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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Biologie und Phylogenie von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein Gram-negatives, bewegliches, monotrich begei3eltes
stabchenformiges Mitglied der y-Gruppe der Proteobakterien (Stackebrandt, 1999). Die
Oxidase-positive Spezies gewinnt als Nonfermenter unter oxischen wie anoxischen
Bedingungen Energie iiber Respiration. Besonders augenfillig sind die von P. aeruginosa-
Stimmen in unterschiedlichem Ausmall und variabler Kombination produzierten Pigmente
Pyozyanin (bldulich, nicht fluoreszierend), Pyoverdin (gelblich fluoreszierend), Pyomelanin
(braunlich bis schwirzlich) und Pyorubin (rot), welche als Siderophore fungieren. Das Genom
von P. aeruginosa, welches im Jahr 2000 komplett sequenziert wurde, ist mit 6,3 Megabasen
und 5570 Genen {iiberaus gro3 (Stover et al. 2000). Es verfiigt iiber eine Vielzahl an
Transportsystemen, sowie an Systemen zur Metabolisierung diverser
Kohlenstoffverbindungen. Bislang konnte noch bei keiner Spezies ein hoherer Anteil an
Regulatoren (fast eins von zehn Genprodukten) festgestellt werden. Entsprechend tiberragend
ist die Anpassungsfihigkeit von P. aeruginosa (als Ubersicht in Salyers u. Whitt, 2002).
Bereits geringste Mengen organischer Verbindungen ermdglichen dem geniligsamen
Bakterium das Uberleben. Dies hat zur Folge, dass die ubiquitire Spezies, deren natiirliches
Habitat Wasser, Boden und Pflanzen umfasst, auch im Krankenhaus nahezu allgegenwirtig ist
und u. a. durch die Prisenz in Wasserhdhnen, Siphons, Toiletten und unterdosierten

Desinfektionsmitteln sehr schnell zu ernsthaften Hygieneproblemen fiihren kann.

1.2 Bedeutung von P. aeruginosa als Krankheitserreger

Eine transiente Kolonisierung des menschlichen Koérpers durch P. aeruginosa ist nicht
ungewOhnlich. Charakteristisch fiir einen opportunistischen Krankheitserreger ruft das
Bakterium ausschlieBlich Infektionen hervor, wenn in der Wirtsabwehr Liicken jeglicher Art
auftreten (als Ubersicht in Salyers u. Whitt, 2002). Dementsprechend breit gefichert ist das
Spektrum an durch P. aeruginosa verursachten Infektionen, welches durch moderne
Errungenschaften der Medizin wie z.B. chirurgische Eingriffe oder Kontaktlinsen erweitert
wurde. So werden u. a. Augeninfektionen bei Kontaktlinsentrdgern, Verbrennungs- und
Wundinfektionen, Sepsen nach chirurgischen Eingriffen, Harnwegsinfektionen bei
Dauerkatheter-Tragern und Lungeninfektionen bei kiinstlich beatmeten Patienten durch das
ubiqitire Bakterium verursacht. P. aeruginosa verfiigt tiiber ein Arsenal an

Pathogenitétsfaktoren, von denen zwei mit herausragender Bedeutung fiir die Infektion der
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Lunge zu nennen sind: Die Serin-Protease LasA und die Zink-Metalloprotease LasB bauen
Elastin ab, welches nahezu 30 % des Proteingehalts der Lunge stellt (Galloway, 1991). Ein
einzigartiger Pathogentitsfaktor bei P. aeruginosa ist die Produktion von Alginat (Rehm u.
Valla, 1997). Das acetylierte Polymer aus Manuron- und Guluronsiure umgibt die Zelle als
ein viskoses Gel und verleiht Kolonien eine mukoide Morphologie. Die komplex regulierte
Alginatproduktion geht mit der Bildung von &uBlerst viskosen Biofilmen einher, welche
gleichermallen eine physikalische Barriere fiir Phagozyten und Antibiotika darstellt.

Eine besondere Rolle wird P. aeruginosa als Erreger akuter nosokomialer, d. h. im
Krankenhaus erworbener, Infektionen zuteil. Betroffen sind insbesondere immunsupprimierte
Patienten in der Intensivmedizin. Die Prdvalenz von nosokomial infizierten Patienten auf
Intensivstationen liegt bei etwa 15 bis 25% (Riiden et al., 1996 und Vincent et al., 1995),
wobei eine Mortalitit von 16,3% erreicht wird (Sanchez-Velazquez, 2006). Untersuchungen
des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS) ergaben, dass in Deutschland P.
aeruginosa 9,7% dieser Infektionen hervorruft und damit nach Staphylococcus aureus
(13,3%), Enterococcus spp. (11,0%) und E. coli (11%) der vierthdufigste Erreger
nosokomialer Infektionen ist (Steinbrecher, et al., 2000). Bei der hdufigsten nosokomialen
Infektion auf Intensivstationen, der Beamtungs-assoziierten Pneumonie, war P. aeruginosa
mit 11,1% als zweithdufigster Erreger nach S. aureus (16,6%) nachzuweisen. Dariiber hinaus
sind tiber 90% der Todesfille bei Patienten mit cystischer Fibrose auf chronische P.-
aeruginosa-Infektionen der Lunge zuriickzufiihren (siehe unten, Cystic Fibrosis Foundation,

2002).

