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Abkiirzungsverzeichnis

MRGN multiresistenter grammnegativer Erreger

KRINKO Kommission far Krankenhaushygiene und

Infektionspravention und der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie

NAK Nationale Antibiotika-Sensitivitatstest-Komitee

EUCAST The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing

MHK Minimale Hemmkonzentration eines Antibiotikums

HHD Hemmhofdurchmesser

ESBL Erweitertes Spektrum an Beta-Laktamasen

CAZ Ceftazidim

CIP Ciprofloxacin

CAT-ID Faropenem

MEM Meropenem

Vi



Zusammenfassung

Hintergrund: Die Zunahme von Multiresistenzen bei grammnegativen Erregern
(MRGN) stellt ein enormes Problem fir die Behandlung von bakteriellen Infektionen
dar. Insbesondere die Resistenzen der Enterobacterales sind schwerwiegend fir die
Patientinnen und Patienten. Die KRINKO definiert die Einteilung der multiresistenten
grammnegativen Keime in Deutschland in 3AMRGN und 4MRGN. Ob ein Erreger
Multiresistenzen gegeniber verschiedenen Antibiotika aufweist, wird anhand
etablierter Screening-Methoden, welche sich an das einheitliche System der EUCAST
orientieren, in Laboren getestet. Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, inwiefern das
Screening auf  multiresistente  grammnegative Keime mit Hilfe von
Leitantibiotikaplattchen, welche auf die beimpften Agarplatten hinzugegeben werden,
erganzt werden kann, um so beispielsweise auf einen 3MRGN oder 4MRGN zu

schlieRen.

Methode: Im Rahmen einer prospektiven Studie mit einer Head-to-Head-Comparison
wurde die Screening-Methode inklusive der Antibiotika getestet. Zum Vergleich dieser
Methode wurde Probenmaterial ohne die Leitantibiotika auf den Agarplatten
untersucht. Diese Daten wurden protokolliert und anschlieRend in statistischen

Berechnungen verarbeitet. Unterstlitzend erfolgte eine Literaturrecherche.

Ergebnisse: Die Untersuchung der Screening-Methode mit den aufgelegten
Antibiotikaplattchen auf den Agarplatten hat ergeben, dass diese Testung auf MRGN
keine ,underperformance” hervorbringt. Dies bedeutet, dass diese Methodik
vergleichbare Ergebnisse hervorruft, wie konventionelle Screening-Testungen. Zudem
kann der Zeitfaktor der Diagnostik mittels dieser MRGN-Testung positiv beeinflusst

werden.

Diskussion: Die Screening-Methode mit Hilfe der Leitantibiotikaplattchen orientiert
sich an der EUCAST-Norm und bringt vergleichbare Ergebnisse, wie die Methodik zur
Testung auf MRGN ohne die Antibiotika hervor. Zuvor wird dieses Verfahren nur zur
Carbapenemasen-Testung empfohlen. Es sollten daher weitere in vivo Studien

erfolgen, um die Ergebnisse zu bestétigen und die Screening-Methode zu etablieren.



1 Einleitung

Durch die Zunahme an Resistenzen bei Bakterien hat sich die Problematik der
multiresistenten Keime in Krankenhausern und anderen Gesundheitseinrichtungen im
Laufe der letzten Jahre immer weiter zugespitzt. Eine Infektion mit einem
multiresistenten Keim sorgt, insbesondere bei Patientinnen und Patienten, welche
ohnehin gesundheitlich schwer vorbelastet sind, fur Komplikationen wahrend eines
Klinikaufenthaltes, da dieser in den meisten Fallen verlangert wird und die Mortalitat

des Patienten/ der Patientin erhoht werden kann (Geffers/Gastmeier 2011, S. 87).

Zur Bestimmung einer Multiresistenz bei einem Erreger werden Proben der erkrankten
Patientinnen und Patienten in ein Labor gesendet. Im Folgenden untersucht die
vorliegende Arbeit eine Screening-Methode, zur Bestimmung von multiresistenten

grammnegativen Keimen (MRGN).

Daher lautet die Fragestellung: ,Wie lasst sich das Screening auf multiresistente
grammnegative Keime positiv beeinflussen, um zuklnftig eine orientierende

Resistenztestung zu haben?*

Zunachst wird in der Arbeit beschrieben, was unter multiresistente Erreger verstanden
wird. Daruber hinaus wird erklart, wie es zu einer Antibiotikaresistenz bei Bakterien
kommen kann, welche Resistenzmechanismen sich entwickeln kbnnen und wann von
einer Multiresistenz gesprochen wird. AnschlieBend werden die multiresistenten

grammnegativen Erreger erlautert. Erganzend wird die EUCAST und die NAK erklart.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird auf die Methodik eingegangen. Hier wird der
Studienzeitraum, Studienaufbau und die Beschreibung des Screeningverfahren
aufgefiihrt. Anschlie3end erfolgen die Beschreibung und Darstellung der erhaltenden
Ergebnisse, welche im Anschluss diskutiert werden. AbschlieRend werden dem/r
Leser/in im Rahmen der Schlussfolgerung noch einmal die wichtigsten Erkenntnisse

dargeleqgt.



2 Definitionen

Im folgenden Kapitel werden die multiresistenten Erreger erlautert und auf die

Entstehung der Antibiotikaresistenzen eingegangen.

2.1. EUCAST

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, kurz EUCAST,
wurde im Jahre 1997 unter der Schirmherrschaft der Europaischen Gesellschaft fir
klinische Mikrobiologie und Infektionskrankheiten (ESCMID) und des Europaischen
Zentrums fur Pravention und Kontrolle von Krankheiten (ECDC) gegrindet. Die
EUCAST verfolgt in Europa unter anderem folgende Ziele:

- Die Festlegung, Uberprufung und Uberarbeitung der klinischen Grenzwerte von
Antibiotikaresistenzen und epidemiologischen Uberwachungen dieser

- Die Forderung der Entwicklung und Standardisierung von in vitro
Antibiotikaresistenz-Testungen

- Das Bestreben zur internationalen Abstimmung von klinischen Grenzwerten

und Antibiotikaresistenz-Testungen

Somit gibt die EUCAST die quantitativen, qualitativen und methodischen Grundlagen
zur Resistenztestung von Antibiotika in der klinischen Routine vor. Damit werden
verschiedene Analysemethoden zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen
standardisiert. Daher orientiert sich jegliche Weiter- und Neuentwicklung zur Testung
von Antibiotika und Antibiotikaresistenzen an der EUCAST. Damit werden die
Gutekriterien der Objektivitat, Reliabilitat und Validitat erfullt (EUCAST, 2016).

Die EUCAST hat ein Klassifikationssystem entwickelt und etabliert, wonach Bakterien
nach klinischen Grenzwerten, den sogenannten ,clinical breakpoints®, klassifiziert
werden. Dieses Klassifikationssystem erlaubt es Bakterien, bezogen auf die
entsprechenden Antibiotika, in sensitiv S, intermediar | und resistent R zu unterteilen.
Die intermediére Kategorie wird verstanden als sensibel bei erhdhter Exposition, sprich
bei erhdhter Dosierung. Die klinischen Grenzwerte richten sich nach der MHK, sprich
der minimalen Hemmkonzentration eines Antibiotikums, welche das Erregerwachstum
in der Kultur noch verhindert (EUCAST, 2018).

Eine weitere standardisierte Methode zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen ist
der Agardiffusionstest. Dieser richtet sich nicht nach der MHK Grenzwerte, sondern
3



nach dem Hemmhofdurchmesser (HHD). Die HHD wird in mm angegeben (EUCAST,
2022).

Zur Erlauterung dieses Systems folgt nun beispielsweise die EUCAST-Norm zur

Antibiotikaresistenzbestimmung der Enterobacterales:

Antibiotika MIC  breakpoints | Disk Zone diameter

(mg/L) content | breakpoints (mm)
(1g)

Penicilline S< R> | ATU Sz R< ATU

Ampicillin 8 8 10 14 14

Ampicillin- 8 8 10-10 | 14 14

sulbactam

Piperacillin 8 8 30 20 20

Piperacillin- 8 8 16 30-6 20 20 19

tazobactam

Carbapeneme

Imipenem 2 4 10 22 19

(Enterobacterales

aul3er

Morganellaceae)

Imipenem 0,001 | 4 10 50 19

(Morganellaceae)

Meropenem 2 8 10 22 16

Meropenem 2 2 10 22 22

(meningitis)

Flurochinolone

Ciprofloxacin 0,25 |05 |05 |5 25 22 22-24

Cephalosporine

Cefotaxim 1 2 5 20 17

Cefotaxim 1 1 5 20 20

(meningitis)

Ceftazidim 1 4 10 22 19

Ceftazidim- 8 8 10-4 13 13

avibactam

Tabelle 1: Breakpoints fur Enterobacterales, eigene Darstellung in Anlehnung an EUCAST Clinical Breakpoint
Tables v. 12.0, 01.01.2022.



