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1. Einleitung 

Die Sepsis gehört zu den meist gefürchteten Komplikationen einer Infektion. Trotz aller 

therapeutischen Fortschritte sind die weltweiten Fallzahlen steigend und die Letalität mit 

ca. 25-40 % ausgesprochen hoch [1, 2]. In Deutschland stieg die Inzidenz beispielsweise 

von 2009 mit 200.535 bis 2013 mit 279.530 Fällen um ca. 40 % [2]. Zu den häufigsten 

Erregern einer Sepsis gehören gramnegative Enterobakterien, insbesondere Escherichia 

coli (E. coli), worauf etwa 30 % aller Fälle zurückzuführen sind [3]. 

Ein entscheidender prognostischer Faktor für das Überleben septischer Patienten ist der 

frühe Einsatz einer zielgerichteten Antibiotikatherapie [4-7]. Diese gestaltet sich mit 

zunehmenden Resistenzen der Erreger immer schwieriger. So gehören 

Breitspektrumantibiotika wie Piperacillin/Tazobactam, Ceftriaxon oder Carbapeneme 

heutzutage zu der leitliniengerechten kalkulierten Antibiotikatherapie einer Sepsis [8]. 

Bei weitem können durch diese Antibiotika nicht alle Erreger abgedeckt werden. Eine 

besondere Gefahr geht hierbei von Bakterienstämmen aus, die zu den 4MRGN 

(multiresistente gramnegative Erreger) gehören, also resistent gegenüber vier der 

hauptsächlich gegen sie eingesetzten Antibiotikaklassen sind. Per definitionem gehören 

Carbapenemase-produzierende Enterobakterien (CPE) zu den 4MRGN [9]. Durch die 

Expression von Carbapenemasen entwickeln die entsprechenden Stämme Resistenzen 

gegenüber Aminoacylpenicillinen wie Piperacillin, Cephalosporinen (der 1., 2., teilweise 

auch der 3. und 4. Generation), wie beispielsweise Ceftriaxon oder Ceftazidim, und 

gegenüber Carbapenemen [10]. Somit werden durch die Carbapenemasen die 

hauptsächlich zur kalkulierten Antibiotikatherapie der Sepsis eingesetzten Antibiotika in 

ihrer Wirksamkeit limitiert. Aus diesem Grund ist es von großer Bedeutung, CPE als 

potentielle Sepsiserreger möglichst schnell zu detektieren. Dies gilt umso mehr, wenn 

man bedenkt, dass die Überlebenswahrscheinlichkeit bei einer Sepsis maßgeblich vom 

Zeitpunkt der zielgerichteten Antibiotikagabe abhängt [4-7]. 

Derzeit existiert eine Reihe von biochemischen, colorimetrischen, phänotypischen und 

molekularbiologischen Testverfahren, welche die Identifikation von CPE ermöglichen. 

Diese erfordern jedoch in der Regel das Vorliegen einer Reinkultur auf einem 

Festmedium. Abgesehen von Polymerase-Kettenreaktion (PCR)- und 

Massenspektrometrie-basierten Analysemethoden beträgt die aktuelle 

Mindestanalysezeit dieser Tests 18-24 Stunden [11-14]. Für die PCR und 
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Massenspektrometrie sind wiederum eine umfassende apparative und personelle 

Ausstattung erforderlich. Zudem bedarf es zum Teil mehrerer PCRs, um alle 

Carbapenemasen zu detektieren. Daher fehlt derzeit ein für Blutkulturen geeignetes 

Testverfahren, welches sowohl eine zeitnahe Resistenzprüfung erlaubt, als auch 

unabhängig vom jeweilig spezifischen Genotyp des Enzyms funktioniert und letztendlich 

ohne größere Kosten und apparativen Aufwand in jedem klinisch-mikrobiologischen 

Labor umsetzbar ist.  

Folglich wurden in dieser Doktorarbeit drei colorimetrische und ein phänotypisches 

Testverfahren für die schnelle, kostengünstige und zuverlässige Anwendung an 

Blutkulturen entwickelt und evaluiert.  

 

1.1 Enterobakterien 

Die Familie der Enterobakterien aus der Ordnung Enterobacterales gehört zur Klasse der 

Gammaproteobakterien des Phylums Proteobacteria. Es handelt sich um gramnegative, 

fakultativ anaerobe Stäbchenbakterien, die Glukose und andere Zucker oxidativ oder 

fermentativ metabolisieren können. Eine Vielzahl von Gattungen werden den 

Enterobakterien zugeordnet, wobei einige obligat pathogen und andere Opportunisten 

sind.  

Bei den Opportunisten handelt es sich etwa um Gattungen wie Klebsiella, Proteus, 

Citrobacter und Escherichia, welche Teil des physiologischen intestinalen Mikrobioms 

sind. Als fakultativ pathogene Erreger können Sie Pneumonien, Harnwegsinfektionen, 

Sepsis, Neugeborenen-Meningitis oder Weichteilinfektionen hervorrufen. Fakultativ 

pathogene Enterobakterien spielen insbesondere bei nosokomialen Infektionen eine große 

Rolle, wobei speziell die Sepsis als schwere Folge dieser Infektionen hervorzuheben ist.  

Die Gattungen Yersinia, Shigella, Salmonella und enteropathogene E. coli-Stämme 

stellen obligat pathogene Varianten dar. Sie gehören nicht zur natürlichen intestinalen 

Flora und lösen Krankheiten wie die Pest, Typhus, Enterokolitis oder die bakterielle Ruhr 

aus.  
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Insgesamt sind Enterobakterien als Verursacher diverser Infektionskrankheiten weltweit 

für Millionen Todesfälle verantwortlich; allein durch die darmpathogenen E. coli-Stämme 

sterben jährlich ca. eine Million Menschen [15]. 

 

1.2 Resistenzlage 

Seitdem Antibiotika fester Bestandteil der Therapie von Infektionskrankheiten sind, 

stellen Resistenzen gegen die entsprechenden Antibiotika ein schwerwiegendes Problem 

dar. Je häufiger und weitläufiger ein bestimmtes Antibiotikum eingesetzt wird, desto eher 

verbreiten sich Resistenzen dagegen [16, 17]. Bildlich gesprochen, findet also ein 

Wettlauf zwischen neuen Antibiotika (-klassen) und den dazugehörigen Resistenzen statt. 

Aus der Perspektive der molekularen Evolutionsbiologie stellt jedes einzelne 

Antibiotikum einen Selektionsdruck dar, dem eine jeweilig gegebene Bakterienspezies 

versucht, durch Ausbildung oder Erwerb adäquater Resistenzmechanismen 

auszuweichen. Dabei existieren verschiedene Mechanismen, durch die Bakterien 

unempfindlich gegen Antibiotika werden können. Zu diesen gehören beispielsweise (i) 

die strukturelle/molekulare Veränderung von Targetproteinen (z.B. Penicillin-bindende 

Proteine), (ii) die vermehrte Expression von Effluxpumpen, (iii) Porinverlust, (iv) die 

enzymatische Inaktivierung von Antibiotika sowie (v) kombiniertes Wirken dieser 

Mechanismen. Die Verbreitung der verschiedenen Mechanismen variiert dabei zwischen 

gramnegativen und –positiven Gattungen. Der vorwiegend bei grampositiven Bakterien 

vorzufindende Resistenzmechanismus ist die strukturelle Änderung der Penicillin-

bindenden Proteine. Sie spielt unter anderem bei der Resistenz von Methicillin-

resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) oder Penicillin-resistenten Streptococcus 

pneumoniae (S. pneumoniae) eine Rolle. Die Expression der hydrolytisch aktiven β-

