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Zusammenfassung

Für fast jede der therapeutisch gegen bakte-
rielle Infektionserreger eingesetzten Anti-
biotikagruppen gibt es mehrere Einzelpräpa-
rate, die in der klinisch-bakteriologischen
Routinediagnostik in der Empfindlichkeits-
prüfung nicht erfasst werden können. Des-
halb werden bei Kenntnis der Resistenzme-
chanismen und der daraus abzuleitenden
Kreuzresistenzen bestimmte Testpräparate
geprüft und das diesbezügliche Ergebnis im
Sinne der Kreuzresistenz interpretiert. Diese
Testpräparate entsprechen den Substanzen,
die auch in den Ausführungen zu § 23 des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) aufgeführt
sind. Aufgrund der suboptimalen In-vitro-
Expression verschiedener Resistenzme-
chanismen ist es erforderlich, neben den
Routinemethoden (Agardiffusionstest,
Mikrobouillon-MHK) ergänzende Tests ein-
zusetzen, vorzugsweise durch Nachweis der
Resistenzgene. Das Auftreten und besonders
die Verbreitung antibiotikaresistenter Erre-
ger von Krankenhausinfektionen können
durch Erregertypisierung verfolgt werden.
Bei der Auswahl der Typisierverfahren ist es
erforderlich, Arbeitsaufwand, Diskriminie-
rungsfähigkeit und Reproduzierbarkeit ein-
zuschätzen. Zukünftig wird die Anwendung
der Mikroarray-Technologie eine schnelle
komplexe Diagnostik ermöglichen, die
neben den Spezies-Eigenschaften und den
Resistenzdeterminanten auch Virulenz-
assoziierte Gene einschließt.

Natürliche und erworbene
Resistenz gegen Antibiotika

Die bisher therapeutisch eingesetzten

antibakteriellen Chemotherapeutika

hemmen Einzelschritte der in Abb. 1 ge-

zeigten komplexen molekularen Vor-

gänge in der Bakterienzelle. Sind diese

Zielstrukturen den Antibiotika von

vornherein aufgrund der natürlichen Ei-

genschaften bestimmter Bakterienspe-

zies nicht zugänglich, dann besteht eine

natürliche Resistenz, d. h., diese Bakte-

rien liegen nicht im Wirkungsspektrum

eines Antibiotikums. Demgegenüber

steht die erworbene Resistenz, die erst

im Zuge des Selektionsdruckes durch

den Antibiotikaeinsatz auftritt. Bakteri-

en haben eine Reihe verschiedener mo-

lekularer Resistenzmechanismen entwi-

ckelt, die in Übersicht 1 zusammenge-

fasst sind (Übersicht bei [1]).

Auswahl von Antibiotika 
für die Resistenzbestimmung

Die Antibiotika-Resistenzbestimmung

hat 2 wesentliche Ziele: Sie dient einer-

seits der Absicherung der antibakteriel-

len Chemotherapie, soll aber auch recht-

zeitig über das Auftreten und die Ver-

breitung von Resistenzen informieren.

Gegenwärtig sind in Krankenhäusern

meist 30–40 verschiedene Antibiotika

gelistet. Aus Kapazitäts- und Kosten-

gründen ist es aber unmöglich, für jede

dieser Substanzen eine Resistenzbestim-

mung durchzuführen. Die Bestimmung
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Übersicht 1
Molekulare Strategien der Resistenz-
entwicklung von Bakterien

Veränderung des Wirkortes des Chemo-
therapeutikums durch:
● Mutation (z. B. DNA-Gyrase und Chinolon-

resistenz),
● Modifikation (z. B. Methylierung der

23S rRNA und Makrolidresistenz).
Verhinderung der Aufnahme des Chemothe-
rapeutikums in die Bakterienzelle (z. B. durch
Nicht-Expression eines Porins und daraus
resultierende Carbapenem-Resistenz).

Aktiver Transport des Chemotherapeutikums
aus der Bakterienzelle durch:
● spezifische Effluxmechanismen 

(z. B. für Tetrazykline),
● ABC-Transporter (z. B. für Streptogramin-A-

Substanzen),
● erhöhte Expression unspezifischer Trans-

porter (z. B. mar bei Enterobacteriaceae,
mex bei Pseudomonas spp.).

Enzymatische Inaktivierung des Chemothe-
rapeutikums (z. B. durch ββ-Laktamase).

Realisierung eines alternativen, gegen
Chemotherapeutikaeinwirkung unempfind-
lichen Stoffwechselweges (bei Sulfonamiden
und Trimethoprim als Hemmstoffe der
Tetrahydrofolsäuresynthese).
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Antibiotic-resistant nosocomial 
pathogens. Part I: diagnostic and typing
methods

Abstract

For use in human chemotherapy, there are
several different substances for nearly each
substance group available which cannot all
be checked in routine susceptibility testing.
If the bacterial resistance mechanisms and
cross-resistance conferred by them are
known, particular test substances can be
selected and the results are interpreted on
the basis of cross-resistance.Test substances
correspond to those mentioned in guidelines
for § 23 IfSG (German law on protection
against infection). Due to suboptimal in vitro
expression of different resistance mecha-
nisms, it is necessary to perform additional
tests besides routine agar-diffusion or micro-
broth MIC assays.These are preferentially
tests for molecular demonstration of
resistance genes. Emergence and spread of
antibiotic-resistant nosocomial pathogens
can be traced by typing.When selecting a
typing method, it is important to assess work
load, discriminatory power, and reproducibi-
lity. In future the availability of microarray
technology will enable routine laboratories
to demonstrate particular virulence-associa-
ted traits.