1.2.1 Cystische Fibrose

Bei der cystischen Fibrose (CF), auch Mukoviszidose genannt, handelt es sich um die
héufigste autosomale, rezessiv vererbbare Stoffwechselkrankheit (Koch u. Hoiby, 1993). In
Deutschland ist eine von 2000 Geburten betroffen. Die Krankheit &dufBlert sich in
Funktionsstorungen aller exokrinen Driisen, wobei in der Lunge und im Gastrointestinaltrakt
grole Mengen viskoser Sekrete produziert werden. In der Lunge fiihrt dies zu einer
progressiven Erkrankung mit partieller bis vollstindiger Verstopfung. Noch vor wenigen
Dekaden starben CF-Patienten im frithen Kindesalter auf Grund einer unzureichenden
Absorption von Néhrstoffen. Heute erreichen sie das junge Erwachsenenalter, wihrend dessen
in fast allen Féllen die Lunge chronisch durch P. aeruginosa infiziert wird. Im Zuge dieser
Infektion vollzieht sich eine autarke Evolution eines Stammes in der Lunge des Patienten,
wobei eine phénotypische Adaption beobachtet werden kann und haufig iiber Jahre hinweg

wenige verwandte Stdmme (Subklone) nachweisbar bleiben, deren Eradikation sich als
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formlich unmoglich erweist (Romling, 1994). Fiir gewohnlich werden CF-Patienten
unabhéngig voneinander von nicht miteinander verwandten Stammen infiziert. In den letzten
Jahren wurde in einigen Fillen die klonale Ausbreitung von hochvirulenten multiresistenten
P.-aeruginosa-Stimmen bei CF-Patienten nachgewiesen. In diesem Zusammenhang tut sich
der Liverpool Epidemic Strain (LES) besonders hervor, welcher in einer britischen Studie in
48% von 31 CF-Zentren nachzuweisen war und nicht nur bei CF-Patienten Superinfektionen
sondern auch bei zwei nicht-CF-Patienten Infektionen zu verursachen vermochte (Cheng,

1996, Jones et al. 2001, Scott, 2004, McCallum et al. Lancet 2001, McCallum et al. 2002).

1.2.2 Mutatorphinotyp

Fiir die Evolution von P.-aeruginosa-Stdimmen wéhrend der chronischen Infektion der Lunge
von CF-Patienten scheint der Mutatorphinotyp eine zentrale Rolle zu spielen (Oliver et al.,
2000). Der Mutatorphdnotyp ist gekennzeichnet durch eine erhdhte spontane Mutationsrate,
die zumeist auf Defekten in Genen beruht, welche in das DNA methyl-directed mismatch
repair system (MMR System) involviert sind. Dieses Reparatursystem ist ubiqutdr bei pro-
und eukaryontischen Zellen und dient u. a. der Korrektur von bei der Replikation
entstandenen Fehlern (Schofield u. Hsieh, 2003). Bei klinischen P.-aeruginosa-Stammen
wurden Defekte in den MMR Genen mutS, mutL oder uvrD als Ursache fiir die Auspridgung
eines Mutatorphénotyps identifiziert (Oliver et al., 2002). In E. coli konnte die Funktion
dieser Genprodukte bestimmt werden (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1 Schema zur Funktionsweise des MMR Systems

HyC— H;C— H;C—

L L =)

MutS '

MutL
Endonuklease l
H;C— c MutH  H,c— HsC—
Helikase ‘ ‘

uvrD :

Dargestellt ist ein DNA-Doppelstrang nach der Replikation. Der linke methylierte Strang diente als
Matritze, der rechte neu synthetisierte Strang enthiilt eine Insertion. Ndhere Erliuterungen siche Text.
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MutS erkennt nicht-komplementére Basenpaare sowie Insertionen und Deletionen in einem
Umfang von 1-4 Nukleotiden. Im Folgenden rekrutiert MutS MutL, um einen Komplex zu
bilden, welcher die Aktivierung von MutH, einer Endonuklease, und einer DNA Helikase II
(entspricht dem uvrD Genprodukt) bewirkt.