Laktamasen taucht heutzutage vor allem bei gramnegativen Gattungen und dabei 

insbesondere bei Enterobakterien auf und ist hier der vorherrschende Grund für 

Resistenzen gegenüber β-Laktam-Antibiotika [15]. Zu den β-Laktamasen gehören die 

Penicillinasen, Cephalosporinasen und Carbapenemasen, die sich unter anderem durch 

ihr Substratspektrum unterscheiden [18].  
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Die erste Penicillinase wurde im Jahre 1940, schon vor der intensiven Anwendung des 

Penicillins einige Jahre später, beschrieben [19]. Eine relevante Verbreitung der 

Penicillinasen begann allerdings erst, als das Antibiotikum klinisch flächendeckend 

insbesondere bei Infektionen durch Streptokokken und Staphylokokken eingesetzt wurde 

[16]. Durch die Verbreitung der Penicillinasen verloren Penicilline in vielen Fällen ihre 

Wirkung gegen grampositive Bakterien. Mit der Entwicklung weiterer Penicilline wie 

Ampicillin, ein vor allem gegen gramnegative Bakterien wirksames Aminopenicillin, 

weitete sich das Problem der Resistenz durch β-Laktamasen auch auf Enterobakterien 

und andere gramnegative Spezies aus [20]. Dadurch ist Ampicillin seit langem nicht mehr 

empirisch etwa gegen E. coli einsetzbar. Der Ampicillin-resistente Anteil von E. coli -

Isolaten liegt in Deutschland aktuell bei ca. 50 %, in zahlreichen anderen europäischen 

Ländern bei über 60 % [21]. Unter anderem deshalb wurde Ampicillin durch 

Cephalosporine oder das breiter wirksame Aminoacylpenicillin Piperacillin in der 

empirischen Antibiotikatherapie von enterobakteriellen Infektionen abgelöst. Analog zu 

den Penicillinasen bzw. frühen β-Laktamasen kam es aufgrund des breiten Einsatzes 

dieser Antibiotika und des damit einhergehenden Selektionsdrucks zu der Entwicklung 

von Extended-Spectrum-β-Laktamasen (ESBL) [22, 23]. ESBL können Penicilline, 

teilweise Cephalosporine der 1. bis 4. Generation und Monobaktame hydrolysieren und 

sind inzwischen weit verbreitet. Die schnelle Verbreitung dieser Resistenz wurde 

vorrangig durch den Plasmid-vermittelten horizontalen Gentransfer begünstigt [24]. 

Diesem Resistenzproblem wurde mit dem Einsatz von ESBL-Inhibitoren wie 

Clavulansäure oder Tazobactam und den ESBL-festen Carbapenemen begegnet. ESBL-

Inhibitor-β-Laktam-Antibiotika-Kombinationen wie Piperacillin/Tazobaktam und 

Carbapeneme können von ESBL nicht inaktiviert werden [18] und sind aktuell auch 

deshalb Bestandteil leitliniengerechter Antibiotikatherapien von schweren 

Infektionskrankheiten wie Pneumonien oder der Sepsis [8].  

Es zeigte sich jedoch auch hier, dass sich im Laufe der Zeit β-Laktamasen entwickelt 

hatten, die fähig sind, Carbapeneme zu spalten und aufgrund ausreichender molekularer 

Abweichung gegenüber den klassischen ESBL durch ESBL-Inhibitoren nicht mehr 

gehemmt werden können [18, 25, 26]. Diese Enzyme werden dementsprechend als 

Carbapenemasen bezeichnet. Je nach Carbapenemasetyp können Penicilline, 

Cephalosporine der 1., 2., sowie teilweise auch der 3. und 4. Generation und 

Carbapeneme in ihrer Wirksamkeit ausgeschaltet werden [10, 18]. 
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Die verbleibenden Therapieoptionen sind auf Grund koexistenter weiterer Resistenzen 

häufig ausschließlich Antibiotika wie Colistin, Fosfomycin oder Tigecyclin. Sie weisen 

jedoch zum Teil schwerwiegende Nebenwirkungen wie beispielsweise Neuro-, Nephro- 

oder Pankreatotoxizität auf. Außerdem zeigt Colistin bei Blutstrominfektionen nur eine 

mäßige Wirkung [10].  

Während die Carbapenemase-bildenden Enterobakterien zunächst im Rahmen klonaler 

Ausbrüche vorkamen, verbreiten sich die Carbapenemasen seit den 1990er Jahren 

zunehmend auch Spezies-übergreifend [27]. Dabei spielen bis heute die Plasmid-

lokalisierten Carbapenemasetypen, die erstmals zu dieser Zeit identifiziert wurden [28-

30], eine entscheidende Rolle. Die Plasmid-vermittelte Dissemination der 

Carbapenemasen ist ein Problem, das durch gramnegative Bakterien verursacht wird. 

Hierbei spielen vor allem Enterobakterien aufgrund ihrer hohen klinischen Relevanz eine 

entscheidende Rolle. Die Produktion von Carbapenemasen stellt inzwischen den 

wichtigsten Resistenzmechanismus von Enterobakterien dar, der zu einer 

Carbapenemresistenz führt [10, 11, 31]. In Deutschland liegt die Prävalenz von CPE noch 

bei < 0,5 %, wohingegen CPE in anderen Ländern bereits endemisch verbreitet sind [21, 

32, 33] (Siehe Kapitel 1.5). 

 

1.3 Einteilung der Carbapenemasen nach Ambler 

Aus molekularbiologischer Sicht sind Carbapenemasen eine heterogene Gruppe und 

gehören unterschiedlichen β-Laktamase-Gruppen an. Im Klassifizierungssystem nach 

Ambler werden Carbapenemasen bzw. β-Laktamasen in Abhängigkeit von ihrer 

Aminosäuresequenz und ihres aktiven Zentrums in vier verschiedene Klassen eingeteilt. 

Unterschieden werden die Klassen A, B, C und D, wobei die Klasse C keine 

Carbapenemasen im eigentlichen Sinne enthält. Die β-Laktamasen der Klassen A, C und 

D besitzen in ihrem aktiven Zentrum einen Serinrest. Bei der Klasse B handelt es sich um 

Metallo-β-Laktamasen, bei denen das aktive Zentrum von Zink-Ionen gebildet wird. Des 

Weiteren unterscheiden sich die Enzyme der verschiedenen Klassen in ihrer 

hydrolytischen Aktivität (siehe Tabelle 1)[18, 27, 34, 35].  
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Die am häufigsten vorkommende Klasse A Carbapanemase Klebsiella-pneumoniae-

Carbapanemase (KPC) ist in der Lage, sämtliche β-Laktam-Antibiotika zu inaktivieren: 

Penicilline, Cephalosporine der 1. bis 4. Generation, Carbapeneme und Monobaktame. 

Somit besitzt sie das breiteste Resistenzspektrum aller Carbapenemasen [10, 27].  

Weitere Klasse-A-Carbapenemasen sind u.a. die Imipenemase/Non-Metallo-

Carbapanemase-A (IMI/NMC-A), Serratia-marcescens-Enzym (SME) und Guiana 

extended spectrum (GES) [36]. 

