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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

1.1.1 Nosokomiale Infektionen

Bei jedem Aufenthalt im Krankenhaus besteht die Gefahr, dass ein Patient mit
einem Keim aus der Krankenhausumgebung kolonisiert oder infiziert wird. Unter
einer ,nosokomialen Infektion® versteht man eine Infektion, die bei Aufnahme in
das Krankenhaus weder vorhanden noch in Inkubation war [1]. Die meisten no-
sokomialen Infektionen sind durch Bakterien verursacht und werden durch ver-
schiedene Faktoren begunstigt, wie steigender Einsatz invasiver Techniken,
hoheres Alter der Patienten und eine zunehmende Anzahl der immunsuppri-
mierten Patienten [1]. Das Nationale Referenzzentrum fur die Surveillance von
nosokomialen Infektionen (NRZ) hat 2012 in Zusammenarbeit mit dem Robert
Koch Institut (RKI) eine Pravalenzstudie zum Vorkommen von nosokomialen
Infektionen durchgefuhrt, an der sich 134 Krankenhauser beteiligten [2]. Die
haufigsten Infektionen waren Harnwegsinfektionen (22,4%), postoperative
Wundinfektionen (24,7%) und untere Atemwegsinfektionen (21,5%), gefolgt von
Clostridium difficile-Infektionen (6,6%) und primarer Sepsis (6,0%)[2]. Die Pra-
valenz aller Patienten mit nosokomialen Infektionen war 4,99%[2], wobei die
hochste Pravalenz aller Fachrichtungen mit 18,6% auf der Intensivstation vorlag

[2].

Das nosokomiale Erregerspektrum unterscheidet sich von dem Erregerspekt-
rum ambulant erworbener Infektionen (Tabelle 1.1), weshalb meist andere Anti-
biotika zur Therapie eingesetzt werden als bei ambulant erworbenen Pneumo-
nien oder Harnwegsinfekten. AuRerdem kommen im Krankenhaus auch immer
haufiger multiresistente Keime wie z.B. Meticillin resistente Staphylococcus au-
reus (MRSA), Extended Spectrum Betalaktamasen (ESBL) bildende Enterobak-
terien, Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) und AmpC-bildende Entero-

bakterien vor [3, 4]. In den letzten Jahren haben die Resistenzen der verschie-
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denen Bakterien stark zugenommen, wodurch die zur Therapie zur Verfugung

stehenden Antibiotika eingeschrankt werden[5].

Tab. 1.1:  Anteil der wichtigsten Erreger von nosokomialen Infektionen pro 100 noso-
komiale Infektionen in Deutschland (iber alle Stationen verteilt [6].

Erreger Invasive/nicht invasiv ZVK HWK
assoziierte assoziierte assoziierte Harn-

Atemwegsinfektionen Sepsis wegsinfektionen

S.aureus 37,6 14,0 1,5

E.coli 26,7 4,7 30,1

P.aeruginosa 28,9 3,0 15,0

Enterokokken 3,7 14,9 16,7

Koagulase-negative |0,8 32,2 1,3

Staphylokokken

Klebsiella spp. 22,9 5,0 8,8

11.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein gram negatives Stabchenbakterium und
kommt naturlicherweise in feuchtem Milieu wie im Erdreich, Gewassern und
Pflanzen vor, im Alltag ist es beispielsweille in Waschbecken, Toiletten, Du-
schen und Blumenwasen zu finden [7]. P. aeruginosa gehort aulerdem zu der
Gruppe der Nonfermenter. Fur diese Bakteriengruppe ist bezeichnend, dass sie
Glukose fermentiv nicht abbauen kann [7].

P. aeruginosa gehort zu den opportunistischen Krankheitserregern, was bedeu-
tet, dass er in der Regel nur dann eine Infektion verursacht, wenn weitere Risi-
kofaktoren seitens des Wirts vorliegen, wie beispielsweise ein geschwachtes
Immunsystem, eine nicht intakte Barriere der Haut oder Schleimhaut. P. aerugi-
nosa ist in der Lage, sich auf geschadigtem oder totem Gewebe der lokalen

angeborenen Immunabwehr zu entziehen [7], was z. B. bei Patienten mit Cysti-
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scher Fibrose und chronischen Wunden der Fall ist. Durch seine Pili und Flagel-
len ist er in der Lage, Biofilme auszubilden und an Wirtszellen zu adharieren [7].
Mikroorganismen, die in der Lage sind, Biofilme auszubilden, sezernieren eine
schitzende Matrix, welche den Biofilm fest an einer organischen oder unbeleb-
ten Oberflache wie z.B. Blasenkatheter oder Endotrachealkanilen verankert [8].
Diese Schutzschicht schutzt P. aeruginosa im Biofilm vor duf3eren Einflissen
[8]. P. aeruginosa wachst in Biofilmen langsamer, was auch wiederum zur Anti-

biotikaresistenzbildung beitragen konnte [9].

Fur die Nonfermenter, zu denen noch Burkholderia, Stenotrophomonas und
Acinetobacter gehoren, ist typisch, dass sie sehr anpassungsfahig sind und ge-
genuber einer Vielzahl von Antibiotika eine Resistenz aufweisen konnen.[7]
Auch P. aeruginosa ist in der Lage, unter Therapie eine Resistenz gegenuber
bestimmten Antibiotika zu entwickeln [3]. Die hohe Rate an sehr resistenten
Pseudomonaden [9] ist mit einer hohen Mortalitat belastet [1]. 2009 starb bei-
spielsweise das 20-jahrige brasilianische Modell Mariana Bridi da Costa an ei-
ner Harnwegsinfektion mit P. aeruginosa, nachdem sie zunachst wegen Nie-

rensteinen im Krankenhaus gewesen war [10].

1.1.3 Grundlagen der Antibiotikaresistenz

Keines der verschiedenen Antibiotika kann alle Mikroorganismen hemmen oder
abtoten, einige Mikroorganismen sind von Natur aus resistent gegen bestimmte
Antibiotika, was als intrinsische Resistenz bezeichnet wird. Beispielsweise sind
die meisten gramnegativen Bakterien resistent gegen Penicillin G, da sie eine
fur Penicillin G undurchlassige Aul3enhulle besitzen. Auch wenn dem Organis-
mus die Zielstruktur fehlt, gegen die das Antibiotikum gerichtet ist, kann es vom
Antibiotikum nicht angegriffen werden. Antibiotikaresistenz, die nicht intrinsi-
scher Natur ist, kann durch Akkumulation von chromosomalen Mutationen oder
durch plasmidvermittelte Resistenz, sogenannte R-Plasmide entstehen. Viele
R-Plasmide sind in der Lage, Resistenzen gegen mehrere Antibiotika gleichzei-
tig zu verleihen [3].
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Die verschiedenen Resistenzmechanismen sind folgende [3],[11]:

Bildung von inaktivierenden Enzymen wie z.B. Betalaktamasen, die den
Betalaktamring eines Betalaktamantibiotikums spalten konnen oder Amino-
glykosidmodifizierende Enzyme, die das Aminoglykosid phosphorylieren,
acetylieren oder adenylieren und es auf diese Weise unwirksam machen.
Veranderung der Zielstruktur, z. B. liegen der Resistenz von Methicillinresis-
tenten Staphylococcus aureus veranderte Penicillin-Binde-Proteine (PBP)
zugrunde.

Veranderte Permeabilitat der Zellhille durch Veranderung der darin veran-
kerten Porine, durch die die Antibiotika eingeschleust werden. Beispielswei-
se basiert die Imipenem-Resistenz von P. aeruginosa auf einem solchen
Mechanismus.

Verstarkte Ausschleusung des Antibiotikums aus der Zelle durch die Induk-
tion von Effluxpumpen, worauf z.B. die Resistenz von Enterobakterien ge-
gen Tetracycline beruht.

Uberproduktion des Zielmolekiils, so dass die erreichbare Konzentration
des Antibiotikums nicht mehr ausreicht um eine Inhibition zu bewirken, die-
ser Mechanismus spielt bei der Resistenz gegen Folsaureagonisten eine
Rolle.



Einleitung 5

1.2 Problemstellung

Das Spektrum der mdglichen Antibiotika, die fur die Therapie von P. aeruginosa
Infektionen eingesetzt werden konnen, ist im Vergleich zur Therapie von
Enterobakterien einsetzbarem Spektrum deutlich eingeschrankt. Einen wichti-
gen Pfeiler der Therapie stellen Betalaktamantibiotika, wie Piperacillin-
Tazobactam, Ceftazidim und Carbapeneme dar [12]. Kommt es zu einer Resis-
tenzentwicklung, verkleinert sich das einsetzbare Spektrum nochmals weiter
[13]. Eine Uberexpression der chromosomal kodierten AmpC Betalakatamase,
die zu einer Resistenz gegenuber den Pseudomonas wirksamen Betalaktama-
tibiotika der Penicillin und Cephalosporin Gruppe fuhrt, stellt daher einen wich-
tigen Resistenzmechanismus dar [14]. In einer amerikanischen Studie mit P.
aeruginosa lsolaten aus Blutkulturen wurde bei 18,4% dieser Stamme eine
AmpC Uberproduktion nachgewiesen [15], &hnlich wie bei einer anderen Studie
aus Spanien, bei der bei 24,2% der Isolate eine AmpC Uberproduktion nach-
gewiesen wurde [16]. Diese Pseudomonaden werden meist primar sensibel auf
bestimmte Betalaktamantibiotika wie z.B. Piperazillin/Tazobactam getestet, im
Verlauf der Therapie regulieren sie AmpC hoch, wodurch sie dann resistent auf
dieses Antibiotikum werden [17]. Bei diesen Patienten besteht die grolle Ge-
fahr, dass sie initial falsch therapiert werden.

1.3 Kenntnisstand und Grundlagen

1.3.1 Rolle von Betalaktamantibiotika fur die Therapie von P.
aeruginosa

1928 wurde von Herrn Flemming das Penicillin entdeckt. Es brauchte dann
noch eine Weile bis es in den klinischen Alltag integriert wurde, aber seit den
1960ger Jahren werden Betalaktamantibiotika sehr intensiv zur Behandlung
von Infektionen eingesetzt [4]. Es gibt 4 grolRe Gruppen von Betalaktamantibio-
tika, alle 4 Gruppen haben gemeinsam dass sie einen Betalaktamring, der aus
4 Atomen besteht, besitzen [12]. Aufgrund der anderen Molekulkomponenten

werden vier grolde Wirkstoffklassen unterschieden: Penicilline, Cephalosporine,
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Monobactame und Carbapeneme [19]. Der Wirkmechanismus von Be-
talaktamantibiotika auf Pseudomonaden erklart sich folgendermalien:

Ein Gram negatives Bakterium wie P. aeruginosa besitzt eine innere und eine
aullere Membran. Zwischen diesen beiden Membranen ist eine Zellwand, die
aus Peptidoglycanen besteht [20]. Die Betalaktamantibiotika, sowie viele ande-
re Antibiotika, gelangen durch die AuRenmembran, durchdringen dann die
Zellwand und binden an ein Penicillin-Binde-Protein (PBP) an der inneren
Membran des Bakteriums [19, 21]. Durch die Bindung an PBPs werden diese
blockiert, was zur Hemmung der Zellwandsynthese und Morphogenese fuhrt, es
kommt zum Absterben des Bakteriums.

Betalaktamantibiotika sind die am meisten verwendeten Antibiotika, die auch fur
die Behandlung von P.aeruginosa-Infektionen am haufigsten verwendet wer-
den[12]. Fur die P. aeruginosa Therapie konnen insgesamt folgende Antibiotika
eingesetzt werden: Betalaktame (Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Cefe-
pime, Imipenem, Doripenem, Meropenem), Fluorchinolone (Ciprofloxacin,
Levofloxacin), Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin, Amikacin) und Colistin
[22].

1.3.2 Betalaktamasen in P. aeruginosa

Die Zunahme der Resistenzen in gram negativen Bakterien ist hauptsachlich
der Bildung von Betalaktamasen zuzuschreiben [12]. Diese Enzyme kdnnen
den Betalaktamring spalten.

In den 60iger Jahren wurde die erste Betalaktamase TEM-1 in E.coli isoliert.
TEM-1 liegt auf einem Plasmid und ist in der Lage Penicilline und Schmalspekt-
rum-Cephalosporine zu hydrolisieren. Heutzutage besitzen die meisten Entero-
bakterien TEM-1, welches auch die haufigste Ursache fur Ampicillinresistenz
ist. Etwa zur gleichen Zeit wurde die Betalaktamase SHV-1 in K. pneumoniae,
welche chromosomal vorliegt, entdeckt. SHV-1 zeigt ein ahnliches Resistenz-
spektrum wie TEM-1. Ein groBer Fortschritt in der Bekampfung von Resisten-
zen war deshalb die Entwicklung von Cephalosporinen der 3. Generation. Die-
se konnten von TEM-1 und SHV-1 nicht mehr hydrolisiert werden. Wenige Jah-
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re spater wurden modifizierte Betalaktamasen in Enterobakterien isoliert. Diese
Betalaktamasen sind in der Lage, 3. Generationscephalosporine wie
Ceftazidim, Cefotaxim und Cefpodoxim zu hydrolysieren, sie werden Extended-
Spektrum Beta-Laktamasen (ESBL) genannt. Zu ihrer Bekampfung werden Be-
talaktamaseinhibitoren wie Clavulansaure, Sulbactam und Tazobaktam einge-
setzt. Betalaktamaseinhibitoren haben eine ahnliche Struktur wie die Be-
talaktamantibiotika bewirken jedoch eine irreversible Blockade der Betalakta-
mase. In den 1990ger Jahren wurden viele weitere Betalaktamasen entdeckt,
darunter auch die AmpC Betalaktamase. Betalaktamaseinhibitoren haben kei-
nen Effekt auf AmpC Betalaktamasen, weshalb sie nicht als ESBL bezeichnet
werden. AmpC Betalaktamasen vermitteln Resistenzen gegenuber allen Be-
talaktamantibiotika mit Ausnahme von Cefepim, Cefpirom und Carbapenemen.
Eine weitere grole Herausforderung stellen die sich weltweit ausbreitenden
Carbapenemasen dar, die zusatzlich in der Lage sind, Carbapeneme wie bei-
spielsweise Meropenem zu hydrolysieren [4, 20].

Es gibt zwei Systeme der Einteilung der Betalaktamasen, zum einen die Eintei-
lung nach Ambler - oder auch Molekulare Klassifikation und zum anderen die
Einteilung nach Bush. In der vorliegenden Arbeit wird die Einteilung nach Bush
verwendet (Tab.1.2), wobei in dieser Einteilung die Substrate und Inhibitorprofi-
le der Enzyme mitbertcksichtigt werden. Die Hauptgruppen korrelieren mit der
Molekularen Klassifikation nach Ambler [18]. Die Betalaktamasen der molekula-
ren Klassen A, C und D bendtigen Serine zur Hydrolyse der Betalaktame. Die
Enzyme der molekulare Klasse B hingegen bendtigen zweiwertige Zinkionen,
weshalb sie auch Metallo-Betalaktamasen genannt werden [18].
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Tab. 1.2:  Modifiziertes Ubersichtsschema zur Einteilung der wichtigsten Betalakma-
sen [18].
Bush | Molekulare| Bevorzugte Inhibiert Inhibiert| Reprasentative
Gruppe| Klasse Substrate durch durch Enzyme
2009 Clavulansdaure| EDTA
1 C Cephalosporine - - AmpC- Be-
Cephamvcine talaktamasen
P y E.coli AmpC,
ACT-1, CMY-2,
FOX-1, MIR-1
2b A Penicilline, + - TEM-1, TEM-2,
Schmal- SHV-1
Spektrum-
Cephalosporine
2be A Extended- + - ESBL-
Spectrum Ce- Betalaktamasen
phalosporine, TEM-3, SHV-2,
Monobactame CTX-M-15, PER-
1, VEB-1
2ber A Extended- - - TEM-50
Spectrum Ce-
phalosporine,
Monobactame
2d D Cloxacillin +/- - OXA-1, OXA-10
2de D Extended- +/- - OXA-11, OXA-15
Spectrum Ce-
phalosporine
2df D Carbapeneme +/- - OXA-23, OXA-48
2f A Carbapeneme +/- - Carbapenemasen
KPC-2, IMI-1
SME-1
3a B Carbapeneme - + Carbapenemasen
IMP-1, VIM-1,
CcrA, IND-1
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1.3.2.1 ESBL

Es gibt verschiedene Klassen von ESBLs, die zu den Serin-Betalaktamasen
gehoren [14]. In P. aeruginosa wurden ESBLs erfasst, die alle zur molekularen
Klasse A und D gehodren [12]. Sie kdnnen Penicilline, Breit- und Schmal-
Spektrum Cephalosporine und Aztreonam spalten. Carbapeneme und Ce-
phamycine kdnnen sie nicht spalten [12]. Zu der Klasse A gehodren unter ande-
rem TEM und SHV-Typen, Klasse D sind OXA-Typen [12].

