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Abklrzungsverzeichnis

3GCREB Drittgenerations-Cephalosporin-resistente Enterobacterales

AmpC AmpC [-Laktamase

CPE Carbapenemase produzierende Enterobacterales

CTX-M Cefotaximase-Munich

ESBL Extended-Spektrum B-Laktamase

ESBL-E Extended-Spektrum B-Laktamase produzierende Enterobacterales

IMP Imipenemase

KPC Klebsiella pneumoniae Carbapenemase

MBL Metallo-B-Laktamase

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

NDM New Delhi Metallo-B-Laktamase

OXA Oxacillinase

PCR Polymerasekettenreaktion

SHV Sulfhydryl variable 3-Laktamase

spp. species pluralis

TEM Temoniera -Laktamase

VIM Verona integron-encoded Metallo-B-Laktamase
Anmerkung:

In der folgenden Arbeit wird aus Grinden der besseren Lesbarkeit ausschlieB3lich das
generische Maskulinum verwendet. Diese Schreibweise bezieht sich auf Personen aller

Geschlechter und soll keine Form der Diskriminierung darstellen.



1. Zusammenfassung

Multiresistente Erreger sind oftmals Ausléser von krankenhausassoziierten Infektionen, in
deren Folge eine erhthte Mortalitdt sowie eine prolongierte und kostenaufwandige Therapie
resultieren. In vielen medizinischen Einrichtungen erfolgt im Rahmen der Infektionskontrolle
ein Screening der Darmflora, um das Vorkommen von Drittgenerations-Cephalosporin-
resistenten Enterobakterien (3GCREB) vor allem bei Risikopatienten auszuschlieRen. Zur
Diagnostik wird Darmflora aus Stuhlproben oder Rektalabstrichen auf einem selektiven
Nahrmedium kultiviert. Aktuelle Daten zeigen, dass Stuhlproben und Rektalabstriche in der
Diagnostik vergleichbare Leistungsfahigkeit aufweisen konnen und dass eine Voranreicherung
von Stuhlproben und Rektalabstrichen in einem flissigen Selektivnahrmedium den Nachweis
von 3GCREB verbessern kann. Ziel der Arbeit ist es, die optimale Screeningmethode flr die

Detektion von multiresistenten Enterobakterien systematisch zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden 478 Stuhlproben von 356 Patienten, die zwischen Februar und April
2016 in die Universitatsklinik Kéln eingesendet wurden, in der Studie analysiert. Anhand der
Stuhlproben und der daraus simulierten Rektalabstriche wurde die Leistung von vier Methoden
zum Nachweis von 3GCREB bewertet: Stuhlproben ohne (A) und mit (B) Voranreicherung und

Rektalabstriche ohne (C) und mit (D) Voranreicherung wurden verglichen.

In der vorliegenden Studie wurden 68 3GCREB-Trager (68/356, 19,1 %) und davon 34 Trager
von Extended-Spektrum-B-Laktamase produzierenden Enterobacterales (ESBL-E) (34/356,
9,6 %) sowie 4 Trager von Carbapenemase produzierenden Enterobacterales (CPE) (4/356,
1,1 %) detektiert. Mit Methode A wurden 44/68 (64,7 %) 3GCREB-Trager nachgewiesen, mit
Methode B 56/68 (82,4 %), mit Methode C 42/68 (61,8 %) und mit Methode D 54/68 (79,4 %).
Insgesamt wurde mit den Voranreicherungsmethoden (B und D) die Detektion von 3GCREB-
Tragern um 29,4 % erhéht (20/68 wurden nur mit der Voranreicherung gefunden, p<0,0001)
im Vergleich zum direkten Aufbringen der Darmflora auf dem Selektivagar (A und C). Zudem

zeigt sich ein nicht signifikanter Vorteil der Stuhlproben gegeniiber den Rektalabstrichen.

Die Studie zeigt die Verbesserung des 3GCREB-Nachweises durch Voranreicherung im
Allgemeinen und einen geringfigigen Vorteil von Stuhlproben im Vergleich zu rektalen
Abstrichen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fur das Screening auf 3GCREB

Stuhlproben bevorzugt und generell nicht auf eine Voranreicherung verzichtet werden sollte.



2. Einleitung

2.1. Multiresistente Enterobakterien

Antibiotikaresistente Keime zahlen heutzutage zu den gréi3ten Herausforderungen fir das
globale Gesundheitssystem.»?2 Darunter haben gramnegative Erreger immer mehr an
Bedeutung gewonnen.>* Vorwiegend handelt es sich dabei um Enterobakterien, die
physiologisch in der Darmflora vorkommen, dartiber hinaus aber auch Infektionserkrankungen
auslosen konnen.® Ermoglicht die Resistenzlage der intestinalen Keime eine
Widerstandsfahigkeit gegen Cephalosporine der dritten Generation, spricht man von
Drittgenerations-Cephalosporin-resistenten  Enterobacterales (3GCREB). Zu diesen
antibiotikaresistenten Enterobakterien gehdren in erster Linie Keime wie Escherichia coli und
Klebsiella pneumoniae.?® Zusatzlich erweitern Nonfermenter wie Pseudomonas aeruginosa

und Acinetobacter baumannii die Gruppe der multiresistenten gramnegativen Erreger.*5’

2.2. B-Laktam-Antibiotika

Im Falle einer bakteriellen Infektion mit gramnegativen Erregern werden diese mit antibiotisch
wirksamen Substanzen therapiert. Im klinischen Alltag kommen vor allem B-Laktam-Antibiotika
zum Einsatz. Diese Medikamente inhibieren die D-Alanin-Transpeptidase und damit die
Synthese der Peptidoglykane fur den Aufbau der bakteriellen Zellwand. Dadurch wirken sie

bakterizid auf sich teilende und wachsende Bakterien.28

Zu den B-Laktam-Antibiotika gehoéren Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme und
Monobactame, die alle aus dem namensgebenden B-Laktam-Ring als chemische
Grundstruktur aufgebaut sind.?® Jede dieser vier Stoffklassen setzt sich aus mehreren
Praparaten mit unterschiedlichem Wirkspektrum im grampositiven und gramnegativen Bereich
zusammen. Entsprechend der pharmakologischen Effekte weisen die einzelnen Antibiotika

unterschiedliche Indikationen auf.?

Die zu den Penicillinen zahlenden Amino- und Ureidopenicilline kdnnen klassischerweise mit
einem B-Laktamase-Inhibitor kombiniert werden, um das Wirkspektrum zu erweitern.®

Cephalosporine werden in aktuell funf Generationen Kklassifiziert. Die Drittgenerations-
Cephalosporine sind haufig verwendete Breitspektrumantibiotika mit einer Uberwiegenden
Wirksamkeit im gramnegativen Bereich. Cephalosporine der vierten Generation verfligen
zusatzlich Uber antibiotische Effekte gegen Pseudomonaden. Teilweise werden sie auch in
fixer Kombination mit einem (-Laktamase-Inhibitor verabreicht. Die flinfte Generation fasst
Antibiotika zusammen, die auch gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

eingesetzt werden kénnen.®



Carbapeneme gelten als sehr potente antibakterielle Arzneimittel mit breitem Wirkspektrum

und werden zumeist nach strenger Indikationsstellung als Reserveantibiotika eingesetzt.*

Multiresistente Enterobakterien besitzen vermehrt eine wirkungsvolle Resistenz gegenuber
den oben genannten PB-Laktam-Antibiotika.* Die haufig empirisch verwendeten
Cephalosporine der dritten Generation sind dann im Fall einer Infektion mit Drittgenerations-

Cephalosporin-resistenten Enterobacterales nicht ausreichend wirksam.?