dient der Ermittlung der erworbenen

Resistenz, natürliche Resistenzen wer-

den aus der Speziesbestimmung abgelei-

tet. Die Mehrheit der heute verfügbaren

Antibiotika lässt sich einer begrenzten

Zahl von Substanzklassen zuordnen, die

(mit Ausnahme der Oxazolidinone) zwi-

schen Mitte der 30er-Jahre bis zur Mitte

der 60er-Jahre des vorigen Jahrhunderts

entdeckt bzw. entwickelt wurden. Ziel

der Weiterentwicklung der Präparate in-

nerhalb einer Substanzklasse war die

Verbesserung der Pharmakokinetik und

die Verringerung der Toxizität, aber

auch das Überwinden von Resistenzme-

chanismen der Bakterienzelle. Letzteres

wird an der Entwicklung der β-Laktam-

antibiotika besonders deutlich (Abb. 2).

Ein bestimmter Resistenzmecha-

nismus führt häufig zu einer Unemp-

findlichkeit des Bakteriums gegen alle

Präparate einer Substanzklasse. Zum

Beispiel bedingen durch Staphylokok-

ken gebildete β-Laktamasen eine Resis-

tenz gegen alle Substanzen, die gegen

diese β-Laktamase empfindlich sind. Es

liegt dann eine Kreuzresistenz vor. In

diesen Fällen ist es ausreichend und

sinnvoll, eine bestimmte Substanz als

Testpräparat zu prüfen und das Ergeb-

nis aufgrund der bekannten Kreuzresis-

tenzen auf andere Präparate der glei-

chen oder bezüglich ihrer Wirkungswei-

se (nicht nur unbedingt bezüglich der

chemischen Struktur) verwandter Sub-

stanzen zu übertragen.

Bei bestimmten Erregerspezies

können allerdings im Hinblick auf die

Präparate einer Substanzgruppe ver-

schiedene Resistenzmechanismen mit

einem unterschiedlichen Substratspek-

trum verbreitet sein (z. B. Aminoglyko-

sidresistenz bei Pseudomonas spp.). Bei

Resistenzbestimmungen mittels auto-

matisierter Expertensysteme wird diese

Tatsache bereits berücksichtigt und mit

dem Befundausdruck übermittelt.Aller-

dings darf „Expertensystemen“ nicht

blind vertraut werden. Eine Plausibili-

tätskontrolle sollte immer erfolgen, da

z. B. neueste Erkenntnisse noch nicht in

die Software eingespeist sein können

oder die Komplexität der Resistenzme-

chanismen noch nicht vollständig er-

fasst wurde.

In der klinisch-bakteriologischen

Routine ist es zweckmäßig, bezüglich

der Testreihen von Präparaten für die

Resistenzbestimmung zwischen gram-

positiven und gramnegativen Bakterien

zu unterscheiden, bei letzteren ggf. auch

noch zwischen Enterobacteriaceae und

Pseudomonaden. Bei grampositiven

Bakterien – insbesondere bei den Sta-

phylokokken – sind für die verschiede-

nen Substanzgruppen vergleichsweise

wenig Resistenzgene und dementspre-

chend auch Resistenzmechanismen ver-

breitet. Die Festlegung von Testsubstan-

zen und die Interpretation der Ergebnis-

se bezüglich der Kreuzresistenzen sind

daher unproblematisch (Tabelle 1 und 2,

Übersicht bei [2]).

Bei gramnegativen Bakterien kann

einer definierten Antibiotikaresistenz

jedoch eine erheblich größere Vielfalt an

Resistenzgenen und damit auch Resis-

tenzmechanismen zugrunde liegen.

Dennoch ist es in vielen Fällen möglich,

aufgrund des Substratspektrums und

der Kreuzresistenzen bestimmte Test-

präparate auszuwählen und das Ergeb-
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Abb. 1 � Zielstrukturen für Antibiotika
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nis der Resistenzbestimmung entspre-

chend zu interpretieren (Tabelle 3 für

Enterobacteriaceae, Tabelle 4 für Pseu-

domonas spp., Übersicht zur Aminogly-

kosidresistenz bei [3, 4]).

Von aktueller Bedeutung für die Re-

sistenzbestimmung bei Enterobacteria-

ceae ist das richtige Erkennen von Resis-

tenzen gegen Cephalosporine der 3. und

4. Generation aufgrund von β-Laktama-

sen mit erweitertem Substratspektrum

(ESBL). Diese können aus unterschied-

lichen plasmidkodierten β-Laktamasen

durch ein oder mehrere Aminosäuren-

austauschmutationen hervorgegangen

sein (Übersicht bei [5]). Diese β-Lakta-

masen gehören zu den Klassen A und D.

