Bakterien mit Bildung von ,,Extended-Spectrum“-Beta-Laktamasen:
Mikrobiologischer Nachweis, Antibiotika-Sensibilitit

und klinische Bedeutung

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultit
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitét

Bonn

David Heinerich Furmaniak

aus Bonn

2010



Angefertigt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultit der Universitit Bonn

1. Gutachter: Priv.-Doz. Dr. med. Giinter Marklein

2. Gutachter: Prof. Dr. med. vet. Anna Maria Eis-Hiibinger

Tag der Miindlichen Priifung: 26. Mirz 2010

Aus dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn

Direktor: Prof. Dr. med. A. Horauf



Inhaltsverzeichnis
1. AbKUrzungsverzeiChmiS ......ovviiiiiiiniiiiiiiiniiiiiiiieiiiriientoierciscsesrossscssscenscsnnces oo 5
77 D11 1111 7
3. Fragestellung der vorliegenden Arbeit.........c.ccciiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinn. 11
4. Theoretische Grundlagen........cccoveiiieiiiieiiiniiiieieiareinscssetcssscssssosascssssonascssscnssn 12
4.1. Antibiotika-Resistenz durch B-Laktamasen..............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
4.2. Abgrenzung der ESBL ... e 13
4.3. Klinisch wichtige ESBL-bildende Bakterienspezies.............ccovvviiiiiiiiiiiiiinnnannn. 16
4.4. Klinische Bedeutung der ESBL-Bildner..............coooiiiiiiii 16
4.5. Verbreitung und Besonderheiten ESBL-produzierender Enterobacteriaceae............... 17
4.6. Risiko inadiquater empirischer Antibiose durch ESBL-Bildung............................. 20
4.7. Auswirkung der ESBL-Bildung auf die Therapiedauer von Infektionen................... 21
4.8. Auswirkung der ESBL-Bildung auf die Letalitdt der Patienten.............................. 21
4.9. Gesundheitsokonomische Auswirkungen der ESBL-Bildung................................. 22
4.10. Notwendigkeit schneller Detektion der ESBL-Bildung..................oooooiiiiiii.n. 23
4.11. Methoden zur Detektion von ESBL........ ... 24
4.11.1. Phénotypische Methoden zur Detektion der ESBL-Bildung............................. 25
4.11.1.1. Screening-Verfahren. ..........ooiiiiii i e 25
4.11.1.2. Phinotypische Bestatigungstests. ... ...o.vviiitiiriiitiiiiiit i eiaeaeane 28
4.11.2. Genotypische Methoden zur Detektion von ESBL......................oo. 41
4.12. Therapie von Infektionen durch ESBL-bildende Bakterien.......................c..oo 43
S. Material und Methoden........c.ccciiiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiecieciicetiecieceesscsees 47
5.1. Untersuchte Bakterienkulturen...............ooiiii e, 47
5.2. Speziesidentifizierung und Nachweis der ESBL-Bildung.........................cooonl. 48
5.3. Verwendete Testverfahren...... ..o 49
54 T StAUSWETTUINE. . .ottt ettt et et e et et et e et et et e e e e e e e 52
LT D0 1) 11 CE 53
6.1. Micronaut-S-MHK .. ... e 53
6.2. Micronaut-S-ESBL. ... 62
6.2.1. Micronaut-S-ESBL als Schnelltest............oooiiiiiiiii e, 65

6.2.2. Negativ-Kontrolle anhand von 167 Isolaten aus der Routine-Diagnostik................. 68



7. Vergleichende Betrachtung und Diskussion der Ergebnisse........c.ccceeeiieiiinicinnnnnn. 70
7.1, Micronaut-S-MHK ... 70
7 B R 54 o 731 1S5 4 1 71
A B € 1S 117 1 1o3 1 s D 79
T 130 AMIKACINL ¢t 84
T 1A COlISHIN. e e e 87
T LS. TemOCTIIIN. ..o 88
7 T TR o0 7§ N 92
7.2. Micronaut-S-ESBL. ... s 102
7.3. Micronaut-S-ESBL als Schnelltest..........c..cooiiiiiii e, 103
8. Zusammenfassung......cccceeiiiieiiinriiieieinriiisteisrosnscssssossscsessossscssssssssosssssnsons 105
9. Anhang: Erlauterungen zu Begriffen der Statistik und Epidemiologie.................. 106
10. LiteraturverzeichmiS.......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicietiisnscescensenan 106

11, DanKSagUNE....ueiiiieiiiiientiiiessecsersstosesssessssssossssscssssscossssssssssssssssssesssssssosssse 127



1. Abkiirzungsverzeichnis

AMK:
ATCC:
AATEF:
BIM:
BSAC:

CA-SFM:

CLSI:
C/V:
COL:
CPP:
CTX:
CTX-M:
DIN:
DNA:
dHPLC:
EARSS:

EUCAST:

ERT:
ESBL:
GEN:
HPA:
IDSA:
IMP:
I:

IRT:
MER:
MHK:

MYSTIC:

MRSA:
PCR:
R:

Amikacin

American Type Culture Collection

Antimicrobial Availability Task Force

Bush, Jacoby, Medeiros-Klassifikation

British Society for Antimicrobial Chemotherapy

Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
Clinical and Laboratory Standards Institute (friiher NCCLS)
Cefpodoxim/Clavulansiure

Colistin

Cefpodoxim-Proxetil

Active on cefotaxime

Active on cefotaxime, first isolated at Munich

Deutsches Institut fiir Normung

Desoxyribonucleinsdure

denaturierende high-performance liquid chromatography
European Antimicrobial Resistance Surveillance System
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Ertapenem

“Extended- spectrum”- B-lactamasen

Gentamicin

Health Protection Agency (Grof3britannien)

Infectious Diseases Society of America

Imipenem

Intermediér: intermediére Sensibilitit gegeniiber einem Antibiotikum.
Inhibitor resistant TEM B-lactamase

Meropenem

Minimale Hemmkonzentration

Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
Polymerase-Ketten-Reaktion

Resistent



SHV:

spp.
TEM:

T™MO:

TGC:
GC:

CMT:
CMY:

VRE:

Sensibel

Sulfhydryl reagent variable

species pluralis

Temoneira

Temocillin

Tigecyclin

Growth control/Wachstumskontrolle
Complex mutant derived from TEM-1
Active on cephamycins

Vancomycin-resistenter Enterococcus faecium



2. Einleitung

Weltweit wird eine besorgniserregende Zunahme von Infektionen mit multiresistenten Bakterien
beobachtet. Einige Spezies haben nahezu Panresistenz gegen alle verfiligbaren Antibiotika
erreicht. Ausbriiche nicht behandelbarer Infektionen sind zu befiirchten (Spellberg et al. 2008)
und eine Verbesserung der Situation durch Einfilhrung neuer Antibiotika ist nicht zu erwarten
(Talbot et al. 2006). Infektionskrankheiten stellen weltweit die zweithdufigste Todesursache dar,
wobei die Malaria und die Tuberkulose einen groen Anteil haben (World Health Organisation,
2004). In den Industrielindern ist durch die hoch entwickelte medizinische Infrastruktur ein
anderes Erregerspektrum in den Vordergrund getreten. Es handelt sich hier vor allem um
opportunistische bakterielle Erreger. Die Antimicrobial Availability Task Force (AATF) der
Infectious Diseases Society of America (IDSA) hat 2006 eine Liste von Infektionserregern
erstellt, die durch ihre Multiresistenz ein besonderes Problem darstellen konnen und fiir die keine
oder nur sehr wenige neue antimikrobielle Wirkstoffe in Phase-2-Studien oder Phase-3-Studien
gepriift werden.

Es handelt sich um folgende Erreger:

- Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA),

- Vancomycin-resistenter Enterococcus faecium (VRE),

- Pseudomonas aeruginosa,

- Acinetobacter baumannii,

- Aspergillus species,

- “extended spectrum" B-lactamase—produzierende Enterobacteriaceae.

Diese Erreger sind in den USA klinisch bedeutsam und stellen an vielen Orten eine Gefahr fiir
die 6ffentliche Gesundheit dar (Talbot, 2006). Nicht auf dieser Liste erwéhnt sind Streptococcus
pneumoniae und Mycobacterium tuberculosis. Auch diese beiden hdufigen respiratorischen
Krankheitserreger zeigen weltweit zunehmend Multiresistenz (Spellberg et al. 2008).
Methicillin-resistente ~ Staphylococcus aureus stellen eine Herausforderung fiir die
Krankenhaushygiene dar, treten aber auch zunehmend bei nicht hospitalisierten Patienten auf.
MRSA sind die in der breiten Offentlichkeit am meisten beachteten multiresistenten Erreger, fiir
die auch die pharmazeutische Industrie mehr Substanzen in der Pipeline hat als fiir jeden anderen
der hier genannten multiresistenten Erreger (Talbot, 2006).

Enterokokken sind in Deutschland die dritthdufigsten Erreger bakterieller nosokomialer

Infektionen (Robert Koch Institut, 2008). Zur Behandlung von Infektionen durch VRE stehen mit



Quinupristin-Dalfopristin (in Deutschland nicht mehr im Handel), Linezolid, Tigecyclin und
Daptomycin zwar mehr Optionen zur Verfiigung als bei anderen multiresistenten Erregern,
dennoch werden VRE als Problemkeime eingestuft, fiir deren Behandlung neue Substanzen
entwickelt werden miissen.

Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumannii gehoren zu den sog. Nonfermentern,
die die Glukose nicht fermentativ abbauen konnen, und beide sind opportunistische
Krankheitserreger. Bei Patienten mit Cystischer Fibrose verursachen sie chronische
Atemwegsinfektionen, bei denen sich im Verlauf der Behandlung héufig Resistenz gegen alle
bekannten Antibiotika entwickeln kann. P.aeruginosa ist in der Lage, eine grosse Zahl von
Resistenzmechanismen synergistisch zu nutzen. Am héufigsten ist die Expression von
3-Laktamasen, einschliesslich ESBL, AmpC und Carbapenemasen.

P. aeruginosa verfiigt liber ein sehr effektives Effluxsystem (MexAB-OprM), mit dem die
meisten Antibiotika aus der Zelle gepumpt werden. Porinverlust kann die Resistenz zusétzlich
verstirken. Da sogar Carbapeneme héufig nicht mehr wirksam sind, bleibt Colistin oft das
einzige wirksame Antibiotikum. Keine gegen P. aeruginosa wirksame Substanz mit neuem
Wirkungsmechanismus wird in Phase- zwei oder Phase-drei-Studien untersucht (Talbot, 2006).
Acinetobacter species sind in der Umwelt weit verbreitet und wurden friiher als wenig virulent
betrachtet, wihrend heute eine zunehmende Inzidenz von nosokomialen Pneumonien und
Septikdmien durch A. baumannii beobachtet wird. A. baumannii kann Ausbriiche auf
Intensivstationen verursachen, ist aber auch als Verursacher von Wundinfektionen und
Osteomyelitiden bei Soldaten im Irak und in Afghanistan aufgetreten (Davis et al. 2005). Die
Therapie von Acinetobacter-Infektionen wird durch zunehmende Multiresistenz erschwert.
Folgende Resistenzmechanismen sind bekannt:

- Aminoglycosid modifizierende Enzyme

- ESBL

- Carbapenemasen

- Verdnderungen von Proteinen der dusseren Membran

- Verdnderungen der Penicillinbindeproteine. Das Resistenzausmall und die Resistenzraten
gegeniiber den meisten Antibiotika sind so hoch, dass auf Colistin zuriickgegriffen werden muss,
das lange Zeit wegen seiner Nephrotoxizitit kaum verwendet wurde. Die einzige neue Substanz
mit Aktivitit gegen A. baumannii ist Tigecyclin. Es befinden sich fiir A. baumannii -Infektionen

keine anderen Antibiotika in der Entwicklung (Talbot, 2006).



Escherichia coli und Klebsiella spp. sind die hédufigsten Infektionserreger unter allen aeroben
gramnegativen Bakterien. Wahrend E. coli und Klebsiella pneumoniae zu Beginn der
antibiotischen Ara weitgehend Ampicillin-sensibel waren, sind heute ESBL, die Resistenz gegen
fast alle Penicilline und Cephalosporine verleihen, weltweit verbreitet. ESBL-bildende E. coli
und Klebsiella pneumoniae verfligen meist liber weitere Resistenzmechanismen, so dass sie auch
gegen fast alle anderen Antibiotikaklassen resistent sind. Gegen diese Bakterien sind die
Carbapeneme weiterhin gut wirksam, jedoch ist wiederholt iiber Carbapenemasen bei Klebsiella
spp. berichtet worden (Peirano, 2009). Carbapenemresistenz durch die Kombination von ESBL-
Expression und Verlust von Porinen ist hdufig nachgewiesen worden (Martinez-Martinez, 2008).
Vermehrtes Auftreten von Carbapenemresistenzen ist zu erwarten (Burak et al. 2006). Tigecyclin
ist in vitro aktiv gegen ESBL produzierende E. coli und Klebsiella spp.. Am 25. Juli 2008 wurde
in der Europdischen Union Doripenem als viertes Carbapenem zugelassen. Ein Antibiotikum mit
neuem Wirkungsmechanismus ist jedoch nicht in Sicht.

Wie ist das Missverhaltnis zwischen Resistenzlage und Antibiotikaentwicklung entstanden?

Ob klinisch addquat oder nicht, der Einsatz von Antibiotika filhrt zur Selektion resistenter
Organismen. Das Ausmall der Selektion hidngt von den Eigenschaften des jeweiligen
Antibiotikums und der Haiufigkeit des FEinsatzes ab (Levy und Marshall, 2004).
Antibiotikaresistenz ist jedoch nicht erst im Zusammenhang mit dem medizinischen Einsatz von
Antibiotika entstanden. Beispielsweise wurden B-Laktamasen im Laufe der mikrobiellen
Phylogenese schon gebildet, lange bevor der Mensch sie entdeckt hat (Spellberg et al. 2008).
Bereits zu Beginn der antibiotischen Ara traten Resistenzprobleme auf. Sulfonamid-resistente
Streptococcus- pyogenes-Staimme wurden schon in den 1930er Jahren beobachtet. Erworbene
Penicillinresistenz trat bei Staphylococcus aureus bereits in den 1940er Jahren auf (Levy und
Marshall, 2004). In den folgenden Jahrzehnten konnte der Resistenzentwicklung durch
Einfiilhrung neuer Antibiotikaklassen begegnet werden. Bei ihrer Einfithrung zu Beginn der
1980er Jahre waren zum Beispiel die Cephalosporine der sog. dritten Generation noch aktiv
gegen die meisten B-Laktamase bildenden Bakterien (Paterson und Bonomo, 2005). Heute ist der
Nutzen der  Cephalosporine  durch  die  ungebremste  Weiterentwicklung  der
Resistenzmechanismen, wie ESBL, bedroht. Die Entwicklung neuer Antibiotikaklassen hingegen
halt mit der Resistenzentwicklung nicht schritt.

Wie ist die Stagnation der Antibiotikaentwicklung zu erkldren? Die Entwicklung zahlreicher

neuer antiretroviraler Medikamente zur Behandlung der HIV-Infektion zeigt, dass die
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pharmazeutische Industrie in der Lage ist, neue Antiinfektiva zu entwickeln. Antibiotika werden
im Gegensatz zu Medikamenten zur Behandlung chronischer Krankheiten nur iiber kurze Zeit
eingesetzt. Aullerdem wird der Einsatz neuer Antibiotika beschrankt, um ihre Effektivitit zu
erhalten. Dies fiihrt zu einem geringeren ,return on investment (Spellberg et al. 2008). Die
Resistenzentwicklung kann nur verlangsamt werden, wenn Resistenzmechanismen wie ESBL in
der Routine-Diagnostik frithzeitig erkannt und bei der Auswahl des Antibiotikums berticksichtigt

werden.
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3. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Daten {iber die Antibiotikaempfindlichkeit
ESBL-bildender Bakterien aus dem Bonner Raum zu gewinnen. Dazu wurden 274 von Patienten
unseres diagnostischen Einzugsbereichs isolierte Enterobacteriaceae ( E. coli, n=159, K.
pneumoniae, =88 und K. oxytoca, n=27) mit dem Bouillon-Mikrodilutionsverfahren auf ihre
Sensibilitit gegeniiber Imipenem, Meropenem, Ertapenem sowie Temocillin, Colistin, Tigecylin,
Amikacin und Gentamicin untersucht. Alle Isolate waren bereits zuvor im Rahmen der klinisch-
bakteriologischen Routine-Diagnostik mit Hilfe von Etest®- ESBL (AB Biodisk, Solna,
Schweden) phénotypisch als ESBL-positiv identifiziert worden.

Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Validitiat des Micronaut-S-ESBL— Testsystems
anhand unseres definierten Stammkollektivs zu iiberpriifen.

Dazu wurden die oben erwédhnten Stimme mit dem vom Test-Hersteller empfohlenen Standard-
Inokulum und 18-24 stiindiger Bebriitung mit dem Micronaut-S-ESBL gepriift.

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich der Micronaut-S-ESBL Test zur sicheren Detektion der
ESBL-Bildung innerhalb eines Arbeitstages eignet. Um dies zu iiberpriifen, wurden die 274
Isolate, unter Einsaat eines im Vergleich mit dem Standard-Inokulum fiinffach hdher

konzentrierten Inokulums nach einer Inkubationszeit von nur 6 Stunden analysiert.
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4. Theoretische Grundlagen

4.1. Antibiotika-Resistenz durch B-Laktamasen

Die Inaktivierung von B-Laktamantibiotika durch -Laktamasen stellt eine der klinisch haufigsten
und bedeutsamsten Resistenzmechanismen dar.

Die B-Laktamasen sind eine heterogene Gruppe von Enzymen; die fiir B-Laktamasen kodierenden
Gene konnen sowohl auf dem bakteriellen Chromosom als auch auf Plasmiden lokalisiert sein.
Die meisten 3-Laktamasen tragen einen Serinrest im Aktivenzentrum. Bei einigen B-Laktamasen
erfolgt die hydrolytische Spaltung des B-Laktamrings mit Hilfe eines Zinkions. Viele
Bakterienspezies besitzen B-Laktamasegene als Teil ihres urspriinglichen Wildtypgenoms.
Klinisch von besonderer Bedeutung sind jedoch iiber mobile genetische Elemente erworbene

3-Laktamasen (Wiegand, 2003).

Einteilung und Nomenklatur der B-Laktamasen

Zwei Klassifizierungssysteme sind zur Einteilung der B-Laktamasen gebrauchlich.

- Das molekulare Klassifizierungssystem nach Ambler von 1980 beruht auf Ubereinstimmungen
in der Aminosduresequenz. Die 3-Laktamasen werden nach Ambler in vier Gruppen von A bis D
eingeteilt. Bei den B-Laktamasen der Gruppen A, C und D handelt es sich um Serinhydrolasen.
Die Gruppe B beinhaltet Metalloenzyme (Ambler, 1980).

- Die Klassifizierung von Bush, Jacoby und Medeiros von 1995 richtet sich nach dem
Substratprofil und der Empfindlichkeit gegeniiber 3-Laktamaseinhibitoren (Bush et al. 1995).

Die Nomenklatur der einzelnen B-Laktamasen und B-Laktamasefamilien ist historisch gewachsen
und folgt keiner einheitlichen Regel. So wurden beispielsweise Enzyme nach dem Patienten
benannt, bei dem sie entdeckt wurden, andere nach dem Ort ihrer Entdeckung oder nach
biochemischen Eigenschaften. Beispielsweise ist die Bezeichnung TEM abgeleitet vom Namen
des Patienten Temoneira. SHV hingegen steht fiir Sulthydryl reagent variable. Der Name der
dritten wichtigen Gruppe von ESBL, den CTX-M Enzymen, bedeutet Cefotaximase, die in
Miinchen zum ersten Mal isoliert wurde. Diese Namen werden durch angehéngte Zahlen
vervollstdndigt, um die einzelnen Mitglieder einer B-Laktamasefamilie zu bezeichnen (Jacoby,

2006).
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4.2. Abgrenzung der ESBL

Uber die exakte Definition der ESBL besteht kein Konsens.

Eine weit verbreitete Arbeitsdefinition der ESBL besagt, dass es sich um B-Laktamasen handelt,
die Bakterien Resistenz gegeniiber den Penicillinen, den Cephalosporinen der ersten, zweiten und
dritten Generation sowie gegeniiber Aztreonam, nicht jedoch gegeniiber den Carbapenemen und
Cephamycinen (Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol) verleihen und durch Clavulansdure zumindest
in vitro gehemmt werden (Paterson und Bonomo, 2005).

Jedoch wird der Begriff ESBL in Literatur auch fiir B-Laktamasen gebraucht, die nicht alle
Kriterien dieser Definition erfiillen, zum Beispiel werden die OXA-ESBL nicht durch
Clavulansdure gehemmt. Uneinigkeit besteht auch tliber die Frage, ob der Begriff ESBL nur fiir
erworbene B-Laktamasen verwendet werden soll, die auf mobilen genetischen Elementen
(Plasmiden und Chromosomale inserts/Transposons) kodiert sind, oder auch auf chromosomale
beim Wildtyp einer Bakterienspezies vorhandene B-Laktamasen, die ein den ESBL
entsprechendes Substrat und Inhibitorspektrum besitzen. Es ist vorgeschlagen worden, den
Begriff ESBL weit zu fassen, jedoch grundsdtzlich durch Angabe der ESBL-Familie, wie
beispielsweise TEM-ESBL, SHV-ESBL oder CTX-M-ESBL zu prézisieren (Livermore, 2008).
In der klinisch mikrobiologischen Routine-Diagnostik erfolgt jedoch nur die Feststellung, dass
ein fiir ESBL, im Sinne der oben genannten Arbeitsdefinition, typischer Resistenzphanotyp
vorliegt. Um festzustellen, welche ESBL-Klasse im Einzelfall vorliegt, wiren zuséitzliche
Untersuchungen notwendig. Diese wiren mit zusétzlichem Zeit-, Personal- und Kostenaufwand
verbunden. Im Oktober 2008 wurde von Giske et al. (2009) ein neues Schema zur Einteilung der
ESBL vorgeschlagen. Die Autoren heben hervor, dass es die vorhandenen Systeme zur
Klassifikation von B-Laktamasen nicht ersetzen soll. Es soll die Kommunikation zwischen den
verschiedenen an der Behandlung von Infektionen beteiligten Akteuren erleichtern sowie der
Entwicklung der B-Laktamasen in den letzten zwanzig Jahren Rechnung tragen. Das neue
Schema soll sich nur auf erworbene B-Laktamasen beziehen. Es soll fiir klinisch wichtige
erworbene [-Laktamasen mit Aktivitit gegen Breitspektrum- Cephalosporine und/oder
Carbapeneme gelten. Es werden drei Hauptgruppen, ESBL-A, ESBL-M (M steht fiir
miscellaneous) und ESBL-CARBA, gebildet, die sich in Subgruppen unterteilen lassen.
ESBL-A: Diese Kategorie fasst die Enzyme der funktionellen Gruppe 2be nach Bush, Jacoby
und Medeiros, die nach Ambler zur molekularen Klasse A gehdren, zusammen.

ESBL-M: soll die plasmid kodierten AmpC- 3-Laktamasen und die OXA-ESBL bezeichnen.
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Es werden zwei Subgruppen vorgeschlagen: ESBL-M-C fiir plasmid- kodierte AmpC-B-
Laktamasen und ESBL-M-D fiir OXA-ESBL. Hierbei wird bei der Zuordnung der Buchstaben
Bezug auf die Ambler- Klassifikation genommen.

ESBL-CARBA: bezeichnet B(-Laktamasen, die mindestens eine Imipenemase-Aktivitit
(kcat/Vmax) >1(uM™ S™) aufweisen und gegen Breitspektrum-Cephalosporine aktiv sind.

In Anlehnung an die molekulare Klassifikation nach Ambler werden drei Subgruppen, ESBL-
CARBA-A, ESBL-CARBA-B und ESBL-CARBA-D, gebildet. Die Subgruppe ESBL-CARBA-
A enthilt Carbapenemasen, die zur Ambler Klasse A gehoren, die beiden anderen Subgruppen
dementsprechend B-Laktamasen der Ambler Klassen B und D.

Giske et al. 2008 schlagen das folgende Klassifikationsschema vor (Tabelle 1).
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Erworbene R-Laktamasen mit hydrolytischer Aktivitat gegen Breitspektrum-Cephalosporine und/oder

Carbapeneme:
R-Laktamase- ESBL-A ESBL-M ESBL-CARBA
Klassen ESBL-A mit hoher ESBL-MC ESBL-CARBA-A
Pravalenz (Plasmid kodierte AmpC) KPC
CTX-M CMY GES-2, 4, -5, -6, -8
TEM-ESBL FOX NMC
SHV-ESBL MIR SME
VEB MOX IMI-1, -2
PER DHA
LAT
BIL
ACT
ACC
ESBL-A mit niedriger ESBL-M-D ESBL-CARBA-B
Pravalenz (OXA-ESBL) (Metallo-3-Laktamase)
GES-1,-3,-7,-9 OXA-10-group IMP
SFO-1 OXA-13-group VIM
BES-1 OXA-2-group SPM-1
BEL-1 OXA-18 GIM-1
TLA OXA-45 SIM-1
IBC AlM-1
CMT? ESBL-CARBA-D
(OXAcarbapenemases)
OXA-23-group
OXA-24-group
OXA-48b
OXA-58-group
Operationale Resistenz des Resistenz des Resistenz des
Definition Bakterienstamms gegen Bakterienstamms gegen Bakterienstamms gegen
Breitspektrum- Breitspektrum- Breitspektrum-
Cephalosporine und Cephalosporine Cephalosporine
niedrigere MHK fir das und und mindestens ein
jeweilige Cephalosporinin | phanotypische Detektion Carbapenem,
Kombination mit von sowie
Clavulansaure ESBL-M-C ESBL-CARBA detektiert
oder mit genotypischen oder
genotypische Detektion phanotypischen Methoden
ESBL-M-D

Tabelle 1: Klassifikation der ESBL nach Giske et al. 2008

anicht durch Clavulansaure hemmbar. ® OXA-48 bildende Isolate kdnnen in- vitro- Cephalosporin-sensibel

erscheinen
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4.3. Klinisch wichtige ESBL-bildende Bakterienspezies

Viele ESBL-bildende Erreger gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae und produzieren
hauptsdchlich TEM, SHV und CTX-M ESBL. In der Literatur sind Infektionen durch ESBL-
produzierende Klebsiella pneumoniae und E. coli vielfach beschrieben. Auch bei Klebsiella
oxytoca, Salmonella spp., Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Providencia spp.., Serratia spp. und anderen Enterobacteriaceae kommen ESBL vor. Ausserhalb
der Familie der Enterobacteriaceae sind ESBL seltener, kommen jedoch auch bei Nonfermentern
vor, beispielsweise OXA ESBL bei Pseudomonas aeruginosa sowie verschiedene ESBL bei

Acinetobacter baumannii (Pfaller und Segreti, 2000).

