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Seit in den 1960er-Jahren -Lactam-Anti-
biotika zur Behandlung gramnegativer
bakterieller Infektionen eingesetzt wer-
den, wurden immer héufiger 3-Lactam-
resistente Isolate beobachtet. Insbesonde-
re die rasante Zunahme der Resistenz von
Enterobacteriaceae gegeniiber Cephalo-
sporinen der 3. bis 4. Generation bedarf
besonderer Aufmerksambkeit.

Es gibt in Deutschland und Europa
sehr verschiedene Surveillance-Systeme,
die hdufige Resistenzen grampositiver
und gramnegativer nosokomialer Erre-
ger erfassen [1]. So ermdglicht das SARI-
Projekt (http://www.antibiotika-sari.de)
die Surveillance der Antibiotikaanwen-
dung und bakteriellen Resistenzen auf
deutschen Intensivstationen. Das Kran-
kenhaus-Infektions-Surveillance-System
KISS (http://www.nrz-hygiene.de) erfasst
nosokomiale Infektionen und zusétzlich
die urséchlichen Erreger. Die Arbeits-
gruppe ,Empfindlichkeitspriiffungen und
Resistenz“ der Paul-Ehrlich Gesellschaft
fiir Chemotherapie e.V. (http://www.p-
e-g.org) erhebt seit 1998 alle 3 Jahre Daten
zur Antibiotikaresistenz und zum Anti-
biotikaverbrauch (z. B. GERMAP Resis-
tenzatlas 2008 und 2010). Das European
Centre for Disease Prevention and Con-
trol (ECDC) koordiniert das europiische
Netzwerk EARS-Net (European Antimi-
crobial Resistance Surveillance Network)
mit mehr als 30 an der jéhrlichen, labor-
gestiitzten Datenerhebung (invasive, kli-
nische Proben) beteiligten Landern. Au-
Berdem wurde im Jahr 2007 am Ro-
bert Koch-Institut (RKI) das ARS-Pro-
jekt (Antibiotika-Resistenz-Surveillance
Deutschland; https://ars.rki.de) initiiert,
das tiber eine gemeinsame elektronische
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Schnittstelle aus jeweiligen Laborsyste-
men kontinuierlich Resistenzdaten aus
derzeit 13 Laboratorien (240 Kranken-
héuser) und rund 3800 Arztpraxen liefert.

Trotz sehr unterschiedlicher Stichpro-
ben, unterschiedlicher zeitlicher Daten-
erhebungen, Materialauswahl, Metho-
den der Erregeridentifizierung, Resis-
tenztestung sowie Resistenzbewertungs-
kriterien zeigen alle Surveillance-Systeme
einen einheitlichen, ansteigenden Trend
der Resistenz gegen Cephalosporine der
3. Generation bei Enterobakterien in den
letzten 10 Jahren. So lag z. B. der Anteil an
Cefotaxim-resistenten Escherichia coli im
Jahr 2000 noch bei unter 1 %, wihrend
die verschiedenen Surveillance-Systeme
heute Resistenzraten zwischen 5 und 12 %
angeben. Diese dramatische Entwicklung
sollte nicht nur weiter beobachtet wer-
den, sondern auch Anlass geben, geeig-
nete PriventionsmafSnahmen zu entwi-
ckeln, wie es im DART-Konzept (Deut-
sche Antibiotika Resistenz Strategie) des
Bundesministeriums fiir Gesundheit fiir
Deutschland angestrebt wird. Im Robert
Koch-Institut in Wernigerode werden seit
2004 im Rahmen verschiedener Studien
zur Cephalosporin-Resistenz bei gram-
negativen Bakterien molekulare Unter-
suchungen durchgefiihrt, die einen tiefe-
ren Einblick in die Ursachen der Resistenz
und ihrer Verbreitung geben.