1.3.2.2 Carbapenemasen

Carbapeneme sind gegenuber den meisten Betalaktamasen stabil und stellen
daher eine wichtige Antibiotikagruppe bei der Therapie von Infektionen mit P.
aeruginosa dar, vor allem bei solchen die durch AmpC bildenden Stamme ver-
ursacht sind [9]. Das Auftreten von Carbapenemasen, die nahezu alle Be-
talaktamantibiotika spalten kdnnen, ist deshalb besonders problematisch [12].
In klinischen P. aeruginosa Isolaten wurden bisher Carbapenemasen der Kasse
A und B (Metallo-Betalaktamasen) nachgewiesen [12]. Klasse A Carbapene-
masen sind in der Lage, Penicilline, Cephalosporine, Aztreonam und Carba-
peneme zu hydrolysieren. Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind Enzyme
vom GES und der KPC-Typ [12]. Metallo-Betalaktamasen (MBL) der Klasse B
sind die klinisch bedeutsamste Gruppe von Carbapenemasen bei P. aeruginosa
und ebenfalls in der Lage, Carbapeneme und andere Betalaktame mit Aus-
nahme von Aztreonam zu spalten, am haufigsten werden Enzyme vom VIM-

und IMP-Typ nachgewiesen [12].

1.3.2.3 AmpC

AmpC Betalaktamasen konnen sowohl chromosomal kodiert, als auch auf
Plasmiden vorliegen. Plasmidkodierte AmpC Betalaktamasen wurden vor allem
in K. pneumoniae gefunden, was zur Entdeckung der Ubertragung von ampC
Genen auf Plasmiden fuhrte. In P. aeruginosa ist die chromosomal kodierte
AmpC Betalaktamase von Bedeutung, wohingegen eine Plasmid vermittelte
AmpC Resistenz in P. aeruginosa nicht relevant ist [14].
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1.3.3 Chromosomal-kodierte Resistenzmechanismen

P. aeruginosa besitzt eine Vielzahl von Resistenzmechanismen die chromoso-
mal kodiert sind. Darunter fallen unter anderem die AmpC Betalaktamasen, das
aullere Membranprotein OprD und Multidrug-Efflux Pumpen [20].

1.3.3.1 AuBeres Membranprotein OprD

Der haufigste Mechanismus der Carbapenemresistenz ist der Verlust der Funk-
tion des aufleren Membranproteins OprD, durch das die Carbapeneme in die
Bakterienzelle gelangen. Bei Carbapenem resistenten P. aeruginosa Stammen,
die keine Metallobetalaktamasen haben, spielt dieser Resistenzmechanismus
eine wichtige Rolle. Meistens kommen modifizierte OprD Proteine in Kombinati-
on mit anderen Resistenzmechanismen vor, wie beispielsweise einer Uberex-

pression der AmpC Betalaktamase. [9, 23]

1.3.3.2 Multidrug-Efflux Pumpen

Multidrug Efflux-Pumpen sind Systeme, die Antibiotika aktiv aus der Bakterien-
zelle pumpen und somit eine Wirkung der Antibiotika an ihrer jeweiligen Ziel-
struktur verhindern. Es wurden bisher 5 verschiedene Efflux Pumpen Systeme
beschrieben, von denen die Familie der Resistance Nodulation Division (RND)
Pumpen fur die Resistenz von P. aeruginosa gegenuber Antibiotika in klini-
schen Isolaten die wichtigste Rolle spielt [9]. Die RND-Familie sind sekundar
aktive Transporter, die typischerweise aus einem dreiteiligen System aufgebaut
sind, das aus einem periplasmatisches Membran Fusions Protein (MFP), einem
aulleren Membranprotein (OMF) und einem Cytoplasmatischem Membran
(RND) Transporter besteht. Die Pumpen konnen verschiedene Substanzen vom
Innenraum der Zelle nach auflden schleusen, wobei verschiedene Pumpen auch
teilweise gleiche Substanzen erfassen konnen. In P. aeruginosa wurden 10
verschiedene RND-Typen beschrieben, die fur die Resistenzentstehung rele-
vant sind, wobei drei davon zu einer Resistenz gegenuber Betalaktamantibioti-
ka fuhren. Eines davon ist das sogenannte MexAB-OprM Efflux-Pumpen-
system, welches das breiteste Spektrum an Betalaktamen erfasst und auch am



Einleitung 11

haufigsten in klinischen Isolaten gefunden wird [9]. Ein Teil der Efflux-
Pumpensysteme konnen auch eine Resistenz gegenuber Fluorchinolonen und

Aminoglykoside vermitteln’[9, 20, 24].

1.3.4 Regulation und Expression der chromosomal kodierten AmpC-
Betalaktamase

P. aeruginosa besitzt eine chromosomal kodierte induzierbare AmpC Be-
talaktamase. Wildtyp P. aeruginosa lsolate produzieren nur niedrige Grund-
mengen von AmpC und sind sensibel auf die Pseudomonas wirksamen Be-
talaktamantibiotika, wie Piperacillin, Piperacilin-Tazobactam, Ceftazidim und
Carbapeneme [18]. Kommt es jedoch zu einer vermehrten AmpC Bildung, ent-
steht eine Resistenz gegen die oben genannten Antibiotika, mit Ausnahme der
Carbapeneme. Um eine Resistenz verursachen zu konnen, muss AmpC uber-
expremiert werden. Zu einer Uberexpression von AmpC kann es auf zweierlei
Weise kommen. Zum einen konnen bestimmte Betalaktamantibiotika oder Be-
talaktamaseinhibitoren wie beispielsweise Cefoxitin und Clavulansaure zu einer
reversiblen Induktion des Enzyms fuhren. Zum anderen gibt es den Prozess der
,Derepression®, bei dem die Wirkung der Inhibitoren der ampC Expression be-
eintrachtigt werden und es uber eine komplexe Kaskade zu einer konstitutiven
Uberexpression von AmpC kommt [20]. Grundsétzlich kénnen alle Veranderun-
gen von Proteinen, die an dem Induktionsvorgang des ampC Promotors betei-
ligt sind zu einer Derepression der Expression des ampC Genes fuhren. Die
haufigste Ursache einer AmpC Uberexpression ist eine Mutation in AmpD. In
den allermeisten Fallen kommt es durch Mutationen zur Inaktivierung oder Ab-
nahme der Expression von AmpD , einem Repressorprotein des AmpC [17]. Im
Gegensatz zu den Enterobakterien ist der Mechanismus der AmpC Expression
bei P. aeruginosa noch nicht vollstandig aufgeklart. Z.B. ist der Prozess der
Derepression von AmpC in P. aeruginosa kein Einzelschritt, sondern wird durch
mehrere Faktoren beeinflusst [17].

P. aeruginosa besitzt drei ampD Gene, was den stufenweisen Anstieg von der
AmpC Produktion erklaren konnte [17]. Die Derepression von AmpC in
P. aeruginosa stellt den haufigsten Resistenzmechanismus gegenuber Be-
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talaktamantibiotika dar [9]. Durch die vollstandige Sequenzierung des Genes
von P. aeruginosa konnte durch Juan et al. herausgefunden werden, dass es in
diesem Organismus 3 verschiedene AmpD Homologe gibt, AmpD, AmpDh2
und AmpDh3. Sie konnten zeigen, dass es bei P. aeruginosa zu einem stufen-
weisen Anstieg der AmpC Expression kommt. So fuhrte die Deletion von einem
ampD Gen zu einer niedrigen AmpC Expression, wohingegen Mutationen in
ampD und ampdh3 zu einem signifikanten Anstieg der ampC Expression fuhr-
ten. Bei der Derepression aller drei ampD Gene kam es zu einem hohen basa-
len Level von AmpC. AulRerdem konnten sie zeigen, dass die Expression von
AmpD Homologen nicht durch AmpC Induktoren beeinflusst wird indem sie die
Expression von ampD, ampDH2, ampDH3 auch unter der Einwirkung von Ce-
foxitin gewachsenen Pseudomonaden bestimmten [17, 25]

1.3.5 Klinische Relevanz der AmpC Uberproduktion

Die klinische Bedeutung von AmpC Betalaktamase Expression wurde fur
Enterobacteriaceaen bereits gut belegt. Schon 1991 konnte in einer Studie ge-
zeigt werden, bei der insgesamt 129 Patienten wegen einer Sepsis behandelt
wurden, dass bei den Patienten, die mit Cephalosporinen der dritten Generation
behandelt wurden ein viel groReres Aufkommen von multiresistenten Keimen
wahrend der Behandlung auftrat, im Vergleich zu einer Therapie mit beispiels-
weise Aminoglykosiden oder anderen Betalaktamenantibiotika. Diese multire-
sistenten Keime hatten nachweil’lich eine um 2 bis 5000fach erhdhte Be-
talaktamaseaktivitat [26].

Eine Studie aus den USA von Tam et al 2007 Uber die Pravalenz von AmpC bei
Ceftazidim resistenten P. aeruginosa Stammen zeigte, dass 18,4% der 76 ge-
testeten Isolaten AmpC-Bildner waren [15]. Eine weitere Pravalenzstudie, die in
einem spanischen Krankenhaus von Cabot et al 2011 durchgefuhrt wurde, kam
zu einem ahnlichen Ergebnis, bei ihnen zeigten 24,2% der getesteten 190 Iso-
late eine Uberexpression von AmpC, gefolgt von Effluxpumpen mexY und
mexB, die beide Anteile uber 10% an dem resistenten Phanotypen der Stam-
me hatten [16].
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1.4 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, bei klinischen P. aeruginosa Isolate mit
Resistenzen gegenuber Piperacillin-Tazobactam, Ceftazidim oder Cefepim aber
auch voll sensiblen Stamme zu untersuchen, ob sich eine AmpC Betalaktamase
mittels phanotypischer Tests nachweisen lasst. Der kombinierte Disk Test wird
hierfir als Goldstandard gewahlt und soll mit verschiedenen phanotypischen
Tests verglichen werden. Anschlie3end soll bestimmt werden, welchen Anteil
die Expression von AmpC bei der Resistenz gegenuber Ceftazidim bei Isolaten
aus unserem epidemiologischen Setting hat. Bei den AmpC positiven Stammen
soll des Weiteren untersucht werden, inwieweit das AmpC Enzymspektrum
auch Cefepim mit einschlief3t. AuRerdem soll mittels eines phanotypischen Test
Uberpruft werden, ob sich in den Isolaten die Expression der AmpC Betalakta-
mase induzieren lasst. Abschliel3end soll die Untergruppe der Isolate, die zu-
satzlich eine Resistenz gegenuber Meropenem aufweisen, naher bezuglich des
Vorhandensein einer AmpC Betalaktamase charakterisiert werden. Wun-
schenswert ware es, wenn die Ergebnisse die Etablierung eines einfachen Al-
gorithmus zum Nachweis von AmpC Betalaktamase in P. aeruginosa zulief3en,
der in die mikrobiologische Routinediagnostik Ubernommen werden konnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienisolate, die in der vorliegenden Studie
untersucht wurden

Fur die Versuche wurden P. aeruginosa Stamme verwendet die aus unter-
schiedlich gewonnenen diagnostischen Routineproben am Institut fir Mikrobio-
logie der Universitatskliniken Tubingen isoliert wurden. Es wurden sowohl
Ceftazidim resistente Stamme ausgewahlt, als auch Ceftazidim sensible Stam-
me. Es wurde pro Patient immer nur ein Isolat eingeschlossen. Die Stamme
wurden bis zur Analyse bei -20° C in glycerinhaltigem Einfriermedium aufbe-
wahrt.

2.2 Antibiogramm

Durch ein Antibiogramm kann man bestimmen wie ein Bakterium auf ein Antibi-
otikum reagiert. Hierfur wird ein Agardiffusionstest durchgefuhrt, wobei die
Hemmhofe um die antibiotikahaltigen Disks ausgemessen werden. Die Beurtei-
lung der Hemmhofdurchmesser erfolgt nach den klinischen Breakpoints der
EUCAST [27]. Es erfolgt die Einteilung des Isolates in sensibel, intermediar o-
der resistent.

2.21 Benotigte Reagenzien

Tab. 2.1:  Fiir das Antibiogramm verwendete Reagenzien

Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Blutagar Columbia-Agar mit |PB5039A |Oxoid GmbH |Postfach 1007,

Schafsblut Plus 46467 Wesel
MH-Testagar | Muller-Hinton Tes- I.f. Medizini- | Elfriede-

tagar sche Mikrobio- | Aulhornstral3e 6,

(30%Rindfleischauf logie und Hy- | 72076 Tubingen

guss, 1,75% hydro- giene

lysiertes Casein,
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Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer
0,15% Starke,
1,7% Agar ph neut-
ral eingestellt bei
25 °C)
0,85%ige I.f. Medizini- Elfriede-
NaCl-Lésung sche Mikrobio- | Aulhornstralle 6,
logie und Hy- |72076 Tubingen
giene
GM 10 Sensi.-Disc 231227 Becton Tullastralle 8-12
Gentamicin 10ug Dickinson | 69126 Heidelberg
GmbH Heidel-
berg
NN 10 Sensi-Disc 231569 -dito- -dito-
Tobramycin 10ug
TZP 36 Sensi-Disc 232229 -dito- -dito-
Piperacillin30ug,
Tazobactam 6ug
CAZ10 Antimicrobial CT1629B | Oxoid Ltd. Oxoid
Susceptibility Ltd.Basingsloke,
Testing Disc Hampshire, England
Ceftazidim 10ug
PIP 30 Antimicrobial CT1619 -dito- -dito-
Susceptibility
Testing Disc
Piperacillin 30ug
LVX 5 Sensi-Disc 231705 Becton Tullastralle 8-12
Levofloxacin Spg Dickinson | 69126 Heidelberg
GmbH Heidel-
berg
CIP5 Sensi-Disc Cipro- |231658 -dito- -dito-
floxacin 5ug
MER 10 Sensi-Disc Mero- |231704 -dito- -dito-
penem 10ug
FEP 30 Sensi-Disc Cefe- 254893 -dito- -dito-

pim 30ug
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Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer
TE 30 Sensi-Disc Tetra- 231344 -dito- -dito-
zyklin 30ug
FOS 200 Sensi-Disc Fosfo- |231755 -dito- -dito-
mycin 200ug
AZT 30 Sensi-Disc Aztreo- | 231640 -dito- -dito-
nam 30ug
CL10 Sensi-Disc Colistin [231278 -dito- -dito-
10pg
AN 30 Sensi-Disc Amika- 231597 -dito- -dito-
cin 30ug
2.2.2 Bendtigte Gerate
Tab. 2.2:  Fiir das Antibiogramm verwendete Geréte
Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer
Inkubator Inkubator Typ BBD Heraeus, heu- A Robert-Bosch-stralle
6220 te: Thermo 1, 63505 Langensel-
Fischer GmbH | bold
Sterile Impf- | Impfése, 104l 731170 Greiner Bio- | Maybachstralle 2,
schlingen 200MM, Blau, ste- One GmbH 72636 Frickenhausen
10pl ril
Densimeter |Vitek Densichek Serien- bioMérieux Weberstralle 8,
nummer: Deutschland | 72622 Nartingen
IDK 207823 | GmbH
Densimeter- |Rohren, 5ml, 55.476 Sarstedt Sarstedtstralle 1,
Roéhrchen 75x12mm, PS AG&Co. Postfach 1220,
51582 NUmbrecht
Wattetrager |Mai med-Tip (klei- |PZN Mai Med Me- |MaiMed GmbH
unsteril ner Kopf) 0352012 dical Robert-Koch-Str. 1-7,

29643 Neuenkirchen




Material und Methoden 17

Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Antibio- BD Sensi-Disc 4301009G |Becton dickin- | TullastralRe 8,

grammstem- | Sispenser |l fir 6 son GmbH 69126 Heidelberg

pel Kartuschen

2.2.3 Durchfiihrung

Ausgewahlte P. aeruginosa Stamme, wurden auf Blutagar-Platten ausge-
strichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

McFarland-Einstellung: 1-2 Bakterienkolonien wurden in 0,85% NaCl re-
suspendiert und auf einen McFarland Wert zwischen 0,48 und 0,52 einge-
stellt.