 

Die am weitesten verbreiteten Metallo-β-Laktamasen beziehungsweise Carbapenemasen 

der Klasse B sind die Verona-Integron-Metallo-β-Laktamase (VIM) und New-Delhi-

Metallo-β-Laktamase (NDM). Ihr Subtratspektrum beinhaltet alle β-Laktame, abgesehen 

von Aztreonam. Durch Metallion-Chelatoren wie Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

können Klasse B Carbapenemasen gehemmt werden. Weitere Carbapenemasen der 

Klasse B sind u.a. die German Imipenemase (GIM) und die Imipenemase (IMP) [10, 27]. 

 

Zur Klasse C gehören die chromosomal-kodierten Ampicillinase-C-β-Laktamasen 

(AmpC) und Plasmid-kodierte Cephamycinasen, bei denen es sich nicht um 

Carbapenemasen handelt, da Carbapeneme nicht zu ihrem Substratspektrum gehören. 

Phänotypisch kann es allerdings infolge einer Überexpression der Klasse C Enzyme in 

Verbindung mit weiteren Mechanismen dennoch zu einer Carbapenem-Resistenz 

kommen [27, 37].  

 

Die Serin-Carbapenemasen der Klasse D setzen sich aus den Oxacillinase-β-Laktamasen 

(OXA) zusammen. Es ist zu beachten, dass nicht alle Mitglieder der OXA-Familie 

Carbapenemase-Aktivität aufweisen [38]. Die am weitesten verbreitete OXA-

Carbapenemase ist die OXA-48 [39, 40]. Sie besitzt innerhalb der Klasse D die höchste 

hydrolytische Aktivität gegenüber Carbapenemen [41]. Weitere OXA-Carbapenemasen, 

wie OXA-162, OXA-181 oder OXA-163 etc., werden auf Grund genetischer 

Ähnlichkeiten unter dem Begriff OXA-48-like Carbapenemasen zusammengefasst [42]. 

Es existiert darüber hinaus jedoch eine Vielzahl weiterer OXA-Carbapenemasen [43]. 

Verglichen mit anderen Carbapenemasen besitzen die Klasse D Enzyme das schmalste 

Substratspektrum, da sie keine hydrolytische Aktivität gegenüber Cephalosporinen der 3. 

und 4. Generation oder gegenüber Aztreonam aufweisen. Die Empfindlichkeit gegenüber 

Carbapenemen ist außerdem meist nicht komplett aufgehoben sondern nur reduziert [44]. 



13 

 

Tabelle 1: Klassifikation der β-Laktamasen nach Ambler [34, 35] 

Klasse Vertreter Substratspektrum Spezies geografische Verteilung 

A (Serin-β-Laktamasen)         

Carbapenemasen 
KPC-2 (KPC-2 bis KPC-22) 

und andere 

Penicilline, Cephalosporine, 

Carbapeneme, Monobaktame 
K. pneumoniae 

USA, Südamerika, Griechenland, 

Israel, China 

ESBL TEM, SHV, CTX-M 
β-Laktame variabel, keine 

Carbapeneme 

Enterobacteriaceae, 

Nonfermenter 
  

B (Metallo-β-Laktamasen)         

Carbapenemasen NDM-1 (NDM-1 bis NDM-16) 

Penicilline, Cephalosporine, 

Carbapeneme 

K. pneumoniae, E. coli 

Indien, Pakistan, Bangladesch, 

Balkan-Staaten, Großbritannien, 

Mittlerer Osten 

 VIM-1 (VIM-1 bis VIM-46) 
E. coli, K. pneumoniae, P. 

aeruginosa 
Griechenland, Italien 

 GIM-1, GIM-2  
P. aeruginosa, 

Enterobacteriaceae 
Deutschland  

  Andere     

C (AmpC-Cephymycinasen)         

 
chrosmosomal kodierte AmpC 

β-Laktame variabel, keine 

Carbapeneme 

Enterobacter spp. 

Citrobacter spp. 

 

  
Plasmid-kodierte AmpC (FOX, 

MOX, DHA, CMY etc.) 
  

D (Oxacillinasen)         

Carbapenemasen 
OXA-48-like (OXA-48, OXA-

162, OXA-181 etc.) und andere 

Penicilline, Cephalosporine der 1. 

und 2. Generation, Carbapeneme 

variabel 

K. pneumoniae, E. coli 

Türkei, Mittlerer Osten, 

Nordafrika, Europa inkl. 

Deutschland  

ESBL OXA-2, OXA-10 und andere 
β-Laktame variabel, keine 

Carbapeneme 

Enterobacteriaceae, 

Nonfermenter   
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1.4 Geografische Verteilung der Carbapenemasen  

Allgemein ist ein weltweiter Anstieg des Auftretens von CPE zu beobachten, wobei die 

meisten Carbapenemasen aus Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) Isolaten 

nachgewiesen werden [27, 33, 39]. Dabei muss allerdings berücksichtigt werden, dass die 

Datenlage insbesondere bezüglich endemischer Länder oft unzureichend ist. 

In Griechenland lag der Anteil Carbapenem-resistenter K. pneumoniae-Isolate 2017 

beispielsweise bei ca. 65 %, in Italien bei 30 %, in Rumänien bei 23 % und auf Zypern 

bei 16 % (Abbildung 2) [21]. Nicht nur in Südeuropa ist eine derart gehäufte Prävalenz 

feststellbar. In Indien weisen ca. 56 % der K. pneumoniae-Isolate eine Carbapenem-

Resistenz auf, in Pakistan 42 %, in China 36 % und in der Türkei 30 %. Auch in 

Lateinamerika besteht eine relevante Verbreitung von Carbapenem-Resistenzen, wobei 

für Argentinien mit 14 %, Ecuador mit 33 % und Venezuela mit 24 % die vergleichsweise 

verlässlichsten Daten existieren (Abbildung 1) [33].  

Die KPC, NDM, VIM und OXA-48 stellen die Carbapenemasen mit der weltweit 

höchsten Prävalenz dar. Die Häufigkeit der einzelnen Carbapenemase-Subtypen variiert 

auf den Kontinenten bzw. von Land zu Land, wobei sich die KPC bisher am 

erfolgreichsten verbreitet hat [27, 39]. 

Der erste KPC-produzierende Stamm war K. pneumoniae und wurde 1996 in North 

Carolina, USA beschrieben [29]. Endemische Ausmaße hat die Verbreitung der KPC 

gegenwärtig an der Ostküste der USA, in Puerto Rico, Kolumbien, Griechenland, Israel 

und Teilen von China angenommen [39, 45, 46]. K. pneumoniae ist auch hier die Spezies, 

bei der dieses Enzym am häufigsten nachgewiesen wird [39]. Durch die Lokalisation von 

blaKPC auf Plasmiden kommt sie aber auch bei anderen Enterobakterien vor [47]. Aktuell 

sind mehr als 60 KPC-Carbapenemasetypen bekannt [43]. 

 

Die Metallo-β-Laktamase NDM ist der bisher häufigste Carbapenemasetyp, der in Asien 

nachgewiesen wird, speziell in China, Pakistan, Bangladesch und Indien [39, 48]. Dabei 

ist in Indien das Vorkommen nicht nur auf Krankenhäuser beschränkt, sondern weitet sich 

auch auf NDM-produzierende Enterobakterien aus, die u.a. im Leitungswasser gefunden 
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werden [49]. Weitere Gebiete mit einer hohen NDM-Prävalenz sind die Balkan-Staaten, 

Großbritannien und der Mittlere Osten. Am häufigsten wird die NDM von K. pneumoniae 

und E. coli produziert. BlaNDM-tragende Plasmide gelten allerdings als besonders mobil, 

sind dadurch weniger an Speziesgrenzen bzw. klonale Verbreitung gebunden und 

kommen deshalb in allen Enterobakterien und anderen gramnegativen Spezies vor [39, 

48]. Die Ausbreitung seit der ersten Isolierung von NDM aus einem K. pneumoniae 

Stamm im Jahr 2009 verläuft vermutlich unter anderem deshalb so erfolgreich [50]. 