Extended-Spectrum
B-Lactamasen (ESBL)
in Escherichia coli und
Klebsiella pneumoniae

Die Hauptursache fiir die p-Lactam-Re-
sistenz bei Enterobacteriaceae ist die Frei-
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setzung bakterieller Enzyme, der p-Lacta-
masen, die durch hydrolytische Spaltung
des B-Lactam-Rings das Vordringen der
B-Lactam-Antibiotika an ihre Zielstruk-
tur, die Transpeptidase (,,penicillin-bin-
ding protein‘, PBP) verhindern. Die ers-
ten, in den 1960er-Jahren entdeckten f3-
Lactamasen wie TEM-1 oder SHV-1 sind
in der Lage, Penicilline und Schmalspek-
trum-Cephalosporine (Ampicillin, Ce-
phalotin) zu hydrolysieren [2]. Einzelne
Punktmutationen im blatgn- bzw. blaggy-
Gen bewirkten die Verdnderungen des ak-
tiven Zentrums und konnen zur Erweite-
rung des Substratspektrums fiihren. Die-
se neuen, sog. Extended-Spectrum-Be-
ta-Lactamasen (ESBL) sind in der Lage,
auch 3. und 4. Generations-Cephalospori-
ne (Ceftazidim, Cefotaxim, Cefepim) so-
wie Aztreonam zu hydrolysieren [3]. In-
zwischen sind {iber 190 TEM-Typen und
mehr als 140 SHV-Typen beschrieben;
viele dieser Varianten zeigen ein erwei-
tertes Substratspektrum. Die Datenbank
der Lahey-Clinic Burlington (http://www.
lahey.org/Studies/) enthalt alle derzeit be-
kannten p-Lactamasen und kontrolliert
die Nomenklatur neu entdeckter Enzym-
varianten.

Im Jahr 1989 wurde die Enzymklas-
se CTX-M (Cefotaximasen) in Cephalo-
sporin-resistenten E. coli entdeckt. Inzwi-
schen sind mehr als 90 CTX-M-Typen be-
schrieben, die in 5 phylogenetische Grup-
pen (1, 2, 8, 9, 25) eingeteilt werden [4].
Die Sequenziibereinstimmung zwischen
den einzelnen Gruppen liegt nur bei zwi-
schen 60 und 80 %, da sich die CTX-M-
Enzyme von chromosomal kodierten p-L-
actamasen verschiedener Kluyvera-Spezi-
es ableiten lassen [5]. Weltweit ist die Bil-
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Tab. 1 Haufigkeit/Vorkommen der verschiedenen ESBL-Varianten bei deutschlandweit ge-
sammelten nosokomialen E. coliin den Jahren 2004, 2008 und 2011

Jahr 2004° 2008¢ 20114
E.-coli-Isolate? n=49 n=152 n=70
Krankenhduser n=29 n=150 n=>55

TEM-ESBL n=7 n=6 n=2

SHV-ESBL n=2 n=3 n=1
CTX-M-ESBL n=40 81,6% n=143 94,1% n=67 95,7%
CTX-M-15 n=11 27,5% n=76 53,1% n=33 49,2%
CTX-M-1 n=10 25,0% n=50 35,0% n=26 38,8%
Nosokomiale E.-coli-Isolate. PLimbach-Laborstudie. “ARS-ESBL-Studie. “Limbach-Laborstudie RESET.

dung von CTX-M-ESBL die am héufigs-
ten beschriebene Ursache fiir eine Resis-
tenz gegen Cephalosporine der 3. Gene-
ration in E. coli und Klebsiella pneumoni-
ae [6]. Daher liefert die Messung der Ce-
fotaxim-Resistenz einen Richtwert fiir die
ESBL-Rate in diesen Spezies. Im Rahmen
einiger Surveillance-Systeme werden pha-
notypische Bestatigungstests unter Ver-
wendung von ESBL-Inhibitoren zur ge-
naueren Bestimmung der ESBL-Préva-
lenz genutzt.

