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2. Zusammenfassung

Ambulant erworbene, unkomplizierte Harnwegsinfektionen (HWI) stellen eine der
haufigsten Infektionen im ambulanten Bereich dar, insbesondere bei Frauen.! Eine
antiinfektive Therapie ist der rein symptomatischen Behandlung mit nicht-steroidalen
Antirheumatika Uberlegen hinsichtlich der Symptomlinderung und Reduktion von
Komplikationen.? Die antibiotische Therapie erfolgt zunachst kalkuliert und orientiert
sich am vermuteten Erregerspektrum und der ortlichen Resistenzlage. Die kalkulierte
Antibiotika-Therapie bezeichnet die Gabe von breit wirksamen Antibiotika, noch bevor
ein Erregernachweis mit Antibiogramm vorliegt.

Enterobakterien sind die haufigsten Erreger von HWI. Die antibiotische Therapie wird
allerdings durch die Zunahme von Resistenzen gegenuber gangigen Antibiotika
erschwert."3

Die deutsche S3-Leitlinie ,Unkomplizierte Harnwegsinfektionen“ von 2017 empfiehlt
fur die initiale, kalkulierte Therapie der unteren unkomplizierten Harnwegsinfektion funf
Antibiotika als gleichwertige Erstlinientherapeutika: Fosfomycin-Trometamol,
Nitrofurantoin, Pivmecillinam, Nitroxolin und Trimethoprim (letzteres nach lokaler
Resistenzlage).” Entgegen der Leitlinienempfehlung werden im ambulanten Sektor
noch immer haufig Fluorchinolone, auch fir unkomplizierte HWI, verschrieben.*

Im stationaren Setting wird bei schweren HWI| aulierdem das B-Laktamase-stabile
Temocillin eingesetzt, das seit 2019 ebenfalls in Deutschland fur u.a. komplizierte HWI
zugelassen ist.>®

Auf Basis klinischer und mikrobiologischer Daten hat das European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) in vitro Grenzwerte, bezogen auf Dosis
und Empfindlichkeit, festgelegt. Diese Grenzwerte sind meist auf bestimmte Spezies
und/oder auf unkomplizierte HWI beschrankt.

Fur Mecillinam, Nitroxolin als auch Temocillin existieren bisher nur wenige Daten aus
Deutschland zur Resistenzlage bei Enterobakterien. Diese Daten beschranken sich

zudem vornehmlich auf multisensible Escherichia coli Isolate.”



In der vorliegenden Dissertation wurde die in vitro Empfindlichkeit multiresistenter
Enterobakterien gegenuber Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin analysiert.

Hierzu wurden bakterielle Isolate aus der klinischen Urin-Routinediagnostik des
Instituts fur Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene (IMMIH) Koln
getestet. Das Kollektiv umfasste 394 multiresistente (MDR) Enterobakterien, die im
Jahre 2019 isoliert wurden. Die Multiresistenz war definiert durch Resistenz gegenuber
Cephalosporinen der lll. Generation (3GC) und/oder Carbapenemen. Neben den
typischen und haufigsten Erregern von Harnwegsinfektionen (E. coli, Klebsiella spp.,
Proteus mirabilis) wurden weitere uropathogene MDR-Enterobakterien (Enterobacter
spp., Citrobacter spp., Morganella morganii, Hafnia alvei und Raoultella ornithinolytica)
eingeschlossen.! Im Falle von Carbapenemase-bildenden Enterobakterien (CPE)

wurde diese genotypisch analysiert.

Hohe Empfindlichkeit gegenuber Mecillinam zeigten v.a. Isolate der Spezies E. col,
Klebsiella aerogenes und Enterobacter spp. mit Extended-spectrum [-Laktamase-
Produktion (ESBL) und/oder Ampicillinase-C-Uberexpression (AmpC). Bei CPE zeigte
Mecillinam dagegen geringere Aktivitat.

Ferner zeigten P. mirabilis, E. coli, Klebsiella oxytoca und Klebsiella pneumoniae
Isolate, unabhangig vom Resistenzmechanismus, sowie ESBL-Produzenten
allgemein eine hohe Empfindlichkeit gegenliber Temocillin. Bei Vorliegen von
Klebsiella-Pneumoniae-Carbapenemase (KPC) und Verona-Integron-Metallo-3-
Laktamase (VIM-1) oder der New-Delhi-Metallo-B-Laktamase (NDM-1) erwies sich
Temocillin als besonders aktiv.

Die hochste antimikrobielle Empfindlichkeit gegenuber den drei Antibiotika zeigte sich
bei Nitroxolin unabhangig von Spezies oder Resistenzmechanismen. Bei den CPE
wurde fur Nitroxolin sogar eine hohere Empfindlichkeit als fur das Reserveantibiotikum
Meropenem nachgewiesen.

Zusatzlich zu den durch das EUCAST empfohlenen Verfahren fur die
Empfindlichkeitstestung (Agardilution fur Mecillinam, Mikrodilution far Temocillin und
Nitroxolin) wurden Disk-Diffusionstests (Agardiffusion) durchgefuhrt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Agardiffusion als ressourcenschonenderes

Verfahren mit den Dilutionsverfahren gute Ubereinstimmung fiir Mecillinam und
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moderate Ubereinstimmungen fir Temocillin und Nitroxolin erzielen. Beziglich der
kategorialen Zuordnung, also ,sensibel” (S), ,sensibel bei erhdhter Exposition bzw.
Dosis“ (I) und ,resistent® (R) ergab sich fur Mecillinam und Nitroxolin eine
hundertprozentige Ubereinstimmung. Bei Temocillin wurden lediglich 8 Isolate nicht in
beiden verglichenen Testverfahren korrekt zugeordnet. Dies galt ausschlie3lich fur
Morganella morganii |solate, fur die bis dato keine EUCAST Breakpoints etabliert

worden sind.

Zusammenfassend zeigt sich selbst in einem ausgewahlten Kollektiv von
multiresistenten Enterobakterien eine gute in vitro Empfindlichkeit gegentber den
getesteten Substanzen Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin, wobei es Unterschiede
zwischen den Substanzen, Spezies und Resistenzmechanismen gibt.

Insgesamt stutzen die Daten trotz zunehmender Antibiotikaresistenz den kalkulierten
Erstlinien-Einsatz der Substanzen bei HWI. Sie sind dartuber hinaus ermutigend, dass
sowohl bei Harnwegsinfektionen mit bekannt multiresistentem Erreger, als auch in
anderen Indikationen weiterhin Therapieoptionen bestehen. Dafur sind jedoch weitere
praklinische und klinische Studien erforderlich. Die Daten bestatigen auf3erdem den
Einsatz von parenteral verabreichtem Temocillin bei anderen Infektionen verursacht
durch ESBL-produzierende Enterobakterien.®

Zusatzlich liefert die Arbeit wichtige Anhaltspunkte zur Etablierung weiterer
Grenzwerte flr bestimmte Spezies durch das EUCAST.

Die Daten des Methodenvergleichs stutzen die breitere Anwendung von

Agardiffusionstests gegenuber den aufwandigeren Dilutionsverfahren.
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3. Einleitung

3.1. Harnwegsinfektionen

Unter diesem Begriff werden verschiedene Infektionen des Harntrakts, also von
Urethra (Harnrohre), Vesica urinaria (Harnblase), Ureteren (Harnleiter) und Pelvis
renalis (Nierenbecken) zusammengefasst. Alle zeichnen sich durch laborchemische
und/oder klinische Hinweise auf eine Reaktion des Korpers auf die Infektion aus.
Symptome sind beispielsweise Dysurie (schmerzhaftes Wasserlassen) und/oder
Pollakisurie (gehauftes Wasserlassen).

Abzugrenzen von den Harnwegsinfektionen ist die asymptomatische Bakteriurie - der
Nachweis von Bakterien im Urin ohne Vorliegen von Beschwerden. Dieser wird als

Besiedelung des Harntraktes gewertet.

3.1.1. Einteilung der Harnwegsinfektionen
Eine wesentliche Einteilung erfolgt anhand des Vorliegens von Begleitfaktoren in
>unkompliziert und ,kompliziert®. Die unkomplizierte Harnwegsinfektion beschreibt
gemald der urologischen S3-Leitlinie ,Epidemiologie, Diagnostik, Therapie, Pravention
und Management  unkomplizierter, bakterieller, ambulant  erworbener
Harnwegsinfektionen bei erwachsenen Patienten® die akute Infektion des Harntrakts
in Abwesenheit von unten genannten Begleitfaktoren:'
- Anomalien des Harntrakts (anatomisch und/oder funktionell, erworben und/oder
angeboren)
- Vorliegen von Fremdkorpern
- (systemische) Begleiterkrankungen oder Therapien mit anzunehmender
Storung der Immunitat
Alle Ubrigen Harnwegsinfektionen sind als kompliziert zu bezeichnen.
Ublicherweise wird ferner unterschieden die untere (Zystitis) und obere
Harnwegsinfektion (Pyelonephritis), wobei letztere sich durch Vorliegen zusatzlicher
Symptome wie Flanken- oder Nierenlagerklopfschmerz und systemischen Reaktionen
wie Fieber auszeichnet. Zusatzlich unterscheidet die Leitlinie Schweregrade bezuglich
der Infektionen, insbesondere in Bezug auf obere Harnwegsinfektionen, ohne explizite
Definition."
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3.1.2. Erregerspektrum und Resistenzraten

Die haufigsten Erreger unkomplizierter Harnwegsinfektionen sind Escherichia coli,
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae und Proteus mirabilis, wobei
E.coli mit weitem Abstand am haufigsten nachgewiesen wird.’