Mittlerweile sind über 20 Carbapenemasen vom NDM-Typ bekannt [43]. 

Die ebenfalls zu den Metallo-β-Laktamasen gehörende VIM ist vor allem in Europa, 

speziell in Griechenland und Italien vorzufinden. Bekannt sind die VIM-Carbapenemasen 

seit der ersten Beschreibung im Jahr 1999 in Italien aus einem Pseudomonas aeruginosa 

(P. aeruginosa) Isolat [51]. Bezüglich der Enterobakterien wird sie vermehrt aus K. 

pneumoniae und E. coli isoliert, kommt aber hauptsächlich in P. aeruginosa vor. [52-54]. 

Über 60 Carbapenemasetypen werden aktuell der VIM-Familie zugeordnet [43]. 

OXA-48 stellt den relevantesten Carbapenemasetyp der Klasse D nach Ambler dar und 

wurde erstmals im Jahr 2004 bei einem K. pneumoniae Isolat aus der Türkei nachgewiesen 

[44]. Derzeit sind fast 500 verschiedene OXA-Typen bekannt, von denen ca. ein Drittel 

Carbapenemase-Aktivität aufweist [43]. OXA-48 ist vor allem in der Türkei, im Mittleren 

Osten und Nordafrika verbreitet und außerdem die am häufigsten in Europa vorkommende 

Carbapenemase. Sie wird hauptsächlich aus K. pneumoniae und E. coli isoliert. Die 

Dissemination erfolgt sowohl über klonale als auch Plasmid-vermittelte Übertragung [39, 53, 

55]. 
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Abbildung 1: ECDC-Darstellung zum 

Anteil invasiver Isolate von K. pneumoniae 

mit Carbapenem-Resistenz 2017, nach 

Land. Nicht sichtbare Länder: Malta mit 

einem Anteil von 10 %, Luxemburg mit 0,0 

%, Liechtenstein keine Daten. 

Bildnachweis: European Centre for 

Disease Prevention and Control (ECDC) 

2018 [21]. 

 

 

Abbildung 2: CDDEP-Darstellung zum Anteil Carbapenem-resistenter invasiver Isolate von  

K. pneumoniae 2012-2017, nach Land.  

Bildnachweis: The Center for Disease, Dynamics Economics & Policy. ResistanceMap: 

Antibiotic resistance. 2020. https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php. Zuletzt 

abgerufen am 27.01.2020 [33].  

https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php
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1.4.1 Carbapenemase-produzierende Enterobakterien und Sepsis 

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Erkrankung mit einer hohen Letalität. In 

Deutschland liegt diese bei ca. 25 %, in anderen Ländern wie z. B. Spanien sogar bei bis 

zu 40 % [1, 2]. Eine effektive und zeitnahe Antibiotikatherapie gehört dabei zu den 

entscheidenden lebensrettenden Maßnahmen [4-6, 8]. Diese gestaltet sich umso 

schwieriger, je mehr Resistenzen der zugrundeliegende Erreger aufweist. 

Blutstrominfektionen, die durch Carbapenem-resistente Enterobakterien (CRE) 

verursacht werden, waren in Studien mehrheitlich mit einer höheren Letalität assoziiert, 

als jene, bei denen der ursächliche Erreger Carbapenem-sensibel war. Sowohl das 

schwierige und oft insbesondere initial nicht ausreichend bekannte Resistenzspektrum als 

auch die häufig notwendige Antibiotika-Kombinationstherapie sind vermutlich Gründe 

dafür [10, 56-61]. Der Anteil CRE-assoziierter Blutstrominfektionen liegt in Deutschland 

zurzeit bei 0,2 %, wobei die Anzahl Carbapenem-resistenter Isolate von Enterobakterien 

aus deutschen Krankenhäusern steigt [8, 32, 62-64]. Die internationale Datenlage zur 

Epidemiologie CRE-assoziierter Blutstrominfektionen ist aktuell noch nicht ausreichend 

valide, um verlässliche Rückschlüsse auf die Entwicklung der  Inzidenz zu ziehen. 

Dennoch existieren einige Studien, die zumindest einen Einblick in diese Thematik 

bieten. In einer Studie aus Yangon, Myanmar trat bei 14 % der Sepsis-verursachenden 

Erreger eine Carbapenem-Resistenz auf [65]. In einer Studie aus sieben 

südamerikanischen Ländern produzierten 21 % der septischen Keime eine 

Carbapenemase und waren ebenfalls mit einer höheren Sterberate assoziiert  [58]. Eine 

türkische Studie zeigte, dass knapp 40 % der dortigen Sepsis-verursachenden Klebsiella-

Stämme Carbapenem-resistent waren [66]. K. pneumoniae Stämme, die in einer Studie 

aus Israel zu einer Sepsis geführt haben, waren in 22% der Fälle Carbapenem-

unempfindlich [60]. Bei pädiatrischen Patienten in einer Studie aus Indien wiesen 27 % 

der Sepsis-verursachenden gramnegativen Bakterien eine Carbapenem-Resistenz auf 

[67]. Obgleich die Studien unterschiedlich belastbare Daten enthalten, kann angenommen 

werden, dass die Epidemiologie von Carbapenem-resistenten Keimen, die 

Blutstrominfektionen verursachen, mit der allgemeinen Carbapenemase-Prävalenz der 

jeweiligen Länder korreliert.  

Da die Carbapenemase-Prävalenz in den letzten Jahren dramatisch gestiegen ist [21, 39], 

ist es umso wichtiger, die Diagnostik von CPE-bedingten Blutstrominfektionen zu 
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verbessern und allgemein zugänglich zu machen. Diesbezüglich wäre es insbesondere 

hilfreich, eine niedrigschwellig einsetzbare und kostengünstige Analytik zu etablieren, 

welche zudem in der Lage ist, die Resistenzen mit einem vertretbaren Zeitaufwand, das 

heißt maximal innerhalb weniger Stunden, bei guter Sensitivität und Spezifität zu 

bestimmen.  

 

1.4.2 Die häufigsten Carbapenemasen in Deutschland 

Seit Beginn der statistischen Datenerhebung von CPE durch das nationale 

Referenzzentrum für gramnegative Krankenhauserreger (NRZ) im Jahr 2009 ist OXA-48 

die häufigste Carbapenemase in Deutschland, gefolgt von VIM-1, NDM-1, KPC-2 sowie 

KPC-3 (Abbildung 3). Der größte Teil der von Enterobakterien produzierten 

Carbapenemasen wird dabei in K. pneumoniae nachgewiesen, gefolgt von E. coli und E. 

cloacae. Die zur Abklärung des Vorliegens einer Carbapenemase an das NRZ gesendeten 

Isolate stammten aus verschiedenen Patientenmaterialien, wobei es sich im Jahr 2017 bei 

3,2 % davon um Blutkulturen handelte. 

In Deutschland ist eine steigende Prävalenz und Diversität von Carbapenemasen zu 

beobachten. Das hohe Aufkommen von KPC-2 im Jahr 2014 war auf einen multiklonalen 

Ausbruch in einem Krankenhaus in Südhessen zurückzuführen. Es wird auf Grund der 

breiten Speziesverteilung bei diesem Ausbruch angenommen, dass hier der horizontale 

Gentransfer eine bestimmende Rolle eingenommen hat. 