2.3. Resistenzmechanismen
Die Resistenz der 3GCREB ist zumeist in der Produktion von B-Laktamasen begriindet.}?
Diese bakteriell hergestellten Enzyme sind in der Lage, 3-Laktam-Antibiotika zu spalten, somit

zu inaktivieren und verleihen dadurch den Bakterien ihre Widerstandsfahigkeit.?®

Die genetischen Informationen fur die B-Laktamasen konnen auf Chromosomen oder auf
Plasmiden der Bakterien codiert sein. Sie entstehen entweder durch eine spontane Mutation
oder durch Ubertragung von anderen Erregern.? Chromosomale B-Laktamasen werden im
Rahmen der Zellteilung an die entstehenden Tochterzellen vertikal Gibertragen. Dariiber hinaus
sind plasmidisch codierte B-Laktamasen zu einem horizontalen Gentransfer befahigt und
damit in der Lage, an andere Bakterien derselben oder sogar einer anderen Spezies
weitergegeben zu werden. Plasmide mit einem B-Laktamase-Gen enthalten haufig Erbgut fir

weitere Resistenzmechanismen und tragen somit zur Multiresistenz von Erregern bei.®

Die haufigsten und demnach auch klinisch bedeutsamsten Resistenzmechanismen
multiresistenter Enterobakterien sind die Extended-Spektrum B-Laktamasen, die AmpC [3-

Laktamasen und die Carbapenemasen.®*5

2.3.1. Extended-Spektrum B-Laktamase

Extended-Spektrum B-Laktamase (ESBL) sind entsprechend ihres Namens in der Lage, ein
erweitertes Spektrum an (B-Laktam-Antibiotika zu hydrolysieren und damit zu inaktivieren.
Enterobakterien, die Uber eine ESBL verflgen, sind resistent gegentber den meisten
Cephalosporinen, nicht jedoch gegeniber den Carbapenemen. Zudem sind sie dadurch
charakterisiert, dass diese B-Laktamasen durch einen Zusatz von B-Laktamase-Inhibitoren,

vor allem Clavulansaure, gehemmt werden.®

Genotypisch werden diverse Varianten unterschieden. In den 1980er Jahren wurden mit SHV

und TEM die ersten ESBL-Typen entdeckt. Sie gingen aufgrund des verbreiteten Einsatzes
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von Cephalosporinen der dritten Generation aus den gleichnamigen Breitspektrum-B-
Laktamasen SHV-1 und TEM-1 hervor. Von diesen ESBL-Varianten bestehen eine grol3e
Vielzahl von Subtypen, die regional sehr unterschiedlich vorkommen. Auch wenn ihre klinische
Relevanz geringer wird, da sie zunehmend von anderen Varianten wie CTX-M verdrangt
werden, so gibt es dennoch Ausbriiche mit Subtypen, die eine zusatzliche Resistenz
gegenuber B-Laktamase-Inhibitoren aufweisen. Die Cefotaximase-Munich (CTX-M) ist seit der
Jahrtausendwende die am weitesten verbreitete Variante der ESBL. Unter den reichlichen

Subtypen ist CTX-M-15 in Deutschland und auch weltweit dominierend.®*°

2.3.2. AmpC B-Laktamase

AmpC B-Laktamase (AmpC) sind Cephalosporinasen und weisen eine Resistenz gegentber
vielen Penicillinen, und Cephalosporinen bis zur dritten Generation auf. Zudem zeigen (-
Laktamase-Inhibitoren keine Wirksamkeit gegen AmpC, sodass eine klare phanotypische
Abgrenzung zu den ESBL vorgenommen werden kann. Die Hydrolyse der Viertgenerations-
Cephalosporine und Carbapeneme durch die AmpC erfolgt meist nur auf sehr geringem

Niveau, sodass diese Antibiotika weiterhin tber eine ausreichende Wirksamkeit verfiigen.1®

Es wird auch hier chromosomal von plasmidisch codierten AmpC-B-Laktamasen
unterschieden. Das im Erbgut von Enterobakterien vorkommende Gen chromosomaler AmpC-
B-Laktamasen wird vorwiegend von Spezies wie Enterobacter spp. und Citrobacter freundii
exprimiert. Dabei kann die Genexpression kontinuierlich verlaufen oder erst durch p-Laktam-
Antibiotika induziert werden. Eine Plasmid-codierte AmpC hingegen kommt vor allem bei
Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae vor. Zumeist sind auf dem Plasmid weitere
Resistenzgene lokalisiert, sodass die erworbene [(-Laktamase mit einer zusatzlichen

Resistenz gegen Chinolone und Aminoglykoside einhergehen kann.°

2.3.3. Carbapenemase

Carbapenemasen sind befahigt, Carbapeneme, die als hochpotente Reserveantibiotika
Verwendung finden, zu hydrolysieren. Der massive Gebrauch der Carbapeneme, vor allem
gegen Infektionen durch ESBL-tragende Bakterien, beschleunigt die Ausbreitung der

Carbapenemasen.t1!

Man unterscheidet verschiedene genetische Subtypen. Die wichtigsten Varianten sind die
Klebsiella pneumoniae Carbapenemasen (KPC), die Oxacillinasen (OXA), die Imipenemasen
(IMP) und die Metallo-B-Laktamasen (MBL), darunter die New Delhi MBL (NDM) und die

Verona integron-encoded MBL (VIM). Unterschiedliche Bakterienordnungen verfiigen tber
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andere Genotypen. Carbapenemasen in Enterobakterien sind typischerweise vorwiegend
KPC, OXA (vor allem OXA-48) und NDM.*#12

Zur Therapie von Carbapenem-resistenten Bakterien eignet sich nur eine sehr limitierte
Auswahl an Antibiotika. Somit stellt die Behandlung einer Infektion eine grof3e medizinische
Herausforderung dar und ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Neben
konventionellen Medikamenten wie Colistin und Tigecyclin, kommen auch neuere
Medikamente wie das 2015 zugelassene Ceftazidim/Avibactam zur Anwendung.* Allerdings
wurden auch hiergegen bereits Resistenzen beschrieben, die sich bei einer Ubermé&Rigen

Anwendung ausbreiten konnten.