2.2. NAK

Das Nationale Antibiotika-Sensitivitatstest-Komitee (NAK) in Deutschland wurde von
der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM), der Paul-Ehrlich-
Gesellschaft fur Chemotherapie (PEG) und des Robert-Koch-Instituts (RKI) am 14.
Juni 2012 in Bonn gegriindet. Die NAK verfolgt das Interesse, dass die EUCAST-Norm
zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen in Deutschland Anwendung findet. Daher
besteht ein Ziel der NAK darin, die Verbreitung der aktuell festgelegten Grenzwerte
(clinical breakpoints) der EUCAST zu fordern und Umstellungen oder Anpassungen
der Grenzwerte zu etablieren. Des Weiteren verfolgt die NAK, neben der Etablierung
der EUCAST-Norm in Deutschland, die Evaluierung von Grenzwerten, welche von der
EUCAST nicht berticksichtigt werden. Zudem hat die NAK das Ziel, an der Entwicklung
von Testmethoden mitzuwirken. Zu den Aufgaben der NAK z&hlen folgende:

- Ein Informationsaustausch mit der EUCAST und weiteren Interessensvertretern
wie beispielsweise die Bundesarztekammer

- Die Uberpriifung, Veroffentlichung und Erganzung (sofern dies gegeben ist) des
EUCAST-Systems

- Die jahrliche Aktualisierung der EUCAST-Dokumente

- Die Ausarbeitung von Empfehlungen zur Umsetzung und Anpassung der
veroffentlichten Grenzwerte zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen

- Die Kommunikation und Weitergabe aktualisierter oder neuer Grenzwerte, wie
auch weitere Hinweise der EUCAST, an die Labore, Antibiotika- und
Diagnostika-Hersteller,  wissenschaftliche  Fachgesellschaften, Kliniker,
Ministerien und Behoérden

- Ansprechpartner bei Fragen aus den diagnostischen Laboren und der Industrie

- Die Durchfiihrung von Fortbildungen (in theoretischer wie auch praktischer
Form)

- Die Bewertung und Unterstiitzung bei der Implementierung von Labormethoden

Aul3erdem kooperiert die NAK mit Antibiotika-Resistenz-Surveillance-Netzwerken und
arbeitet zusammen mit der Kommission ,Antiinfektiva, Resistenz und Therapie (ART)"
(Gatermann et al., 2022).



2.3. ESBL - Erweitertes Spektrum an Beta-Laktamasen

Der Begriff ESBL, der Erweitertes Spektrum an Beta-Laktamasen bedeutet,
bezeichnet ein Resistenzphanomen, welches zum ersten Mal zu Beginn der 80iger in
Deutschland entdeckt wurde und hauptsachlich bei den Enterobacterales auftritt.
Diese Resistenz grammnegativer Keime, welche vorwiegend bei den Erregern
Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae auftritt, fuhrt dazu, dass die Keime
gegenuber vielen Antibiotika, die der Gruppe der Beta-Laktame angehoren,
unempfindlich sind. Dazu z&hlen insbesondere die Penicilline und Cephalosporine
(Mast Group, 0.J.). Obwohl die Bildung von ESBL zu Beginn nur bei Klebsiella
pneumoniae sowie Escherichia coli beobachtet werden konnte, besteht die Mdglichkeit
einer ESBL-Bildung auch bei anderen Gattungen der Enterobacterales
(Schrauder/Vonberg 2009, S. 158).

2.5. AmpC

Durch die Zunahme der Behandlung von grammnegativen bakteriellen Infektionen mit
B-Lactam-Antibiotika ist zu beobachten, dass grammnegative Keime immer mehr
Resistenzen gegenuber diesen Antibiotika aufweisen. Hierbei nimmt vor allem die
Resistenz gegenuber der Cephalosporinen der 3. Und 4. Generation bei den
Enterobacterales zu. Enterobacterales sind in der Lage bakterielle Enzyme
freizusetzen, welche hydrolysieren und durch diese Spaltung die B-Lactam-Antibiotika

unwirksam machen (Pfeifer et al., 2012).

2.4. Carbapenemase

Die Zunahme verschiedener Multiresistenzen bei grammnegativen Erregern stellt ein
weltweites Problem dar. Insbesondere die Ausbildung der grammnegativen Bakterien
von Resistenzen gegentber der Antibiotikagruppierung der Carbapeneme stellt ein
grol3es Risiko dar, denn diese Antibiotikagruppe konnte zuvor als Reserve dienen, um
schwere bakterielle Infektionen zu behandeln (Kaase, 2012). Carbapenemasen sind
bakterielle Enzyme. Diese Enzyme koénnen neben den Carbapeneme-Antibiotika
weitere [-Laktam-Antibiotika zerstéren und daher die Wirksamkeit dieser
Medikamente auf das Wachstum und somit auf die Vermehrung des gramnegativen
Bakteriums  verhindern. Die  Carbapenemasen tragen unterschiedliche
Aminosaurensequenzen und kdnnen daher in unterschiedliche Gruppen eingeteilt
werden. Die Synthese der Carbapenemasen liegt, nach der genetischen Information,
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auf Plasmiden. Somit sind Carbapenemasen und die damit einhergehende Resistenz

von einem Bakterium zu einem weiteren Bakterium Ubertragbar (Kaase, 2012).

Die NAK hat eine Empfehlung zur Detektion von Carbapenemasen bei
Enterobacterales verfasst. In dieser Empfehlung wird auf eine Screening-Methode
eingegangen, welche es ermdglicht auf Carbapenemasen bei grammnegativen
Erregern zu testen. Dieses sollte laut der NAK anhand der MHK oder die festgelegten
Hemmhofdurchmesser der EUCAST erfolgen. Hierzu werden die Wirkungen der
Antibiotika Ertapenem und Meropenem wie eventuell auch das Imipenem untersucht

(Hamprecht et al., 0.J.).

2.6. Multiresistente Erreger

Von einer Resistenz bei Bakterien wird gesprochen, wenn ein Erreger, bei
Verabreichung einer therapeutischen Antibiotikagabe, dennoch im Stande ist sich zu
vermehren. Eine unbedachte Einnahme von Antibiotika, welche mit den Jahren stetig
zunimmt, tragt zur Ausbildung von Resistenzgenen und somit zur Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen bei, da der Selektionsdruck von Antibiotika auf Bakterien dazu
fuhrt, dass nur die widerstandsfahigsten Keime tberleben (Klischies et al. 2008, S. 57,
230). Hierbei kann zwischen einer priméren, sprich einer naturlichen, und einer
sekundaren, also einer erworbenen Resistenz unterschieden werden. Von einer
primaren beziehungsweise natirlichen Resistenz wird gesprochen, wenn die
Unempfindlichkeit gegentber Antibiotika genetisch bedingt und dauerhaft vorhanden
ist. Im Gegensatz dazu setzt die sekundare Resistenz eine Anderung des Erbgutes
eines  Bakteriums voraus. Diese kann  beispielsweise  durch eine
Chromosomenmutation erfolgen. Somit wird bei der sekundaren Resistenz von einer
erworbenen Resistenz gesprochen. Bakterien machen Gebrauch von verschiedene
Resistenzmechanismen, um sich gegen die Antibiotika zu wehren. Diese Resistenzen
lassen sich nachweisen. Zu den drei wichtigsten Resistenzmechanismen z&ahlen die
Permeabilititsmechanismen, die enzymatische Inaktivierung und die Veranderung der
Zielstruktur (Hahn et al. 2009, S. 709ff.; Kayser et al. 2010, S. 213).

Somit l&sst es sich erklaren, dass von einem multiresistenten Erreger gesprochen wird,
wenn ein Keim Resistenzen gegeniber mehreren Antibiotikagruppen aufweist, welche
wiederum bei Bakterien derselben Spezies Behandlungserfolge erzielen (Schwarzkopf
2005, S.25).



Die World Health Organization (WHO) und the European Centre for Disease
Prevention and Control haben Daten zur Antibiotikaresistenz in Europa aus dem Jahr
2022 veroffentlicht. Aus dem Bericht geht heraus, dass jahrlich 670.000 bakterielle
Infektionen Resistenzen gegentuber Antibiotika innerhalb Europas aufweisen. Zudem
sterben jahrlich ca. 33.000 Menschen an der Folge einer solchen Infektion (WHO,
2022).