Nun konnten die fur die Antibiogramme notwendigen Platten mit einem
Wattetrager auf Mauller-Hinton  Testagar ausgestrichen  werden.
Ausstreichverfahren: Nach dem vortexen des Kulturréhrchens wurde der
Wattetrager in die Bakteriensuspension getaucht. Auf der Platte wurde
dann zuerst ein Kreuz markiert. Dann setzte man den Wattetrager seitlich
am Rand der Platte auf und strich von einem Ende der Platte bis zum ande-
ren in waagerechten Strichen ohne den Wattetrager abzusetzen. Danach
erfolgte eine 1/3 Drehung sowohl der Platte als auch des Wattetragers und
es wurde nochmals von einem Ende der Platte bis zum anderen ausgestri-
chen. Anschlie3end wiederholtes Drehen der Platte und des Wattetragers,
insgesamt wurden die Bakterien also 3mal auf der Platte ausgestrichen, so
erhielt man auf allen Platten eine gleichmafige Verteilung der Pseudomo-
naden.

Die Antibiotikaplattchen wurden mit den verschiedenen Antibiogrammstem-
pel auf die Platten gestempelt.

Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C im Inkubator bebrutet.

Am darauffolgenden Tag wurden die Hemmhofgrof3e mit einem Lineal aus-

gemessen und in mm-Angabe dokumentiert.
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2.2.4 Kriterien der Beurteilung

Die Beurteilung ob der P. aeruginosa Stamm sensibel, intermediar oder resis-
tent gegenuber einem bestimmten Antibiotikum ist, erfolgte nach den EUCAST
Richtlinien, dargestellt in Tab.2.3. Fur Tetrazyklin und Fosfomycin existieren
keine klinischen Breakpoints fur P. aeruginosa, fur Colistin wurden die
Breakpoints der CLSI fur die Beurteilung zu Grunde gelegt, die in Tab.2.4 dar-
gestellt ist [28]. Daruber hinaus werden die Multiresistenten Bakterien von der
KRINKO beim RKI in 3MRGN (Multiresistente gramnegative Stabchen mit Re-
sistenz gegen 3 der 4 Antibiotikagruppen) und 4 MRGN (Multiresistente gram-
negative Stabchen mit Resistenz gegen 4 der 4 Antibiotikagruppen) eingeteilt
[29]. In diesen 4 Antibiotikagruppen sind die Antibiotika vertreten, die als prima-
re bakterizide Therapeutika (Acylureidopenicilline, Cephalosporine der 3. und 4.
Generation, Carbapeneme und Fluorchinolone) [29] bei schweren Infektionen

eingesetzt werden.

Tab. 2.3: EUCAST-RiIchtlinien zur Bewertung der Hemmhéfe [27] Angaben in mm

Pseudomonas spp.
<irz:s

GM Gentamicin 15/15
NN Tobramycin 16/16
PIP Piperacillin 19/19
TCP Piperacillin/Tazobactam 19/19
CAZ Ceftazidim 16/16
LVX Levofloxacin 17/20
CIP Ciprofoloxacin 22/25
MER Meropenem 18/24
FEP Cefepim 18/18
AZT Aztreonam 16/50
AN Amikacin 15/18
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Tab. 2.4: Richtlinie zur Bewertung der Colistinresistenzlage nach den Breakpoints
der CLSI [28]. Angaben in mm

CL Colistin 10/11

2.3 Phanotypische Test fiir die Detektion von AmpC
Betalaktamase mittels kombiniertem Disk Test

Beim kombinierten Disk Test werden wie bei den Antibiogrammen Antibiotikap-
lattchen gelegt und danach die Grolde der verschiedenen Hemmhofe bestimmt.
Einem Antibiotikaplattchen wird der Inhibitor Cloxacillin zugesetzt. Beim kombi-
nierten Disk Test bestimmt man, ob es einen GrofRenunterschied 25mm zwi-
schen Antibiotika X und Antibiotika X + Cloxacillin gibt [23, 30].

2.3.1 Benotigte Reagenzien:

Tab. 2.5:  Fiir den kombinierten Disk Test verwendete Reagenzien

Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Blutagar Columbia-Agar mit | PB5039A Oxoid GmbH | Postfach 1007,
Schafsblut Plus 46467 Wesel

MH-Testagar |Muller-Hinton Tes- I.f. Medizini- | Elfriede-
tagar sche Mikrobio- | Aulhornstral3e 6,
(30%Rindfleischauf logie und Hy- | 72076 Tubingen
guss, 1,75% hydro- giene

lysiertes Casein,
0,15% Starke, 1,7%
Agar ph neutral
eingestellt bei 25
°C)

0,85%ige I.f. Medizini- Elfriede-

NaCl-Lésung sche Mikrobio- | Aulhornstral3e 6,
logie und Hy- | 72076 Tubingen
giene
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Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Cloxacillin Cloxacillin Sodi- C9393-5G Sigma-Aldrich
umsalt monohydra-
te

CAZ10 Antimicrobial CT1629B Oxoid Ltd. Oxoid
Susceptibility Ltd.Basingsloke,
Testing Disc Hampshire,
Ceftazidim 10ug England

FEP 30 Sensi-Disc Cefepim | 254893 Becton Di- TullastralRe 8-12,
30ug ckinson GmbH 69126 Heidelberg

Heidelberg

AZT Sensi-Disc Aztreo- 231640 -dito- -dito-
nam 30ug

FOX 30 Sensi-Disc Ce- 231590 -dito- -dito-
foxitin 30ug

CTT Sensi-Disc Cefote- 231655 -dito -dito-
tan 30ug

TZP 36 Sensi- 232229 -dito- -dito-
DiscPiperacil-
lin30ug,
Tazobactam 6ug

Blanc Discs |BD-Sensi-Disc 254862 -dit- -dito-

unbeschich-
tet
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2.3.2 Benodtigte Gerate:

Tab. 2.6:  Fiir den kombinierten Disk Test verwendete Geréte
Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer
Inkubator Inkubator Typ BBD Heraeus, heu- | Robert-Bosch-
6220 te: Thermo stralle 1, 63505
Fischer GmbH | Langenselbold
Sterile Impf- | Impfose, 10yl 731170 Greiner Bio- MaybachstralRe 2,
schlingen 200MM, Blau, steril One GmbH 72636 Fricken-
10ul hausen
Densimeter |Vitek Densichek Seriennum- | bioMérieux Weberstralie 8,
mer:IDK Deutschland 72622 Nurtingen
207823 GmbH
Densimeter- |Roéhren, 5ml, 55.476 Sarstedt SarstedtstriRe 1,
Roéhrchen 75x12mm, PS AG&Co. Postfach 1220,
51582 Numbrecht
Wattetrdger |Mai med-Tip (klei- |PZN Mai Med Me- |MaiMed GmbH
unsteril ner Kopf) 0352012 dical Robert-Koch-Str.
1-7
29643 Neuenkir-
chen
Antibio- BD Sensi-Disc 4301009G Becton dickin-
gramm- Sispenser Il fir 6 son GmbH
stempel Kartuschen

2.3.3 Durchfiihrung:

Wie bei den Antibiogrammen, wurden die Stamme auf Blutagar ausgestri-
chen und Uber Nacht kultiviert. Die optische Dichte wurde mit Hilfe des
McFarland Messgerates zwischen 0,48 und 0,52 eingestellt und danach wie
bei den Antibiogrammen ausgestrichen.

Die Antibiotikaplattchen stempelte man mit Hilfe des Antibiogrammstempels
auf die Platten, wobei das Cloxacillin bei den entsprechenden Plattchen da-

zu pipettiert wurde. Die Cloxacillin-Stocklosung, wurde mit destilliertem
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Wasser angesetzt und entsprach 300ug/ul Cloxacillin. Fur einen 10ml An-
satz wurden 3g Cloxacillin in 10ml destilliertem Wasser gelost, was somit
bei 10ul pro Platichen einer Menge von 3000 ug Cloxacillin pro Plattchen
entsprach.
Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C im Inkubator bebrutet.
Am darauffolgenden Tag wurde die HemmhofgroRe mit einem Lineal be-
stimmt.
Folgende Kombinationen der Antibiotikaplattchen fur die Antibiogramme zur
Austestung auf Vorliegen von AmpC Betalaktamasen wurden aufgetragen:
Ceftazidim 10ug (CAZ), Ceftazidim 10ug + Cloxacillin 3000ug (CLX)
Cefepim 10ug (FEP), Cefepim 10ug+ Cloxacillin 3000ug
Aztreonam 10ug (AZT), Aztreonam 10ug+ Cloxacillin 3000ug
Cefoxitin 10ug (FOX), Cefoxitin 10ug+ Cloxacillin 3000ug
Cefotetan 10ug (CTT), Cefotetan 10ug Cloxacillin 3000ug
Piperazillin/Tazobactam 30/6ug (TZP), Piperazillin/Tazobactam 30/6ug
+ Cloxacillin 3000ug

Schema der Antibiotikaplatzierung:

O ®
O
©I0
©)0

Abb. 2.1: Schema der Antibiotikaplatzierung
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2.3.4 Kriterien der Beurteilung:

Die HemmhofgroRe wurde mit einem Lineal ausgemessen und danach die Dif-
ferenz zwischen Antibiotika X und dem Antibiotika X + Cloxacillin bestimmt. Je
starker die Hemmhofgrolle eines Stammes bei verschiedenen Antibiotika zu-
nahm, umso wahrscheinlich kann ein AmpC-Resistenzmechanismus ange-
nommen werden. Alle Stamme die auf Ceftazidim und Piperazillin/Tazobactam
eine >/=5mm Zunahme des Hemmhofes hatten, wurden als AmpC-Bildner ge-
wertet.

2.4 Phanotypischer Test fur Detektion von AmpC
Betalaktamase anhand eines Synergietests

Beim Synergietest wird ein Cephalosporin haltiges Antibiotikaplattchen im Ab-
stand von 20 mm neben ein Cloxacillin haltiges Plattchen gelegt. Zeigt sich
nach Inkubation eine sogenannter Champagnerkorken-formiger Hemmhof (Eli-
psenform), besteht ein synergetischer Effekt. Das heif’t, dass das Cloxacillin im
Agar diffundiert und durch Hemmung der AmpC Betalaktamase zu dieser De-
formierung des Hemmbhofes fuhrt.

Ein D-Phanomen entsteht, wenn es durch Diffusion eines Antibiotikums zu einer
resistenzvermittelnden Enzyminduktion kommt. Bei dieser Arbeit wurden zur
Untersuchung der Induzierbarkeit von AmpC ein Antibiotika Disk mit einem 3.
Generationscephalosporin, (Ceftazidim, Cefepin, Cefoxitin, Cefotetan) und
Aztreonam und Piperacillin/Tazobaktam im Abstand von 20 mm neben ein
Imipenem Disk gelegt. Das Imipenem hat eine AmpC hochregulierende Wir-
kung wodurch es bei AmpC besitzenden Bakterien zu einer Abschwachung der
Wirkung des Cephalosporin’s kommen kann. Es entsteht ein D-Phanomen [31].



Material und Methoden 24
241 Benotigte Materialien:
Tab. 2.7:  Fir den Synergietest verwendete Materialien
Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer
Blutagar | Columbia-Agar mit PB5039A | Oxoid GmbH Postfach 1007,
Schafsblut Plus 46467 Wesel
MH- Mdaller-Hinton Testagar, I.f. Medizinische | Elfriede-
Testagar | (30%Rindfleischaufguss, Mikrobiologie | Aulhornstralle 6,
1,75% hydrolysiertes Ca- und Hygiene 72076 Tubingen
sein, 0,15% Stéarke, 1,7%
Agar pH neutral einge-
stellt bei 25 °C)
0,85%ige |.f. Medizinische | Elfriede-
NaCl- Mikrobiologie Aulhornstrale 6,
Lésung und Hygiene 72076 Tubingen
Cloxazillin | Cloxacillin Sodiumsalt C9393-5G | Sigma-Aldrich
3000 monohydrate
CAZ 10 Ceftazidim 10ug CT 1629B | Oxoid GmbH Oxoid Ltd.
Basingsloke,
Hampshire,
England
IMP 10 Imipenem 10ug 231644 Becton Dickin- | Tullastralle 8-12,
son GmbH Hei- {69126 Heidel-
delberg berg
FEP 30 Cefepin 30ug 254893 |-dito -dito-
ATM 30 |Aztreonam 30ug 231640 -dito- -dito-
FOX 30 |Cefoxitin 30ug 231590 |-dito- -dito-
CCT 30 Cefotetan 30pg 231655 |-dito- -dito-
TZP36 Piperacillin 232229  |-dito- -dito-

30ug/Tacobactam 6ug
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Das Cloxacillin wurde mit destilliertemm Wasser auf eine Konzentration von

3000pg/ml eingestellit.

2.4.2 Benotigte Gerate:

Tab. 2.8:  Fiir den Synergietest verwendete Geriéte
Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung |[nummer
Inkubator Inkubator Typ Heraeus, heute: Robert-Bosch-
BBD 6220 Thermo Fischer stral’e 1, 63505
GmbH Langenselbold
Sterile Impf- | Impfdse, 10ul Greiner Bio-One MaybachstralRe 2,
schlingen 200MM, Blau, GmbH 72636 Frickenhau-
10ul steril sen
Densimeter |Vitek Densi- bioMérieux Deutsch- | Weberstralie 8,
chek land GmbH 72622 Nurtingen
Densimeter- |Roéhren, 5ml, Sarstedt AG&Co. Sarstedtstralie 1,
Rohrchen 75x12mm, PS Postfach 1220,
51582 Numbrecht
Wattetrager |MaiMed Tip |PZN Mai Med Medical MaiMed GmbH
unsteril (kleiner Kopf) 0352012 Robert-Koch-Str.

1-7
29643 Neuenkir-
chen

243 Durchfiihrung:

Wie bei den Antibiogrammen wurden die Stamme am Tag zuvor aus der

Stammsammlung aufgetaut, auf Blutagar ausgestrichen und Uber Nacht bei

37° C bebrutet. Am nachsten Tag wurde die optische Dichte mit Hilfe des

McFarland Messgerates zwischen 0,48 und 0,52 eingestellt, danach wur-

den die Stamme analog zur Vorgehensweise bei der Erstellung der Antibio-

gramme auf Muller-Hinton Agar ausgestrichen.
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Mit Hilfe einer Schablone, die so angelegt war, dass zwischen den einzel-
nen Plattchenmitten 20 mm Abstand war, wurden 8 Antibiotikaplattchen auf
eine Test-Nahrbodenagarplatte gelegt.