4.4. Klinische Bedeutung der ESBL-Bildner

TEM und SHV ESBL-bildende Klebsiella pneumoniae sind bedeutende Erreger nosokomialer
Infektionen (Paterson et al. 2004). CTX-M ESBL-bildende E. coli haben in den letzten Jahren
Bedeutung als Erreger ambulant erworbener Harnwegsinfektionen erlangt (Livermore et al. 2007;
Rodriguez-Bano et al. 2006). Verzogertes Erkennen und hierdurch verspitete addquate Therapie
von Infektionen durch ESBL-bildende Bakterien ist mit erhohter Letalitit in Zusammenhang
gebracht worden (Paterson et al. 2001; Paterson et al. 2004a). Fiir Infektionen mit ESBL-
bildenden Bakterien sind in einigen Studien ldngerer Krankenhausaufenthalt sowie hohere
Behandlungskosten, verglichen mit Infektionen durch entsprechende ESBL-negative Erreger
nachgewiesen worden (Lautenbach et al. 2001). Einige ESBL-produzierende Bakterienstimme,
insbesondere Klebsiella pneumoniae verursachen nosokomiale Ausbriiche, bei denen sie sich im
Krankenhaus von Patient zu Patient, aber auch von Ort zu Ort verbreiten (Bush 2008). Viele
ESBL-produzierende Bakterien sind multiresistent. Zusétzlich zur Resistenz gegeniiber den
meisten B-Laktamantibiotika sind sie unempfindlich gegeniiber Antibiotika verschiedener
Klassen, insbesondere gegeniiber Fluorchinolonen, Aminoglykosiden und Cotrimoxazol
(Paterson 2006). ESBL-kodierende Gene sind hdufig Bestandteile von mobilen genetischen
Elementen, Plasmiden oder Genkassetten auf Integronen, auf denen auch Resistenzgene fiir
andere Antibiotikaklassen vorhanden sind (Theuretzbacher 2004). Um in der klinischen Situation
auf die zunehmende Verbreitung von ESBL reagieren zu kdnnen, miissen ESBL-bildende Erreger
zuverldssig und schnell erkannt werden.

Die Detektion wird dadurch erschwert, dass keine eindeutige Beziehung zwischen der klinischen

Resistenz  von ESBL-produzierenden Bakterien und ihren MHK-Werten  fiir
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Oxyiminocephalosporine besteht. Einige ESBL-Typen, z.B. TEM-3 und SHV-2, fiihren zu
MHK-Werten fiir alle Breitspektrum-Cephalosporine und Aztreonam, die Resistenz klar
erkennen lassen.

Andere hingegen, z.B. TEM-10 und TEM-26, fiihren zu deutlicher in-vitro-Resistenz gegeniiber
Ceftazidim (MHK 2128 mg/l), jedoch zu niedrigen MHK-Werten fiir Cefotaxim, Ceftriaxon,
Cefpirom, und Ceftizoxim (MHK von 0,5 bis 4 mg/1).

Daher ist In-Vitro-Sensibilitdt nicht immer ein zuverldssiger Indikator fiir klinischen Erfolg

und weiterhin wird ESBL-Bildung durch Routine-Antibiogramme hédufig nicht erkannt
(Livermore und Brown 2001; Livermore 1995).

Dieses Phanomen wurde als ,,versteckte Resistenz™ bezeichnet (Moland et al. 1998).

Aufgrund dieser unbefriedigenden Situation wurden die klinischen Breakpoints fiir
Cephalosporine bei Enterobacteriaceae, sowohl von EUCAST als auch CLSI vor kurzem
iiberarbeitet, wobei die neuen CLSI Empfehlungen Anfang 2008 noch nicht in Kraft getreten
waren.

Bei Verwendung dieser neuen niedrigen Breakpoints sollen auch ESBL-produzierende
Bakterienstimme, die nach den alten Breakpoints als sensibel eingestuft worden wiren, als
resistent erkannt werden. Zusétzlich zu den klinischen Breakpoints verdffentlicht EUCAST
epidemiologische cut-off Werte, die sich auf die Antibiotikasensibilitdit von Wildtypbakterien
beziehen.

Mit Hilfe der neuen Breakpoints in Verbindung mit den epidemiologischen cut-off Werten
konnen Sensibilititsbestimmung und ESBL-Screening gleichzeitig durchgefiihrt werden. Fiir

E. coli und K. pneumoniae sollen als Testsubstanzen Cefotaxim und Ceftazidim verwendet
werden. Die Ergebnisse konnen anhand der Breakpoints und cut-off Werte interpretiert werden.
Die Breakpoints ermoglichen die Einordnung als klinisch sensibel oder resistent. Die
epidemiologischen cut-off Werte lassen erkennen, ob der Verdacht auf ESBL-Bildung besteht
(Kahlmeter 2008).

4.5. Verbreitung und Besonderheiten ESBL- produzierender Enterobacteriaceae

In Deutschland sind bei Enterobacteriaceae bisher nur ESBL der Klassen TEM, SHV und CTX-
M verbreitet. In den letzten Jahren sind europaweit zunehmend ambulant erworbene Infektionen

durch CTX-M-bildende E.coli beobachtet worden (Canton et al. 2008). OXA-ESBL sind bei K.
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pneumoniae in der Tiirkei von klinischer Bedeutung (Carrer et al. 2008). Im europédischen Arm
der MYSTIC- Studie, mit deren Hilfe in regelmdfigen Zeitabstinden Resistenzentwicklungen
gegen Carbapeneme und andere breit wirksame Substanzen weltweit vergleichend neben anderen
Bereichen der Medizin in ca. 80 intensivmedizinischen Einrichtungen einschlieBlich unseres
Klinikums tiberwacht werden, konnten im Jahr 2007 4,9% der E. coli-, 7,2% der Klebsiella spp.-,
und 1,6% der P. mirabilis-Isolate als ESBL-bildend identifiziert werden (Turner 2009). In der
Surveillance-Studie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft aus dem Jahr 2004 wurden 5,1% von E. coli,
7,3% von K. pneumoniae, 12,4% von K. oxytoca und 1,9% von P. mirabilis als ESBL-bildend
identifiziert. Der jeweilige Genotyp wurde nicht ermittelt (Kresken et al. 2006). Laut EARSS hat
von 2000 bis 2006 bei E. coli und K. pneumoniae der Anteil der Isolate mit Resistenz gegen
Cephalosporine der dritten Generation europaweit signifikant zugenommen. Es wird
angenommen, dass diese Entwicklung hauptsédchlich auf der zunehmenden Privalenz von ESBL
beruht (Coque et al. 2008).

Alle diese Angaben beziehen sich auf ESBL-Bildner, die bei manifest Erkrankten isoliert wurden.
Jedoch sind ESBL-bildende Enterobacteriaceae sowohl im Krankenhaus als auch in der
Allgemeinbevolkerung bei klinisch unauffilligen Personen als Kommensalen vorhanden.

Da die haufigsten ESBL-Bildner, E. coli und K. pneumoniae, opportunistisch pathogen sind, fiihrt
Kolonisierung durch sie oft nicht zu klinischen Erscheinungen. Der Gastrointestinaltrakt ist der
typische Ort der Besiedlung. Auch wenn ESBL-Bildner aus Sputum, Urin oder von der Haut
isoliert werden, liegt nicht notwendigerweise eine behandlungswiirdige Infektion vor (Paterson
2006). Kolonisierung von Patienten durch ESBL-bildende Enterobacteriaceae im Rahmen von
Ausbriichen in Krankenhdusern ist weltweit vielfach beschrieben worden (Burak et al. 2006;
Laurent et al. 2008). Bei Ausbriichen in Krankenhdusern wurden bis zu 72% der Patienten als
kolonisiert oder infiziert beschrieben (Pena et al. 1998). Unabhingig von Ausbriichen wurde im
Jahr 2003 in einem spanischen Krankenhaus bei 11,8% der stationdren Patienten Ausscheidung
von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae getfunden (Valverde et al. 2004). Auch {iber zuvor nicht
hospitalisierte gesunde Ausscheider von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae ist berichtet
worden. Bei gesunden Kindern in Peru und Bolivien stellte man im Jahr 2005 eine Privalenz von
1,7% Ausscheidern von ESBL-bildenden E. coli fest (Pallecchi et al. 2007). Aus dem Stuhl von
3,7 % von 108 gesunden, nicht hospitalisierten Freiwilligen in Spanien, wurden im Jahr 2003

ESBL-bildende E. coli-Stimme isoliert (Valverde et al. 2004).
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In etlichen Studien sind Infektionen durch ESBL-bildende E. coli und K. pneumoniae mit
Infektionen durch nicht ESBL-bildende Organismen derselben Spezies hinsichtlich ihrer
klinischen Verldufe und Therapieergebnisse verglichen worden. Variablen, deren Abhdngigkeit
von der ESBL-Bildung der Erreger untersucht wurde, sind:

-Letalitét,

-Dauer der Behandlung der Infektion,

-Kosten der Behandlung,

-Wahrscheinlichkeit inaddquater empirischer Antibiose beziehungsweise Verzogerung
effektiver Antibiotikatherapie.

Bisher ist nur eine Metaanalyse zum Effekt der ESBL-Bildung auf Letalitit und Verzégerung der
effektiven Antibiotikatherapie publiziert worden (Schwaber und Carmeli, 2007).

Nicht alle Studien zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen ESBL-Bildung und
schlechterem “outcome*. In der Metaanalyse von Schwaber und Carmeli zeigten etwa die Hélfte
der eingeschlossenen Studien kein signifikant erhohtes relatives Risiko fiir Letalitét aufgrund von
ESBL-bildenden Bakterien. Es wird angenommen, dass die Patientenzahlen in vielen Studien zu
gering sind, um ausreichende statistische Power zu erreichen, was bewirkt, dass statistisch
signifikante Unterschiede nicht gezeigt werden konnen.

Den Effekt der ESBL-Bildung auf Outcome-Variablen zu erkennen, wird ausserdem durch
Confounding (Erlduterung des Begriffs siche Seite 106) erschwert. Zum Beispiel hat die Schwere
der Grunderkrankung sowohl Einfluss auf das Risiko, eine Infektion mit einem ESBL-bildenden
Bakterium zu erleiden, als auch auf die Letalitdt. Eine Moglichkeit, Confounding bei der Analyse
der Daten zu kontrollieren, bieten multivariable statistische Methoden (Erlduterung des Begriffs
sieche Seite 106) (Rodriguez-Bano und Pascual, 2008).

Zwei Dinge konnten dazu flihren, dass Infektionen durch ESBL-Bildner besonders ungiinstig
verlaufen: erhdhte Virulenz ESBL-bildender Stimme sowie spéterer Beginn einer wirksamen
Antibiotikatherapie.

Wie virulent ESBL-bildende E. coli und K. pneumoniae im Vergleich mit ESBL-negativen
Bakterien derselben Spezies sind, ist nicht gekldrt. In einer Untersuchung an Nematoden
erschienen CTX-M ESBL-bildende E. coli aus Siidfrankreich weniger virulent als nicht ESBL-
bildende E. coli. Auch molekulargenetisch wurden in dieser Studie bei den ESBL-positiven
Organismen weniger Virulenzdeterminanten als bei den ESBL-negativen nachgewiesen (Lavigne

et al. 2006). Bei einer Untersuchung an 114 CTX-M ESBL-bildenden E. coli aus Grof3britannien
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stellte sich hingegen die Mehrheit der Isolate als zu virulenten phylogenetischen Gruppen,
hauptsédchlich Gruppe B2, gehorig heraus (Karisik et al. 2008). Ein in Europa und Nordafrika
verbreiteter CTX-M-15 bildender E. coli Klon erwies sich in einem Mausmodell als hoch virulent
(Clermont et al. 2008).

Fiir K. pneumoniae liegen Hinweise vor, dass ESBL-bildende Stdmme héufiger iiber bestimmte
Virulenzfaktoren und Resistenzdeterminaten verfiigen als ESBL-negative K. pneumoniae. Neue
Virulenzfaktoren sind in diesem Zusammenhang nicht beschrieben worden, jedoch verstirkte
simultane Expression mehrerer Virulenzfaktoren. Es ist nicht bekannt, ob dies von klinischer

Bedeutung ist (Sahly et al. 2008; Sahly et al., 2004a, 2004b).

4.6. Risiko inadaquater empirischer Antibiose durch ESBL-Bildung

Angesichts der Multiresistenz ESBL-bildender E. coli- und K. pneumoniae-Stimme ist zu
erwarten, dass die empirisch eingesetzten Antibiotika oft nicht gegen sie wirksam sind. Die
dementsprechende Verzdgerung einer wirksamen Antibiose konnte ein entscheidender Faktor fiir
den ungiinstigeren Verlauf von Infektionen durch ESBL-Bildner sein.

In einer Studie von Lautenbach et al. (2001) war die Zeit bis zum Beginn der wirksamen
Antibiotikatherapie etwa sechsfach linger, wenn die Erreger iiber ESBL verfiigten (72 gegeniiber
11 Stunden).

Die bisher einzige Metaanalyse, die Infektionen durch ESBL-Bildner mit Infektionen durch
nicht-ESBL-bildende Erreger vergleicht, schliesst 16 Studien aus den Jahren 1996 - 2003 ein. Die
untersuchten Erreger waren hauptséchlich E. coli und K. pneumoniae. Als abhidngige Variablen
wurden Letalitdt und Verzogerung des Beginns einer wirksamen Antibiotikatherapie untersucht.
Zehn der Studien lieferten Vergleichsdaten zur Verzogerung der wirksamen Therapie. Es wurde
durch die Metaanalyse ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen ESBL-Bildung der
Erreger und Verzégerung der wirksamen Therapie festgestellt (pooled crude RR 5,56, 95% CI
2,94-10,51, P 0,001) (Schwaber und Carmeli, 2007).

In einer 2007 verdffentlichten Fallkontrollstudie von Kola et al. (2007) erhielten nur 27,8% von
mit ESBL-bildenden E. coli oder ESBL-bildenden K. pneumoniae infizierten Patienten eine
addquate empirische Antibiotikatherapie, wihrend 79,6% der mit ESBL-negativen E. coli oder

K. pneumoniae infizierten Patienten eine addquate empirische Antibiose erhielten.

Bei schweren Infektionen mit Sepsis ist es wahrscheinlich, dass ein verzogerter Beginn der

wirksamen Antibiotikatherapie zu einem ungiinstigeren Verlauf fiihrt. Bei leichteren Infektionen
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wie Harnwegsinfektionen ohne Sepsis ist es schwieriger, die Bedeutung der verzogerten
wirksamen Therapie festzustellen.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen inaddquater initialer Antibiotikatherapie und Letalitdt
konnte fiir Infektionen durch ESBL-bildende E. coli und K. pneumoniae mit Ausnahme von
Harnwegsinfektionen in einer retrospektiven Kohortenstudie mit 187 Patienten festgestellt

werden (Hyle et al. 2005).

4.7. Auswirkung der ESBL-Bildung auf die Therapiedauer von Infektionen

Wenn Infektionskrankheiten durch ESBL-bildende Erreger héufig initial inaddquat behandelt
werden, ist es naheliegend, dass ESBL-Bildung zu einem protrahierten Krankheitsverlauf fiihrt.
In einer Kohortenstudie von Schwaber et al. (2006) mit 99 Fall- und 99 Kontrollpatienten ergab
sich eine mittlere Krankenhausaufenthaltsdauer nach Bakteridmie von 11 Tagen fiir Patienten mit
ESBL-bildenden Erregern, gegeniiber 5 Tagen fiir die Kontrollpatienten. In der bisher einzigen
Metaanalyse zum ,,Outcome® von Infektionen durch ESBL-Bildner wurde die Dauer des
Krankenhausaufenthalts nicht beriicksichtigt (Schwaber und Carmeli 2007). In der oben
erwidhnten Fallkontrollstudie von Kola et al. (2007) wurde fiir Fallpatienten mit
Atemwegsinfektion oder Bakteridimie/Sepsis ein lidngerer Krankenhausaufenthalt festgestellt.
50% der Fallpatienten wurden ldnger als 15 Tage auf der Intensivstation beziechungsweise linger
als 18 Tage im Krankenhaus behandelt. Dies war nur fiir 6,67% der Kontrollpatienten der Fall.
Zwischen Fallpatienten mit Harnwegs- oder Wundinfektionen und den Kontrollpatienten gab es
im Bezug auf diese Variable keinen signifikanten Unterschied.

Melzer und Petersen (2007) fanden in ihrer Kohortenstudie an Patienten mit E. coli-Bakteridmie
keinen signifikanten Unterschied in der Dauer des Krankenhausaufenthalts.

Lee et al. (2006) verglichen zwei Kohorten von je 21 Patienten. In dieser Studie, in der nur
Patienten mit Infektionen anderer anatomischer Lokalisation als den Harnwegen eingeschlossen
wurden, ergab sich ein im Durchschnitt 9,7 Tage ldngerer Krankenhausaufenthalt fiir Patienten

mit einer Infektion durch ESBL-bildende Erreger.

4.8. Auswirkung der ESBL-Bildung auf die Letalitat der Patienten

In der Metaanalyse von Schwaber und Carmeli (2007) ergab sich eine signifikant hohere Letalitdt
bei Bakteridmie aufgrund von Infektionen durch ESBL-Bildner (pooled RR 1,85, 95% CI 1,39-
2,47, P 0,001).
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Kola et al. (2007) konnten keinen signifikanten Unterschied in der Letalitit zwischen der Fall-
und der Kontrollgruppe finden, weder in der Subgruppe der Patienten mit bakteridmischen
Infektionen noch bei Patienten mit leichteren Infektionen.

In einer nach der Metaanalyse veroffentlichten Kohortenstudie an Patienten mit E. coli
Bakteridmie fanden Melzer und Petersen (2007) eine signifikant hohere Letalitét flir Infektionen

mit ESBL-bildenden E. coli-Stimmen.

4.9. Gesundheitsokonomische Auswirkungen der ESBL-Bildung

Infektionen mit ESBL-bildenden Enterobacteriaceae fiihren zu langeren
Krankenhausaufenthalten als Infektionen mit Erregern derselben Spezies ohne ESBL-Bildung.
Langere Hospitalisierung fiihrt zwangsldaufig zu hoheren Gesamtkosten. Es ist naheliegend, dass
auch die Ausgaben fiir Antibiotika durch ESBL in die Hohe getrieben werden, da auf teurere
Substanzen wie die Carbapeneme zuriickgegriffen werden muss und sich die Gesamtdauer der
Antibiotikatherapie verldngert. Nosokomiale Ausbriiche ESBL-bildender Erreger erfordern
besonders strenge hygienische Maflnahmen, die zusétzlichen Arbeitsaufwand und damit Kosten
verursachen. Nur in wenigen Ver6ffentlichungen werden diese Kosten konkret beziffert. In der
Fallkontrollstudie von Kola et al. (2007) aus dem Universitdtsklinikum Hannover ergaben sich
fiir Fallpatienten mit Atemwegsinfektion oder Bakteridmie/Sepsis signifikant hohere Kosten fiir
die definitive Antibiotikatherapie, 325 Euro pro Fallpatient gegeniiber 58,90 Euro pro
Kontrollpatient. Dieses Ergebnis konnte durch multivariate statistische Analyse bestétigt werden.
Wie bereits erwdhnt, wurde in dieser Studie auch ldngerer Krankenhausaufenthalt fiir die letztere
Gruppe von Patienten festgestellt. Eine Berechnung der daraus entstandenen zusitzlichen Kosten
wurde jedoch nicht mitgeteilt.

Lee et al. (2006) beziffern Kosten, die ESBL-bildende Erreger zusitzlich entstehen lassen, und
geben den Anteil der Kosten fiir Antibiotika an den Gesamtkosten an. Patienten mit
Harnwegsinfektion wurden nicht eingeschlossen; die meisten Patienten litten an
Atemwegsinfektionen. Die Autoren betonen, dass bei der Zuordnung der infizierten Patienten
mit ESBL-positiven oder ESBL-negativen Erregern das initial erhaltene Antibiotikum als ein
Kriterium beriicksichtigt wurde.

Insgesamt ergaben sich pro Fallpatient im Durchschnitt um 16 451 US Dollar hohere Kosten,

wobei diese hauptsichlich auf den langeren Krankenhausaufenthalt der Fallpatienten (sog. Hotel-
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Kosten) zuriickgefiihrt werden. Bei den Fallpatienten machten die Kosten fiir Antibiotika nur
1,96% der Gesamtkosten aus.

Die Studie zum 6konomischen Einfluss von ESBL mit der grossten Patientenzahl wurde von
Schwaber et al. (2006) veroffentlicht. 99 Patienten mit Bakteridmie durch ESBL-bildende E. coli,
Klebsiella spp. und Proteus spp. wurden mit 99 Bakteridmiepatienten mit ESBL-negativen
Erregern der jeweils selben Spezies verglichen. Dabei handelte es sich zu 23% um E. coli, zu
63% um Klebsiella spp. und zu 14% um Proteus spp.. Die Autoren bezeichnen die Patienten als
,cases™ und ,,controls®, weisen aber daraufhin, dass es sich nicht um eine Fallkontrollstudie,
sondern eine retrospektive Kohorten-Studie handelt. Um Unterschiede zwischen den Kohorten
als StorgroBen auszuschalten, wurde eine multivariate statistische Analyse durchgefiihrt. In der
Gruppe der mit ESBL-Bildnern infizierten Patienten ergaben sich in der multivariaten Analyse im
Durchschnitt um den Faktor 1,57 hohere Kosten pro Patient. Kosten flir Antibiotika wurden nicht
gesondert angegeben. In der von Lautenbach et al. (2001) verdffentlichten Fallkontrollstudie
wurden 33 Fallpatienten mit 66 Kontrollpatienten verglichen. 25 Fallpatienten waren mit ESBL-
bildenden K. pneumoniae, die verbleibenden 8 mit E. coli infiziert. 51,5% der Fallpatienten litten
an Harnwegsinfektionen. Es wurde eine multivariate statistische Analyse durchgefiihrt, um die
Schwere der Erkrankung, ausgedriickt als APACHE II score, und die Dauer der Hospitalisation
vor Beginn der Infektion als Storgrossen zu beriicksichtigen. Dabei ergaben sich um den Faktor
1,71 hohere Gesamtkosten fiir Patienten mit Infektionen durch ESBL-bildende Erreger. Uber die
Zusammensetzung der Kosten wurden keine Angaben gemacht.

In der von Stone et al. (2003) verdffentlichten Studie wurden die Kosten fiir die erfolgreiche
Bekdmpfung  eines  Ausbruchs = ESBL-bildender K.  pneumoniae  auf  einer
Neugeborenenintensivstation mit 45 Betten auf 341 751 US Dollar beziffert. Dieser Betrag setzt
sich zusammen aus 146 331 Dollar fiir zusitzliche Personalkosten und 56 716 Dollar fiir
Aufwendungen des mikrobiologischen Labors. Ausserdem wurden etwa 110 000 Dollar
entgangene Einnahmen errechnet. Ausgaben fiir Antibiotika machten weniger als ein Prozent der

durch den Ausbruch verursachten Kosten aus.

4.10. Notwendigkeit schneller Detektion der ESBL-Bildung

Um eine addquate Antibiotikatherapie zu ermdglichen und um Ausbriiche durch hygienische
MaBnahmen verhindern zu kénnen, miissen ESBL-bildende Erreger moglichst schnell erkannt

werden. Wie bereits erwidhnt, sind die MHK-Breakpoints fiir Breitspektrum-Cephalosporine und
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andere Antibiotika durch EUCAST und CLSI vor kurzem iiberarbeitet und neu festgelegt
worden. Bei Verwendung der zuvor giiltigen Breakpoints kam es vor, dass ESBL-bildende
Bakterienstimme in-vitro sensibel gegeniiber Breitspektrum-Cephalosporinen erschienen und
dadurch nicht erkannt wurden. Therapieversagen und letale Verldufe, beim Einsatz von
Cephalosporinen zur Behandlung von Infektionen mit ESBL-Bildnern, die in- vitro sensibel
erschienen, sind dokumentiert (Paterson et al. 2001; Paterson et al. 2004b). Dies machte es
notwendig, Screening-Tests auf ESBL durchzufiihren. Mit Hilfe der neuen deutlich niedrigeren
MHK-Breakpoints sollen fast alle ESBL-bildenden Enterobacteriaceae als resistent gegeniiber
Breitspektrum-Cephalosporinen erkannt werden (Kahlmeter 2008). Durch die Uberarbeitung der
Breakpoints sind die Voraussetzungen zur Erkennung von Resistenzen wesentlich verbessert
worden. Jedoch ist es nach wie vor unerldsslich, Resistenzen genauer zu charakterisieren.
Enterobacteriaceae mit verdidchtigem Resistenzmuster miissen nach wie vor auf ESBL-Bildung
untersucht werden. Dafiir gibt es mehrere Griinde. ESBL-bildende Stdmme miissen aus
epidemiologischen und krankenhaushygienischen Griinden erkannt werden, beispielsweise um
Ausbriiche verhindern zu konnen. Weiterhin hat die Anwesenheit von ESBL nach wie vor

entscheidenden Einfluss auf die Auswahl und Wirksamkeit der Antibiotikatherapie.