Neben den B-Laktamasen machen sich  gramnegative  Bakterien  weitere
Resistenzmechanismen zunutze, um eine Widerstandsfahigkeit gegen B-Laktam-Antibiotika
zu erreichen. Dazu z&hlen der Porinverlust, mit dem eine verringerte Aufnahme von Antibiotika
in den periplasmatischen Raum verursacht wird, die Effluxpumpen, um Antibiotika aus dem
Wirkbereich aktiv zu beseitigen und eine verédnderte Zielstruktur, also ein modifiziertes

Penicillin-bindendes Protein mit einer geringeren Affinitat zu B-Laktam-Antibiotika.?!2

Eine Kombination der 3-Laktamasen mit den zuletzt erwahnten Resistenzmechanismen kann
eine verstarkte Multiresistenz hervorrufen! und limitiert zusatzlich die antibiotische Therapie.®
Verbreitet ist die Kombination von Resistenzmechanismen bei Pseudomonas aeruginosa,
einem ubiquitar vorkommenden und opportunistisch pathogenen Erreger.'*'® Das
gramnegative Bakterium kann Uber intrinsische Resistenzmechanismen, wie Effluxpumpen,
chromosomale AmpC-B-Laktamasen und eine verminderte Expression von Porinen
verfligen.’® Darlber hinaus konnen erworbene, plasmidisch codierte Carbapenemasen
(vornehmlich NDM, VIM und IMP) das Resistenzspektrum erweitern, sodass vormals
pseudomonadenwirksame Antibiotika signifikant in ihrer Effektivitat eingeschrankt werden.*%°
Damit zahlen die Pseudomonaden zu einem der weitverbreitetsten Erreger einer

nosokomialen Infektion, vor allem der beatmungsassoziierten Pneumonien 415

2.4. Zunahme multiresistenter Enterobakterien

Die Ubermafige Verwendung von Antibiotika fuhrt zur Selektion resistenter Keime. Durch die
antibiotische Therapie werden sensible Bakterien abgetétet oder in ihrem Wachstum
gehemmt. Resistente Erreger hingegen, die eine Widerstandsfahigkeit gegentber dem
verwendeten Medikament aufweisen, bleiben davon weitestgehend unberthrt und kénnen

ungehindert proliferieren. Zudem erweitert sich der Lebensraum, da dieser nicht mehr mit den
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konkurrierenden sensiblen Bakterien geteilt werden muss. Die sich auftuende Nische kann

von den resistenten Erregern besiedelt werden und beglinstigt deren Vermehrung.!112

Darliber hinaus spielt die Mobilisation der [-Laktamase-Gene auf Plasmide eine
herausragende Rolle bei der Verbreitung der Resistenzmechanismen. Der horizontale
Gentransfer plasmidisch codierten B-Laktamasen ermdglicht die Ubertragung des
Resistenzmechanismus auf andere Bakterien und verstarkt somit die Dissemination

multiresistenter Keime immens.1612

Seit der erstmaligen Beschreibung der ESBL im Jahr 1983 fihrte die daraufhin Gbermafige
Verwendung von Cephalosporinen der dritten Generation, wie Cefotaxim und Ceftazidim, zu
einem schnellen Anstieg der Fallzahlen.®'® Zwischen 2005 und 2009 wurde beispielsweise ein
3,5-facher Anstieg von ESBL-bildenden Keimen bei Patienten auf deutschen Intensivstationen
verzeichnet.!” Resultierend daraus konnte 2015 bei 9,5 % der Patienten, die in deutsche
Krankenhauser aufgenommen wurden, eine Kolonisation mit ESBL-E nachgewiesen

werden.%18

Ein &hnliches Bild zeigt sich auch bei den Carbapenemase produzierenden Enterobacterales.
Diese breiten sich seit Ende des zwanzigsten Jahrhunderts in Folge einer exzessiven
Verwendung der Carbapeneme weltweit aus.'?'® Anschaulich zeigt sich dies bei dem
Vergleich der Abbildung 1 mit der Abbildung 2. Dort werden nach Daten des European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network die Anteile Carbapenem-resistenter Klebsiella
pneumoniae Isolate in europdischen Landern aus dem Jahr 2012 sowie 2022 aufgefiuhrt.
Deutlich zu erkennen ist ein Anstieg der Carbapenem-resistenten Klebsiella pneumoniae
Isolate in den verstrichenen 10 Jahren, vor allem auf der Iberischen Halbinsel und in den
Landern des 6stlichen Europas. Demzufolge ist beispielsweise in Portugal, Polen und Kroatien
ein Anstieg der Raten von unter 1 % auf 10 % bis 25 % zwischen 2012 und 2022 zu

verzeichnen.?%21

Der Anstieg multiresistenter Enterobakterien betrifft unsere Gesellschaft nicht Uberall im
gleichen Male. Besonders alarmierend sind die steigenden Prévalenzen in Assoziation zu
Krankenhausaufenthalten, wo vermehrt nosokomiale Infektionen zu hohen Fallzahlen fUhren.
Unter den stationdren Patienten weisen solche auf Intensivstationen ein besonders hohes
Vorkommen auf.®422 Aber auch im ambulanten Sektor nimmt die Kolonisation mit B-
Laktamasen wie ESBL und CPE immer mehr zu.®??24 |n Ungarn beispielsweise wiesen von

2010 bis 2013 7,4 % der stationaren Patienten eine ESBL-Kolonisation auf, wahrend bei
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ambulanten Patienten die Pravalenz lediglich bei 3,1 % lag. Auf Intensivstationen hingegen

wurden 9,4 % der Patienten als Trager eines ESBL-E detektiert.??

2.5. Globale Epidemiologie multiresistenter Enterobakterien

Bei den Pravalenzen der 3GCREB lassen sich im internationalen Vergleich betrachtliche
regionale Unterschiede aufzeigen.?® Die Ausbreitung von B-Laktamasen ist maRgeblich von
der Verwendung von Antibiotika abhangig. Das Vorkommen von ESBL und CPE ist
dementsprechend in den Landern hoher, in denen tbermaRig viele Antibiotika in Medizin und
Landwirtschaft zum Einsatz kommen.?® Weitere Faktoren, wie die strikte Implementierung von
Hygienevorschriften im  Gesundheitswesen oder unterschiedliches Reise- und

Migrationsverhalten beeinflussen die regionale Pravalenz multiresistenter Enterobakterien.®

Das unterschiedliche Vorkommen ist bereits in Europa deutlich zu erkennen, wo stidliche und
Ostliche Lander signifikant starker betroffen sind als zentraleuropaische und skandinavische
Nationen. Dieses geografische Gefalle ist auf Abbildung 2 fir Carbapenem-resistente
Klebsiella pneumoniae lIsolate und auf Abbildung 3 flir Drittgenerations-Cephalosporin-

resistente Escherichia coli Isolate fir das Jahr 2022 dargestellt.?

