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Sa​men​vat​ting
Infecties met carbapenemase-producerende En​te​ro​-
bac​te​ria​ceae (CPE) zijn moeilijk te behandelen en lei-
den tot hoge morbiditeit en mortaliteit. Adequate infec-
tiepreventiemaatregelen voor CPE vereisen sensitieve
scree​nings​me​tho​des.
We vergeleken de resultaten na directe inoculatie van
25 bekende CPE-isolaten op twee selectieve agarpla-
ten: de sensitiviteit was 96 procent voor de
Supercarba-agar (Nordmann) en 88 procent voor de
gecombineerde ChromID-agarplaten (ChromID carba
plus ChromID OXA-48, bioMérieux). Het gebruik van
een ophopingsbouillon (~25 kve) verhoogde de sensi-
tiviteit van de Supercarba-agar naar 100 procent, en
de sensitiviteit van de gecombineerde ChromID-
agarplaten naar 92 pro​cent.
Vervolgens zijn zowel de Supercarba-agar als de ge-
combineerde ChromID-agarplaten geëvalueerd met
behulp van een ophopingsbouillon, als CPE-
screeningsmethode in een typisch Nederlandse set-
ting: 307 rectale swabs uit een puntprevalentie-
onderzoek in een ziekenhuis waren negatief voor CPE.
De specificiteit van de Supercarba-agar was 92,8 pro-
cent, de specificiteit van de gecombineerde ChromID-
platen was 97,4 pro​cent.
Inmiddels is bij 11 patiënten CPE-kolonisatie aange-
toond via deze selectieve CPE-kweek; bij vijf patiënten
kwam de CPE niet uit de gelijktijdig ingezette ESBL-
kweek. Eén patiënt die wel werd gekweekt op de ge-
combineerde ChromID-agars werd gemist op de
Supercarba-agar. Drie patiënten werden wel gekweekt
op de Supercarba-agar maar gemist in de ChromID-
agars.
We concluderen dat de ophopingsstap de sensitiviteit
van de CPE-kweek verhoogt en dat de selectieve
CPE-kweek sensitiever is dan de ESBL-kweek in het
de​tec​te​ren van CPE-​kolonisatie.

Ab​stract
Infections with carbapenemase-producing En​te​ro​bac​-
te​ria​ceae (CPE) are difficult to treat, resulting in high
morbidity and mortality. Effective infection control mea-
sures for CPE require sensitive screening methods.
We compared results from direct inoculation of 25
known CPE isolates on two selective agar plates: the
sensitivity was 96 percent for Supercarba-agar (Nord-
mann) and 88 percent for the combined ChromID-agar
plates (ChromID carba en ChromID OXA-48,
bioMérieux). The use of an enrichment broth (~25 cfu)
increased the sensitivity of the Supercarba-agar to 100
percent, and the sensitivity of the combined ChromdID-
agar pla​tes to 92 per​cent.
We subsequently evaluated both the Supercarba-agar
and combined ChromID-agar plates, using broth en-
richment, in a typical Dutch setting: 307 rectal swabs
from a hospital screening survey were CPE-negative.
The specificity of the Supercarba-agar was 92.8 per-
cent, the specificity of the combined ChromID-agar pla-
tes was 97.4 per​cent.
Using this culture method in routine screening, 11 pa-
tients were identified as colonized with CPE; five were
negative for CPE in the simultaneous ESBL culture.
One patient was missed using the Supercarba-agar;
three patients were missed using the ChromID-agars.
We conclude that broth enrichment enhances the sen-
sitivity of selective agar plates and selective CPE cul-
ture enables more sensitive detection of CPE coloniza-
ti​on than
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ESBL cul​tu​re.