Inkubation der Platten uber Nacht bei 37° C

Schema der Antibiotikaplattchenplatzierung:

Abb. 2.2: Schema der Antibiotikapléttchenplatzierung

244 Kriterien der Beurteilung:

Zeigt sich zwischen dem Antibiotikum und dem Cloxacillin ein ellipsenformiger
Hemmhof (Champagnerkorken), so kann von einem synergetischen Effekt aus-
gegangen werden. Cloxacillin fuhrt durch eine Hemmung der AmpC Be-
talaktamse zu der Hemmhofverziehung, so dass bei einem Vorliegen eines Sy-
nergismus die AmpC-Bildung des Stammes wahrscheinlich ist.

Im Gegensatz dazu ist beim Vorliegen eines D-Phanomens zwischen Be-
talaktam Antibiotikum und Imipenem von einer Induzierbarkeit von AmpC aus-
zugehen. Die Induktion von AmpC fuhrt zu einer verminderten Wirksamkeit des
Cephalosporins und damit zu einer Abplattung des Hemmhofes auf der ent-
sprechenden Seite.
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Abb. 2.3: D-Phédnomen. Deutlich gehemmter Hof zwischen CAZ und IMP

2.5 E-Test

Beim E-test handelt es sich um einen Gradienten-basierten Streifentest, wobei
auf die eine Seite des Streifens von der Mitte bis zum einen Ende mit einer ste-
tig steigenden Konzentration des Cephalosporins Cefotetan beschichtet ist. Die
gegenulberliegende Seite des Streifens ist ebenfalls mit Cefotetan und zusatz-
lich mit Cloxacillin beschichtet, wiederum von der Mitte bis zum Ende in aufstei-
gender Konzentration. Nach Inkubation bei 37° C Uber Nacht, werden die bei-
den ellipsenférmigen Hemmhofe jeweils an der Schnittstelle mit dem Streifen
abgelesen.



Material und Methoden 28

2.5.1 Benotigte Reagenzien:

Tab. 2.9: Fiir den E-Test verwendete Reagenzien

Name Hersteller- Bestell- |Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Blutagar Columbia-Agar mit PB5039A | Oxoid GmbH Postfach 1007,
Schafsblut Plus 46467 Wesel

MH- Mdller-Hinton Testagar I.f. Medizinische | Elfriede-

Testagar (30%Rindfleischaufgus Mikrobiologie Aulhornstrale 6,
s, 1,75% hydrolysiertes und Hygiene 72076 Tubingen
Casein, 0,15% Starke,
1,7% Agar ph neutral
eingestellt bei 25 °C)

0,85%ige I. f. Medizini- Elfriede-

NaCl- sche Mikrobio- |Aulhornstralie 6,

Losung logie und Hygi- | 72076 Tubingen

ene

E-Test E-Test 537108 Biomerieux Biomerieux Post-

CN/CNI Cefotetan/Cefotetan+ fach 1204, 72602
Cloxacillin Nurtingen

2.5.2 Benodtigte Gerate:

Tab. 2.10: fiir den E-Test verwendete Geriéte

Name Hersteller- Bestell- |Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Inkubator | Inkubator Typ BBD Heraeus, heute: | Robert-Bosch-
6220 Thermo Fischer |stral’e 1, 63505

GmbH Langenselbold

Sterile Impfose, 10ul 200MM, Greiner Bio- MaybachstralRe 2,

Impfschlin- |Blau, steril One GmbH 72636 Fricken-

gen 10l hausen

Densimeter |Vitek Densichek bioMérieux Weberstralie 8,

Deutschland
GmbH

72622 Nurtingen
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Name Hersteller- Bestell- | Hersteller Ort

bezeichnung nummer
Densime- |Rohren, 5ml, Sarstedt Sarstedtstrale 1,
ter- 75x12mm, PS AG&Co. Postfach 1220,
Roéhrchen 51582 NUmbrecht
Sterile Wat- Mai Med- Tip (kleiner |PZN Mai Med Medi- |MaiMed GmbH
testabchen |Kopf) 0352012 |cal Robert-Koch-Str.

1-7
29643 Neuenkir-
chen

2.5.3 Durchfiihrung:

Analog dem Vorgehen zur Erstellung eines Antibiogramms wurden die

Stamme aufgetaut, ein McFarland zwischen 0,48 und 0,52 eingestellt und

die Stamme auf Muller-Hinton Testagar ausgestrichen.

Der E-Teststreifen wurde mit einer Pinzette auf die mit Pseudomonaden
bestrichenen MH-Platten gelegt und tber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Ablesung erfolgte an der Schnittstelle des Hemmhofes mit dem ETest-

Streifen auf dem die Antibiotikakonzentration abgelesen werden konnte.

Die abgelesene MHK (minimale Hemmkonzentration) fur Cefotetan und

Cefotetan und Cloxacillin wurden dokumentiert.

2.5.4 Kriterien der Beurteilung:

Wenn der Quotient aus MHK fur Cefotetan + Cloxacillin und Cefotetan = 8 ist,

kann von einer AmpC-Bildung ausgegangen werden.

2.6 Hydrolyse Assay:

Das Prinzip des Hydrolyse Assay beruht auf dem Nachweis der Spaltung des

Betalactamrings durch Betalaktamasen. Nitrocephin ist ein gelbliches Cepha-

losporin, das nach hydrolytischer Spaltung des Betalactamringes seine Farbe

von gelb nach rot verfarbt, was man durch die Anderung der Absorption nach-
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weisen kann [32]. Die Durchfuhrung fand ahnlich wie von Peter-Getzlaff et al
beschrieben statt [33].

2.6.1 Benotigte Reagenzien:

Tab. 2.11: Fiir den Hydrolyse Assay verwendete Reagenzien

Name Hersteller- Bestell- Hersteller Ort
bezeichnung nummer

Blutagar Columbia-Agar mit |PB5039A |Oxoid GmbH Postfach 1007,

Schafsblut Plus 46467 Wesel
0,85%NaC |.f. Medizinische | Elfriede-
L-Lésung Mikrobiologie | Aulhornstral3e 6,

und Hygiene 72076 Tubingen

Cloxacillin | Cloxacillin Sodi- C9393-5G | Sigma-Aldrich | Sigma-Aldrich
umsalt monohydrate Chemie GmbH
Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen

Nitrocephin |Nitrocephin 5g 184400 EMD Chemicals | EMD Chemicals,
Inc. San Diego CA
92121

1x PBS- I.f.Medizinische |Elfriede-

Puffer Mikrobiologie | Aulhornstralle 6,

und Hygiene 72076 Tubingen

Der PBS-Puffer wurde auf 0,1mM eingestellt, d.h. er wurde mit destilliertem
Wasser 1:100 verdinnt. In einem 10ml Ansatz kamen 100l 1xPBS und
9900ul destilliertes Wasser hinzu.

Nitrocephin (0,5mg/ml) in 0,1mM PBS: Das Nitrocephin wurde in 0,1TmM
PBS-Puffer auf eine Konzentration von 0,5mg/ml eingestellt. In einen 10m|
Ansatz kamen 5mg Nitrocephin, die in 10ml 0,1mM PBS gelost wurden. Der
Ansatz wurde auf 10 1,5ml groRe Eppendorfgefalde verteilt und bei -26°C
aufbewahrt
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500 uM Cloxacillin in 0,1 mM PBS: Das Cloxacillin wurde auf eine Konzent-
ration von 500uM mit 0,1mM PBS-Puffer eingestellt. Dabei wurde 0,0024g
des Cloxacillins in 10ml 0,1mM PBS gelost, in 1,5ml Eppendorfgefalie ver-
teilt und bei -26°C aufbewahrt.

2.6.2 Benotigte Gerate

Tab. 2.12: Fiir den Hydrolyse Assay verwendete Geréte

Name Hersteller- Bestell- |Hersteller Ort
bezeichnung nummer
Inkubator Inkubator Typ Heraeus, heute: |Robert-Bosch-
BBD 6220 Thermo Fischer |[stralle 1, 63505
GmbH Langenselbold
Sterile Impf- Impfése, 10yl Greiner Bio-One |Maybachstralle 2,
schlingen 10pl |200MM, Blau, ste- GmbH 72636 Fricken-
ril hausen
Densimeter Vitek Densichek bioMérieux Weberstralie 8,
Deutschland 72622 Nurtingen
GmbH
Densimeter- |R&hren, 5ml, Sarstedt AG&Co. | Sarstedtstralle 1,
Roéhrchen 75x12mm, PS Postfach 1220,
51582 Numbrecht
Elisa 96-Well |Nunc Microwell 163320 Nuncbrand Nunc Kampstupvef
Platten Plates, Nunclon 90 P.O.BOX 280
Delta Surface DK-4000
Spectrometer | Tecan Sunrise™ Tecan Group Ltd. | Seestral’e 103

8708 Mannerdorf
Schweiz

Datenanalyse-
software

Magellan™

Tecan Group Ltd.

Seestralte 103
8708 Mannerdorf
Schweiz
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2.6.3 Durchfiihrung:

Frische Ubernachtkulturen wurden auf McFarland 0.48 bis 0,52 in
0,85%NaCl mit Hilfe des Densimeters eingestellt.

Nun wurden je 50 pl der verschiedenen Pseudomonadenkulturen in die
Mikrotiterplatte pipettiert.

AnschlieRend wurde 25 pl Cloxacillin bzw. 25 pl 0,1mM PBS hinzugefugt
und 15 Minuten bei 37°C inkubiert.

Anschlie®end wurden 25 ul Nitrocephinlosung hinzugefugt und fur weitere
10 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die Optische Dichte wurde bei 490nm gemessen, wobei die erste Messung
nach 10 Minuten, die zweite nach 30 Minuten, die dritte nach 1 Stunde und
die vierte nach 4 Stunden stattfand. Dazwischen wurde die Mikrotitterplatte

immer wieder bei 37°C inkubiert.

Tab. 2.13: Pipettierschema Beispielhaft:

Stamm1

Stamm 2

Stamm 3

50ul Bakterienkultur+
25ul Cloxacillin+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
25ul Cloxacillin+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
25ul Cloxacillin+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
25ul 10mM PBS+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
25ul 10mM PBS+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
25ul 10mM PBS+
25ul Nitrocephin

50ul Bakterienkultur+
50ul PBS

50ul Bakterienkultur+
50ul PBS

50ul Bakterienkultur+
50ul PBS

2.6.4 Kriterien der Beurteilung:

Jeder Stamm wurde mit Nitrocephin und mit Nitrocephin + Cloxacillin inkubiert.
Wenn das Absorptionsmaximum eines Stammes, der mit Nitrocephin + Cloxa-
cillin inkubiert wurde, signifikant niedriger war als die alleinige Absorption des
Stammes mit Nitrocephin, spricht dies fur das Vorliegen einer AmpC Be-
talaktamase. Ein Unterschied um den Faktor 1,5 wurde als AmpC positiv ge-
wertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Resistenzprofile der untersuchten Isolate

Fir die vorgelegte Arbeit wurden P. aeruginosa lIsolate untersucht, die aus der
Routinediagnostik der medizinischen Mikrobiologie des UKT isoliert wurden. Die
Auswahl der Stamme beinhaltet ein Isolat pro Patient, moglichst konsekutiv,
wobei die Auswahl durch Einschluss von Ceftazidim resistenten und multiresis-
tenten Stammen angereichert wurde, um eine ausreichend hohe Anzahl resis-
tenter Stamme fiir die Testevaluierung zu haben. Die Ubersicht (iber die Ergeb-
nisse der Resistenztestung der einzelnen Stamme ist in Tab.7.1 im Anhang
dargestellt.

100%
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60%
50%
40%
30%
20%
10%
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intermediar

H resistent
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Diagr. 3.1: Prozentuale Verteilung der Antibiotikaresistenzen der 130 untersuchten P.
aeruginosa Isolate

Insgesamt waren 66 von 130 (50,8%) der untersuchten Stamme Ceftazidim
resistent. Bei der Ermittlung der Ko-Resistenzen der eingeschlossenen Isolate
zeigte sich ein hoher Anteil von Stammen mit einer Piperacillin 66,3% und
Piperacillin/Tazobactam 60,8% Resistenz. Die Ko-Resistenz gegenuber Cipro-
floxacin betrug 51,5%, die Resistenz gegenuber den Aminoglykosiden
Gentamycin 20,8% und Amikacin 14,6%. Der hohe Anteil von Meropenem re-
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sistenten Isolaten mit 43,1% liegt in der Auswahl der Isolate begrundet, da be-
vorzugt multiresistente Isolate eingeschlossen wurden. Alle untersuchten

Stamme waren sensibel gegenuber Colistin.

Drei-Klassen-Resistenz (3MRGN) und Vier-Klassen-Resistenz (4MRGN)

Die Einteilung von Multiresistenten Bakterien erfolgt in Deutschland nach der
Klassifikation der KRINKO (Details siehe Material und Methoden), wobei 3
MRGN Isolate sich dadurch auszeichnen, dass sie eine Resistenz gegen 3 der
4 Antibiotikagruppen: Acylureidopenicilline (Piperacillin), 3./4. Generations-
Cephalosporine (Ceftazidim), Carbapeneme (Meropenem) oder Fluorchinolone
(Ciprofloxacine) aufweisen und 4 MRGN gegen alle 4 Vertreter der vorange-
hend aufgefuhrten Antibiotika resistent sind [29]. Von den 130 untersuchten
Stammen wurden 22 (16,9%) der Stamme als 3 MRGN klassifiziert und 37
(28,5%) der Stamme als 4 MRGN eingestuft. Bei der Beurteilung werden inter-
mediare Ergebnisse als resistent gewertet.

3.2 Auswertung des kombinierten Disk Test und Festlegung
eines Goldstandards

Die in diese Arbeit eingeschlossenen Stamme wurden mit Hilfe des kombinier-
ten Disk Tests auf das Vorhandensein der AmpC Betalaktamase untersucht.
Analog zu dem Vorgehen bei Enterobakterien wurde angenommen, dass ein
AmpC Test positiv ist, wenn durch Cloxacillin eine Vergrolierung des Hemmho-
fes um 5 mm oder mehr erreicht wurde. Als Basis fur den Test wurden
Ceftazidim, Cefoxitin und Piperacillin/Tazobactam verwendet. Die erhaltenen
Ergebnisse fur die einzelnen Stamme sind in der Tab.7.2 im Anhang darge-
stellt. Die erzielten Ergebnisse wurden in Tab.3.1, Tab.3.2 und Tab.3.3 zusam-
mengefasst. Um eine AmpC Expression maoglichst sicher nachzuweisen und
moglichst wenig falsch positive Ergebnisse zu erhalten, habe ich mich ent-
schieden, strenge Kriterien fur den Goldstandard anzusetzen. Ein Isolat wurde
nur dann als AmpC Bildner eingestuft, wenn mindestens 2 der 3 Tests positiv

bewertet wurden.
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Tab. 3.1:  Ubersicht (iber die positiven Ergebnisse im kombinierten Disk Test unter-
teilt in Ceftazidim resistente und Ceftazidim sensible Isolate.

Positiver kombinierter Disk Test n (%) basierend auf

Ceftazidim (CAZ) | Cefoxitin (FOX) Piperacillin/
n (%) n (%) Tazobactam
(TZP) n (%)

Ceftazidim resistent 41 (62,1%) 13 (19,7%) 40 (60,6%)
n=66
Ceftazidim sensibel 2 (3,1%) 8 (12,5%) 6 (9,4%)
n=64
Total n=130 43 (33,1%) 21 (16,2%) 46 (35,5%)

Der kombinierte Disk Test war positiv mit Ceftazidim als Basis in 43 (33,1%)
Isolaten, mit Cefoxitin bei 21 (16,2%) Isolaten und mit Piperacillin/Tazobactam
bei 46 (35,5%) Isolaten. Der Cefoxitin Disk Test gab bei deutlich weniger Isola-
ten ein positives Resultat. Die uberwiegende Mehrheit der Isolate mit einem
positiven kombinierten Disk Test war im Antibiogramm Ceftazidim resistent.

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse an Isolaten, die nur in einem, zwei oder allen
drei kombinierten Disk Tests ein positives Ergebnis aufwiesen.