In Abhängigkeit von ihrer evolutionären

Herkunft zeigen sie ein unterschiedli-

ches Substratspektrum (Tabelle 5).Aller-

dings werden durch den Test für Cefota-

xim und Ceftazidim fast alle ESBL gut

erfasst. Da plasmidkodierte β-Laktama-

sen fast immer durch β-Laktamaseinhi-

bitoren gehemmt werden, sollte parallel

der Test mit Cefpodoxim (allein und 

in Kombination mit Clavulansäure) er-

folgen.

Das seit Januar 2001 in Deutsch-

land geltende Infektionsschutzgesetz

(IfSG) verpflichtet Krankenhäuser dazu,

für die wichtigsten Erreger nosokomia-

ler Infektionen eine Resistenzstatistik

zu führen. Dabei sollen aus klinischer

und epidemiologischer Sicht wichtige

Resistenzeigenschaften erfasst werden.

Eine entsprechende Übersicht gibt Ta-

belle 6.

Methoden der Resistenz-
bestimmung im Überblick

Phänotypische Verfahren

Am weitesten verbreitet ist immer noch

der Agardiffusionstest, für dessen

Durchführung in Deutschland der DIN-

Standard 58940 [6] gilt. Neben dieser

Empfehlung wird in Deutschland auch

der NCCLS-Standard [7] eingesetzt. Es

ist dabei grundsätzlich zu beachten,dass

diese Standards unterschiedliche Inoku-

lumdichten und unterschiedliche Blätt-

chenbeladungen verwenden und somit

auch unterschiedliche Ablesekriterien

für die Bewertungsstufen als empfind-

lich, intermediär und resistent festlegen.

Die einzelnen Komponenten (z. B. In-

okulum nach DIN, Blättchen nach NC-

CLS,Ablesung nach DIN) sind nicht aus-

tauschbar! Der Agardiffusionstest ist

aufgrund der Komplexität des Verfah-

rens deutlich höher mit Fehlern belastet

als die Referenzmethode, d. h. die Be-

stimmung minimaler Hemmkonzentra-

tionen (in der Praxis mittels Mikro-

bouillonverdünnungstest). Die Bestim-

mung minimaler Hemmkonzentratio-

nen mittels E-Test (einem Diffusionstest

unter Verwendung von MHK-Teststrei-

fen) führt zu Ergebnissen, die eine hohe

Übereinstimmung mit dem Mikrobouil-

lonverdünnungstest zeigen.

Die Ergebnisse phänotypischer Re-

sistenzverfahren können generell durch

äußere Einflüsse auf die Expression der

Gene, die für die Resistenz kodieren, be-

einträchtigt werden. Faktoren wie Tem-

peratur,pH-Wert,die Konzentration von

Salzen, die verwendeten Nährmedien

und die Einstellung des Inokulums be-

einflussen die Expression und können

daher zu fehlerhaften Ergebnissen füh-

ren. Zu den phänotypischen Bestäti-

gungsverfahren für Resistenzeigen-

schaften, die durch den Agardiffusions-

test und die Bestimmung minimaler

Hemmkonzentrationen nicht immer

verlässlich erfasst werden, zählen:

◗ Der Nachweis der Oxacillinresistenz

bei MRSA (Methicillin-resistente

Stapylococcus aureus), d. h. die Ver-

wendung des Agar-Screening-Tests

nach NCCLS [7] oder eines Bouillon-

Screening-Verfahrens [8] bzw. eines

Latex-Agglutinationstests zum Nach-

weis des Penicillinbindeproteins

PBP2a [9],

Abb. 2 � Weiterentwicklung von ββ-Laktamantibiotika im Zuge der Resistenzentwicklung 
bakterieller Infektionserreger
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Tabelle 1
Auswahl der Testpräparate für die phänotypische Resistenzbestimmung 
bei Staphylokokken

Testsubstanz Resistenzmechanismus und Resistenzgene Kreuzresistenzen

Gentamicin Aminoglycosid-modifizierendes Enyzm (aph2“-aac6‘ Gen) Potenziell auch gegen Amikacin, Netilmicin

Erythromycin Methylierung der 23S r-RNA in Position 2058 Alle Makrolide 
(ermA, ermB, ermC)

Linkomycin Methylierung der 23S r-RNA in Position 2058 Bei konstitutiver Ausprägung alle Linkosamidine,
Streptogramin-B-Substanzen

Quinupristin/ Methylierung der 23S r-RNA in Pos. 2058 (ermB) Gegen andere Streptogramin-A/B-
Dalfopristin für Quinupristin Kombinationen

O-Acetylierung für Dalfopristin (vatA, vatB)

Ciprofloxacin Mutation Ser80 des grlA-Gens (Topoisomerase IV) Alle Fluorchinolone Gr. II, potenziell 
alle Fluorchinolone

Moxifloxacin Zusätzlich Mutation in Ser83 des gyrA-Gens (DNA-Gyrase) Alle Fluorchinolone

Trimethoprim/ Trimethoprim-unempfindliche Dihydrofolatreduktasea Alle Sulfonamide
Sulfamethoxazol

Rifampicin Punktmutation in der β-Untereinheit Andere Rifamycine
der m-RNA-Polymerase

Fusidinsäure- Resistenzmutation, Efflux
Natrium

Vancomycin/ Dickere Zellwand mit unvollständiger Quervernet-
Teicoplanin zung der Peptidoglykanstränge (trapping effect)

Linezolid Punktmutation(en) in der Domäne V der zentralen 
Schleife der 23S r-RNA

aSulfonamid Dihydropteroatsynthase.