Die Anwendung molekularer Metho-
den zur genauen Charakterisierung resis-
tenter Erreger {iber den Phinotyp hinaus
ermoglicht es, genaue Aussagen tiber das
Vorkommen und die Verbreitung ein-
zelner Resistenzdeterminanten zu ma-
chen. Zur Bestimmung der Haufigkeit
und geografischen Verteilung von ESBL
in Deutschland wurden in verschiede-
nen Studien am RKI représentative Stich-
proben von phénotypisch ESBL-positi-
ven E.-coli- bzw. K.-pneumoniae-Isolaten
untersucht (7, 8, 9]. Im Jahr 2004 wur-
den iiberwiegend nosokomiale E. coli aus
deutschlandweit verteilten Kliniken durch
den Laborverbund Limbach gesammelt.
Eine weitere Untersuchung im Jahr 2008
beinhaltete 152 ESBL-E.-coli- (150 Klini-
ken) und 65 ESBL-Klebsiella-spp.-Isola-
te (56 Kliniken) aus den am ARS-Projekt
beteiligten Krankenhdusern. Im Rahmen
des RESET-Forschungsverbundes (http://
www.reset-verbund.de) wurden im Jahr
2011 je 70 ESBL-bildende nosokomiale so-
wie ambulante (Patient hatte mindestens
6 Monate keinen Krankenhausaufenthalt)
E.-coli-Isolate durch den Laborverbund
Limbach gesammelt und zur molekula-
ren Untersuchung eingesandt. Im RKI er-
folgte die PCR fiir verschiedene -Lacta-
mase-Gene (blatgy, blasgy, blactxm [10,

11]) und deren Sequenzierung. Die Ergeb-
nisse der Analysen zeigen zu allen Zeit-
punkten eine eindeutige Dominanz der
CTX-M-Enzyme sowohl in E. coli als
auch in K. pneumoniae [7, 8, 9]. Insbeson-
dere CTX-M-15, eine ESBL-Variante mit
breitem Hydrolysespektrum stellt bis 2011
ca. die Halfte aller identifizierten ESBL in
nosokomialen E. coli dar (B8 Tab. 1). Aber
auch der Anteil der Variante CTX-M-1ist
mit {iber 30 % sehr hoch. Das CTX-M-1-
Enzym wurde auch in derzeit laufenden
Studien der veterindrmedizinischen Part-
ner im RESET-Verbundprojekt haufig
nachgewiesen, wahrend CTX-M-15 iiber-
wiegend bei humanen Isolaten gefunden
wird. Die ESBL-Gene liegen zumeist auf
Plasmiden, die leicht innerhalb einer Spe-
zies und zwischen verschiedenen Spe-
zies tibertragbar sind [11]. Weitere detail-
liertere Untersuchungen der ESBL-Gen-
tragenden Plasmide und ein Vergleich
von E.-coli-Isolaten aus den human- und
veterindirmedizinischen Studien des RE-
SET-Verbundes erfolgen derzeit mit dem
Ziel, mehr tiber das Ausmaf3 des Trans-
fers ESBL-bildender Stimme oder ESBL-
Gen-tragender Plasmide aus verschiede-
nen Quellen (Mensch, Tier, Nahrungs-
mittel, Umwelt) zu erfahren.

ESBL-Ausbruchsuntersuchungen

Verschiedene Typisierverfahren wie die
Makrorestriktionsanalyse durch enzyma-
tischen Verdau der gesamtgenomischen
DNA und anschlieflende Pulsfeld-Gele-
lektrophorese (PFGE) oder die Multilo-
cus-Sequenz-Typisierung (MLST) ermog-
lichen den genetischen Vergleich und so-
mit die Ermittlung des Verwandtschafts-
grades zwischen Isolaten einer Spezies.
Das RKI fithrt regelméfig Untersuchun-
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gen von Isolaten aus Krankenhiusern
durch, die eine Haufung von ESBL-posi-
tiven Isolaten in einem bestimmten Zeit-
raum beobachten. Dabei zeigte sich, dass
neben vielen verschiedenen, vermutlich
von auflen eingetragenen ESBL-bilden-
den Stimmen auch immer wieder gleiche
Stimme bei unterschiedlichen Patienten
nachweisbar waren. Diese klonale Uber-
tragung resistenter Stimme blieb zumeist
auf das Krankenhaus, die Station und
einen bestimmten Zeitraum beschrinkt,
da die Hygienekontrollmafinahmen nach
Entdeckung des Problems jeweils intensi-
viert wurden.