In Tabelle 1 sind gegenubergestellt die Haufigkeitsraten aus vier Studien zu
Harnwegsinfektionen und Keimnachweisen in Urinproben zwischen 1999 und 2021.

In der ECO.SENS-Studie wurden Urinproben von 4734 Frauen mit ambulant
erworbener, unkomplizierter Zystitis aus 17 Landern von 1999 bis 2000
eingeschlossen.? In 69% der Falle konnten Uropathogene in signifikanter Keimzahl
nachgewiesen werden.

In der ARESC-Studie wurden zwischen 2003 und 2006 4244 Urinproben von Frauen
mit Symptomen einer unkomplizierten Zystitis in neun europaischen Landern und
Brasilien eingeschlossen.® Hier wurde in 75% der Falle ein Keim nachgewiesen. In
Tabelle 1 sind die Daten nur fur Deutschland (n = 317) ausgewiesen.

Die SARHA-Studie fokussiert sich auf ambulant erworbene Harnwegsinfektionen in
allgemeinmedizinischen und internistischen Praxen in Deutschland. Hier wurden 1245
Teilnehmende zwischen 2015 und 2016 eingeschlossen, wobei in 70% der Falle der
Erregernachweis gelang. Im Falle eines Nachweis von E.coli wurde nach
Kompliziertheit der Infektion stratifiziert, wobei je circa die Halfte der Falle kompliziert
und unkompliziert zugeordnet wurde.'°

Neuere Daten zur Verteilung von Uropathogenen gibt die Arbeit von Stoltidis-Claus et
al."" Hier wurden zwischen 2016 und 2021 201.152 Urinproben von Mannern und
Frauen aus dem ambulanten und stationaren Bereich im Westen Deutschlands
gewonnen, jedoch ohne Angaben zur Symptomatik, so dass nicht zwischen

asymptomatischer Bakteriurie und Infektion unterschieden werden kann.
Trotz leicht divergenter Kollektive zeigt sich, dass weiterhin E. coli die Uropathogene

dominiert. Andere Enterobakterien nehmen an Haufigkeit zu, wohingegen

S. saprophyticus tendenziell seltener nachgewiesen wird.
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Tabelle 1 Typische Erreger von HWI bzw.

Keimnachweise in Urinproben und deren Haufigkeiten

Studie ECO.SENS? ARESC? SARHAT0 Stoltldljl-glaus et
Besonderheit/ Weibl. Pat., Weibl. Pat., Weibl. u. mannl.  Weibl. u. méannl.
Kriterien unkompl. Zystitis unkompl. Zystitis Pat., HWI Pat., Bakteriurie
Region Europa u. Kanada, Europa u. Br.as.lllen, Deutschland, Region West in
ambulant, hier: nur Deutschland,
ambulant ambulant o
Deutschland stationar u. ambulant
Keime
E. coli 7% 76,7% 74,5% 72,8%
P. mirabilis 6,3% 4,7% 3,9% 6,1%
K. pneumoniae 3,1% 2,5% 5,5% 9,7%
Citrobacter spp. 0. A. 0,6% 2,2% 2,4%
Nicht- 9,6 %* 12,5% o. A 15,4%
Enterobakterien
S. saprophyticus 3,6% 3,5% 1,9% 0,6%

* Studie unterscheidet zwischen ,andere Pathogene” und ,nicht-pathogene Erreger*. 9,6% bezieht sich auf ,andere
Pathogene” zzgl. S. saprophyticus.

o. A.: ohne Angaben.

In der folgenden Tabelle 2 sind die Empfindlichkeits- bzw. Resistenzraten aus dem
Jahr 2019 aus Deutschland, zu verschiedenen Enterobakterien fur ausgewahlte
Antibiotika aufgefuhrt. Die Daten stammen aus dem Antibiotika-Resistenz Surveillance
Programm des Robert-Koch-Instituts (RKI).'? Anzumerken ist, dass die Daten alle
eingesandten Proben beinhalten, einschliellich Isolaten aus Blutkulturen. Die Statistik
differenziert somit nicht nach Keimen ausschlie3lich aus Urinproben, ebenso wenig,
ob es sich um Entnahmen bei asymptomatischer Bakteriurie oder
Harnwegsinfektionen handelt. Gemald der Anmerkungen des RKI seien Screening-
Einsendungen (bspw. Hautabstriche) moglichst ausgeschlossen worden. Es wurde fur
Tabelle 2 die Region ,West* ausgewahlt, um die lokale Resistenzsituation im Bereich
des IMMIH moglichst abzubilden. Analog zu den Daten der vorliegenden Studie
wurden die Versorgungsbereiche ,stationar” und ,ambulant” zusammengefasst sowie
alle Versorgungsstufen, Fachrichtungen und Stationsstypen einbezogen. Das Jahr
2019 wurde gewahlt, da die Isolate der vorliegenden Studie zwischen Marz 2019 und

Januar 2020 erfasst wurden. Es wurden die Daten zu den in unserer Studie
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untersuchten Enterobakterien und den Resistenzen gegenuber Cephalosporinen der
lll. Generation (3GC) und anderen klinisch haufig eingesetzten Antibiotika abgefragt.

Tabelle 2 Resistenzraten ausgewahlter Bakterien und Antibiotika in Prozent

FOS TMP MEC CIP CTX CAZ CRO TZP MEM

E. coli 1,1 2,6 9,0 17,3 10,2 9,5 9,7 5,6 0
P. mirabilis 15,0 40,9 40,7 17,1 1,4 1,3 1.4 0,6 0
K. pneumoniae 19,6 17,7 21,7 11,6 10,7 10,6 10,2 11,3 0,3
K. oxytoca 21,7 6,2 29,4 4,8 3,7 22 4,1 13,5 0,1
M. morganii 92,8 255 o. A 13,1 16,7 15,5 15,8 4,4 0
E. cloacae 32,2 9.4 20,7 4,6 21,1 19,9 221 16,3 0,3
C. freundii 1,2 9,3 12,6* 53 18,7 18,3 20,5 13,5 0,2

(Datenquelle RKI, 2019, Deutschland)'2 *nur ambulante Werte. o. A.: ohne Angaben.

FOS, Fosfomycin; TMP, Trimethoprim; MEC, Mecillinam; CIP, Ciprofloxacin; CTX, Cefotaxim; CAZ, Ceftazidim;
CRO, Ceftriaxon; TZP, Piperacillin/Tazobactam; MEM, Meropenem.

Beim haufigsten Uropathogen E. colilagen 2019 bereits Resistenzraten von 9 bis 17%
gegen Mecillinam, Ciprofloxacin und 3GC vor. Beim ebenfalls haufigen P. mirabilis
liegen die vier erstgenannten Antibiotika zwischen 15 bis 40%. Auch fur Klebsiella
spp., hier insbesondere K. pneumoniae, ist die Resistenzlage bei 3GC und oral
applizierten Antibiotika ungunstig. Die intravends verabreichten Reservesubstanzen
Piperacillin/Tazobactam und Meropenem sind Uberwiegend noch sehr gut wirksam.
Grundsatzlich liegen bei stationaren Proben leicht hohere Resistenzraten vor,
insbesondere bei C. freundii und E. cloacae gegenuber 3GC.

3.1.3. Therapie von unkomplizierten Harnwegsinfektionen

Die bereits genannte S3-Leitlinie zu unkomplizierten, bakteriellen und ambulant
erworbenen HWI bei Erwachsenen von 2017 empfiehlt zur kalkulierten Therapie der
unkomplizierten Zystitis bei Frauen gleichberechtigt die Gabe von Fosfomycin-
Trometamol, Nitrofurantoin, Nitroxolin, Pivmecillinam und Trimethoprim (letzteres je
nach Ortlicher Resistenzlage).! Fir die unkomplizierte Pyelonephritis werden
Cephalosporine und Fluorchinolone (bevorzugt bei Mannern) empfohlen.
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Tabelle 3 Empfohlene Antibiotika bei unkomplizierter unterer Harnwegsinfektion

Fosfomycin-Trometamol
Nitrofurantoin

Nitroxolin

Pivmecillinam

Trimethoprim (bei lokaler Resistenzrate <20 %)

(Datenquelle: S3-Leitlinie)’

Noch 2014 wurden in der Indikation ,Akute Zystitis® ambulant in Deutschland
Uuberwiegend Fluorchinolone sowie Sulfonamide/Trimethoprim eingesetzt — ca. 70-
90% der verordneten Antibiotika in der Indikation betreffen diese Substanzgruppen.'3
Zwischen 2010 und 2018 wurden ambulant deutschlandweit, indikationsunabhangig,
ca. 40% weniger Fluorchinolone und Sulfonamide/Trimethoprim eingesetzt sowie 17%
weniger Cephalosporine. Nitrofurantoin, Fosfomycin und Nitroxolin wurden im gleichen
Zeitraum haufiger eingesetzt und verzeichnen gemeinsam einen Anstieg von 175%.4
Pivmecillinam ist erst seit 2016 auf dem deutschen Markt erhaltlich. Zwischen 2018
und 2021 hat sich die Verordnungszahl jedoch bereits verfiinffacht.*

Zu Temocillin finden sich keine Daten zur Verordnungshaufigkeit, es ist jedoch erst
seit 2019 in Deutschland zugelassen.