4.11. Methoden zur Detektion von ESBL

Die Methoden zur Detektion von ESBL-produzierenden Bakterienstimmen lassen sich in zwei
Gruppen unterteilen:

- Phinotypische = Methoden, die die Resistenz ESBL-bildender Bakterien gegeniiber
Oxyimioncephalosporinen und die Hemmbarkeit von ESBL durch Clavulansdure nutzen, und

- genotypische Methoden, die mit Hilfe molekularer Techniken die fiir ESBL kodierenden Gene
nachweisen.

In der klinischen Mikrobiologie werden hauptsédchlich die phinotypischen Methoden eingesetzt.
In der Routinediagnostik spielen molekulare Techniken noch keine Rolle, da bisher nur die
phéanotypischen Methoden ausreichend einfach durchzufiihren und kostengiinstig sind.

Allerdings erlauben nur die genotypischen Verfahren einzelne ESBL-Typen zu unterscheiden.
Ausserdem eignen sich die molekularbiologischen Verfahren zum Nachweis der ,, low-level
resistance® und spielen heute besonders fiir die Untersuchung epidemiologischer Fragestellungen

eine Rolle (Pitout und Laupland 2008).
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4.11.1. Phanotypische Methoden zur Detektion der ESBL-Bildung

Die grundlegende Strategie zur Erkennung von ESBL- produzierenden Bakterienstimmen besteht
aus zwei Schritten.

- Screening mit Indikator-Cephalosporinen.

- Bei Resistenz gegeniiber den Indikator-Cephalosporinen werden phéinotypische
Bestétigungstests eingesetzt, die auf dem Synergismus von Cephalosporinen und Clavulansédure
beruhen.

Das US-amerikanische Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) und die Health
Protection Agency (HPA) in GroB3britannien haben Richtlinien fiir die Detektion von ESBL bei

E. coli und Klebsiella spp. sowie Proteus spp. veroffentlicht (Health Protection Agency 2008).

4.11.1.1. Screening-Verfahren

Die phénotypischen Screening-Verfahren beruhen auf der Resistenz ESBL-bildender Organismen
gegeniiber Oxyimino-Cephalosporinen. Erginzend kann die Sensibilitidt gegeniiber Cefoxitin
untersucht werden. Dies ermdglicht die Abgrenzung gegeniiber anderen Resistenzmechanismen,
insbesondere AmpC-B-Laktamasen. Die Screening-Verfahren konnen in Form von
Agardiffusionstests, Bouillondilutionsverfahren oder auf mit Cephalosporinen angereicherten
Agarnihrboden durchgefiihrt werden. In automatisierten Systemen wie Vitek® oder Phoenix®
stehen entsprechende Test-Panels zur Verfligung. Das ESBL-Screening soll moglichst alle
ESBL-Bildner erfassen, andererseits sollte die Spezifitit nicht zu gering sein. Die Sensitivitdt und
Spezifitit des Screenings sind davon abhdngig, welche Indikator-Cephalosporine verwendet
werden und davon, welche ESBL-Typen in der untersuchten Population vorkommen (Bradford
2001). In den CLSI-Richtlinien wird die Verwendung mehrerer Indikator-Cephalosporine
empfohlen, um optimale Sensitivitit zu erreichen. Jain und Mondal (2008) iiberpriiften die
jeweilige Sensitivitit und Spezifitit des Screenings mit Cefpodoxim, Cefotaxim, Ceftazidim und
Aztreonam, als einzelnen Substanzen im Agardiffusionstest und im Agardilutionstest, an 100
Klebsiella spp. Isolaten. Als Referenz-Methode fiihrten sie den Agardiffusionstest mit
Ceftazidim- und Ceftazidim/Clavulansdure-Bléttchen durch. Cefpodoxim erwies sich mit 93%
Sensitivitdt und 85,7% Spezifitdit im Agardiffusionstest als effizienteste Substanz fiir das

Screening mit nur einem Cephalosporin.
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Hope et al. (2007) untersuchten 1195 Isolate, die in 16 Laboratorien in England mit
verschiedenen Screening-Verfahren als mogliche ESBL-Bildner erfasst worden waren. Von 372
Isolaten, bei denen das Screening ausschliesslich mit Cefpodoxim durchgefiihrt worden war,
erwiesen sich 256 (69%), als ESBL-negativ. Unter 496 Isolaten, die gegeniiber Ceftazidim und
Cefotaxim resistent waren, erwiesen sich nur 26 (5%) als ESBL-negativ.

Zur Durchfiihrung des Screenings stellen sich dementsprechend zwei Fragen:

- Welches oder welche Cephalosporine sollen zum Screening verwendet werden?

- Welche MHK-Breakpoints sollen bei Bouillondilutionsverfahren verwendet werden bzw.
welche Hemmhofdurchmesser bei Agardiffusionstest?

Das ideale Indikator-Cephalosporin wird von allen ESBL hydrolysiert, so dass alle ESBL-Bildner
gegeniiber diesem Indikator resistent sind. Gegeniiber Cefpodoxim sind alle hdufigen ESBL-
bildenden Bakterien resistent. Cefpodoxim ist dementsprechend fiir das Screening geeignet
(Thomson und Sanders 1997).

Ebenso konnen Cefotaxim und Ceftazidim gemeinsam eingesetzt werden. TEM- und SHV-
ESBL fiihren zuverléssig zu Resistenz gegeniiber Ceftazidim. Nur ein Teil dieser Enzyme ist in
der Lage, Cefotaxim zu hydrolysieren. Das Gegenteil gilt fiir CTX-M ESBL. Sie fiihren
zuverldssig zu Resistenz gegeniiber Cefotaxim, nur ein Teil von ihnen verursacht Resistenz

gegeniiber Ceftazidim.

ESBL-Typ Resistenz gegeniiber | Resistenz nur bestimmter Varianten gegeniiber
TEM und SHV ESBL | Ceftazidim Cefotaxim

CTX-M ESBL Cefotaxim Ceftazidim

Alle ESBL Cefpodoxim

Tabelle 2: Charakterisierung von ESBL anhand des Resistenzmusters

Von der Health Protection Agency (HPA) in GroBbritannien werden folgende Breakpoints und
Hemmhofdurchmesser fiir das ESBL-Screening empfohlen (Tabelle 3):
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Antibiotikum und Beschickungsdosis | Hemmhofdurchmesser MHK (mg/1)
der Testblattchen (mm)

R, < S, > R, > S, <
Cefotaxim 30 pg 29 30 1 1
Ceftazidim 30 pg E. coli & 21 22 2 2
Klebsiella spp.
Ceftazidim 30 pg andere Spezies 27 28 2 2
Cefpodoxim 10 pg 19 20 1 1

Tabelle 3: Von der HPA in National Standard Method QSOP 51 empfohlene Grenzwerte

Die von EUCAST empfohlenen klinischen MHK-Grenzwerte entsprechen diesen Screening-
Grenzwerten beziiglich der Sensibilitit gegeniiber Cefotaxim. Fiir Ceftazidim liegt der klinische

EUCAST MHK-Grenzwert fiir Sensibilitdt mit 1 mg/l unter dem HPA Screening-Grenzwert.

Cephalosporine EUCAST klinische MHK-Grenzwerte in mg/1
(S</R>)

Cefotaxim 1/2

Ceftazidim 1/8

Tabelle 4: Neue MHK-Grenzwerte des European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST), 2006

CLSI empfiehlt fiir das ESBL-Screening bei K. pneumoniae, K. oxytoca und E. coli einen
Cefpodoxim-Grenzwert fiir Bouillondilutionstests von > 8 mg/l, um hohere Spezifitit zu

erreichen (Paterson und Bonomo 2005), fiir Ceftazidim und Cefotaxim und Ceftazidim 2 mg/I1.

ESBL-Screening mit Selektivnihrboden

chromID® ESBL

BioM¢érieux bietet fiir das ESBL-Screening einen chromogenen, mit Cefpodoxim angereicherten
Agarndhrboden (chromID ESBL) an. Dieser soll es ermdglichen, aus klinischem
Untersuchungsmaterial ESBL-bildende Enterobacteriaceae innerhalb von 24 Stunden zu
isolieren. Ausserdem soll durch die chromogenen Eigenschaften eine grobe Speziesidentifikation

stattfinden (Réglier-Poupet et al. 2008). In einer Studie von Farber et. al. (2008) ergab sich fiir die
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Identifikation von ESBL-bildenden Enterobacteriaceae mit chromID ESBL eine Sensitivitdt von
95,8%; die Spezifitdt lag jedoch bei nur 10,5%. Da das Screening mit chromID ESBL allein auf
dem Cefpodoxim-Gehalt des Ndhrbodens beruht, konnen AmpC-B-Laktamasen nicht abgegrenzt
werden.

CIVA Agar

Ein &dhnlicher Ansatz wird mit sogenanntem CIVA Agar (Ceftazidim (2 mg/l), Inositol,
Vancomycin, Amphotericin B) verfolgt (Padmini und Raju 2008). Da bei dieser Screening-
Methode allein Ceftazidim als Indikator-Cephalosporin dient, wird die wichtige Gruppe der
CTX-M -ESBL nicht ausreichend berticksichtigt.

Chromogene Cephalosporine

Einen anderen Ansatz fiir ein besonders schnelles ESBL-Screening bieten chromogene
Cephalosporine, die durch ESBL, nicht jedoch durch andere B-Laktamasen hydrolysiert werden.
Der Cica-8 Test I (Kanto Chemical, Tokyo, Japan) beruht auf diesem Prinzip. In einer Studie von
Colodner et al. erreichte dieser Test 95,5 % Sensitivitit und 98,1% Spezifitdt fiir die Detektion
von ESBL-Bildnern. Als Referenzmethode wurde die Combination disc method mit Ceftazidim
und Cefotaxim verwendet. Als Vorteil dieses Tests wird genannt, dass das Ergebnis spétestens

nach 15 Minuten vorliegt (Colodner 2006).

4.11.1.2. Phanotypische Bestatigungstests

Die phénotypischen Bestdtigungstests beruhen auf der synergistischen Wirkung von
3-Laktamantibiotika, die durch ESBL hydrolysiert werden, und Clavulansdure. Eine Ausnahme
bildet der sogenannte dreidimensionale Test, da hier kein B-Laktamaseinhibitor zum Einsatz
kommt.

Dieses Test-Prinzip stdsst an seine Grenzen, wenn zusitzlich zu ESBL nicht durch Clavulansédure
hemmbare B-Laktamasen, wie AmpC, OXA oder Metallo-B-Laktamasen exprimiert werden
(Drieux et al. 2008; Robberts et al. 2009). Wiahrend AmpC- Enzyme durch Maskierung des
Synergismus zu falsch negativen Ergebnissen fiihren konnen, sind falsch positive Ergebnisse im
Zusammenhang mit starker Expression von SHV-1 oder TEM-1 und Verlust von Porinen der
duleren Membran beschrieben worden (Paterson und Bonomo 2005). Ebenso kann starke
Expression der K1-B-Laktamase von K. oxyfoca zu falsch positiven Ergebnissen fithren (Potz et
al. 2004; Stiirenburg et al. 2004a) In Frankreich sind in den letzten Jahren Inhibitor-resistente
TEM-ESBL, genannt CMT-ESBL (complex mutants of TEM), beschrieben worden. Diese
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Enzyme vereinigen das hydrolytische Spektrum der TEM-ESBL mit mehreren von den IRT-
Enzymen bekannten Mutationen, die zu Clavulansdure-Resistenz fithren. Die Clavulanséure-
Resistenz bestimmter CMT-ESBL, z.B. TEM-125, ist so ausgeprigt, dass sie in den iiblichen
phénotypischen Tests nicht erkannt werden (Robin et al. 2006).

Folgende phénotypische Bestétigungstests sind in der Literatur beschrieben:

Verfahren, die auf dem Prinzip des Agardiffusionstests beruhen:

- Double-disc synergy test, auch Double disc diffusion test oder auch Disc approximation method
genannt, arbeitet mit Cephalosporin-Bléttchen und Amoxicillin/Clavulansiure-Bléttchen. Diese
Methode wurde von Jarlier et al. (1988) beschrieben.

- Combination disc method, auch inhibitor potentiated disc diffusion test genannt,

arbeitet mit Cephalosporin-Blattchen jeweils mit und ohne Clavulansdure

- Etest” ESBL

- Disc replacement method

- mit Clavulansdure angereicherter Agar

- dreidimensionale Tests

- Disk-on-Disk Test (MacKenzie et al. 2002)

Automatisierte Verfahren:

- Vitek® 2, bioMérieux

- Phoenix®, Becton Dickinson

- Microscan” WalkAway-96, Dade Behring

Double-disc synergy test (Double disk diffusion test)

In den 1980er Jahren wurde als erster phdnotypischer Bestétigungstest der Double-disc synergy
Test entwickelt (Jarlier et al. 1988). Es handelt sich dabei um einen Agardiffusionstest.
Ublicherweise werden Cefotaxim- und Ceftazidim-haltige Blittchen 20 - 30 mm entfernt von
einem Amoxicillin-Clavulansiure-haltigen Blittchen plaziert. ESBL Bildung wird angenommen,
wenn zumindest einer der Cephalosporin-Hemmhofe durch die Clavulansdure vergrossert wird,
typischerweise in sogenannter Champagnerkorkenform oder Schliissellochform. Diese Methode
ist kostengiinstig. Jedoch ist der optimale Abstand zwischen den Bléttchen nicht fiir alle Stimme

gleich. Dies kann zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Wenn aufgrund von geringer
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Cephalosporinsensibilitit der Verdacht auf ESBL-Bildung besteht, jedoch keine synergistische
Wirkung mit Clavulansiure zu erkennen ist, muss der Test mit geringerem Abstand ,z.B. 20 mm
zwischen den Blittchen wiederholt werden (Drieux et al. 2008).

Der Double-disc synergy test ist in mehreren Untersuchungen anhand genotypischer
Referenzmethoden evaluiert worden. Dabei ergaben sich fiir die Sensitivitdit Werte von 79% bis
97%, fur die Spezifitit Werte 94% bis 100% (Paterson und Bonomo 2005). Wiegand et al.
(2007) evaluierten diese Methode unter Einsatz von Ceftazidim, Cefpodoxim und Cefpirom. Es
ergaben sich 94,1% Sensitivitit, 81,4% Spezifitit, sowie ein positiver pradikativer Wert von

87,9% und ein negativer pradikativer Wert von 90,6%.

Combination disc method

Auch bei dieser Methode handelt es sich um einen Agardiffusionstest. Die Hemmhofdurchmesser
um Cephalosporin-Testblattchen werden mit den Hemmhofdurchmessern um Bléttchen, die
dasselbe Cephalosporin und Clavulanséure enthalten, verglichen (Abbildung 1). Bei dieser
Methode besteht die Abstandsproblematik des Double-disc synergy tests nicht. Zur Interpretation
werden je nach Hersteller unterschiedliche Kriterien verwendet:

- Vergrosserung des Hemmhofdurchmessers um 5 mm oder mehr durch Clavulanséure bei Oxoid.
-Vergrosserung des Hemmhofdurchmessers um 50 % oder mehr bei MAST und Becton
Dickinson.

Auch diese Methode ist kostengiinstig. Durchfithrung und Interpretation sind einfach. In einer
Untersuchung von Linscott und Brown (2005) erreichte diese Methode 96% Sensitivitdt und
100% Spezifitdt. Auch in anderen Untersuchungen erwies sich die Combination disc method als
zuverlédssig (Carter et al. 2000; M’Zali et al. 2000). In der Studie von Wiegand et al. (2007)
erreichte die Methode 92,9% Sensivitdt und 96,6% Spezifitit, gemessen an molekularen Refe-
renz -Untersuchungen. Donaldson et al. (2008) testeten 137 E. coli Isolate aus britischen
Pflegeheimen. Dabei erreichte die Combination disc method 98,5% Sensitivitit. Von allen 137
Isolaten vermuteten die Autoren, dass sie CTX-M bilden. Bei 73 Isolaten wurde dies genotypisch
bestdtigt. Bei den iibrigen 64 Isolaten griindet sich die Vermutung auf stirkere Resistenz

gegeniiber Cefotaxim als gegeniiber Ceftazidim (Donaldson et al. 2008).
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Abbildung 1: Combination disc method. Antibiotika-Testblattchen mit und ohne Clavulansaure (von
rechts oben gegen den Uhrzeigersinn): CPO = Cefpodoxim, CD1 = Cefpodoxim+Clavulanséure; CAZ =
Ceftazidim, CD2 = Ceftazidim+Clavulansdure; CTX=Cefotaxim, CD3 = Cefotaxim+Clavulansdure. Man
erkennt, da® das Bakterienwachstum nur in den Arealen der Agarplatte gehemmt ist, die durch Diffusion

von einem Cephalosporin und Clavulansaure in ausreichender Konzentration erreicht werden.

Etest® ESBL

Es handelt sich um Kunststoffstreifen, die von der Mitte bis zu einem Ende einen Cephalosporin-
Gradienten enthalten, die andere Hélfte enthilt einen Cephalosporin-Gradienten und zusétzlich
Clavulansdure in konstanter Konzentration (Abbildung 2). Etest-ESBL-Streifen sind mit
Ceftazidim, Cefotaxim und Cefepim erhéltlich. Die Streifen werden auf inokulierte Agarplatten
plaziert. Nach Ubernachtbebriitung koénnen zwei MHK-Werte anhand ellipsenformiger
Hemmhofe abgelesen werden. Der Etest zeigt ESBL-Bildung an, wenn der MHK-Wert mit
Clavulansdure um drei Titerstufen bzw. Faktor >8 niedriger ist als ohne Clavulansdure. Nicht in

allen Féllen lassen sich zwei MHK-Werte anhand elliptischer Hemmhofe ablesen. In der Néhe
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des Mittelpunktes des Teststreifens kdnnen sogenannte Phantomzonen oder Deformierungen des
Hemmbhofs auf der ausschliesslich cephalosporin-haltigen Seite entstehen. Dieses Phidnomen
beruht auf der Diffusion von Clavulansdure und der Tatsache, dass der Cephalosporin-Gradient
auf der ausschliesslich cephalosporin-haltigen Seite des Streifens mit einer hoheren
Konzentration beginnt. Wenn die MHK-Werte eines Isolates ausserhalb der MHK-Werte des
Etest-Streifens liegen, ist keine Interpretation moglich. Einzelkolonien von Mutanten innerhalb
der Hemmhofe konnen zu Interpretationsschwierigkeiten fiihren.

Ein Vorteil der Methode ist, dass meist MHK-Werte abgelesen werden konnen. Die Interpretation
des Etests erfordert jedoch spezielle Kenntnisse. Leverstein-van Hall et al. (2002) berichten, dass
Labortechniker und Experten hdufig zu unterschiedlichen Ergebnissen beim Ablesen des Etests
gelangten. In verschiedenen Studien wurden Werte fiir die Sensitivitit des Etests von 87-100%
ermittelt, fiir die Spezifitit 95-100% (Paterson und Bonomo 2005; Stiirenburg et. al 2004b)
Wiegand et al. (2007) ermittelten an 144 Enterobacteriaceae, unter Verwendung molekularer
Untersuchungen als Referenz-Methode, 94,1% Sensitivitit, 84,7% Spezifitidt, sowie einen
positiven pradikativen Wert von 89,9% und einen negativen priadikativen Wert von 90,9%.

Der Etest ist erheblich teurer als die auf Cephalosporin-Blittchen beruhenden Verfahren.
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Abbildung 2: Zwei Etest-Streifen mit Cefotaxim (CT) / Cefotaxim+Clavulanséure (CTL) rechts im Bild und
Ceftazidim (TZ) / Ceftazidim+Clavulansaure (TZL) links im Bild. Man erkennt jeweils ausschlieBlich am

Clavulansaure impragnierten Ende einen Hemmhof. Der ESBL-Nachweis ist jeweils positiv.

Disc replacement method

Bei dieser Methode werden Amoxicillin/Clavulansdure-Bléttchen auf einer beimpften Agarplatte
plaziert. Die Agarplatte wird eine Stunde bei Raumtemperatur autbewahrt. Anschliessend werden
die Amoxicillin/Clavulansdure-Bldttchen entfernt und genau dort, wo sie lagen, Cephalosporin-
Bléttchen plaziert. In mindestens 30 mm Entfernung werden entsprechende Cephalosporin-
Blittchen plaziert. Nach Bebriitung werden die Hemmhofdurchmesser der jeweiligen
Cephalosporine verglichen. Diese Methode erfordert einen zusétzlichen Arbeitsschritt und hat

keine Vorteile verglichen mit den zuvor beschriebenen Methoden (Paterson und Bonomo 2005).

Mit Clavulansiure angereicherter Agar
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Cephalosporin-Testbldttchen werden auf mit 4 mg/l Clavulansdure angereicherten Mueller-
Hinton-Agar plaziert. Zum Vergleich wird eine gewo6hnliche Mueller-Hinton-Agarplatte mit
entsprechenden Cephalosporin-Testbldttchen beschickt. Um mindestens >10 mm grossere
Hemmhofdurchmesser auf dem Clavulansdure-haltigen-Medium zeigen ESBL-Bildung an.

Ein Nachteil dieser Methode ist, dass Clavulansdure-haltige Platten frisch sein miissen, da

Clavulanséure in Agar keine lange Halbwertszeit hat (Ho et al. 1998).

Dreidimensionale Tests

1992 beschriecben Thomson und Sanders eine Methode, bei der kein B-Laktamaseinhibitor
verwendet wird. Der Test zeichnet sich dadurch aus, dass zwei unterschiedlich hohe Inokula
verwendet werden. Durchfiihrung und Interpretation der dreidimensionalen Tests sind aufwendig,
daher hat die Methode sich nicht durchsetzen konnen. Es handelt sich um einen
Agardiffusionstest, bei dem ein kreisformiger Schlitz in den Agar geschnitten wird. Die
Agarplatte wird wie iiblich beimpft. Der Schlitz wird mit einem hdheren Inokulum desselben
Isolates gefiillt. 3 mm ausserhalb des Schlitzes werden Antibiotika-Bléttchen plaziert. Bei der
Diffusion durch den Schlitz werden die Antibiotika einer hoheren Bakterien-Konzentration
ausgesetzt als auf der Agaroberflidche. B-Laktamantibiotika werden dabei durch ESBL verstérkt
inaktiviert. Dies fithrt dazu, dass der Hemmbhof sich nicht {iber den Schlitz hinaus fortsetzt.
Dieses Verfahren wird als direkter Dreidimensionaler Test bezeichnet.

Ergédnzend kann ein sogenannter indirekter dreidimensionaler Test durchgefiihrt werden. Dieser
unterscheidet sich nur dadurch, dass die Agaroberfliche mit einem Antibiotika-empfindlichen

Teststamm, iiblicherweise E. coli ATCC 25922, beimpft wird (Thomsom und Sanders 1992).

Disk-on-disk Test
MacKenzie et al. (2002) verglichen die Hemmhofdurchmesser von Cephalosporin-Testblattchen
mit den Hemmbhofdurchmessern von Cephalosporin-Testblattchen, auf  die

Amoxicillin/Clavulansiure-Testbléttchen gelegt worden waren.

Quicolor® ES Agar

(Salubris Inc., Massachusetts, USA; www.salubrisinc.com)

Eine Moglichkeit, den Etest ESBL und die Combination disc method schneller ablesbar zu
machen, steht mit Quicolor ES Agar zur Verfiigung. Es handelt sich um Agarplatten, die

innerhalb von 4 bis 6 Stunden durch metabolische Aktivitit von Enterobacteriaceae die Farbe
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von Rot nach Gelb wechseln, so dass sich rote Hemmhofe ergeben. Diese Hemmhofe sind
mindestens 8 Stunden stabil. Nach Ubernachtbebriitung kénnen Hemmhofe wie auf Mueller-
Hinton- Agar abgelesen werden. S. Ercis et al. (2007) fanden vollstindige Ubereinstimmung der
Ergebnisse des Etests bei Ubernachtbebriitung auf Mueller-Hinton-Agar und 4-6 stiindiger
Bebriitung auf Quicolor Agar.

Automatisierte Analysesysteme

Auch die automatisierten Analysesysteme, Vitek, Phoenix und Microscan, nutzen die
synergistische Wirkung von Clavulansidure und Oxyimino-Cephalosporinen. Allerdings miissen
entsprechende ESBL-spezifische Karten bzw. Panels verwendet werden, da nur sie
Cephalosporine in Kombination mit Clavulansdure enthalten. Werden keine ESBL-spezifischen
Karten verwendet, ist nur ein ESBL-Screening bzw. eine prasumptive Identifikation von ESBL

auf der Grundlage von Cephalosporin-MHK-Werten moglich.

Vitek 2 (bioM¢érieux, Marcy 1’Etoile, France)

Etliche Studien haben die Fahigkeit des Vitek Systems, ESBL-Bildung zu erkennen, iiberpriift. In
einigen Studien wurden nicht-ESBL-spezifische Vitek-Karten, die keinen phanotypischen
Bestdtigungstest beinhalten, untersucht.