2.7. Multiresistente grammnegative Erreger

Die grammnegativen Erreger weisen zunehmend Resistenzen gegenuber Antibiotika
auf. Hierzu zahlen die Enterobacterales wie beispielsweise Escherichia coli oder
Klebsiella oxytoca, wie auch die Nonfermenter zum Beispiel Pseudomonas aeruginosa
oder Acinetobacter baumanii. Die multiresistenten grammnegative Stabchen, werden
durch die Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention und der
Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (KRINKO) klassifiziert in
3MRGN und 4MRGN (KRINKO, 2012). Diese Klassifizierung basiert auf der
Bewertung der vier Hauptantibiotikagruppen: Penicilline, Cephalosporine,
Carbapeneme und Fluorchinolone. Eine Multiresistenz bei grammnegativen Erregern
liegt vor, wenn nur noch eine der genannten Hauptantibiotikagruppen sensibel ist
(BMRGN) (KRINKO, 2012). Das Screening auf MRGN hat insbesondere fir
Krankenhauser den Nutzen, die Versorgungsqualitat zu sichern und eine Ubertragung

der multiresistenten Keime, in Ausbruch ahnliche Situationen, zu verhindern.



Antibiotikagruppe | Leitsubstanz | Enterobacterales | Pseudomonas Acinetobacter
aeruginosa baumannii
3MRGN | 4AMRGN | 3MRGN 4AMRGN 3MRGN | 4AMRGN
Acylureidopenicilline | Piperacillin R R Nur eine der 4 R R R
Antibiotikagrup
: : pen wirksam
3./4. Generation- | Cefotaxim R R (S oder 1) R R R
Cephalosporine und/oder
Ceftazidim
Carbapeneme Imipenem S oder | R R S oder | R
und/oder
Meropenem
Flurochinolone Cirpofloxacin R R R R R
Oder Oder Oder
Nachwei Nachweis Nachwe
s einer einer is einer
Carbape Carbapene Carbap
nemase mase enemas
e

R =

resistent,

sensibel bei erhdhter Dosierung, S =

sensibel bei normaler Dosierung)

Tabelle 2: Neue Klassifizierung multiresistenter gramnegativer Stébchen auf Basis ihrer phénotypischen
Resistenzeigenschaften bei Anwendung des EUCAST-Systems, eigene Darstellung in Anlehnung an KRINKO,
RKI, 2019.



3 Methodik und Materialien

Zur Beantwortung der Fragestellung der vorliegenden Arbeit wurden zwei Screening-
Methoden auf multiresistente grammnegative Erreger in einem Labor im Zeitraum vom
01.09.2021 bis 31.12.2021 untersucht.

3.1. Materialien

Zur Diagnostik auf multiresistente grammnegative Keime werden die Patientenproben,
darunter befinden sich unteranderem Hautabstriche, Perianalabstriche, Analabstriche,
auf jeweils zwei Agarplatten ausgestrichen. Zum einen wird eine ESBL-Agarplatte
verwendet, welche das Wachstum von ESBL-bildenden Enterobacterales und
Nonfermenter wie beispielsweise Pseudomonas aeruginosa ermdglicht. Hierzu
wurden die ,Brilliance ESBL Agar“- Platten von dem Hersteller OXOID beimpft. Diese
Agarplatten zeichnen sich durch die Selektion von Begleitflora und nicht-ESBL-
bildende Enterobacterales, darunter AmpC-Bildner, aus (Thermo Fisher Scientific,
2013). Sobald Wachstum auf dem ESBL-Agar zu sehen ist, nimmt der Keim, je nach

Art, eine Farbe an.

Screening-Verfahren

Direkte Beimpfung der .
Brilliance ESBL-Platten — |n|§|,§§e“r?g gier
mit einer erbsengroBen ”~ “n- S Fotenbel
Menge oder einer Impfose. '\ iy :
WACHSTUM
- X 4
o
S 4 -

Blau oder rosa E.coli Grin

Klebsiella, Enterobacter,
Serratia und Citrobacter

Brauner Hof Proteus, _Farblos Salmonella,
Morganella, Providencia Acinetobacter oder andere*
* Bakterien mit anderen Resistenzmechanismen kannen wachsen
Soiche Isolate kdnnen klinisch relevant sein und soliten weiter untersucht werden.
KEIN WACHSTUM

Bei einem negativen Ergebnis Platten fiir weitere 24 Stunden inkubieren

Abbildung 1: Screening-Verfahren, Thermo Fisher Scientific, 2013.
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Dies erlaubt eine erste Einschatzung des vorliegenden Keimes. Des Weiteren wird das
Material auf dem Mac-Conkey-Agar ausgestrichen. Diese Agarplatte ist ein
Selektivhahrboden, welcher das Wachstum von grammpositiven Bakterien verhindert.

Zudem wurden unterstutzend fur die Erstbeurteilung des wachsenden Keims
Antibiotikaplattchen der Mast Group auf den jeweiligen Agar platziert. Hierfur wurden
auf die ESBL-Platte das Ceftazidim (CAZ) mit der Menge 10 pg und Ciprofloxacin (CIP)
mit der Menge 5 pug und auf dem Mac-Conkey-Agar das Meropenem (MEM) mit der
Menge 10 pg und CAT-ID, sprich Faropenem, gelegt. Die Mengenangaben der
Antibiotikaplattchen sind in Anlehnung an die EUCAST-Norm und daher vom
22.12.2021 bis zum 22.12.2022 aktuell (NEXUS/ CURATOR, 2021). Des Weiteren
wurde das EUCAST-System der sogenannten ,clinical breakpoints“ zur Beurteilung

der Hemmhofe und damit der Antibiotikaresistenten verwendet (siehe Tabelle 1).

3.1.2. Entnahmeort der Proben

Um auf einen multiresistenten grammnegativen Keim zu schlieen, werden von den
Patientinnen und Patienten, bei denen ein Verdacht besteht, eine Infektion mit einem
MRGN zu haben, Proben entnommen. Dies erfolgt indem medizinisches Personal von
verschiedenen Koérperregionen Abstriche entnimmt. Je grofRflachiger ein Abstrich
entnommen wird, desto héher ist die Sensitivitdt. Daher ist die Sensitivitdt des MRGN-

Nachweises vom Umfang der Probenentnahme abhangig (Eckmann et al., 2018).

ENTNAHMEORTE DER PROBEN

M Anal M Perianal M Rachen W Nase
M Leiste M Tracheal/Bronchial @ Wunde W TK-Abstrich
M 7er-Abstrich M PEG-Sonde W Haut

Abbildung 2: Entnahmeorte der Proben, eigene Darstellung, 2022
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Die vorliegende Untersuchung beachtet diverse Abstriche (siehe Abbildung 2). Nahezu
49 Prozent sind Abstriche im Anal und Perianal-Bereich. Diese erweisen sich am
geeignetsten, wie auch Abstriche von groRen Hautregionen wie zum Beispiel die
Leiste (16 Prozent), um multiresistente grammnegative Bakterien nachzuweisen
(Eckmann et al., 2018). Die ins Labor eingesendeten Proben, fur die Untersuchung auf
multiresistente grammnegative Keime, enthalten des Weiteren Material aus
beispielsweise Abstrichen der Tracheal- und Bronchialregion, aus der Rachen- und
Nasenregion, verschiedene Wunden etc. Somit stammen die Probenmaterialien aus

jeglichen Korperregionen der Patientinnen und Patienten.

3.1.3. MALDI TOF und VITEK

Zur Bestatigung eines geaul3erten Verdachts auf einen Keim wird die Patientenprobe
fur die Keim- und Resistenzbestimmungsgerate MALDI TOF und VITEK aufbereitet.
Dabei kann das Keimbestimmungsgerdt MALDI TOF vom Hersteller Bruker
grammnegative und grammpositive Bakterien, wie auch anaerobe Bakterien und
Hefen identifizieren (Bruker Daltonics Inc., 2018). Das Gerét ist ein qualitatives in-vitro
-Diagnosegeréat, welches den Proteinfingerabdruck eines Bakteriums entschlusselt.
Die haufig vorkommenden charakteristischen Muster von Proteinen werden
verwendet, um einen bestimmten Mikroorganismus prazise zu identifizieren (Bruker
Daltonics Inc., 2018). Ergdnzend zum MALDI TOF wird das Keim- und
Resistenzbestimmungsgerat VITEK vom Hersteller bioMérieux eingesetzt. Das Gerat
erstellt fir jedes Bakterium, wie auch fur jede Resistenzen, einen Phénotyp. Dadurch
ist es moglich, Resistenzen nachzuweisen und die Antibiotikatherapie

dementsprechend anzupassen (Hata et al., 2007).