Somit besteht erfreulicherweise ein Trend hin zur Anwendung von Nitroxolin und
Pivmecillinam und weg von potenziell nebenwirkungsreicheren Fluorchinolonen und
Cephalosporinen. Es fehlen jedoch praklinische und klinische Daten zum
Resistenzverhalten und der Wirksamkeit dieser Antibiotika. Gleiches gilt fur Temocillin,
das zwar ein anderes Indikationsspektrum (stationar behandelte, komplizierte und
eher schwere Harnwegsinfektionen) aufweist, doch auch hier ist die Datenlage bisher
dann.

Genau diese Daten sind jedoch wichtig, um den weiteren Einsatz der Antibiotika zu
rechtfertigen und hier setzt die vorliegende Arbeit an.

15



3.2. Enterobakterien

In den vorangehenden Kapiteln wurden bereits zahlreiche Bakterien aufgefuhrt, die
den Enterobakterien zuzuordnen sind. Es handelt sich bei diesen um fakultativ
anaerobe, gramnegative Stabchenbakterien. Diese Mikroorganismen sind u.a. Teil der
physiologischen Darmflora und konnen z.B. HWI oder Blutstrominfektionen
verursachen. Wichtige Uropathogene sind u.a. E. coli, Citrobacter spp., Enterobacter
spp., Klebsiella spp. und Proteus mirabilis."®

3.2.1. Resistenzmechanismen

Mit dem Einsatz von Antibiotika und dem daraus resultierenden Selektionsdruck hat
auch die Resistenzentwicklung der Erreger zugenommen. Unterschiedliche
Mechanismen wie z.B. Modifikation von Penicillin-bindenden Proteinen, verstarkte
Expression von Effluxpumpen, Einbau von Porinen oder Produktion von
inaktivierenden Enzymen ermoglichen bestimmten Bakterien, sich den Effekten der
Antibiotika zu entziehen.316

Typisch fur Enterobakterien ist dabei vor allem die Ausbildung von Enzymen, die in
der Lage sind, Antibiotikabestandteile zu inaktivieren. Sind diese Enzyme gegen den
B-Laktamring von (B-Laktamantibiotika gerichtet, so spricht man von B-Laktamasen.
Wichtige Vertreter sind die Extended-Spectrum-B-Lactamase (ESBL) sowie die
Ampicillinase C-B-Laktamase (AmpC), die in der Lage sind, Cephalosporine zu
spalten.’®

Zu den Carbapenemasen gehoren u.a. Klebsiella-pneumoniae-Carbapenemase
(KPC), New-Delhi-Metallo-B-Laktamase = (NDM),  Verona-Integron-Metallo-$3-
Laktamase (VIM) und Oxacillinasen (OXA-48-like). Mikroorganismen mit diesen
Resistenzmechanismen sind besonders gefurchtet, da sie nicht nur die
Reserveantibiotika wie Carbapeneme, sondern in der Regel alle gangigen -
Laktamantibiotika spalten kénnen.'s17

Klassifiziert werden [B-Laktamasen z.B. nach Ambler, in vereinfachter Darstellung
(siehe Tabelle 4).16-18
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Tabelle 4 Einteilung der Carbapenemasen/B-Laktamasen nach Ambler

Klasse A z.B. KPC, ESBL
Klasse B z.B. VIM, NDM
Klasse C z.B. AmpC

Klasse D z.B. OXA-48-like, ESBL

(vereinfacht)'6-18

3.2.2. Resistenzraten ausgewahliter Enterobakterien

Auf der folgenden Seite sind die Resistenzdaten von E. coli und K. pneumoniae
Isolaten gegenuber 3GC und Carbapenemen im Vergleich europaischer Lander fir
2019 dargestellt (siehe Abbildung 1 - 4). Die Grafiken entstammen dem Surveillance-
Atlas vom European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-net)."® Wie
den Abbildungen zu entnehmen, ist die Haufigkeit der Resistenzen gegen 3GC
europaweit relevant, insbesondere bei K. pneumoniae und mit Schwerpunkt in Sud-
sowie Osteuropa. Bezuglich Carbapenemen liegen fur E. coli europaweit kaum
Resistenzen vor. Doch bei K. pneumoniae zeichnet sich, wieder mit Schwerpunkt in
Sudosteuropa, auch fur Carbapeneme eine angespannte Situation mit Resistenzraten

von bis zu 75% ab.
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Bildnachweis: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC). SURVEILLANCE REPORT.
Antimicrobial resistance in the EU/EEA (EARS-Net) - Annual Epidemiological Report 2020. 2020.
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/AER-EARS-Net-2020.pdf (zuletzt abgerufen:
08.10.2023)
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3.2.3. Einordnung der antimikrobiellen Empfindlichkeit von Bakterien

Fir die Bewertung zur Wirksamkeit klinisch relevanter Antibiotika gibt es einheitliche
Kriterien. Das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
gibt jahrlich sogenannte Breakpoints (BPs) vor, die anhand der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) eine Kategorisierung in sensibel oder resistent erlauben.
Die MHK entspricht der niedrigsten Wirkstoffkonzentration, die ausreichend ist, um das
bakterielle Wachstum innerhalb einer Bakterien-Agar-Suspension (Agardilution und
-diffusion) oder im Flussigmedium (Mikrodilution) zu verhindern. Die Empfindlichkeit
eines Isolats auf ein Antibiotikum wird mit ,sensibel® (S), ,sensibel bei erhohter
Exposition bzw. Dosis“ bzw. veraltet ,intermediar* (I) und ,resistent” (R) bezeichnet.?°

3.3. Getestete Antibiotika

3.3.1. Mecillinam

H

S
N .
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o7 ~OH

Abbildung 5 Strukturformel Mecillinam

nach Gelbe Liste?!

Bei Mecillinam handelt es sich um ein 6-B-Amidinocillin. Dieses Penicillin-Derivat
wurde bereits 1972 erstmals beschrieben.?? Pivmecillinam ist das oral applizierbare
Prodrug. Es war in Deutschland bereits in den 80-90er Jahren zugelassen und ist
wieder zugelassen seit 2016. Die Wirkung von Mecillinam beruht auf seiner selektiven
Bindung an das Penicillin-bindende-Protein 2 (PBP2). Das PBP2 ist ein bakterielles
Protein, welches an der Zellwandsynthese beteiligt ist. Durch die Bindung von
Mecillinam kommt es zu einer Stérung der Zellwandsynthese, welche letztendlich zum
Zelluntergang fiihrt.2! Das Wirkspektrum liegt im gram-negativen Bereich, weshalb
Mecillinam fiir die Behandlung von unkomplizierten HWI empfohlen wird."
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3.3.2. Temocillin

HO.__O

Abbildung 6 Strukturformel Temocillin

nach Gelbe Liste®

Bei Temocillin handelt es sich um ein altes 6-a-Methoxy-Derivat des f-
Laktamantibiotikums Ticarcillin, das bereits 1981 in England entwickelt wurde und im
langjahrigen Einsatz in u.a. Skandinavien ist.?3?4 In Deutschland ist es seit 2019
zugelassen, unter anderem in der Indikation komplizierter Harnwegsinfekt.6 Temocillin
ist gegenuber [(-Laktamasen wie ESBL und AmpC stabil und wird intravenos
verabreicht.?> Wie Mecillinam zeigt auch Temocillin eine hohe Affinitat zum PBP2.26
Es wird zunehmend als Carbapenem-sparendes  Antibiotikum bei
Harnwegsinfektionen eingesetzt, die durch multiresistente (MDR) Erreger verursacht

werden.?4

3.3.3. Nitroxolin

NO,

\

OH

Abbildung 7 Strukturformel Nitroxolin

nach Gelbe Liste?’

Nitroxolin ist ein 8-Hydroxychinolin-Derivat und wirkt Uber Komplexbildung. Es ist in
Deutschland zugelassen seit den 60er Jahren in der Indikation akute/chronische
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HWI.2” Es zeigt eine gute Wirkung gegeniber Enterobakterien einschlieBlich
Carbapenemase-bildender Enterobakterien (CPE).?® Darliber hinaus gibt es erste
Daten zur Empfindlichkeit von Nicht-Enterobakterien und Pilzen.?®

EUCAST Breakpoints

Fur die Antibiotika Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin wurden durch das EUCAST

bisher nur BPs fur wenige Spezies definiert. Die BPs von Juni 2023 sind fur Mecillinam
auf unkomplizierte Harnwegsinfektionen (HWI) und die Spezies E. coli, Citrobacter
spp., Klebsiella spp., Raoultella spp. Enterobacter spp. und P. mirabilis beschrankt.?°
Die BPs fur Temocillin sind erst seit dem Update v11.0 (2021) verfugbar und gelten
nur far Infektionen des Harntraktes, die durch Escherichia coli, Klebsiella spp. (aul3er
K. aerogenes) oder Proteus mirabilis ausgelost werden.3°

Fur Nitroxolin wiederum gibt es lediglich BPs flr E. coli bei unkomplizierten HW|.2°

Tabelle 5 Aktuelle EUCAST Breakpoints 2023

Agardilution/Mikrodilution Agardiffusion (Hemmhofdurchmesser)
S bzw. | R S bzw. | R
Mecillinam <8 mg/L > 8 mg/L =15 mm <15 mm
Temocillin <0,001 mg/L > 16 mg/L =50 mm <17 mm
Nitroxolin <16 mg/L > 16 mg/L =15 mm <15 mm

EUCAST Breakpoints v13.12°

3.4. Testverfahren

Die Agardilution und Mikrodilution sind die bisher durch das EUCAST empfohlenen
Methoden fur ihre jeweilige Substanz. Die Agardiffusion ist ein seit den 50er Jahren
bekanntes Verfahren, das weit verbreitet und einfach handzuhaben ist und sich in der
mikrobiologischen Routinediagnostik bewahrt und etabliert hat.3"32

Fur die drei folgenden Verfahren erfolgte zunachst das Auftauen der Kollektivisolate
aus dem Archiv und die Anlage einer frischen Subkultur. Nach 24 Stunden wurden die
bakteriellen Inokula durchmischt und mit einer Trubung entsprechend 0,5 nach
McFarland-Standard densitometrisch eingestellt, um eine konstante Keimzahl fur die
anschliefenden Testungen sicherzustellen.