In​tro​duc​tie
De toename in antimicrobiële resistentie is een wereld-
wijde bedreiging voor de gezondheid, zoals ook onder-
streept door de oproep van de Wereldgezondheidsor-
ganisatie. Infecties met resistente micro-organismen
zijn vaak moeilijk te behandelen, wat leidt tot verhoog-
de morbiditeit en mortaliteit en hogere kosten in de ge​-
zond​heids​zorg.1,2 Een van de meest zorgwekkende
klassen van bijzonder resistente micro-organismen
(BRMO's) zijn de carbapenemase-producerende En​te​-
ro​bac​te​ria​ceae (CPE). CPE zijn gramnegatieve bacte-
riën die resistent zijn tegen de reserveantibiotica car-
bapenems, waartoe middelen als meropenem en imi-
penem behoren. De meeste CPE produceren tevens
extended-spectrum bètalactamasen (ESBL) en zijn co-
resistent tegen andere antibioticumklassen zoals fluor-
chinolonen en co-trimoxazol, wat resulteert in een pan-
resistent fe​no​ty​pe.3 Naast patiënten met een infectie
met CPE kunnen ook patiënten met asymptomatische
CPE-kolonisatie een bron zijn van nosocomiale trans-
mis​sie.
Infectiepreventiemaatregelen zijn nodig om versprei-
ding van CPE in een ziekenhuis te voorkomen. De
WIP-richtlijn BRMO uit 2012 adviseert om patiënten
met CPE in isolatie te ver​ple​gen.4 Enfield et al. toon-
den aan dat het in​fec​tie​ri​si​co met CPE afnam na im​ple​-
mentatie van de Centers for Disease Control and Pre-
vention’s 2012 CPE-​toolkit.5 Hiervoor is het nodig om
patiënten met CPE adequaat te identificeren, zowel
door klinische isolaten als met screening of puntpreva-
len​tie​on​der​zoek.
Nederland is succesvol in infectiepreventie en het voe-
ren van een re​stric​tief an​ti​bi​o​ti​cum​ge​bruik.6 Hier​door is
de prevalentie van antibioticumresistentie laag in ver-
gelijking met andere landen. Methicilline-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA)-prevalentie in positie-
ve bloedkweken bijvoorbeeld, is met 1,2 procent sub-
stantieel lager dan het gemiddelde van de Europese
unie met 13,7 pro​cent.7 Ook de pre​va​len​tie van CPE in
Nederland is relatief laag, met respectievelijk 0,03 pro-
cent en 0,42 procent bevestigde carbapenem-
resistente E. coli en K. pneumoniae in 2017.8,9 Desal-
niettemin zijn er ook in Nederland introducties van
CPE die tot ver​sprei​ding en

enkele uitbraken hebben ge​leid.10 Een CPE-uitbraak
wordt soms pas relatief laat gedetecteerd, onder ande-
re doordat CPE moeilijk te detecteren kunnen zijn in
routinekweken: ten eerste zijn platen die niet selectief
op CPE testen vaak overgroeid met morfologisch iden-
tieke isolaten zonder carbapenemase-gen, waardoor
de CPE onopgemerkt blijft. Ten tweede hebben som-
mige carbapenemase-producerende bacteriën slechts
een marginaal veranderde minimaal remmende con-
centratie (MRC) voor carbapenems, zodat de stan-
daard klinische breekpunten van EUCAST deze stam-
men carbapenemase-gevoelig rap​por​te​ren.11,12 Hoe-
wel CPE-screening wordt toegepast bij risicogroepen,
zoals recente opname in een buitenlands zie​ken​huis,4
zijn hiervoor geen gestandaardiseerde methoden be-
schikbaar en ontbreken actuele richtlijnen. Ook is het
momenteel niet gebruikelijk om routinematig CPE-
puntprevalenties uit te voeren in ziekenhuizen. Dit is
waarschijnlijk een gecombineerd effect van de lage
prevalentie van CPE, en de extra kosten die hiermee
ge​moeid zijn voor zowel de kli​niek als het la​bo​ra​to​ri​um.
Gezien de toename van het aantal CPE-uitbraken en
hun late detectie, hebben we een studie opgezet om
tot een ge​schik​te me​tho​de te komen voor het scree​nen
op CPE in rec​ta​le swabs. We se​lec​teer​den twee se​lec​-
tie​ve ag​ar​pla​ten op basis van de li​te​ra​tuur,13–15 beoor-
deelden de platen op sensitiviteit en specificiteit en
evalueerden of het gebruik van een ophopingsbouillon
de prestaties van de platen kan verbeteren. Vervol-
gens vergeleken we de opbrengst van de CPE-kweek
ten opzichte van de standaard ingezette ESBL-kweek
bij patiënten met een verhoogd risico op CPE, zoals
re​cent ver​blijf in een bui​ten​lands zie​ken​huis.