In einer Studie aus dem Jahr 2000 wurde bei elf von 30 chronisch infizierten CF-Patienten
(37%) ein P.-aeruginosa-Mutatorstamm nachgewiesen, wiahrend bei 75 Patienten ohne diese
Erbkrankheit und mit akuten Infektionen kein Stamm mit Mutatorphénotyp gefunden wurde
(Oliver et al. 2000). Die (Rifampicin-Resistenz vermittelnde) spontane Mutationsfrequenz der
Mutatorstimme war im Vergleich zu der der Wildtypstimme um ca. zwei Zehnerpotenzen
erhoht (3,2ﬂ:2,5x10'6 versus 2,9i2,5X10'8). Nachfolgende Untersuchungen mit Stimmen, die
gleichfalls chronische Lungeninfektionen bei Patienten mit anderen zu Grunde liegenden
Erkrankungen (Bronchiektasie (dauerhafte Erweiterung von Bronchialdsten) und Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (chronische obstruktive pulmonale Krankheit (COPD))
verursachten, lieferten mit 17 von 30 durch Mutatorstimme infizierten Patienten (57%)
vergleichbare Ergebnisse (Macid et al. 2005). Es wurde postuliert, dass erhohte
Mutationsfrequenzen in der Adaption an eine heterogene und fluktuierende Umwelt, wie sie
in der Lunge eines chronisch infizierten Patienten nicht zuletzt durch hiufige und wechselnde
Behandlungen mit Antibiotika vorliegt, einen Selektionsvorteil mit sich bringen. Der
Mutatorphdnotyp scheint eine Schliisselfunktion fiir eine lang andauernde Persistenz zu
spielen und wurde als treibende Kraft bei der Entwicklung von Multiresistenz bei chronischen
Infektionen identifiziert. Bei akuten Infektionen hingegen scheinen Mutatorstimme duferst
selten zu sein. In einer Studie mit Isolaten von akut infizierten Intensivpatienten konnten
keine Hinweise auf die Koselektion von Hypermutation und Antibiotikaresistenz gefunden

werden (Gutiérrez et al. 2004).

1.3 Natiirliche Resistenz von P. aeruginosa

Die natiirliche Resistenz bei P. aeruginosa resultiert aus dem Zusammenspiel dreier
Eigenschaften: Der im Vergleich zu anderen gram-negativen Krankheitserregern geringeren
Permeabilitit der duleren Membran, dem Vorhandensein von Breitspektrum-Effluxsystemen
und der Ausstattung mit einer chromosomal kodierten, induzierbaren AmpC-p-Laktamase (L1
et al. 2000, Sanders u. Sanders, 1992). In der Vergangenheit wurde allein der verminderten
Permeabilitdt der duleren Membran, die um 92% geringer als bei E. coli ist, die natiirliche
Resistenz von P. aeruginosa zugerechnet. Diese Bedeutung wurde mit der Entdeckung der

Efflux-Systeme relativiert (Nikaido, 1996).



EINLEITUNG 5

Bei P. aeruginosa konnten bislang sieben Effluxsysteme der Resistance-Nodulation/(Cell)-
Division (RND) -Familie charakterisiert werden. Bezeichnend fiir diese Systeme ist ein sehr
breites Spektrum an Substraten, die strukturell keinesfalls verwandt sind. Es wurde neben
dem Transport diverser Antibiotika auch ein Transport von Biociden, organischen
Losungsmitteln, toxischen Sduren und Lipiden, metabolischen Inhibitoren und Quorum-
Sensing-Effektor-Molekiilen durch Mitglieder der RND Familie nachgewiesen (als Ubersicht
in Morita et al., 2006). Es handelt sich um 3-Komponenten-Systeme, die sich aus einem die
Zytoplasmamembran durchspannenden Protonenpotential nutzenden Antiporter (z.B. MexB),
einem Tunnel-bildenden Protein (auch Efflux-Porin genannt) in der duleren Membran (z.B.
OprM) und einem Membranfusionsprotein im Periplasma (z.B. MexA) zusammensetzen

(Nikaido, 1996).

Abbildung 1.2. Aufbau von RND-Effluxsystemen

(a) Anhand von Kristallstrukturen entworfenes Modell zum AcrB—AcrA—TolC Effluxsystem von E. coli
(Murakami et al., 2002). (b) Schema zu den entprechenden Komponenten der RND-Effluxsysteme bei P.
aeruginosa am Beispiel von MexAB-OprM. AcrB, MexB: Antiporter; TolC, OprM: Tunnel-bildendes
Protein; AcrA, MexA: Membranfusionsprotein; OM: duflere Membran, CM: Zytoplasmamembran.