Ungeachtet der derzeit noch relativ geringen Prävalenz von Carbapenemasen insgesamt, 

findet nach wie vor auch in Deutschland der weltweit erstmalige Nachweis bisher 

unbekannter Carbapenemasen statt. Das unterstreicht die Wichtigkeit von 

Nachweismethoden, die in der Lage sind, Carbapenemasen mit unbekannter 

Nukleotidsequenz zu detektieren. Entsprechende Nachweismethoden werden im Rahmen 

dieser Arbeit untersucht [21, 32, 62-64].  

  



 

19 

 

 

Abbildung 3: RKI-Darstellung der Verteilung von Carbapenemasetypen bei Enterobakterien im 

zeitlichen Verlauf 2009-2017.  

Bildnachweis: Robert-Koch-Institut, Epidemiologisches Bulletin Nr. 28, 2018 (mit freundlicher 

Genehmigung des Robert-Instituts, gemäß der Creative Commons Namensnennung 4.0 

International Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de ) [62]. 

 

1.5 Funktionsweise von Carbapenemasen 

Durch Carbapenemasen werden bei einer entsprechenden Antibiotikatherapie β-Laktam-

Antibiotika inaktiviert. Dies erfolgt durch die hydrolytische Spaltung des β-Laktamrings. 

Der konkrete Angriffspunkt ist hierbei die polare Atombindung zwischen dem 

asymmetrischen Stickstoffatom und der Carbonylgruppe. Carbapenemasen befinden sich 

im periplasmatischen Raum des Bakteriums und spalten β-Laktam-Antibiotika, nachdem 

diese durch Porine in diesen Raum eingetreten sind. So verhindern sie die Bindung des 

Antibiotikums an das Penicillin-bindende Protein (PBP) und heben dadurch seine 

Wirkung auf [68]. Durch die Hydrolyse wird bei jeder Spaltung ein Proton freigesetzt, 

wodurch eine pH-Wert-Änderung erfolgt, welche für die in dieser Arbeit vorgestellten 

Testverfahren diagnostisch genutzt werden soll (Abbildung 4). 

 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de
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Abbildung 4: Darstellung der enzymatischen Deaktivierung von Imipenem. Hydrolytische 

Spaltung des β-Laktam-Rings durch Carbapenemasen mit Freisetzung eines Protons. 

Bildnachweis: Zhai et al., Thermochim. Acta, 2012 [69]. 

 

1.6 Detektion von Carbapenemasen aus Blutkulturen 

Für die Detektion von CPE aus Blutkulturen existieren derzeit zahlreiche Verfahren, die 

sich entweder molekularbiologischer, phänotypischer, colorimetrischer oder 

massenspektrometrischer Prinzipien bedienen. Diese Verfahren unterscheiden sich 

allerdings nicht nur in den Testverfahren sondern auch hinsichtlich Kosten, Zeitaufwand, 

Einsetzbarkeit, notwendiger Laborausstattung sowie Sensitivität und Spezifität. Dabei 

wird die PCR aktuell sowohl aufgrund ihrer Zuverlässigkeit (Sensitivität und Spezifität) 

als auch ihres relativ geringen Zeitaufwandes als Goldstandard angesehen [70, 71]. 

 

1.6.1 PCR 

Für die Detektion von Carbapenemasen bzw. ihrer Gene (blaNDM, blaKPC, blaVIM, blaOXA-

48-like etc.) werden in der Diagnostik vorzugsweise Real-Time-Multiplex-PCR basierte 

Assays eingesetzt. Carbapenemasen mit bekannter Nukleotidsequenz können mit dieser 

Methode schnell und zuverlässig nachgewiesen werden [12, 70, 72-74].  
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1.6.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie (Matrix–Assistierte Laser–Desorption–

Ionisierungsmassenspektrometrie kombinert mit Flugzeitanalyse; engl. matrix-assisted laser 

desorption ionization = MALDI, time of flight = TOF) können inzwischen nicht nur 

Bakterienspezies zuverlässig identifiziert, sondern auch das Vorliegen einer 

Carbapenemase nachgewiesen werden. Hierfür wird der zu testende Stamm zusammen 

mit einem Carbapenem inkubiert, sodass das Carbapenem durch die ggf. vorhandene 

Carbapenemase gespalten wird. Das gespaltene Carbapenem und die Nebenprodukte 

weisen aufgrund ihres abweichenden Masse-Ladungsverhältnisses eine andere Flugzeit 

auf als das ungespaltene Carbapenem. Diese Flugzeit kann mithilfe der MALDI-TOF-

MS gemessen werden, indem die auf einer Matrix befindlichen Moleküle durch einen 

Laser desorbiert, ionisiert und mittels eines elektrischen Felds beschleunigt werden. Die 

Unterschiede der Flugzeiten bzw. das Massenspektrogramm werden mithilfe einer 

Referenzdatenbank ausgewertet.  

Eine weitere Möglichkeit, die die MALDI-TOF-MS bietet, ist der direkte Nachweis der 

Carbapenemasen mittels Carbapenemase-assoziierter Proteine [75]. 

 

1.6.3 Immunchromatographische Tests 

Die kommerziell erhältlichen immunchromatographischen Tests (ICT) ermöglichen die 

Detektion der Carbapenemasen NDM, KPC, VIM, OXA-48-like und OXA-163-like [76]. 

Es handelt sich hierbei um Lateral Flow Tests, die auf einem dem Schwangerschaftstest 

ähnlichen Prinzip beruhen. Monoklonale Antikörper gegen spezifische Epitope der 

jeweiligen Carbapenemase sind auf einer mit kolloidalen Gold-Nanopartikeln versetzten 

Nitrozellulosemembran innerhalb einer Lateral-Flow-Kassette gebunden. Die zu testende 

Probe wird auf den Teststreifen gegeben und gelangt mittels Kapillarkräften zu den 

gebundenen Antikörpern. Enthält die Probe ein spezifisches Carbapenemase-Epitop, wird 

dies durch die Bindung an den entsprechenden Antikörper und mithilfe des kolloidalen 

Golds sichtbar gemacht [77, 78].  
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1.6.4 Colorimetrische Tests 

Die colorimetrischen Tests beruhen auf folgendem Prinzip: Die Freisetzung des Protons 

bei der hydrolytischen Spaltung eines Carbapenems und die damit einhergehende pH-

Wert-Senkung werden durch eine Indikatorsubstanz sichtbar gemacht. Die Testlösungen 

enthalten daher unter anderem den Indikatorfarbstoff Phenolrot und das Carbapenem 

Imipenem. Diese Testlösungen werden dem entsprechend aufbereiteten Stamm 

hinzugefügt. Bei gegebenem Enzymangebot und damit einhergehender Hydrolyse des 

Carbapenems findet ein Farbumschlag von beispielsweise rot noch gelb statt (Abbildung 

5). 

Der zu testende Stamm muss nach bisher etablierten Analyseprotokollen zuvor auf einem 

Festmedium kultiviert werden, erst im Anschluss daran kann der Test durchgeführt 

werden.  

Dadurch ergibt sich eine Mindestanalysezeit von 18-24 h für Blutkulturen. Auch hier 

existieren Protokolle, die die Blutkulturdiagnostik auf eine Detektionszeit von 5-6 h 

verkürzen können [79-81]. 