In einer Multizenterstudie von Livermore et al. 2002 wurden mit Hilfe der Vitek-Karte

AST N-010 126 (92%) von 137 ESBL-bildenden Isolaten erkannt (Livermore et al. 2002). Diese
Karte enthdlt Cefpodoxim, jedoch keine Kombination eines Cephalosporins mit Clavulanséure.
Dieselbe Vitek-Karte erreichte in der Studie von Leverstein-van Hall et al. (2002) nur 74%
Sensitivitdt und 85% Spezifitit. In dieser Studie wurden insgesamt 74 Stimme untersucht, davon
34 E. coli, 26 K. pneumoniae, und 14 K. oxytoca.

Wiegand et al. (2007) ermittelten fiir Vitek 2 bei Verwendung nicht speziell fiir die Detektion von
ESBL vorgesehener Karten ( ID-GNB und AST-N020) eine Sensitivitit von 85,9% und eine
Spezifitit von 78,0% sowie einen positiven priadikativen Wert von 84,9% und einen negativen
priadikativen Wert von 79,3%. Die verwendeten Karten enthielten unter anderem Cefoxitin,
Cefotaxim, Ceftazidim, und Cefepim, jedoch keine Kombination eines Cephalosporins mit
Clavulanséure.

Nyberg et al. (2008) evaluierten die nicht-ESBL-spezifische Vitek-Karte AST-NO29 anhand von
123 E. coli und Klebsiella spp., die genotypisch charakterisiert worden waren. Es ergaben sich

96,2% Sensitivitit und 66,2% Spezifitit.
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Donaldson et al. 2008 evaluierten eine neue ebenfalls nicht-ESBL-spezifische Vitek Karte AST
N-054 anhand von 137 E.coli Isolaten. 73 dieser Isolate waren Angehorige des

Stammes A, der CTX-M-15 schwach exprimiert. Von diesen 73 wurden 35 nicht erkannt.
Insgesamt wurden 93 (67,9%) von 137 ESBL-Bildnern als solche erkannt. Die Autoren
vermuteten, dass die geringe Sensitivitit dadurch zustande kommt, dass diese Vitek-Karte weder
Cefpodoxim noch eine Cephalosporin/Clavulansdure Kombination enthélt (Donaldson et al.
2008).

Spanu et al. (2006) evaluierten die ESBL-spezifische Vitek-Karte AST-N045 anhand von 1129
Enterobacteriaceae—Isolaten verschiedener Spezies. Als Referenz-Methode verwendeten sie
PCR-Amplifikation und Sequenzierung von blaTEM, blaSHV, blaOXA, blaCTX-M, blaOXY,
blaPER sowie AmpC-Genen. Die untersuchte Vitek-Karte enthélt Cefepim 1 mg/l, Cefotaxim 0,5
mg/l, und Ceftazidim 0,5 mg/l jeweils einzeln und in Kombination mit Clavulansdure. Es ergaben
sich eine Sensitivitit von 98,1% und eine Spezifitit von 99,7%.

Robin et al. 2008 ermittelten 90,5% Sensitivitit und 100% Spezifitat fiir die Vitek-Karte AST-
NO041, die dieselben Cephalosporine und Cephalosporin/Clavulansidure-Kombinationen wie die
AST-N045 Karte enthdlt. Sie verwendeten 94 ESBL-positive und 71 ESBL-negative
Enterobacteriaceae. Unter den ESBL-negativen befanden sich auch Isolate, die AmpC oder
OXY- Enzyme iiberexprimierten (Robin et al. 2008).

Thompson et al. (2007) evaluierten die ESBL-spezifische Vitek-Karte AST-GN13 anhand von 76
ESBL-positiven und 26 ESBL-negativen E. coli, K. pneumoniae, und K. oxytoca. Die Isolate
wurden so ausgewihlt, dass mindestens 38 verschiedene ESBL-Typen vertreten waren.

Unter den ESBL-negativen Isolaten befanden sich einige, die zuvor in phénotypischen
Bestitigungstest zu falsch negativen oder falsch positiven Resultaten gefiihrt hatten. Mit der
Vitek-Karte AST-GN13 wurden 89% Sensitivitdt und 85% Spezifitit erzielt.

Férber et al. (2008) tiberpriiften drei Vitek-Karten, AST-N062, AST-N041 und die nicht-ESBL-
spezifische Karte AST-N020 anhand von 114 Isolaten, darunter 72 E. coli, 21 K. pneumoniae, 11
E. cloacae, 4 K. oxytoca, sowie jeweils ein Isolat 6 weiterer Enterobakteriazeen-Spezies. Als
Referenz-Methode wihlten sie den Etest. Fragwiirdige Ergebnisse wurden durch PCR {iberpriift.
Die beiden ESBL-spezifischen Karten, die Ceftazidim, Cefotaxim und Cefepim jeweils mit und
ohne Clavulansiure enthalten, erreichten bemerkenswert geringe Spezifitit von jeweils nur 50%
bei Sensitivititen von 84,2% bzw. 80,6%. Firber et al. (2008) erkldren die Abweichung der

Ergebnisse von denen anderer Studien mit dem Einsatz unterschiedlicher Referenzmethoden und
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der Tatsache, dass einige andere Studien ausschliesslich E. coli und Klebsiella spp. untersuchten.
In einer fritheren Studie (Sorlozano et al. 2005), in der ausschliesslich 399 E. coli -Isolate
untersucht worden waren, erreichte die nicht-ESBL-spezifische Vitek-Karte AST-N020 100%
Sensitivitit und 99,3% Spezifitit, wihrend diese Karte in der Studie von Férber et al. (2008) nur
78,8% Sensitivitit und 55,6% Spezifitit erreichen konnte.

ESBL- spezifische Karten (mit Nicht ESBL- spezifische Karten (ohne
Cephalosporin/Clavulansdure-Kombination) Cephalosporin/Clavulanséure-Kombination)
Autoren Vitek- | Sensitivitdt | Spezifitdt | Autoren Vitek- | Sensitivitdt | Spezifitit
Karte Karte
Spanu et AST- | 98,1% 99,7% Donaldson AST- 67,9% Keine
al. 2006 N045 et al. 2008 NO054 Angabe
Robin et AST- | 90,5% 100% Livermore et | AST- | 92% Keine
al. 2008 NO041 al. 2002 NO10 Angabe
Férber et AST- | 84,2% 50,0% Leverstein- AST- | 74% 85%
al. 2008 N041 van Hall etal. | NO10
2002
Farber et AST- | 80,6% 50,0% Wiegand et | AST- 85,9% 78%
al. 2008 N062 al. 2007 N020
Thompson | AST- | 89% 85% Farberetal. | AST- | 78,8% 55,6%
etal. 2007 | GN13 2008 N020
Sorlozano et | AST- 100% 99,3%
al. 2005 N020
Nyberg et al. | AST- | 96,2% 66,2%
2008 N029

Tabelle 5: Sensitivitit und Spezifitit verschiedener Vitek-Karten in Studien zur ESBL-
Detektion

Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)

In der Studie von Férber et al. 2008 wurde neben dem Vitek-System auch das Phoenix-System
mit den Panels NMIC/ID-50 und NMIC/ID-70 evaluiert. Beide Panels enthalten als ESBL-
Bestitigungstest Cefpodoxim, Ceftazidim, Ceftazidim/Clavulansdure, Cefotaxim/Clavulansiure,
und Ceftriaxon/Clavulansdure, ausserdem Cefepim. Das NMIC/ID-70 Panel enthélt zusdtzlich
Cefoxitin. Des weiteren unterscheiden sich die beiden Panels darin, welche MHK-Werte im
Messbereich liegen. Fiir alle untersuchten Stimme erreichte NMIC/ID-50 77,1% Sensitivitit und
61,5% Spezifitit, NMIC/ID-70 erreichte 84,2% Sensitivitdt und 75,0% Spezifitit. Damit wies
Phoenix mit NMIC/ID-70 deutlich héhere Spezifitit auf als die in derselben Studie untersuchten
Vitek-Karten (Féarber et al. 2008). Wiegand et al. (2007) evaluierten das Phoenix-System
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ebenfalls wunter Einsatz eines Panels, das Cefpodoxim und Ceftazidim sowie
Ceftazidim/Clavulansiure, Cefotaxim/Clavulansdure, Ceftriaxon/Clavulansdure enthélt (Phoenix
GN Combo Panel 448541). Anhand von 144 Enterobacteriaceae-Isolaten, die auch molekular
charakterisiert wurden, ermittelten Wiegand et al. (2007) 98,8% Sensitivitdt und 52,2%
Spezifitit. Die geringe Spezifitdt erklaren die Autoren mit der Unféhigkeit des Phoenix-Systems,
zwischen ESBL-bildenden K. oxyfoca und K1-B-Laktamase {iberexprimierenden K. oxytoca zu
unterscheiden sowie mit unzureichender Differenzierung zwischen AmpC und ESBL. Fiir die 14
untersuchten K. oxytoca-Isolate erreichte Phoenix zwar 100% Sensitivitit, jedoch betrug die
Spezifitit der ESBL-Detektion 0%. Fiir die 28 untersuchten Enterobacter-, Citrobacter-, und
Serratia spp.-Isolate ergab sich eine Spezifitit von 33,3% bei 90,0% Sensitivitit. ESBL-negative
Isolate, die AmpC-B-Laktamasen produzierten, konnten nicht zuverlissig erkannt werden.

Die Problematik der Differenzierung von ESBL und K1-B-Laktamasbe bei K. oxytoca wurde
zuvor von Stiirenburg et al. 2003 beschrieben. Sie evaluierten das Phoenix-System mit dem
NMIC/ID-6 Combo Panel anhand 34 ESBL-positiver E. coli und Klebsiella spp., sowie anhand 8
ESBL-negativer.

K. oxytoca, die die K1-B-Laktamase exprimierten. Das hier verwendete Phoenix- Panel enthalt
anders als das von Wiegand et al. verwendete Panel keine Cephalosporin/Clavulansédure-
Kombination. Mit diesem Panel wurden 7 der 8 K. oxytoca Isolate félschlich als ESBL-Bildner
identifiziert. Als mdogliche Erkldrung wird von den Autoren angefiihrt, dass der ESBL-Test-
Algorithmus durch Wachstum in Gegenwart von 1 mg/l Cefpodoxim ausgeldst wird. Die K1
exprimierenden Isolate wiesen jedoch MHK-Werte von > 2 mg/l fiir Cefpodoxim auf. Die
Autoren vermuten, dass das Problem nicht auftreten wiirde, wenn im ESBL-Test-Algorithmus
Ceftazidim an die Stelle von Cefpodoxim treten wiirde (Stiirenburg et al. 2003).

Thomson et al. (2007) ermittelten fiir das Phoenix Panel NMIC/ID-108 96% Sensitivitdt und 81%
Spezifitit. Unter den insgesamt 102 in dieser Studie untersuchten E. coli und Klebsiella spp.
Stimmen befanden sich 26 ESBL-negative, die verschiedene andere B-Laktamasen exprimierten
(TEM-1, TEM-2, SHV-1, LEN-1, K1, OXA-3, OXA-4, OXA-5, OXA-6,

KPC-2 sowie fiinf AmpC-B-Laktamasen). Unter diesen Stimmen befanden sich auch einige mit
Porinmutationen. Zwei K1 hyperproduzierende K. oxytoca-Isolate wurden fdlschlich als ESBL-
positiv bezeichnet. Wieviele K1-bildende K. oxyfoca insgesamt untersucht wurden, geben die

Autoren nicht an. Die Autoren heben hervor, dass Phoenix bei Isolaten, die mehrere



39

3-Laktamasen produzierten, bessere Ergebnisse erzielte als Vitek. Beispielsweise erkannte
Phoenix ESBL-Bildung bei einem K. pneumoniae-Isolat, das noch drei weitere B-Laktamasen,
darunter auch AmpC, exprimierte.

In einer koreanischen Studie (Park et al. 2007) wurde das Phoenix Panel NMIC/ID 107 anhand
von 72 ESBL-positiven und 77 ESBL-negativen Isolaten von E.cloacae, E. aerogenes,
Citrobacter freundii und Serratia marcescens evaluiert. Nur 15 der 72 ESBL-Bildner wurden als
solche erkannt (20,8% Sensitivitdt). Hingegen wurden 76 von 77 ESBL-negativen Isolaten als
ESBL-negativ ausgewiesen (98,7% Spezifitit). Da nur 14 der 72 ESBL-positiven Isolate
Piperacillin-Tazobactam-sensibel waren, vermuten die Autoren, dass die meisten ESBL-Bildner
auch AmpC stark exprimierten. Die ESBL wurden auch molekularbiologisch charakterisiert,
molekulare Untersuchungen auf AmpC wurden jedoch nicht durchgefiihrt. Diese Ergebnisse
stehen im Kontrast zu den Ergebnissen einer Studie von Sanguinetti et al. 2003. In dieser Studie
wurden insgesamt 510 Enterobakteriazeen-Stimme mit dem Phoenix-ESBL-Bestitigungstest
untersucht, darunter befanden sich neben 88 E. coli und 158 K. pneumoniae auch 44

E. aerogenes, 23 E. cloacae, 6 S. marcescens und 21 C. freundii, auch unter Einschluss dieser
Stimme ergaben sich 100% Sensitivitdt und 98,9% Spezifitit. PCR und Sequenzierung von
ESBL und AmpC -Genen wurden als Referenz-Methode durchgefiihrt (Sanguinetti et al. 2003).
Menozzi et al. (2006) evaluierten den Phoenix ESBL-Bestétigungstest anhand von insgesamt 203
E. coli-, K. pneumoniae-, und K. oxytoca- Stimmen, darunter 147 klinische Isolate aus
Heidelberg und Parma. Zusétzlich wurden 56 Stammkulturen mit ausgewédhlten B-Laktamasen
untersucht. Als Referenz-Methode diente der Bouillonmikrodilutionstest. Das Phoenix-System

erreichte 98,0% Sensitivitidt und 98,7% Spezifitit.
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ESBL- spezifische Karten (mit Nicht ESBL- spezifische Karten (ohne
Cephalosporin/Clavulanséure-Kombination) Cephalosporin/Clavulansidure-Kombination)
Autoren Phoenix- | Sensitivitdt | Spezifitit | Autoren Phoenix- | Sensitivitit | Spezifitét
Panel Panel
Thompson | NMIC/ID- | 96% 81% Stiirenburg | NMIC/ID- | 100% Keine
etal. 2007 | 108 etal. 2003 | 6 Angabe
Farber et | NMIC/ID- | 77,1% 61,5%
al. 2008 50
Farber et | NMIC/ID- | 84,2% 75,0%
al. 2008 70
Wiegand | Phoenix 98.8% 52,2%
et al. 2007 | GN
Combo
Panel
448541
Park et al. | NMIC/ID | 20,8% 98,7%
2007 107

Tabelle 6: Sensitivitit und Spezifitit verschiedener Phoenix- Panels in Studien zur ESBL-

Detektion

MicroScan (Dade Behring)

Das MicroScan WalkAway-96 System ermoglicht die automatisierte Durchfiilhrung und
Interpretation von Bouillonmikrodilutionstests.

Stiirenburg et al. 2004 untersuchten die Fahigkeit des MicroScan-ESBL-plus panels,
Resistenzmechanismen wie AmpC- und K1- Uberexpression von ESBL zu unterscheiden anhand
von 57 ESBL-positiven und 30 ESBL-negativen Isolaten verschiedener Spezies. Das MicroScan-
ESBL-plus panel enthielt Ceftazidim und Cefotaxim jeweils allein und mit Clavulansiure,
ausserdem Cefepim, Cefotetan, Cefoxitin sowie 6 weitere B-Laktame.

Insgesamt ergaben sich 88% Sensitivitidt und 76,7% Spezifitit. Als Referenzverfahren wurden
PCR und Sequenzierung von ESBL-Genen und AmpC-Genen durchgefiihrt. Andere
Resistenzmechanismen wurden nicht molekular, sondern aufgrund des Antibiogramms
identifiziert. Falsch negative Ergebnisse entstanden flir Enterobacter spp., aufgrund simultaner
Expression von AmpC und ESBL. Falsch positive Ergebnisse traten bei drei E. coli-Stimmen mit
plasmid-kodierten AmpC und bei zwei Kl-hyperproduzierenden K. oxytoca sowie bei
Acinetobacter species auf (Stlirenburg et al. 2004a).

Wiegand et al. (2007) evaluierten das MicroScan-System mit einem nicht spezifisch zur ESBL-
Detektion konfigurierten Panel, das Cefpodoxim (4 mg/l) und Ceftazidim (1 mg/l) sowie

Ceftriaxon, Cefotaxim und Aztreonam enthélt. Das automatisierte ESBL-Screening mit dem
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MicroScan-System ist auf E. coli, K. pneumoniae, und K. oxytoca beschrinkt, da die Software
sich an CLSI-Richtlinien orientiert. Fiir die insgesamt 104 untersuchten E. coli-, K. oxytoca- und
K. pneumoniae- Stamme ergab sich insgesamt eine Sensitivitdt von 98,6% und eine Spezifitit
von 51,5%. Fiir die 14 K. oxytoca-Isolate allein betrug die Sensitividt 100%, die Spezifitit
jedoch nur 11,1%. Das MicroScan-System war wie auch das Phoenix-System nicht in der Lage,

zuverldssig zwischen K1 -Hyperproduktion und ESBL zu differenzieren.

4.11.2. Genotypische Methoden zur Detektion von ESBL

Genotypische Verfahren ermoglichen die Differenzierung verschiedener ESBL-Klassen und
einzelner Subtypen. Da sie nicht auf bakterielles Wachstum angewiesen sind, sind sie schneller
durchfiihrbar als phénotypische Tests und werden im Gegensatz zu phinotypischen Tests nicht
durch das Vorliegen mehrerer Resistenzmechanismen gestort. Trotz dieser potentiellen Vorteile
hat sich jedoch bisher noch kein genotypisches Verfahren als fiir die mikrobiologische
Routinediagnostik geeignet erwiesen.

PCR- Amplifikation und Sequenzierung von ESBL-Genen gelten als Goldstandard fiir die
genotypische Identifikation aller ESBL. Kosten und Arbeitsaufwand dieses Verfahrens
erscheinen allerdings fiir die Routine-Diagnostik zu hoch. Verschiedene andere molekulare
Verfahren ohne Sequenzierungsschritt sind beschrieben worden. Auch diese Verfahren beinhalten
als ersten Schritt meist eine PCR. Zu diesen Verfahren gehéren PCR mit anschliessendem
Restriktionsfragment-Léngen-Polymorphismus (RFLP, Arlet et al. 1995), PCR mit Einzelstrang-
Polymorphismus (M’Zali et al. 1996), Real-time PCR (Randegger und Hachler 2001) und
Restriction site insertion PCR (Chanawong et al. 2001), ausserdem DNA Microarrays (Grimm et
al. 2004; Lee et al. 2002) und Ligase- Kettenreaktion (LCR, Kim und Lee 2000). Die grofle Zahl
von ESBL-Subtypen begrenzt den Nutzen dieser Verfahren, die ohnehin jeweils nur einen
kleinen Teil der klinisch relevanten ESBL-Typen abdecken. So beschriankt sich beispielsweise
der von Grimm et al. 2004 beschriebene DNA Microarray auf TEM Varianten.

Insbesondere ESBL der TEM und der SHV Klassen genotypisch von ihren weit verbreiteten
Vorldufern TEM1, TEM2 und SHV1 zu unterscheiden, ist ohne Sequenzierung schwierig, da sich
die ESBL von ihren in der Evolution entstandenen Vorldufern zum Teil nur durch Punktmuta-
tionen unterscheiden (Pitout und Laupland 2008).

Ein auf Pyrosequenzierung beruhendes Verfahren, das es ermoglicht, einzelne TEM und SHV-

ESBL-Varianten innerhalb von drei Stunden, genotypisch zu identifizieren, ist vor kurzem
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beschrieben worden (Jones et al. 2009). Mit Hilfe des single nucleotide polymorphism (SNP)
protocol werden kurze fiir die Ausbildung eines ESBL-Phénotyps entscheidende Abschnitte der
blaTEM und blaSHV- Gene untersucht. Dies ermdglicht die Abgrenzung von Nicht-ESBL-
Varianten der blaTEM und blaSHV Gene. Die Autoren betonen, dass sich die Methode zur
Untersuchung von Isolaten mit multiplen Allelen der blaTEM und blaSHV Gene eignet. Dieses
Verfahren soll es ermdglichen, 86 von 160 bekannten TEM- Varianten und 49 von 115 bekannten
SHV Varianten zu erkennen.

Da die Vorldaufer der CTX-M ESBL, chromosomale B-Laktamasen von Kluyvera spp., klinisch
kaum eine Rolle spielen, kann der Nachweis CTX-M spezifischer DNA-Sequenzen meist als
ausreichender Nachweis fiir das Vorhandensein von Enzymen aus der Klasse der CTX-M- ESBL
angesehen werden. Dementsprechend sind mehrere Verfahren beschrieben worden, die sich auf
die Detektion von blaCTX-M- Genen beschrinken. Woodford et al. (2006) beschreiben eine
Multiplex-PCR, die es ermdglicht CTX-M-Gene zu detektieren und einer der fiinf
phylogenetischen CTX-M-Gruppen zuzuordnen.

Ensor et al. (2007) beschreiben einen Reverse-line hybridization assay, mit dessen Hilfe nicht nur
eine Zuordnung zu phylogenetischen Gruppen, sondern die Identifikation einzelner CTX-M
Subtypen moglich ist. Das Verfahren eignet sich nach den Angaben der Autoren fiir
epidemiologische Zwecke. Eine Rolle in der klinischen Diagnostik sehen sie nicht.

Xu et al. (2007) beschreiben die Anwendung der denaturierenden high-performance liquid
chromatography (dHPLC) als Mdéglichkeit zur Detektion einzelner CTX-M Genotypen.

Bei dieser Methode erfolgt zuerst eine PCR- Amplifikation der gesuchten Sequenzen. Die PCR-
Produkte werden dann mit Referenz DNA-Amplifikaten hybridisiert. Die so entstandene
Heteroduplex-DNA wird durch die dHPLC analysiert, mit der die blaCTX-M -Allele einer der
fiinf phylogenetischen Gruppen zugeordnet werden konnen.

Naas et al. (2007) entwickelten eine andere Methode zur genotypischen Detektion von CTX-M-
ESBL. Auch bei dieser Methode erfolgt im ersten Schritt eine PCR-Amplifikation mit blaCTX-
M-spezifischen Primeren. Durch anschliessende Pyrosequenzierung von 29 Basenpaaren werden
die fiinf phylogenetischen CTX-M-Gruppen unterschieden. Diese fiinf Gruppen werden dabei in
weitere Subgruppen unterteilt. Da bis zu 96 Isolate in weniger als drei Stunden untersucht werden

konnen, betrachten die Autoren die Methode als fiir die Routine-Diagnostik niitzlich.
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Birkett et al. (2007) beschreiben eine neue multiplex PCR Methode, die durch Einsatz CTX-M-
Gruppen spezifischer TagMan-Sonden die Identifikation der CTX-M-Gruppen CTX-M-1, CTX-
M-2 und CTX-M-9 ohne DNA-Sequenzierung ermoglicht.

Pitout et al. (2007) beschreiben eine duplex PCR, die sich zur gruppenspezifischen Detektion
von blaCTX-M-B3-Laktamase-Genen in Routinelaboratorien eignet.

Keines der genannten Verfahren wird bisher vermarktet.

Ein System, das zur molekularen Detektion aller klinisch relevanten ESBL dienen soll, wird von
BAG Health Care angeboten, nimlich das hyplex® ESBL-ID Multiplex-PCR-ELISA-System.
Das System besteht aus einer multiplex PCR, fiir die markierte Primer verwendet werden, und
Hybridisierungsmodulen. Die PCR-Produkte werden mit Oligonukleotidsonden hybridisiert, die
auf der Oberfliche von Mikrotiterplatten immobilisiert sind. Da die gebundenen PCR-Produkte
markiert sind, konnen sie nach dem ELISA-Prinzip detektiert werden.

Laut Hersteller konnen damit alle Varianten der Gene blaTEM, blaSHV, blaCTX-M (mit
Ausnahme von CTX-M-8) und die ESBL-Phénotyp relevanten Varianten von blaOXA in einer
einzigen Reaktion aus Patientenmaterial nachgewiesen werden. Proben, die ein positives Signal
mit der CTX-M-spezifischen Sonde zeigen, sind laut Hersteller als eindeutig ESBL-positiv zu
bewerten. Proben, die mit dem Testsystem negativ getestet werden, sollen keine
Enterobacteriaceae mit dem genetischen Potential zur Ausbildung eines ESBL-Phénotyps
enthalten. Eine Schwiche des Systems ist, dass alle blaTEM und blaSHV Gene detektiert
werden, ohne die ESBL-Varianten dieser Gene von den dlteren TEM-1,-2 und SHV-1
3-Laktamasen zu differenzieren.

Al Naiemi et al. (2008) evaluierten hyplex® ESBL-ID an 149 Stammkulturen der
Enterobacteriaceae und ermittelten 98% Sensitividt und 57% Spezifitit. Die geringe Spezifitit
erkldren die Autoren mit dem hohen Anteil TEM-1 produzierender E. coli unter den untersuchten

Isolaten.

