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1. Einleitung

» Antibiotika sind das wichtigste Instrument zur Behandlung von
bakteriellen Infektionskrankheiten.

« Aufgrund zunehmender Antibiotikaresistenzen nimmt die
Empfindlichkeitsbestimmung von Krankheitserregern einen immer
hoheren Stellenwert ein.

 Dies spiegelt sich auch in der TAHAV wider. Am 28.02.2018 wurde
die Zweite Verordnung Uber tierarztliche Hausapotheken (TAHAV)

im Bundesgesetzblatt veroffentlicht und trat ohne Ubergangsfrist am
01.03.2018 in Kratft,

Ziele der TAHAV:
Minimierung des Antibiotikaeinsatzes
Rickgang von Resistenzen
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1. Einleitung

Ziele fur die tierarztliche Praxis:

» durch den Rickgang von Resistenzen Therapie-Optionen erhalten
und verbessern (Deutsche Antibiotikaresistenzstrategie DART 2020)

« Erho6hung der Effektivitat des Antibiotikaeinsatzes durch Auswahl
wirksamer Antibiotika

 mdadglichst zuverlassige Vorhersage des klinischen Erfolgs oder
Misserfolgs einer antibakteriellen Therapie auf der Basis von
reproduzierbaren In-vitro-Empfindlichkeitstests (Antibiogramme)

Hier im Vortrag: Umsetzung der Vorschriften fur die Erstellung von
Antibiogrammen
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2. Regelungen der TAHAV
§12c¢c Antibiogrammpflicht

Antibiogramme sind zu erstellen:

1.
2.

@

beli Wechsel eines Antibiotikums

bel einer Behandlung mit einem Antibiotikum, wenn

a) haufiger als 1x in einem bestimmten Alters- oder Reproduktionsabschnitt
eine Behandlung stattfindet

b) die Dauer von 7 Tagen Uberstiegen wird
(es sei denn die Dauer der Anwendung ist flr einen langeren Zeitraum
zugelassen)

bei kombinierter Gabe von Antibiotika

bel Umwidmung eines Antibiotikums, das flr eine andere Tierart oder den
Menschen zugelassen ist

bei Behandlung mit Cephalosporinen der 3. oder 4. Generation oder
Fluorchinolonen
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2. Regelungen der TAHAV

§12¢ Antibiogrammpflicht

 bei Behandlung von Tiergruppen der Tierarten Rind, Schwein, Huhn oder
Pute, die in einer Stallabteilung oder in einem umfriedeten Bereich im
Freien gehalten werden

« Bei Satz 2 Nummer 4 (Umwidmung eines Antibiotikums, das flr eine
andere Tierart oder den Menschen zugelassen ist)

 und Nummer 5 (Behandlung mit Cephalosporinen der 3. oder 4.
Generation oder Fluorchinolonen) ist ein Antibiogramm auch im Rahmen
der Behandlung einzelner Tiere der Tierarten Rind, Schwein, Pferd, Hund

oder Katze
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2. Regelungen der TAHAV

§12¢ Antibiogrammpflicht - Ausnahmen

Antibiogramme sind NICHT zu erstellen, wenn nach dem Stand der
veterinarmedizinischen Wissenschatft:

1. die Probenahme mit der Gefahr einer zusatzlichen Beeintrachtigung des
Gesundheitszustandes des zu behandelnden Tieres verbunden ware,

2. der Erreger nicht mittels zellfreier kiinstlicher Medien kultiviert werden
kann (z.B. Lawsonien, Chlamydien, Coxiellen ...), oder

3. fiur die Bestimmung der Empfindlichkeit des Erregers keine geeignete
Methode verfligbar ist.
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2. Regelungen der TAHAV

§ 12d Verfahren zu Probenahme, Isolierung bakterieller Erreger
und Bestimmung der Empfindlichkeit

Zur Erstellung eines Antibiogramms nach § 12c Absatz 1 hat der Tierarzt nach
national oder international anerkannten Verfahren, soweit diese verflgbar sind,

1. Proben von den zu behandelnden Tieren zu entnehmen oder unter seiner
Aufsicht enthehmen zu lassen?,

2. aus den Proben die die Erkrankung verursachenden bakteriellen Erreger
unter Berucksichtigung des Krankheitsbildes zu isolieren oder isolieren zu
lassen und

3. die isolierten bakteriellen Erreger auf inre Empfindlichkeit gegen
antibakteriell wirksame Stoffe zu untersuchen oder untersuchen zu lassen.