Tabelle 2
Auswahl von Testpräparaten für die phänotypische Resistenzbestimmung 
bei Enterokokken

Testsubstanz Resistenzmechanismus Kreuzresistenzen
und Resistenzgene

Ampicillin E. faecalis: β-Laktamase Alle β-Laktamase-empfindlichen Penicilline
E. faecium: verändertes Penicillinbindendes Protein PBP5 Mehr oder weniger alle β-Laktamantibiotika

Vancomycin Targetmodifikation an dem Teilweise Teicoplanin
N-Azetylmuraminsäure-Pentapeptid

Teicoplanin Targetmodifikation an dem Vancomycin
N-Azetylmuraminsäure-Pentapeptid

Gentamicin Modifizierendes Enzym (aph2“-aac6‘) Amikacin, Netilmicin

Streptomycin Modifizierendes Enyzm (aad6‘) –

Erythromycin Methylierung der 23S r-RNA in Pos. 2058 (ermB) Streptogramin B bei konstanter Expression

Quinupristin/ E. faecium: Methylierung der 23S r-RNA Andere Streptogramin-Kombinationen
Dalfopristin in Pos. 2058 (ermB) für Quinupristin

O-Acetylierung für Dalfopristin
Bei E. faecalis natürliche Resistenz

Linezolid Mutation in der Domäne V der zentralen 
Schleife der 23S rRNA
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◗ der Nachweis der intermediären 

Glykopeptidempfindlichkeit bei

S. aureus (GISA) mittels Agar-

Screening-Test nach NCCLS [7],

◗ der Nachweis der Glykopeptid-

resistenz bei Enterokokken durch 

Agar-Screening-Test nach NCCLS

[7],

◗ der Nachweis der ESBL-Eigenschaft

bei Enterobacteriaceae-Isolate 

mit vermindertem Hemmhof oder

erhöhter MHK für Cephalosporine

der 3. und 4. Generation (NCCLS [7],

Tabelle 7).

Genotypische Verfahren

Im Prinzip ist jedes bekannte Resistenz-

gen mittels Polymerasekettenreaktion

(PCR) nachweisbar. In der diagnosti-

schen Praxis sind PCR-Verfahren bisher

für solche Resistenzen etabliert, die phä-

notypisch (aufgrund der unvollständi-

gen Expression) nicht immer sicher

nachzuweisen sind oder wenn das phä-

notypische Ergebnis keine sichere Inter-

pretation zulässt. Dies trifft insbesonde-

re für die Methicillinresistenz bei S. au-

reus, die Glykopeptidresistenz bei En-

terokokken und die Detektion von β-

Laktamasen mit erweitertem Spektrum

(ESBL) zu. Inzwischen sind für die Me-

thicillinresistenz Testkits verfügbar, die

auf der Detektion der PCR-Produkte

durch reverse Hybridisierung beruhen

(reverser Blot, d. h. Hybridisierung des

PCR-Produkts gegen eine spezifische

Capture-Probe im Makroarray [10, 11]).

Zum gleichzeitigen Nachweis mehrerer

Resistenzgene wurden Multiplex-PCR-

Verfahren entwickelt (für Staphylokok-

ken [12], für AmpC-β-Laktamasen [13]).

Abbildung 3 zeigt dies für Staphylokok-

ken. Die verschiedenen PCR-Produkte

werden dabei mittels Gelelektrophorese

oder Kapillarelektrophorese aufge-

trennt. Die Zuordnung der einzelnen

Banden zu einem gesuchten Resistenz-

gen erfolgt jedoch zunächst nur über die

Größe des PCR-Produktes. Dieses Vor-

gehen birgt vor allem bei Multiplexsys-

temen die Gefahr falsch positiver Ergeb-

nisse aufgrund des Vorliegens unspezi-

fischer PCR-Produkte. Eine Kombinati-

on von Multiplex-PCR und reversem

Blot verbessert die Spezifität der Detek-

tion der Zielsequenz signifikant. Zu die-

sem Zweck werden statt der membran-

basierten Hybridisierungssysteme zu-

nehmend Mikrochips (Mikroarrays)

eingesetzt. Auf der Glasoberfläche die-

ser Chips können spezifische Capture-

proben für Tausende von Zielgenen auf-

gebracht werden. Diese Systeme detek-

tieren sowohl erworbene Resistenzgene

[14, 15] als auch die Mutationen, die zu

Resistenzen führen [für Staphylokokken

z.B.Mutationen im Gen für die DNA-To-

poisomerase (grlA), die zur Chinolonre-

sistenz führen]. Die fraglichen DNA-Ab-

schnitte werden zunächst mittels PCR

präamplifiziert, mit fluoreszierenden

Farbstoffen markiert und dann auf ei-

nem Microarray hybridisiert. Abbil-

dung 4 zeigt die Ergebnisse solcher Hy-

bridisierungen.