4.12. Therapie von Infektionen durch ESBL-bildende Bakterien

Die Carbapeneme gelten nach wie vor als Mittel der Wahl zur Therapie von Infektionen mit
ESBL-positiven Bakterien, da sie gegeniiber allen 3-Laktamasen gramnegativer Bakterien, ausser
den Carbapenemasen, stabil sind. Auch in den vorhandenen klinischen Therapiestudien wurden
mit Carbapenemen jeweils die giinstigsten Verldufe beobachtet (Rodriguez-Bano und Pascual

2008). Allerdings werden Alternativen zu den Carbapenemen bendtigt, da diese relativ teuer sind
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und nicht per os verabreicht werden konnen und vor allem, weil vermehrtes Auftreten von
Carbapenem-Resistenzen zu befiirchten ist. Carbapenem-Resistenz durch die Kombination von
Porinverlust und ESBL ist bereits in Deutschland aufgetreten (Burak et al. 2006).
Carbapenemasen konnten sich rasch ausbreiten, da z.B. das blaKPC-Gen plasmid-kodiert bei
verschiedenen Bakterienspezies innerhalb der Enterobacteriaceae auftritt (Marschall et al.
2009).

Vier Carbapeneme stehen derzeit zur Verfligung: Imipenem, Meropenem, Ertapenem und
Doripenem.  Ertapenem unterscheidet sich von den anderen Carbapenemen in einigen
Eigenschaften. Da es eine lingere Halbwertszeit besitzt, geniigt eine Ertapenem-Infusion pro Tag.
Allerdings ist Ertapenem nicht aktiv gegen P. aeruginosa und Acinetobacter spp.. Dies
ermoglicht die Therapie von ESBL-Infektionen, ohne Selektionsdruck auf Nonfermenter
auszuiiben.

Ein Nachteil des Ertapenems ist, dass es von der Resistenz durch Porinverlust und 3-Laktamase-
Expression stdrker betroffen ist als Imipenem und Meropenem (Jacoby et al. 2004; Martinez-
Martinez 2008; Lartigue et al. 2007).

Cephalosporine sind fiir die empirische Therapie von Infektionen durch ESBL-bildende
Bakterien nicht geeignet, da die MHK-Werte, auch fiir Cefepim, hiufig so hoch sind, dass
eindeutig Resistenz vorliegt (Rodriguez-Bano und Pascual 2008). Nicht vollkommen eindeutig ist
die Situation, wenn ESBL-Bildner fiir bestimmte Cephalosporine niedrige MHK-Werte
(£ Img/l) aufweisen. Pharmakodynamische Studien an Tiermodellen weisen daraufhin, dass
auch ESBL-Infektionen erfolgreich mit Cephalosporinen behandelt werden kdnnen, wenn die
Konzentration des Antibiotikums 50% der Zeit zwischen zwei Applikationsintervallen iiber der
MHK gehalten werden kann (Andes und Craig 2005; MacGowan 2008). Problematisch ist dies-
beziiglich, dass bei Infektionen mit hoher Bakterienkonzentration am Infektionsort
moglicherweise der Inokulum-Effekt dazu fiihrt, dass die MHK am Infektionsort hdher ist als
unter diagnostischen Standardbedingungen (Thomson und Moland 2001).

Obwohl ESBL durch B-Laktamaseinhibitoren inaktiviert werden, ist Resistenz gegeniiber den
gebrauchlichen B-Laktam/B-Laktamaseinhibitor-Kombinationen unter ESBL-positiven Bakterien
weit verbreitet (Sader et al. 2007). Manche Autoren befiirworten den Einsatz von Piperacillin/
Tazobactam gegen ESBL-bildende E. coli und Klebsiella spp., wenn diese als sensibel getestet

wurden, auch bei schweren Infektionen (Peterson 2008).
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Auch gegen Fluorchinolone sind ESBL- bildende Bakterien sehr hédufig resistent, insbesondere
ambulant erworbene CTX-M-bildende E. coli. Vorhergehende Behandlung mit Fluorchinolonen
ist in mehreren Studien als Risikofaktor fiir Infektionen mit ESBL-bildenden E. coli identifiziert
worden (Rodriguez-Bano und Pascual 2008).

Aminoglycosid-Resistenzdeterminanten sind hdufig auf denselben Plasmiden kodiert wie ESBL
(Giamarellou 2005). Die Resistenz ist jedoch nicht fiir alle Aminoglycoside gleich haufig, und
ausserdem scheint es regionale Unterschiede in der Verbreitung der Aminoglycosid-Resistenz zu
geben. In der Studie von Paterson et al. 2004 waren 70,8% der K. pneumoniae Stimme
unempfindlich gegeniiber Gentamicin (Paterson et al. 2004a). In einer spanischen Studie zeigten
67% der K. pneumoniae - und 34% der E. coli -Isolate Resistenz gegen Gentamicin, jedoch
waren iiber 90% dieser Isolate Amikacin-sensibel (Hernadez et al. 2005). In einer taiwanesischen
Studie erwiesen sich hingegen 43,4% von 235 K. pneumoniae- Stimmen als Amikacin- resistent
(Ma et al. 2009).

In Regionen, in denen Amikacin-Resistenz selten ist, konnte Amikacin in Kombination mit
3-Laktamen bei der Behandlung weniger schwerer Infektionen eine Rolle spielen.

Temocillin, ein Schmalspektrum-Penicillin ohne Aktivitit gegen Gram-positive Bakterien,
P.aeruginosa und Anaerobier, wurde 1984 in Deutschland eingefiihrt. Da es sich gegeniiber
anderen B-Laktamen nicht durchsetzen konnte, wurde es in Deutschland jedoch wieder vom
Markt genommen, wihrend es in Belgien weiter eingesetzt wird. Temocillin ist stabil gegeniiber
allen ESBL mit hoher Privalenz und gegeniiber AmpC-B3-Laktamasen. Es weist vermutlich
giinstige Okologische Eigenschaften auf. Klinische Studien zum Einsatz von Temocillin bei
Infektionen durch ESBL-bildende E. coli und Klebsiella spp. fehlen jedoch. Auf der Grundlage
pharmakologischer Modelle wurde vor kurzem ein MHK-Grenzwert von 8 mg/l fiir systemische
Infektionen und 32 mg/l fiir unkomplizierte Harnwegsinfektionen vorgeschlagen (Andrews
2008). Aufgrund seiner Stabilitdt in Losung eignet sich Temocillin fiir Langzeitinfusionen.
Ausserdem konnen mdoglicherweise hohere Dosierungen als die bisher zugelassenen 4 g pro Tag
eingesetzt werden. Dies konnte eine Erhohung des MHK-Grenzwerts ermoglichen (Livermore
und Tulkens 2009).

Colistin (Polymyxin E), ein seit den 1950er Jahren bekanntes zyklisches Polypetidantibiotikum,
das wegen seiner Neuro- und Nephrotoxizitit nur noch als Lokalantibiotikum eingesetzt wurde,
kommt als Reserveantibiotikum im Einsatz gegen Carbapenem-resistente ESBL-Bildner in

Betracht (Endimiani und Paterson 2007; Giamarellou 2006). Tigecyclin stellt eine weitere
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Alternative zur Behandlung systemischer Infektionen durch ESBL-positive Erreger dar
(Livermore 2005). Die In-vitro-Sensibilitit ESBL-bildender Enterobacteriaceae ist mehrfach
nachgewiesen worden (Morosini et al. 2006; Slover et al. 2007). Klinische Studien zur
Behandlung von Infektionen durch ESBL-Bildner mit Tigecyclin wurden bisher noch nicht
vorgelegt (Rodriguez-Bano und Pascual 2008). Tigecyclin erreicht hohe Konzentration in
Geweben, jedoch nur geringe Serumkonzentrationen von 0,4 bis 0,6 mg/l (Rodvold et al. 2006),
wobei der EUCAST- Breakpoint bei 1 mg/l liegt. Dies spricht gegen den Einsatz von Tigecyclin
bei intravaskulédren Infektionen (Curcio 2008a).

AuBlerdem erscheint Tigecyclin zur Behandlung von Harnwegsinfektionen ungeeignet, da es nur
geringe Urinkonzentrationen erreicht (Curcio 2008b). Aufgrund der nur bakteriostatischen
Wirkung und der Ahnlichkeit zu Minocyclin ist eine rasche Resistenzentwicklung gegen
Tigecyclin zu befiirchten (Reid 2007).

Cephamycine sind in vitro wirksam gegeniiber ESBL-Bildnern. Sie sind jedoch, im Gegensatz zu
den Carbapenemen und Temocillin, nicht stabil gegeniiber AmpC-B-Laktamasen. Uber Selektion
von Cephamycin-resistenten K. pneumoniae wéihrend der Therapie mit Cefotetan sowie wihrend
der Therapie mit Flomoxef ist berichtet worden. In beiden Féllen kam es unter der Therapie zu
Porinverlust und zum Erwerb plasmid-kodierter AmpC-B-Laktamasen; dies fithrte zu
Cephamycin- und Carbapenem- Resistenz (Lee et al. 2007; Bradford et al. 1997).

Fosfomycin wird von einigen Autoren fiir die Behandlung von unkomplizierten
Harnwegsinfektionen durch ESBL-bildende E. coli empfohlen (Rodriguez-Bano und Pascual
2008). In einer spanischen Untersuchung (de Cueto et al. 2006) zeigte Fosfomycin auch
gegeniiber ESBL-bildenden K. pneumoniae hohe In-Vitro-Aktivitit.
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5. Material und Methoden

5.1. Untersuchte Bakterienkulturen

Untersucht wurden 274 ESBL-positive Stammkulturen, die im Zeitraum von Juni 2004 bis
November 2006 isoliert wurden. Hierbei handelte es sich um 159 E. coli-, 88 K. pneumoniae -und
27 K. oxytoca-Stamme. Die meisten Isolate stammen von Patienten aus dem Universititsklinikum
Bonn, die iibrigen aus dem Evangelischen Waldkrankenhaus in Bonn-Bad Godesberg, dem
Johanniter-Krankenhaus und dem St.Marienhospital in Bonn. Die unterschiedlichen Stimme
wurden vorwiegend aus Proben von Urin, Wunden, Sekreten, Blutkulturen und Punktaten
gewonnen (Distelmaier 2008). Diese Stimme werden nachfolgend als ESBL-Stammsammlung
bezeichnet.

Als Negativkontrollen wurden 167 Bakterienstimme aus der Routinediagnostik des Institutes fiir
Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie der Universitdit Bonn mit
Micronaut-S-ESBL untersucht. 154 dieser Stimme waren durch die Routinediagnostik als ESBL-
negativ identifiziert worden. Es handelte sich fast ausschliesslich um gramnegative Bakterien, die

im Winter 2006 zufillig ausgewéhlt worden waren. Die Spezies-Verteilung zeigt Tabelle 7.



48

Spezies: Anzahl Stimme:
Acinetobacter baumannii 17
Citrobacter freundii 3
Enterobacter aerogenes 1
Enterobacter cloacae 27
Escherichia coli 58
Hafnia alvei 2
Klebsiella oxytoca 5
Klebsiella pneumoniae 36
Morganella morganii 2
Proteus mirabilis 3
Pseudomonas aeruginosa 3
Raoutella ornithinolytica 1
Staphylococcus aureus 1
Serratia marcescens 3
Stenotrophomonas maltophilia 5
Summe: 167

Tabelle 7: Spezies der unausgewahlten Isolate aus der Routine-Diagnostik, die als Negativkontrollen fir

den ESBL-Nachweis mit Micronaut-S-ESBL verwendet wurden.

5.2. Speziesidentifizierung und Nachweis der ESBL-Bildung

Die Speziesidentifizierung und die Untersuchung auf ESBL-Bildung der in dieser Arbeit
verwendeten Isolate wurden in den Varia-Laboratorien des Institutes fiir Medizinische
Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie der Universitit Bonn unter der Leitung von
Privatdozent Dr. Marklein durchgefiihrt.

Das zur bakteriologischen und mykologischen Untersuchung aus den verschiedenen
Klinikbereichen eingesandte menschliche Untersuchungsmaterial wurde mit den laboriiblichen
Standardverfahren untersucht. Zur An- und Weiterziichtung der Bakterienkulturen dienten
handelstibliche Fertigplatten (Becton Dickinson, Heidelberg) sowie Trockenmedien zur
Herstellung der jeweiligen Kultursubstrate (Becton Dickinson, Heidelberg; Oxoid, Wesel). Bei
Nachweis von Enterobacteriaceae, z.B. auf MacConkey-Agar, wurde ein semiquantitativer

Agardiffusionstest nach DIN 58940 auf Mueller-Hinton-Agar-Fertigplatten (Becton Dickinson,
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Heidelberg) zur Ermittlung der Antibiotikasensibilitit unter Einsatz handelsiiblicher Antibiotika-
Testscheiben (Oxoid, Wesel) angelegt. Bei der Auswertung dieser Testansidtze ergab sich der
Verdacht auf ESBL-Bildung, wenn in diesem Test eine Resistenz oder intermedidre Sensibilitdt
gegeniiber Ceftazidim und/oder Cefotaxim auftrat (Cephalosporine der sog. 3. Generation), bei
gleichzeitiger Sensibilitét gegeniiber Cefoxitin und Resistenz gegeniiber Cefpodoxim. Hierbei
bestand Resistenz im Falle von Cefotaxim bei Hemmhofdurchmessern von <27mm und fiir
Ceftazidim von <22mm. Bei einem solchen Verdacht erfolgte der ESBL-Bestétigungstest durch
die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) auf Mueller-Hinton-Agar im
Etest(AB Biodisk, Solna, Schweden). Hierbei wurden Cefotaxim und Ceftazidim jeweils mit und
ohne Clavulansédure gepriift. Die Auswertung des Tests erfolgte nach Inkubation bei 35° C iiber
18 - 24 Stunden. Die ESBL-Bildung galt als nachgewiesen, wenn in Anwesenheit von
Clavulansdure der MHK-Wert um einen Faktor >8 (entsprechend >3 Titerstufen innerhalb der

geometrischen Konzentrationsverdiinnungsreihe) gesenkt wurde.

5.3. Verwendete Testverfahren

Die 274 ESBL-positiven Bakterienstimme wurden mit zwei Testverfahren untersucht, um zum
einen ihre minimalen Hemmkonzentrationen gegeniiber einer Auswahl klinisch wichtiger
Antibiotika und Chemotherapeutika zu ermitteln und um zum anderen in einem einfachen
Testverfahren dessen Eignung zur schnellen und sicheren Erfassung der ESBL-Bildung zu
priifen. Hersteller beider Testverfahren ist Merlin Diagnostika GmbH, Kleinstrasse 14, 53332
Bornheim-Hersel.

1. Micronaut-S-MHK (Merlin Bornheim Referenznr. ES-233-100) zur Antibiotika-
empfindlichkeitsbestimmung. Die nach DIN 58940 zur Qualititssicherung festgelegten und
laboriiblichen Referenzstimme Escherichia coli ATCC 25922 und Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 wurden einmal wochentlich zur Qualititskontrolle bei der Durchfithrung der
Micronaut-S-MHK-Bestimmung mitgefiihrt.

2. Micronaut-S-ESBL (Merlin Bornheim Referenznr. ES-232-800) zum phinotypischen
Nachweis der ESBL-Produktion. Der Micronaut-S-ESBL (Abbildung 3) wurde in zwei
Varianten durchgefiihrt.

-Variante (a) : Ubernacht-Inkubation. In dieser Variante wurde das vom Hersteller empfohlene

Standard-Inokulum bei einer Bebriitungszeit von 18-24 Stunden verwendet.
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-Variante (b) : Schnelltest. In dieser Variante wurde ein im Vergleich mit dem Standard-
Inokulum fiinffach hoher konzentriertes Inokulum verwendet und das Ergebnis bereits nach 6 h
Inkubation bei 36°C abgelesen.

(Bei der Untersuchung mit Micronaut-S-ESBL fehlen die Ergebnisse von drei Isolaten, namlich

je einem Stamm von E. coli, K. pneumoniae und K. oxytoca).

Bei beiden Testverfahren, Micronaut-S-ESBL und Micronaut-S-MHK, handelt es sich um
Bouillon-Mikrodilutionstests nach DIN 58940. Bei Bouillondilutionstests wird grundsitzlich
anhand der Triibbung der Kulturfliissigkeit bestimmt, bis zu welcher Konzentration des
Antibiotikums noch Wachstum des eingeimpften Bakterienstamms feststellbar ist. Bei den
Micronaut Mikrodilutionstests wird die bereits mit dem jeweiligen Bakterienstamm beimpfte
Bouillon in die Kavitdten einer Kunststoffplatte pipettiert, und zwar 100 ul Volumen jeweils.

In den Kavititen befindet sich der zu priifende Wirkstoff in getrockneter Form, der durch Zugabe
der Bakteriensuspension rehydriert wird. Fiir den Micronaut-S-ESBL sowie fiir den Micronaut-S-
MHK werden Kunststoffplatten mit 8 mal 12 Kavitdten verwendet. Jeweils 12 Kavitdten sind in
einer Zeile angeordnet, wobei die erste Kavitit jeder Zeile kein Antibiotikum enthélt, sie dient
zur Wachstumskontrolle. Beim Micronaut-S-MHK befindet sich in der zweiten bis zwolften
Kavitét einer Zeile jeweils ein Antibiotikum, wobei die Wirkstoffkonzentration sich von einer
Kavitit zur nichsten jeweils verdoppelt. Durch Zugabe von 100 pl Bakteriensuspension pro
Kavitét ergibt sich eine geometrische Verdiinnungsreihe mit um den Faktor zwei ansteigender
Konzentration des Antibiotikums. Beim Micronaut-S-ESBL befindet sich in der zweiten bis
sechsten Kavitit eine Menge an Clavulansdure, die bei Zugabe von 100 pl Bakteriensuspension
eine konstante Konzentration von 4 mg/1 Clavulansdure ergibt. Ausserdem befindet sich in diesen
Kavitdten Cefpodoxim-Proxetil in um den Faktor zwei ansteigender Konzentration, so dass sich
nach Zugabe der Kulturfliissigkeit eine ansteigende Konzentration, beginnend mit 0,25 mg/l
Cefpodoxim-Proxetil in der zweiten Kavitit und endend in der sechsten Kavitit mit 4 mg/l
Cefpodoxim-Proxetil, ergibt. In der siebten bis zwolften Kavitit befindet sich ausschliesslich
Cefpodoxim-Proxetil in einer Menge, die so ansteigt, dass sich eine geometrische
Verdiinnungsreihe von 1 mg/l bis 32 mg/l ansteigend um den Faktor zwei ergibt. Alle Kavititen
enthalten den Redoxindikator Resazurin, der bei bakteriellem Wachstum einen Farbumschlag von

Blau nach Rosa bewirkt.
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Abbildung 3: Micronaut-S-ESBL. mit 8 ESBL-positiven Isolaten nach 24 Stunden
Bebriitung. Farbumschlag von Blau nach Rosa zeigt Bakterienwachstum an. Die erste Kavitat jeder Zeile
(inks im Bild) entha@lt nur N&hrmedium, die zweite bis sechste Cefpodoxim in geometrischer
Verdinnungsreihe von 0,25 mg/l bis 4 mg/l und Clavulansaure konstant 4 mg/l, die siebte bis zwdlfte

Kavitat enthalt Cefpodoxim in geometrischer Verdunnungsreihe von 1 mg/l bis 32 mgl/.

Testdurchfithrung:

Micronaut-S-MHK:

Mehrere einzeln liegende Kolonien einer 18-24 Stunden alten Reinkultur auf Blutagar (ohne
Zusatz) wurden in ein Rohrchen mit 5 ml NaCl 0,9% pH 5,5-6,5 mit Hilfe eines sterilen
Wattetupfers verbracht. So wurde eine Suspension mit McFarland Standard von 0,5 hergestellt.
50 pl dieser Bakteriensuspension wurden in 11 ml Mueller-Hinton II Bouillon pipettiert und
homogenisiert. Jeweils 100 pl davon wurden in die Kavititen der Mikrotitrationsplatten
pipettiert. Die Mikrotitrationsplatten wurden mit unperforierter Abklebefolie verschlossen und
18-24 Stunden bei 35-36,5° C bebriitet.

Micronaut-S-ESBL:

Durchfiihrung von Variante (a) Ubernacht-Inkubation entsprechend Micronaut-S-MHK.
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Bei Variante (b) Schnelltest wurden 250 pl der Bakteriensuspension mit McFarland 0,5 in 11 ml
Mueller-Hinton II Boullion pipettiert. So ergab sich ein im Vergleich mit dem Standard-

Inokulum finffach héher konzentriertes Inokulum.

5.4. Testauswertung

Die Micronaut-S-MHK-Platten wurden mit Hilfe eines Vergrosserungsspiegels visuell abgelesen,
die Micronaut-S-ESBL-Platten wurden visuell anhand des Farbumschlags abgelesen.

Ein Bakterienstamm wird als ESBL-positiv eingeordnet, wenn in Abwesenheit von
Clavulansdure der MHK-Wert um >3 Titerstufen hoher liegt, als in Anwesenheit von
Clavulanséure. Die Cefpodoxim-Proxetil-Konzentration verdoppelt sich pro aufsteigender
Titerstufe, die Konzentration der Clavulansédure ist konstant 4 mg/1.

(Eine Veridnderung des MHK-Werts um 3 Titerstufen entspricht einer Verdnderung des MHK-
Werts um einen Faktor von 8. Steigt beispielsweise die Konzentration von 2 mg/l um drei
Titerstufen auf 16 mg/l, so hat sich die Konzentration auf den achtfachen Wert erhoht).

Bei Variante (a) Ubernacht-Inkubation erfolgte die Ablesung nach 18-24 stiindiger Bebriitung.

Bei Variante (b) Schnelltest wurde das Resultat nach 6 Stunden Bebriitung protokolliert.

CPP 1 CPP 2 CPP 4 CPP 8 CPP 16 CPP 32 CPP >32

C/vV +2 ESBL+ ESBL + ESBL+ ESBL + ESBL + ESBL+

0,25/4 +3 +4 +5 +6 +7 >7

C/V 0,54 | +1 +2 ESBL+ ESBL+ ESBL+ ESBL+ ESBL+
+3 +4 +5 +6 >6

C/V 0 +1 +2 ESBL+ ESBL+ ESBL+ ESBL+

1/4 +3 +4 +5 >5

C/vV -1 0 +1 +2 ESBL+ ESBL+ ESBL+

2/4 +3 +4 >4

C/vV -2 -1 0 +1 +2 ESBL+ ESBL+

4/4 >3

C/vV -3 -2 -1 0 +1 +2 ND

>4/4

Abbildung 4: Ableseschema Micronaut-S -ESBL:

CPP: Cefpodoxim-Proxetil. C/V: Cefpodoxim/Clavulansédure. Angaben der Konzentration in mg/l. ND: nicht
detektierbar. Die Zahlen von -3 bis >7 geben die Zahl der Titerstufen an, um die der MHK-Wert in
Abwesenheit von Clavulansaure relativ héher liegt, als in Anwesenheit von Clavulansaure. Beispielsweise
bedeutet +2 eine Zunahme des MHK-Werts um zwei Titerstufen in Abwesenheit von Clavulansaure. Die
CPP-Konzentration verdoppelt sich pro aufsteigender Titerstufe. Die Konzentration der Clavulansaure ist

konstant 4 mg/l.
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6. Ergebnisse

6.1. Micronaut-S-MHK

Fir die 159 untersuchten E. coli-Stimme ergaben sich die in Tabelle 8 und Abbildung 5
zusammengestellten MHK-Werte. In Abbildung 6 sind die MHK- Werte fiir die drei

untersuchten Carbapeneme zur besseren Ubersicht gesondert dargestellt.

Gehemmte ESBL-positive E. coli Stimme (% -kumulativ)
Antibiotika-

Konzentration (mg/l) | IMP | ERT | MER | TMO | AMK | GEN | TGC | COL
<0,06 7,5 87,4 98,1 0,6 74,8 4.4
0,12 62,8 | 96,8 100 0,6 943 | 43,3
0,25 91,8 | 994 3,7 98,7 94,3

0,5 99,4 100 41,5 98,7 98,1
1 52,8 99,4
2 100 4.4 30,2 55,3 100 99,3
4 32,7 94,9 56,6
8 83 99,4 62,9
16 95,5 100 81,7
32 98,7 93,7
64 100 98,1 100
128 100

Tabelle 8: Antibiotika-Sensibilitit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-B-Laktamase-
Bildung ermittelt durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven

E. coli (n=159). IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; MER: Meropenem; = TMO:  Temocillin;
AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin.
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Abbildung 5: Antibiotika-Sensibilitiit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt durch
Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven E. coli (n=159). Die Abbildung zeigt kumulativ den
relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten Konzentration des
jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; MER:
Meropenem; TMO: Temocillin; AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin.
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Abbildung 6: Antibiotika-Sensibilitit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt
durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven E. coli (n=159). Die Abbildung zeigt
kumulativ den relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten
Konzentration des jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT:
Ertapenem; MER:Meropenem;
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Fiir die 88 untersuchten K. pneumoniae-Stimme ergaben sich die in Tabelle 9 und Abbildung 7
zusammengestellten MHK- Werte. In Abbildung 8 sind die MHK-Werte fiir die drei untersuchten

Carbapeneme zur besseren Ubersicht gesondert dargestellt.