Ma​te​ri​aal en me​tho​den

Se​lec​tie van kweek​me​tho​den
Het doel van de studie was de evaluatie van scree-
ningmethodes voor CPE-dragerschap. Gebaseerd op
li​te​ra​tuur,16,17 werden twee selectieve agarplaatme-
thodes geselecteerd: de Supercarba-agar zoals be-
schreven door Nordmann et al.18, en de gecombineer-
de ChromID-agarplaten (ChromID Carba plus ChromID
OXA-​48, bioMérieux).
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Di​rec​te in​o​cu​la​tie
We gebruikten 25 bekende CPE-isolaten om de sensi-
tiviteit van beide agarplaatmethoden te testen. De spe-
cies werd vastgesteld met MALDI-TOF (Bruker, Duits-
land). Carbapenemase-productie werd bevestigd in elk
isolaat met een carbapenemase-specifieke PCR op
KPC, OXA-48, VIM, IMP en NDM genen (CT103 micro-
array, Checkpoints, Nederland). Een 0,5 McFarland-
emulsie werd gemaakt in een steriele zoutoplossing.
De emulsie werd 1:100 verdund door aseptische over-
dracht van 0,1 ml emulsie in 9,9 ml steriele zoutoplos-
sing, resulterend in een suspensie. De suspensie werd
geïnoculeerd op de Supercarba-agarplaat en de ge-
combineerde ChromID Carba Smartplaten met een 10
µl ste​rie​le öse.

In​o​cu​la​tie van ver​rijk​te bouil​lon
Om de situatie te simuleren waarin we screenen voor
CPE-kolonisatie, waar rectale swabs worden gebruikt
en de concentratie van CPE in het rectale swabmedi-
um waarschijnlijk lager is dan in de directe kweek,
maakten we een verdunning van circa 250 kve/ml
(geëvalueerd met kolonietelling op een bloedagar-
plaat). Vervolgens werd 0,1 ml van deze 250 kve/ml
suspensie, circa 25 kve, geïnoculeerd in 5 ml tryptic
soy broth met 8 ml/l vancomycine en 0,12 mg/l mero-
penem. De antibiotica zijn toegevoegd om de groei van
grampositieve bacteriën te remmen en de
carbapenemase-productie in CPE-isolaten te bevorde-
ren. Na 16 tot 24 uur incubatie bij 36ᵒC werden de se-
lectieve agar-platen geïnoculeerd met een 10 µl sterie-
le öse.

Af​le​zen van de pla​ten
Alle agars werden op twee momenten geïnspecteerd
op groei: na 18 tot 24 uur en 42 tot 48 uur incubatie bij
O2 op 36ᵒC. Groei op de platen werd gezien als posi-
tief. Voor de ChromID-agar werd groei op ten minste
een van de pla​ten als po​si​tief ge​re​gi​streerd.

Punt​pre​va​len​tie​stu​die en spe​ci​fi ​ci​teits​be​pa​ling
De ophopingsbouillon in combinatie met afenting op de
twee verschillende selectieve agarmethodes zijn ge-
bruikt om een CPE-puntprevalentiestudie uit te voeren
in een groot topklinisch ziekenhuis in het zuiden van
Nederland. Als onderdeel van de routinematige punt-
pre​va​len​tie werd bij alle op​ge​no​men patiënten

die wensten mee te werken een rectale swab (Eswab,
Copan) afgenomen. De afdelingen Pediatrie en Psy-
chiatrie vallen niet binnen de routinematige puntpreva-
len​tie.
Alle gegroeide kolonies zijn gedetermineerd met
MALDI-TOF (Bruker). Resistentie werd bepaald met
Vitek-2 (bioMérieux), E-test meropenem en imipenem
(bioMérieux), Carbapenem inactivation method (CIM-​
test),19 en een carbapenemase-specifieke qPCR
(Check-​Direct CPE, Checkpoints) die test op KPC-,
OXA-​48-, IMP- en NDM-​genen.
Bij de CIM-test, zie ook Van der Zwaluw et al,19 wordt
met een 10 µl öse de stam in 400 µl fysiologisch zout
gesuspendeerd; hieraan wordt een meropenemdisk
(MEM10, Oxoid) toegevoegd en geïncubeerd geduren-
de 2 uur op 35ᵒC. De disk wordt vervolgens op een
plaat gelegd waarop een meropenem-gevoelige E.
Coli ATCC 29522 is geënt. Indien er geen zone om de
disk zichtbaar is, is de meropenem in de disk afgebro-
ken door​dat de stam een car​ba​pe​n​e​ma​se pro​du​ceert.
De spe​ci​fi​ci​teit werd be​re​kend door het per​cen​ta​ge ag​-
arplaten uit de puntprevalentiestudie zonder groei van
Enterobacteriaceae te delen door het totaal aantal
CPE-negatieve platen. Dit is apart uitgevoerd voor de
Supercarba-agar en voor de gecombineerde ChromID-
agarplaten. Statistische testen zijn uitgevoerd met Mc-
Nemar's Chi-squared test for count data in R versie
3.4.2.