Positiver kombinierter Disk Test n (%)

3 Tests| 2 Tests 1 Test keiner
CAZ+ | CAZ | TZP+ | CAZ+ | TZP FOX CAZ | alle ne-
TZP + | +TZP FOX FOX gativ
FOX
Ceftazidim 12 25 0 1 2 0 2 24
resistent
n=66
Ceftazidim 1 2 2 0 2 5 0 52
sensibel
n=64
Total n=130 13 27 2 1 4 5 2 76
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Ein Ubereinstimmend positives Testresultat bei allen drei als Basis fur den kom-
binierten Disk Test eingesetzten Antibiotika lag bei 13 Stammen vor. Die beste
Ubereinstimmung bei zwei positiven kombinierten Disk Test Resultaten war bei
27 Stammen zwischen Ceftazidim und Piperacillin/Tazobactam. Insgesamt war
bei 11 Stammen nur ein Test positiv. Von diesen Stammen waren 7 Isolate

Ceftazidim sensibel.

Definiert man den Goldstandard so, dass ein Stamm als AmpC positiv gewertet
wird, wenn mindestens 2 der 3 kombinierten Disk Test Isolate positiv sind,
ergibt sich die in Tab.3.3 zusammengefasste Verteilung von AmpC positiven
und negativen Studienisolaten.

Tab. 3.3: Verteilung vom AmpC positiven und AmpC negativen Stdmmen. Als Gold-
standard wurden 2 von 3 positiven Ergebnissen im kombinierten Disk Test

definiert.
AmpC positiv n(%) AmpC negativ n(%)
Ceftazidim resistent n=66 38 (57,6%) 28 (42,4%)
Ceftazidim sensibel n=64 5 (7,8%) 59 (92,2%)
Total n=130 43 (33,1%) 87 (66,9%)

3.3 Evaluierung des Nitrocephin basierten Hydrolyse Tests
zum AmpC Nachweis

Als eine weitere Moglichkeit AmpC Produktion nachzuweisen, wurde ein auf
einer enzymatischen Reaktion basierter Hydrolyse Test bei Escherichia coli be-
schrieben [15, 33]. Hierbei wird die Hydrolyse von Nitrocephin mit und ohne
Zugabe von Cloxacillin verglichen. Kommt es nach Zugaben von Cloxacillin zu
einer mehr als 1,5x fachen Inhibition der Nitrocephinhydrolyse, wird von einer
AmpC Produktion ausgegangen. Die Ubersicht (iber die Ergebnisse des Hydro-
lyse Tests sind im Anhang in Tab.7.3 und Tab.7.4 dargestellt. Sie sind dort den
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Ergebnissen des Induktionstest aus Kapitel 3.4 gegenuber gestellt. Die Zu-
sammenfassung ist in Tab.3.4 dargestellt.

Tab. 3.4: Zusammenfassung der Ergebnisse des Nitrocephin Hydrolyse Tests zum
Nachweis von AmpC

Hydrolyse Test positiv n (%) | Hydrolyse Test negativ n (%)

AmpC positiv n=43 31 (72,1%) 12 (27,9%)

AmpC negativ n=87 15 (17,2%) 72 (82,8%)

Eine Ubereinstimmung des Hydrolysetests mit dem Goldstandard lag bei den
AmpC positiven Stammen bei 31 (72,1%) Isolaten und bei den AmpC negativen
Isolaten bei 72 (82,8%) Stammen vor. Ein positiver Hydrolyse Test bei als
AmpC negativ bewerteten Stammen trat bei 15 (17,2%) der Stamme auf, wo-
hingegen ein negativer Hydrolyse Test bei 12 (27,9%) der als AmpC positiv be-
werteten Isolate auftrat. Um zu Uberprifen, ob die AmpC Betalaktamase bei
den im Hydrolyse Test negativen Isolaten noch weiter induzierbar gewesen wa-
re, wurden die Isolate bezuglich einer AmpC Induzierbarkeit weiter untersucht
(siehe Kapitel 3.4).

3.4 Induzierbarkeit der AmpC Betalaktamase

Es wird davon ausgegangen, dass die Uberexpression der AmpC Betalaktama-
se in P. aeruginosa ein mehrstufiger Prozess ist [15, 25]. Im nachfolgenden Ex-
periment haben wir untersucht ob sich durch Imipenem die Expression der
AmpC Betalaktamase der einzelnen Stamme weiter steigern Iasst. Hierzu wur-
de eine mit P. aeruginosa bestrichene Platte mit zwei nebeneinanderliegenden
Antibiotikahaltigen Plattchen bestlckt, in diesem Fall Ceftazidim bzw. Piperacil-
lin/Tazobaktam und daneben ein Imipenem Plattchen platziert. Kommt es durch
Imipenem zu einer Expressionssteigerung, so verengt sich der Hemmbhof flr

Piperacillin/Tazobactam beziehungsweise Ceftazidim (D-Phanomen). Die Indu-
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zierbarkeit der Stamme ist in Tab.3.5 und Tab.3.6 dargestellt. In Tabelle 7.5 des
Anhangs ist die Induzierbarkeit dem AmpC Status und der Ceftazidim Resistenz
der Stamme gegenuber gestellt.

Tab. 3.5: Zusammenfassung der Induzierbarkeit von AmpC durch Imipenem unter-
teilt nach Ceftazidim sensiblen und Ceftazidim resistenten Stammen.

Induktionstest positiv in der Kombination

CAZ+IMP n (%) | TZP+IMP n (%) = CAZ+IMP und/oder
TZP+IMP n (%)

Ceftazidim 21 (31,8%) 24 (36,4%) 28 (42,4%)
resistent n=66

Ceftazidim 49 (76,6%) 43 (67,2%) 52 (81,3%)
sensibel n=64

Total n=130 70 (53,8%) 67 (51,5%) 80 (61,5%)

In unserem Versuch wurde bei 70 (563,8%) Stammen AmpC durch Ceftazidim +
Imipenem induziert, bei Piperacillin/Tazobaktam waren es 67 (51,5%). Insge-
samt konnte bei 28 von 66 Ceftazidim resistenten Stammen durch Induktion mit
Ceftazidim und/oder Pip/Tazo die AmpC Betalaktamase weiter induziert wer-
den, das entspricht 42,4%. Im Gegensatz dazu war bei den Ceftazidim sensib-
len bei 52 von 64 Stammen eine Induktion durch Ceftazidim und/oder Piperacil-
lin/Tazobaktam moglich, das entspricht 81,3%. Es ist noch zu bemerken, dass
es bei einem Ceftazidim resistenten, AmpC positiven Stamm anstatt einem D-
Phanomen zu einer Synergie kam, d.h. der Hemmhof hat sich noch vergroRert.
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Tab. 3.6: Zusammenfassung der Induzierbarkeit von AmpC durch Imipenem aufge-

teilt in AmpC positive und AmpC negative Isolate.

Induktionstest positiv in der Kombination

CAZ+IMP n (%)

TZP+IMP n (%)

CAZ+IMP und/oder
TZP+IMP n (%)

AmpC positiv
n=43

11 (25,6%)

10 (23,3%)

14 (32,6%)

AmpC negativ
n=87

59 (67,8%)

57 (65,5%)

66 (75,8%)

Total n=130

70 (53,8%)

67 (51,5%)

80 (61,5%)

Es zeigte sich, dass bei den AmpC positiven Stammen in insgesamt 14 von 43
Isolaten durch Imipenem eine weitere AmpC Induktion hervorgerufen werden
konnte, dies entspricht 32,6%. Bei den AmpC negativen Stammen waren es 66
von 87 Stammen, dies entspricht 75,8%. Insgesamt waren 95 der 130 Stamme,
dies entspricht 73%, entweder direkt AmpC positiv im kombinierten Disk Test

oder es liel3 sich durch Imipenem eine AmpC Induktion hervorrufen.

3.5 Untersuchung der Isolate bezuglich des Vorliegens einer
Extended-spektrum AmpC Betalaktamase

In der Regel umfasst das Hydrolyse Spektrum der AmpC Betalaktamase die 3.
Generationscephalosporine Cefotaxim und Ceftazidim, wobei das Cefepim hau-
fig nicht erfasst wird [4, 34]. Allerdings sind auch sogenannte Extended-
spektrum AmpC Betalaktamasen beschrieben worden, die Cefepim hydrolysie-
ren konnen [17]. In der nachfolgenden Untersuchung soll bestimmt werden, in-
wiefern bei P. aeruginosa das Spektrum der AmpC Betalaktamase Cefepim mit
einschlie3t. Hierzu wurde ein kombinierter Disk Test und ein AmpC Induktions-
test mit Cefepim als Basis durchgefuhrt. Die Tab.7.6 zur Untersuchung auf das

Vorliegen einer Extended-Spektrum AmpC Betalaktamase ist im Anhang zu
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finden. Die Tab.3.7 und Tab.3.8 fassen die Ergebnisse zur Untersuchung auf
eine Extended —Spektrum AmpC Betalaktamase zusammen.

Tab. 3.7: Zusammenfassung der Ergebnisse des kombinierten Disk Tests und Induk-
tionstest mit Cefepim als Basis, aufgeteilt in Cefepim resistente und sensib-

le Stamme.
Kombinierter Disk Test Cefe- Induktionstest FEP+IMP
pim positiv n (%) positiv n (%)
Cefepim 16 (44,4%) 3 (8,3%)
resistent n= 36
Cefepim 11 (11,7%) 34 (36,2%)
sensibel n=94
Total n=130 27 (20,8%) 37 (28,5%)

Tab. 3.8: Zusammenfassung der Ergebnisse des kombinierten Disk Tests und Induk-
tionstest mit Cefepim als Basis, aufgeteilt in AmpC positive und negative

Stdmme
Kombinierter Disk Test Induktionstest FEP+IMP
positiv n (%) positiv n (%)

AmpC 22 (51,2%) 7 (16,3%)
positiv n=43

AmpC 5 (5,7%) 30 (34,5%)
negativ n=87
Total n=130 27 (20,8%) 37 (28,5%)

Bei den 36 Cefepim resistenten Isolaten zeigte sich bei 44,4% ein positives Er-
gebnis im kombinierten Disk Test. Bei 3 (8,3%) wurde eine Induzierbarkeit
durch Imipenem nachgewiesen. Unter den AmpC positiven Stammen lagen die
positiven Ergebnisse im kombinierten Disk Test bei 22 von 43 Stammen, das
entspricht 51,2%, so dass Cefepim Resistenz bei diesen Stammen sehr wahr-



Ergebnisse 41

scheinlich auf Vorliegen von AmpC zurtckzufuhren ist. Weitere 30 von 87 der
AmpC negativen Stamme, was 34,5% entspricht, zeigen eine positive Induktion
mit Imipenen, das heil’t, es liegt potenziell eine AmpC Betalaktamase mit einem

verbreiterten Spektrum vor.

Bei den als AmpC positiv eingeteilten Stamme sind 15 Stamme Cefepim resis-
tent (34,9%), wobei davon 13 Stamme (87,7%) einen positiven kombinierten
Cefepim Disk Test aufweisen, was ebenfalls darauf hindeutet, dass bei diesen
Stammen AmpC fur die Cefepim Resistenz verantwortlich ist.

Unter den Stdmmen waren 3 Isolate bei denen sich zwischen Imipenem und

Ceftazidim eine Synergie zeigte und sich der Hemmhof vergrol3erte.

3.6 Charakterisierung der Meropenem resistenten P.
aeruginosa Stamme bezuglich des Vorhandenseins einer
AmpC Betalaktamase

Meropenem Resistenz kann durch verschiedene Resistenzmechanismen wie
Effluxpumpen, Porinmutationen oder Carbapenemasen vermittelt werden [9,
12, 35]. Die Detektion der Expression einer AmpC-Betalaktamase ist daher in
diesen Isolaten durch das gleichzeitige vorliegen verschiedener Resistenzme-
chanismen erschwert. Aztreonam ist in der Regel nicht durch Enzyme wie
Carbapenemasen vom Metallo-Betalaktamase Typ betroffen [12], so dass im
Folgenden das Vorhandensein beziehungsweise eine potentielle Induktion von
AmpC im kombinierten Disk Test und Induktionstest mit Aztreonam als Basis
untersucht wurde. Die AmpC Charakterisierung bei Meropenem resistenten
Stammen auf der Basis von Aztreonam ist in Tabelle 7.7 im Anhang zu finden.
Die Ubersicht dazu ist in Tab.3.9 dargestellt.
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Tab. 3.9:

Aztreonam in 56 Meropenem resistenten Stdmmen.

Ubersicht der kombinierten Disk Test und Induktionstest Ergebnisse mit

Total n=56 Aztreonam Aztreonam Total n=36
intermediar n=24 | resistent n=32
AmpC positiv | Kombinierter 3 (13,6%) 9 (40,9%) 12 (54,5%)
n=22 Disk Test AZT
positiv
Induktionstest 7 (31,8%) 1(4,5%) 8 (36,4%)
AZT+IMP
positiv
AmpC negativ| Kombinierter 0 (0%) 2 (5,9%) 2 (5,9%)
n=34 Disk Test AZT
positiv
Induktionstest 10 (29,4%) 4 (11,85) 14 (41,2%)
AZT+IMP
positiv

Bei den Meropenem resistenten Stammen waren 14 der 56 Stamme positiv im
kombinierten Disk Test mit Aztreonam als Basis. Bei diesen Stammen konnte
eine AmpC Betalaktamase exprimiert werden. Hiervon waren 11 der Stamme
auch Aztreonam resistent, drei der Stamme waren als intermediar gegenuber
Aztreonam beurteilt worden. Aztreonam kann bei P. aeruginosa maximal als
intermediar bewertet werden, da auf Grund der Definitionen fur die Hemmhof-
grolRen keine sensiblen Isolate in der Wildtyppopulation vorkommen. Von den
14 Stammen, die ein positives Ergebnis im kombinierten Disk Test zeigten ge-
horten 12 der Stamme zu den AmpC positiven Isolaten und zwei zu den AmpC
negativen Isolaten. Die Induktion durch Imipenem bei Aztreonam intermediaren
Stammen sowohl der AmpC positiven mit 31,8%, als auch der AmpC negativen
mit 29,4% ist relativ hoch. Bei den Meropenem resistenten Stammen ist eine
Induktion von AmpC Betalaktamase bei insgesamt 22 (39,3%) der Stamme
moglich.

Zwei Meropenem resistente und zusatzlich Aztreonam resistente Stamme zeig-

ten in der Kombination Aztreonam und Imipenem einen Synergieeffekt.
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3.7 Charakterisierung der Metallo-Betalaktamase
expremierenden multiresistenten P. aeruginosa Isolate

Von den Meropenem resistenten Stammen wurde bei einer Untergruppe (n=10)
in der Routine Diagnostik mittels PCR eine Metallo-Betalaktamase nachgewie-
sen. Die Ergebnisse davon sind in der nachfolgenden Tabelle Tab.3.10 und
Tab.3.11 noch einmal gesondert dargestelit.

Tab. 3.10: Ubersicht iiber Meropenem resistente Stdimme mit Metallo-
Betalaktamasen.
Angegeben sind die Hemmhofdurchmesser fiir die einzelnen getesteten
Substanzen in mm. D-Phdnomen zwischen Imipenem und Cefepim vor-
handen (+) orange hinterlegt, sehr stark ausgeprégt (++) rot hinterlegt; griin
steht fiir einen Synergieeffekt (S).