Der E. coli American Type Culture Collection 25922 Stamm diente zur routinemafigen

Qualitatskontrolle und wurde bei jedem Testlauf mitgefuhrt.
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3.4.1. Mikrodilution und Agardilution

Bei den Dilutionsverfahren handelt es sich um Reihenverdinnungen. Diese Techniken
stellen fur die meisten Antibiotika die empfohlene Methode zur Ermittlung der MHK fur
Bakterienstamme dar. Die ermittelte MHK wird in mg/L bzw. uyg/mL angegeben.

Bei der Mikrodilution wird ein standardisiertes Inokulum des zu testenden Bakteriums
mit aufsteigenden Antibiotikakonzentrationen im flussigem Medium bei 37°C fur 16-18
h inkubiert. Bleibt eine sichtbare Trubung aus, ist die MHK erreicht, weil das bakterielle
Wachstum durch die Zugabe des Antibiotikums in der entsprechenden Konzentration
gehemmt wird. Das erste Well ohne sichtbare Tribung entspricht also der MHK des
Isolats. Bei Nutzung der 96-Well Platten mit Rundboden zeigt sich ein mdgliches
bakterielles Wachstum i.d.R. zentriert.23 Die MHK-Bestimmungen von Temocillin und
Nitroxolin wurden durch Mikrodilution mit Temocillin-Pulver (Eumedica, Basel,
Schweiz) und Nitroxolin-Pulver (Rosen Pharma, St. Ingbert, Deutschland)
durchgefuhrt. Temocillin wurde zur Testung in H2O gelost, Nitroxolin dagegen in
Dimethlysulfoxid. Fur Temocillin und Nitroxolin ist die Mikrodilution das durch EUCAST
empfohlene Verfahren (siehe Abbildung 8).

Die Anwendung desselben Prinzips im festem Medium nennt sich Agardilution (siehe
Abbildung 9). Hier wird eine definierte Konzentration des Antibiotikums vor dem
Ausharten im Agar (Mueller-Hinton) eingestellt. Anschliefend wird das bakterielle
Inokulum auf dem Agar-Antibiotikum-Gemisch wie bei der Mikrodilution inkubiert. Die
Dilutionsstufe, in der ein bakterielles Wachstum erstmals ausbleibt, entspricht der
MHK. Firr Mecillinam ist die Agardilution das empfohlene Referenzverfahren.34 Hierfir
werden je Dilutionsstufe Petrischalen mit bis zu 21 Teststdmmen (inklusive
Kontrollstamm) beimpft. Eine Ausnahme stellen die P. mirabilis 1solate dar. Aufgrund
ihrer schleimbildenden Eigenschaften wurde diese Isolate jeweils in einer eigenen
Petrischale getestet. Zur MHK-Bestimmung von Mecillinam wurde Mecillinam-Pulver

(Molekula, Minchen, Deutschland) genutzt, das zur Testung in H2O geldst wurde.
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Abbildung 8 Schematische Darstellung einer 96-Wells-Platte (Mikrodilution)

Dunkel: starkes bakterielles Wachstum. Hell: maRiges Wachstum. Weil: kein bakterielles Wachstum

Spalten: absteigende Dilutionsreihe, von 128mg/L bis 0,25 mg/L

Spalte 0: ohne Antibiotikum (0 mg/L)

Spalte N: Negativprobe ohne Bakterium

Zeilen A-G: Teststamme; exemplarisches Triibungsverhalten in A (hier: MHK entsprechend Dilutionsstufe 2mg/L)
Zeile H: Kontrollstamm

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Agardilution fir Mecillinam

Kleine Kreise 1-20: Teststamme mittels Stempel aufgetragen auf Agar mit Mecillinam. Jede Verdiunnungsstufe in
eigener Petrischale

ATCC: Kontrollstamm

Exemplarisch kein (weil3), geringes (2), maRig starkes (3, 15, 18), starkes (7, 11) Wachstum

23



3.4.2. Agardiffusion

In der Studie wurden ergdnzend Disk-Diffusionstests fur alle drei Antibiotika
durchgefuhrt.

Dabei wird das Agarmedium mit der Bakteriensuspension mittels flachigem
Tupferausstrich beimpft (siehe Abbildung 10). Anschliel3end werden innerhalb von 15
Minuten die Antibiotika-Plattchen (Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin) aufgelegt und
mit der Platte bei 35° +/- 1° C fur 18 h +/- 2 h inkubiert. Bei erfolgreichem und
gleichmafigem Anwachsen der Bakterienkulturen erfolgt das Ablesen des gebildeten
Hemmbhofdurchmessers (HHD) in Millimetern.®> Ein groBer Hemmhof entspricht einer
hohen Empfindlichkeit des Teststamms gegenuber dem jeweiligen Antibiotikum.

Die Testungen erfolgten mit 10 ug Mecillinam-Disks (Oxoid, Wesel, Deutschland), 30
Mg Nitroxolin-Disks (Oxoid) und 30 pg Temocillin-Disks (Mast Group, Bootle,
Grol3britannien) sowie ESBL-Kombinationstests (Mast Group) und AmpC-
Kombinatiostests (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italien). Alle Resistenztestungen
erfolgten aus der gleichen Bakteriensuspension.

Bei der Agardiffusion werden Einzelkolonien innerhalb des Hemmbhofs von Mecillinam
und Temocillin nicht als bakterielles Wachstum gewertet.2°

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Agardiffusion
Gepunktete Flache: Bakterienwachstum im Agar in der Petrischale
Schraffiert: Antibiotika-Plattchen Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin

Weil3: Hemmhdafe; Temocillin exemplarisch ohne Hemmbhof
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3.4.3. Detektion von Resistenzen
Zusatzliche phanotypische Testungen

Zur Detektion von ESBL und AmpC wurden Kombinationstests nach Empfehlung
durch das EUCAST durchgeflihrt.3® Diese Tests beruhen auf dem Prinzip der
Agardiffusion (siehe Kapitel 3.4.2).

ESBL-bildende Bakterien sind durch die Gabe der B-Laktaminhibitoren Clavulansaure
und Sulbactam zu den Cephalosporinen Cefotaxim, Ceftazidim und Cefpodoxim
hemmbar.’® So kann durch vergleichende Tests ESBL-Bildung demonstriert werden.
Wenn das Bakterienwachstum trotz der Zugabe von -Laktaminhibitoren stattfindet,
kann als Resistenzmechanismus AmpC vorliegen.

Fur die Detektion von AmpC gilt das Antibiotikum Cefoxitin als ,Indikatorresistenz“.®
Wenn durch Zugabe von Cloxacillin zu Cefoxitin das Wachstum gehemmt wird, liegt
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine AmpC vor.36

Genotypisierung

Zur Subtypisierung der Carbapenemasen wurden nach DNA-Isolierung PCR-Tests
durchgefuhrt. AnschlieBend konnten durch die Sequenzierung von Genabschnitten
Carbapenemase-Subtypen bestimmt werden.3-3° Diese Testungen erfolgten nicht im
IMMIH KalIn.

3.5. Auswahl des Studienkollektivs

Im Rahmen der Studie wurden Enterobakterien mit erhohten MHK-Werten fur 3GC
(Cefotaxim und/oder Ceftazidim) und/oder Carbapeneme (Ertapenem, Imipenem oder
Meropenem) eingeschlossen. Die Isolate wurden zwischen Marz 2019 und Januar
2020 im IMMIH KoIn aus stationaren und ambulanten Urinproben kultiviert.

Die  Resistenztestung fur die oben genannten Antibiotika erfolgte
massenspektrometrisch durch das Vitek 2 System (bioMérieux) mit der AST N195
Karte. Die Ergebnisse wurden nach den EUCAST BPs interpretiert.

Im Fall von erhdhten Carbapenem-MHK wurden die Isolate zusatzlich durch PCR-
Testungen, gefolgt von externen Sanger- oder Ganzgenomsequenzierung, untersucht.
Ebenfalls wurde Uberpriuft, ob aus Urin nachgewiesene Isolate bei gleichem/r

Patienten/in auch in den zugehorigen Blutkulturen nachgewiesen werden konnten.
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3.6. Statistische Auswertung

Die MHKS50 bzw. MHK9O0 sind diejenigen MHK-Werte, die ein Wachstum von 50 bzw.
90% der bakteriellen Teststamme hemmen (Berechnung MHK50/90 als 50. und 90.
Perzentile).