Für die besonders schnelle Detekti-

on einzelner Resistenzgene in einer Viel-

zahl von klinischen Proben werden heu-

te Real-time-PCR-Systeme eingesetzt:

Durch die Verwendung sequenzspezifi-

scher, fluoreszensmarkierter Reporter-

moleküle und die Online-Erfassung der

erzeugten Fluoreszenzsignale lassen

sich hier Resistenzgene und -mutatio-

nen besonders schnell und spezifisch

detektieren. Allerdings ist die Möglich-

keit zur simultanen Erfassung verschie-

dener Gene durch das beschränkte An-

gebot an Repoterfarbstoffen limitiert.

Tabelle 3
Auswahl von Testpräparaten für die phänotypische Resistenzbestimmung 
bei Enterobacteriaceae

Testsubstanz Resistenzmechanismus Kreuzresistenzen
und Resistenzgene

Aminopenicilline β-Laktamasen Ampicillin, Amoxycillin,
ggf. Acylureidopenicilline

Ampicillin/Sulbactam, Bei Resistenz aufgrund einer Resistenz gegen Inhibitor-
Amoxycillin (Clavulansäure) Überproduktion von plasmid- geschützte Aminopenicilline

kodierten β-Laktamasen oder
ampC-β-Laktamasen

Piperacillin (Mezlocillin) Exprimierte ampC-ββ-Laktamasen, Potenziell gegen alle Amino- 
plasmiddeterminierte, und Acylureidopenicilline
durch Inhibitor hemmbare 
β-Laktamasen

Piperacillin/Tazobactam Ursprünglich durch Inhibitor- Inhibitorgeschützte Penicilline
(Piperacillin/Sulbactam) hemmbare β-Laktamase 

(plasmidkodiert) mit Mutation zur 
Inhibitorresistenz; exprimierte
ampC-β-Laktamasen

Cefuroxim oder Cefotiam β-Laktamasen Andere Gruppe-II-Cephalos-
porine, alle Penicilline

Cefotaxim, Ceftazidim, ESBL exprimierte Potenziell alle Cephalosporine 
parallel mit Clavulansäure ampC-β-Laktamasen und Penicilline

Cefpodoxim, Cefpodoxim/ Test auf plasmiddeterminierte Potenziell alle Cephalosporine 
Clavulansäure ESBL, die durch Clavulansäure und Penicilline

ESBL, hemmbar sind

Imipenem Fehlende Expression des OMP D Meropenem

Trimethoprim Resistente Dihydrofolatreduktase

Gentamicin Verschiedene Aminoglykosid- Teilweise Tobramycin,
modizierende Enzyme [(aac(3) Netilmicin, Amikacin
bis X; ant(2“) I]

Amikacin Aminoglykosidacetyltransferase Gentamicin, Netilmicin,
aac(6‘) I Tobramycin
Aminoglykosidphosphoryltrans-
ferase aph(3‘) VI

ESBL Extended Spectrum β-Laktamase.
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Für S. aureus wurden z. B. Systeme zur

Speziesidentifikation und zum Nachweis

des mecA-Gens entwickelt [16, 17].

Molekulare Typisierung 
von Erregern nosokomialer 
Infektionen

Die Typisierung im Rahmen epidemio-

logischer Untersuchungen hat das Ziel,

den Epidemiestamm (Klon) durch be-

stimmte Merkmale eindeutig von epide-

miologisch unbedeutenden Stämmen zu

unterscheiden. Ideale Typisiermerkma-

le sollten deshalb innerhalb der Isolate

des epidemischen Stammes stabil und

innerhalb der gesamten Speziespopula-

tion ausreichend polymorph (divers)

sein. Diversität resultiert aus zufälligen,

nicht letalen genetischen Ereignissen,

die durch das Typisiersystem erkannt

werden. Hierzu zählen z. B. neutrale Mu-

tationen, die mittels multilocus-se-

quence-typing erfasst werden, oder De-

letionen, Insertionen und Inversionen,

die den Abstand zwischen Restriktions-

endonuklease-Schnittstellen und damit

die entsprechenden Spaltungsmuster

beeinflussen. Die genetische Diversität

zwischen Stämmen mit klinischer und

epidemiologischer Bedeutung im Hin-

blick auf Pathogenität oder Antibiotika-

resistenz als Selektionsfaktoren kann

dann eingeschränkt sein, wenn eine be-

stimmte klonale Gruppe mit optimaler

Adaptation an einen bestimmten Wirts-

organismus oder an ein bestimmtes

Ökosystem weit verbreitet auftritt. Hier

hat aber die Entwicklung sensitiver mo-

lekularer Techniken während der ver-

gangenen 10 Jahre erheblich dazu beige-

tragen, Subpopulationen von evolutio-

när verwandten Erregergruppen (klona-

len Gruppen) zu unterscheiden.