Outer
(4 membrane

OprM

oM

MexA

Inner
> membrane CM

(a) ‘ (b) MexB

Fiir vier der Effluxsysteme - MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ und MexEF-OprN
- wurde eine signifikante Bedeutung bei der natiirlichen sowie der durch Mutation

erworbenen Resistenz nachgewiesen (Kdhler et al., 1997, Mine et al., 1999, Poole et al., 1993,
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1996). MexAB-OprM und MexXY-OprM werden konstitutiv auf niedrigem Niveau
produziert und tragen zur natilirlichen Resistenz beim Wildtyp bei. MexCD-OprJ und MexEF-
OprN dagegen werden nicht beim Wildtyp produziert und spielen keine Rolle fiir die
natiirliche Resistenz (Aires et al., 1999, Gotoh et al., 1994, Hosakah et al., 1995 , Kohler et
al., 1997). Die Strukturgene der individuell regulierten Effluxsysteme sind in Operons
organisiert, welche jeweils unter der Kontrolle eines in umgekehrter Leserichtung kodierten
Regulators stehen (Abbildung 1.3). Bis auf MexT, dem Regulator des mexEF-OprN-Operons,

fungieren diese als Repressoren.

Abb. 1.3: Schema zur Regulation der untersuchten Effluxsysteme, Eriduterungen siche Text.

£y

mexR| | mexA | mexB | oprM
-

nfxB | | mexC | mexD | oprJ

Ly
mexZ| | mexX | mexY

+

ONY
mexS ||meXT | mexE | mexF | oprN

Nicht zuletzt gehort die chromosomale AmpC-B-Laktamase zu den natiirlichen

Resistenzmechanismen bei P. aeruginosa. Das induzierbare Enzym, welches gegeniiber allen
handelsiiblichen B-Laktamase-Hemmern unempfindlich ist, hydrolysiert {iber einen Serin-Rest
im katalytischen Zentrum diverse B-Laktame (Livermore, 1995). Es vermittelt natiirliche
Resistenz gegeniiber Ampicillin und sog. narrow-spectrum Cephalosporinen (= Gruppe 1 der
Cephalosporine mit eingeschranktem Wirkspektrum gegeniiber Gram-negativen Bakterien,
Vogel et al., 1999), die gegeniiber dem Enzym labil sind und es zugleich stark induzieren.
Piperacillin und Ceftazidim sind schlechtere Induktoren der AmpC-B-Laktamase. Da die
Substanzen weniger labil sind, bleibt beim Wildtyp eine Wirksamkeit gewdhrleistet.
Carbapeneme induzieren die Expression von AmpC stark, sind aber nur marginal (Imipenem)
oder in keiner Form (Meropenem) labil gegeniiber dem Enzym (Livermore, 1995). Die
Induktion der AmpC-B-Laktamase erfolgt durch einen komplexen Mechanismus. Das

verantwortliche System wurde fiir Enterobacteriaceen (Enterobacter cloacae und Citrobacter
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freundii) aufgeklart. Spdter konnten die beteiligten Strukturen auch in P. aeruginosa
nachgewiesen werden (Langaee et al. 1998, 2000). Die Induktion wird bei den
Enterobacteriaceen nach dem folgenden Prinzip bewirkt: Durch die Aktivitdt des B-Laktams
kommt es zu einem Ungleichgewicht im Mureinstoffwechsel (siehe unten). Unter Einflul des
induzierenden B-Laktams akkumulieren Abbauprodukte des Mureins, die iiber eine Permease,
AmpG, ins Cytoplasma transportiert werden, um sie dem Peptidoglykan-Recycling
zukommen zu lassen. Dort werden sie unter anderem durch die N-Acetyl-Anhydromuramyl-
L-Alanin-Amidase AmpD gespalten. Ist AmpD durch grofle Substratmengen abgesittigt, so
induziert eines der Substrate, vermutlich das Anhydro-Murosaccharid-Pentapeptid die
Expression von AmpC. Die Induktion erfolgt durch die Wechselwirkung des Signalmolekiils
mit dem Transkriptionsregulator AmpR. Dieser Regulator dient normalerweise unter der
Bindung eines Mureinvorldufermolekiils als Repressor von ampC. Vermutlich verdringt das
Signalmolekiil unter induzierenden Bedingungen das Mureinvorldufermolekiil vom
Regulator, wodurch AmpR zum Aktivator des B-Laktamase-Gens werden kann (als Ubersicht
in Wiegand, 2003).

Kiirzlich wurde in P. aeruginosa eine weitere chromosomal kodierte p-Laktamase
charakterisiert, die nicht signifikant zur natiirlichen Resistenz beizutragen scheint (Girlich et
al. 2004). Die Oxacillinase OXA-50 (Annotationsnummer PAS5514 des Pseudomonas
Genome Project, http://www.pseudomonas.com/), die ein Jahr spéter erneut unter dem Namen
PoxB (Pseudomonas Oxacillinase) verdffentlicht wurde (Kong et al. 2005), wird im
Gegensatz zu anderen chromosomalen Oxacillinasen konstitutiv gebildet und hydrolysiert u.
a. Ampicillin, Benzylpenicillin, Piperacillin und, wenn auch auf sehr niedrigem Niveau,
Imipenem. Die Verwandtschaft von OXA-50 zu anderen Oxacillinasen ist recht gering, die
grofte Homologie besteht mit OXA-23 und OXA-27 von Acinetobacter baumannii.