Zum Methodenvergleich wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
herangezogen. Zur Berechnung wurde SPSS Version Statistics 27 (IBM, NY, USA)
genutzt. Die Durchfihrung eines zweiseitigen T-Tests diente als Signifikanztest
(Vergleich der Methoden).

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von Microsoft Excel (Microsoft, WA, USA)
Version 16.65.

3.7. Ziele der Arbeit
Die vorliegende Arbeit soll Auskunft geben Uber:

1. Die in vitro Empfindlichkeit von multiresistenten, uropathogenen Enterobakterien
gegenuber den Antibiotika Mecillinam Nitroxolin und Temocillin — bei bisher
ungenugender Datenlage und Breakpoints insbesondere im Bereich von MDR-
Enterobakterien neben E. coli Isolaten

2. Vergleich der Agardiffusion als praktikableres Testverfahren gegenuber den durch
das EUCAST empfohlenen Methoden, im Kontext multiresistenter uropathogener
Enterobakterien
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4. Publikation

In vitro activity of mecillinam, temocillin and nitroxoline against MDR

Enterobacterales
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Background: With increasing resistance to common antibiotics the treatment of urinary tract infections has
become challenging and alternative therapeutic options are needed. In the present study, we evaluate the ac-
tivity of three older and less frequently used antibiotics against MDR Enterobacterales.

Methods: Susceptibility of mecillinam, temocillin and nitroxoline was assessed in Enterobacterales isolated from
urinary specimens with elevated MICs of third-generation cephalosporins. Susceptibility was determined by the
recommended reference MIC methods and additionally by disc diffusion. All isolates were characterized for
common B-lactamases by phenotypic and molecular assays.

Results: In total 394 Enterobacterales were included. The most common resistance mechanisms were ESBLs
(n=273), AmpC (n=132), carbapenemases [n=12, including OXA-48-like (n=8), VIM (n=2), KPC (n=1) and
NDM (n=1)] or others (n=2). Resistance was observed in 59% of isolates to ceftazidime, in 41% to piperacil-
lin/tazobactam and in 54% to ciprofloxacin. In comparison, resistance was less frequent against mecillinam
(15%), temocillin (13%) or nitroxoline (2%). Mecillinam showed higher activity in Enterobacter spp., Escherichia coli
and in OXA-48-like-producing isolates compared with temocillin, which was more active in Proteus mirabilis and
in ESBL-producing isolates. Activity of nitroxoline was high against all isolates, including carbapenemase-producing
isolates. Correlation between disc diffusion and MIC methods was good for mecillinam and moderate for temocillin
and nitroxoline.

Conclusions: Mecillinam, temocillin and nitroxoline show good to excellent in vitro activity in MDR Enterobacterales.
The activity of mecillinam and temocillin was higher in certain species and restricted depending on B-lactamase

production while nitroxoline showed universally high activity irrespective of species or B-lactamase present.

Introduction

With increasing antibiotic resistance the therapy of urinary tract
infections (UTI) has become more and more difficult and the
need for alternative therapies has led to regained interest in older
drugs such as mecillinam, temocillin and nitroxoline.’”
Gram-negative bacteria resistant to carbapenems or third-
generation cephalosporins are particularly concerning.* Facing
the paucity in the development of new antibiotics, the revival of
older antibiotics has become an important strategy to fight the
antimicrobial resistance (AMR) crisis.”

Mecillinam, temocillin and nitroxoline were developed in the
1950s-80s.5"8 The current use of these drugs is mostly limited

to infections of the urinary tract. Pivmecillinam, the oral prodrug
of mecillinam, has been used in Scandinavian countries for the
treatment of uncomplicated UTI (uUTI) for decades. Both pivme-
cillinam and nitroxoline are recommended as oral agents in the
guideline on uUTI in Germany.® In contrast parenteral temocillin
is also used for invasive infections, yet experience is limited to
some European countries, especially UK, France and Belgium.*°
All three agents may remain active against MDR pathogens and
side effects are rare.>11-16

Mecillinam and temocillin are both B-lactam antibiotics.?>
Nitroxoline is a quinoline derivate and the mode of action is based
on ion chelation with subsequent effects on microbial enzymatic
pathways (including transcription factors) and effects on the

© The Author(s) 2022. Published by Oxford University Press on behalf of British Society for Antimicrobial Chemotherapy.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/), which permits unrestricted reuse, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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charge of cellular compartments.? Mecillinam, temocillin and ni-
troxoline differ in the route of administration: For mecillinam oral
and IV administration is possible; in contrast temocillin can only
be applied IV while nitroxoline is available only in oral form.

With the increasing number of infections by MDR strains there
is regained interest in these older antibiotics.’” Hence, over the
past 12 years, EUCAST has issued breakpoints for all three drugs,
which are currently limited to certain species. Additionally, break-
points for mecillinam and nitroxoline apply only to uUTI while for
temocillin breakpoints are also valid for complicated UTI (cUTI).*8
To date, only limited data on susceptibility testing of these drugs
and correlation of testing methods are available, as reference
methodologies are laborious (i.e. agar dilution for mecillinam)
and not available in most clinical microbiology laboratories.

Currently only few studies on the susceptibility of mecillinam,
temocillin and nitroxoline have been performed and to the best of
our knowledge none has compared the activity of all three sub-
stances in MDR Enterobacterales isolates.

The aim of the present study was therefore to determine the
activity of all three drugs in a collection of different MDR uro-
pathogenic Enterobacterales. Secondly, we assessed disc diffu-
sion testing as an alternative method for susceptibility testing
of the three drugs and compared it with current reference
methods.

Materials and methods

Enterobacterales with elevated MICs of cefotaxime and/or ceftazidime
and/or ertapenem, imipenem or meropenem that had been isolated
from urine specimens at the Institute for medical Microbiology of the
University Hospital Cologne between March 2019 and January 2020
were included in the study. Susceptibility testing of standard antibiotics
was done on a Vitek 2 system using the AST N195 card (bioMérieux,
Nartingen, Germany) and results were interpreted according to EUCAST
breakpoints. Isolates were further characterized for ESBL production by
the CLSI combination disc test (MAST-group, Bootle, UK) and for AmpC
using the cefoxitin/cloxacillin and cefotaxime/cloxacillin disc test
(Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italy), as described previously.'>%° In
case of elevated carbapenem MICs isolates were characterized by a rapid
PCR assay (GeneXpert, Carba-R kit, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA), followed
by PCR and Sanger sequencing or WGS as described previously.?*~2* MICs
of mecillinam were assessed by agar dilution using mecillinam powder
(Molekula, Munich, Germany). MICs of temocillin and nitroxoline were de-
termined by broth microdilution using temocillin powder (Eumedica,
Basel, Switzerland) and nitroxoline powder (Rosen Pharma, St. Ingbert,
Germany) in 96-well plates. For the three drugs breakpoints defined by
EUCAST for selected species were used for all Enterobacterales species
to allow comparison of susceptibility rates.

Additionally, susceptibility testing by disc diffusion was performed
using 10 pg mecillinam discs (Oxoid, Wesel, Germany), 30 ug nitroxoline
discs (Oxoid) and 30 pg temocillin discs (MAST). All susceptibility tests
were performed from the same bacterial suspension. Escherichia coli
ATCC 25922 served as quality control. Spearman’s correlation coefficient
for ranked data served to assess correlation of MICs and inhibition zones.

Ethics

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.
All bacterial strains were isolated as part of routine microbiological diag-
nostics. The requirement for written informed consent was waived due to
the observational, retrospective nature of this study.

Results

In total 394 Enterobacterales (Table 1 and Table S1, available
as Supplementary data at JAC-AMR Online) were included in the
study. E. coli was the most common species (n=198), followed
by Klebsiella pneumoniae (n=66), Enterobacter spp. (n=>52) and
other species (n=78) (Figure S1). The most frequent isolation
source was voided midstream urine (245 isolates), catheter urine
(n=98) and other sources (n=51). Most patients were female
(214/394, 54%), the median age was 66 years. The majority of iso-
lates was cultured from samples of inpatients (258/394, 65%) and
from the urological department (137/394, 35%). For 20 of 394 iso-
lates (5%) a coincident bloodstream infection with the same spe-
cies and resistance phenotype was detected.

Of all isolates, 273 (69%) tested positive for ESBL production
and 132 (34%) showed the phenotype of a derepressed AmpC
B-lactamase. One Klebsiella oxytoca isolate (0.3%) hyperpro-
duced the chromosomal K1 B-lactamase. Carbapenemases
were detected in 12 isolates (3%), including OXA-48-like (n=8),
VIM (n=2), KPC (n=1) and NDM (n=1) (Table 2 and Table S1).

Overall, meropenem [MICsg/90 <0.25/<0.25 mg/L, 2% resistant
(R)] and nitroxoline (MICsg/90 4/16 Mg/L, 2% R) were the most active
antibiotics in vitro, followed by mecillinam (MICsg/90 2/128 mg/L,
15% R), temocillin (MICsp00 4/32 mg/L, 13% R) and cefepime
(MICsp90 2/64 mg/L, 24% R) (Figure 1 and Table S1). MICsg/g for
other antibiotic agents was >64/>64 mg/L for cefotaxime (92%
R), 16/>64 mgl/L for ceftazidime (59% R), 8/>128 mg/L for pipera-
cillin/tazobactam (41% R) and <0.5/1 mg/L for ertapenem (11% R).