Noch anschaulicher sind die geografischen Unterschiede im aufR3ereuropaischen Vergleich.
Hohere Pravalenzen multiresistenter Enterobakterien zeigen sich vor allem in asiatischen und
afrikanischen Staaten, wahrend in Landern in Europa, Ozeanien und Nordamerika diese
vergleichsweise geringer ausfallen.2?>2’ Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Pravalenzen ESBL-produzierender Escherichia coli in Europa tber die Jahre 2003 bis 2018
bei 6 % lagen, wahrend sie in Stid-Ost-Asien mit 27 % 4,5-mal hther waren.?’ Einzelne Lander
weisen dariber hinaus nochmals deutlich hohere Vorkommen multiresistenter
Enterobakterien auf. So waren 2020 41,4 % der taiwanesischen Erwachsenen im ambulanten
Sektor mit 3GCREB kolonialisiert.?® In Athiopien wiesen 2021 sogar iber 70 % der

Krankenhauspatienten eine intestinale Besiedlung mit ESBL-E auf.?®

Die Globalisierung und der damit einhergehende interkontinentale Tourismus verstarken die
Ausbreitung multiresistenter Bakterien zusatzlich. So hat sich die New Delhi Metallo-B-
Laktamase, die 2006 auf dem indischen Subkontinent entdeckt wurde, in weniger als funf

Jahren nach Europa und bis nach Nordamerika ausgebreitet.!2

Aktuelle Studien zeigen dariiber hinaus ein alarmierend hohes Vorkommen multiresistenter
gramnegativer Erreger bei Aufnahme verwundeter ukrainischer Soldaten und ukrainischer

Geflichteten in deutsche und niederlandische Krankenhauser. Durch die internationalen
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Bevolkerungsstrome und die damit einhergehende starke Ausbreitung multiresistenter
Enterobakterien kommt es zu weiteren Herausforderungen fiir die lokalen

Gesundheitssysteme.30-32

Bei anhaltender, exzessiver Nutzung von Antibiotika wird die Entstehung neuer Resistenzen
gegen die verwendeten Arzneimittel provoziert, sodass davon auszugehen ist, dass dadurch
bedrohliche, panresistente Keime hervorgerufen werden. Diese hichstresistenten Bakterien,
die auf keine antibiotische Therapie mehr ansprechen, kdnnten weitreichende, verheerende
Folgen fur das Gesundheitssystem bewirken 113334

Um dem entgegenzuwirken, bedarf es der Einfuhrung neuer und potenter Antibiotika. Die
Entwicklung dieser Arzneimittel hat fur die produzierenden pharmazeutischen Unternehmen
allerdings nur einen geringen 6konomischen Anreiz, da die neuen Praparate nur nach strenger

Indikationsstellung als Reservemedikament zum Einsatz kommen werden.?

Zum anderen bedient man sich dem Antibiotic Stewardship. Der zurtickhaltenden und nach
strenger Indikationsstellung korrekten Verwendung von Antibiotika kommt dabei eine zentrale
Bedeutung zu. Somit erfolgt ein Verlangsamen der Resistenzausbreitung durch Einddmmen

des Antibiotikagebrauchs.*#

2.6. Infektionen durch 3GCREB

Eine antibiotische Therapie ist jedoch medizinisch indiziert, sobald eine entsprechende
bakterielle Infektion mit einem 3GCREB vorliegt. Voraussetzung dafir ist der Kontakt mit dem
Erreger. Dabei kénnen die multiresistenten Enterobakterien entweder vom kolonialisierten
Patienten selbst kommen oder von einer anderen besiedelten Person Ubertragen worden

sein.33°

2.6.1. Endogene Infektion

Eine endogene Infektion entsteht zumeist durch eine Translokation des multiresistenten
Erregers aus dem Darm in das Blut.!' Fir diese Bakteriamie stellt die asymptomatische
intestinale Kolonisation eines Patienten den wichtigsten Risikofaktor dar.3!! Neben der global
stark variierenden Pravalenz der multiresistenten Enterobakterien ist die Besiedelung eines
Patienten auch von individuellen Faktoren abhangig. Betroffen sind vor allem Patienten mit
einer Historie von langen Krankenhausaufenthalten, zurtickliegenden antibiotischen
Therapien und parenteraler Erndhrung.®® Darliber hinaus weisen Menschen, die in
Pflegeeinrichtungen leben, eine erhohte Pravalenz auf.?® Aber auch gesunde Individuen

kénnen betroffen sein. Risikofaktoren, wie der kirzlich zuriickliegende Aufenthalt in einem
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Hochpravalenzgebiet, beginstigen eine intestinale Besiedlung mit 3GCREB.3>3’ Das im
Krankenhaus tétige Pflegepersonal hingegen weist dieselben Pravalenzen auf, wie die
ambulante Bevdlkerung eines Landes. Somit ist der alleinige Aufenthalt im Krankenhaus nicht

als Risikofaktor anzunehmen.?

Kommt es bei einem kolonialisierten Patienten zu einer Immunsuppression, kénnen diese
Keime eine Bakteriamie auslosen, da die Schwache des Immunsystems einen
Standortwechsel des Erregers beglinstigt.®> Am ehesten betrifft dies kritisch kranke Patienten
auf einer Intensivstation oder hdmatoonkologische Patienten, die krankheitsbedingt oder
iatrogen an einer Neutropenie leiden.?42°%® Zudem fordert die Verwendung von medizinischen
Zugangen, wie nasogastralen Sonden und Harnblasenkathetern, den Standortwechsel der
Enterobacterales, welche vermehrt bei intensivmedizinisch betreuten Patienten zum Einsatz

kommen.?

2.6.2. Exogene Infektion

Der exogenen Infektion geht die Ubertragung des multiresistenten Enterobakteriums von einer
anderen kolonialisierten Person voraus. Diese Transmission stellt vor allem im hospitalisierten
Kontext eine Herausforderung dar. Nosokomiale Infektionen entstehen hier durch
Schmierinfektionen tber die Hande der Pflegekrafte, Uber die Umgebung oder durch den
direkten Kontakt zur kolonialisierten Person. Besonders auf Intensivstationen, wo haufiger und
enger Kontakt zu den betreuten Patienten nétig ist, ist eine Ubertragung der 3GCREB

wahrscheinlich.3%*

Jedoch lI6sen nicht alle Keime gleichermal3en eine nosokomiale Infektion aus. In Abhangigkeit
von der Spezies variiert das Potenzial einer Ubertragung auf eine andere Person.
Diesbezlglich zeigen wissenschaftliche Studien, dass eine Transmission bei Klebsiella

pneumoniae haufiger vorkommt als bei Escherichia coli.®

2.6.3. Klinische Folgen

Die Infektion mit einem 3GCREB kann also entweder endogenen oder exogenen Ursprungs
sein und vor allem immunkompromittierte Patienten sind davon betroffen. Bei Auftreten von
Symptomen einer Infektion erfolgt der Einsatz von Antibiotika. Hierbei ist eine schnelle und
adaquate antibiotische Therapie entscheidend.®® Ist der auslosende Erreger nicht
mikrobiologisch gesichert, so wird zumeist empirisch mit einem Cephalosporin der dritten
Generation behandelt. Geht die Infektion jedoch von einem 3GCREB aus, ist das zur

Anwendung kommende Cephalosporin nicht wirksam. Entsprechend erhalt der Patient keine

14



adaquate antibiotische Therapie.® Die Folgen sind eine erhohte Mortalitat und Morbiditat,

verlangerte Krankenhausaufenthalte und hohere Kosten fir das Gesundheitssystem. 34041

Dementsprechend ist es von zentraler Bedeutung zu wissen, ob ein Patient mit einem
resistenten Enterobakterium kolonialisiert ist, um eine Isolation sowie adaquate
HygienemaRnahmen zur Ubertragungspravention zu ermoglichen.*? Zudem ist im Falle einer
auftretenden Infektion die Kenntnis tGber den zugrunde liegenden Resistenzmechanismus und
damit einhergehend Uber die wirksamen Antibiotika von klinischer Wichtigkeit, um initial eine
zielgerichtete Therapie nach Antibiogramm durchzufiihren.! Folglich sind der Nachweis von
3GCREB und deren mikrobiologische Untersuchung vor der Aufnahme eines Patienten von

herausragender Relevanz.!