Aus dem Zusammenspiel der niedrigen Permeabilitit der dulleren Membran, der konstitutiv
auf niedrigem Niveau exprimierten Effluxsysteme MexAB-OprM und MexXY-OprM und der
chromosomalen AmpC-B-Laktamase resultiert der natiirliche Resistenzphidnotyp von P.
aeruginosa. Dieser zeichnet sich durch Resistenz gegeniiber den folgenden B-Laktamen aus:
Aminopenicilline, (auch in Kombination mit der als B-Laktamase-Hemmer eingesetzten
Clavulanséure), Cephalosporine der Gruppen 1 und 2 (wie Cefazolin und Cefuroxim) sowie
Cephalosporine der Gruppe 3a (wie Cefotaxim und Ceftriaxon). Dariiber hinaus wird
Resistenz gegeniiber Tetrazyklinen, Chloramphenicol, Makroliden und Lincosamiden

vermittelt.
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1.4 Therapie von P.-aeruginosa-Infektionen

Auf Grund der natiirlichen Resistenz von P. aeruginosa steht dem behandelnden Arzt nur ein
beschrinktes Arsenal an Antibiotika fiir die Therapie zur Verfiigung. Zu diesem zdhlen
folgende P-Laktame: die Carbapeneme Imipenem und Meropenem, das Ureidopenicillin
Piperacillin, das Carboxypenicillin Ticarcillin und das Cephalosporin Ceftazidim.
Desweiteren konnen auf Grund der natiirlichen Sensibilitdt von P. aeruginosa Chinolone
(Ciprofloxacin) und Aminoglykoside (Gentamicin) eingesetzt werden.

An dieser Stelle sollen die p-Laktame Ceftazidim und Meropenem, welche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fiir die Simulationen therapeutischer Bedingungen im in-vitro Modell
(siehe 2.2.9) ausgewdhlt wurden, vorgestellt werden. Ceftazidim wurde 1984 auf den Markt
gebracht und zihlt zur Gruppe 3b der Cephalosporine (Vogel et al., 1999). Die Substanz
zeichnet sich im Gegensatz zu vielen anderen Cephalosporinen durch Aktivitit gegeniiber P.
aeruginosa aus, eine Monotherapie wird allerdings nicht uneingeschrinkt empfohlen, da der
Substanz ein hohes Resistenzselektionspotiential zugeschrieben wird (Cunha, 2002).
Meropenem wurde 1996 zugelassen und gilt als Reservesubstanz zur initialen Behandlung
lebensbedrohlicher Krankheitsverldufe. Bei dem Carbapenem handelt es sich um ein
Breitspektrum Antibiotikum, das gute Wirksamkeit gegeniiber Gram-positiven und Gram-
negativen Erregern einschlieBlich der Anaerobier aufweist und zugleich iiber ein sehr geringes

Resistenzselektionspotential verfligt (Vogel et al., 1999, Cunha, 2002).

1.5 Erworbene Resistenz

Erworbene Resistenzmechanismen konnen bei P. aeruginosa Resistenz bzw. eine verminderte
Empfindlichkeit gegeniiber allen oben genannten zur Therapie geeigneten Substanzen
vermitteln. In der Abbildung 1.4 ist eine P.-aeruginosa-Zelle schematisch dargestellt, in der
alle Strukturen, die von Resistenz vermittelnden Mutationen betroffen sein kdénnen, sowie
exemplarisch einige erworbene Resistenzdeterminanten zusammengefasst sind. Je nach
Mechanismus und Mechanismuskombination treten diverse Kreuzresistenzen auf, welche in

einem Multiresistenzphénotyp resultieren konnen.

1.5.1 Durch Mutation erworbene Resistenz

Zu den durch Mutation erworbenen Resistenzmechanismen zihlen die Uberexpression bzw.
Expression der Efflux-Systeme MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-Opr] und MexEF-
OprN, die Uberexpression der chromosomalen AmpC-B-Laktamase, die verminderte
Expression bzw. der Verlust des in der d&ulleren Membran lokalisierten Porins OprD und die

Modifikationen der Typ-II-Topoisomerasen. Die Uberexpression bzw. Expression der Efflux-
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Systeme fiihrt zu Kreuzresistenz bzw. verminderter Empfindlichkeit gegeniiber einer Reihe
von B-Laktamen (Piperacillin, Ticarcillin, Ceftazidim, Meropenem), Aminoglykosiden und
Chinolonen (als Ubersicht in Livermore, 2002). Die Derepression von ampC vermittelt
Kreuzresistenz bzw. verminderte Empfindlichkeit gegeniiber Piperacillin, Ticarcillin und
Ceftazidim (Livermore, 1995). Der Verlust von OprD hingegen fiihrt nur bei Carbapenemen
zu verminderter Empfindlichkeit, und Modifikationen bei Typ-II-Topoisomerasen

verursachen nur gegeniiber Chinolonen Resistenz (Livermore, 2002).