In ESBL-positive isolates MICsp90 Was 4/32 mg/L (12% R) for
mecillinam, 4/16 mg/L (7% R) for temocillin and 4/8 mg/L (1%
R) for nitroxoline compared with 2/>128 mg/L (19% R) for mecil-
linam, 8/64 mg/L (27% R) for temocillin and 4/16 mg/L (2% R) for
nitroxoline in AmpC isolates (Table 2). In carbapenemase-
producing Enterobacterales (CPE) MICs of mecillinam and temo-
cillin were higher (MICsg/90 64/>128 mg/L for mecillinam, 67% R;
MICso/90 128/>128 mg/L for temocillin, 75% R), while MICs of ni-
troxoline were similar to ESBL/AmpC-producing isolates (MICsg,90
4/8 mg/L, 0% R) (Table 2).

Mecillinam

Mecillinam showed excellent in vitro activity in E. coli, Klebsiella
aerogenes and Enterobacter spp., despite ESBL and/or AmpC
overexpression (Table S1). In CPE, susceptibility was limited to iso-
lates with OXA-48-like carbapenemases and low carbapenem
MICs (4/8, 50%) (Table S2).

Of note, among Klebsiella spp., 10/12 K. aerogenes isolates
(83%) were susceptible to mecillinam compared with 50/66 K.
pneumoniae isolates (76%) and 0/9 K. oxytoca isolates (0%).

Particularly poor activity was demonstrated for MDR Proteus
mirabilis (MICsg,90 >128/>128 mg/L, 5/8 isolates R).

All three isolates of Hafnia alvei showed low mecillinam MICs
(0.5-4 mg/L) despite derepressed AmpC, but so far no EUCAST
breakpoint has been defined for this species.

Temocillin

Stratified by species, temocillin was most active in P. mirabilis,
E. coli, K. oxytoca and K. pneumoniae (Table 1). In ESBL-producing
isolates temocillin was more active (20/273, 7% R) compared with
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Table 1. MICs of isolates of mecillinam, temocillin and nitroxoline, stratified by species

Mecillinam (S <8/R>8 mg/L®)

Temocillin (S<0.001/R>16 mg/L?)

Nitroxoline (S <16/R>16 mg/L®)

MICso MIC range Resistant MICso MIC range Resistant MICsq MIC range Resistant
Species (n) (mg/L) (mg/L) isolates, n (%)  (mg/L) (mg/L) isolates, n (%)  (mg/L) (ma/L) isolates, n (%)
E. coli (198) 2 0.25to 64 6 (3) 4 0.5t0>128 8 (4) 2 0.25to 32 2(1)
Klebsiella spp. (87) 8 0.5t0>128 27 (31) 4 0.5t0>128 13 (15) 4 1to 64 2(2)
K. pneumoniae 4 05to>128 16 (24) 4 0.5t0>128 8(12) 4 1to 64 2 (3)
(66)

K. aerogenes (12) 2 1to>128 2(17) 8 210128 4(33) 4 1to8 0
K. oxytoca (9) 64 32to>128 9 (100) 4 1to 32 1(11) 4 1to8 0
Enterobacter spp. 1 0.125to 2 (4) 8 0.5t0 128 16 (31) 8 0.5 to 64 2 (4)

(52) >128
C. freundii (33) 2 0.125to 9 (27) 8 0.25 to 11 (33) 4 0.5to0 16 0
>128 >128
Citrobacter koseri (1) 8 0 2 0 4 0
M. morganii (11) >128 128 to 11 (100) 16 4o 64 4 (36) 4 0.5t0 16 0
>128
P. mirabilis (8) >128 2to>128 5 (63) 2 lto4 0 4 1to8 0
H. alvei (3) 2 0.5to4 0 8 4108 0 2 2 0
Raoultella 2 0 8 0 8 0
ornithinolytica (1)
Allisolates (394) 2 0.125 to 60 (15) 4 0.25 to 52 (13) 4 0.25 to 64 6(2)
>128 >128

S, susceptible; R, resistant.
“Breakpoint according to EUCAST for selected species.

Table 2. MICs of isolates, stratified by B-lactamases

Mecillinam (S <8/R>8 mg/L®)

Temocillin (S<0.001/R>16 mg/L")

Nitroxoline (S<16/R>16 mg/L®)

MICso/90  MIC range Resistant MICso/90  MIC range Resistant MICsp/90  MIC range Resistant
B-Lactamase (n) (mg/L) (mg/L) isolates, n (%) (mg/L) (mg/L) isolates, n (%) (mg/L) (mg/L) isolates, n (%)
ESBL (273) 4/32 0.25 to 34 (12) 4/16 0.5 to 20 (7) 4/8 0.25 to 64 4(1)
>128 >128
AmpC (132) 2/>128 0.125to 25(19) 8/64 0.25 to 36 (27) 4/16 0.5 to 64 2(2)
>128 >128
ESBL+AmpC (16) 8/>128 1to>128 4 (25) 4/64 1to 64 5(31) 8/16 2to 16 0
HyperK1 (1) >128 1(100) 8 0 4 0
Carbapenemases 64/>128 1to>128 8 (67) 128/>128 2to>128 9 (75) 4/8 0.5to 8 0
(12)
KPC (1) >128 1(100) 4 0 0.5 0
OXA-48-like (8) 8/64 1to0 128 4 (50) 128/>128 64to >128 8 (100) 2/8 1to8 0
MBL (3) (VIM, >128/ >128 3(100) 4/>128 2to>128 1(33) 4/8 4to8 0
NDM) >128
S, susceptible; R, resistant.
“Breakpoint according to EUCAST for selected species.
mecillinam (34/273, 12% R), but less active compared with nitroxo- ~ Nitroxoline

line (4/273, 1% R).

As expected, no relevant activity was found in OXA-48-like
producers while a KPC-expressing Citrobacter freundii and 2/3
MBL-producing isolates (VIM-1 and NDM-1, both P. mirabilis)
were susceptible to temocillin (Table S2).

Overall, nitroxoline demonstrated the highest in vitro activity in our
challenge collection. In E. coli 99% (196/198) of isolates were ni-
troxoline susceptible. High nitroxoline MICs >16 mg/L were rare
(n=6) and were recorded in four ESBL-producing isolates [E. coli
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Figure 1. Resistance to common antibiotics in the challenge collection. MCM, mecillinam; TEM, temocillin; NTX, nitroxoline; FEP, cefepime; CTX, cefo-

taxime; CAZ, ceftazidime; TZP, piperacillin/tazobactam; MEM, meropenem.

(n=2), K. pneumoniae (n=2)] and two isolates with overexpressed
AmpC [E. cloacae (n=2)]. The activity of nitroxoline was high irre-
spective of species and B-lactamase: MICsg,90 Was 4/8 mg/L for iso-
lates producing ESBLs, 4/16 mg/L for AmpC, 4/8 mg/L for CPE and
4/16 mgl/L for isolates producing other B-lactamases.

Comparison of methods for susceptibility testing

The correlation of dilution methods and disc diffusion results over
all species was excellent for mecillinam and moderate for temocil-
lin and nitroxoline [Spearman’s correlation coefficient r=-0.837
for mecillinam, r=—-0.474 for temocillin and r=-0.352 for ni-
troxoline (P<0.01)] (Figure 2a-c and Figure S2a-c). For temocillin
all errors concerned Morganella morganii, for which no EUCAST
breakpoints have been defined.

Discussion

This study compares the activities of three drugs in a collection of
394 MDR Enterobacterales isolates with different resistance
mechanisms.

Compared with most other antibiotics, e.g. ceftazidime (59%
R), piperacillin/tazobactam (41% R) or ciprofloxacin (54% R), the
activity of mecillinam (15% R), temocillin (13% R) and nitroxoline
(2% R) in this collection of MDR isolates was high.

Mecillinam was highly active against E. coli, K. aerogenes and
Enterobacter spp. with ESBL production and/or AmpC overexpres-
sion, similar to results of previous studies.'* Susceptibility among
CPE was limited to isolates with OXA-48-like carbapenemases
with low carbapenem MICs, as previously shown.> Some authors
have suggested the use of mecillinam in cUTI or even blood-
stream infections.?*?®> However, only limited data on (piv)mecil-
linam serum and urinary levels are available.?®?” Higher
maximum serum (peak 12 mg/L after 200 mg IV) and urinary
concentrations have been shown after parenteral administra-
tion.”® Given the low mecillinam MICs recorded in the present
study (198/394 isolates MIC <2 mg/L) the use of parenteral me-
cillinam could be a carbapenem-sparing alternative for infections
with MDR Enterobacterales and should be further studied.

The activity of temocillin was high in P. mirabilis, E. coli, K. oxy-
toca and K. pneumoniae and in ESBL-producing isolates. In CPE,
susceptibility was retained in isolates producing KPC, VIM-1 and
NDM-1, but not in OXA-48-like producers as previously shown.?®

However, these results have to be interpreted with caution as
the number of CPE isolates in this study was low.

With the ongoing discussion on breakpoints and dosing it should
be emphasized that the EUCAST temocillin breakpoints apply to
high exposure (2 g g8h) for wild-type populations (MIC 1-16 mg/L).

Measured serum/urine concentrations for the above men-
tioned dosage scheme (peak 236 mg/L in serum and 68% in urine
within 24 h) exceed MICs assessed in our study.>*°

In the present study Enterobacterales species without break-
points (e.g. E. cloacae and C. freundii) were included and showed
similar MICs compared with E. coli or K. pneumoniae (MICsg90
8/32 mg/L; 8/128 mg/L). Clinical success of temocillin treatment
has been documented for infections caused by ESBL-producing
isolates as well as Enterobacterales with derepressed AmpC.1%3?
However, in line with other studies, in our cohort MICs were higher
in presence of AmpC overexpression (MICsg,q0 Of 8/64 mg/L versus
MICs0,90 Of 4/16 mg/L in absence of Amp().313?