An die molekularen Methoden der

Typisierung (Typisiersysteme s. [14, 15])

werden folgende Anforderungen ge-

stellt:

◗ Die für die Typisierung verwendeten

Merkmale sollten bei fast allen Isola-

ten der jeweiligen Erregerspezies

nachweisbar sein, um eine hohe Ty-

pisierbarkeit ( 95%) zu gewährleis-

ten,

◗ die Ergebnisse der Typisierung müs-

sen bei wiederholten, unabhängigen

Versuchsansätzen im gleichen Labo-

ratorium und zwischen verschiede-

nen Laboratorien seriell reprodu-

zierbar sein,

◗ die Merkmale sollten im Verlauf ei-

nes Ausbruchs ausreichend stabil

sein,

◗ ein Typisierverfahren muss inner-

halb der Speziespopulation zur Un-

terscheidung einer ausreichenden

„Typenanzahl“ führen, dabei sollte

der Anteil des häufigsten „Typs“ 5%

der Isolate einer Speziespopulation

nicht übersteigen.

Molekulare Typisierung (Genotypisie-

rung) bedeutet die Unterscheidung von

Isolaten der gleichen Erregerspezies auf-

grund von Unterschieden auf der Nukle-

insäureebene. Sie wird sich notwendi-

gerweise auf genomische Regionen mit

dem erwünschten Maß an Variabilität

konzentrieren oder mit geeigneten Me-

thoden genomische Strukturumbauten

(Deletionen, Additionen, Inversionen)

erfassen. Dabei sind verschiedene Ebe-

nen der Unterscheidung erforderlich:

Die Ebene mit der höchsten Empfind-

lichkeit muss ein Typisiermuster erge-

ben, das einen einzelnen Stamm und

seine klonale Nachkommenschaft (z. B.

im Falle eines Ausbruchs von Infektio-

nen) von nicht verwandten Stämmen

unterscheidet. Die zweite Ebene sollte

eine Gruppe jeweils evolutionär ver-

Tabelle 4
Auswahl von Testpräparaten für die phänotypische Resistenzbestimmung 
bei Pseudomonas aeruginosa

Testsubstanz Resistenzmechanismus Kreuzresistenzen

Piperacillin Chromosomale β-Laktamase, exprimiert Azlocillin

Ceftazidim Chromosomale β-Laktamase, exprimiert Z.T. für Cefsulodin

Ciprofloxacin Mutation in Ser84 von gyrA DNA-Gyrase Andere Fluorchinolone 
der Gruppe II

Imipenem Fehlendes 49 kD OMP+chromosomale β-Laktamase Meropenem
exprimiert; Metallo-β-Laktamase, plasmidkodiert

Gentamicin Aminoglykosidacetyltransferase aac(3) I Sisomycin
Aminoglykosidacetyltransferase aac(3) III Tobramycin
Aminoglykosidacetyltransferase aac(6‘) II Tobramycin, Netilmicin

Amikacin Aminoglykosidnukleotidyltransferase ant(4‘) II Tobramycin

Tabelle 5
Hydrolyse von ausgewählten Substanzen durch ββ-Laktamasen mit erweitertem
Substratspektrum (Extended Spectrum ββ-Laktamasen, ESBL, Übersicht bei [5])

Enzyme Aminosäure- Relative Hydrolyserate
substitution(en)

Benzylpenicillin Cephaloridin Cefotaxim Ceftazidim

TEM-1 100 140 0,07 0,01
TEM-2 Q39K 100 120 0,08 <0,01
TEM-3 Q39 K, E104 K, G238S 100 120 170 8,3
TEM-5 R164S, A237T, E240K 100 300 29 100
TEM-7 Q39 K, R164S 100 120 1,9 1,7
TEM-10 R164S, E240K 100 77 1,6 68
TEM-12 R164S 100 57 2,4 3,8
TEM-20 G328S 100 150 250 <1
TEM-26 E104 K, R164S 100 120 7,5 170
SHV-1 100 120 7,5 170
SHV-2 G238S 100 48 0,18 0,02
SHV-4 R205L, G238S, E240K 100 5,6 1,1 0,65
SHV-7 I8F, R43S, G238S, E240K 100 91 30 13
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wandter Stämme voneinander unter-

scheiden. Eine dritte Ebene beschreibt

Erregerstämme, die zunächst unabhän-

gig von einer genotypischen Verwandt-

schaft in Verbindung mit bestimmten

Erkrankungen oder klinischen Situatio-

nen stehen. Tabelle 8 fasst die wichtigs-

ten Methoden der molekularen Erreger-

typisierung zusammen.

Anwendung der Typisierung 
im Rahmen von Studien 
zur Resistenzentwicklung

Außer zur Aufklärung von Infektketten

mit resistenten Erregern (z. B. MRSA) ist

die Typisierung für die Klärung der Ur-

sachen/Mechanismen, die einer Resis-

tenzausbreitung zugrunde liegen, uner-

lässlich.Diesbezüglich gibt es 3 verschie-

dene Möglichkeiten:

1.Möglichkeit. Die beobachtete Zunahme

einer Antibiotikaresistenz beruht auf ei-

ner Verbreitung von Resistenzgenen

bzw. von Resistenzgenclustern zwischen

einer Vielzahl unterschiedlicher Bakte-

rienstämme im Sinne eines Resistenz-

gen- oder eines Resistenzplasmid-Hos-

pitalismus.