Abbildung 1.4: Schematische Ubersicht zu den erworbenen Resistenzmechanismen bei P. aeruginosa,
Erliduterungen siehe Text.

Q) Carbapeneme AmpC B-Laktamase ~__ Innere
O d E B-Laktamasen VM VIM-2 &-Laktamase* S porons Membran
er
S } andere opD B ~—AuRere
B-Laktame ux Membran
Aminoglykosid- Acetyltransferase* systeme
D ami i 109 DNS
Aminoglykoside modifizierende Enzyme
y o] DNA-Gyrase ) Efflux-
. Topoisomerase IV I Integron geringe
[ Fiuorchinolone  §8 Typ-Il-Topoisomerasen p Permeabilitéit system
*exemplarisch fir weitere Enzyme

1.5.1.1 Uberexpression von Effluxsystemen

Die  Uberexpression von MexAB-OprM ist ein  hdufiger und  wichtiger
Resistenzmechanismuns bei P. aeruginosa und wird zumeist durch Mutationen im Repressor
MexR des mexA-mexB-oprM Operons (na/B-Mutanten) verursacht. MexR ist ein Mitglied der
MarR-Familie, umfasst 147 Aminosdure-Reste und koreguliert die Expression des eigenen
Gens sowie die von mexA-mexB-oprM. Diese Koregulation geschieht durch Bindung von
MexR als Homodimer im Intergenbereich zwischen mexR und mexA, in dem die gemeinsame
Operator-Promotor- Region lokalisiert ist. (Evans et al.,, 2001). Das Gen oprM, welches

innerhalb des Operons unmittelbar hinter dem mexB lokalisiert ist, kann zusammen mit den
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beiden anderen Strukturgenen oder unabhéngig von diesen, liber einen innerhalb der mexB-
Sequenz liegenden Promotor exprimert werden (Zhao et al. 1998). Unléngst konnten zwei
weitere, seltenere Mechanismen identifiziert werden, die eine Uberexpression von MexAB-
OprM verursachen: Modifikationen in NalC (Annotationsnummer PA3721), dem zur TetR-
Familie zdhlenden Repressor eines Operons mit zwei Genen PA3720-PA3719, verusachen
offensichtlich durch die erhdhte Expression von PA3719 eine Uberexpression von MexAB-
OprM (nalC-Mutanten, Cao et al. 2004). In nalD-Mutanten sind Modifikationen in einem
Repressor PA3574 (NalD), der wahrscheinlich ebenfalls der TetR-Familie zuzuordnen ist, fiir
eine Uberexpression des Effluxsystems verantwortlich (Sobel et al. 2005).

Die Uberexpression von mexX und mexY, den Strukturgenen des Membranfusionsproteins und
des Antiporters des Effluxsystems MexXY-OprM, wird wie bei na/C-Mutanten durch
Modifikationen im Repressor des gemeinsamen Operons, MexZ, verursacht. MexZ gehdrt
ebenso wie NalC zur TetR-Familie und bindet als Homodimer am Operator des Operons.
Bemerkenswert ist, dass das MexXY-OprM Effluxsystem als einziges der bei P. aeruginosa
relevanten Effluxsysteme Aminoglykoside aus der Zelle schleusen kann. Dariiber hinaus ist es
das einzige System, das durch ein Antibiotikum induzierbar ist und wird in Zusammenhang
mit der adaptiven Aminoglykosid-Resistenz gebracht, welche bei P. aeruginosa beobachtet
wurde (Hocquet et al., 2003). Eine unmittelbare Induzierung durch Aminoglyoside als
Liganden von MexZ konnte ausgeschlossen werden, der Mechanismus der Induzierung harrt
noch seiner vollstdndigen Autkldrung (Morita et al., 2006).

Die Expression des beim Wildtyp nicht exprimierten Effluxsystems MexCD-Opr] ist auf
Modifikationen im Repressor NfxB zuriickzufithren. NfxB gehort zur Familie der Lacl/GalR-
Repressoren (Poole et al. 1996), welche wie die oben genannten Regulatoren als Homodimer
am Operator des Operons binden. Fiir nfxB-Mutanten wurde eine Hypersensibilitit gegeniiber
dem Carbapenem Imipenem festgestellt (Masuda et al. 1996), deren Ursache noch ungeklért
ist. Eine Beteiligung von AmpC und OprD konnte aber bereits ausgeschlossen werden
(Wolter et al. 2005).