2.7. Screening auf multiresistente Enterobakterien

2.7.1. Indikation
Das Screening auf multiresistente Darmkeime gehort zum Standard in der stationaren
Infektionsprévention. Ziel ist es, Patienten vor der Aufnahme in eine Krankenhausabteilung

auf eine mogliche Kolonisation zu untersuchen.!

Es erfolgt ein risikoadaptiertes Screening bei Patienten, bei denen eine Aufnahme auf eine
Hochrisikostation vorgesehen ist. Dazu gehdren in erster Linie Intensivstationen sowie
hamatologische und onkologische Abteilungen, wo immunkompromittierte Patienten
behandelt werden, bei denen eine Kolonisation mit 3SGCREB vermehrt zu einer Infektion fihren

kann 11,24,38

2.7.2. Probengewinnung

Das Reservoir der Enterobacterales befindet sich in der Darmflora, sodass der Nachweis
dieser Bakterien aus Stuhlmaterial erfolgt. Demzufolge ist die Stuhlprobe der Goldstandard in
der Probengewinnung.® Rektale Abstrichtupfer haben sich in der Vergangenheit jedoch
klinisch behauptet. Sie bestechen durch eine hohere Praktikabilitdt aufgrund der zeitlich von
der Defakation unabhangigen Probenentnahme.! Wissenschaftliche Studien weisen auf eine
adaquate Leistungsfahigkeit der Rektalabstriche in der Detektion von multiresistenten
Enterobakterien hin.*243 Diese wird auch von dem Material des Abstrichtupfers beeinflusst. So
konnte gezeigt werden, dass Tupfer aus Nylon oder Polyurethan-Zellschaum gegenuber
denen aus Kunstseide Uberlegen sind.** Neben Stuhlproben und Rektalabstrichen ist in der

Literatur auch die Verwendung von perianalen Abstrichen beschrieben. Aufgrund der
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geringeren Kontamination mit Enterobakterien im Vergleich zu den Rektalabstrichen kommen

perianale Abstriche klinisch jedoch seltener zur Anwendung.444°

2.7.3. Kulturbasierte Diagnostik

Nach Gewinnung der Darmflora erfolgt das Ausstreichen auf eine selektive Agarplatte mit
nachfolgender Inkubation. Das Nahrmedium dient zum einen dem Bakterienwachstum und
bewirkt zum anderen durch Antibiotikazusatze die Hemmung nicht resistenter Erreger. ESBL-
Agar sind zumeist mit einem Cephalosporin versetzt, wahrend Agarplatten zur Detektion von
Carbapenemasen Uber einen Zusatz mit einem Carbapenem verfliigen. Chromogene
Agarplatten erlauben dariiber hinaus mutmafiliche Ruckschlisse auf die Spezies des

kultivierten Bakteriums.!

Neben der direkten Anlage der Darmflora auf die selektive Agarplatte besteht die Mdglichkeit
einer Voranreicherung der Probe. Dabei wird die gewonnene Stuhlprobe oder der
Rektalabstrich in einem flissigen, selektiven Nahrmedium inkubiert und am Folgetag auf eine
entsprechende Agarplatte ausgestrichen. Mit dieser Methode kann die Detektionsrate der
multiresistenten  Enterobakterien aus Stuhlproben*®,  Nylon-Rektalabstrichen*” und

Kunstseide-Abstrichen*® signifikant erhoht werden.*°

2.8. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Ein optimales Screening mit hoher Sensitivitat und Spezifitat ist fur den Nachweis von
multiresistenten Darmbakterien von herausragender Kklinischer Bedeutung. In der
Routinediagnostik kommen zur Probengewinnung Stuhlproben und Rektalabstriche zum
Einsatz, und es konnte gezeigt werden, dass eine vorherige Anreicherung der gewonnenen

Darmflora die kulturbasierte Detektion signifikant verbessert.

Bisher unerforscht war die Fragestellung, inwieweit sich die vier mdglichen
Screeningmethoden, Stuhlproben mit und ohne Voranreicherung sowie Rektalabstriche mit

und ohne Voranreicherung, in der Detektion von 3GCREB unterscheiden.

Ziel der Arbeit ist es systematisch zu untersuchen, welches Vorgehen eine bestmégliche
Detektion multiresistenter Enterobakterien erméglicht. Dazu wurden in der vorliegenden Studie
erstmals die Leistungsfahigkeit der oben genannten vier Screeningmethoden unmittelbar

miteinander verglichen.
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Abstract

To establish the optimal detection of third-generation cephalosporin-resistant Enterobacterales (3GCREB), the perfformance of
four different sereening methods has been investigated: stool samples without (A) and with (B) pre-enrichment and rectal swabs
without (C) and with (D) pre-enrichment were contrasted. Pre-enrichment approaches (B and D) increased the detection of
3GCREB carriers by 29.4% (20/68 3GCREB carniers only found using pre-enrichment, p< 0.0001) compared to direct plating
approaches (A and C). Moreover, the study demonstrates a minor advantage of stool samples in contrast to rectal swabs in both
cases (with and without pre-enrichment). Registration number: DREKS00022520, 24 JTuly 2020,

The prevalence of third-generation cephalosponn-resistant
Enterobacterales (3GCREB) 15 increasmg worldwide [1].
Patients at risk often develop bacteraemia with the
multidrug-resistant germs of the intestinal flora [2-4). The
mitial empirical therapy of these infections 15 often insufficient
and thereby results in an mereased morbidity and morality [ 5,
6]. For this purpose, many hospitals screen the intestinal flora
of high-nsk patients for the presence of 3GCREB before ad-
mission. Therefore, stool samples or rectal swabs are cultured
on sclective agar. Whereas stool samples represent the elabo-
rated gold standard, the feasible use of rectal swabs is widely
prevalent, since they can be casily obtained at any time. Lemer
ctal. [7] displayed a comparable performance of stool samples
and rectal swabs in the detection of Klebsiella preumoniae
carbapenemase. Moreover, studies demonstrated that pre-
enrichment has the ability to improve the detection of
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3GCREB in the stool sample and also in the rectal swabs
[E8-10]. It 15 up to now unknown whether pre-ennchment of
stool samples or of rectal swabs has the best sensitivity for the
detection of 3GCREB. Therefore, i this study, a direct com-
panson of the following four methods was performed: stool
samples without pre-ennchment (A ), stool samples with pre-
ennchment (B), rectal swabs without pre-enmchment (C) and
rectal swabs with pre-enrichment (D).

From February to Apnl 2016, 478 stool samples from 356
consecutive patients of the University Hospital Cologne sub-
mitted for 3GCREB screening were included in the study. For
patients from whom there was more than one sample, the first
sample was always used for the calculation on patient level
and for determination of the prevalence of 3GCREB and
ESBL-E carriers.