 

Abbildung 5: Ergebnisse einer Testung 

mithilfe eines colorimetrischen Tests (hier 

Carba NP Test). Links: positives 

Testergebnis, der getestete Stamm bildet 

eine Carbapenemase (NDM-7). Rechts: 

negatives Testergebnis. 

 

 

 

 

 

1.6.5 Carbapenem Inactivation Method 

Bei der Carbapenem Inactivation Method (CIM-Test) wird überprüft, ob der zu testende 

Bakterienstamm ein Meropenem-Testplättchen inaktiviert, was auf die Expression einer 

Carbapenemase hinweist. Hierzu wird jenes Meropenem-Plättchen in einer Suspension 

inkubiert, die den zu testenden Stamm enthält. Anschließend wird untersucht, ob eine 

Inaktivierung des in dem Plättchen enthaltenen Meropenems stattgefunden hat.  
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Dies geschieht mithilfe eines Carbapenem-sensiblen Stamms, der auf ein 

Festnährmedium als Bakterienrasen zusammen mit dem Plättchen aufgetragen wird. 

Wenn dieses Meropenem-Plättchen keinen Hemmhof auf diesem Bakterienrasen erzeugt, 

bildet der getestete Stamm eine Carbapenemase (Abbildung 6). Ausgehend von einer 

positiven Blutkultur erfolgt im unmodifizierten Originalprotokoll also ein 

Kultivierungsschritt des zu testenden Stamms auf einem Festmedium (18-20 h). Darauf 

folgt die Herstellung einer Bakteriensuspension bestehend aus diesem Stamm mit 

anschließender Inkubation des Meropenem-Plättchens in dieser Suspension (2-4 h). Jenes 

Meropenem-Plättchen wird im letzten Schritt auf einem Festmedium mit einem 

Meropenem-sensiblen Stamm kultiviert (18-20 h). Daraus ergibt sich eine 

Gesamtanalysezeit von 38- 40 h [82]. 

Abbildung 6: Ergebnisse einer 

Testung mithilfe des CIM-

Tests. Links: positives 

Testergebnis, kein Hemmhof, 

der getestete Stamm bildet eine 

Carbapenemase (NDM-1). 

Rechts: negatives Testergebnis 

mit Hemmhof. 

 

 

1.7 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Doktorarbeit war es, aus den colorimetrischen/phänotypischen Methoden 

CIM-Test, NP Carba Test, β-Carba-Test, Neo-Rapid Carb Kit ein Testverfahren zu 

entwickeln, um CPE direkt aus einer positiven Blutkultur nachweisen zu können. Dies 

sollte ohne zeitaufwendige Kultivierung auf Festmedien oder in Flüssigmedien erfolgen. 

Der Test sollte schnell, kostengünstig, zuverlässig und universell einsetzbar sein 

(Carbapenemase-Schnelltest). Die angestrebte Verkürzung der Analysezeit von 18-24 h 

auf ca. 2-3 h soll einen früheren Einsatz einer zielgerichteten und resistenzangepassten 

Antibiotikatherapie ermöglichen. Durch diesen signifikanten Zeitgewinn soll ein 

diagnostischer Beitrag zur Reduktion der Letalität von speziell Enterobakterien-

assoziierter Sepsis geleistet werden.  
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2. Publikationen 

2.1 Publikation 1 
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Reproduced with permission from Springer Nature [95] 
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2.2 Publikation 2 
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2.3 Darstellung der Eigenleistung 

Alle Arbeiten zur Etablierung der Testprotokolle direkt aus Blutkulturen wurden von mir 

selbstständig durchgeführt. Diese beinhalten sowohl die technische Durchführung, als 

auch den systematischen Vergleich der folgenden Schritte: die Etablierung geeigneter 

Hämolyseverfahren, die Etablierung der Testprotokolle, die Beimpfung der Blutkulturen, 

die Bearbeitung der Blutkulturen, die Evaluierung der Testprotokolle und die statistische 

Auswertung der Ergebnisse. 

Die Material-, Methoden- und Ergebnisteile der Publikationen wurden von mir 

geschrieben. 

Mein Doktorvater Prof. Dr. med. Axel Hamprecht hat das Thema und die technischen 

Verfahren ausgewählt, die Einleitungen und Diskussionen der Publikationen verfasst und 

das Manuskript finalisiert.  

 

3.  Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Evaluierung (Proof of Concept) von 

Testverfahren, welche die Detektion von Carbapenemase-produzierenden Stämmen in 

positiven Blutkulturen in direkter Analyse ohne Verwendung einer erneuten 

zeitintensiven Anzüchtung auf festen Kulturmedien ermöglichen. Hierzu wurden die 

Blutkulturproben in speziellen Verfahren derart aufbereitet, dass sie direkt für die Tests 

verwendet werden konnten.  

Die entscheidenden Schritte der nunmehr hierdurch ermöglichten, direkten Analyse, die 

im Rahmen dieser Dissertation untersucht und optimiert werden mussten, bestanden 

erstens in der Ermittlung eines geeigneten pH-Wertes in den Proben und dessen 

Optimierung, sowie zweitens in der Hämolyse mittels eines geeigneten 

Hämolyseverfahrens und der damit einhergehenden erforderlichen Konzentrierung der 

Bakteriendichte. Durch die entsprechende adäquate Anpassung dieser wesentlichen 

Aufbereitungsschritte konnte die Zeit zur Resistenzbestimmung signifikant von vorher 5-

6 Stunden im Rahmen der klassischen, auf Kulturmedien beruhenden 
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Resistenzbestimmung, auf nunmehr maximal 3 Stunden, beim β-Carba-Test sogar auf 

lediglich ca. 30-45 Minuten, reduziert werden [80].  

Die Sensitivitäten und Spezifitäten des Carba-NP-Tests, des β-Carba-Tests, des Neo-

Rapid Carb Kits und des CIM-Tests, die mithilfe der hier präsentierten Methoden erreicht 

werden konnten, lagen zwischen 99 und 100 % beziehungsweise 91 und 100 %. Die 

Genauigkeiten sind somit vergleichbar oder besser als in anderen Studien [83, 84]. 

Bei den hier erarbeiteten Varianten der colorimetrischen Tests zur Verkürzung der 

Detektionszeit ist im Vergleich zu ähnlichen Verfahren dank des Hämolyseschritts kein 

weiterer Kultivierungsschritt auf der Basis nährstoffreicher Universalmedien wie 

Schoko-Agar oder Brain Heart Infusion notwendig. In den Protokollen von Dortet et al. 

oder Nastro et al. werden hierfür beispielsweise 3 bzw. zusätzliche 4 Stunden 

beansprucht, sodass dort die Gesamtdetektionszeit bei ca. 4-6 h liegt [80, 81]. Die von De 

Lima Morales et al. vorgestellte Modifikation von colorimetrischen Tests bedient sich des 

Kultivierungsschrittes in lysogeny broth Medium (LB-Medium), wodurch die 

Detektionszeit 3-5 h in Anspruch nimmt. Hinzukommend zeigte sie mit 64 % eine 

deutlich unterlegene Sensitivität in Bezug auf OXA-48-produzierende Enterobakterien 

[79]. 

Andere Detektionsmethoden, die mit Proben direkt aus Blutkulturen auskommen, sind 

die PCR als einzige ausreichend evaluierte Methode und die MALDI-TOF-MS, sowie 

immunchromatographische Tests. Diese Verfahren liefern sehr zuverlässige Ergebnisse, 

wobei die PCR als Goldstandard in der Diagnostik gilt. Sie liefert Ergebnisse innerhalb 

von ca. 3 h. Die detektierbaren Carbapenemasen sind bei der PCR allerdings auf bereits 

bekannte Typen beschränkt, die durch die jeweiligen PCR Primer erfasst werden können. 