Das Operon, welches fiir die Strukturgene von MexEF-OprN kodiert, wird im Gegensatz zu
den anderen relevanten Effluxsystemen durch MexT positiv reguliert. Bei sogenannten nfxC-
Mutanten kommt es zu einer Koregulation von MexEF-OprN und dem Porin OprD, welches
in der duBBeren Membran lokalisiert ist (siche unten). Dabei wird die Expression des Efflux-
Systems hochreguliert und die Expression des Porins OprD hochstwahrscheinlich auch auf
transkriptionaler Ebene herunterreguliert (Kohler et al., 1999, Ochs et al., 1999). MexT gehort

zur Familie der LysR-Regulatoren, der grofiten prokaryontischen Regulator-Familie deren



EINLEITUNG 11

Mitglieder als Homodimer oder Homotetramer agieren (Maseda et al., 2000). Kiirzlich wurde
nachgewiesen, dass es nur dann zur Expression von MexEF-OprN kommt, wenn MexT intakt
ist und in MexS, einer Oxidoreduktase, die unmittelbar vor mexT kodiert wird und unter
Kontrolle von MexT steht, Modifikationen vorliegen (Sobel et al., 2005). Dies ist das erste
Beispiel fiir eine Verdnderung in einem nicht regulatorischen Locus, der fiir die

Uberexpression eines Effluxsystems in P. aeruginosa verantwortlich ist.

1.5.1.2 Verlust des Porins OprD

Der héufigste Resistenzmechanismus gegeniiber Carbapenemen bei P. aeruginosa ist der
Verlust des Porins OprD (outer membrane proteine), welcher zumeist auf Mutationen in oprD
beruht (Pai et al., 2001). Dabei kommt es zur Resistenz gegeniiber Imipenem, aber nur zu
verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Meropenem. Porine sind wassergefiillte Tunnel, die
die duBere Membran durchspannen und fiir die Semipermeabilitit der Membran
verantwortlich sind. OprD gehort zu den substratspezifischen Porinen und dient der
Aufnahme von basischen Aminosduren. Fiir kleinere Substrate scheint es aber auch als
unspezifisches generelles Porin zu fungieren (Hancock u. Brinkman, 2002). OprD umfasst
420 Aminosédurereste und besteht aus 16 antiparallelen B-Faltbléttern, welche durch acht
kurze periplasmatische Windungen und acht externen ldngere Schleifen (L1-L8) verbunden
sind. Wéhrend die Schleifen L2 und L3 fiir die Bindung von basischen Aminosduren und
Imipenem verantwortlich gemacht werden, wird vermutet, dass L7 die Empfindlichkeit
gegeniiber Meropenem moduliert (Huang et al., 1995, Huang u. Hancock, 1996, Ochs et al.,
2000, Epp et al.,, 2001). In einer Studie von 2002, in welche insgesamt 55 weltweit
gesammelte klinische und aus der Umwelt stammende Isolate von P. aeruginosa einbezogen
worden waren, wurde fliir OprD eine auf Rekombinationsereignissen beruhende
Mosaikstruktur nachgewiesen. Diese Mosaikstruktur war auf intraspezifische (und evtl. auch
interspezifische) rekombinatorische Austausche in einer Grofenordnung von 100-300 bp
zurlickzufiihren. Anhand Aminoséure-Sequenzhomologien wurden dabei drei OprD-Gruppen
(A, B, C,) mit Homologien von 88-93% zusammengefasst, wobei die Gruppe C wiederum in

zwei Untergruppen C1 und C2 aufgeteilt werden konnte (Pirnay et al., 2002).

1.5.1.3 Uberexpression von AmpC

Eine aktuelle Studie mit klinischen Stimmen ergab, dass eine konstitutive Uberexpression der
chromosomalen AmpC-B-Laktamase bei P. aeruginosa zumeist durch Inaktivierung der
Amidase AmpD (siehe 1.3) verursacht wird und Mutationen im Regulator AmpR keine Rolle

spielen (Juan et al., 2005). Desweiteren zeigte die Studie auf, dass AmpE, dessen Gen
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zusammen mit ampD auf einem bicistronischen Operon kodiert wird und als sensorisches
Transduktionsmolekiil agieren soll, eine indirekte Rolle bei der Induktion spielt. Zuletzt
wurde postuliert, dass weitere unbekannte Genprodukte in die Uberexpression der

chromosomalen AmpC-f-Laktamase bei P. aeruginosa involviert sind.

1.5.1.4 Typ-1I-Topoisomerasen DNA-Gyrase und Topoisomerase IV

Modifikationen in den Zielstrukturen, den Typ-II-Topoisomerasen DNA-Gyrase und
Topoisomerase IV, sind die hdufigsten Resistenzmechanismen gegentiber Fluorchinolonen bei
P. aeruginosa (Jalal u. Wretlind, 1998). Diese Modifikationen werden durch Mutationen in
den Genen gyrd, gyrB, parC und parE verursacht. Die meisten dieser Mutationen sind in
dem Gen gyrd4 lokalisiert. Dieses Gen kodiert fiir die A-Untereinheit der DNA-Gyrase, der
primdren Zielstruktur der Fluorchinolone bei Gram-negativen Bakterien. Diese Mutationen
liegen zumeist innerhalb der QRDR (quinolone resistance-determining region) und betreffen
die Codons 83 und 87, die fiir die Aminosduren Threonin und Aspartat kodieren. Fiir das
Erreichen hoher Fluorchinolonresistenz sind bei P. aeruginosa neben Doppel-Mutationen in
gyrA auch Modifikationen in der ParC-Untereinheit der Topoisomerase 1V, der sekunddren

Zielstruktur der Chinolone, essentiell.