Prak​tijk​er​va​ring
Sinds mei 2017 wordt de selectieve CPE-kweek stan-
daard ingezet als onderdeel van de BRMO-screening
van patiënten die recent in een buitenlands ziekenhuis
verbleven. We maken daarbij gebruik van de ophoping
die wordt afgeënt op zowel de Supercarba-​agar- als de
gecombineerde ChromID-agarplaten. Gezien het ont-
breken van een gouden standaard voor CPE-testen
gold als referentie dat een monster CPE-positief was
indien gedetecteerd op één van de CPE-platen of in
een ESBL-kweek met positieve CIM-test. ESBL-
screening als onderdeel van deze BRMO-screening
wordt gedaan met ophopingsbouillon (tryptic soy broth
met 8 mg/l vancomycine en 0,25 mg/l cefotaxim) en af-
enting op twee verschillende McConkey-platen: a) Mc-
Conkey met cefotaxim (1 mg/l), vancomycine (64 mg/l)
en oxa​cil​li​ne (400 mg/l) en b) Mc​Con​key met cef​t​azi​dim
(1 mg/l), vancomycine (64 mg/l) en oxacilline (400
mg/l).
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Re​sul​ta​ten

Sen​si​ti ​vi​teit van de kweek​me​tho​de
Tabel 1 toont de groeiresultaten van de 25 verschillen-
de CPE-isolaten voor beide selectieve agars met en
zonder gebruik van de ophopingsbouillon. De analyti-
sche sensitiviteit van beide agarplaten was hoog, 96
procent voor de Supercarba-agar en 88 procent voor
de gecombineerde ChromID-agarplaten. Na ophoping
in bouillon nam de sensitiviteit verder toe, ondanks de
lagere concentratie van het inoculum, tot 100 procent
voor de Supercarba-agar en 92 procent voor de ge-
combineerde ChromID-agarplaten. De groei na bouil-
lonverrijking was discreet, stammen hadden ofwel
ruime groei (++++) binnen 1 dag of totaal geen groei,
be​hal​ve de P. mi​ra​bi​lis

VIM-​stam.

Spe​ci​fi ​ci​teit van de kweek​me​tho​de
De combinatie van een ophopingsbouillon met beide
platen is vervolgens ingezet tijdens de routine puntpre-
valentie in een groot topklinisch ziekenhuis in het zui-
den van Nederland. Van de 382 patiënten die in aan-
merking kwamen voor de puntprevalentie is bij 307
patiënten een rectale swab afgenomen. Deelname aan
de puntprevalentie is ziekenhuisbeleid maar vrijwillig;
75 patiënten wilden niet deelnemen aan de studie of
waren niet be​schik​baar op het mo​ment van scree​ning.
De CPE-prevalentie onder de deelnemende patiënten
was 0 procent: geen van de 307 gescreende rectale
swabs toon​de CPE in de
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Tabel 1. Groei na di​rec​te in​o​cu​la​tie en bouil​lon​ver​rij​king.

Tabel 2. Groei van micro-​organismen na bouil​lon​ver​rij​king van de 307 ge​kweek​te rec​ta​le swabs uit een CPE-​puntprevalentiestudie,
voor de Supercarba-​agarplaat en de ge​com​bi​neer​de ChromID-​agarplaten.
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geteste kweekmethodes. In tabel 2 is zichtbaar dat er
voor 207 swabs (67 procent) geen enkele bacteriële
groei was op de verschillende platen. En​te​ro​bac​te​ria​-
ceae zijn gekweekt in 25 monsters (8 procent). Pseu​-
domonas spp. werden gevonden in 58 kweken (19
procent). Op één Supercarba-plaat zijn zowel En​te​ro​-
bacteriaceae als Pseudomonas spp. gedetecteerd. Bij
een ander monster werd Pseu​dom​onas spp. gekweekt
op de gecombineerde ChromID-agarplaten, terwijl op
de Supercarba-agarplaat de groei van een andere
niet-​fermenterende gram​ne​ga​tie​ve staaf werd ge​zien.