14
o » O
£ 3 o x o
£ s £ = s
= n o - 14 - () =
c c N i N + +
£ Q g < = < - =
£ a o N N
c € a < <
& < g
o
IMP 29 29 0 +
IMP 28 29
IMP 29 29
positiv IMP 20 25
“ 5 5 0 )
“ 5 5 0 )
VIM 25 25 0 -
20 22 2 -
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Tab. 3.11: Ubersicht iiber IMP und VIM Typen der Metallo-Betalaktamasen

Total n=10 IMP positiv n=8 | VIM positiv n=2

Aztreonam Kombinierter Disk Test 1 0

intermediar n=6 AZT positiv
Induktionstest AZT+IMP 4 0

positiv
Aztreonam Kombinierter Disk Test 0 0
resistent n=4 AZT positiv n=0

Induktionstest AZT+IMP 0 0

positiv n=0

Die P. aeruginosa Stamme, bei denen eine Carbapenemase nachgewiesen
werden konnte, war lediglich bei einem Stamm der kombinierte Disk Test bei
Aztreonam positiv. Bei weiteren 4 Stammen war eine Induktion von AmpC maog-
lich. Alle funf Stamme hatten eine Carbapenemase vom IMP Typ. Keiner der
Stamme vom VIM Typ war positiv im kombinierten Disk Test oder zeigte eine
AmpC Induktion.

3.8 Weitere Nachweismethoden von AmpC

Weitere AmpC Nachweismethoden, die in Enterobakterien, wie beispielsweise
in E. coli oder Klebsiellen eingesetzt werden, sind der sogenannte Synergietest
und der E-Test. Beim Synergietest werden Cloxacillin Disk in einem bestimmten
Abstand zum 3. Generationscephalosporin platziert. Besteht ein Synergieeffekt

durch Cloxacillin wird von einem AmpC produzierenden Stamm ausgegangen.

Der Synergietest war schwierig zu interpretieren und zu standardisieren, so
dass er nicht weiter evaluiert wurde. Der E-Test ist ein Gradienten-basierter
Streifentest, bei dem ein Quotient zwischen der MHK mit und ohne Cloxacillin
abgelesen wird. Aufgrund der fur P. aeruginosa unpassenden Antibiotika Kon-
zentrationen erbrachte dieser Test fur den Nachweis von P. aeruginosa eben-

falls keine verwertbaren Informationen.
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4 Diskussion

4.1 Phanotypische Methoden zum Nachweis von AmpC

Zum Nachweis von Betalaktamasen gibt es eine Reihe an phanotypischen Me-
thoden, die vor allem bei Enterobakterien zum Einsatz kommen. Sie werden
meist bei einembestimmten beobachteten Resistenzphanotypen eingesetzt, um
die zugrunde liegende Betalaktamase nachzuweisen. Beispiele des Nachwei-
ses Klinischer Resistenzphanotypen sind in Tab.4.1 dargestellt. Fur Enterobak-
terien gibt es verschiedene Nachweisverfahren, wobei die am haufigsten einge-
setzten Tests der kombinierte Disk Test, der Synergietest oder der gradienten
basierte E-Test sind. In der Regel beruhen diese Tests auf dem Unterschied
bezuglich der Resistenz zwischen dem Antibiotikum alleine und in Kombination
mit seinem Inhibitor [14]. Bei dem Nachweis von AmpC wird dabei der Effekt
ausgenutzt, dass AmpC durch Cloxacillin inhibiert werden kann [36].

Tab. 4.1: Resistenzphédnotypen fiir den Nachweis von ESBL, AmpC-Betalaktamasen
und Metallo-Betalaktamasen [14, 36].

Betalaktamase Resistenzphanotyp Hemmung durch

CAZ | CTX | CPD | FOX | IMP/MEM | CLS | CLX | EDTA

ESBL (R) (R) R S S + - -
AmpC R R R R S - + -
Metallo- R R R R R - - +

Betalaktamase

So konnte beispielsweise bei einer Studie aus dem Jahr 2011 die an 51 E. coli
Isolaten durchgefuhrt wurde, gezeigt werden, dass die phanotypischen Nach-
weismethoden auch bei komplexen zugrundeliegenden Resistenzmechanis-
men, wie chromosomal kodierte Mutationen im Promotor oder verschiedene

plasmidkodierte AmpC Enzyme nachgewiesen werden konnen [33]. Am besten
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schnitt hierbei der kombinierte Disk Test mit Cefoxitin als Basis Antibiotikum ab,
aber auch die anderen phanotypischen Tests, einschliellich des E-Tests, zeig-
ten bei > 90% der AmpC positiven Isolate ein positives Resultat [33].

Die kommerziell erhaltlichen kombinierten Disk Tests sind fur den Nachweis
von AmpC bei Enterobacteriaceaen in der Routinediagnostik weit verbreitet. Im
Gegensatz dazu werden P. aeruginosa Isolate in der mikrobiologischen Diag-
nostik in der Regel nicht darauf hin Uberprift, ob eine AmpC Betalaktamase
gebildet wird. P. aeruginosa besitzt eine chromosomale AmpC Betalaktamase,
deren Expression stufenweise durch Mutationen oder Enzyminduktion hochre-
guliert werden kann [17]. Fur den Nachweis von AmpC in P. aeruginosa gibt es
unterschiedliche Nachweismethoden und keinen allgemein gultigen Goldstan-
dard. Bei den bislang durchgefuhrten Studien, die AmpC Bildung in P. aerugi-
nosa in unterschiedlichen Landern und Krankenhausern untersucht haben,
wurden verschiedene Nachweismethoden als Goldstandard gewanhlt [23, 30].
Diese umfassten unter anderem Synergietests [31], Resistenztestung von
Ceftazidim auf Cloxacillinhaltigen Agarplatten [37], Betalaktamase Aktivitatstest
[38] oder den kombinierten Disk Test [30].

Ich habe mich dafur entschieden, den kombinierten Disk Test als Goldstandard
zu wahlen, da er gut zu standardisieren ist und bereits zum Nachweis von
AmpC bei Enterobakterien weit verbreitet ist. Zudem zeigte er eine hohe Sensi-
tivitat beim Nachweis von AmpC in E. coli, einschliellich in Isolaten, bei denen
eine Hochregulation der chromosomalen AmpC Betalaktamase vorlag [33]. Um
eine AmpC Expression moglichst sicher nachzuweisen und moglichst wenig
falsch positive Ergebnisse zu erhalten, habe ich mich entschieden strenge Kri-
terien fur den Goldstandard anzusetzen. Ein Isolat wurde nur dann als AmpC
Bildner eingestuft, wenn mindestens 2 der 3 durchgefuhrten kombinierten Disk
Tests positiv bewertet wurden, wobei als Basisantibiotikum Ceftazidim, Ce-
foxitin und Piperacillin-Tazobaktam eingesetzt wurden.

Insgesamt wurden 43 der 130 untersuchten Stamme als AmpC Bildner einge-
stuft.
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Insgesamt zeigte der kombinierte Disk Test eine gute Ubereinstimmung mit
dem Hydrolyse basierten Test. 31 Stamme (72,1%) der 43 im kombinierten Disk
Test als positiv bewerteten Stamme waren auch im Hydrolyse Test positiv. Im
Hydrolyse Test zeigen sich 15 (17,2%) Stamme als positiv die im kombinierten
Disk Test als nicht positiv gewertet wurden. 12 (27,9%) Stamme wurden im
Hydrolyse Test negativ auf AmpC gewertet, welche im kombinierten Disk Test
positiv waren. Grunde fur die diskrepanten Ergebnisse konnten zum einen darin
liegen, dass die AmpC Betalaktamase unterschiedlich stark induziert war in den
Isolaten, als der Test durchgefuhrt wurde. Zudem kann ein Unterschied im
Testergebnis auch darin begrundet sein, dass das Spektrum der AmpC Be-
talaktamase der verschiedenen Stamme fur die den Tests zugrunde liegenden
Antibiotika unterschiedlich ist.

Der Synergietest war schwierig zu interpretieren und standardisieren, so dass
er nicht weiter evaluiert wurde. Der E-Test hat aufgrund der fur P. aeruginosa
unpassenden Antibiotika Konzentrationen keine interpretierbaren und verwert-
baren Ergebnisse geliefert, so dass er fur P. aeruginosa nicht eingesetzt wer-

den kann.

4.2 Bedeutung der AmpC Betalaktamase in den untersuchten
klinischen P. aeruginosa Isolaten dieser Studie

4.2.1 Hoher Anteil von AmpC positiven Isolaten bei den untersuchten
Stammen

Unter den P. aeruginoa Stammen fand sich eine hohe Rate an AmpC positiven
Stammen, von den 130 Stammen waren 43 Isolate (33,1%) AmpC-Bildner. Ins-
gesamt waren von den 66 Ceftazidim resistenten Stammen in der vorliegenden
Studie 39 Stamme (59,1%) AmpC positiv. Das bedeutet, dass bei deutlich Uber
der Halfte der getesteten Ceftazidim resistenten Stamme die Expression der
AmpC Betalaktamase sehr wahrscheinlich zu dem resistenten Phanotyp der
Isolate beitragt.
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In einer Studie von Tam et al wurde eine Gesamtpravalenz von AmpC positiven
Stammen von 18.3% im Jahr 2007 aus P. aeruginosa Isolaten eines Kranken-
hauses in Houston, USA, beschrieben [15]. In einer Folgestudie desselben Au-
tors aus dem Jahre 2009 waren insgesamt 42 von 263 (16,0%) der untersuch-
ten P. aeruginosa Stamme AmpC positiv [39]. Der Anteil der AmpC positiven
Stamme bei den 63 Ceftazidim resistenten Stammen lag mit den 42 Stammen
bei 66,7% [39]. Bei einer multizentrischen Studie, die in Spanien durchgefuhrt
wurde, sind 190 P. aeruginosa lIsolate aus Blutkulturen bezlglich ihres Resis-
tenzmechanismus untersucht worden. Insgesamt wurde in 24,2% der Isolate
eine AmpC Uberexpression festgestellt. In der Gruppe der Ceftazidim resisten-
ten Isolaten wurde eine AmpC Uberexpression in 84% der Stamme nachgewie-
sen [16]. Meine Ergebnisse, sowie die anderenorts durchgefuhrten Studien de-
monstrieren, dass AmpC eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Ceftazidim
Resistenz in P. aeruginosa spielt.

4.2.2 Induzierbarkeit von AmpC

Die Expression der AmpC Betalaktamase kann durch verschiedene Faktoren
induziert werden. Verschiedene Antibiotika unterscheiden sich in ihrem Poten-
zial, AmpC induzieren zu kdnnen. Imipenem beispielsweise ist ein sehr potenter
Induktor der AmpC Betalaktamase, ebenso Tazobaktam [40-42]. Es ist denk-
bar, dass es bei einem Ceftazidim sensiblen Stamm nach Kontakt mit Imipenem

zu einer Induktion von AmpC kommt und der Stamm Ceftazidim resistent wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Induzierbarkeit der AmpC Betalaktamase
dadurch Uberpruft, dass man den Ceftazidim Hemmhof beurteilt hat, nachdem

der Stamm mit Imipenem oder Tazobaktam in Kontakt war.

Eine Induktion von AmpC konnte bei 80 (61,5%) Stammen der insgesamt 130
untersuchten Stammen nachgewiesen werden. Hierbei waren insgesamt 14
(32,6%) der induzierbaren Stamme bereits als AmpC positiv detektiert worden,
bei 66 (75,8%) Stammen war AmpC negativ. Unter den Ceftazidim resistenten

Stammen konnte bei 28 Stammen der 66 Stamme (42,4%) eine weitere Induk-
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tion von AmpC nachgewiesen werden; bei den Ceftazidim sensiblen Stammen

waren es 52 Stamme (81,3%).

Rechnet man die Stamme zusammen, bei denen AmpC induziert werden kann
und die AmpC positiv sind, kommt man auf 109 Stamme, bei denen AmpC ent-
weder exprimiert oder durch Imipenem oder Piperacillin/Tazobaktam induzier-
bar ist. Insbesondere besorgniserregend sind die Isolate, bei denen Ceftazidim
sensibel getestet wurde und gleichzeitig AmpC positiv sind (n=4) oder AmpC
induziert werden kann (n=52).

4.2.3 Extended-Spektrum Cephalosporinasen

Ceftazidim ist eines der klassischen Substrate der AmpC Betalaktamase. Eine
standige Evolution der AmpC Betalaktamasen durch Mutationen kdnnen dazu
fuhren, dass das Spektrum erweitert wird und auch eine Resistenz gegenuber
Cefepim durch die AmpC Betalaktamase verursacht wird [17]. Sie werden dann
als Extended-Spektrum Cephalosporinase (ESACs) bezeichnet [43]. Um zu
uberprufen, inwieweit auch die Resistenz unserer Stamme gegenuber Cefepim
auf AmpC zuruckzufihren ist, wurde der kombinierte Disk Test und der Indukti-
onstest mit Cefepim als Basis durchgefihrt. Insgesamt waren 36 der 130 unter-
suchten Stamme resistent gegenuber Cefepim. Von diesen Cefepim resistenten
Stammen waren 16 von 36 Stamme (44,4%) im kombinierten Disk Test mit
Cefepim positiv. Von den Cefepim sensiblen Isolaten zeigten 11 Stamme
(11,7%) einen positiven kombinierten Disk Test und bei 34 (36,2%) Stammen
war der Induktionstest positiv. Das bedeutet, dass es einen starken Hinweis
darauf gibt, dass bei etwas weniger als der Halfte unserer Cefepim resistenten
Stammen AmpC als Ursache fur den beobachteten Phanotyp beteiligt zu sein
scheint. Zudem kann bei ungefahr einem Drittel der Cefepim sensiblen Stamme
durch AmpC Induktion Cefepim potenziell auch resistent werden. Neben AmpC
spielt auch die Uberexpression von Effluxpumpen eine Rolle. In einer spani-
schen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von mexB bei
25% und von mexY bei 29% der untersuchten Cefepim resistenten Isolate vor-
lag [16].
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4.2.4 Nachweis von AmpC Betalaktamase in multiresistenten
P.aeruginosa Stammen

Bei Meropenem resistenten Stammen kdnnen verschiedene Resistenzmecha-

nismen wie Effluxpumpen, Porinmutationen oder Carbapenemasen die Mero-

penemresistenz vermitteln [16, 31, 44]. Die Detektion der Expression einer

AmpC ist daher durch gleichzeitig vorliegende Resistenzmechanismen insbe-

sondere in diesen Isolaten erschwert.

Da Aztreonam ein Substrat der AmpC Betalaktamase ist, eignet sich Aztreonam
in den MBL positiven Isolaten als Basis fur den kombinierten Disk Test und fur
einen Induktionstest mit Imipenem. Die Ergebnisse fur die Meropenem resisten-
ten Stamme und die MBL positiven Stamme lieRen keine eindeutige Zuordnung
zu einem Phanotyp zu. So war nur bei 12 der insgesamt 22 AmpC positiven
Isolate ein positiver kombinierter Disk Test mit Aztreonam als Basis vorhanden.
Bei den MBL bildenden Stamme (n=10) war der kombinierte Disk Test in nur
einem Isolat positiv. Wegen den verschiedenen Resistenzmechanismen, die in
P.aeruginosa teilweise alle gleichzeitig vorkommen, ist es schwierig, den zu-
grunde liegenden Mechanismus eines klinischen Isolates genau zu kennen. So
wurde beispielsweise bei der Untersuchung von 43 Blutkulturisolaten aus einem
Lehrkrankenhaus in Brasilien gezeigt, dass bei den Ceftazdim resistenten
Stammen haufig mehrere Betalaktamasen gleichzeitig vorlagen. So wurde nur
in 9,3% der Isolate AmpC alleine als mogliche Ursache der Ceftazdim Resis-
tenz detektiert. In allen anderen Isolaten lagen weitere Betalaktamasen wie
GES-1, CTX-M-2, GES-5, IMP-1 oder SPM-1 vor [37].

Liegen bei P. aeruginosa Stammen gleichzeitig mehrere Resistenzmechanis-
men vor, wie dies bei multiresistenten Stammen haufig der Fall ist, haben pha-
notypische Nachweisverfahren ihre Grenzen erreicht. PCR basierte Nachweis-
verfahren sind aufgrund der schwierigen regulatorischen Einflussfaktoren und
der Vielzahl von Resistenzmechanismen ebenfalls schwierig. Neue Methoden,
wie beispielsweise die komplette Genomsequenzierung von Bakterien, kdnnten

eine Maoglichkeit darstellen, in der Zukunft zu versuchen, die zugrundeliegenden
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Resistenzmechanismen aufzuklaren und mit der phanotypischen Resistenz zu

korrelieren.