12



3.2. Methodik

Im folgenden Abschnitt wird auf die Methodik dieser Arbeit eingegangen.

3.2.1. Studiendesign

Im Zeitraum vom 01.09.2021 bis zum 30.11.2021 wurden quantitativ Daten erhoben
und eine prospektive Studie mit einer Head-to-Head-Comparison wurde durchgefuhrt.
Dieses Studiendesign eignet sich besonders um die Vergleichbarkeit eines
Testverfahrens gegeniber eines anderen Testverfahren, welches zur Kontrolle dient,
aufzuzeigen. Es zeichnet sich durch den direkten Vergleich aus, weshalb dieses
Studiendesign auch als Head-to-Head-Studie bezeichnet werden kann. Die
Vergleichsstudie kann zum einen die Uberlegenheit eines Testverfahrens, die
Gleichwertigkeit oder die Nicht-Unterlegenheit nachweisen (Lehmacher & Wolff,
2011).

Die Daten fur die vorliegende Arbeit wurden gesammelt, indem die insgesamt 521
Proben, zum Screening auf multiresistente gramnegative Keime (MRGN), anhand der
Antibiotikaplattchentestung und der konformen ESBL-Resistenztestung untersucht
wurden. Ziel der Studie war es zu beweisen, dass die Screening-Methode auf MRGN
durch die Leitantibiotikaplattchen eine orientierte Resistenztestung bildet und
vergleichbare Ergebnisse liefern kann, wie die Methode ohne die Antibiotika auf den

Agarplatten.

3.2.2. Laboranalyse

Das zugeschickte Probenmaterial, welches auf multiresistente grammnegative Keime
untersucht werden soll, wird zunadchst fir das Screening aufbereitet und die
Agarplatten werden mit diesem beimpft. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
(siehe Abbildung 1) ist es moglich Wachstum auf den Selektivbéden zu sehen und

erste Beurteilungen erfolgen.

Zunéchst wurde die Methode mit den zusétzlichen Antibiotikaplattchen auf den
ausgestrichenen  Agarplatten  untersucht, welches fur die Studie die
Interventionsgruppe bildet. Hierzu wurden die jeweiligen Durchmesser der Hemmbhofe,
welche sich bilden, wenn Wachstum vorhanden ist, mit einem Lineal ausgemessen
und in einem Protokoll festgehalten. Anhand dieser Hemmbhdafe liel3 sich schon ein
Verdacht auf MRGN auf3ern, denn sobald die EUCAST-Norm, welche die
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Durchmesser fiir die Antibiotika-Sensibilitat bestimmt, nicht mehr eingehalten werden

kann bei mindestens zwei

der Leitantibiotika, so konnte auf einen 3MRGN

geschlossen werden (EUCAST, 2022). Zur Erlauterung dieses Systems wird im

Folgendem die Tabelle 1 nochmals aufgefiihrt. Die Tabelle zeigt beispielsweise die

EUCAST-Norm zur Antibiotikaresistenzbestimmung der Enterobacterales:

Antibiotika MIC  breakpoints | Disk Zone diameter

(mg/L) content | breakpoints (mm)
(H9)

Penicilline S< R> | ATU S R< ATU

Ampicillin 8 8 10 14 14

Ampicillin- 8 8 10-10 | 14 14

sulbactam

Piperacillin 8 8 30 20 20

Piperacillin- 8 8 16 30-6 20 20 19

tazobactam

Carbapeneme

Imipenem 2 4 10 22 19

(Enterobacterales

auller

Morganellaceae)

Imipenem 0,001 | 4 10 50 19

(Morganellaceae)

Meropenem 2 8 10 22 16

Meropenem 2 2 10 22 22

(meningitis)

Flurochinolone

Ciprofloxacin 0,25 |05 |05 |5 25 22 22-24

Cephalosporine

Cefotaxim 1 2 5 20 17

Cefotaxim 1 1 5 20 20

(meningitis)

Ceftazidim 1 4 10 22 19

Ceftazidim- 8 8 10-4 13 13

avibactam

Tabelle 1: Breakpoints fur Enterobacterales, eigene Darstellung in Anlehnung an EUCAST Clinical Breakpoint

Tables v. 12.0, 01.01.2022.
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Im weiteren Verlauf lasst es sich aus der Abbildung 3 entnehmen, wie die beimpften
Agarplatten inklusive der Leitantibiotikaplattchen aussehen und funktionieren. Die
gebildeten Hemmhdofe um die Antibiotikaplattchen sind prazise zu erkennen. Demnach
ist es dadurch gegeben eine erste Einschatzung des Keimes zu tatigen. Denn nun
kann eine Aussage uber das Resistenzverhalten des dort wachsenden Erregers
getroffen werden. Anhand des Beispiels aus Abbildung 3 lasst sich darauf schliel3en,
dass es sich hierbei um einen multiresistenten grammnegativen Keim handelt, da das
Ceftazidim (CAZ) und das Ciprofloxacin (CIP) resistent sind das Faropenem und
Meropenem allerdings sensibel [nach der aktuellen EUCAST-Norm] und somit

wirksam gegen den Keim sind.

Ceftazidim

Ciprofloxacin
15mm =R

Omm=R

Abbildung 3: MRGN-Screening inklusive Leitantibiotikaplattchen — Escherichia coli SMRGN, LADR, 2021

Ein weiteres Beispiel des Screenings auf multiresistente grammnegative Keime mit
Hilfe der Leitantibiotikaplattchen ist der Abbildung 4 zu entnehmen. Hierbei erkennt
man zwar Wachstum auf den ausgestrichenen Agarplatten, allerdings sind keine
Hemmhofe um die Antibiotika herum zu erkennen. Demnach kann der Verdacht auf
einen 4MRGN gedauliert werden, weil keines der Leitsubstanzen wirksam gegen das

Wachstum des vorliegenden Keims ist.
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~ Ceftazidim L ~ Faropenem  Meropenem
R R o/ \ R

Abbildung 4: MRGN-Screening inklusive Leitantibiotikaplattchen — Pseudomonas aeruginosa 4MRGN, LADR, 2021

Des Weiteren besteht die Mdglichkeit, dass auf den beimpften Selektivbéden ein
grammnegativer Keim wachst, jedoch nicht multiresistent ist. Dieses wurde deutlich,
sobald die Hemmhofe um die Antibiotika grof3 und gut erkennbar sind wie
beispielsweise in Abbildung 5 zu sehen.

Faropenem Meropenem
CAT ID s

Abbildung 5: MRGN-Screening inklusive Leitantibiotikaplattchen — Pseudomonas aeruginosa Wildtyp, LADR, 2021

Zu sehen ist ein Pseudomonas aeruginosa Wildtyp, welcher keine Multiresistenz

aufweist. Anhand der Leitantibiotika wurde dies deutlich sichtbar.

Im spateren Verlauf wurde zum Vergleich das Screening anhand des ESBL-
Selektivboden durchgefuhrt, hier wurde ein Verdacht auf einen multiresistenten

grammnegativen Keim geaul3ert, sobald Wachstum auf den ausgestrichenen Platten
16



zu sehen war. Dennoch wurden die Hemmhofe, so fern wie mdglich, ausgemessen

und protokolliert, damit der direkte Vergleich sichtbar gemacht wird.

Die Proben, welche zum Screening eingesendet wurden, aber die Platten steril

blieben, wurden ebenso fiir die Forschung beachtet.

Anschlieend wurden die gemessenen Ergebnisse von den Keim- und

Resistenzbestimmungsgeraten MALDI TOF und VITEK untersucht und bestéatigt.

In der Studie wurde nicht das Geschlecht der Patienten beachtet, noch das Alter, denn
dieses ist fur die Beantwortung der Forschungsfrage zunachst nicht relevant.

Ausschliel3lich das Material der Probe und der Erreger wurden aufgefihrt.

4 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die erzielten Ergebnisse aufgefihrt. Hier wird detailliert
auf die Proben eingegangen. Zum einen wird das Verhaltnis von SMRGN und 4AMRGN
verdeutlicht, wie auch die verschiedenen diagnostizierten Erregerarten. Des Weiteren
erfolgen  statistische = Berechnungen der Screening-Methode mit den
Leitantibiotikaplattchen wie auch der Screening-Methode ohne dieser. Zudem wird auf

den Zeitfaktor bis zum Befund eingegangen.