De specificiteit (97,4 procent) van de gecombineerde
ChromID-​agarplaten (acht pla​ten met groei van En​te​ro​-
bac​te​ria​ceae) was significant hoger (p = 0,004) dan de
specificiteit (92,8 procent) van de Supercarba-
agarplaat (22 platen met groei van En​te​ro​bac​te​ria​-
ceae, waarvan op één ook Pseu​dom​onas groeide). De
specificiteit van de gecombineerde ChromID-
agarplaten was tevens significant (p = 0,0002) hoger
dan Supercarba-agarplaten wanneer gekeken werd
naar aan- en afwezigheid van groei: 74,9 procent ver-
sus 68,4 pro​cent, res​pec​tie​ve​lijk.

Prak​tijk​er​va​ring
Inmiddels zijn beide agarmethodes (Supercarba-agar
en gecombineerde ChromID-agarplaten) ingezet als
CPE-kweek bij 585 patiënten, als onderdeel van de
BRMO-screening, zie fi​guur 1. Al deze patiënten zijn in
het kader van BRMO-screening ook getest op ESBL.
CPE-detectie met een van beide specifieke CPE-
agarplaten, of bij

ESBL-kweek met bevestiging van CPE met een CIM-
test, gold als referentiestandaard voor CPE-
kolonisatie. Bij 11 patiënten zijn in totaal 17 CPE-
stammen aangetoond. Van de 17 stammen zijn er 11
alleen gedetecteerd in de CPE-kweek en niet in de ge-
lijktijdig ingezette ESBL-kweek; zes van deze stammen
hadden wel een ESBL-gen. In negen van de 11 stam-
men werd hetzelfde species aangetroffen in de ESBL-
kweek, maar dan zon​der carbapenemase-​gen.
Bij vijf patiënten was de CPE-kolonisatie alleen gede-
tecteerd in de CPE-kweek en niet in de ESBL-kweek;
met het ESBL-protocol is dus slechts 54 procent van
de CPE-gekoloniseerde patiënten aangetoond. Daar-
naast werd bij twee patiënten een tweede CPE-
species alleen in de CPE-kweek aangetroffen en niet
in de ESBL-kweek. Er zijn geen patiënten geweest bij
wie de CPE-kweek negatief was, maar wel een CPE
werd aangetroffen in de gelijktijdig ingezette ESBL-
kweek.

Bij één patiënt werd de CPE (NDM+ E. coli) alleen ge-
kweekt op de ChromID-agarplaten, niet op de
Supercarba-agar. Bij drie patiënten werd de CPE
(OXA-48+ E. coli) enkel gekweekt op de Supercarba-
agar en ble​ven de ChromID-​agarplaten ne​ga​tief.