Groflere Ausbriiche mit ESBL-bilden-
den Enterobacteriaceae sind in Deutsch-
land selten. Im Jahr 2008 wurde bei
16 Neugeborenen, 2 Miittern und 2 Mit-
arbeitern einer neonatologischen Inten-
sivstation ein CTX-M-15-bildender E.-
coli-Stamm nachgewiesen [12]. Es han-
delte sich bis auf 2 Falle um Besiedlungen
durch den resistenten Keim. Nach einer
Hygieneschulung des Personals unter Ein-
bezug der Eltern konnte eine weitere Ver-
breitung des ESBL-E.-coli verhindert wer-
den. Die molekulare Untersuchung zeig-
te aulerdem, dass 2 weitere Kinder und
1 Mutter im gleichen Zeitraum Tréiger
nicht verwandter CTX-M-1- bzw. CTX-
M-2-bildender Stimme waren. Die der-
zeit im Rahmen von RESET laufenden
Studien zur Verbreitung von ESBL in der
Normalbevolkerung im Bayerischen Lan-
desamt fiir Gesundheit und Lebensmit-
telsicherheit (Dr. Valenza) deuten darauf
hin, dass bis zu 7 % der Studienteilneh-
mer mit ESBL-bildenden E. coli besiedelt
sind. Ein Eintrag von ESBL-Bildnern in
Krankenhduser ist daher nicht vermeid-
bar, weshalb die Hygiene im Kranken-
haus einen umso hoheren Stellenwert er-
halten muss.

Dass insbesondere bei Risikopatienten
wie Neugeborenen eine Besiedlung mit
ESBL-bildenden Bakterien fatale Folgen
haben kann, zeigte die massive Verbrei-
tung (> 50 Patienten besiedelt) eines mul-
tiresistenten, CTX-M-15-bildenden K.-
pneumoniae-Stammes in einer neonato-
logischen Intensivstation in Bremen im
Jahr 2011/2012, auf der mehrere Todesfille
zu beklagen waren [13, 14]. Das rechtzeiti-
ge Erkennen von resistenten Isolaten wird
daher zur Infektionspravention und Ver-



hinderung klonaler Verbreitung resisten-
ter Keime im Krankenhaus immer wich-
tiger.

In den Monaten Mai bis Juni 2011 kam
es zu einer rasanten Verbreitung eines
ungewohnlichen ESBL-bildenden E. coli
in Deutschland. Es handelte sich um den
Shigatoxin-bildenden Stamm E.-coli-Se-
rovar 0O104:H4 mit zusitzlichen entero-
aggregativen Eigenschaften, der 855 Fil-
le des hamolytischen-urdmischen Syn-
droms (HUS) und mehr als 2987 Fil-
le von EHEC-Gastroenteritis verursach-
te [15, 16]. Dass dieser Ausbruchsstamm
ein Resistenzplasmid mit dem ESBL-Gen
blacrx.m.s trug, spielte fiir die Therapie,
die nur symptomatisch und nicht durch
Antibiotikagabe erfolgt, keine Rolle. Doch
die Folgen der Ausbreitung dieses leicht
konjugativ tbertragbaren Plasmides
durch die vielen Patienten, die Tréger die-
ses E. coli 0104:H4 waren, sind noch nicht
absehbar. Detaillierte Untersuchungen in
den néchsten Jahren werden zeigen, ob
sich dieses Plasmid auch in nichtdarm-
pathogenen E. coli oder anderen gramne-
gativen Spezies weiter ausbreitet.

ESBL in anderen gramnegativen
Infektionserregern

ESBL wurden bis heute in nahezu allen
gramnegativen Spezies nachgewiesen.
Die Untersuchungen eingesandter Iso-
late am RKI zeigten, dass ESBL auf3er in
E. coli und K. pneumoniae auch in we-
niger héufig auftretenden nosokomia-
len Infektionserregern wie in Proteus mi-
rabilis und Providencia spp. nachweisbar
sind. Es handelte sich dabei jedoch zu-
meist um weniger bekannte ESBL-Ty-
pen wie CTX-M-55, TEM-92 und VEB-
1. In K. oxytoca, Enterobacter spp. und Ci-
trobacter spp. wurden zumeist die auch
in E. coli haufigen Varianten CTX-M-1,
CTX-M-15 und CTX-M-14 identifiziert.
Mehrheitlich ist die Resistenz gegeniiber
Cephalosporinen der 3. und 4. Genera-
tion bei Enterobacter spp. und Citrobacter
spp. jedoch zumeist eine Folge der Uber-
expression der Spezies-eigenen AmpC-f3-
Lactamase sowie bei K. oxytoca die Folge
der Uberexpression der K1(OXY)-p-Lac-
tamase [17].