* geeignete Probenart und ggf. reprasentative Stichprobe
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3. Probenahme

1. Probe(n) sollte(n) frisch entnommen und mdglichst gekuhlt werden
2. Tupferproben bitte im Transportmedium einsenden

3. Sollen Anaerobier angeztlichtet werden, ist nach der Entnahme der Probe
eine sofortige Schaffung von anaeroben Bedingungen zu gewahrleisten da
sehr schnelles Absterben der anaeroben Bakterien und Uberwucherung
durch Kommensalen oder Schmutzkeime

(Transportmedium fir Anaerobier bzw. Anaerobierpack)
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4. Erregerisolierung

Zunéachst erfolgen die Anziichtung der Bakterien und nachfolgend die Isolierung
und ldentifizierung der zu testenden Bakterien/Pathogene (Reinkultur).

Originalprobe nach
. 24-stundiger
Bebriitung 37°C, aerob
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4. Erregerisolierung

Zichtung von Reinkulturen, Subkultivierung

Acinetobacter Iwoffii Trueperella pyogenes
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4. Erregerisolierung

Identifizierung und Differenzierung der Bakterien (MALDI-TOF)
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5. Priufung der Empfindlichkeit gegen antibakteriell
wirksame Stoffe: Antibiogramm

Es gibt verschiedene Mdéglichkeiten der Antibiotikaresistenztestung:

» Mikrodilutionsmethode

» Agardilutionsmethode
 Agardiffusionsmethode

» Mikroagargussmethode

» Mikroagardilutionsmethode
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5. Antibiogramm

Vergleich Agardiffusionstest und Mikrodilutionsmethode:

_ Agardiffusionstest Mikrodilutionsmethode

Testplattchen oder Teststreifen, der gilt als Referenzmethode,

eine bestimmte Menge eines Reihenverdiinnungstest, in dem
Chemotherapeutikums enthélt, wird auf geometrische Verdiinnungen des zu
die Oberflache einer beimpften testenden Stoffs in Nahrmedium mit
Agarplatte gelegt dem zu testenden Erreger inokuliert
werden
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5. Antibiogramm

Vergleich Agardiffusionstest und Mikrodilutionsmethode:

_ Agardiffusionstest Mikrodilutionsmethode

Testplattchen oder Teststreifen, der gilt als Referenzmethode,
eine bestimmte Menge eines Reihenverdinnungstest, in dem
Chemotherapeutikums enthalt, wird auf geometrische Verdiinnungen des zu
die Oberflache einer beimpften testenden Stoffs in Nahrmedium mit
Agarplatte gelegt dem zu testenden Erreger inokuliert
werden

Wirkungsweise Diffusion des Wirkstoffs in den Agar, es  nach bestimmter Inkubationszeit erfolgt
entsteht ein nach auRen hin abfallender die Ablesung visuell oder mittels
Konzentrationsgradient, die hochste Software, Bewertung der
Konzentration ist am Wirkstofftrager Wachstumskontrollen

Ergebnis Hemmhofe entstehen bei Konzentration, bei der gerade kein

empfindlichen Keimen, Durchmesser ist  Sichtbares Wachstum (Triibung) mehr
erkennbar ist, gilt als minimale

ein MaR fur die Empfindlichkeit eines .
Hemmbkonzentration (MHK)

Erregers
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5. Antibiogramm

Vergleich Agardiffusionstest und Mikrodilutionsmethode:

_ Agardiffusionstest Mikrodilutionsmethode

Testplattchen oder Teststreifen, der gilt als Referenzmethode,

eine bestimmte Menge eines Reihenverdinnungstest, in dem

Chemotherapeutikums enthalt, wird auf geometrische Verdiinnungen des zu

die Oberflache einer beimpften testenden Stoffs in Nahrmedium mit

Agarplatte gelegt dem zu testenden Erreger inokuliert
werden

Wirkungsweise Diffugisn des Wirkstoffs in den Agar, es  nach bestimmjfinkubationszeit erfolgt

ent ein nach aufRen hin abfallender die Ablesun ell oder mittels

Ko trationsgradient, die hochste Software, Bewertung der

K tration ist am Wirkstofftrager Wachstumskontrollen

Ergebnis Hemmhofe entstehen bei Konzentration, bei der gerade kein
empfindlichen Keimen, Durchmesser ist sichtbares Wachstum (Triibung) mehr
erkennbar ist, gilt als minimale

ein MaR fur die Empfindlichkeit eines )
Hemmbkonzentration (MHK)

Erregers
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5. Antibiogramm

Vergleich Agardiffusionstest und Mikrodilutionsmethode: Parameter zur
Durchfihrung und Bewertung der erhobenen Ergebnisse
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Vorteile