Unbekannte Carbapenemasetypen werden bei der PCR-basierten Detektion nicht 

detektiert. Die Real-Time-Multiplex-PCR ermöglicht zwar den Nachweis mehrerer 

Carbapenemasegene gleichzeitig, allerdings handelt es sich hierbei lediglich um die am 

häufigsten vorkommenden Versionen. Sollte das zu testende Isolat eine weniger häufig 

auftretende Carbapenemase produzieren, wäre ggf. eine weitere PCR notwendig, was zu 

einem erhöhten Zeitaufwand und höheren Kosten führt [12, 70-74].  
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Mit der MALDI-TOF-MS ist es möglich, Carbapenemasen unabhängig vom 

Carbapenemasetypen innerhalb ungefähr einer Stunde nachzuweisen. Während die 

MALDI-TOF-MS-basierte Detektion von Carbapenemasen zunächst nur mit 

Bakterienmaterial von Festmedien möglich war, existieren gegenwärtig Protokolle, die 

mit Bakterienmaterial direkt aus positiven Blutkulturen auskommen und somit einen 

erheblichen zeitlichen Vorteil aufweisen. Die Gesamtdetektionszeit wird dadurch auf ca. 

1 bis 2 h reduziert [14, 85-90]. Indessen gestaltet sich die Auswertung der entsprechenden 

Massenspektrogramme schwieriger und erfordert eine gewisse Expertise [14, 85-90]. 

Für beide Detektionsverfahren gilt, dass die notwendigen Geräteausrüstungen 

kostenintensive Investitionen darstellen, welche insbesondere in Ländern, in denen 

Carbapenemasen endemisch auftreten, oft nicht möglich sind.  

Der Nachweis von Carbapenemasen aus Blutkulturen mithilfe von 

immunochromatographischen Tests (ICT) liefert vergleichbar zuverlässige Ergebnisse 

binnen kurzer Zeit. Auch hier ist die Nachweisbarkeit der Carbapenemasen lediglich auf 

die am häufigsten vorkommenden Typen beschränkt. Zu diesen zählen die NDM, KPC, 

VIM, OXA-48-like und OXA-163-like-Carbapenemasen. Die Detektion dieser 

Carbapenemasen mithilfe der ICT wurde bisher unterschiedlich gut evaluiert, es 

existieren allerdings etablierte Protokolle für kultivierte Kolonien und direkte 

Blutkulturproben. Diese Methode bietet sehr zuverlässige Ergebnisse innerhalb kurzer 

Zeit (< 1 h), insbesondere auch in Bezug auf die Blutkulturdiagnostik [76, 91, 92]. Mit 

einem Kostenaufwand von 8-10 Euro pro Testung ist diese Methode für den Einsatz in 

der Routinediagnostik allerdings eher hochpreisig und daher wenig geeignet [76, 91, 92].  

 

Die hier präsentierten modifizierten Testverfahren sind hingegen aufgrund ihres 

Testprinzips generell in der Lage, sämtliche Enzyme mit hydrolytischer Aktivität 

gegenüber Carbapenemen zu detektieren, unabhängig davon, ob diese auf 

molekulargenetischer Ebene bereits differenziert wurden. Beide Vorteile, Kosteneffizienz 

und die universelle Nachweisbarkeit von Carbapenemasen (inklusive unbekannter), 

qualifizieren die modifizierten Tests in besonderer Weise dafür, auch in der Routine-

Labor-Diagnostik verwendet werden zu können, in denen Carbapenemasen zum Teil 

endemisch vorkommen.  
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3.1 Limitierungen der vorliegenden Arbeit 

Für die Testung der modifizierten Protokolle wurden ausschließlich mit 

Bakteriensuspensionen gespikte Blutkulturen verwendet.  

Die Beimpfung der Blutkulturen erfolgte mit einer Bakteriendichte, entsprechend einer 

finalen Konzentration im Blut von ca. 300 cfu/m, dadurch könnte die Dichte der Bakterien 

in den positiven Blutkulturen zumindest in der Exponentialphase möglicherweise höher 

als in positiven Blutkulturen aus dem Klinikalltag gewesen sein. Bei Erreichen der 

Plateauphase sollte sich die Bakteriendichte jedoch nicht mehr unterscheiden. Die zu 

Beginn der Austestung verwendete „physiologischere“ Ausgangsdichte führte zu oft 

dazu, dass die Blutkulturen im Blutkulturautomaten nicht als positiv erkannt wurden. Die 

Validierung des Verfahrens an Blutkulturen aus dem Klinikalltag steht noch aus.  

 

Die in dieser Arbeit eingesetzten CPE beinhalteten Carbapenemasen vom Typ KPC, 

NDM, OXA-48, OXA-48-like, VIM und GIM – diese Varianten machen circa 98,5 % 

aller Carbapenemasen in Deutschland nach Zahlen von 2018 des NRZ aus [62]. Da somit 

nicht das gesamte Carbapenemasespektrum untersucht wurde und insbesondere die in 

Deutschland seltenen Carbapenemasen wie GES oder IMI (circa 1,5 %) nicht inkludiert 

waren, ist anzunehmen, dass unter Einbeziehung dieser und anderer seltenen 

Carbapenemasetypen die Sensitivitäten und Spezifitäten der modifizierten Testprotokolle 

von den hier ermittelten abweichen können. Dies gilt speziell für den β-Carba Test, 

welcher in der Arbeit von Baeza et al. die Carbapenemasen GES und IMI nicht detektieren 

konnte [84]. Dennoch sei erwähnt, dass der β-Carba Test mit der hier angewandten 

Modifizierung sehr gute Ergebnisse erzielte und auch schwächer hydrolysierende 

Carbapenemasen mit einer Sensitivität von 100 % und einer Spezifität von 95 % detektiert 

wurden. 

Die Untersuchungen mit K. oxytoca Stämmen führten bei allen Tests häufiger zu falsch 

positiven Ergebnissen, was vermuten lässt, dass diese Nachweisverfahren für diese 

Spezies nur mit Vorsicht eingesetzt werden sollten. Zu ähnlichen Schlussfolgerungen 

kamen Noël et al. in Bezug auf den β-Carba-Test [93]. In dieser Arbeit  gehörten drei der 

81 Carbapenemase-negativen Stämme zu der Spezies K. oxytoca. Drei der vier falsch 
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positiven Ergebnisse des Carba-NP-Tests und des β-Carba-Tests wurden durch K. oxytoca 

verursacht, beim Neo-Rapid Carb-Kit waren es zwei von sieben.  

Das jeweilige falsch negative Ergebnis des Carba-NP-Tests und des Neo-Rapid Carb-Kits 

wurde durch Stämme verursacht, die eine OXA-244 exprimiert haben. Insgesamt waren 

zwei der 104 Carbapenemase-positiven Isolate Stämme, die eine OXA-244 produziert 

haben. Die zweite OXA-244 wurde durch die beiden Tests also jeweils als richtig positiv 

erkannt. Dennoch sind die falsch negativen Ergebnisse ein Hinweis darauf, dass 

Carbapenemasen mit einer geringeren hydrolytischen Aktivität gegenüber Carbapenemen 

wie z.B. OXA-244 mit einer niedrigeren Sensitivität durch diese Tests detektiert werden 

können. In der modifizierten Version von Dortet et al. war die Sensitivität durch falsch 

negative Ergebnisse bei OXA-48-like Carbapenemasen mit 91 % ebenfalls etwas 

eingeschränkt [80]. 