All stool samples were homogemzed by vortexing for up to
1 min and then processed by one mvestigator within 48 h of
receipt. Gender, age and ward of each patient were recorded.
The following four different algorithms were compared for the
detection of 3GCREB, ESBL-E and CPE (Fig. 1).

(A) Sool sample without pre-enrichment: A 10-ul loop full
of solid stool was directly plated onto selective
ChromID ESBL (boMérieux, Marcy I'Etoile, France)
and MeCARB agar, a MacConkey-based agar produced
in house contammng ertapenem, zmc and cloxacillm [11].

(B) Stool sample with pre-enrichment: The whole stool sam-
ple was covered with 5 ml of a semi-selective

@ Springer
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478 slool sarmnples
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478 stool samples dirscty
plated on ESBL + McCARS
agar (4]

478 stool samples: in pre-
enrichment MC broth befora
plating an ESBEL + MzCARE

/

agar (B}

|

478 swabs simulating rectal
swabbing and plating on
ESEBL + McCARS agar (T}

478 swabs simulating ractal
swabhing for pre-enrichment
in MC brath before plating
on ESEL + McCARB agar
o

JIGCRER posilive (n=80, 12.6%)
* Carbapenemase (n=3, 0.8%)
+ ESBL (n=42,8.8%)
+ Ampl {n=15, 3.1%)

3ECREB pasitive (n=72, 15.1%)
= Carbapenemase (n=4, 0 8%)
+ ESEL (=44, 2.2%)
+ AMPC (n=24, 5.0%])

IGCREE positive {n=58, 12.1%)
* Carbapenemase (n=3, 0.8%)
+ ESBL (=40 B.4%)
+ AmpC (=15, 3.1%)

IGCRED positive (n=70, 14.68%)
+ Carbapenemase (n=3, 0.8%)
+ ESBL (=41, L8%)
+ AmpC (n=28, B.4%)

IOCRER, Bird-generion cephalsporin-msisian Falembarerakes
ESHL-E, exiended-specinm-beis Jacamase-produciag Enierbacie raler
MSCCARE B3ar, SeCHVE 353 PIGNCe in holb: Moy enagenc, Tinc and characillin

Fig. 1 Flow chart study design and description of sample flow

MacConkey broth (Roth, Germany, Karlsruhe) supple-
mented with vancomycem (64 mg/L) and vortexed for up
to 1 mm. This step was performed after samphing for C
and D.

(C)  Rectal swab without pre-enrichment: A standard rayon
swab in Amics medium (Copan, Brescia Italy) was used
to imitate rectal swabbing. Therefore, the swab was
slightly dipped into the fresh stool sample and wiped
off carefully on the edge of the vial. For simulation of
rectal swabbmg, care was taken to handle all swabs in
the same manner to assure that the amount of stool for
each swab was similar and adequate. The swab was then
streaked out onto ChromID ESBL and MeCARB agar.

(D) Rectal swabwith pre-emrichment: Rectal swab was pre-
pared as described above (C). Instead of plating the
swab directly on the agar, the swab was put into
above-mentioned enrichment broth.

Agar plates and enriched samples were meubated at 36 °C
=1 °Cin ambient air. After incubation for 18-24 h, ChromID
ESBL and McCARB plates were read. Ennched samples
(B/D) were vortexed for 1 mm and 10 pl cach subcultured

onto ChromID ESBL and McCARB agar. Plates were incu-
bated at 36 °C =1 °C in ambient ar and read after 15-24 h.
Phenotypic detection and charactensation of 3GCREB as well
as molecular charactenisation of the isolates were performed as
previously described [9]. McCARB agar was used in addition
to ESBL agar to detect Enterobacterales harbouring
carbapenemases, especially OXA-48 which often show low
minimum mhibitory concentration (MIC) to third-generation
cephalosporing and potentially do not grow on ESBL agar as
previously demonstrated [11]. A sample was considered
3IGCREB/ESBL-positive, when at least one 3GCREB/
ESBL-posiive 1solate was recovered in any of the four used
algonithms. A combmed gold standard was apphied, consisting
of all 3GCREB/ESBL-E recovered in any of the four ap-
proaches. If an isolate harboured more than one resistance
mechanism, it was classified only once in the highest resis-
tance mechamsm (carbapenemase over ESBL over AmpC
over SHV-1 B-lactamases/K1-hyperproducing 1solates).
Algonthms were compared usang McNemar test.

In this study, 478 stool samples from 356 consecutive pa-
tients were analysed. Among all patients, 19. 1% (68/356) were
identified as positive for 3GCREB with at least one of the
algonthms used, including 9.6% (34/356) as positive for

Table 1 Comparisons of the different algoritims for the detection of 3JGCREB camiers by using McNemar
Stool without Stool with Rectal swab without Rectl swabwith  Stool Rectal swab
pre-enrichment pre<crrichment pre<emrichment (C) - pre-enrichment total (A+B) total (C+D)
(A) (B) (D)

Stool without pre-enrichment (47 X x YEINBETS X X X

Stool with preennichment (Bf* 955000042 X B490.0013 93 RBOEIIE X 9381

Rectal swab without pre-enrichment (CF X X X X X X

Rectal swab with pre-enrichment (Df* 95.50.0213 X Q5500042 X X X

Siwol total (A+BF 6, 10,0001 B9.4035 94.90.0001 93 805233 X 93,800,318

Rectal swab total {C+Dj* 955000042 9381 96100001 Y405 X X

The approach with the better performance is in each comparison located in the slot on the left side

*Owerll percent agresment (% ¥p value
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ESBL-E. The prevalence of CPE camiers was 1.1% (4/356). In
companson to direct plaing, the use of pre-ennchment m-
creased the detection of 3GCREB camiers in both cases (stool
samples and rectal swabs) by 17.6% (12/68, p = 0.004). For the
detection of ESBL-E carriers, the pre-cnrichment in rectal
swibs and in stool samples showed an insignificant advantage
(stool samples: 5.9% only found using pre-enrichment (2/34,
p=0.625); rectal swabs: B.8% only found using pre-
enrichment (3/34, p=0.25)). Comparing approaches using
stool (A and B) versus approaches with rectal swabs (C and
D) for 3GCREB and ESBL-E carrier detection, there is a non-
significant trend towards better detection using stool samples
(3GCREB: 2.9% (2/68 only found using stool samples, p=

0.83); ESBL-E: 5.9% (234 only found usmg stool samples,
p=10.69)). The most sensitive single approach for detection of
3GCREB and ESBL-E camiers was approach B (stool samples
with pre-enrichment), which demonstrated a sensitivity for
IGCRER of 82.4% (56/68) and for ESBL-E of 91.2% (31/
34). Taking together pre-enrichment approaches (B and D)
mcreased the detection of 3GCREB camers by 29.4% (20/68,
p<0.0001) compared to direct plating approaches (A and C).
By combining the screeming methods (direct plating without
pre-cnrichment and plating after pre-enrichment), the detection
of 3GCREB is slightly better compared to only using the pre-
enrichment approach (p>0.05). Where applicable, the agree-
ments of the different approaches were compared (Table 1),

Sensitivity, specificity, PPV and NPV for the detection of
3GCREB and ESBL-E were calculated for cach algorithm on
sample level. Results are shown in Table 2.