Overall our data demonstrate that temocillin has high activity in
MDR Enterobacterales and may be used as an alternative drug to
spare common broad spectrum antibiotics such as piperacillin/tazo-
bactam or carbapenems.®? Temocillin could serve as a step-down
therapy after susceptibility testing. However, more prospective
data on the outcome of MDR infections treated with temocillin is
needed, especially for those originating from non-urinary foci.

The highest susceptibility of Enterobacterales was observed
for nitroxoline. Of particular interest, nitroxoline shows excellent
activity in presence of carbapenemases and was more active in
CPE than meropenem, as previously demonstrated.?

Data on serum and urine concentrations of nitroxoline are
highly diverging (conjugated form: serum peak 5-9.5 mg/L; un-
conjugated form: serum peak 0.5-400 mg/L; conjugated form:
urine peak 27-210 mg/L) and the role of the conjugated form is
still unclear.®*3#

However, serum and urine concentration levels of the uncon-
jugated form exceed the MICs for most isolates of our collection,
making nitroxoline a promising candidate for eradication of
otherwise drug-resistant Enterobacterales in uUTI.

On the other hand, therapeutic failure has been reported for
patients with UTI caused by E. coli.>® Thus, despite promising in
vitro data more in vivo data are needed, especially on the correl-
ation of microbiological success and clinical outcome of UTI trea-
ted with nitroxoline.

As MIC determination by agar dilution and broth microdilution is
laborious and only few commercial assays for MIC determination
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Figure 2. Comparison of MIC testing and disc diffusion for all isolates (n =394). Dashed lines indicate EUCAST 12.0 breakpoints. S, susceptible at stand-
ard exposure; I, susceptible increased exposure; R, resistant. (a) Comparison of mecillinam agar dilution and disc diffusion. (b) Comparison of temocillin

broth dilution and disc diffusion. (c) Comparison of nitroxoline broth dilution and disc diffusion.

are available, an alternative testing method is needed that can be  diffusion was assessed and results were compared with those

carried out in clinical microbiology laboratories. Therefore, disc from reference methods.

Disc diffusion testing correlated
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excellently with MIC determination for mecillinam (r=-0.837),
while for temocillin (r=—-0.474) and nitroxoline (r=—-0.352) the
correlation was lower. It has to be taken into account that the num-
ber of resistant isolates was low for all three drugs, which limits the
assessment of the correlation between MIC and inhibition zones.

No major or very major errors were recorded for mecillinam disc
testing, which have previously been described for CPE isolates. This
indicates that overestimation of mecillinam susceptibility in MDR
Enterobacterales might be limited to some CPE, but does not apply
to isolates with other resistance mechanisms.*®

Overall, in this cohort of MDR Enterobacterales, therapeutical
options are limited and mecillinam, temocillin and nitroxoline
are valuable assets for UTI treatment. Isolates resistant to nitroxo-
line were very rare, despite expression of ESBL, AmpC overexpres-
sion or even carbapenemases. Our data further demonstrate that
mecillinam and temocillin are often hydrolysed to a lesser extent
than other p-lactams.>® In MDR Enterobacterales mecillinam
may be particularly promising for ESBL-, AmpC- or
OXA-48-like-producing E. coli and Enterobacter spp., while temocil-
lin is particularly active in ESBL-expressing isolates.

Our study has some limitations. Most samples were from inpa-
tients and therefore might not be completely representative for
UUTL. The strength of our study is that it includes many MDR iso-
lates compared with previous studies, and additionally assessed
species other than E. coli including those without currently de-
fined breakpoints. Additionally, we provide data on the perform-
ance of disc diffusion compared with MIC determination. This will
likely be helpful for the determination of susceptibility in MDR iso-
lates in routine laboratories that cannot perform susceptibility
testing with laborious reference methods.

With the problem of continuously increasing AMR, all three
drugs should be further investigated with in vivo studies either
as definite therapy or as part of a combination therapy for MDR
Enterobacterales.
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5. Diskussion

5.1. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die in vitro Empfindlichkeit multiresistenter
Enterobakterien gegenuber den drei Substanzen Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin
im Kontext von Harnwegsinfektionen untersucht.

Das untersuchte Kollektiv umfasste nicht nur E. coli, sondern viele weitere Spezies, fur
die bisher zum Teil keine Breakpoints fur Mecillinam, Temocillin und Nitroxolin durch
das EUCAST etabliert wurden. Darunter fallen Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Hafnia alvei, Klebsiella spp., M. morganii, P. mirabilis und Raoultella spp.

Im Vergleich gegenluber gangigen Antibiotika wie Ceftazidim (59% R), Piperacillin/
Tazobactam (41% R) oder Ciprofloxacin (54% R), zeigten die untersuchten
multiresistenten Isolate eine sehr geringe bis geringe Resistenz gegenlber Mecillinam
(15% R), Temocillin (13% R) und Nitroxolin (2% R).

In 5% der Falle (n = 21) wurde zeitgleich eine Blutstrominfektion mit dem jeweiligen
gleichen Erreger aus den Urinkulturen nachgewiesen. Mecillinam und Temocillin
wurden in 2/21 von diesen Isolaten resistent getestet, Nitroxolin in 0/21 Isolaten. Es ist
zu beachten, dass in Deutschland nur Temocillin fur eine intraven6se Administration

und somit zur Therapie von potenziellen Blutstrominfektionen verfugbar ist.

Mecillinam

Wir konnten eine hohe Empfindlichkeit gegenuber Mecillinam fur Isolate von E. coli
(3% R), K. aerogenes (17% R) und Enterobacter spp. (4% R) nachweisen. Bei
Vorliegen von ESBL (insgesamt 12% R) und/oder AmpC-Uberexpression (insgesamt
19% R) bestehen hohere Resistenzraten. CPE Isolate zeigten gegenuber Mecillinam
nur bei den OXA-48-like Carbapenemasen (50% R) Empfindlichkeit. Letzteres
bestatigen die Ergebnisse einer vorangegangenen in vitro Arbeit aus der unserer
Arbeitsgruppe.*® Damals wurden in einem CPE-Kollektiv (n=105 Isolate)
Resistenzraten von 57 % R fur Mecillinam bei OXA-48-like Isolaten erzielt.

Die nachfolgende Tabelle 6 stellt unsere Ergebnisse gegenluber anderen Arbeiten zur
in vitro Wirksamkeit von Mecillinam. Die Ergebnisse werden im anschlieBenden Text
diskutiert.
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Tabelle 6 in vitro Studien zu Mecillinam

Plambeck et

al Kresken etal. Emeraud et al. Stoltidis-Claus et al. Farfour et al.
(NRW '2019 (NRW, 2019- (Frankreich, 2019- (NRW, 2016-2021)""*  (Frankreich, 2017-
’ - 41 42 43
2020) 2020) 2020) 2018)
Anzahl Isolate 394 460 8310 162.268 134.162
Anteil
. 50% 100% 23% 67,5% 72%
E. coli
Anteil
. 16% 0% 30% 9,7% 9,7%
K.pneumoniae
Resistenzraten 15% 5,2% 28,8% 29,9% 10,5 %
E. coli 3% E. coli 5,2% E. coli 16% E. coli 17,9% E. coli 8,6%

* Daten zu Mecillinam nur 2019-2021

Kresken et al. untersuchten Mecillinam unter pharmokokinetischen Gesichtspunkten
und konnten in einem Kollektiv von 460 E. coli Isolaten aus Deutschland gute
Resistenzraten nachweisen (5,2% R). Wir stimmen mit Kresken et al. in der These
uberein, dass weiterfiUhrende klinische Untersuchungen hinsichtlich Pharmakokinektik
und -dynamik sowie zu Dosierungen von Mecillinam fur den Status eines
Erstlinientherapeutikums unabdingbar sind.*’

Unsere Ergebnisse bezuglich Mecillinam werden aul3erdem durch Farfour et al.
bestatigt, deren Untersuchung von uber 100.000 Isolaten (automatisierte Testung) in
26 verschiedenen Laboratorien in Frankreich gegenuber Mecillinam eine gute in vitro
Empfindlichkeit nach EUCAST Richtlinien (10% R) aufweist. Die Autoren halten
weiterfuhrende klinische Untersuchungen, die ein Augenmerk auf epidemiologische
Basisgrof3en wie Alter und Geschlecht oder antibiotische Vorbehandlung legen, fur
notig. 3

Die vergleichsweise hohen Resistenzraten fur Mecillinam bei E. coli Isolaten von
Stoltidis et al. decken sich nicht mit unseren und bisherigen Ergebnissen (17,9% R vs.
3% R). Dieser Sachverhalt ist moglicherweise auf die automatisierte Testung
zuruckzufuhren und weniger auf eine Resistenzentwicklung durch vermehrten Einsatz
von Mecillinam.** Auch die hohen Resistenzraten der RKI-Daten (siehe Tabelle 2) sind
hier nicht reproduzierbar. Maoglicherweise liegt dies an der Auswahl (alle
mikrobiologischen Einsendungen vs. alleinig Urinproben).’”? Emeraud et al.

beschreiben ebenfalls moderate Resistenzraten (16%), allerdings bestand das
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Testkollektiv ausschlieBlich aus carbapenem-resistenten Isolaten, womit hdhere
Resistenzraten zu erwarten waren.*?