Die Beurteilung des Farbumschlages erfolgte auch durch Mitarbeiter, denen die 

zugrundeliegende Bakterienstamm/Carbapenemase u.U. bekannt war. Eine Verzerrung ist 

dadurch prinzipiell nicht ausschließbar. Da der weit überwiegende Teil der Proben aber 

vollkommen eindeutige Farbumschläge zeigte, ist durch diese fehlende Verblindung 

keine Verzerrung anzunehmen. Bei allen uneindeutigen Farbumschlägen wurde hingegen 

stets ein zweiter, für den Resistenzmechanismus verblindeter Auswerter hinzugezogen.  

Der CIM-Test sollte separat von den anderen drei vorgestellten Testverfahren betrachtet 

werden, da es sich hierbei nicht um einen Schnelltest im engeren Sinne handelt. Die 

Methode wurde dennoch in diese Arbeit integriert und modifiziert, da sie in den Punkten 

Sensitivität, Spezifität und Kostenaufwand sehr vielversprechend ist. Der Zeitaufwand 

konnte mithilfe der oben genannten Modifizierung von ca. 48 h auf 20-24 h reduziert 

werden. In der Arbeit von Sfeir et al. wurde der CIM-Test ebenfalls für die Detektion von 

Carbapenemasen aus Blutkulturen überarbeitet. Die dort präsentierte Vorgehensweise 

beinhaltet aber einen zusätzlichen Arbeitsschritt (Hinzugabe von Tryptic Soy Broth) und 

eine längere Inkubationszeit (4 anstatt 2 h) und ist somit aufwendiger [94].  

Zusammenfassend sind neben der Testung mit Blutkulturen aus dem klinischen Alltag zur 

weiteren Evaluation der Protokolle auch Testungen mit zusätzlichen Spezies und 

Carbapenemasen innerhalb einer Multi-Center-Studie oder mehrerer Single-Center-

Studien notwendig. 
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3.2 Vergleich der Tests  

Alle Tests lieferten zuverlässige Ergebnisse in kurzer Zeit. In Tabelle 2 werden die Tests 

in den Aspekten Kosten, Zeitaufwand und Zuverlässigkeit verglichen. Hervorzuheben 

sind dabei der β-Carba-Test und der CIM-Test. Der β-Carba-Test lieferte bei geringstem 

Zeitaufwand die zuverlässigsten Ergebnisse nach dem CIM-Test. Der CIM-Test ist 

aufgrund des relativ hohen Zeitaufwandes zwar kein Schnelltest, bietet aber die 

zuverlässigsten Ergebnisse bei mit Abstand geringsten Kosten (Tabelle 2). 

Der β-Carba-Test qualifiziert sich somit insbesondere bei akuten Sepsisfällen mit 

sofortigem Handlungsbedarf dazu, in die Routinediagnostik integriert zu werden, 

wohingegen der CIM-Test ein äußerst geeignetes Verfahren zum flächendeckenden 

Carbapenemasescreening darstellen würde. Alle für den CIM-Test notwendigen 

Materialien sind in mikrobiologischen Laboren ohnehin vorhanden, wodurch dieses 

Testverfahren niederschwellig und universell eingesetzt werden kann. Verfahren, die 

derzeit unter anderem zum Carbapenemasescreening bzw. zur Bestätigung des Vorliegens 

einer Carbapenemase eingesetzt werden, weisen bezüglich der Blutkulturdiagnostik einen 

ähnlichen Zeitaufwand wie der CIM-Test auf, besitzen aber z.T. eine erheblich geringere 

Zuverlässigkeit. Je nach Hersteller liegt beispielsweise die Spezifität des Combination 

Disk Tests bei 61-80 % und die Sensitivität bei ca. 93 % [12, 92].  
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Tabelle 2: Vergleich der verschiedenen Carbapenemase-Tests.  

* Preis pro Testung  

**Angaben der Sensitivitäten und Spezifitäten jeweils in Prozent, sowie in Klammern den Quotienten aus 

den jeweiligen absoluten Zahlenwerten, bei n=104 Carbapenemase-positiven Stämmen und n=81 

Carbapenemase-negative Stämmen. 

 

  

  NP-Carba-Test 
Neo-Rapid 

Carb Kit 
β-Carba-Test CIM-Test 

Zeitaufwand 2-3 h 1,5-2 h 30-45 min 20-24 h 

Kosten* ca. 1,70 € ca. 2,12 € ca. 5,50 € ca. 0,75 € 

Sensitivität**  
99 %  

(103/104) 

99 % 

 (103/104) 

100 % 

(104/104) 

100 % 

(104/104) 

Spezifität** 
95 %  

(77/81) 

91 %  

(74/81) 

95 %  

(77/81) 

100 %  

(81/81) 
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4. Zusammenfassung 

Die Sepsis ist eine gefürchtete Komplikation von Infektionskrankheiten und hat nach wie 

vor eine hohe Letalität. Zu den häufigsten Erregern einer Sepsis gehören gramnegative 

Enterobakterien, insbesondere E. coli. Der zielgerichtete und schnelle Einsatz von 

Antibiotika ist maßgebend für die Prognose und gestaltet sich besonders bei 

Enterobakterien schwierig, die eine Carbapenemase produzieren.  

Für die schnelle Detektion von Carbapenemase-produzierenden Enterobakterien aus 

Blutkulturen steht derzeit als einzige ausreichend evaluierte Methode die PCR zur 

Verfügung. Dieses Verfahren ist kostenintensiv und benötigt eine anspruchsvolle 

apparative und personelle Ausstattung. Kostengünstigere Verfahren wie colorimetrische 

oder phänotypische Tests sind dagegen mit einer Analysezeit von mindestens 18-24 h sehr 

zeitintensiv. 

Ziel dieses Projekts war es, mittels colorimetrischen/phänotypischen Methoden ein 

schnelles Testverfahren zu entwickeln, um Carbapenemasen direkt aus einer positiven 

Blutkultur detektieren zu können. Hierbei wurden der NP Carba-Test, das Neo-Rapid 

Carb Kit, der β-Carba-Test und die Carbapenem Inactivation Method so modifiziert, dass 

sie ohne vorherige Kultivierung auf Festmedien eingesetzt werden konnten. 

Der zeitaufwendige Schritt der Kultivierung auf Fest-/ Flüssigmedien wurde durch ein 

Hämolyseverfahren ersetzt. Dies reduziert die Analysezeit auf eine Gesamtdauer von 30 

min bis 3 h. Für die Evaluierung der entwickelten Testprotokolle wurden Blutkulturen mit 

insgesamt 185 Bakterienstämmen beimpft und getestet.  

Die resultierenden Sensitivitäten der verschiedenen Testversionen lagen bei 99-100 % 

und die Spezifitäten bei 91-100 %. Die Verfahren stellen eine schnelle, kostengünstige 

und zuverlässige Methode dar und können ohne aufwendige molekularbiologische 

Ausstattung in allen mikrobiologischen Laboren eingesetzt werden. Dadurch kann eine 

schnelle Detektion von Carbapenem-resistenten Erregern und verbesserte Behandlung 

von Blutstrominfektionen durch diese Erreger erreicht werden. Der Einsatz dieser 

Verfahren kann zur Senkung der Letalität beitragen, insbesondere bei nosokomial 

erworbenen Blutstrominfektionen.  
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