Um zu klären, ob dieser Mechanis-

mus für die Zunahme einer Resistenz

verantwortlich ist, ist zusätzlich zur Ty-

pisierung des genomischen Hintergrun-

des auch eine Charakterisierung der Re-

sistenzgene bzw. Resistenzgencluster

sinnvoll. Bei Enterobacteriaceae kann

der ESBL-Phänotyp von einer Vielzahl

verschiedener Mutanten der weit ver-

breiteten β-Laktamasen des TEM- und

des SHV-Typs ausgehen, die durch PCR

und eine nachfolgende Sequenzierung

voneinander unterschieden werden [25].

Glykopeptidresistente Enterokokken in

Europa besitzen überwiegend das vanA-

Gen.Aufgrund von Insertionen und De-

letionen sowie Punktmutationen im

vanA-Gencluster (Tn1546 like elements)

ist eine Unterscheidung einzelner „Sub-

typen“ gut möglich ([26], Überblick zur

Anwendung im Rahmen ökologischer

Studien bei [27]). Das die Methicillinre-

sistenz bei Staphylokokken kodierende

mecA-Gen ist in größere Elemente (sta-

phylococcal cassette chromosome mec,

SCCmec) integriert, die bis zu 60 kb

groß sein können.Bisher wurden aus Se-

quenzierungen die Typen I, II, III, IVa

und IVb abgeleitet [28]. Unterschiedli-

che MRSA-Epidemiestämme und com-

munity acquired MRSA tragen verschie-

dene SCCmec-Elemente.

Der hier vorgestellte Mechanismus

der Resistenzausbreitung, d. h. die Ver-

breitung von Resistenzgenen bzw. von

Genclustern zwischen einer Vielzahl von

Stämmen, gilt hauptsächlich für die β-

Laktamasen mit erweitertem Wirkungs-

spektrum (ESBL). Beispielhaft dafür

sind Ergebnisse aus einem spanischen

Krankenhaus. Hier traten ESBL der Ty-

pen TEM-4, SHV-2 und CTX 10 in geno-

typisch verschiedenen Stämmen der

Spezies E. coli und K. pneumoniae auf

[29].

2.Möglichkeit. Die Zunahme einer Resis-

tenz beruht auf der Verbreitung eines

bestimmten Stammes (einer bestimm-

Tabelle 6
Liste der zu erfassenden Erreger mit Antibiotikaresistenzen gemäß 
Infektionsschutzgesetz § 23 Abs. 1 S. 1

Erregerspezies Zu erfassen ist die Resistenz (auch Einzelresistenzen) 
gegen folgende Substanzen, sofern im Rahmen der klinisch-
mikrobiologischen Diagnostik getestet

1 Staphylococcus aureus Oxacillin,Vancomycin,Teicoplanin, Gentamicin, Chinolon Gr. IV 
(z. B. Moxifloxacin), Quinupristin/Dalfopristin, Linezolid

2 Streptococcus pneumoniae Penicillin (Oxacillin 1 µg),Vancomycin, Cefotaxim, Erythromycin,
Chinolon Gr. IV (z. B. Moxifloxacin)

3 Enterococcus faecalis Vancomycin, Teicoplanin, Gentamicin und Streptomycin [beide „high 
Enterococcus faecium level“: Gentamicin >500 mg/l; Streptomycin >1.000 mg/l (Mikrodil.) 

bzw. 2.000 mg/l (Agardilution)], Linezolid
E. faecium: zusätzlich Quinupristin/Dalfopristin

4 Escherichia coli Imipenem/Meropenem, Chinolon Gr. II (z. B. Ciprofloxacin), Amikacin,
Klebsiella spp. Ceftazidim, Piperacillin/Tazobactam, Cefotaxim oder analoge 

Testsubstanza, Cefoxitinb

5 Enterobacter cloacae Imipenem/Meropenem, Chinolon Gr. II (z. B. Ciprofloxacin), Amikacin
Citrobacter spp.
Serratia marcescens

aZur Bestätigung von ESBL: Cefpodixim+/-Clavulansäure, bzur Bestätigung von Klasse C-β-Laktamasen.

Tabelle 7
Nachweis des ESBL-Charakters bei Enterobacteriaceae (ausführliche Übersicht
bei [5])

Kriterien für ESBL Interpretation

1. Plasmidkodierte β-Laktamasen Resistenz gegen alle Penicilline 
MHK für und Cephalosporine
Cefotaxim 1 mg/l
Cetazidim 1 mg/l
Cefpodoxim 4 mg/l
Absenkung der Cefpodoxim-MHK durch Clavulansäure 
um 3 Stufen (bzw. Hemmhofvergrößerung für Cepodoxim 
um 5 mm)

2. Klasse C-β-Laktamasen (übertragbar, wenn Nachweis
in K. pneumoniae)
MHK für Cefoxitin mindestens 4 mg/l, keine Absenkung 
der Cefpodoxim-MHK bzw. keine Hemmhofvergrößerung 
durch Clavulansäure

ESBL Extended Spectrum β-Laktamase; MHK minimale Hemmstoffkonzentration.
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ten Subpopulation der Erregerspezies),

der an verschiedenen Orten und zu ver-

schiedenen Zeiten Resistenzgene oder

zur Resistenz führende Mutationen er-

warb.