In Hinsicht auf eine Erweiterung der BPs von Mecillinam sind weitere Untersuchungen
sinnvoll, die auch eine intravendse Applikation untersuchen. In Bezug auf die Therapie
von komplizierten HWI gibt es Daten hierzu lediglich aus Danemark.*®

Temocillin

Eine hohe Empfindlichkeit konnte gegenuber Temocillin in P. mirabilis (0% R), E. coli
(4% R), K. oxytoca (11% R) und K. pneumoniae (12% R) Isolaten und in ESBL-
produzierenden Enterobakterien allgemein (7% R) gezeigt werden. Gegeniber AmpC-
Bildnern fallen die Resistenzraten mit 27 % R hoher aus. Bei den CPE |solaten erwies
sich Temocillin als wirksam im KPC Isolat. Gegenuber OXA-48-like-Isolaten dagegen
zeigte Temocillin keine Wirksamkeit (100% R), wie bereits durch Lupia et al.
beschrieben. Hier wurde Temocillin als Carbapenem-Alternative mit guter Wirkung bei
insbesondere ESBL-, aber auch AmpC- und KPC-Produzenten gezeigt.?*

Tabelle 7 stellt in vitro Daten zu Temocillin im Vergleich zu unseren Ergebnissen dar.

Tabelle 7 in vitro Studien zu Temocillin

Plambeck et al. 2022 Kresken et al. 2021 Farfour et al.
(NRW, 2019-2020) (NRW, 2016/17)*¢ (Frankreich, 2017-2018)*3
Anzahl Isolate 394 109 134.162
Anteil 50% 67% 72%
E. coli
Anteil 16% 33% 9,7%
K. pneumoniae
Resistenzraten 13% 0% Gesamt 9,3%
E. coli 4% E. coli 0% E. coli 9,5%

Ahnliche Empfindlichkeit gegeniiber Temocillin, unabhéngig vom MDR-Status, wird
durch die grol3e Untersuchung von Farfour et al. aus Frankreich demonstriert, wobei
die Resistenzrate von E. coli hoher ausfallt (4% vs. 9,5 % R).43

Hochste Empfindlichkeitsraten in einem weiteren MDR-Kollektiv wurden durch

Kresken et al. beschrieben (0% R).4¢
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Die intravendse Anwendbarkeit von Temocillin und die niedrigen Resistenzraten
sollten Anlass fur weiterfUhrende klinische Studien sein, die insbesondere mehr
Blutstrominfektionen beinhalten.

Nitroxolin

Die hochste Empfindlichkeit der drei Testsubstanzen, unabhangig von Spezies und
Resistenz, wurde fur Nitroxolin nachgewiesen. Nitroxolin zeigte sogar ahnlich hohe
Empfindlichkeitsraten wie Meropenem und erwies sich als wirksam in allen CPE
Isolaten, wie bereits durch Fuchs et Hamprecht in einem anderen CPE-Kollektiv
beschrieben.?® In Tabelle 8 werden verschiedene in vitro Studien zu Nitroxolin

verglichen.

Tabelle 8 in vitro Studien zu Nitroxolin

Plambeck et al. 2022 Fuchs et al. Dobrindt et al. Stoltidis-Claus et al.
(NRW, 2019-2020) (NRW, 2019)®  (Limbach/Heidelberg, (NRW, 2016-2021)"
2018)*7
Anzahl Isolate 394 105 922 162.268
Anteil 50% 29% 75% 68%
E. coli
Anteil 16% 44% 16% 9,7%
K. pneumoniae
Resistenzraten 2% 4,8% 3% 3,9%
E. coli 1% E. coli 0% E. coli 0,4% E. coli1,2%

*Daten zur Resistenztestung von Nitroxolin

Fur Nitroxolin decken sich unsere Ergebnisse mit denen von Stoltidis-Claus et al. und
Dobrindt et al. hinsichtlich der niedrigen Resistenzraten.

Es sind unsere Empfindlichkeitsraten fur den Erreger M. morganii zu betonen (0% R).
Fur diesen Erreger gibt es bisher keine EUCAST BPs.

Aufgrund der sehr guten in vitro Empfindlichkeit der Testisolate gegenuber Nitroxolin
sind Verschreibungen auch bei urogenitalen Infektionen durch andere Erreger als E.
coli denkbar. Forstner et al. haben jedoch in einem sehr kleinen Kollektiv geriatrischer
Patient/innen gezeigt, dass trotz nachgewiesener in vitro Sensibilitat vereinzelt keine
Eradikation im Urin gelang.*® Daher sind weitere und gréRere in vivo Studien unbedingt

notwendig.
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5.2. Vergleich der Testverfahren

Es wurde die breit verfugbare Agardiffusion mit den aufwendigen Dilutionsverfahren
verglichen.

Da falsch hohe Sensibilitatsraten in der Mecillinam-Agardiffusion fur CPE-Isolate in
unserer Arbeitsgruppe vorbeschrieben wurden, fuhrten wir neben der Mikrodilution fur
Nitroxolin und Temocillin zusatzlich die Agardilution als Referenzverfahren fir
Mecillinam durch.*® Der dort beschriebene Effekt konnte jedoch in der vorliegenden
Studie nicht reproduziert werden. Vielmehr kamen wir zu dem Ergebnis einer guten
Ubereinstimmung der Testmodalitaten.

Im Vergleich der Verfahren Agardilution und Mikrodilution gegenuber der Agardiffusion
zeigte sich folgende Rangkorrelation nach Spearman: Fur Mecillinam (r = -0.837,
p < 0.01) exzellent, fur Temocillin (r = -0.474, p < 0.01) und Nitroxolin (r = -0.352,
p < 0.01) moderat.

Diskrepanzen in den Testergebnissen, d.h. widerspruchliche Zuordnung zu
Empfindlichkeiten (I statt R bzw. R statt I) in den zu vergleichenden Methoden, wurden
ausschlieRlich fur Temocillin in M. morganii Isolaten beobachtet (n = 8).

Fur die Ubrigen Isolate fur Temocillin sowie fur alle Isolate fur Mecillinam und Nitroxolin
stimmte die Zuordnung der Isolate anhand der Bezeichnung | und R bzw. S und R
uberein.

Somit wurde in dieser Arbeit die Ubereinstimmung der Testverfahren, sowohl in Bezug
der Rangkorrelation, vor allem aber hinsichtlich der kategorialen Zuordnung,
demonstriert. Dies ist eine wichtige Erkenntnis, da die beschrieben Dilutionsverfahren
aufwendig und kostspielig sind und Disk-Diffusionstests in der Laborroutine

vorzuziehen sind.
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5.3. Limitationen

Eine Limitation dieser Studie ist, dass das untersuchte Material aus Urinproben
unabhangig von Indikation und Behandlungsanlass sowie -ort (unkomplizierte als auch
komplizierte HWI ebenso wie asymptomatische Bakteriurie, stationar wie ambulant)
stammt. Wie in Tabelle 1 (siehe Kapitel 3.1.2) aufgefuhrt, gibt es eine gute
Ubereinstimmung in den Aspekten Erregerverteilung und Haufigkeiten bzgl.
Urinproben im Kontext ,unkomplizierte HWI* und Urinproben allgemein.

Daten ausschlieBlich zu ambulant erworbenen HWI werden jedoch voraussichtlich
auch in Zukunft nur in prospektiven Studien generiert werden — da bei unkomplizierter,
erstmaliger ambulanter Zystitis die Anlage einer Bakterienkultur nach Leitlinie nicht
zwingend notwendig ist, weshalb kaum Real-World-Daten existieren.’

Gerade zur Vorbereitung von klinischen Studien als auch zur kontinuierlichen Priafung
des ,echten Erregerspektrums und der Resistenzlage sind jedoch in vitro Studien
erforderlich. Dabei ist die Durchfuhrung von aufwandigen ,handischen® Testungen wie
in der vorliegenden Arbeit essentiell, um Ergebnisse aus automatisierten Testungen
(wie bei Stoltidis-Claus et al.) abzugleichen — insbesondere bei Auftreten von
Diskrepanzen wie in Kapitel 5.1 dargelegt."’
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5.4. Ausblick

Die vorliegende Arbeit gibt Daten zum Resistenzverhalten von multiresistenten
Enterobakterien aus Urinproben gegenuber Mecillinam, Nitroxolin und Temocillin und
vergleicht zusatzlich zwei Testverfahren.

FUr einige der Enterobakterien liegen fur die getesteten Antibiotika noch keine
EUCAST Breakpoints vor. Die Arbeit generiert somit Daten zur Definition neuer
Breakpoints.

Eine Erweiterung der Breakpoints bildet die Grundlage fur klinische Studien zur
Wirksamkeit der  Antibiotika, die = wiederum  erforderlich  sind, um
Verordnungsempfehlungen abgeben zu konnen. Eine Aktualisierung der S3-Leitlinie
fur unkomplizierte HWI steht zur Zeit aus.

Klinische Studien konnen im Verlauf zu einem haufigeren Einsatz von Mecillinam,
Nitroxolin oder Temocillin fuhren.

Dies ware ein wichtiger Schritt, Breitspektrumantibiotika einzusparen und der Selektion

multiresistenter Enterobakterien vorzubeugen.
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