringere
Zuverléssigkeit. Je nach Hersteller liegt beispielsweise die Spezifitit des Combination

Disk Tests bei 61-80 % und die Sensitivitit bei ca. 93 % [12, 92].
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Tabelle 2: Vergleich der verschiedenen Carbapenemase-Tests.
Neo-Rapid

NP-Carba-Test _ p-Carba-Test CIM-Test
Carb Kit

Zeitaufwand 2-3h 1,5-2h 30-45 min 20-24 h
Kosten* ca. 1,70 € ca.2,12 € ca. 5,50 € ca. 0,75 €

o 99 % 99 % 100 % 100 %

Sensitivitat**

(103/104) (103/104) (104/104) (104/104)

- 95 % 91 % 95 % 100 %

Spezifitat**
(77/81) (74/81) (77/81) (81/81)

* Preis pro Testung
** Angaben der Sensitivitdten und Spezifitdten jeweils in Prozent, sowie in Klammern den Quotienten aus
den jeweiligen absoluten Zahlenwerten, bei n=104 Carbapenemase-positiven Stimmen und n=81

Carbapenemase-negative Stimmen.
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4,  Zusammenfassung

Die Sepsis ist eine gefiirchtete Komplikation von Infektionskrankheiten und hat nach wie
vor eine hohe Letalitit. Zu den haufigsten Erregern einer Sepsis gehoren gramnegative
Enterobakterien, insbesondere E. coli. Der zielgerichtete und schnelle Einsatz von
Antibiotika ist maBgebend fiir die Prognose und gestaltet sich besonders bei

Enterobakterien schwierig, die eine Carbapenemase produzieren.

Fiir die schnelle Detektion von Carbapenemase-produzierenden Enterobakterien aus
Blutkulturen steht derzeit als einzige ausreichend evaluierte Methode die PCR zur
Verfiigung. Dieses Verfahren ist kostenintensiv und bendtigt eine anspruchsvolle
apparative und personelle Ausstattung. Kostengiinstigere Verfahren wie colorimetrische
oder phanotypische Tests sind dagegen mit einer Analysezeit von mindestens 18-24 h sehr

zeltintensiv.

Ziel dieses Projekts war es, mittels colorimetrischen/phinotypischen Methoden ein
schnelles Testverfahren zu entwickeln, um Carbapenemasen direkt aus einer positiven
Blutkultur detektieren zu konnen. Hierbei wurden der NP Carba-Test, das Neo-Rapid
Carb Kit, der B-Carba-Test und die Carbapenem Inactivation Method so modifiziert, dass

sie ohne vorherige Kultivierung auf Festmedien eingesetzt werden konnten.

Der zeitaufwendige Schritt der Kultivierung auf Fest-/ Fliissigmedien wurde durch ein
Héamolyseverfahren ersetzt. Dies reduziert die Analysezeit auf eine Gesamtdauer von 30
min bis 3 h. Fiir die Evaluierung der entwickelten Testprotokolle wurden Blutkulturen mit

insgesamt 185 Bakterienstimmen beimpft und getestet.

Die resultierenden Sensitivitidten der verschiedenen Testversionen lagen bei 99-100 %
und die Spezifititen bei 91-100 %. Die Verfahren stellen eine schnelle, kostengiinstige
und zuverldssige Methode dar und konnen ohne aufwendige molekularbiologische
Ausstattung in allen mikrobiologischen Laboren eingesetzt werden. Dadurch kann eine
schnelle Detektion von Carbapenem-resistenten Erregern und verbesserte Behandlung
von Blutstrominfektionen durch diese Erreger erreicht werden. Der Einsatz dieser
Verfahren kann zur Senkung der Letalitdt beitragen, insbesondere bei nosokomial

erworbenen Blutstrominfektionen.
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