4.3 Klinische Relevanz der AmpC Betalaktamase

Die effektive Behandlung von P. aeruginosa stellt fur die Kliniker auf Grund sei-
ner vielen Resistenzmechanismen und Anpassungsmaglichkeiten eine grof3e
Herausforderung dar. Deshalb ist es wichtig diesen Organismus sehr genau zu
verstehen und auf seine Resistenzmechanismen passende Antworten zu finden
[35]. In einigen Studien wurde nachgewiesen, dass das Outcome von Patienten
mit Infektionen durch multiresistente P.aeruoginosa Stammen signifikant
schlechter ist, als bei Infektionen mit P.aeruginosa Stammen, die nicht multire-
sistent sind, wobei die Multiresistenz in jeder Studie etwas anders definiert wur-
de; auch in einer klinischen Studie konnte von Aloush et al. 2006 gezeigt wer-
den, dass eine Infektion mit einem multiresistenten P. aeruginosa Isolat mit ei-
ner signifikant hoheren Mortalitat einhergeht [45]. Das Vorliegen eines MDR
P. aeruginosa stellt dabei keinen unabhangigen Risikofaktor fur eine erhdhte
Mortalitat dar. Die Applikation einer wirksamen Antibiotika Therapie konnte von

Willmann et al 2013 als ein solcher identifiziert werden [46].

In einer retrospektiven Studie, bei der 42 P.aeruginosa lIsolate, die AmpC Bild-
ner waren mit 33 Isolaten einer Kontrollgruppe verglichen wurden, berichtet
Tam et al., dass Patienten mit Infektionen die durch AmpC bildenden P. aerugi-
nosa Stammen verursacht wurden 67,5 mal haufiger mit einem uneffektiven
Antibiotikum behandelt wurden, als Patienten, die mit einem AmpC negativen
Stamm infiziert waren [39]. In der Schlussfolgerung empfiehlt der Autor, dass es
moglicherweise angebracht ist, in einem epidemiologischen Setting mit einem
hohen Anteil an AmpC produzierenden Stammen, die Auswahl der initialen
Therapie so zu wahlen, dass auch AmpC bildende Stamme mit abgedeckt wer-
den.

Die Auswahl der Therapie richtet sich nach einer initial empirisch begonnenen
Therapie meist nach den Ergebnissen der Resistenztestung des isolierten
Stammes. In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei vie-
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len Ceftazim sensiblen Stammen AmpC positiv war oder eine AmpC Be-
talaktamase induziert werden kann. Bei einer Hochregulation von AmpC durch
beispielsweise Tazobaktam oder Imipenem konnte der Stamm dann unter The-
rapie resistent gegenuber Piperacillin/Tazobaktam oder Ceftazidim werden. Bei
Enterobacteriaceaen beispielsweise, die eine induzierbare chromosomale
AmpC Betalaktamase besitzen, wie Enterobacter cloacae oder auch Citrobacter
freundii [17], hat die EUCAST empfohlen, bei einer sensiblen Testung im Anti-
biogramm ein Kommentar hinzuzufigen, der von einer Monotherapie mit 3. Ge-

nerationscephalosporinen abrat [47].

4.4 Fazit

In der Arbeit konnte dargestellt werden, dass das AmpC einen grof3en Anteil an
der Vermittlung von Resistenz gegenuber Ceftazidim und Piperacillin/
Tazobaktam, sowie zu einem geringeren Anteil auch gegenuber Cefepim hat.
Es konnte auch die Induktion von AmpC bei initial Ceftazidim sensiblen Isolaten
dargestellt werden. Aufgrund der Vielzahl von Resistenzmechanismen, die sich
gegenseitig beeinflussen konnen ist es insbesondere bei multiresistenten Isola-
ten schwierig durch phanotypische Tests eindeutige Ruckschlisse auf den Re-
sistenzmechanismus zu ziehen. Der Einsatz eines der evaluierten Nachweis-
verfahren in der Routinediagnostik erscheint daher derzeit noch nicht empfeh-
lenswert. Weitere Untersuchungen bei denen beispielsweise die Resistenzgene
des kompletten Genoms mit der phanotypischen Resistenztestung verglichen
werden stellen vielversprechenden Ansatze fur die Zukunft dar.
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5 Zusammenfassung

P. aeruginosa ist zusammen mit S. aureus und E. coli einer der haufigsten Kei-
me, der fur nosokomiale Infektionen in den Krankenhdusern verantwortlich ist.
P. aeruginosa kann eine Vielzahl von Resistenzmechanismen besitzen, was
eine zunehmende Herausforderung bei der Auswahl einer geeigneten antibioti-
schen Therapie darstellt. Einen wichtigen Resistenzmechanismus stellt die
Hochregulation der chromosomal kodierten AmpC Betalaktamase dar, die eine
Resistenz gegenuber wichtigen therapeutischen Antibiotika wie Ceftazidim und
Piperacillin/Tazobaktam vermitteln kann.

Wahrend der Nachweis von AmpC bei Enterobacteriaceaen durch den kom-
merziell erhaltlichen kombinierten Disk Test in der Routinediagnostik weit ver-
breitet ist, werden P. aeruginosa Isolate in der mikrobiologischen Diagnostik in
der Regel nicht darauf hin Uberprift, ob eine AmpC Betalaktamase gebildet

wird.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 130 klinischen P. aeruginosa Isolaten
mit Resistenzen gegenuber Piperacillin-Tazobactam, Ceftazidim oder Cefepim,
aber auch sensible Stamme auf das Vorhandensein einer AmpC Betalaktama-
se, sowie der Induzierbarkeit von AmpC hin zu untersuchen. Verschiedene
phanotypische Nachweismethoden sollten bezlglich ihres Einsatzes in der mik-
robiologischen Routinediagnostik evaluiert werden. Als Goldstandard wurden
mindestens zwei positive Ergebnisse von drei durchgefuhrten kombinierten Disk
Tests gewahlt.

Insgesamt waren 43 (33,1%) der 130 untersuchten Stamme AmpC Betalakta-
mase positiv und 87 Stdmme AmpC negativ. Eine Ubereinstimmung mit dem
evaluierten Nitrocephin Hydrolysetest lag fur die AmpC positiven Stammen bei
31 Isolaten (72,1%) und bei den als AmpC negativen Isolaten bei 72 Stammen
(82,8%) vor. Der ebenfalls evaluierte Synergietest war schwierig zu standardi-
sieren und abzulesen, so dass er ebenso wie der ETest zum AmpC Nachweis

bei P. aeruginosa als ungeeignet fur einen Routineeinsatz anzusehen ist.
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Insgesamt waren von den 66 Ceftazidim resistenten Stammen in der vorliegen-
den Studie 39 Stamme (59,1%) AmpC positiv. Das bedeutet, dass bei deutlich
Uber der Halfte der getesteten Ceftazidim resistenten Stamme die Expression
der AmpC Betalaktamase sehr wahrscheinlich zu dem resistenten Phanotyp der
Isolate beitragt.

Eine Induktion von AmpC durch Imipenem oder Tazobaktam konnte bei 80
(61,5%) Stammen der insgesamt 130 untersuchten Stamme nachgewiesen
werden. Hierbei waren insgesamt 14 (32,6%) der induzierbaren Stamme bereits
als AmpC positiv detektiert worden, 66 (75,8%) Stamme waren AmpC negativ.
Unter den Ceftazidim resistenten Stammen konnte bei 28 Stammen der 66
Stamme (42,4%) eine weitere Induktion von AmpC nachgewiesen werden; bei
den Ceftazidim sensiblen Stammen waren es 52 Stamme (81,3%). Insgesamt
fanden sich 109 Isolate die entweder AmpC positiv waren oder bei denen durch
Imipenem oder Piperacillin/Tazobaktam AmpC induzierbar werden konnte. Ins-
besondere besorgniserregend sind die Isolate, bei denen Ceftazidim sensibel
getestet wurde und die AmpC positiv sind (n=4) oder AmpC induziert werden
kann (n=52).

Um zu Uberprifen, inwieweit auch die Resistenz unserer Stamme gegenuber
Cefepim auf AmpC zurtckzufuhren ist, wurde der kombinierte Disk Test und der
Induktionstest mit Cefepim als Basis durchgefuhrt. Von den Cefepim resistenten
Stammen waren 16 von 36 Stamme (44,4%) im kombinierten Disk Test mit
Cefepim positiv. Von den Cefepim sensiblen Isolate zeigten 11 Stamme
(11,7%) einen positiven kombinierten Disk Test und bei 34 (36,2%) Stammen
war der Induktionstest positiv. Das bedeutet, dass es einen starken Hinweis
darauf gibt, dass bei etwas wenig als der Halfte unserer Cefepim resistenten
Stammen AmpC als Ursache fur den beobachteten Phanotyp beteiligt zu sein
scheint. Zudem kann bei ungefahr einem Drittel der Cefepim sensiblen Stamme
durch AmpC Induktion Cefepim potenziell auch resistent werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in unserem epidemiologi-
sche Setting AmpC eine wichtige Rolle als Ursache fur eine Ceftazidim Resis-
tenz und zu einem geringeren Anteil auch bei Cefepim spielt. Mit dem kombi-
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nierten Disk Test steht ein gut durchfuhrbarer phanotypischer Test zur Verfu-
gung, wobei die Aussagekraft eines phanotypischen Tests bei multiresistenten
Stammen limitiert sein wird. Zur Auflésung komplexer parallel vorliegender Re-
sistenzmechanismen wird die komplette Genomsequenzierung zukunftig an
Bedeutung gewinnen. Prospektive klinische Studien werden bendtigt, um einen
Zusammenhang zwischen AmpC positiven und AmpC induzierbaren Stammen
mit dem Outcome der Patienten bei den verschiedenen Therapieregimen zu

untersuchen.
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7 Anhang

Tab. 7.1: Ubersicht iiber die Antibiotikaresistenz der untersuchten P. aerugino-

sa Stdmme.

Sensible Resultate sind in griin, intermedidre Resultate in gelb und ein re-
sistentes Testergebnis in rot hinterlegt. Die Zahlen sind die Durchmesser
der Hemmhdéfe in mm. Hellgriine Hinterlequng: zur Beurteilung der 3 bzw. 4
Klassen Resistenz zugrundeliegenden Antibiotika.
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27
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Tab. 7.2: Ubersicht iiber die Resultate des kombinierten Disk Test.
Angegeben sind die Hemmhofdurchmesser fiir die einzelnen getesteten
Substanzen in mm. Blau hinterlegt sind die Stdmme, bei denen es durch
Cloxacillin zu einer VergréBerung des Hemmhofes um mindestens 5 mm
kam. Der AmpC Status ist in der rechten Spalte wie folgt dargestellt: die
AmpC negativen Stdmme (kein oder nur ein Test positiv) sind griin hinter-
legt, die AmpC positiven Stdmme (mindestens 2 positive Testergebnisse)
sind gelb hinterlegt. AmpC positive Stdmme, die Ceftazidim empfindlich
sind, wurden rot hinterlegt.
£ + +
5 5 8 3 5 8 22
8 22 22 0 5 23
9 21 25 4 5 20
15 5 10 5 23
16 5 21 5 5 positiv
17 19 24 5 17 positiv
25 10 15 5 0 8 positiv
27 5 14 5 0 5 positiv
36 5 15 5 0 5 positiv
47 5 12 5 0 5 positiv
56 24 25 1 5 0 20
61 23 23 5 3 23 4
73 | 15 | 20 5 0 | 10
74 | 23 | 24 5 10 ﬁ 24
89 | 10 | 20 5 8 8
90 14 15 5 5 0 14
95 | 5 | 20 5 | 12 |7 s
110 | 16 18 5 5 0 17
11 | 15 | 23 5 5 o | 18
112 17 17 0 5 5 0 14
122 22 23 1 5 5 0 25
124 0 5 5 0
127 5 5 0 5 5 0 5
137 | 26 | 30 4 5 30 - 36
145 25 26 1 5 8 28
146 5 9 4 5 4 26
147 | 27 | 28 1 17 | 28 : 17
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£ + +

157 | 15 | 17 5 | 5 | 0 | 20

159 | 26 | 26 5 | 7 | 2 | 30

162 | 5 | 5 5 | 5 | 0 | 21 2

163 [ 11 | 18 5 5 | 0 | 8
172 | 24 | 24 5 | 5 | 0 | 20

184 | 11 | 11 5 | 5 0 | 10

185 | 16 | 21 5 | 11 |6 | 14 positiv
188 | 22 22 5 | 5 0 | 23

193 | 17 | 18 5 | 5 0 | 18

206 | 24 | 24 5 | 10 21

209 [ 16 | 25 5 | 21 18

232 | 5 | 19 5 5 | 0 | 8
239 [ 20 | 22 5 | 5 | 0 | 21 0 |

241 | 5 | 11 5 | 10 |5 | 14
244 | 5 | 16 5 5 | 0 5
61 | 5 | 5 5 | 5 0

262 | 28 | 28 5 | 5 0

2711 | 271 | 27 5 5 0 | 5

272 | 24 | 24 5 | 9 | 4 | 21

2713 | 15 | 22 5 | 12 |9 18 positiv
278 | 19 | 19 5 | 5 | 0 | 19

281 | 17 | 18 5 | 5 | 0 | 20

286 | 24 | 24 5 | 20 |45 23

288 | 12 | 19 5 | 5 | 0 | 9 positiv
36 | 14 | 26 5 | 5 0 | 16

320 | 20 | 20 5 | 5 | 0 | 22

1 [ 5 | 5 5 5 0 | 5

342 [ 14 12 | 2 | 5 | 5 | 0 | 24

347 | 18 | 18 | 0o [ 5 5 0o | 19

354 [ 19 | 19 | o [ 5 5 0o | 20

63 [ 19 19 o | 5 5 | 0 | s

371 | 23 25 | 2 | 5 | 7 | 2 | 23

379 [ 12 | 14 | 2 | 5 5 0o | 10

87 [ 20 20 o | 5 5 | 0 | s

43| 5 | 5 0 | 5 | 5 0 | 5
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L5 .

429 | 20 5 5 o | 36

441 9 5 5 0 8 positiv
447 5 5 0 positiv
451 5 5 7 2 5 positiv
495 | 23 5 5 0 | 24

501 | 8 5 | 12 |7 16
526 | 22 5 5 o | 25

543 | 5 5 5 | 0 5
547 | 24 5 | 20 |15 34

549 | 5 5 5 | 0 5
604 | 21 5 5 0 | 27 0 |

623 | 10 5 10 |8 10
628 | 20 5 5 o | 20

630 | 22 5 5 0o | 22

641 5 5 13 ﬁ 10 positiv
652 | 23 5 5 0o | 22

656 | 25 5 5 o | 23

657 | 13 5 5 o | 16

661 | 19 5 5 0o | 22

677 | 21 5 5 o | 23

682 11 5 5 0 10 positiv
689 | 7 5 5 0 5

693 | 12 5 5 0o | 14

713 8 5 5 0 7 positiv
718 | 19 5 5 0o | 21

727 | 2 5 5 0o | 22

735 | 8 5 5 o | 15

740 | 21 5 5 o | 23

755 | 21 5 5 0o | 21

784 | 23 5 5 0 | 24

787 5 5 10 - 7 positiv
789 | 27 5 5 o | 30

797 | 10 5 5 0 8

815 5 19 5 10 H 8 positiv
831 | 21 | 23 | 2 5 5 o | 23
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836 | 17 20 | 3 | 5 5 | 0 | 25
844 | 20 2 | 2 | 5 5 | 0 | 24
a5 | 12 20 8 5 5 | 0 | 12
847 | 15 | 17 | 2 | 5 5 | o | 16
851 | 13 17 | 4 | 5 5 | o | 18
gea | 18 | 19 | 1 5 5 | o | 13
865 | 19 | 21 | 2 | 5 5 | 0 | 22
868 | 20 23 | 3 | 5 5 | 0 | 20
870 | 24 | 26 | 2 | 5 5 | o | 28
877 | 15 | 16 | 1 5 5 | 0 | 33
881 | 18 | 19 | 1 5 5 | 0 | 20
96 | 25 25 | 0 | 5 5 | 0 | 26
98 | 22 2 0 | 5 5 | 0 | 22
915 [ 13 | 25 5 | 12 |9 | 14
954 [ 5 | 20 5 | 8 | 3 | 5
966 | 24 | 26 5 5 | o | 27
967 | 12 | 22 5 5 | 0 | 14
989 | 5 5 5 5 | 0 | 15
991 [ 16 18 5 5 | 0 | 19
995 [ 5 | 20 5 10 | 8| 5
1032 | 18 20 5 5 | 0 | 23
1057 | 19 | 20 5 5 | 0 | 20
1084 | 17 | 19 5 5 | 0 | 20
1085 | 18 18 5 5 | o | 18
131 | 19 | 23 5 5 | 0 | 24
138 | 7 | 19 5 7 2 5
161 | 7 | 18 5 7 2 5
1183 | 25 | 25 5 | 6 1 | 28
1185 [ 11 | 2 5 5 | 0 | 18
191 | 17 | 18 5 5 | o | 18
1236 | 21 | 2 5 5 | 0 | 22
1237 | 23 | 23 5 5 | 0 | 5
1252 | 5 | 19 5 5 | 0 | 10
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Tab. 7.3:

Positive Ergebnisse im Nitrocephin Hydrolyse Test.