4.1. 3MRGN und 4MRGN

Anhand der Klassifizierung der KRINKO (siehe 2.7.) werden die multiresistenten
grammnegativen Erreger in SMRGN und 4MRGN bezeichnet und unterschieden
(KRINKO, 2012). Die vorliegende Untersuchung bericksichtigt insgesamt 521 Proben.
Sobald Wachstum auf den Selektivboden der ESBL-Platten zu sehen ist, besteht ein
Verdacht auf MRGN. Bei insgesamt 407 Proben, ist kein Wachstum vorhanden oder
sie sind sensibel gegentiber den aufgelegten Antibiotika auf den Agarplatten. Somit ist

das Screening auf MRGN negativ. Ein Verdacht auf MRGN liegt hingegen bei den
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restlichen 114 Proben vor, da hier die Selektivbéden Wachstum aufweisen und/ oder
die Sensibilitdt gegeniiber den Antibiotika unklar ist.

Probenanzahl
600

521

500

400

300

200

114

100

Gesamt negativ positivm proben

Abbildung 6: Anzahl Proben, eigene Darstellung, 2022

Die Screening-Methode, welche die multiresistenten grammnegativen Erreger anhand
des ESBL-Agars, inklusive der Leitantibiotika Ceftazedim und Ciprofloxacin, und dem
Mac-Conkey-Agar, mit den Antibiotika Meropenem und CAT-ID, sprich Faropenem,
detektiert, ergab folgendes Ergebnis:

Wachstum, orientiert am Plattchentest

350
301

300
250 222
200
150

100
45
50

- B o
0 — | —
Gesamt Negativ ESBL 3MRGN 4AMRGN Falsch positiv

B Anzahl der Proben

Abbildung 7: Wachstum, orientiert am Plattchentest, eigene Darstellung, 2022
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Von den insgesamt 301 Proben, welche zur MRGN-Diagnostik ins Labor eingesendet
wurden und anhand des orientierenden Plattchentests untersucht wurden, weisen 222
Proben kein Wachstum auf oder das Wachstum der Bakterien reagiert sensibel auf die
aufgelegten Antibiotika. Somit kann das Ablesen der Agarplatten als negativ [auf
multiresistente grammnegative Erreger] gewertet werden. Ist Wachstum auf den
Selektivbéden zu sehen, welcher auch an die Leitantibiotika heranwachst, besteht ein
Verdacht auf einen MRGN. Wachst der Erreger an die Antibiotika Ceftazedim und
Cirpofloxacin heran und nur noch das Antibiotikum Meropenem weist eine Wirkung auf
den Erreger nach und hemmt somit das Wachstum, besteht der Verdacht auf ein
3MRGN. Sobald keine der vier Leitantibiotikagruppen mehr eine Sensibilitat auf den
vorliegenden Keim nachweisen kann, besteht der Verdacht eines 4MRGN. Somit
ergab das Screening mit der folgenden Methode, dass 62 Proben positiv auf einen
multiresistenten grammnegativen Erreger getestet wurden (SMRGN und 4MRGN).
Funf weitere Proben wurden positiv auf den Resistenzmechanismus erweitertes
Spektrum an Beta-Laktamasen, kurz ESBL, getestet. Aus der Abbildung 7 zu
entnehmen ist, dass die Testung 12 Proben falsch positiv diagnostiziert hat. Hierbei
war das Wachstum des Erregers auf den Agarplatten unklar, weshalb diese Proben

doch keinen MRGN nachweisen.

Um die Effektivitat der oben genannten Screening-Methode auf MRGN zu vergleichen,
wurden einige Proben ohne die Leitantibiotikaplattchen auf den Selektivbéden

untersucht. Dieses ergab folgende Ergebnisse:
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Wachstum auf dem ESBL-Selektivboden

250
220

200
169
150

100

50

; 22 . 16
. — ] —_— 1
Gesamt Negativ ESBL 3MRGN 4MRGN Falsch positiv

B Anzahl der Proben

Abbildung 8: Wachstum auf dem ESBL-Selektivboden, eigene Darstellung, 2022

Nach dieser Methodik, ohne die Leitantibiotika, nur mit dem ESBL-Selektivboden,
wurden 220 Proben untersucht. Hierbei wurden 169 Proben als negativ diagnostiziert,
da kein Wachstum vorhanden war. Sobald etwas Wachstum eines Bakteriums auf dem
ESBL-Selektivboden zu erkennen ist, besteht ein Verdacht auf einen multiresistenten
grammnegativen Erreger. Anhand dieser Screening-Methode wurden insgesamt 6
Erreger entdeckt, welche das Resistenzmechanismus ESBL (erweitertes Spektrum an
Beta-Laktamasen) aufweisen. Zudem ergab die Diagnostik bei 22 weiteren Proben,
dass ein 3MRGN vorliegt. Ebenso wurden bei 7 Proben jeweils ein 4MRGN
diagnostiziert. Bei 16 Proben bestand zwar der Verdacht auf einen MRGN, da hier
Wachstum auf den Platten zusehen war, jedoch sind diese falsch positiv, da diese von
den Keim- und Resistenzbestimmungsgeraten MALDI TOF und VITEK negativ

diagnostiziert wurden.
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4.2. Spezies

Anhand der Screening-Methoden mit und ohne die Antibiotika konnten die Proben auf
verschiedene multiresistente grammnegative Erreger diagnostiziert werden.
Insgesamt waren 130 Proben, aus beiden Screening-Methoden, positiv. Mit Hilfe der
Selektivboéden ist es mdglich, sobald Wachstum auf den Agarplatten besteht, anhand
der Farbung des Keimes vorzeitig zu bestimmen, um welche Erregerart es sich
handelt. So kann beispielsweise ein Verdacht auf einen Escherichia coli gedulert
werden, sofern auf dem ESBL-Selektivboden eine blaue oder rosa Farbung des Keims

zu erkennen ist (Thermo Fisher Scientific, 2013).

In der Abbildung 9 werden die diagnostizierten Erreger dargestellt. Am haufigsten
wurde der Erreger Escherichia coli detektiert. Insgesamt war in 57 Probenmaterialien
der Keim zu finden. Neben dem Bakterium Escherichia coli wurden zahlreiche Keime
der Gattung Pseudomonas aeruginosa diagnostiziert. AuRerdem wurden auch weitere
Enterobacterales auf den Agarplatten sichtbar, darunter beispielsweise der Erreger

Klebsiella pneumoniae.

Spezies

= Escherichia coli = Pseudomonas aeruginosa = Acinetobacter baumanii complex
= Klebsiella pneumoniae = Klebsiella aerogenes = Klebsiella oxytoca
= Morganella morganii = Enterobacter cloacae complex = Citrobacter freundii

Abbildung 9: Spezies, eigene Darstellung, 2022
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4.3. Sensitivitat und Spezifitat

Um die erhaltenen Ergebnisse nochmals zu bestatigen und gleichzeitig die Validitat zu

prifen, werden im néachsten Schritt die Sensitivitat und Spezifitdit der Methode

berechnet. Die Sensitivitat ist ein Maf3, um die Funktionalitdt eines diagnostischen

Tests aufzuzeigen. Sie gibt an, zu wie viel Prozent der Test bei den tatséachlich kranken

Personen die Krankheit auch erkennt. Im Gegenzug gibt die Spezifitat an, zu wie viel

Prozent ein Test die tatsachlich gesunden Personen auch als gesund erkennt

(Bundesministerium fiir Soziales, Gesundheit, Pflege und Konsumentenschutz, 2022).

Testergebnis

krank

nicht krank

positives Ergebnis

richtig positiv (A)

falsch positiv (B)

negatives Ergebnis

falsch negativ (C)

richtig negativ (D)

Tabelle 3: Vierfeldertafel, eigene Darstellung, 2022

Zunachst erfolgt die Erstellung einer Vierfeldertafel wie aus Tabelle 2 zu enthehmen

ist. So ergibt sich fir die Screening-Methode mit den Antibiotikaplattchen folgende

Tabelle:
Testergebnis krank nicht krank
positives Ergebnis 67 12
negatives Ergebnis 0 222

Tabelle 4: Vierfeldertafel Screening-Methode mit Antibiotikapléattchen, eigene Darstellung, 2022

67 Proben wurden als richtig positiv diagnostiziert. Allerdings waren 12 weitere Proben

falsch positiv. Die weiteren 222 von den insgesamt 301 Proben, welche anhand der

Methodik inklusive der Antibiotika auf den Selektivbdden untersucht wurden, wurden

richtig negativ diagnostiziert. Zudem gibt es keine falsch negativen Ergebnisse.