Als ein Reservoir fiir ESBL-Gene wer-
den unter anderem Salmonella enterica
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Zusammenfassung

In den letzten 10 Jahren wurde eine besorg-
niserregende Zunahme der B-Lactam-Resist-
enz, insbesondere der Resistenz gegentiiber
Cephalosporinen der 3. und 4. Generation
und gegeniiber Carbapenemen, bei gramne-
gativen Infektionserregern beobachtet. Diese
resistenten Stamme bilden verschiedenste {3
Lactamase-hydrolysierende Enzyme (B-Lacta-
masen), wobei die Extended-Spectrum -L-
actamasen (ESBL) besonders an Bedeutung
gewonnen haben. Die Lokalisation der ESBL-
Gene auf Plasmiden ermdglicht die schnel-

le Weiterverbreitung der Resistenz sowohl in-
nerhalb einer Spezies als auch zwischen den
verschiedenen gramnegativen Spezies. Am
Robert Koch-Institut in Wernigerode wird seit
2004 im Rahmen verschiedener Projekte die
ESBL-Bildung Cephalosporin-resistenter, hu-
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Aktuelle Daten und Trends zur 3-Lactam-Resistenz
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maner Enterobacteriaceae mittels molekula-
rer Methoden untersucht. Die Ergebnisse zei-
gen, dass in Deutschland bestimmte ESBL-Ty-
pen wie die CTX-M-Enzyme iiberproportional
haufig und regional gleichmégig verteilt vor-
kommen. Die Mehrheit der humanen Isola-
te der Spezies Escherichia coli und Klebsiel-
la pneumoniae bilden die Enzymvarianten
CTX-M-15 und CTX-M-1. Die Verbreitungswe-
ge ESBL-bildender Bakterien in Mensch, Tier
und Nahrungsmitteln werden derzeit im Rah-
men des RESET-Forschungsverbundes detail-
liert untersucht.

Schliisselworter
ESBL - CTX-M - Escherichia coli -
Antibiotikaresistenz - Ausbruch

Abstract

In recent years the resistance of Gram-neg-
ative pathogens to beta-lactam antibiotics,
such as cephalosporins and carbapenems has
increased. The resistant strains produce dif-
ferent beta-lactam hydrolysing enzymes (be-
ta-lactamases). In particular extended spec-
trum beta-lactamases (ESBL) are prevalent in
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae.
The ESBL genes are located on different plas-
mids facilitating the transfer of resistance
within a species and between different Gram-
negative species. Within the scope of various
studies the Robert Koch Institute in Wernige-
rode investigated ESBL-producing human En-

Current data and trends about the resistance of
Gram-negative pathogens to beta-lactams

terobacteriaceae using molecular methods.
The results showed that distinct ESBL types,
such as the CTX-M enzymes are dominant in
Germany whereby CTX-M-15 and CTX-M-1
are the most prevalent variants in E. coli and
K. pneumoniae. The aim of ongoing investi-
gations within the RESET network project is
to investigate the dissemination pathways of
ESBL-producing bacteria in different settings
(e.g.in humans, animals and food).

Keywords
ESBL - CTX-M - Escherichia coli - Antibiotic
resistance - Outbreak

verschiedenster Serovare vermutet. Ana-
lysen von Ceftiofur-resistenten S.-enteri-
ca-Isolaten aus Lebensmitteln und Vieh-
bestinden zeigten die Prasenz verschie-
dener ESBL-Typen, die auch in huma-
nen nosokomialen E. coli und Klebsiella
spp. vorkommen [18]. Die Untersuchung
von humanen Cefotaxim- und Ceftazi-
dim-resistenten Salmonella-enterica-Iso-
laten verschiedenster Serovare, die dem
Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir
Salmonellen in Wernigerode zur routi-
nemafligen Typisierung im Zeitraum von
2005 bis 2010 iibermittelt wurden, ergab
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einen Anteil an ESBL-bildenden Isola-
ten von < 1% pro Jahr. Insgesamt wurden
unter 21.167 im Untersuchungszeitraum
eingesandten Isolaten nur 110 ESBL-posi-
tive und 11 AmpC-positive Isolate gefun-
den [19, 20]. Die CTX-M-Enzyme, insbe-
sondere CTX-M-1, sind auch in humanen
Salmonella-Isolaten die haufigsten ESBL
(B Abb. 1). Es sind jedoch eine genaue
Charakterisierung der Plasmide sowie die
Analyse der genetischen Umgebung der
CTX-M-Gene erforderlich, um die Frage
zu beantworten, ob tatsdchlich ein Trans-
fer von ESBL-Plasmiden zwischen Ente-
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Abb. 1 A Vorkommen von ESBL und AmpC-B-Lactamasen in 121 humanen Salmonella-enterica- 1sola-
ten verschiedener Serovare aus dem Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fiir Salmonellen Wernigerode