Dis​cus​sie
Deze studie en praktijkresultaten tonen aan dat ESBL-
detectiemethoden onvoldoende geschikt zijn voor
CPE-detectie: in 585 kweken werden 11 CPE-
kolonisaties gevonden met de CPE-kweekmethodes,
ter​wijl hier​van maar 6 wer​den
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Fi ​guur 1. Prak​tijk​er​va​ring met BRMO-​screening op CPE en ESBL.
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aangetoond in de ESBL-kweek. Zowel de Supercarba-
agar als de gecombineerde ChromID-agarplaten zijn
bruikbaar voor CPE-screening. Voor beide selectieve
agars nam de sensitiviteit om bekende CPE-isolaten te
detecteren toe met het gebruik van een selectieve op-
hopingsbouillon. De keuze tussen de beide agars is
een afweging tussen sensitiviteit of specificiteit of voor
gevoeligheid voor specifieke CPE-genen. De sensitivi-
teit voor detectie van bekende CPE-stammen na se-
lectieve ophoping was 100 procent op de Supercarba-
agar en 92 procent voor de gecombineerde ChromID-
agarplaten. De gecombineerde ChromID-agarplaten
hadden daarentegen een hogere specificiteit in verge-
lijking met de Supercarba-agar in de puntprevalentie-
studie: 97,4 procent versus 92,8 procent (p = 0,004).
Uit de praktijkervaring bleek dat de Supercarba-agar
één NDM+ E. Coli-kolonisatie miste, terwijl de
ChromID-​agar drie OXA-​48+ E. Coli-​kolonisaties miste.
De sensitiviteit van de Supercarba-agar was vergelijk-
baar met de sensitiviteit van 95,6 procent beschreven
in Nordmann et al.18 De sensitiviteit zoals beschreven
in Girlich et al.17 voor de gecombineerde ChromID-
agarplaten (98,2 procent bij inoculum van 105 kve) is
hoger dan onze resultaten; mogelijk speelt het hogere
inoculum hierbij een rol. Er zijn geen studies die speci-
fi​ci​teit van de pla​ten be​oor​de​len in kli​ni​sche sam​ples.
De hogere sensitiviteit bij gebruik van een ophopings-
bouillon is vergelijkbaar met resultaten van Murk et
al.20, waarbij hogere sensitiviteit bij het gebruik van
bouillon ten opzichte van directe inoculatie werd aan-
getoond bij selectieve kweek van ESBL-producerende
En​te​ro​bac​te​ria​ceae.
Een beperking bij het uitvoeren van deze en andere
studies is het gebrek aan een gouden standaard voor
CPE-testen; detectie op een van de CPE-platen of
(voor de praktijkervaring) in een ESBL-kweek met po-
sitieve CIM-test, is daarom gebruikt als referentie. In
deze studie is de sensitiviteit bepaald met bekende
isolaten, voor klinische relevantie zou de sensitiviteit
idealiter worden bepaald door te testen op rectale
swabs. Dit is echter bemoeilijkt door de lage prevalen-
tie van CPE en de afwezigheid van een gouden stan-
daard.
Omdat ophoping de sensitiviteit verhoogde van detec-
tie van be​ken​de CPE-​isolaten, is deze stap

ingevoerd in de routinediagnostiek. De diagnostische
testen zijn niet uitgevoerd zonder ophoping; hierdoor
was het helaas niet mogelijk de verwachte toegevoeg-
de positieve waarde van ophoping in de praktijk te be-
vestigen. Ook het spiken van fecesmonsters met be-
kende concentraties inocula zou interessant zijn om
kwantitatieve analyses te kunnen doen en de detectie-
li​miet te be​pa​len.
Vanzelfsprekend zijn de selectieve agarplaten niet ge-
schikt voor het screenen op carbapenemase-
producerende Pseudomonas spp.21 Pseudomonas
spp. zijn gedetecteerd in 58 (19 procent) van de CPE-
screeningkweken, en geen van deze produceerden
car​ba​pe​n​e​ma​se. De specificiteit is daarmee onvol-
doende om de methode te gebruiken als screenings-
methode voor carbapenemase-producerende Pseu​-
dom​onas spp.
De inbedding van de CPE-testen in bestaande labora-
toriumprocedures is relatief eenvoudig: de CPE-kweek
is qua opzet en doorlooptijd vergelijkbaar met de
ESBL-kweek. Er wordt gebruik gemaakt van dezelfde
swab die gebruikt wordt bij de ESBL-kweek, waardoor
de logistieke aanpassingen en patiëntbelasting mini-
maal zijn. Het inzetten en uitwerken van extra testen
gaat vanzelfsprekend wel gemoeid met meer kosten. In
onze studie bleek geen van de gegroeide non-
fermentors carbapenemase te produceren. Deson-
danks valt het te overwegen om bij deze stammen een
beperkte screening op carbapenemase te verrichten,
bij​voor​beeld via een CIM-​test.
Samenvattend is een ophopingstap met bouillon vóór
inoculatie van selectieve agarplaten aan te raden voor
optimalisatie van de sensitiviteit in het screenen naar
CPE-kolonisatie in patiënten. Daarnaast zorgt het ge-
bruik van een CPE-selectieve kweek voor substantieel
betere detectie van CPE-kolonisatie dan gebruik van
een ESBL-​kweek al​leen. 
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