Die Ergebnisse des Hydrolysetests sind den Ergebnissen des im Kapitel
3.4 dargestellten Induktionstest gegeniiber gestellt. Der AmpC-Status ist
analog zu Tab.7.2 dargestellt. Eine mehr als 1,5-fache Inhibition der Nitro-
cephin Hydrolyse gemessen in Absorption bei 490 nm Wellenlénge ist blau
hinterlegt dargestellt. Die Induzierbarkeit von AmpC durch Imipenem wurde
mittels der Beurteilung von Synergiephdnomen auf Agarplatten zwischen
Piperacillin/Tazobactam oder Ceftazidim und Imipenem beurteilt. War eine
Induktion von AmpC vorhanden (D-Ph&nomen) wurde das Ergebnis ,+*
orange hinterlegt. Ein sehr starkes Phdnomen mit ,++“ rot hinterlegt. Ein
Synergieeffekt wurde ,S* griin hinterlegt.

Hydrolysetest Induktionstest
T N I TR O I P
= » EQ £2 X% ¥ =
£ (&) c 2 °n oo N o
E g- g o E o @ 5 N
&a < e S S
5 0,089 - +
9 0,028 -
16 positiv 0,033 - -
17 positiv 0,033 + -
27 positiv 0,032 - -
47 positiv 0,038 - -
89 positiv 0,033 T -
95 positiv 0,064 - -
111 positiv 0,037 + +
124 | 0,072 ] )
127 | 0,045 . -
146 | 0,104 . g
163 0,025 . -
184 | 0,041 . -
200 | 0,039 . -
241 positiv 0,11 - -
244 positiv 0,046 - -
261 0,095 - -
271 0,03 -
272 0,02 + +




Anhang

70

Induktionstest

Hydrolysetest

5 2 =3 23
£ % EX 5a
E £ £° £0
> < 3 S

273 positiv 0,018

341 0,205

363 0,039

403 0,135

441 positiv 0,034

447 positiv 0,033

451 positiv 0,044

501 positiv 0,04

543 positiv 0,039

549 positiv 0,039

623 positiv 0,034

641 positiv 0,042

677 | 0,035

689 | 0,035

787 0,031

797 | 0,035

815 positiv 0,051

845 positiv 0,046

915 positiv 0,03

954 positiv 0,033

967 positiv 0,029

995 positiv 0,031

1138 positiv 0,026

1161 positiv 0,024

1237 0,048

1252 0,033

ohne CLX / mit
CLX

o o
= =
+ +
g o

N
(&) =
- +
+ +
- S
+ +
+ +
+ -
+ +
+ -
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Tab. 7.4: Negative Ergebnisse im Hydrolyse Nitrocephin Test.

Die Darstellung erfolgte analog zu Tabelle 7.3.

288 positiv

0,062 0,076

Hydrolysetest Induktionstest
£ ) E_ g £ S > o + +
cE| EB§ | Fds | =35 | $% | 38 | 4
& 2 < s O E-o £E © ©
® = °

15 positiv 0,073 0,104

25 positiv 0,039 0,037

36 positiv 0,03 0,039

56 | 0,032 0,033

61 | 0,038 0,035

73 0,03 0,038

74 0,037 0,034

90 0,037 0,034

110 0,037 0,042

112 0,048 0,039

122 0,044 0,043

137 0,041 0,055

145 0,032 0,037

147 0,034 0,047

157 0,046 0,037

159 0,041 0,043

162 0,122 0,176

172 0,028 0,03

185 positiv 0,043 0,058

188 0,031 0,034

193 0,034 0,028

206 0,029 0,03

232 positiv 0,044 0,059

239 0,027 0,03

262 0,085 0,052

278 0,081 0,063

281 0,08 0,081

286 0,066 0,077
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Hydrolysetest Induktionstest
(5 o9s | E.3 | E.3 3% . ‘
tf B:  g3F 3 3% mr oyt
n 2 <n S o g o JSRE (6] (&)
= )

316 0,068 0,059

329 0,053 0,053

342 0,036 0,047

347 0,031 0,041

354 0,045 0,044

371 0,032 0,034

379 0,032 0,03

387 0,029 0,031

429 0,039 0,045

495 0,033 0,035

526 0,039 0,044

547 0,05 0,041

604 0,037 0,041

628 0,031 0,032

630 0,029 0,036

652 0,037 0,053

656 0,039 0,043

657 0,053 0,036

661 0,077 0,053

682 0,043 0,047

693 0,038 0,035

713 0,037 0,042

718 0,035 0,042

727 0,037 0,033

735 0,064 0,07

740 0,035 0,036

755 0,029 0,035

784 0,059 0,047

789 0,038 0,039

831 0,04 0,038

836 0,037 0,038

844 0,069 0,067
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Hydrolysetest Induktionstest
£ T E g £ S SL‘ + +
tt B fda  =3s 8% 3E oyt
o2 S g © E o £E o O
a o
847 0,043 0,054
851 0,029 0,029
864 0,048 0,055
865 0,052 0,042
868 0,032 0,042
870 0,029 0,037
877 0,033 0,034
881 0,053 0,052
906 0,031 0,029
908 0,043 0,045
966 0,03 0,035
989 0,035 0,038
991 0,031 0,033
1032 0,038 0,038
1057 0,044 0,05
1084 0,026 0,034
1085 0,033 0,034
1131 0,03 0,042
1183 0,076 0,061
1185 0,023 0,03
1191 0,03 0,03
1236 0,034 0,043
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Tab. 7.5: Ubersicht iiber die Ergebnisse der AmpC Induzierbarkeit.
Ceftazidim resistente Stdmme wurden rot hinterlegt dargestellt; Ceftazidim
sensible Stdmme sind grin hinterlegt. Angegeben sind die Hemm-
hofdurchmesser fiir die einzelnen getesteten Substanzen in mm. AmpC
Status ist analog zu Tab.7.2 dargestellt. Der Induktionstest ist analog zu
Tab.7.3 dargestellt.
Induktionstest
£ Q (SN + +
S R R -
5 negativ - +
15 positiv - +
16 positiv - -
17 positiv + -
25 positiv - -
27 positiv - -
36 positiv - -
47 positiv - -
89 positiv + -
90 negativ A +
95 positiv - -
110 negativ A -
111 positiv + +
112 negativ A +
124 negativ - -
127 negativ - -
146 negativ - +
162 negativ - +
163 positiv - -
184 negativ - -
185 positiv - +
232 positiv - -
241 positiv - -
244 positiv - -
261 negativ - -
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Induktionstest

o +
N o
< = N
[3) [

IMP

£ g S 24
SE S ES
» 2 <o
273
288
341
342
379
403
441 positiv
447 positiv
451 positiv
501 positiv
543 positiv
549 positiv
623 positiv
641 positiv
652
657
677
682 positiv
689
693
713 positiv
718
735
755
787 positiv
797
815 positiv
845 positiv
847
851
864
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Induktionstest

O
<%
£

<

CAZ +
IMP
TZP +
IMP

Status

9 | hummer
CAZ

positiv - -

positiv - -

positiv

positiv

positiv - -

positiv - -

positiv

122
137
145
147
157
159
172
188
193
206
209
239
262
271
272
278
281
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Induktionstest

diNl
+dZ1

diNl
+2ZVJ

snjels
odwy

VA o)

Jswwnu
-wwe)s

286
316

329

347
354
363
371

387
429

495

526
547

604
628
630

656
661

727

740
784
789
831
836

844
865
868
870

877
881

906
908
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Induktionstest
sy "
- 3 £ E E
& 2 <o o =
966
991
1032
1057
1084
1085
1131
1183
1191
1237
1252
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Tab. 7.6: Untersuchung auf das Vorliegen einer Extended-Spektrum AmpC Be-
talaktamase, die auch Cefepim hydrolysieren kénnen.
Folgenden Farbkodierung wurde verwendet: Cefepim resistent rot, Cefepim
sensibel griin. Der AmpC Status ist analog zu Tab.7.2 dargestellt. Kombi-
nierter Disk Test: Blau hinterlegt sind die Stdmme, bei denen es im kombi-
nierten durch Cloxacillin zu einer Vergré3erung des Hemmhofes um min-
destens 5 mm kam. Angegeben sind die Hemmhofdurchmesser fiir die ein-
zelnen getesteten Substanzen in mm. Der Induktionstest ist analog zu
Tab.7.3 dargestellt.
Kombinierter Disk Test Induktions-
test
£ "é’ o Q9 o + :é, £ T
g £3 - i3 | gk S
» 2 n TH == TH
5 9 14 -
15 positiv 12 14 -
27 positiv 17 22 -
36 positiv 17 22 -
47 positiv 19 24 -
112 18 18 0 +
124 5 5 0 -
127 5 5 0 -
146 10 13 3 -
162 5 11 -
241 positiv 9 15 -
244 positiv 15 20 -
261 | 5 5 :
271 | 17 17 s
316 | 15 19 :
341 5 5 -
342 | 5 5 :
387 | 5 5 :
403 | 5 5 :
429 16 15 -
447 | positiv 15 20 -
451 | positiv 14 23 s
549 | positiv 15 20 ]
689 9 12 -
797 | | 14 15 :
815 | 13 24 :
851 | | 10 22 :
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Kombinierter Disk Test Induktions-
test
g 2 Q@ + £ g +
EE B £5 & &3  §E | &t
& 2 <n w = S w
864 | 22 26 4 .
877 | 13 13 0 +
881 | 22 23 1 :
906 | 24 26 2 "
954 positiv 23 28
995 positiv 20 25
1161 positiv 18 23
1252 | 23 28
8 | 30 30 0 .
9 | 34 34 0 +
16 positiv 22 26 4 -
17 positiv 30 32 2 +
25 positiv 21 24 3
56 | | 26 27 1 :
61 | | 28 28 0 '
73 25 27 2 +
74 28 31 3 .
89 | 20 24 4 +
%0 | | 18 18 0 :
95 13 25 [0 -
10 | | 21 23 2 +
1M1 22 25 3 .
122 | | 23 24 1 +
137 25 » [N -
145 | 25 25 0 '
147 | 34 34 0
157 | 23 23 0
159 29 29 0
163 positiv 21 24 3 -
172 25 27 2 +
184 20 22 2
185 25 25 0 :
188 29 29 0 +
193 25 26 1 +
206 30 32 2 +
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Kombinierter Disk Test Induktions-
test
g 2 Q@ + £ g +
e & £ i 53 8¢t T
& 2 <n T = 5 T
209 22 26 4
232 19 22 3 -
239 28 28 0 +
262 18 18 0 S
272 21 23 2 +
273 positiv 22 25 3
278 24 25 1
281 24 25 1 -
286 28 29 1 +
288 positiv 19 21 2 e
329 22 22 0 +
347 20 24 4
354 24 26 2
363 17 16 -1 -
371 27 29 2 +
379 19 23 4 +
441 positiv 20 25
495 28 30
501 positiv 20 27
526 28 31
543 positiv 18 23
547 23 30
604 20 22
623 20 25
628 24 26
630 26 29
641 positiv 21 26
652 27 28
656 30 32
657 20 20
661 24 25
677 23 26
682 positiv 20 28
693 20 20
713 positiv 23 27 4
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Kombinierter Disk Test Induktions-
test
g 2 Q@ + £ g +
EE B £5 & &3  §E | &t
& 2 <n w = S w
718 | 24 24 o I
727 | 26 26 0 -
735 | 24 24 0 '
740 | 27 27 0 :
755 | 25 23 2 +
784 | 23 23 0
787 23 27 4
789 | 33 33 0 .
831 | 25 25 0 +
836 | 30 30 0
844 | 21 23 2
845 21 24 3 .
847 21 24 3 +
865 22 22 0 +
868 30 30 0 :
870 28 18 -10 :
908 28 28 0 :
915 25 29 4 :
966 32 33 1 :
967 27 29 2 :
989 23 23 0 :
991 23 23 0 :
1032 20 20 0 :
1057 24 25 1 :
1084 20 22 2 :
1085 24 24 0 :
1131 24 23 -1 :
1138 18 23 :
1183 | | 31 31 +
1185 | 23 28 .
1191 | | 23 26 3 .
1236 | | 22 22 0 '
1237 | | 8 8 0
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Tab. 7.7: AmpC Charakterisierung bei Meropenem resistenten Stammen auf der
Basis von Aztreonam.
Folgende Farbkodierung wurde verwendet: AmpC Status analog zu
Tab.7.2, Meropenem bzw. Aztreonam resistent rot, Aztreonam intermediar
gelb. Kombinierter Disk Test: Blau hinterlegt sind die Stdmme, bei denen
es durch Cloxacillin zu einer VergréBerung des Hemmhofes um mindes-
tens 5 mm kam. Angegeben sind die Hemmhofdurchmesser fiir die einzel-
nen getesteten Substanzen in mm. Der Induktionstest ist analog zu Tab.7.3
dargestellt.
Kombinierter Disk Test R
test
£ g Q9 x - - g qg, £ %
SE EE 2 3 < 0 $: :
»c '3:' o r&l
positiv 12 15 3 -
17 21 4 -
positiv 10 15
36 positiv 11 16
549 positiv 10 18
47 positiv 15 24
815 positiv 15 22
288 positiv 17 21
244 | positiv 15 20
163 positiv 13 21
16 positiv 12 25
641 positiv 16 26
845 positiv 19 21
787  |positiv 16 24 30
232 positiv 17 23 26
441 positiv 17 17 21
73 positiv 20 22 24
241 positiv 20 20 25
positiv 21 20 22 +
21 24 26 +
positiv 25 29 29 0 +
positiv 15 25 - -
5 5 0 -
5 5 0 -
5 5 0 -
5 5 0 -




Anhang 84

Kombinierter Disk Test Indt;l;tsi:ns-
£ E’ Q9 1% = - g g £ %
S5E EE 04 ¥ ¥ gC :
nz » N a8~ N

< <

5 5 0

5 5 0 -

9 10 1 -

9 15 +

5 15 -

10 14 4 -

13 14 1 -

21 23 2 +

15 16 1 +

22 22 0 -

15 15 0 -

15 18 3 -

14 15 1 -

15 16 1 S

15 17 2 S

13 15 2 -

22 22 0 +

25 27 2 +

20 20 0 +

18 18 0 +

20 21 1 +

21 22 1 -

23 24 1 +

20 22 2 -

25 25 0 -

29 29 o |

29 | 2 0

28 29 1]
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