2005 bis 2010. (Nach [19])

robakterien humanen und tierischen Ur-
sprungs stattfindet.

Die ESBL-Bildung in Nonfermentern
wie Acinetobacter baumannii und Pseu-
domonas aeruginosa ist bisher noch eine
Ausnahmeerscheinung, da diese Spezies
durch andere Mechanismen, wie die er-
hohte Expression von Effluxpumpen oder
Spezies-eigener B-Lactamasen von Natur
aus resistent gegeniiber vielen Antibioti-
ka sind und damit unter Therapie schnell
resistent werden [21]. Die in Enterobacte-
riaceae sehr selten vorkommenden ESBL-
Enzyme PER, GES, VEB sind in beiden
Spezies beschrieben [22]. In Deutsch-
land sind diese ESBL in P, aeruginosa und
A. baumannii bisher nur in Einzelfillen
nachweisbar. In diesen Féllen waren die
Patienten zuvor zumeist im Ausland ho-
spitalisiert und haben den multiresisten-
ten Stamm mitgebracht.

ESBL und Multiresistenz -
Schlussfolgerung

Die Rate an ESBL-bildenden E. coli ist in
den letzten Jahren stetig angestiegen
und liegt derzeit bei fast 15 % auf Inten-
sivstationen und bei ca. 4 % bei ambu-
lanten Patienten. In der Normalbevolke-
rung sind in Studien bis zu 7 % der Pro-
banden ESBL-positiv (https://ars.rki.de;

http://www.reset-verbund.de). Infektio-
nen mit Todesfolge und jahrliche Ausbrii-
che mit ESBL-bildenden Bakterien zei-
gen, dass Strategien zur Kontrolle und
Pravention von Antibiotikaresistenzen,
wie sie im Rahmen der DART-Initiative
(Deutsche Antibiotikaresistenz-Strate-
gie) des Bundesministeriums fiir Gesund-
heit angestrebt werden, dringend erfor-
derlich sind.

Im Jahr 2011 und 2012 veroffentlich-
ten die KRINKO (Kommission fiir Kran-
kenhaushygiene und Infektionspraven-
tion) und die Arbeitsgruppe der Deut-
schen Gesellschaft fiir Hygiene und Mi-
krobiologie (DGHM) neue Definitionen
fiir die Multiresistenz bei gramnegati-
ven Infektionserregern [23, 24]. Entspre-
chend sind ESBL-bildende (Cefotaxim-
resistente) Enterobacteriaceae mit zu-
satzlicher Resistenz gegeniiber Fluoro-
chinolonen oder Carbapenemen als
multiresistente Erreger (MRE) zu werten.
Welche PraventionsmaBnahmen im De-
tail bei Detektion eines solchen multire-
sistenten Erregers erforderlich sind, wird
2012 in einer erweiterten KRINKO-Emp-
fehlung verdffentlicht. Derzeit gibt die
Konsensusempfehlung Baden-Wiirttem-
berg Auskunft iiber den Umgang mit Pa-
tienten mit MRE [25]. Der erste Schritt
bleibt jedoch immer das rechtzeitige Er-
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kennen ESBL-bildender Erreger durch
eine lokale Resistenz-Surveillance und
adaquate mikrobiologische Diagnostik,
um dann geeignete MaBnahmen zur Ver-
hinderung der weiteren Verbreitung die-
ser Erreger ergreifen zu konnen.
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