Gehemmte ESBL-positive K. pneumoniae Stimme (% -kumulativ)
Antibiotika-
Konzentration (mg/l)| IMP | ERT | MER | TMO | AMK | GEN TGC COL
<0,06 9 51,1 77,3 11,4 3,4
0,12 659 | 79,5 86,4 34 21,6
0,25 88,6 | 93,1 93,2 2,3 84 64,7
0,5 98,8 | 98,8 96,6 10,2 98,9 72,7
1 98,9 2,3 1,1 15,9 100 79,5
2 100 100 9 40,9 21,6 82,9
4 100 26,1 69,3 23,8 89,7
8 77,3 85,2 26,1 97,7
16 85,2 94,3 37,5 100
32 97,7 96,6 73,9
64 98,8 89,9
128 98,9 98,9
>128 100 100 100

Tabelle 9 : Antibiotika-Sensibilitit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-B-Laktamase-
Bildung ermittelt durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven
Klebsiella pneumoniae (n = 88). IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; MER: Meropenem; TMO:
Temocillin; AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin
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Abbildung 7: Antibiotika-Sensibilitit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt durch
Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven Klebsiella pneumoniae (n = 88). Die Abbildung zeigt
kumulativ den relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten
Konzentration des jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT:
Ertapenem; MER:Meropenem; TMO: Temocillin; AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin.
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Abbildung 8: Antibiotika-Sensibilitiit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt
durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven Klebsiella pneumoniae (n = 88). Die Abbildung
zeigt kumulativ den relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten
Konzentration des jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT:
Ertapenem; MER:Meropenem;
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Fiir die 27 untersuchten K. oxytoca Stamme ergaben sich die in Tabelle 10 und Abbildung 9
zusammengestellten MHK- Werte. In Abbildung 10 sind die MHK- Werte fiir die drei

untersuchten Carbapeneme zur besseren Ubersicht gesondert dargestellt.

Gehemmte ESBL-positive K. oxytoca Stimme (% kumulativ)
Antibiotika-Konzentration
mg/l IMP | ERT | MER | TMO | AMK | GEN | TGC | COL
<0,06 85 85 18,5 | 48,1
0,12 40,7 | 100 100 33,3 | 85,2
0,25 66,7 7,4 66,6 | 92,6
0,5 92,6 444 | 85,2 | 96,3
1 100 51,8 100
2 3,7 40,7 74
4 37 85,2 | 92,3
8 88 96,3
16 92,6 100 96,3
32 100 100
64 100
128

Tabelle 10: Antibiotika-Sensibilitit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-B-Laktamase-
Bildung ermittelt durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven
Klebsiella oxytoca (n = 27). IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; MER: Meropenem; TMO:
Temocillin; AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin
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Abbildung 9: Antibiotika-Sensibilitiit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt
durch Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven Klebsiella oxytoca (n = 27). Die Abbildung
zeigt kumulativ den relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten
Konzentration des jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT:

Ertapenem; MER: Meropenem; TMO: Temocillin; AMK: Amikacin; GEN: Gentamicin; TGC: Tigecyclin; COL: Colistin
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Abbildung 10: Antibiotika-Sensibilitiit bei Bakterien mit Extended-Spectrum-Beta-Laktamase-Bildung ermittelt durch
Bouillon-Mikrodilutionstest nach DIN 58940 bei ESBL-positiven Klebsiella oxytoca (n = 27). Die Abbildung zeigt
kumulativ den relativen Anteil der getesteten Bakterienstimme der genannten Spezies, die bei einer bestimmten Konzentration
des jeweiligen Antibiotikums kein Wachstum mehr zeigen, also gehemmt sind. IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; MER:
Meropenem
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6.2. Micronaut-S-ESBL

Variante (a) Ubernacht-Inkubation:

E. coli (n=158)

K. pneumoniae (n=87)

K. oxytoca (n=26)

Absolut

relativ

absolut

relativ

absolut

relativ

157

99,3%

86

98,8%

24

92,3%

Tabelle 11: Anteil der Bakterienstimme, die von Micronaut-S-ESBL Variante (a)

Ubernacht-Inkubation als ESBL-positiv erkannt wurden

157 von 158 (99,3%) E. coli Stimmen, die zuvor durch den Etest als phinotypisch ESBL-positiv
charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL als phanotypisch ESBL-
positiv. Abbildung 11 zeigt die Verteilung der MHK-Reduktion durch Clavulansdure in

Titerstufen-Differenz. Fiir einen Stamm ergab sich eine Titerstufen-Differenz von Null, da dieser

in allen Kavititen gewachsen war.
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Abbildung 11: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-
positiven Escherichia coli ( n= 158), Ubernacht-Inkubation. Die
Abbildung zeigt die absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die
auf der Abszisse aufgetragene MHK-Titerstufen-Differenz bei konstanter
Clavulansdurekonzentration beobachtet wurde.

86 von 87 (98,8%) K. pneumoniae -Stammen, die zuvor durch den Etest als phinotypisch ESBL-
positiv charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL Variante (a)
Ubernacht-Inkubation als phinotypisch ESBL-positiv. Abbildung 12 zeigt die Verteilung der
MHK-Reduktion durch Clavulansdure in Titerstufen-Differenz. Ein Stamm zeigte nur in der
Wachstumskontrollkavitit einen Farbumschlag. Damit ergab sich fiir diesen Stamm eine

Titerstufendifferenz von Null.
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Abbildung 12: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-positiven
Klebsiella pneumoniae ( n= 87) Ubernacht-Inkubation. Die Abbildung zeigt
die absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die auf der Abszisse
aufgetragene MHK-Titerstufendifferenz  bei konstanter Clavulansiure-
konzentration beobachtet wurde.

24 von 26 (92,3%) K. oxytoca Stimmen, die zuvor durch den Etest als phénotypisch ESBL-
positiv charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL Variante (a)
Ubernacht-Inkubation phénotypisch ESBL-positiv. Abbildung 13 zeigt die Verteilung der MHK-
Reduktion durch Clavulansdure in Titerstufen-Differenz. Fiir zwei Stimme ergab sich eine
Titerstufen-Differenz von Null, wobei einer dieser beiden Stamme ausschlieBlich Wachstum in

der Wachstumskontrollkavitét zeigte und der zweite in allen Kavitdten wuchs.



65

7
6 6
6,
5
o 5
£
S 4 |
wn
= 3
33
g 2
N27
1 1 1 1
] DA R i
0,
0 1 2 3 >3 4 >4 5 > 6 > 717 >7

Titerstufen-Differenz

Abbildung 13: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-positiven
Klebsiella oxytoca ( n= 26) Ubernacht-Inkubation. Die Abbildung zeigt die
absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die auf der Abszisse aufgetragene
MHK-Titerstufendifferenz bei konstanter Clavulansidurekonzentration beobachtet

wurde.

6.2.1. Micronaut-S-ESBL als Schnelltest

Variante (b) Schnelltest:

E. coli (n=158)

K. pneumoniae (n=87)

K. oxytoca (n=26)

absolut

relativ

absolut

relativ

absolut

relativ

104

65,8%

46

52,8%

12

46,1%

Tabelle 12: Anteil der Bakterienstimme, die von Micronaut-S-ESBL Variante (b)

Schnelltest als ESBL-positiv erkannt wurden

104 von 158 (65,8%) E. coli Stimmen, die zuvor durch den Etest als phénotypisch ESBL-positiv

charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL Variante (b) nach

Bebriitung tiber sechs Stunden als phénotypisch ESBL-positiv. Abbildung 14 zeigt die Verteilung

der MHK-Reduktion durch Clavulansdure in Titerstufen-Differenz. Fiir 54 Stamme ergab sich
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eine Titerstufen-Differenz von Null, 51 davon zeigten Farbumschlag in allen Kavitéten, bei zwei
Stimmen war das Wachstum so schwach, dass keine Interpretation mdglich war, und bei einem

Stamm war kein Wachstum erkennbar.
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Abbildung 14: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-positiven
Escherichia coli ( n= 158) Schnelltest ( 6 Stunden-Bebriitung) . Die Abbildung
zeigt die absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die auf der Abszisse
aufgetragene MHK-Titerstufendifferenz bei konstanter Clavulansdurekonzentration
beobachtet wurde.

46 von 87 (52,8%) K. pneumoniae Stammen, die zuvor durch den Etest als phanotypisch ESBL-
positiv charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL Variante (b) nach
Bebriitung tiber sechs Stunden als phanotypisch ESBL-positiv. Abbildung 15 zeigt die Verteilung
der MHK-Reduktion durch Clavulansdure in Titerstufen-Differenz. Bei 41 Stdmmen ergab sich
eine Titerstufen-Differenz von Null, 39 davon zeigten Farbumschlag in allen Kavititen, zwei

Stamme zeigten nur Farbumschlag in der Wachstumskontrolle.
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Abbildung 15: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-positiven
Klebsiella pneumoniae ( n= 87) Schnelltest ( 6 Stunden-Bebriitung) . Die
Abbildung zeigt die absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die auf
der Abszisse aufgetragene MHK-Titerstufendifferenz bei konstanter
Clavulansdurekonzentration beobachtet wurde.

12 von 26 (46,1%) K. oxytoca-Stdmmen, die zuvor durch den Etest als phdnotypisch ESBL-
positiv charakterisiert worden waren, erschienen auch im Micronaut-S-ESBL Variante (b) nach
sechsstiindiger Bebriitung als phénotypisch ESBL-positiv. Abbildung 16 zeigt die Verteilung der
MHK-Reduktion durch Clavulansiure in Titerstufen-Differenz. Bei 13 Stimmen ergab sich eine
Titerstufen-Differenz von Null, 12 davon zeigten Wachstum in allen Kavititen, bei einem Stamm

zeigte sich kein Wachstum. Ein Stamm wies eine Differenz von nur einer Titerstufe auf.
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Abbildung 16: MHK-Reduktion durch Clavulansiure bei ESBL-positiven
Klebsiella oxytoca ( n= 26) Schnelltest ( 6 Stunden-Bebriitung). Die
Abbildung zeigt die absoluten Zahlen der Bakterienstimme, bei denen die auf
der Abszisse aufgetragene MHK-Titerstufendifferenz  bei  konstanter
Clavulansdurekonzentration beobachtet wurde.

6.2.2. Untersuchung von 167 Isolaten aus der Routine-Diagnostik als
Negativ-Kontrollen

Ubereinstimmung von Routine-Diagnostik und Micronaut-S-ESBL

Von den 167 untersuchten Isolaten aus der klinischen Routine-Diagnostik erschienen 154 sowohl
im Micronaut-S-ESBL als auch in der Routine-Diagnostik als ESBL-negativ. 12 Isolate
erschienen im Micronaut-S-ESBL als ESBL-positiv und waren aus der Routine-Diagnostik als
ESBL-positiv bekannt.

Ein Isolat, das durch die Routine-Diagnostik nicht als ESBL-positiv erkannt worden war,
erschien im Micronaut-S-ESBL als ESBL-positiv. Dieses Isolat wurde nachtraglich mit dem
Etest-ESBL untersucht und erschien in diesem ebenfalls als ESBL-positiv. Falsch-positive
Ergebnisse traten somit nicht auf (Tabelle 13). Die Isolate aus der klinischen Routine-Diagnostik

wurden mit Standard-Inokulum und 18-24 stiindiger Bebriitung untersucht.
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Ubereinstimmender Nicht {ibereinstimmender
ESBL-Status ESBL-Status
ESBL- ESBL- Routine- Routine-
negativ positiv Diagnostik: Diagnostik:
ESBL-negativ | ESBL-positiv
Micronaut-S- | Micronaut-S-
ESBL: ESBL:
ESBL-positiv | ESBL-negativ
Spezies: Anzahl
Stamme:
Acinetobacter baumannii 16 1
Citrobacter freundii 3
Enterobacter aerogenes 1
Enterobacter cloacae 27
Escherichia coli 53 4 1
Hafnia alviae 2
Klebsiella oxytoca 2 3
Klebsiella pneumoniae 32 4
Morganella morganii 2
Proteus mirabilis 3
Pseudomonas aeruginosa 3
Raoutella ornithinolytica 1
Staphylococcus aureus 1
Serratia marcescens 3
Stenotrophomonas maltophilia | 5
Summe: 154 12 1* 0

Tabelle 13: Isolate aus der klinischen Routine-Diagnostik; Vergleich des in der Routine-

Diagnostik ermittelten ESBL-Status mit den Ergebnissen des Micronaut-S-ESBL (18-24h

Stunden Bebriitung)

* Dieser Stamm erschien auch im nachtréglich durchgefiihrten Etest als ESBL-positiv.
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7. Vergleichende Betrachtung und Diskussion der Ergebnisse

7.1 Micronaut-S-MHK

Mit dem Micronaut-S-MHK wurden MHK-Werte fiir die beiden etablierten Carbapeneme,
Meropenem und Imipenem, sowie fiir das neuere Ertapenem ermittelt. Ausserdem sollte die
Bedeutung fiinf weiterer Antibiotika (Amikacin, Gentamicin, Colistin, Temocillin, Tigecyclin)
als mogliche Kombinationspartner oder Alternativen zu den Carbapenemen bestimmt werden.
Die Tabellen 14 und 15 zeigen die Interpretation der mit Micronaut-S-MHK ermittelten MHK-
Werte anhand der von EUCAST vorgeschlagenen MHK-Grenzwerte.

Fir Temocillin fehlen bei EUCAST solche MHK-Grenzwerte. Die British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) schligt als MHK-Grenzwerte fiir die Therapie
systemischer Infektionen durch Enterobacteriaceae 8 mg/L. und 32 mg/l fiir die Therapie
unkomplizierter Harnwegsinfektionen vor, da Temocillin im Urin hohe Konzentrationen erreicht

(Livermore und Tulkens 2009).

Antibiotikum E.coli K.pneumoniae K.oxytoca MHK-
(n=159) (n=88) (n=27) Grenzwerte in
S% | %l | %R | %S | %l | %R | %S | %I | %R | mg/l (SS/R>)
(EUCAST)
Ertapenem 100 | O 0 98.8 10 1,2 | 100 |0 0 0,5/1
Imipenem 100 |0 0 100 |0 0 100 |0 0 2/8
Meropenem 100 | O 0 989 | 1,1 |0 100 |0 0 2/8
Gentamicin 553176 |37,1]21,6(22 |762|74 223 13,7 | 2/4
Amikacin 99,4 10,6 |0 852 | 11,4134 |963|3,7 |0 8/16
Tigecyclin 99,4106 |0 100 |0 0 100 |0 0 1/2
Colistin 99,310 0,7 182910 17,1 196,30 3,7 |22

Tabelle 14: Interpretation der ermittelten MHK-Werte nach EUCAST-MHK-Grenzwerten
fiir Enterobacteriaceae.(http://www.srga.org/eucastwt/MICTAB/index.html)

S: Sensibel, I:Intermediar, R :Restistent
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Antibiotikum E.coli K.pneumoniae K.oxytoca MHK-Grenzwerte in
(n=159) (n=88) (n=27) mg/l (<S/R>)
S% | %l | %R | %S | %I | %R | %S | %I | %R | (BSAC)

Temocillin 83 0 17 (77310 227188 |0 12 | 8/8 bei systemischen
Infektionen
Temocillin 98,710 1,3 {97,710 2,3 100 |0 0 32/32

bei unkomplizierten

Harnwegsinfektionen

Tabelle 15: Interpretation der fiir Temocillin ermittelten MHK-Werte nach den vor
kurzem von der British Society for Antimicrobial Chemotherapy vorgeschlagenen MHK-

Grenzwerten fiir Enterobacteriaceae.

7.1.1. Carbapeneme

Alle 159 ESBL-positiven E. coli Stimme erwiesen sich als sensibel gegeniiber den drei
untersuchten Carbapenemen. Die MHKgy fiir Meropenem und Imipenem, also die
Wirkstoftkonzentration, die 90% des gepriiften Stammkollektivs hemmt, lag eine Titerstufe
niedriger als bei den ESBL-positiven E. coli Stidmmen aus den europdischen Zentren der
MY STIC-Studie, in den Jahren 2002, 2003 und 2004 (Goossens und Grabein 2005) (Tabelle 16).
In der MYSTIC- Studie werden in regelméfigen Zeitabstinden Resistenzentwicklungen gegen
Carbapeneme und andere breit wirksame Substanzen weltweit vergleichend neben anderen
Bereichen der Medizin in ca. 80 intensivmedizinischen Einrichtungen einschlieBlich unseres

Klinikums tiberwacht.
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MYSTIC 2002, 2003 und 2004, MHKg( jeweils gleich Eigene Untersuchung
ESBL-positive E. coli (n= 270%*) ESBL-positive E. coli (n=159)
Antibiotikum MHKgg MHKgg

Imipenem 0,5 0,25

Meropenem 0,12 <0,06

Gentamicin 128 32

Tabelle 16: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus dem
européischen Teil der MYSTIC-Studie in den Jahren 2002, 2003 und 2004 —in diesen
Jahren war die MHKy, fiir Imipenem, Meropenem und Gentamicin jeweils gleich- und der
eigenen Untersuchung.

*Die Anzahl der ESBL-bildenden Isolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil

der Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Die MHKgy fiir Imipenem entsprach mit 0,25 mg/l der MHKy( in der MYSTIC-Studie 2007 fiir

alle dort untersuchten E. coli, wobei 4,9% dieser Stimme ESBL-positiv waren (Turner 2009)

(Tabelle 17).

MYSTIC 2007 E. coli (n=781), 4,9% davon ESBL- Eigene Untersuchungsergebnisse
positiv ESBL-positive E. coli (n=159)
Antibiotikum MHKs5 MHKy, MHKs5 MHKy,
Imipenem 0,25 0,25 0,12 0,25
Meropenem 0,016 0,03 <0,06 <0,06
Gentamicin 1 4 1 32

Tabelle 17: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir E. coli (95,1% ESBL-negativ) aus
dem europiischen Teil der MYSTIC-Studie 2007 (Turner 2009) und den ESBL-positiven E.

coli aus der eigenen Untersuchung

Fiir Meropenem wurden in der vorliegenden Arbeit ausschlieflich MHK-Werte <0,06 mg/l
ermittelt. Die MHKg fiir Meropenem bei 159 E. coli -Stimmen war entsprechend ebenfalls

<0,06 mg/l, wobei dieser Wert in der MYSTIC-Studie 2007 fiir alle E. coli — Stdimme 0,03 mg/]
betrug ( Tabelle 19).
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Alle 88 untersuchten ESBL-positiven K. preumoniae — Kulturen waren Imipenem-sensibel. Ein
K. pneumoniae- Stamm zeigte intermediire Sensibilitdt gegeniiber Meropenem, ein anderer

K. pneumoniae- Stamm erschien Ertapenem-resistent (MHK: 2 mg/l), wobei Zweifel an diesem
Ergebnis bestehen aufgrund diskontinuierlichen Wachstums auf der Mikrotiterplatte.

Unsere MHKg, fiir Imipenem entsprach mit 0,5 mg/l der MHKg, fiir ESBL-positive Klebsiella
spp. aus den europdischen Zentren der MYSTIC-Studie in den Jahren 2002, 2003 und 2004
(Goossens und Grabein 2005). Fiir Meropenem lag bei unseren Klebsiellen die MHKy( eine

Titerstufe hoher als in den genannten MY STIC-Studien (Tabelle 18).

MYSTIC 2002, 2003 und 2004, MHK g, jeweils gleich Eigene Untersuchung

ESBL-positive Klebsiella spp. (n=343%) ESBL-positive K. pneumoniae
(n=88)

Antibiotikum MHKg, MHKg,

Imipenem 0,5 0,5

Meropenem 0,12 0,25

Gentamicin 128 (nur 2004) 128

Tabelle 18: Vergleich zwischen den MHK-Werten der eigenen Untersuchung und MHK-
Werten fiir ESBL-bildende Klebsiella spp. aus dem europiischen Teil der MYSTIC-Studie
in den Jahren 2002, 2003 und 2004 (In diesen Jahren war die MHKjy, fiir Imipenem und
Meropenem jeweils gleich.) (Goossens und Grabein 2005)

*Die Anzahl der ESBL-bildenden Isolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil

der Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Im Vergleich mit den zu 92,8% ESBL-negativen Klebsiella spp. aus der europdischen MY STIC-

Studie 2007 ergab sich fiir Meropenem eine um zwei Titerstufen hohere MHKy,, wéhrend die

MHKy fiir Imipenem dort und in der vorliegenden Arbeit identisch waren ( Tabelle 19).
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MYSTIC 2007 Klebsiella spp. (K. pneumoniae (n=477), | Eigene Untersuchungsergebnisse
K. oxytoca (n=221), K. terrigena (n=1)) ESBL-positive K. pneumoniae
7,2% davon ESBL-positiv (n=88)

Antibiotikum MHK3s) MHKg MHKs) MHKg
Imipenem 0,25 0,5 0,12 0,5
Meropenem 0,03 0,06 <0,06 0,25
Gentamicin 0,5 64 32 128

Tabelle 19: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir Klebsiella spp. (92,8% ESBL-
negativ) aus dem européischen Teil der MYSTIC-Studie 2007 und den ESBL-positiven K.

pneumoniae aus der eigenen Untersuchung

Alle 27 K. oxytoca Stimme waren sensibel gegeniiber den drei untersuchten Carbapenemen,
wobei die MHKgq fiir Meropenem und Imipenem der jeweiligen MHKgq fiir ESBL-positive

Klebsiella spp. aus den europdischen Zentren der MY STIC-Studie in den Jahren 2002, 2003 und
2004 entsprach ( Tabelle 20).

MYSTIC 2002, 2003 und 2004, MHKg jeweils gleich Eigene Untersuchung
ESBL-positive Klebsiella spp. (n= 343%) ESBL-positive K. oxytoca (n=27)
Antibiotikum MHKg, MHKgy

Imipenem 0,5 0,5

Meropenem 0,12 0,12

Gentamicin 128 (nur 2004) 4

Tabelle 20: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende Klebsiella spp. aus
dem europiischen Teil der MYSTIC-Studie in den Jahren 2002, 2003 und 2004 (In diesen
Jahren war die MHKy, fiir Imipenem und Meropenem jeweils gleich.) und der eigenen
Untersuchung

*Die Anzahl der ESBL-bildenden lIsolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil der

Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Im Vergleich mit den zu 92,8% ESBL-negativen Klebsiella spp. aus der europiischen MYSTIC-

Studie 2007 ergab sich eine um eine Titerstufe hohere MHKg, fiir Meropenem, wihrend die
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MHK5(, und MHK fiir Imipenem mit den Werten aus der vorliegenden Arbeit iibereinstimmten

( Tabelle 21).

MYSTIC 2007 Klebsiella spp. (K. pneumoniae (n=477), | Eigene Untersuchung

K. oxytoca (n=221), K. terrigena (n=1)) ESBL-positive K. oxytoca (n=27)
7,2% davon ESBL-positiv

Antibiotikum MHK 5, MHKy MHK 5 MHKgq
Imipenem 0,25 0,5 0,25 0,5
Meropenem 0,03 0,06 <0,06 0,12
Gentamicin 0,5 64 1 4

Tabelle 21: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir Klebsiella spp. (92,8% ESBL-
negativ) aus dem europiischen Teil der MYSTIC-Studie 2007 (Turner 2009) und den

ESBL-positiven K. oxytoca aus der eigenen Untersuchung

Die in dieser Arbeit ermittelten MHKgqp-Werte fiir Imipenem und Meropenem weichen um
maximal eine Titerstufe von den entsprechenden Werten fiir ESBL-positive Isolate aus der
europdischen MY STIC-Studie in den Jahren 2002 bis 2004 ab. Verglichen mit den hauptsachlich
ESBL-negativen Isolaten aus der europdischen MYSTIC-Studie 2007 ergibt sich eine
Abweichung von maximal zwei Titerstufen nach oben (Tabelle 19).

Damit bestétigt sich auch in vitro die aus klinischen Studien bekannte Wirksamkeit der
etablierten Carbapeneme Imipenem und Meropenem.

Unter allen untersuchten Stimmen erwies sich ein einziges K. pneumoniae- Isolat als Ertapenem-
resistent (MHK: 2 mg/l), wobei, aufgrund von diskontinuierlichem Wachstum auf der
Microtiterplatte, Zweifel an diesem Ergebnis bestehen.

In der Studie von Hernadez et al. (2006), in der ESBL-positive E. coli und K .pneumoniae aus 41
spanischen Krankenhdusern untersucht wurden, ergaben sich fiir die MHKgy von Ertapenem

identische Werte wie in der vorliegenden Arbeit (Tabellen 22 und 23). Die in der genannten
Studie untersuchten ESBL-Bildner wurden im Rahmen von zwei Surveillance-Studien (Hernadez

et al. 2003; Romero et al. 2005), zwischen 1995 und 2001, in Spanien isoliert.
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ESBL-positive E. coli (n=289) aus einer spanischen Multizenter- Eigene Untersuchung
studie (Hernadez et al. 2006) ESBL-positive E. coli
(n=159)
Antibiotikum MHK s MHKgg MHK 5 MHKgg
Ertapenem <0,03 0,12 <0,06 0,12
Imipenem 0,12 0,25 0,12 0,25
Meropenem <0,03 <0,03 <0,06 <0,06

Tabelle 22: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus einer

spanischen Multizenter Studie (Hernadez et al. 2006) und der eigenen Untersuchung

ESBL-positive K. pneumoniae (n=174) aus einer spanischen

Multizenterstudie (Hernadez et al. 2006)

Eigene Untersuchung
ESBL-positive K.

pneumoniae (n=88)

Antibiotikum MHK s MHKg, MHK s MHK g
Ertapenem <0,03 0,25 <0,06 0,25
Imipenem 0,12 0,25 0,12 0,5
Meropenem <0,03 0,06 <0,06 0,25

Tabelle 23: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende K. pneumoniae aus

einer spanischen Multizenterstudie (Hernadez et al. 2006) und der eigenen Untersuchung

Tamayo et al. (2007) untersuchten 279 ESBL-positive E. coli-Kulturen, die in den Jahren 2005/

2006 aus dem Urin ambulanter Patienten in Madrid isoliert worden waren. Die MHK

fiir Ertapenem lag mit 0,06 mg/1 eine Titerstufe niedriger als in der vorliegenden Arbeit, wihrend

sie fiir Imipenem mit 0,5 mg/l eine Titerstufe hoher lag (Tabelle 24).
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ESBL-positive E. coli (n=279) Tamayo et al. (2007) Eigene Untersuchung
ESBL-positive E. coli (n=159)
Antibiotikum MHKs5 MHKy, MHKs5 MHKy,
Ertapenem 0,03 0,06 <0,06 0,12
Imipenem 0,25 0,5 0,12 0,25
Gentamicin <0,5 >8 1 32
Amikacin 2 8 4 4

Tabelle 24: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus Urin

ambulanter Patienten in Madrid (Tamayo et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

Livermore et al. (2001) untersuchten 181 ESBL-positive Klebsiella spp. und fanden die MHKjy,
fiir Ertapenem mit 0,06 mg/l um zwei Titerstufen niedriger als in der vorliegenden Arbeit. Die
181 Klebsiella spp. waren 1994 isoliert worden. Der Anteil von K. oxytoca an den 181 Isolaten
wird dort nicht beziffert; in der vorliegenden Arbeit wurden jedenfalls 85% der K. oxytoca —
Kulturen durch 0,06 mg/l Ertapenem gehemmt.