5. Antibiogramm

am wenigsten arbeitsintensiv,
technisch sehr einfach
Kontaminationen und
Mischkulturen sind leicht
erkennbar

Substanzen kdnnen je nach
Fragestellung angepasst
werden

schnelle Ergebnisse

Hemmhofdurchmesser ist kein
direktes Mal} der MHK,
teilweise unscharfe
Hemmhofgrenzen

schlechte Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse

natiirliche Resistenzen sind
nicht erkennbar

Vergleich Agardiffusionstest und Mikrodilutionsmethode:
| lhAgardiffusionstest | Mikrodilutionsmethode

gute Standardisierbarkeit

Eignung fiir das Routinelabor

Mirotiterplatten (nach der neuesten CLSI-Norm) sind als
Testkits kommerziell erhaltlich

standardisierte Plattenbelegung

natirliche Resistenzen werden im System kenntlich gemacht

keine Unterscheidung von Mischkulturen, deshalb
Mitfihrung von Reinheitskontrollen

arbeits- und zeitaufwendig

Ergebnisse dauern mind. 1 Tag langer als bei Agardiffusion
keine zusatzliche Testung bestimmter Wirkstoffe moglich
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6. Mikrodilutionsmethode (MHK-Bestimmung)

Zur Vereinheitlichung der Empfindlichkeitstestungen in den Diagnostiklaboren,
empfiehlt der DVG-Arbeitskreis die Mikrodilutionsmethode mit verschiedenen
Plattenlayouts, die auf den jeweiligen aktuellen CLSI*-Normen basieren.

— Plattenlayouts ftr Grol3tiere, Kleintiere und Mastitiden
— umfassen zugelassene Wirkstoffe flr die entsprechende Tierart oder Indikation
— Qualitatskontrollen durch QC-Stamme (turnusmalfige Testung)
— QC — Stamme: Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
E. coli (ATCC 25922)
Diese Ergebnisse mussen innerhalb der Werte des QC-Bereiches liegen,
ansonsten sind die Ergebnisse nicht valide, Wiederholung

Diese Empfehlungen wurden von der Firma BRUKER (SIFIN) mit den
MICRONAUT-S-Platten umgesetzt.

* CLSI — Clinical & Laboratory Standards Institute (USA)
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6. Mikrodilutionsmethode

Laborausstattung:

Optional: Photometer / Reader zur Messwertbestimmung inkl.
Datenspeicherung
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6. Mikrodilutionsmethode

Erfassung der Daten (Auftragsnummer, Keimart,
Tierart, Indikation, Platte in der Software)

Herstellung der Bakteriensuspension je nach
Erregerart

Uberfuihrung der Suspension in die Mikrotiterplatte,
Abkleben und entsprechende Bebritung

Messung und Ergebnisvalidierung

(Flieldschema)

Kurzanleitung

‘ MCN Software Test ,Rx" eingeben, bei anspruchsvollen Keimen Hx" ‘

v
‘ Herstellung einer Bakteriensuspension in 3 ml NaCl mit McFarland 0,5 |
|
\] v v v
Gramnegative Grampositive 1) Pneumokokken Anaerobe
Bakterien Bakterien 2) anspruchsvolle Bakterien Keime
(2. B. Streptokokken,
Corynehakterien, Neisseria)
3) schlecht wachsende
Nonfermenter {CF-Keime)
4) Haemophilus
A4
S0ulin 11,5 ml 100 plin 11,5ml N N 200 in 115 ml
WuellerHinton Musller-Hinton 1) 200 i in 11,5 ml Mueller-Hinton Willkins-Chalgreen
Eouillon Bouillan Bouillon + 275 pl {2,5%) lysiertes Bouillon
Pferdeblut
2)200 pl in 11,5 ml H-Medium
3) 50 pl in 11,5 ml H-Medium
4)200 l in 11,5 qll H-Medium +
50 ul NAD-Supplement
' ]
‘ Suspensicn in Reservoir Gberfuhren ‘
| Je 100l in jede Vertiefung des Tests |
Abkleben der Platte mit Folie ohne Perforation oder max.
& Platten stapeln und nur die Oberste abdecken
\
v v ) v
18-24h 24—-48h 24-48h 24-48h
aerch aerch aercb ggf. anaerch
37°C+2°C 15°C + 2°C mikroaerophil 37°C + 2°C

37°C+2°C
bzw. 42°C +2°C

e

¥

Messung mit dem Photometer oder visuelle Ablesung ‘

Ergebnisvalidierung
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6. Mikrodilutionsmethode (Belegung Groltierplatte)