Zur Berechnung der Sensitivitat wird die Formel ,Sensitivitat = A/ (A+C)“ verwendet.

Sprich Sensitivitat = 67/ (67+0) = 1 = 100 Prozent. Um nun die Spezifitdt zu berechnen,

wird die Formel ,Spezifitdt = D/ (B+D)“ verwendet. Dies ergibt folgendes Ergebnis:
Spezifitdt = 222/ (12+222) = 0,949 = 0,95 = 95 Prozent.
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Mit Hilfe der Vierfeldertafel aus Tabelle 3 lassen sich nun der positive pradiktive Wert
(PPV = A/ (A+B)) und der negative pradiktive Wert (NPV = D/ (C+D)) berechnen. Diese
Werte geben den Anteil der Personen an, welche ein positives Testergebnis haben
und die Krankheit auch tatsachlich vorliegt (positiver pradiktiver Wert) und den Anteil
der Personen, welche ein negatives Testergebnis haben und auch tatséachlich gesund
sind (negativer pradiktiver Wert) (Kdbberling, S.591-595, 1982). Somit lautet die
Formel zur Berechnung des positiven pradiktiven Wert PPV = 67/ (67+12) = 0,848 =
0,85 = 85 Prozent und fir den negativen pradiktiven Wert NPV = 222/ (0+222) = 1 =
100 Prozent.

Des Weiteren lasst sich das Mal3 Likelihood-Ratio, sowohl positiv als auch negativ,
berechnen. Die Likelihood-Ratio gibt an, um welchen Faktor das Ergebnis unter den
Kranken haufiger vorkommt als unter den nicht kranken Personen (Schwarzer et al.,
0.J.). Um das Ergebnis fur die positive Likelihood-Ratio zu erhalten, wird nach der
Formel LR+ (positive Likelihood-Ratio) = Sensitivitat / (1 — Spezifitat) gerechnet. Daher
lautet die Berechnung wie folgt: LR+ = 1/ (1- 0,95) = 20,0. AnschlieRend wird die
negative Likelihood-Ratio anhand der Formel LR- (negative Likelihood-Ratio) = (1 —
Sensitivitat) / Spezifitat berechnet. Unter Anwendung dieser Formel wird folgendes
Ergebnis ersichtlich: LR- = (1-1) / 0,95 = 0,0.

Wert 95% CI
Sensitivitat 100% 39,86% bis
100,0%
Spezifitat 95% 95% bis 100%
Positiv 85%
préadiktiver Wert
Negativ 100%
préadiktiver Wert
Positiv 20,0
Likelihood-Ratio
Negativ 0,0
Likelihood-Ratio

Tabelle 5: Zusammenfassung statistischer Berechnungen Screening-Methode inklusive Antibiotika, eigene
Darstellung, 2022

Die Methodik mit den Leitantibiotikaplattchen hat zu 100 Prozent die tatsachlich
positiven Proben erkannt. Des Weiteren lasst es sich erkennen, dass das Screening

zu 95 Prozent die tatsachlich negativen Proben auch als solche erkennt.
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Der positiv pradiktive Wert mit 85 Prozent beschreibt, dass die Screening-Methode das
positive Ergebnis erkannt hat und die Krankheit auch tatsachlich bei den Personen
vorliegt. Die folgenden Ergebnisse zeigen, anhand des negativ pradiktiven Wertes,
dass zu 100 Prozent der Anteil der Personen, welche ein negatives Ergebnis haben,
auch wirklich gesund sind. Somit wurden alle negativen Proben richtig erkannt und

keine falsch negativen Ergebnisse diagnostiziert.

Die positive Likelihood-Ratio beschreibt das Verhaltnis der Wahrscheinlichkeit flir ein
positives Testergebnis unter den kranken Personen zur Wahrscheinlichkeit fir ein
positives Testergebnis unter den nicht kranken Personen. Da der Test insgesamt 12
Proben falsch positiv diagnostiziert hat, betragt die positive Likelihood-Ratio 20,0. Im
Gegenzug beschreibt die negative Likelihood-Ratio das Verhéltnis der
Wahrscheinlichkeit fir einen negativen Test unter den gesunden Personen zur
Wabhrscheinlichkeit fur einen negativen Test unter den kranken Personen. Somit
betragt die negative Likelihood-Ratio O, da alle negativen Proben als solche erkannt

wurden und keine falsch negativen Proben vorhanden sind.

Zum Vergleich der vorliegenden Daten wird die Screening-Methode ohne die
Antibiotika auf den Agarplatten denselben statistischen Tests unterzogen. Somit

ergeben sich die folgenden Ergebnisse:

Testergebnis krank nicht krank
positives Ergebnis 35 16
negatives Ergebnis 0 169

Tabelle 6: Vierfeldertafel Screening-Methode ohne Antibiotikapléattchen, eigene Darstellung, 2022

35 Proben wurden nach der Methode ohne der aufgelegten Antibiotikaplattchen auf
den Selektivbdéden positiv erkannt. Jedoch wurden 16 Proben falsch positiv
diagnostiziert. Allerdings gab es auch bei dieser Screening-Methode keine falsch
negativen Proben, dafiir 169 Proben, welche richtig negativ erkannt wurden.

Die Sensitivitdt wurde hier wie folgt berechnet: Sensitivitat = 35/ (35+0) = 1 = 100
Prozent. Anschlie3end wurde auch hier die Spezifitat berechnet: Spezifitat = 169/
(16+169) = 0,914 = 91,4 Prozent.
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Auch bei der vorliegenden Screening-Methode lasst es sich mit Hilfe der Vierfeldertafel
aus Tabelle 5 der positive pradiktive Wert (PPV) und der negative pradiktive Wert
(NPV) berechnen. Diese Werte wurden folgend berechnet: PPV = 35/ (35+16) = 0,686
= 68,6 Prozent. Der negative pradiktive Wert betragt nach der Rechnung NPV = 169/
(0+169) = 1 = 100 Prozent.

Folgend werden auch hier die positive (LR+) wie auch negative Likelihood-Ratio (LR-
) berechnet. So lautet die Formel fur die positive Likelihood-Ratio LR+ = 1/ (1- 0,914)
= 16,7. Folglich wird die negative Likelihood-Ratio unter folgender Formel berechnet
LR-=(1-1)/0,914 = 0.

Wert 95% ClI

Sensitivitat 100% 54,44% bis
100,0%

Spezifitat 91,4% 81,6% bis 98,9%
Positiv pradiktiver | 68,6%
Wert
Negativ 100%
pradiktiver Wert
Positiv 16,7
Likelihood-Ratio
Negativ 0,0

Likelihood-Ratio

Tabelle 7: Zusammenfassung statistischer Berechnungen Screening-Methode ohne Antibiotika, eigene
Darstellung, 2022

Zusammengefasst lasst sich erkennen, dass auch die Screening-Methodik ohne die
Antibiotikaplattchen auf den Agarbéden die tatsachlich positiven Proben zu 100
Prozent erkannt hat. Zudem weist dieses Screening eine Spezifitat von 91,4 Prozent

auf. Somit wurden die tatsachlich negativen Proben auch als solche erkannt.

Der positiv pradiktive Wert mit 68,6 Prozent beschreibt, dass die Screening-Methode
das positive Ergebnis erkannt hat und die Krankheit auch tatséchlich bei den Personen
vorliegt. Ebenso lasst es sich, anhand des vorliegenden Ergebnis des negativ
pradiktiven Wertes erkennen, dass zu 100 Prozent der Anteil der Personen, welche
ein negatives Ergebnis haben, auch wirklich nicht erkrankt sind. Somit wurden auch
bei der Screening-Methode ohne den Leitantibiotikaplattchen alle negativen Proben

richtig erkannt und keine falsch negativen Ergebnisse diagnostiziert.
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Wie zuvor erwéhnt, beschreibt die positive Likelihood-Ratio das Verhaltnis der
Wahrscheinlichkeit flr ein positives Testergebnis unter den kranken Personen zur
Wahrscheinlichkeit fur ein positives Testergebnis unter den nicht kranken Personen.
Das vorliegende Screening hat 16 Proben falsch positiv diagnostiziert. Daher betragt
der Wert des positiven Likelihood-Ratio 16,7. Dahingegen beschreibt die negative
Likelihood-Ratio das Verhaltnis der Wahrscheinlichkeit fir einen negativen Test unter
den gesunden Personen zur Wahrscheinlichkeit fir einen negativen Test unter den
kranken Personen. Daher betragt der Wert der negativen Likelihood-Ratio auch bei
dieser Screening-Methodik O, da keine falsch negativen Ergebnisse vorliegen.