Jones et al. (2005) untersuchten 29 E. coli - und 34 K. pneumoniae- Stimme, die eine Vielzahl
verschiedener ESBL exprimierten. Fiir K. pneumoniae ergab sich mit 0,25 mg/l dieselbe
Ertapenem-MHKg, wie in der vorliegenden Arbeit ( Tabelle 26), bei E. coli lag die MHKy fiir
Ertapenem mit 0,25 mg/1 eine Titerstufe hoher als in dieser Arbeit (Tabelle 25).

ESBL-positive E. coli (n=29) Jones et al. (2005) Eigene Untersuchungsergebnisse
ESBL-positive E. coli (n=159)

Antibiotikum MHKg, MHKg

Ertapenem 0,25 0,12

Imipenem 0,5 0,25

Meropenem <0,06 <0,06

Tabelle 25: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus einer

Studie von Jones et al. (2005) und der eigenen Untersuchung
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ESBL-positive K. pneumoniae (n=34) Jones et al. Eigene Untersuchungsergebnisse

(2005) ESBL-positive K. pneumoniae
(n=88)

Antibiotikum MHKgg MHKgg

Ertapenem 0,25 0,25

Imipenem 0,25 0,5

Meropenem 0,12 0,25

Tabelle 26: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende K. pneumoniae aus

einer Studie von Jones et al. (2005) und der eigenen Untersuchung

In einer Surveillance Studie aus Israel wurden 348 ESBL-bildende E. coli und 663 ESBL-
bildende Klebsiella spp. untersucht (Colodner et al. 2007). Die MHKy fiir Ertapenem lag sowohl

fiir E. coli als auch fiir Klebsiella spp. mit 0,5 mg/l bzw. 1 mg/l zwei Titerstufen hoher, als in der

vorliegenden Arbeit (Tabellen 27 und 28).

ESBL-positive E. coli (n=348) aus einer israelischen Eigene Untersuchung
Multizenterstudie ESBL-positive E. coli (n=159)
Antibiotikum MHK3s) MHKg MHKs) MHKg
Ertapenem 0,13 0,5 <0,06 0,12
Imipenem 0,25 0,38 0,12 0,25
Meropenem 0,06 0,12 <0,06 <0,06

Tabelle 27: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus einer

israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung
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ESBL-positive Klebsiella spp. (n=663) aus einer Eigene Untersuchung

israelischen multizenter Studie ESBL-positive K. pneumoniae
(n=88)

Antibiotikum MHK s MHKgg MHK s, MHKgg

Ertapenem 0,19 1 <0,06 0,25

Imipenem 0,25 0,5 0,12 0,5

Meropenem 0,06 0,25 <0,06 0,25

Tabelle 28: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende Klebsiella spp. aus

einer israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

Die in unserer Studie fiir Ertapenem ermittelten MHK-Werte stimmen mit den Ergebnissen von
Hernadez et al. (2006) und beziiglich K. pneumoniae auch mit den Ergebnissen von Jones et al.
2005 iiberein. Bei den von Hernadez et al. (2006) untersuchten Stdmmen handelt es sich, wie bei
den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolaten, um klinische Isolate von iiberwiegend
hospitalisierten Patienten. Verglichen mit den anderen genannten Studien findet sich jeweils
maximal ein Unterschied von einer Titerstufe, mit Ausnahme des Untersuchungsberichtes von
Livermore et al. (2001), in dem die MHKy, zwei Titerstufen niedriger und der Surveillance
Studie aus Israel von Colodner et al. (2007), in der die MHKy, zwei Titerstufen hoher lag.

Damit kann in der vorliegenden Arbeit die hohe In-vitro-Aktivitét des Ertapenem gegen ESBL-

bildende Enterobacteriaceae bestitigt werden.

7.1.2. Gentamicin

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestitigen die in der Literatur vielfach beschriebene
Parallelresistenz ESBL-bildender Bakterien gegeniiber Gentamicin.

In den europdischen Zentren der MYSTIC-Studie betrug die MHK9g ESBL-bildender E. coli fiir
Gentamicin in den Jahren 1999-2004 128 mg/l oder mehr (Goossens und Grabein 2005); dabei

schwankte die Sensibilititsrate zwischen 33,3% und 66,7%. In der vorliegenden Arbeit lag die
MHKy ebenfalls im resistenten Bereich, mit 32 mg/l aber um zwei Titerstufen niedriger. Nur

55,3% der E. coli — Isolate waren Gentamicin-sensibel (Tabelle 29).
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive E. coli (n=110*) | MHK-Grenzwert in
E. coli MYSTIC 2004 mg/l (<S/R>)
(n=159) (EUCAST)

MHKso | MHKgg | S% | MHKs, | MHKgy | S%

Gentamicin 1 32 55,3 - 128 66,7 2/4

Tabelle 29: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus
MYSTIC Europa 2004 (Goossens und Grabein 2005) und der eigenen Untersuchung
*Die Anzahl der ESBL-bildenden Isolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil

der Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Die hauptsidchlich ESBL-negativen E. coli —Stimme in den europdischen Ergebnissen der
MYSTIC-Studie von 2007 waren hingegen zu 90,1% gegen Gentamicin sensibel und wiesen
eine um drei Titerstufen niedrigere MHKy( als die in der vorliegenden Arbeit untersuchten

ESBL-bildenden E.coli auf (Tabelle 30).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung E. coli (n=781) davon 4,9% MHK-Grenzwert in
E. coli ESBL-positiv aus mg/l (SS/R>)
(n=159) MYSTIC 2007 (EUCAST)

MHKso | MHKgg | S% | MHKs, | MHKgy | S%

Gentamicin 1 32 55,3 1 4 90,1 2/4

Tabelle 30: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir zu 4,9% ESBL-positive E. coli aus
MYSTIC Europa 2007 (Turner 2009) und der eigenen Untersuchung

Tamayo et al. (2007) isolierten 279 ESBL-bildende E. coli — Stimme aus dem Urin ambulanter
Patienten in Madrid. Die Sensibilitétsrate fiir Gentamicin lag bei 81,3%. MHK-Werte wurden nur
bis >8 mg/l bestimmt ( Tabelle 31).
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung Tamayo et al. (2007) ESBL-positive | MHK-
E. coli E. coli (n=279) aus Urin ambulanter | Grenzwerte im
(n=159) Patienten in Madrid mg/l (<S/R>)
MHKS5, | MHKgq | S% | MHKj5 MHKg S% (EUCAST)

Gentamicin 1 32 55,3 | <0,5 >8 81,3 2/4

Amikacin 4 4 99,4 |2 8 99,3 8/16

Tabelle 31: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus Urin

ambulanter Patienten in Madrid (Tamayo et al. 2007) und der eigenen Untersuchung.

In der israelischen Surveillance Studie von Colodner et al. (2007) lagen die Werte fiir die

MHK5, und MHKg( deutlich hoher als in der vorliegenden Arbeit ( Tabelle 32).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive E. coli (n=348) MHK-Grenzwert
E. coli (n=159) (Colodner et al. 2007) in mg/1 (<S/R>)

MHKsy | MHKg, | S% | MHKSsj MHKGgy S% (EUCAST)

Gentamicin 1 32 55,3 | 64 >256 29 2/4

Amikacin 4 4 99,4 | 8 32 77,9 8/16

Tabelle 32: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive E. coli aus einer

israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

Gentamicin ist bei ESBL-bildenden E. coli nicht zuverldssig wirksam. Dies gilt auch fiir ESBL-
bildende K. pneumoniae und K. oxytoca. Die Gentamicin-Sensibilitdtsrate fiir ESBL-bildende

Klebsiella spp. schwankte in den europdischen Zentren der MY STIC-Studie in den Jahren 1997
bis 2004 zwischen 20% und 51,5%. Im selben Zeitraum lag die MHKgg bei 64 mg/l bis >128
mg/l.

In unseren Untersuchungen betrug die MHKy fiir K. pneumoniae 128 mg/l, fiir K. oxytoca 4

mg/1 ( Tabellen 33 und 34).
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive Klebsiella spp. MHK-Grenzwert
K. pneumoniae (n=*114) MYSTIC 2004 in mg/1 (<S/R>)
(n=88) (EUCAST)

MHKs | MHKgg | S% | MHKsy, | MHKqgg S%

Gentamicin | 32 128 21,6 -- 128 47,5 2/4

Tabelle 33: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende Klebsiella spp. aus
MYSTIC Europa 2004 (Goossens und Grabein 2005) und der eigenen Untersuchung

*Die Anzahl der ESBL-bildenden Isolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil
der Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Antibiotikum | Eigene Untersuchung | ESBL-positive Klebsiella spp. MHK-Grenzwert
K. oxytoca (n=*114) MYSTIC 2004 in mg/l (<S/R>)
(n=27) (EUCAST)

MHKs5, | MHKg | S% | MHK 5, MHKy, S%

Gentamicin 1 4 74 -- 128 47,5 2/4

Tabelle 34: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende Klebsiella spp. aus
MYSTIC Europa 2004 (Goossens, Grabein 2005) und der eigenen Untersuchung
*Die Anzahl der ESBL-bildenden Isolate ist bei Goossens und Grabein (2005) nur als prozentualer Anteil

der Gesamtzahl der untersuchten Isolate angegeben.

Die Ergebnisse der européischen Zentren der MYSTIC-Studie 2007 (Turner 2009) zeigen auch
bei ESBL-negativen Klebsiella spp. verbreitete Gentamicin-Resistenz ( Tabellen 35 und 36).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung Klebsiella spp. (n=699) davon MHK-Grenzwert
K. pneumoniae 7,2% ESBL-positiv in mg/1 (<S/R>)
(n=88) aus MYSTIC 2007 (EUCAST)
MHK5, | MHKgg | S% | MHK35 MHKgyg S%

Gentamicin | 32 128 21,6 | 0,5 64 82,2 2/4

Tabelle 35: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/1) fiir zu 7,2 % ESBL-bildende Klebsiella
spp. aus MYSTIC Europa 2007 (Turner 2009) und der eigenen Untersuchung
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung | Klebsiella spp. (n=699) davon MHK-Grenzwert in
K. oxytoca 7,2% ESBL-positiv mg/1 (<S/R>)
(n=27) aus MYSTIC 2007 (EUCAST)
MHKs5, | MHKgq | S% | MHK 5 MHKy, S%

Gentamicin 1 4 74 10,5 64 82,2 2/4

Tabelle 36: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir zu 7,2 % ESBL-bildende Klebsiella

spp. aus MYSTIC Europa 2007 (Turner 2009) und der eigenen Untersuchung

In der israelischen Surveillance-Studie von Colodner et al. (2007) fanden sich auch fiir

Klebsiella spp. hohere Gentamicin MHK-Werte, als in der vorliegenden Arbeit (siche Tabellen

37 und 38).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive Klebsiella spp. MHK-Grenzwert
K. pneumoniae (n=663) Colodner et al. (2007) in mg/1 (<S/R>)
(n=88) (EUCAST)
MHK5, | MHKgq | S% | MHKj5 MHKgq S%

Gentamicin | 32 128 21,6 | 96 >256 14,2 2/4

Amikacin 4 16 8523 32 72,7 8/16

Tabelle 37: Vergleich zwischen Aminoglykosid-MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive

Klebsiella spp. aus einer israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der

eigenen Untersuchung

Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive Klebsiella spp. MHK-Grenzwert
K. oxytoca (n=663) (Colodner et al. 2007) in mg/l (<S/R>)
(n=27) (EUCAST)
MHKs5, | MHKy | S% | MHKj5 MHKy, S%

Gentamicin 1 4 74 | 96 >256 14,2 2/4

Amikacin 4 8 96,3 | 3 32 72,7 8/16

Tabelle 38: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive Klebsiella spp. aus

einer israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung
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Diese Resistenzraten zeigen, dass Gentamicin sich nicht fiir die Therapie von Infektionen durch

ESBL-bildende Enterobacteriaceae eignet.

7.1.3. Amikacin

Wihrend Gentamicin klar als ungeeignet fiir die Therapie von Infektionen durch ESBL-Bildner
erscheint, wurden in der vorliegenden Arbeit nur drei Amikacin-resistente K. pneumoniae Isolate
gefunden. Allerdings wiesen zehn K. pneumoniae - sowie ein E. coli- und ein K. oxytoca-Stamm
nur intermedidre Amikacin-Sensibilitét auf.

In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich 99,4% der E. coli- Isolate als Amikacin-sensibel. Ein
dhnliches Ergebnis fand sich in einer Untersuchung von Tamayo et al. (2007), in der sich 99,3%
der 279 ESBL-bildenden E. coli aus Urin ambulanter Patienten, als Amikacin-sensibel erwiesen
(Tabelle 39).

In einer italienischen Surveillance-Studie von Luzzaro et al. (2006) fand sich unter 188 ESBL-
positiven E. coli — Kulturen eine Amikacin-Sensibilitdtsrate von 92,6%.

Rodriguez-Villalobos et al. (2006) gaben bei 162 ESBL-positiven E. coli —Isolaten aus einem
belgischen Universititsklinikum eine Amikacin-Sensibilititsrate von 86% an (Rodriguez-
Villalobos et al. 2006).

In der israelischen ESBL-Surveillance Studie von Colodner et al. (2007), in der 348 ESBL-
bildende E. coli - Stadmme aus verschiedenen Krankenhdusern untersucht wurden, lag die
Amikacin-Sensibilitédtsrate jedoch bei nur 77,9% und die MHKy drei Titerstufen hoher als in der
vorliegenden Arbeit (Tabelle 40).

In Regionen mit giinstiger Resistenzlage kommt Amikacin besonders bei lebensbedrohlichen
Infektionen durch ESBL-bildende E. coli als Alternative zu den Carbapenemen und besonders in

Kombination mit diesen in Frage.
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung Tamayo et al. (2007) ESBL-positive | MHK-
E. coli E. coli (n=279) aus Urin ambulanter | Grenzwerte im
(n=159) Patienten in Madrid mg/l (<S/R>)
MHKS5, | MHKgq | S% | MHKj5 MHKg S% (EUCAST)

Gentamicin 1 32 55,3 | <0,5 >8 81,3 2/4

Amikacin 4 4 99,4 |2 8 99,3 8/16

Tabelle 39: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-bildende E. coli aus Urin

ambulanter Patienten in Madrid (Tamayo et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive E. coli (n=348) MHK-Grenzwert
E. coli Colodner et al. (2007) in mg/l (<S/R>)
(n=159) (EUCAST)

MHK35o | MHKgg | S% | MHKs MHKGg, S%

Gentamicin 1 32 55,3 | 64 >256 29 2/4

Amikacin 4 4 994 | 8 32 77,9 8/16

Tabelle 40: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive E. coli aus einer

israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich 85,2 % der K. pneumoniae Isolate als Amikacin-
sensibel, 11,4% als intermedidr sensibel und 3,4% als resistent. In einer italienischen
Surveillance-Studie von Luzzaro et al. (2006) fand sich unter 81 ESBL-positiven K. pneumoniae
eine Amikacin-Sensibilitdtsrate von nur 51,9 %.

Die in einer israelischen Surveillance-Studie von Colodner et al. (2007) untersuchten 663
Klebsiella spp. waren zu 72,7% Amikacin-sensibel, wobei der Wert der MHK gy mit 32 mg/l um

eine Titerstufe hoher lag als in der vorliegenden Arbeit ( Tabelle 41).
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Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive Klebsiella spp. MHK-Grenzwert
K. pneumoniae (n=663) Colodner et al. (2007) in mg/l (SS/R>)
(n=88) (EUCAST)

MHK s | MHKqq | S% | MHKs MHKgg S%

Gentamicin | 32 128 21,6 | 96 >256 14,2 2/4

Amikacin 4 16 85,213 32 72,7 8/16

Tabelle 41: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive Klebsiella spp. aus

einer israelischen Multizenterstudie (Colodner et al. 2007) und der eigenen Untersuchung

In einer tschechischen Surveillance-Studie von Kolar et al. (2006), in der 117 ESBL-positive
K. pneumoniae-Isolate aus dem Jahr 2004 untersucht wurden, fand sich eine Amikacin-
Sensibilititsrate von nur 54%. Die MHKyy lag mit 32 mg/l eine Titerstufe hoher als in der

vorliegenden Arbeit ( Tabelle 42).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung ESBL-positive MHK- Tschechische
K. pneumoniae K. pneumoniae (n=117) | Grenzwert | MHK-
(n=88) (Kolar et al. 2006) in mg/l Grenzwerte
MHKs, | MHKgg | S% | MHKs5o | MHKg | S%* | (SS/R>) mg/1 (SS/R>)
(EUCAST)
Gentamicin | 32 128 21,6 | 32 64 32% | 2/4 4
Amikacin 4 16 85,2 | 8 32 54% | 8/16 8

Tabelle 42: Vergleich zwischen MHK-Werten (mg/l) fiir ESBL-positive K. pneumoniae aus
einer tschechischen Multizenterstudie (Kolar et al. 2006) und der eigenen Untersuchung

*In dieser Studie wurden noch tschechische MHK-Grenzwerte verwendet.

Innerhalb Europas bestehen offensichtlich deutliche regionale Unterschiede in der Haufigkeit der
Amikacin-Resistenz bei K. pneumoniae. Amikacin ist bei Infektionen durch ESBL-bildende
Klebsiella-pneumoniae — Stdmme nicht zuverldssig wirksam und sollte daher nur unter

Berticksichtigung der individuellen MHK-Resultate eingesetzt werden.
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Unter den 27 im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten K. oxytoca fand sich ein Stamm
mit intermedidrer Sensibilitét, aber kein vollstindig resistentes Isolat. Die MHKy, fiir Amikacin

lag mit 8 mg/I eine Titerstufe niedriger als die von K. pneumoniae ( Tabelle 43).

Antibiotikum | Eigene Untersuchung Eigene Untersuchung MHK-Grenzwert in mg/1
K. oxytoca K. pneumoniae (<S/R>)

(n=27) (n=88) (EUCAST)

MHKs | MHKgg | S% | MHKs | MHKgq | S%

Gentamicin 1 4 74 32 128 21,6 | 2/4

Amikacin 4 8 96,3 | 4 16 85,2 | 8/16

Tabelle 43: Vergleich der Aminoglycosid-Empfindlichkeit von K. oxyfoca und K.

pneumoniae in der eigenen Untersuchung

Fiir einen Einsatz in der empirischen Therapie sind Resistenzen gegeniiber Amikacin zu hiufig.

In der Therapie nach Antibiogramm kann Amikacin jedoch helfen Carbapeneme zu sparen.

7.1.4. Colistin

In unserem Bakterienkollektiv fanden sich 15 K. pneumoniae-Stimme und jeweils ein E. coli und
K. oxytoca Stamm mit Colistin-Resistenz. In der Literatur werden nur wenige Daten zur Colistin-
Sensibilitit ESBL-bildender Enterobacteriaceae mitgeteilt.

In einer Studie aus Israel von Bishara et al. (2005) mit 241 ESBL-positiven K. pneumoniae und
57 ESBL-positiven E. coli-Kulturen erwiesen sich alle Isolate als Colistin-sensibel. Es ist
allerdings unklar, welchen MHK-Grenzwert die Autoren verwendeten .

Die in einer Studie aus dem Libanon von Hamze et al. (2003) untersuchten ESBL-positiven

K. pneumoniae (n=46), E. coli (n=40) und K. oxytoca (n=22) erwiesen sich ebenfalls alle als
Colistin-sensibel, wobei die MHK-Grenzwerte der Société Francaise de Microbiologie von 2001

verwandt wurden.
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Antibiotikum | E. coli K. pneumoniae K. oxytoca (n=27) MHK-
(n=159) (n=88) Grenzwerte
MHK5, | MHKy, | S% | MHKs, | MHKy | %S | MHKSs, | MHKyy | %S | in mg/1
(SS/R>)
(EUCAST)
Colistin 0,25 0,25 99,3 | 0,25 8 82,9 10,12 0,25 96,3 | 2/2

Tabelle 44: Eigene Untersuchung: Sensibilitit in % und MHKs) und MHKy, in mg/1 fiir

Colistin

Antoniadou et al. (2007) isolierten auf einer griechischen Intensivstation in den Jahren 2004 und
2005 18 Colistin-resistente K. pneumoniae Stimme (Colistin-MHK zwischen 12 und > 1024
mg/1), von denen 15 zugleich ESBL exprimierten.

11 der 18 Stimme exprimierten ESBL und Metallo-6-Laktamasen. Die meisten Patienten mit
Nachweis von Colistin-resistenten K. pneumoniae waren iiber mehrere Wochen mit Colistin
behandelt worden.

Poudyal et al. (2008) wiesen bei 15 multiresistenten K. pneumoniae Stammen, die bei MHK-
Bestimmung nach CLSI-Standard als Colistin-sensibel erschienen, Colistin-resistente
Subpopulationen nach. Bei einigen dieser heteroresistenten Stimme kam es innerhalb von 24
Stunden, sogar bei einer Colistin-Konzentration die dem 64-fachen des initial bestimmten MHK-
Werts entsprach, zu erneutem Wachstum. Fiir Colistin wurde in dieser Studie kein signifikanter
postantibiotischer Effekt nachgewiesen. Die Autoren bezeichnen die Monotherapie mit Colistin
von Infektionen mit multiresistenten K. pneumoniae, insbesondere bei langen
Dosierungsintervallen, als problematisch. Angesichts einer Resistenzrate von 17,1% in der
vorliegenden Arbeit erscheint Colistin fiir die Therapie von Infektionen durch ESBL-bildende

K. pneumoniae als weniger attraktive Option. Die In-vitro-Sensibilitit der E. coli- Isolate in der
vorliegenden Arbeit spricht dafiir, dass Colistin eine therapeutische Alternative darstellen konnte.
Jedoch fehlen klinische Studien. Ob bei E. coli Heteroresistenz wie bei K. pneumoniae

vorkommt, ist nicht bekannt.

7.1.5. Temocillin

Temocillin wird aufgrund seiner Stabilitdt gegeniiber B-Laktamasen als mogliche therapeutische
Alternative in der Behandlung von Infektionen durch ESBL- und AmpC-bildende

Enterobacteriaceae betrachtet (Livermore und Tulkens 2009). Zur Temocillin-Empfindlichkeit
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dieser Erreger sind jedoch nur wenige Daten vorhanden. In der vorliegenden Arbeit ergaben sich

folgende Werte fiir MHK o und MHKg( und die Sensibilitit: (Tabelle 45).

Antibiotikum | E. coli K. pneumoniae K. oxytoca

(n=159) (n=88) (n=27)

MHKso | MHKgg | %S | MHKso | MHKg | %S | MHK5, | MHKyy | %S

MHK-
Grenzwerte
in mg/1
(SS/R>)
(BSAC)

Temocillin 8 16 8 |8 32 77,3 | 8 16 88

8/8 bei
systemischen

Infektionen

98,7 97,7 100

32/32

bei un-
komplizierten
Harnwegs-
infektionen

Tabelle 45: Eigene Untersuchung: Sensibilitit in % und MHKs) und MHKy in mg/1 fiir

Temocillin in der eigenen Untersuchung

Livermore et al. (2006) untersuchten insgesamt 846 ESBL- und AmpC-bildende
Enterobacteriaceae aus Siid-Ost England auf Temocillin-Sensibilitdt. Unter diesen befanden sich
293 CTX-M bildende E. coli sowie 88 E. coli, die andere ESBL exprimierten und desweiteren
224 ESBL-bildende Klebsiella spp.,von denen 199 CTX-M und 25 andere ESBL besallen. Fiir die
MHKSs, und MHKy, ergaben sich identische Werte wie in der vorliegenden Arbeit ( Tabellen 46
und 47). Livermore et al. geben eine Sensibilitdtsrate von 88% fiir alle 846 untersuchten Isolate
an; dabei beziehen sie sich auf einen MHK-Grenzwert von <16 mg/l. Jedoch hat die BSAC vor
kurzem einen MHK-Grenzwert von <8 mg/l fiir systemische Infektionen festgelegt (Andrews
2008). Anhand dieses MHK-Grenzwertes wiren nur 66% der E. coli und 54% der Klebsiella spp.
als Temocillin-sensibel einzustufen. Die Sensibilitdtsrate ist damit dann geringer als in der

vorliegenden Arbeit (Tabellen 46 und 47).
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Antibiotikum E. coli ESBL-positive E. coli MHK-
(n=159) Eigene (n=381) 293 CTX-M und 88 Grenzwerte in
Untersuchung Non-CTX-M ESBL Livermore | mg/l (<S/R>)
et al. (2006) (BSAC)
MHKS5 MHKy, %S MHKS5 MHKy, %S
Temocillin 8 16 83 8 16 66* 8/8

*In der Studie von Livermore et al. 2006 wurde noch ein MHK-Grenzwert von 16 mg/| verwendet; daher sind
dort andere Werte fir die Sensibilitat angegeben
Tabelle 46: Eigene Untersuchung im Vergleich mit Livermore et al. (2006): Activity of

temocillin against prevalent ESBL and AmpC-producing Enterobacteriaceae from south-

east England.
Antibiotikum K. pneumoniae ESBL-positive Klebsiella MHK-
(n=88) Eigene Untersuchung | spp. (n=224) Grenzwerte in
25 Non-CTX-M ESBL und 199 CTX- | mg/] (<S/R>)
Y (BSAC)
Livermore et al. 2006
MHKj5 MHKy, %S MHKs5 MHKy, %S
Temocillin 8 32 77,3 |8 32 54* 8/8

*In der Studie von Livermore et al. (2006) wurde noch ein MHK-Grenzwert von 16 mg/l verwendet,. Daher
sind dort andere Werte fiir die Sensibilitat angegeben.