Overall, 97 3GCREB isolates were recovered from 87 pos-
itive stool samples. Escherichia coli was the most common
species: 46.4% (45/97) of all 3GCREB. ESBL production was
the most frequent resistance mechanism among all 3IGCREB
(54/97, 55.7%). Confrasting the pre-crrichment approaches
(B and D) to dircct plating (A and C), pre-enrichment n-
creased the detection of Citrobacter spp. (by 250%, 25/10,
p<0.0001) as well as the detection of AmpC-beta-
lactamases (by 219%. 35/16, p< 0.0001) (Table 3).

However, the detection of other species, resistance mecha-
nisms and drug susceptibilities stay almaost unaffected and no
substantial differences between the four approaches were
found (Online Resowurce 1-3).

The patient charactenistics of 3GCREB and ESBL-E car-
miers that were detected by each of the four approaches were
compared to each other, but no substantial differences be-
tween the groups were found (Online Resource 4 and Online
Resource 5).

Due to the nsing prevalence of 3GCREB worldwide.
screening measures for multidrug-resistant Enterobacterales
in microbiology laboratories are increasingly important.
While stool samples are considered the gold standard in
3GCREB screening, rectal swabs predominate practically as
they are time-independent from defecation and there is

evidence that pre-enrichment contributes to improvement. In
the present study, for the first ime, the performance of rectal
swabs and stool swabs with and without pre-ennichment in
one experimental study were compared. It could be shown
that conducting pre-enrichment of stool samples and roctal
swabs increased the detection of 3GCREB camiers significant-
ly. The number of carriers that could only be found usng pre-
ennichment was as high as 29.4% (20/68 only found using pre-
enrichment). The smdy results are consistent with previously
published data showing that pre-enrichment improved the
screening of 3GCREB from stool samples [10], nylon-
flocked swabs [8] and rayon swabs [9]. Furthermore, there
are no significant differences between stool samples and rectal
swabs according to the amount of detected 3GCREB and
ESBL-E camers, but a minor trend was found towards the
stool samples. Thus, stool samples with pre-enrichment have
the highest sensitivity in the detection of 3GCREB and ESBL-
E carriers. If the pre-enrichment procedure is combined with
direet plating of stools on screening culture media, the highest
sensitivity can be achieved. This can also compensate the
prolonged mmaround time caused by pre-enrichment but re-
sults in higher costs. The study design conforms to a model of
perfect swabbing, whereas under routine conditions, approxi-
mately 20% of rectal swabs are of minor quality [9].
Consequently, rectal swabs are likely favoured in companison
to the clinical situation. Using the McCARB agar did not lead
to an additional detcetion of carbapenemase isolates, as all
CPE in this sudy were also found on ESBL agar. However,
there were no OXA-48 CPE in this study, which might have
been missed by the ESBL agar [11].

Considening the data from the present study and from pre-
vious studies, we believe that sereening for 3GCREB should
always be performed with pre-enrichment. For optimal
screening, stool samples should be favoured.
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4. Diskussion

Angesichts der weltweiten Zunahme multiresistenter Enterobakterien, hat sich das Screening
auf die gastrointestinale Kolonisation mit 3GCREB in vielen Einrichtungen zum Standard in
der Infektionskontrolle etabliert. Enterobacterales besiedeln vorwiegend die Darmflora, sodass
die Stuhlprobe als Goldstandard fiir die Detektion von 3GCREB gilt.® In der klinischen
Anwendung werden jedoch aus Grinden der Praktikabilitdt die Rektalabstriche bevorzugt
verwendet, da sie zeitlich unabhangig von der Defakation gewonnen werden konnen.! Beim
Nachweis von Klebsiella pneumoniae-Carbapenemasen konnte diesbezuglich gezeigt
werden, dass die Ergebnisse von Rektalabstrichen und Stuhlproben vergleichbar sind.*?

Nach der Probenentnahme erfolgt das Screening bislang durch eine Direktanlage der
Darmflora auf selektive Agarplatten. Es liegen jedoch wissenschaftliche Belege dafir vor, dass
eine Voranreicherung der gewonnenen Darmflora in einem selektiven Flissignahrmedium die

Sensitivitat des Screenings auf 3GCREB signifikant verbessern kann.#6-48:50

In der vorliegenden Studie erfolgte erstmals ein experimenteller Vergleich der
Leistungsfahigkeit von Rektalabstrichen und Stuhlproben, sowohl mit als auch ohne
Voranreicherung. Es wurde festgestellt, dass die Durchfiihrung einer Voranreicherung sowohl
bei Stuhlproben als auch bei Rektalabstrichen vor dem Auftragen auf ein selektives
Néhrmedium zu einer signifikanten Steigerung des Nachweises von 3GCREB-Tragern fiihrt.
29,4 % der 3GCREB positiven Patienten wurden nur durch Verwendung einer
Voranreicherung detektiert. Allerdings war nur ein geringer, nicht signifikanter Anstieg der
ESBL-E-Trager zu verzeichnen. Die starke Auswirkung der Anreicherung bei den 3GCREB-
Tragern wurde mafRgeblich durch den verbesserten Nachweis der AmpC-B-Laktamasen
erreicht. Vorausgehende Forschungsergebnisse sind im Einklang mit den Resultaten unserer
Studie. Sie bestatigen, dass eine Voranreicherung die Detektion von 3GCREB aus
Stuhlproben?®, Nylon-Rektalabstrichen*” und Kunstseide Abstrichen*® verbessern kann.
Darlber hinaus wurde gezeigt, dass unabhangig von einer Voranreicherung kein signifikanter
Unterschied zwischen Stuhlproben und rektalen Abstrichen in Bezug auf die Anzahl der
nachgewiesenen 3GCREB- und ESBL-E-Trager besteht, Stuhlproben jedoch marginal
bessere Ergebnisse ermoglichen.

Somit wird durch die Verwendung von Stuhlproben mit einer vorherigen Anreicherung die
hdchste Sensitivitat fir den Nachweis von 3GCREB- und ESBL-E-Tragern erreicht. Dennoch
konnte keiner der vier Methoden alle 3GCREB-Trager detektieren. Eine noch hdhere
Sensitivitéat kann erreicht werden, wenn das direkte Anlageverfahren auf selektive Agarplatten

mit der Voranreicherung der Stuhlproben kombiniert wird.
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Die Starke der Studie besteht darin, dass die Untersuchungen mit klinischen Proben der
Routinediagnostik durchgefuihrt und dass strenge Qualitatskriterien sichergestellt wurden.

Sie weist jedoch zeitgleich auch einige Einschrankungen auf. Die Rektalabstriche wurden
durch Eintauchen des Tupfers in die Stuhlprobe simuliert, um eine hohe Qualitat der
Abstrichproben zu gewéhrleisten. Dieses Studiendesign entspricht einem Ideal des perfekten
Abstrichs, wahrend unter tatsachlichen Routinebedingungen 18,2 % der Rektalabstriche von
geringer Qualitat sind.*® Daher konnten die in der Studie simulierten rektalen Abstriche eine
bessere Performance aufweisen als in der Situation im Routinelabor.