Katalog-Nr. Kategorie |Bezeichnung MERLIN
E1-150-100 \ MICRONAUT-S GroRtiere 4 Diagnostika
iLayout [K
1 Test
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A GC PEN PEN PEN PEN PEN PEN PEN PEN coL coL coL
8 4 2 1 05 025 0125 | o0g62s 2 1 05
B GC AMP AMP AMP AMP AMP AMP | AMP FLL FLL FLL FLL
16 E 4 2z 1 0,5 0,25 8 4 2 1
c AMC AMC | AMC AMC TIA TIA TIA TIA TIA TIA TIA TIA
168 84 42 e 32 16 8 4 2 1 05 0,25
D CET CET CET CET CET CET TiLM TILM TILM TILM TILM TILM
4 2 1 05 0,25 0,126 ° 16 8 4 2 1 0,5
E CTN CTN CTN CTN CTN TUL TUL TUL TUL TUL TUL TUL
15 8 4 2 1 54 az 18 8 4 2 1
F ERY ERY ERY ERY ERY ERY TET TET TET TET TET TET
4 2 1 058 0,25 0,125 8 4 2 1 0,5 0,25
G GEN GEN GEN GEN GEN GEN GEN s TS TIS TS TET
s 4 2 1 05 0,25 0,125 2038 1He 05085 | 026075 | 0425
H SPT SPT SPT SPT SPT ENR ENR ENR ENR ENR ENR ENR
64 32 16 8 4 1 0,5 026 0425 | 00825 | 0,03125 | 0,015625
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6. Mikrodilutionsmethode

Ablesung und Auswertung:

erfolgt mittels Photometer und der MCN-
Software (ggf. visuell)

» bakterielles Wachstum stellt sich als
Tribung oder Kolonie dar

* Wachstumskontrolle muss ausreichend
bewachsen sein, ansonsten ist keine
Auswertung maoglich (automatisch erfolgt
eine Meldung Uber die Software, eine
weitere Bebritung ist dann erforderlich)

* Dokumentation der Ergebnisse erfolgt
automatisch im Modul ,Auswertung*
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6. Mikrodilutionsmethode

Befundung an Einsender:

Die Ergebnisse werden auch kinftig
wie bisher angegeben:

S: sensibel
| : intermediar
R: resistent
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6. Mikrodilutionsmethode

Qualitatssicherung:

e Mischkulturen
- sind in der Mikrotiterplatte nicht erkennbar
- es ist zwingend erforderlich Reinheitskontrollen mitzufihren
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6. Mikrodilutionsmethode
Qualitatssicherung: Qualitatskontrolle mit Referenzstammen im LAV

- Qualitatskontrolle mit Referenzstammen erfolgt in bestimmten Abstanden
- jeweils Grol3— und Kleintierplatte

» Staphylococcus aureus ATCC 29312

 E. coli ATCC 25922

* Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

» Enterococcus faecalis ATCC 29121 (Mueller-Hinton-Bouillon)

» Enterococcus faecalis ATCC 29121 (H-Bouillon)

» Bacteroides fragilis ATCC 25285 (Wilkins-Chalgreen-B  ouillon)
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6. Mikrodilutionsmethode

Untersuchungszeiten, wann ist mit einem Ergebnis zu rechnen?

- je nach Erregerart variieren die Bebritungszeiten
- dauert mind. 1 Tag langer als Agardiffusionsmethode

- frihestens 2 Tage nach Erstanzucht....
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7. Statistik
* bis 31.10.2018

Agardiffusionstest im LAV
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8. Literaturhinwels:
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9. Zusammenfassung

Die Erstellung von Antibiogrammen hat Lt. TAHAV nach national oder
international anerkannten Verfahren zu erfolgen.

Dies erfordert eine grundsatzlich die entsprechende Expertise des
durchfiihrenden Labors, die neben der Methodik auch die Erfullung von
technischen, baulichen und organisatorischen Voraussetzungen
einschlief3t.

Eine entsprechende spezielle Laborakkreditierung ist winschenswert aber
gegenwartig nicht zwingend erforderlich.

Von der DVG wird die Durchfiihrung der Mikrodilutionsmethode (MHK-
Bestimmung) als Standardverfahren  empfohlen und in zahlreichen
Labors wie auch dem LAV eingesetzt bzw. eingefuhrt. Das LAV hat hierfr
eine akkreditierte Prifmethode.

Daneben wird im LAV in einigen Fallen weiterhin der Agardiffusionstest
eingesetzt werden.
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