4.4. Time to result

Eine weitere Erkenntnis der Forschung ist, dass die ,Time to result* sprich die Zeit,
welche vergeht, bis ein Ergebnis zur Probe vorliegt, positiv beeinflusst werden kann.
Dies liegt daran, dass auf den beimpften Agarplatten inklusive der aufgelegten
Antibiotika der Erreger schneller und einfacher beurteilt werden kann. Mit Hilfe der
Antibiotika werden Sensitivitaten oder Resistenzen sichtbar, da sich um die
Antibiotikaplattchen Hemmhofe bilden. Die Hemmhdfe lassen sich in Anlehnung zur
aktuellen EUCAST-Norm ausmessen und bestimmen in sensibel, resistent oder
intermediar, welches so viel bedeutet wie sensibel bei erhdhter Dosierung [der
Antibiotikagabe] (EUCAST, 2022). Sofern keine Hemmhofe um die Antibiotika zu
sehen sind, aber dennoch Wachstum da ist, ist der Keim resistent gegentber dem
Ceftazidim und Ciprofloxaxin.

Sofern die Messungen der Hemmbhofe ergeben, dass das Ceftazidim und Ciprofloxacin
keine Wirkung auf den grammnegativen Erreger haben, aber das Meropenem eine
sensible Wirkung aufweist, liegt ein 3MRGN vor. Dies kann aus der Abbildung 3

entnommen werden.

Somit kann die Erstbeurteilung des Keims schneller erfolgen, da er sich durch die
Leitantibiotikaplattchen einfacher einordnen lasst. Insbesondere kann die Zeit zum
Befund bei den negativen Proben verbessert werden. Denn sofern kein Wachstum
nach der Inkubationszeit von 24h vorhanden ist, ist das Screening auf multiresistente
grammnegative Erreger negativ. Zudem ist das Screening negativ, wenn die
Antibiotika eine sensible Wirkung auf das Bakterium haben. Somit wird die Diagnostik
beschleunigt.
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Zuvor war dies nur dann mdglich, wenn nach der Inkubationszeit der beimpften

Agarplatten diese weiterhin ohne Wachstum blieben. Sobald Wachstum auf den

Selektivbéden vorhanden war, wurde ein Verdacht auf MRGN geédul3ert und weitere

Untersuchungen wurden veranlasst. Dies hat zur Folge, dass vor allem auch die

negativen Proben, trotz Wachstum, und somit ein negativer Befund zu einem spéateren

Zeitpunkt mitgeteilt wird. Die folgende Tabelle stellt die mediane Zeit bis zum Ergebnis

der Probe und die mediane Zeit bis zur Validation dar.

Monat (Jahr 2021)

Mittelwert vom Eingang
der Probe bis zum

Mittelwert von Eingang
der Probe bis zur

Ergebnis Validation

Januar 01 Tag 20:58 02 Tag 01:57
Februar 01 Tag 02:26 01 Tag 06:51
Marz 01 Tag 16:50 01 Tag 13:07
April/ Mai/ Juni 01 Tag 10:08 01 Tag 21:04
Juli 01 Tag 13:04 01 Tag 17:55
August 01 Tag 09:20 01 Tag 14.03
September 01 Tag 10:30 01 Tag 12:32
Oktober 01 Tag 07:40 01 Tag 22:45
November 01 Tag 05:22 01 Tag 06:57
Dezember 01 Tag 08:27 01 Tag 10:49
Monat (Jahr 2022)

Januar 01 Tag 08:37 01 Tag 11:52
Gesamt 01 Tag 09:42 01 Tag 16:13

Tabelle 8: Mediane Zeit bis zum Ergebnis und bis zur Validation, eigene Darstellung, 2022

Zu erwahnen ist, dass die vorliegenden Ergebnisse weiterhin verifiziert werden und

dies zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen ist.
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5 Diskussion

Die erhaltenen Ergebnisse der vorliegenden Forschung zum Vergleich einer
Screening-Methode auf multiresistente grammnegative Erreger anhand der Antibiotika
Ceftazidim, Ciprofloxacin und Meropenem, wie auch des CAT-IDs, auf den Agarplatten
und der Vergleich der Screening-Methode, ohne der Antibiotika haben
bedeutungsvolle Erkenntnisse fir die Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit

liefern konnen.

5.1. Methodendiskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine prospektive Studie mit einer Head-to-Head-
Comparison durchgeftihrt, um das Screening auf MRGN zu evaluieren. Dazu wurden
zwei Screening-Methoden miteinander verglichen. Zuvor wurde das Screening anhand
des beimpften ESBL-Agars ohne Antibiotikaplattchen durchgefihrt. In Anlehnung an
die Norm der EUCAST, welche die Leitlinie zur Bestimmung der Sensibilitdt oder
Resistenz gegentuber Antibiotika von verschiedenen Keimen bildet (EUCAST, 2022),
wurde eine Screening-Methode getestet, welche die Leitantibiotika auf den Agarplatten

aufgelegt hatte.

Die vorliegende Untersuchung erfolgte stets unter medizinischer Indikationsstellung
und unterliegt somit der Beurteilung von Arztinnen und Arzte des Labors.
Zunachst wurde das Screening mit den Leitantibiotika geprift. Hierzu wurden die
Hemmhofe um die Antibiotikaplattchen waéahrend der Diagnostik per Hand
ausgemessen. Dies hat die Schwierigkeit, dass die Hemmhofe nicht immer einen
gleichmafigen Kreis gebildet haben und somit das Ausmessen erschwert haben.
Dennoch erlaubten die Antibiotika in den meisten Fallen eine prézise Erstbeurteilung
des Keims. Eine solche Schwierigkeit liegt nicht bei der Methode ohne die Antibiotika
vor, da hier die Beurteilung sich nur auf das vorhandene oder fehlende Wachstum

beschrankt.

Die Screening-Methodik inklusive der Leitantibiotikaplattchen erlaubt es, auf Grund der
sichtbaren Sensibilitat oder Resistenz, gewisse Resistenzmechanismen wie
beispielsweise OXA-Carbapenemasen zu detektieren. Jedoch ist dies nicht Ublich, so
die Resistenzmechanismen zu diagnostizieren. Hierfir werden andere Methoden
verwendet wie zum Beispiel OXA-48-Platten, welche spezielle Selektivbdden zur
Diagnostik von OXA-Carbapenemasen sind oder anderen Falles die Empfehlung der
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NAK zur Testung auf Carbapenemasen bei Enterobacterales mit Hilfe von Ertapenem
und Meropenem. Des Weiteren ist zu erwdhnen, dass die Resistenzmechanismen
ebenso einer Einschréankung unterliegen. Zudem sind Carbapenemasenresistenzen
selten in den Kliniken, welche ihre Proben an das Labor zukommen lassen,
vorgekommen, daher konnte die Screening-Methode mit den Antibiotika nicht weiter

auf diesen Resistenzmechanismus gepruft werden.

Zum jetzigen Zeitpunkt unterliegen die Anwendbarkeit und Interpretation der Resultate
einer Einschrankung, da derzeit keine vergleichbaren Daten zu dieser Screening-
Methode auf MRGN vorliegen.

5.2. Ergebnisdiskussion

Das Screening auf multiresistente grammnegative Keime mit Hilfe der Antibiotika auf
den Agarplatten erbringt keine ,underperformance®, sprich dieser Test ist nicht

schlechter als die urspringliche Variante, um auf MRGN zu detektieren.

Die Sensitivitat betragt bei beiden untersuchten Screening-Methoden 100 Prozent.
Sowohl die Methode mit den Antibiotikaplattchen als auch die Methode ohne die
Antibiotika konnten zu dieser Rate alle positiven Proben erkennen. Dies Bedeutet,
dass das Platzieren der Antibiotikaplattchen auf den Selektivb6den das Wachstum des
Bakteriums nicht ganzlich hemmt. Zu 95 Prozent konnte das Screening mit den
Antibiotika die tatsachlich negativen Proben erkennen. Dahingegen lag die Spezifitat
bei der Screening-Methode ohne die aufgelegten Antibiotika bei 91,4 Prozent.