Ein Beispiel für diesen Mechanis-

mus der Resistenzausbreitung ist die

Verbreitung der C1-Population von

E. faecium in europäischen Kranken-

häusern. Seine Existenz wurde erst

durch die Anwendung der AFLP- und

MLST-Verfahren (Tabelle 8) offensicht-

lich. Der Erwerb des esp-Gens (das Gen

kodiert für ein Protein der intrazellulä-

ren Adhäsion bei Biofilmbildung, ver-

mutlich auch für Adhäsion) sowie der

van-Gencluster und der sat-Gene (für

Streptogramin-A-Resistenz) erfolgten

und erfolgen weiterhin offenbar unab-

hängig voneinander [30]. Der Nachweis

von vanA-Gen tragenden E. faecium mit

ähnlichen Makrorestriktionsmustern in

einem Krankenhaus über längere

Zeitabstände bzw. überregional in ver-

schiedenen Krankenhäusern kann des-

halb nicht ohne eine vertiefende Cha-

rakterisierung als klonale Ausbreitung

interpretiert werden (Beispiele dafür bei

[31, 32]).

3.Möglichkeit. Die Zunahme einer Resis-

tenz beruht auf der klonalen Ausbrei-

tung eines resistenten (multiresistenten)

Epidemiestammes.

Dieser Mechanismus ist für den

weltweit beobachteten Anstieg von

MRSA verantwortlich. Dieser Anstieg

geht auf die klonale Verbreitung (in

Krankenhäusern, zwischen Kranken-

häusern, über Landesgrenzen und auch

interkontinental) von mehreren Epide-

miestämmen zurück, die durch SmaI-

Makrorestriktionsmuster [33], MLST-

Typisierung und Charakterisierung der

SCCmec-Elemente charakterisiert sind

[34, 35]. Aber auch bei gramnegativen

Erregern von Hospitalinfektionen wur-

de über eine weit reichende klonale Aus-

breitung bestimmter resistenter Stäm-

me berichtet (Zusammenfassung bei

[21]). Bemerkenswert ist die Ausbrei-

tung eines S.-enterica-Serovar-Typhi-

murium-Stammes, der die ESBL CTX-

M-4 bildet, in Russland, Ungarn und

Griechenland [36].

Ergänzung der Typisierung
durch die Bestimmung von
Merkmalen mit Bedeutung 
für die Diagnostik nosokomia-
ler Infektionen

Die bakteriellen Erreger nosokomialer

Infektionen sind an sich Bestandteil der

normalen Besiedlungsflora des Men-

schen sowie der Umwelt. Dabei können

einzelne Populationsanteile der Besied-

lungsflora besondere Pathogenitäts-

merkmale aufweisen, die für die Bestäti-

gung der klinischen Diagnose von Be-

deutung sind und zudem auch einen

Abb. 3a, b � Einzel-PCR-Produkte (1–10) und ein Multiplex-PCR-Produkt (11) für 9 klinisch relevante
Antibiotikaresistenzgene und eine Amplifikationskontrolle aus der 16 s rDNA. a Darstellung mittels
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung. b Darstellung mittels Kapillarelektrophorese

Abb. 4 � Microarray-Hybridisierungsmuster für 2 verschiedene Methicillin-resistente S. aureus
(MRSA). a Isolat mit schmalem Resistenzspektrum (mecA). b Isolat mit breitem Resistenzspektrum
(mecA, aacA-aphD, tetK, tetM, ermA, ermC), c Legende; 1: mecA, 2: aacA-aphD, 3: tetK, 4: tetM, 5: vatA,
6: vatB, 7: vatC, 8: ermA, 9: ermC, 10: Hybridisierungskontrolle, 11: Amplifikationskontrolle
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prädiktiven Wert besitzen (Tabelle 9).

Dies wird bisher vor allem für Staphylo-

coccus aureus praktisch angewandt. Bei

E. coli ist es von besonderem Interesse,

Isolate mit hoher pathogener Potenz im

Hinblick auf Sepsis, Urosepsis und Me-

ningitis rechtzeitig zu erkennen. Hier

wirken mehrere Pathogenitätsmecha-

nismen zusammen, die sich vor allem

bei der Subpopulation B2 finden (Tabel-

le 9). In epidemiologischen Studien wur-

den diese virulenzassoziierten Gene bis-

her vergleichsweise aufwändig mittels

Dot-blot-Analyse bestimmt. Aussichts-

reich ist hier die Einführung von Mi-

kroarrays [47].

Grundsätzlich ist es aber nicht mög-

lich, innerhalb einer Spezies harmlose

Besiedler von Stämmen mit hoher pa-

thogener Potenz zu unterscheiden. No-

sokomiale Infektionen betreffen häufig

Patienten, die aufgrund von Grunder-

krankungen,von Immunschwächen und

von unausweichlichen Behandlungsver-

fahren (z. B. Langzeitbeatmung) für In-

fektionen prädisponiert sind.Ausgangs-

punkt einer Infektion kann dann bereits

die Anwesenheit einer „Besiedlers“ zur

falschen Zeit am falschen Ort sein.
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Tabelle 9
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