Die verwendeten Abstrichtupfer bestanden aus Kunstseide und sind fir die Gewinnung von
Darmflora vorgesehen. Forschungsergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass aus Nylon oder
Polyurethan-Zellschaum gefertigte Tupfer eine bessere Probengewinnung ermdglichen.** Mit
diesen Abstrichtupfern kénnte eine noch htéhere Detektionsrate denkbar sein. An diesen
Stellen besteht weiterer Forschungsbedarf, um die genannten Limitationen zu untersuchen.
Obwohl sich die Voranreicherung gegeniber der direkten Anlage als Uberlegen erwies,
wurden dennoch drei 3GCREB-Isolate nur durch das direkte Ausstreichen der Probe und nicht
durch die Voranreicherung nachgewiesen, was moglicherweise auf eine inhomogene

Verteilung der multiresistenten Bakterien im Stuhl zuriickzuflihren ist.

In der klinischen Anwendung ist der grof3te Nachteil der Voranreicherung die langere
Durchlaufzeit. Mikrobiologische Ergebnisse liegen bei Durchfiihrung einer Anreicherung in der
Regel einen Tag spater vor als bei der Direktanlage. Zudem besteht ein hdherer Aufwand,
denn zusitzliche Arbeitsschritte missen in die tagliche Routinediagnostik implementiert
werden.® Trotz des zeitlichen und arbeitstechnischen Mehraufwands wird aufgrund der
verbesserten Diagnostik die Voranreicherung beispielsweise in der Routinediagnostik im
Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene des Universitatsklinikums
KdIn umgesetzt.

Die erhdhte Durchlaufzeit der Voranreicherung kann durch die Kombination mit der direkten
Anlage teilweise umgangen werden, was zu einer htheren Empfindlichkeit des kombinierten
Screenings und teilweise schnelleren Ergebnissen, aber auch zu héheren Kosten und einem
nochmals vermehrten Arbeitsaufwand fiihrt. Die erhféhte Sensitivitdt der Kombination (direktes
Ausstreichen und nachfolgende Voranreicherung) ist nur geringfuigig und steht in keinem
Verhéltnis zum erforderlichen Aufwand. Dennoch kann ein solcher optimaler
Screeningalgorithmus abseits der Routinediagnostik in Ausbruchssituationen besonders

wichtig sein, um falsch-negative Ergebnisse zu minimieren.

Neben dem in der Studie verwendeten Ablauf zur Anreicherung, bei dem der Abstrichtupfer

nach Einsendung in das Labor in der Anreicherungsflissigkeit tber Nacht inkubiert wird, sind
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weitere klinisch praktikablere Methoden denkbar. So besteht alternativ die Méglichkeit, den
Abstrichtupfer nach der klinischen Probenentnahme am Patienten direkt in einer vorbereiteten
Anreicherungslosung zu platzieren. In diesem Medium erfolgt dann der Transport in das
mikrobiologische Labor und das Probenmaterial kann in seinem Anreicherungsmedium direkt
in den Inkubator umgelagert und dort bis zur kulturellen Anlage inkubiert werden. Auf diese
Weise wird eine improvisierte Inkubation in dem selektiven Anreicherungsmedium bei
minimalem zuséatzlichen Kosten-, Zeit- und Personalaufwand bewerkstelligt. Hier bedarf es
weiterer Forschungsarbeit, um diese Methodik mit der in der Studie angewendeten

Anreicherungsverfahren zu vergleichen.

In der Studie wurde das Screening auf 3GCREB mithilfe der kulturbasierten Diagnostik
untersucht. Darliber hinaus besteht heutzutage die Méglichkeit der molekularen Analyse direkt
aus der Stuhlprobe, ohne vorherige Anzucht des Bakteriums.® Dabei werden mittels einer
Multiplex Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Genen von zu erwartenden (B-Laktamasen
gesucht und anschlieBend der vorhandene Genabschnitt vervielfaltigt und nachgewiesen.?
Diese Methode gewinnt klinisch stetig an Bedeutung.! Hauptgrund dafir ist, neben der hohen
Sensitivitat dieser Diagnostik, die sehr kurze Zeit, haufig nur wenige Stunden, die bendétigt
wird, bis das Ergebnis des zugrundeliegenden Resistenzmechanismus vorliegt.>? Zudem
beeinflussen ein geringes Expressionslevel oder eine herabgesetzte katalytische Aktivitat der
B-Laktamase nicht das positive Ergebnis.? Jedoch ist diese Untersuchung kostspieliger und
setzt entsprechend ausgebildetes Personal sowie eine maschinelle Infrastruktur voraus.!
Darlber hinaus sind die Multiplex PCR sehr spezifisch auf die gewiinschten B-Laktamasen
zugeschnitten und decken zumeist nur die bekannten und haufigsten Subtypen der
Carbapenemasen oder ESBL ab. Die klinische Relevanz fiir das Screening ist demnach
teilweise eingeschrankt, denn die Isolationsdauer des Patienten ist weiterhin vom Ergebnis
der kulturellen Anzucht abhangig, da ausschlie3lich die implizierten Resistenzmechanismen
detektiert werden und neue Varianten Ubersehen werden.®? Im Falle eines Ausbruchs,
beispielsweise durch Ubertragung einer bekannten Carbapenemase, stellen die molekularen
Analysen wiederum ein schnelles und hochsensitives Verfahren zur Untersuchung der

Kontaktpersonen dar.>?

Die Carbapenemase-Isolate, die in dieser Studie gefunden wurden, konnten alle auf einem
ESBL-Agar nachgewiesen werden. Die Verwendung des McCARB-Agars flhrte somit nicht zu
einer zusatzlichen Detektion von CPE. Allerdings gab es in dieser Studie keine OXA-48-CPE,
die durch den ESBL-Agar hatten tibersehen werden kénnen und deren Wachstum nur auf dem

McCARB-Agar zu erwarten gewesen ware.>*
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den vier in der Studie getesteten
Screeningmethoden der Stuhl mit Voranreicherung die hochste Sensitivitat fir den Nachweis
von 3GCREB- und ESBL-E-Tragern aufwies. Rektalabstriche mit Voranreicherung sind nur
unwesentlich schlechter. Bei Direktanlage der Probe ist die Rate der falsch-negativen
Ergebnisse inakzeptabel hoch. In Anbetracht der Daten aus der vorliegenden Studie und aus
frheren Studien sollte demnach beim Screening auf 3GCREB nicht auf eine Voranreicherung

verzichtet werden.
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6. Anhang

6.1. Abbildungsverzeichnis
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Abbildung 1: Prozent der Klebsiella pneumoniae Isolate mit einer Resistenz gegen
Carbapeneme im Jahr 2012 in Europa.?°
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Abbildung 2: Prozent der Klebsiella pneumoniae Isolate mit einer Resistenz gegen
Carbapeneme im Jahr 2022 in Europa.?
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Abbildung 3: Prozent der Escherichia coli Isolate mit einer Resistenz gegen Drittgenerations-

Cephalosporine im Jahr 2022 in Europa.?!
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