Beide Screening-Methoden haben zwar keine falsch negativen Ergebnisse
aufgewiesen, daflr jedoch falsch positive Ergebnisse. Vergleicht man nun die falsch
positiven Ergebnisse dieser Screening-Methode mit der Methode der Leitantibiotika,
lasst sich erkennen, dass die Fehlerquote sich kaum unterscheidet. Das Screening mit
den Antibiotika hat insgesamt 12 falsch positive Ergebnisse erbracht. Im Gegenzug
hat die Screening-Methode ohne die Antibiotika insgesamt 16 falsch positive
Ergebnisse aufgezeigt. Insgesamt lasst sich erkennen, dass die Screening-Methode
auf multiresistente grammnegative Keime mit den Leitantibiotikaplattchen
vergleichbare Ergebnisse liefert. Die Methodik erméglicht sogar prézisere Ergebnisse
und Beurteilungen der Proben. Zudem konnte somit geprift werden, dass der Test

eine &hnliche Zuverlassigkeit wie die zuvor angewendete Methode erbringt.
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Das Screening auf multiresistente grammnegative Keime mit Hilfe der
Leitantibiotikaplattchen auf den Agarplatten ermdglicht auch eine zeitliche
Verbesserung, bis das Ergebnis beziehungsweise der Befund vorliegt. Eine erste
Beurteilung kann anhand der Farbung des Keims und der Sichtbarkeit der Reaktion
des Keims auf die Antibiotika erfolgen. So kdnnen insbesondere die negativen Proben
schneller mitgeteilt werden. Sind nach der aktuellen EUCAST-Norm die Hemmhofe
um die Antibiotikaplattchen grof3 genug, dass sie nach der Norm entweder als
intermediar oder als sensibel gelten, ist das Screening auf MRGN folglich negativ, da
keine Multiresistenz vorliegt und die Diagnostik ist demnach abgeschlossen. Auch
kann das Screening beendet werden, wenn weiterhin kein Wachstum auf den
Agarplatten vorhanden ist, dies ist allerdings auch bei der Screening-Methode ohne
die dazugegebenen Antibiotika moéglich. Durch die Erstbeurteilung des wachsenden
Keims mit Hilfe der Leitantibiotika Ceftazidim, Ciprofloxacin, Meropenem und des
Faropenems CAT-ID ist es mdglich einen prazisen Verdacht auf einen multiresistenten
grammnegativen Erreger zu auf3ern. Dies kann zeitlich schneller an die Klinik mitgeteilt
werden, welche vorzeitig Praventionsmaflinahmen anwenden kann, bis eine feste
Diagnose steht. Einen vorzeitigen prazisen Verdacht auf einen MRGN zu &uf3ern, ist
bei der Screening-Methode ohne die Antibiotika nicht mdglich, da unklar ist, ob ein

3MRGN oder 4AMRGN oder eine andere Resistenz vorliegt.

Fur die Deutung der vorliegenden Ergebnisse ist zu beachten, dass die Proben aus
klinischen Settings stammen. Dabei ist das stationdre Setting in den Kliniken unklar.
Somit kénnen keine Tendenzen nach klinischen Stationen ausgesprochen werden, da

eventuell nicht alle erfasst sind.

AulBerdem ist unklar, was praanalytisch am Patienten vorgenommen wurde. So
kbnnen vorangegangene antibiotische Therapien, welche beispielsweise
prophylaktisch vor Operationen verabreicht werden, die Daten dieser Arbeit
beeinflussen. Auf Grund dessen ist es mdglich, dass nicht genug Bakterien im
Probenmaterial vorhanden ist und die Diagnostik so beeinflusst wird. Somit kdnnen
negative Ergebnisse vorliegen, obwohl es mdglich ist, dass diese doch eigentlich
positiv sind. Dieses ist allerdings auch bei konventionellen Methoden zum Screening

auf multiresistente Keime eine Einschréankung.

Auch die Probenentnahme, welche zuvor am Patienten durchgefihrt wird, kann

Einfluss auf den Befund haben. Hier stellt sich die Frage, wie prazise genug die Probe
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entnommen wurde. Es ist dul3erst moglich, dass das entnommene Material der Probe
durch Begleitflora verunreinigt wurde und dementsprechend auch ein eventuelles
negatives Ergebnis erbringt, obwohl die Patientin / der Patient an einem
multiresistenten grammnegativen Keim erkrankt ist. Zudem kann es sein, dass bei der
Probenentnahme nicht genug Material abgenommen wurde, weshalb ein sparliches
oder gar kein Wachstum des Keims vorhanden sein kann. Somit besteht auch hierbei

die Schwierigkeit, ein falsch negatives Ergebnis zu erhalten.

Eine weitere Schwierigkeit wahrend des Screenings auf multiresistente Keime liegt
vor, da keine klinischen Daten zu den Proben beziehungsweise zum Krankheitsverlauf
der Patientinnen und Patienten vorliegen. Demnach ist es wichtig, die Lokalisation des
entnommenen Probenmaterial zu haben, damit Flora, welche typisch fur das
untersuchte Areal ist, erkannt und vom krankmachenden Keim unterschieden werden

kann.

Die Lesenden dieser Arbeit sollten beachten, dass die Verfasserin kein Medizin- oder
Biologie Studium absolviert hat. Die Erfassung der Ergebnisse kdnnen eingeschrankt
sein und mdgliche Fehlerquellen beinhalten. Dennoch wurden die Resultate

genaustens erfasst und nachvollziehbar aufgefihrt.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die Screening-Methode
mit den Leitantibiotikaplattchen ahnliche Resultate erbringt, wie die konventionelle
Screening-Methode ohne der Leitantibiotika auf den Agarplatten. Sie ermdglicht, dass
vor allem die negativen Ergebnisse genauer erfasst und somit zeitlich schneller an die

Kliniken mitgeteilt werden kdénnen.

Inwieweit die Ergebnisse dieser Arbeit auf die Bevdlkerung tbertragbar sind und das
Screening auf multiresistente grammnegative Erreger mit Hilfe der antibiotischen
Leitsubstanzen auf den Agarplatten eine Alternative zur Screening-Methodik ohne die
Zugabe der Antibiotika darstellt, unterliegt der Aufgabe weiterer in vivo Studien dieses

zu erforschen.
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6 Fazit und Ausblick

Anhand der Durchflihrung einer prospektiven Studie zur Evaluation einer Screening-
Methode auf multiresistente grammnegative Erreger mit Hilfe von Leitantibiotika setzt
sich diese Bachelorthesis mit der Untersuchung dieser auseinander. Es sollte
herausgefunden werden, ob das MRGN-Screening inklusive der Antibiotika
vergleichbare Ergebnisse erbringen kann, wie die konventionelle Screening-Methode

ohne der Antibiotikaplattchen auf den Agarplatten.

Die Ergebnisse der Forschung zeigen, dass die Screening-Methode auf multiresistente
grammnegative Erreger mit den Leitantibiotika auf den Agarplatten vergleichbar mit
der Screening-Methode ohne die Antibiotika ist. Es zeigte sich, dass Sensitivitat und
Spezifitat dhnliche Werte aufbringen. Auch weiteren statistischen Berechnungen zu
Folge, unterscheidet sich diese Screening-Methode von der erbrachten Leistung kaum
vom konventionellen Screening. Anhand dieser Methodik ist es moglich, die Diagnostik
beziehungsweise das Screening auf multiresistente grammnegative Keime schneller
zu beenden, insbesondere bei Proben, welche einen negativen Befund hervorbringen.
Denn mit Hilfe der Screening-Methode mit den Antibiotika ist es gegeben, anhand der
sichtbaren Sensibilitat auf die Leitantibiotika, trotz Wachstum auf den Agarplatten

negative Proben schneller zu identifizieren.

Inwieweit das Screening auf multiresistente grammnegative Erreger anhand der
Leitsubstanzen der Antibiotika ergdnzt werden kann, sollte in weiteren in vivo Studien
erforscht werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Relevanz der MRGN
bedeutungsvoll ist, weshalb das Thema weiterhin naher betrachtet werden sollte und
Forschungspotenzial zu weiteren Screening-Methoden, um multiresistente
grammnegative Keime zu identifizieren, besteht. Die Thematik der Multiresistenzen ist
bedeutend fir den Bereich Public Health, um praventiv gegen die Zunahme der
Verbreitung von MRGN vorzubeugen. Hierzu kann das Screening der erste Schritt

sein.
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Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Bachelorthesis selbststandig erfasst
und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe, alle
Ausfuhrungen, die anderen Schriften wortlich oder sinngemald entnommen wurden,
kenntlich gemacht sind und die Arbeit in gleicher oder &hnlicher Fassung noch nicht

Bestandteil einer Studien- oder Prifungsleistung war.

Ort, Datum Unterschrift
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