Tabelle 47: Eigene Untersuchung im Vergleich mit Livermore et al. (2006): Activity of
temocillin against prevalent ESBL. and AmpC-producing Enterobacteriaceae from south-

east England.

Rodriguez-Villalobos et al. (2006) untersuchten 162 ESBL-bildende E. coli aus einem
Universititskrankenhaus in Briissel. Bei Interpretation anhand des aktuellen BSAC MHK-
Grenzwerts ergibt sich aus den in der Studie angegebenen MHK-Werten eine Sensibilititsrate

von 81%. Dies entspricht der Sensibilitdt von E. coli in der vorliegenden Arbeit ( Tabelle 48).
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Antibiotikum E. coli ESBL-positive E. coli MHK-
(n=159) Eigene (n=162) Rodriguez- Grenzwerte in
Untersuchung Villalobos et al. 2006 mg/l (<S/R>)

MHKsy |MHKoq |%S |MHKs; |MHKe | %S | (BSAC)

Temocillin 8 16 83 8 32 81* 8/8

*In der Studie von Rodriguez-Villalobos et al.(2006) wurden noch MHK-Grenzwerte von
(=S/R> 16/32 mg/l) verwendet; daher sind dort andere Werte flir die Sensibilitat angegeben.
Tabelle 48: Eigene Untersuchungsergebnisse im Vergleich mit den Daten von Rodriguez-

Villalobos et al. 2006

In einer weiteren belgischen Studie von Glupczynski et al. (2007) wurden, neben einer groBeren
Zahl von ESBL-negativen Enterobacteriaceae, 23 ESBL-positive K. pneumoniae, 12 ESBL-
positive E. coli und 4 ESBL-positive K. oxyfoca auf Temocillin Empfindlichkeit getestet. In
dieser Studie wurden fiir Temocillin MHK-Grenzwerte aus den achtziger Jahren (Fuchs et al.
1985) verwendet: sensibel: MHK <16, resistent: MHK >32.

Von den 12 ESBL-positiven E. coli Isolaten wiesen 5 eine MHK von 16 mg/l und eines eine
MHK von 64 mg/l auf. Damit wiren nach dem aktuellen BSAC Grenzwert von 8 mg/l 50 % der
untersuchten ESBL-positiven E. coli Temocillin-resistent gewesen.

19 der 23 ESBL-positiven K. pneumoniae wiesen eine MHK >16 mg/] auf. Dies entspricht nach
dem BSAC Grenzwert 82% Temocillin-Resistenz. Auch die vier ESBL-positiven K. oxytoca
zeigten eine MHK >16 mg/l auf. Bei Interpretation anhand des BSAC MHK-Grenzwerts flir
unkomplizierte Harnwegsinfektionen (S< 32 mg/l) wiren jedoch alle Isolate, bis auf einen E. coli
Stamm, als Temocillin-sensibel einzustufen.

Insgesamt stimmen die in der vorliegenden Arbeit fiir Temocillin gefunden Werte mit den Daten
aus England und Belgien iiberein. Bei einem MHK-Grenzwert von 8 mg/l ist ein erheblicher Teil
der ESBL-bildenden Enterobacteriaceae als resistent zu betrachten. In der Therapie nach
Antibiogramm wire Temocillin jedoch moglicherweise geeignet, den Einsatz von Carbapenemen

zu begrenzen.
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7.1.6. Tigecyclin

In der vorliegenden Arbeit befanden sich die minimalen Hemmkonzentrationen von Tigecyclin
gegeniiber allen gepriiften Bakterienstimmen mit Ausnahme eines einzigen E. coli-Isolates im

sensiblen Bereich <1 mg/l (Tabelle 49).

Antibiotikum | E. coli K. pneumoniae K. oxytoca MHK-
(n=159) (n=88) (n=27) Grenzwerte
MHKSs | MHKy | S% | MHKsy | MHKyg | %S | MHKSs, | MHKy, | %S | in mg/I
(SS/R>)
(EUCAST)
Tigecyclin <0,06 |0,12 99,4 | 0,25 0,5 100 | 0,25 1 100 | 172

Tabelle 49: Tigecyclin-Sensibilitit unserer Teststimme ( Angaben in % sowie als MHKjs,

und MHKy in mg/1 ).

Die Sensibilitdtsrate von E. coli betrug in der vorliegenden Arbeit 99,4%. Dies entspricht den
Angaben in der Literatur. Kelesidis et al. (2008) ermittelten durch Auswertung von 16 Studien
eine Sensibilitdtsrate von 99,7% fiir 737 ESBL-positive E. coli- Isolate nach EUCAST -
Grenzwerten.

Jedoch steht die liickenlose Tigecyclin-Sensibilitit von K. pneumoniae im Gegensatz zu den in
der Literatur berichteten Sensibilitétsraten.. In ihrer Ubersichtsarbeit werteten Kelesidis et al.
(2008) 14 Studien zur Tigecyclin-Empfindlichkeit ESBL-bildender Klebsiella spp. aus. Dabei
ergab sich fiir insgesamt 1284 Isolate eine Sensibilitdtsrate von 72,3%, ebenfalls nach EUCAST
Kriterien.

Die vollstindige Sensibilitidt von K. oxytoca in der vorliegenden Arbeit ist mit den Angaben in
der Literatur vereinbar. Im German Tigecycline Evaluation Surveillance Trial (G.T.E.S.T.,
Kresken et al. 2008) waren 97 von 100 untersuchten K. oxytoca —Isolaten Tigecyclin-sensibel.
Allerdings waren nur 9 % der dort untersuchten K. oxytoca ESBL-positiv.

Die in unserer Untersuchung gefundenen Tigecyclin-MHK-Werte fiir K. pneumoniae und

E. coli liegen deutlich unter den Messwerten in vergleichbaren Publikationen. In den Tabellen 50,
51 und 52 werden die MHKs, und MHKyp-Werte aus der vorliegenden Arbeit entsprechenden

Resultaten vergleichbarer Studien gegeniiber gestellt. Verglichen mit unseren eigenen Daten
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wurden in allen publizierten Untersuchungen mit Tigecyclin um 1 bis 3,5 Titerstufen hohere
MHKo-Werte fiir E. coli und K. pneumoniae getfunden.

Andererseits entsprechen die in der vorliegenden Arbeit fiir K. oxytoca gefundenen MHKs, und
MHKy-Werte fiir Tigecyclin den publizierten Daten anderer Autoren (Tabelle 53). Allerdings
konnten nur in drei Verdffentlichungen Tigecyclin-MHK-Werte fiir K. oxyfoca gefunden werden.
Des Weiteren stehen in der Internet-Datenbank von EUCAST (EUCAST, 2009) MHK-Werte-
Verteilungen von Wildtyp-Bakterien zur Verfiigung. In den Abbildungen 17, 18 und 19 werden
die MHK-Werte-Verteilungen der Wildtyp-Bakterien den MHK-Werte-Verteilungen der ESBL-
positiven Bakterien aus unserer Untersuchung gegeniibergestellt. Dabei zeigen sich die ESBL-
positiven Isolate von E. coli und K. pneumoniae in unserem Stammkollektiv deutlich
empfindlicher gegeniiber Tigecyclin als der Wildtyp der jeweiligen Spezies, was nicht plausibel
erscheint. Zu erwarten wire eine im Vergleich zum Wildtyp gleichartige oder erhohte Resistenz
der ESBL-positiven Isolate. Bei den Tigecyclin-Konzentrationen 0,06 mg/1, 0,12 mg/l und 0,25
mg/l scheinen auch die ESBL-positiven K. oxytoca-Stimme zu einem hoheren Prozentsatz
gehemmt zu sein als die Wildtyp-Stdmme. Dies ist ebenfalls nicht plausibel und kdnnte auf einen
Fehler beim Zustandekommen der Tigecyclin-Messwerte in unserer Untersuchung hinweisen, der
jede der drei untersuchten Spezies betrifft.

In den drei Publikationen (Tabelle 53) mit Angaben zu MHKs, und MHKyp-Werten fiir
Tigecyclin bei K. oxytoca , die maximal eine Titerstufe von den MHKs, und MHKgo-Werten in
unserer Untersuchung abweichen, wurden neben den MHKjsy, und MHKg,-Werten keine MHK -
Einzeldaten mitgeteilt, so dass eine genauer Vergleich der MHK- Einzelwerte- Verteilungen
nicht moglich ist.

Bei der Bestimmung der MHK-Werte mit dem Micronaut-S-MHK wurden die Bakterienstimme
nicht als Kollektive der unterschiedlichen Spezies, sondern in der chronologischen Reihenfolge
untersucht, in der sie aus dem klinischen Untersuchungsmaterial isoliert worden waren. Die

K. oxytoca Stamme waren daher innerhalb dieser Reihenfolge gleichmiBig verteilt.
Dementsprechend ist anzunehmen, dass die K. oxyfoca-Stdmme unter identischen Bedingungen
untersucht wurden wie die Stimme der beiden anderen Spezies.

Eine mogliche Erkldrung fiir die unplausibel niedrigen MHK-Werte wire ein Fehler bei der
Herstellung der Microtiterplatten, wie z.B. systematisch zu groBBe Mengen an Tigecyclin — doch
diese Moglichkeit kann ausgeschlossen werden, da alle verwendeten MHK-Platten der selben

Charge entstammten und die Qualitdtskontrollen seitens des Herstellers problemlos durchlaufen
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hatten. Das Alter der verwendeten Mueller-Hinton-Bouillon kann Einfluss auf die Aktivitit von
Tigecylin haben. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt. Tigecyclin wird
durch in der Bouillon geldsten Sauerstoff inaktiviert. In weniger als 12 Stunden alter Bouillon ist
die Aktivitdt von Tigecyclin deutlich hoher als in gealterter Bouillon, in der sich mehr Sauerstoff
gelost hat (Bradford et al. 2005; Petersen et al. 2005). Die in der vorliegenden Arbeit verwendete
Mueller-Hinton-Bouillon war meist dlter als 12 Stunden; dies hétte zu verringerter Aktivitét des
Tigecyclins fithren miissen. Die erstaunlich niedrigen MHK-Werte lassen sich also nicht mit dem
Alter der Bouillon erkldren.

Fiir den zur Qualititskontrolle verwendeten Referenzstamm E. coli ATCC 25922 ergab sich bei
allen Messungen eine Tigecyclin-MHK < 0,06 mg/l. Dies bedeutet, dass auch in der Kavitdt mit
der geringsten Tigecyclin-Konzentration kein Wachstum feststellbar war. Da der Messbereich
der in unserer Untersuchung verwendeten Microtiterplatten keine niedrigeren MHK-Werte als <
0,06 mg/l erfasst, kann nicht beurteilt werden, ob die MHK des Referenzstamms innerhalb des
fiir die Qualititskontrolle vorgeschlagen Referenzbereichs von 0,03 bis 0,25 mg/l (Brown und
Traczewski 2007) oder darunter lag. Fiir den zur Qualititskontrolle verwendeten P. aeruginosa
Stamm ATCC 27853 konnte in der Literatur kein Referenzbereich fiir Bouillon-
Mikrodilutionstests mit Tigecyclin gefunden werden. Dies beruht vermutlich darauf, dass
Tigecyclin als ungeeignet zur Therapie von Infektionen mit P. aeruginosa gilt.

Die MHK-Werte beider Referenzstimme fiir Imipenem, Meropenem, Amikacin und Gentamicin

lagen jeweils, bei allen Messungen, innerhalb des Referenzbereichs.
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Abbildung 17: Tigecyclin-Sensibilitit von ESBL-positiven Escherichia coli (n=159) aus der
eigenen Untersuchung im Vergleich mit Tigecyclin-Sensibilitit von Wildtyp Escherichia coli
(n=2605) aus EUCAST Internet-Datenbank
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Abbildung 18: Tigecyclin-Sensibilitit von ESBL-positiven Klebsiella pneumoniae (n=88) aus
der eigenen Untersuchung im Vergleich mit Tigecyclin-Sensibilitit von Wildtyp Klebsiella
pneumoniae (n=1034) aus EUCAST Internet-Datenbank
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Abbildung 19: Tigecyclin-Sensibilitit von ESBL-positiven Klebsiella oxytoca (n=27) aus der
eigenen Untersuchung im Vergleich mit Wildtyp Klebsiella oxytoca (n=405) aus EUCAST
Internet-Datenbank
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Tigecyclin MHKs, MHKGy Titerstufendifferenz der
MHKy, zur eigenen
Untersuchung

Naesens et al. 2008 1 1,5 3,5

(n=26)

Biedenbach et al. 0,12 0,5 2

2001 (n=35)

Bouchillion et al. -- 0,5 2

2009 (n=87)

Hoban et al. 2005 0,25 0,5 2

(n=24)

Hope et al. 2006 0,25 0,5 2

(n=380)

Lu et al. 2008 0,12 0,5 2

(n=275)

Gales et al. 2008 0,12 0,25 1

(n=63)

Kresken et al. 2008 <0,12 0,25 1

(n=300) davon

5,3% ESBL-positive

Sader et al. 2005 0,25 0,25 1

(n=721) davon 10%

ESBL-positive

Eigene Untersuchung | <0,06 0,12

(n=159)

Tabelle: 50 Tigecyclin MHKs5) und MHKy-Werte in mg/l fiir ESBL-bildende E. coli in 9

Studien. 100% der Isolate sind ESBL-positiv, wenn nichts anderes vermerkt ist.
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Tigecyclin MHKS5 MHKy, Titerstufendifferenz der MHK oy zur
eigenen Untersuchung

Kresken et al. 0,5 4 3

2008 (n=186)

davon 4,3%

ESBL-positive

Bouchillion et al. | -- 2 2

2009 (n=112)

Hoban et al. 2005 | 1 2 2

(n=92)

Lu et al. 2008 0,5 2 2

(n=322)

Waits et al. 2006 | 1 2 2

(n=126)

Ku et al. 2007 0,38 1,5 1,5

(n=57)

Biedenbach et al. | 0,25 1 1

2001 (n=61)

Eigene 0,25 0,5

Untersuchung

(n=88)

Tabelle 51: Tigecyclin MHK 5, und MHKyp-Werte in mg/l fiir ESBL-bildende K. pneumoniae

in 7 Studien. 100% der Isolate sind ESBL-positiv, wenn nichts anderes vermerkt ist.
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Tigecyclin MHKS5 MHKy, Titerstufendifferenz der MHK g,
verglichen mit der MHKy, von

K.pneumoniae in der eigenen

Untersuchung
Naesens et al. 2008 | 2 4 3
(n=10)
8 K. pneumoniae
und 2 K. oxytoca
Hope et al. 2006 1 2 2
(n=224)
Gales 2008 (n=100) | 0,5 1 1
Sader et al. 2005 0,5 1 1

(n=582) davon 31%
ESBL-positive

Eigene 0,25 0,5
Untersuchung
K. pneumoniae

(n=88)

Tabelle 52: Tigecyclin MHK 5, und MHKGy)-Werte in mg/1 fiir ESBL-bildende Klebsiella spp.

in 4 Studien. 100% der Isolate sind ESBL-positiv, wenn nichts anderes vermerkt ist.
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Tigecyclin

MHKs,

MHKjy,

Titerstufendifferenz der MHK g, zur

eigenen Untersuchung

K. oxytoca (n=8)
100% ESBL-
positiv

Lu et al. 2008

0,5

0

K. oxytoca
(n=100)
9% ESBL-
positive

Kresken et al.
2008

0,25

0,5

Waits et al.

2006 K. oxytoca
(n=248) darunter
keine ESBL-

positiven

0,25

EUCAST 2009
Wildtyp-
K. oxytoca

(n=405)

0,25

0,5

Eigene
Untersuchung
(n=27)

0,25

Tabelle 53: Tigecyclin MHKs5) und MHKyp-Werte in mg/l fiir K. oxyfoca in 3 Studien und
nach EUCAST 2009.
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7.2. Micronaut-S-ESBL

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Validitit des Micronaut-S-ESBL-
Testsystems anhand eines Stammbkollektivs klinischer Bakterienisolate zu priifen, die mit Hilfe
des Etest-ESBL als ESBL-positiv identifiziert worden waren.

Bei  Verwendung des vom Hersteller angegebenen Standard-Inokulums und einer
Bebriitungsdauer von 18 bis 24 h ergab sich nahezu vollstindige Ubereinstimmung zwischen den

Ergebnissen der beiden Testverfahren (Tabelle 54).

E. coli (n=158) K. pneumoniae (n=87) K. oxytoca (n=26)
absolut relativ absolut relativ absolut relativ
157 99,3% 86 98,8% 24 92,3%

Tabelle 54: Anteil der Bakterienstimme, die von Micronaut-S-ESBL nach Ubernacht-

Inkubation iibereinstimmend mit Etest-ESBL als ESBL- positiv erkannt wurden

Die Spezifitit des Micronaut-S-ESBL wurde anhand von 167 zufillig ausgewdhlten
Bakterienkulturen aus der Routine-Diagnostik, von denen 154 ESBL-negativ waren, iiberpriift.
Falsch-positive Ergebnisse traten nicht auf.

Micronaut-S-ESBL hat sich damit als brauchbare Alternative zum Etest-ESBL erwiesen, wobei
ein wesentlicher Vorteil des Micronaut-S-ESBL in den deutlich niedrigeren Kosten pro Test
liegen diirfte. Beim Ablesen des Etest-ESBL konnen in den Hemmhdofen wachsende Einzel-
Kolonien sowie durch Diffusion von Clavulansdure bedingte ,,Phantomzonen zu
Interpretationsschwierigkeiten fithren (Leverstein-van Hall et al. 2002). Diese Probleme kdnnen
bei Micronaut-S-ESBL nicht auftreten. Jedoch erwies sich die Interpretation der Farbe des
Redoxindikators Resazurin in einzelnen Fillen als problematisch; dies wurde in der vorliegenden

Arbeit allerdings nicht systematisch untersucht.
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7.3. Micronaut-S-ESBL als Schnelltest

Ein weiteres Ziel dieser Untersuchungen bestand in der Priifung der Frage, ob sich der sichere
ESBL-Nachweis  mit dem Micronaut-S-ESBL bei Verwendung eines fiinffach hdoher
konzentrierten Inokulums im Vergleich mit dem Standard-Inokulum auf sechs Stunden
beschleunigen lasst.

Ein ESBL-Bestdtigungstest, der innerhalb desselben Arbeitstages abgeschlossen werden konnte,
wiirde es ermdglichen, die Antibiotika-Therapie frither umzustellen oder anzupassen und gezielte
hygienische MaBnahmen friiher einzuleiten.

Bei Verwendung des flinffach hoher konzentrierten Standard-Inokulums wurden jedoch nach
einer Inkubationszeit von sechs Stunden nur 65,8% der E. coli - , 52,8% der K. pneumoniae - und
46,1% der K. oxytoca- Isolate als ESBL-positiv erkannt (Tabelle 55). Die falsch-negativen
Ergebnisse riihrten ganz iiberwiegend daher, dass sich in jeweils allen mit einem Stamm
beimpften Kavitidten starker Farbumschlag zeigte, so dass eine MHK-Reduktion durch
Clavulansdure nicht erkennbar war (Beispielhaft zu erkennen in Abbildung 20). Nur bei 3 E. coli-
und 2 K. pneumoniae-Stimmen sowie einem K.oxyfoca -Stamm war nach sechsstiindiger
Bebriitung noch kein Farbumschlag bzw. nur ein fiir eine Interpretation zu schwacher
Farbumschlag vorhanden.

Bei fiinffach erhohter Konzentration des Inokulums zeigte sich eine inakzeptabel hohe Zahl

von falsch-negativen Ergebnissen (Tabelle 55).

E. coli (n=158) K. pneumoniae (n=87) K. oxytoca (n=26)
absolut relativ absolut relativ absolut relativ
104 65,8% 46 52,8% 12 46,1%

Tabelle 55: Anteil der ESBL-positiven Bakterienstimme, die von Micronaut-S-ESBL bei
sechsstiindiger Inkubation mit fiinffach hoher konzentriertem Standard-Inokulum, als

ESBL- positiv erkannt wurden




104

Abbildung 20: Micronaut-S-ESBL: Acht Stamme nach ungefahr 6 Stunden Bebrutung; bei fiinffach

hoher konzentriertem Standard-Inokulum. Farbumschlag von Blau nach Pink zeigt Bakterienwachstum an.
In der im Bild obersten Zeile kein Wachstum. In der zweiten bis siebten Zeile Wachstum oder beginnendes
Wachstum in allen Kavitaten, somit kein ESBL-Nachweis mdglich. In der untersten Zeile beschrankt sich

das Wachstum auf diejenigen Kavitaten, die keine Clavulansaure enthalten, somit positiver phénotypischer
ESBL-Nachweis.
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8. Zusammenfassung

ESBL-bildende E. coli- und Klebsiella-Stamme bewirken durch ihre Multiresistenz, besonders
gegen  alle Cephalosporine und Penicilline, zunehmend Therapie- Versagen bei schweren
Infektionen. ESBL-bildende Organismen werden nur durch gezielte Tests schnell und sicher
erkannt. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, durch MHK-Bestimmungen aktuelle Daten zur
Antibiotika-Empfindlichkeit ESBL-bildender Bakterien aus dem Bonner Raum zu gewinnen und
das Micronaut-S-ESBL — Testsystem zu validieren. Dazu diente ein Kollektiv von insgesamt
274 E. coli und Klebsiella-Isolaten, die im Etest als ESBL-positiv identifiziert worden waren.
Micronaut-S-ESBL ist ein Bouillon-Dilutionstest, der den Synergismus von Cefpodoxim und
Clavulansdure nutzt. Die 274 ESBL-positiven Stimme wurden im Micronaut-S-ESBL-sowohl
mit dem Standard-Test-Inokulum (Inkubation: 24h) als auch mit fiinffach hoherer Keimeinsaat
(Inkubation: 6h) untersucht. Das Standard-Verfahren erkannte die ESBL-Bildung bei 98,5%,
das Schnellverfahren in 59,7% der Stimme. 167 ESBL-negative Stimme zeigten kein falsch
positives Ergebnis. Micronaut-S-ESBL ist eine kostengiinstige Alternative zum Etest-ESBL mit
hoher Zuverldssigkeit bei Durchfilhrung nach Standard-Empfehlung. . Bei der MHK-
Bestimmung erwiesen sich nahezu alle 274 ESBL-Stdmme als sensibel gegeniiber Imipenem (1),
Meropenem(M) und Ertapenem(E) mit MHKyy- Daten fiir E. coli von 0,25/<0,06/0,12 (I-M-E),
fiir K. pneumoniae von 0,5/0,25/0,25 (I-M-E) und fiir K. oxytoca von 0,5/0,12/0,12 (I-M-E) mg/I1.
- Zwar war fast die Hélfte aller Staimme Gentamicin-resistent (MHKso/MHKgyg bei E. coli 1,0/32,
bei K. pneumoniae 32/128 und bei K. oxytoca 1,0/4,0 mg/l), dagegen fast alle E. coli und K.
oxytoca —Isolate Amikacin- sensibel . Unter den K. pneumoniae-Kulturen fanden sich hingegen
3,4% Amikacin-resistente und 11,4% intermediéir-sensible Stimme. Ahnlich bei Colistin: nahezu
lickenlose Wirksamkeit gegen E. coli und K. oxytoca, aber 17,1% Resistenz bei K. pneumoniae.
Jeweils etwa 80% der Isolate der drei Spezies waren bei Anwendung des neuen BSAC MHK-
Grenzwerts von 8 mg/l Temocillin- sensibel. Die MHK-Werte fiir Tigecyclin lagen um bis zu
3,5 Titerstufen niedriger als in der Literatur berichtet; dabei erschienen nahezu alle Stimme als
Tigecyclin-sensibel nach EUCAST MHK-Grenzwert. Aufgrund dieser grossen Diskrepanzen
lassen sich unsere Tigecyclin-Resultate nicht sicher bewerten

In einem ausfiihrlichen Uberblick der aktuellen klinischen Literatur wird die zunehmende
medizinische und 6konomische Bedeutung der Infektionen durch ESBL-Bildner hinsichtlich

Morbiditit, Letalitdt, Epidemiologie, Fritherkennung und Therapiemdoglichkeiten diskutiert.
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9. Anhang: Erlauterungen zu Begriffen der Statistik und Epidemiologie

Confounding: ,,Confounding tritt auf, wenn zwei Faktoren miteinander assoziiert sind und der
Effekt des einen Faktors mit dem des anderen vermengt wird oder durch den Effekt des anderen

verzerrt wird.” (Fletcher et al. 1999)

Multivariable Methoden:
Der Begriff multivariable Methoden ist ein Oberbegriff fiir mehrere statistische Verfahren zur
Priifung der gleichzeitigen Wirkung mehrerer Variablen. Durch diese Verfahren erhélt man einen

mathematischen Ausdruck fiir die zusammengefalite Wirkung vieler Variablen. (Fletcher et al.

1999)
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