1.5.2 Durch erworbene Resistenzgene vermittelte Resistenz

Uber mobile genetische Elemente werden Resistenzgene in die Zelle eingebracht (1.5.2.4).
Unter diesen sind Aminoglykosid-modifizierende Enzyme und zusitzliche B-Laktamasen fiir

die Resistenz von P. aeruginosa von besonderer Bedeutung.

1.5.2.1 Aminoglykosid-modifizierende Enzyme

An  Aminoglykosid-modifizierenden =~ Enzymen (AME) treten  Acetyltransferasen,
Nukleotidyltransferasen und Phosphorylasen auf, die spezifische Amino- und
Hydroxylgruppen der Aminoglykoside modifizieren und dadurch die Affinitdt des
Antibiotikums an seine Zielstruktur signifikant reduzieren (Poole, 2005). N-
Acetyltransferasen (AAC) nutzen Acetyl-CoenzymA als Donor und greifen Amino-Gruppen
an, O-Nukleotidyltransferasen (AAD oder ANT) und O-Phosphotransferasen (APH) hingegen
bedienen sich des ATPs als Donor und modifizieren Hydroxyl-Gruppen (Mingeot-Leclercq et
al., 1999). Kiirzlich wurde die Variante einer N-Acetyltransferase (AAC(6’)-Ib-cr)
identifiziert, die neben Aminoglykosiden auch Chinolone zu modifizieren vermag und
dadurch gegeniiber zwei nicht verwandten Antibiotika-Gruppen zugleich Resistenz vermittelt

(Robicsek et al., 2006). Die Gene Aminoglykosid-modifizierender Enzyme sind hiufig
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Plasmid-kodiert oder auf Transposons und in z. T. hoher Stiickzahl als Genkassetten in

Integrons (siche unten) lokalisiert.

1.5.2.2 Erworbene p-Laktamasen

Unter den p-Laktamasen wird eine &uBlerst heterogene Gruppe von Enzymen
zusammengefasst, welche f-Laktame durch Hydrolyse inaktivieren. Diese Hydrolyse erfolg
bei Serin-fB-Laktamasen iiber einen katalytischen Serin-Rest und bei Metallo-f-Laktamasen
mit Hilfe von bivalenten Zn*“-Ionen im katalytischen Zentrum. Eine Einteilung der f-
Laktamasen in verschiedene Gruppen wird mit Hilfe des Klassifizierungssystems von Bush,
Jacoby und Madeiros (BJM) entsprechend der Substratprofile und der Empfindlichkeit
1995).
Klassifizierung nach Ambler beruht auf Ubereinstimmungen in der Aminosiuresequenz und

liefert dhnliche Ergebnisse (Ambler, 1980).

gegeniiber [(-Laktamase-Inhibitoren vorgenommen (Bush et al., Die éltere

Tabelle 1.1: Klassifizierung der f-Laktamasen (Bush, 2001)

BJM- | Unter- | Ambler- . .
Eigenschaften Beispiel
Gruppe | gruppe | Klasse Substrate Hemmung
chrgmosomal kO.dICI‘t alle p-Laktame .
bei Gram-negativen keine Hemmung
1 C . auBer den N AmpC
Bakterien, auch auf Carbapenemen durch Clavulansédure
Plasmiden lokalisiert p
zumeist durch
AD Clavulansdure
hemmbar
2a A Penicillinasen Penicilline BlazZ
. Penicilline, Breit-
2b A Breit-Spekirum- Spektrum TEM-1
B-Laktamasen .
Cephalosporine
B-Laktamasen mit Oxyimino- TEM-3 bis
2be A erweitertem Spektrum | Cephalosporine TEM-20, SHV-
2 (ESBL) und Monobaktame 2, PER, VEB
2br A Breit-Spektrum- nicht durch TEM-30-TEM-
B-Laktamasen Inhibitoren hemmbar 40
- s PSE-1,
2¢ A Carbenicillinasen Carbenicillin PSE-4
2d D sehr heterogene Gruppe Cloxacillin OXA-1
. . durch Clavulansiure
2e A Cephalosporinasen Cephalosporine hemmbar FPM-1
2f A Serin-Carbapenemasen | Carbapeneme durch Clavulansdure GES-1
hemmbar
alle B-Laktame nicht durch
3 3a,3b,3c B Metallo-Enzyme auBer den Clavulanséiure VIM-2
Monobaktamen hemmbar
4 Unsequenzierte Enzyme, welche nicht in die anderen Gruppen
B einzuordnen sind.

-: unbekannt
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Neben der chromosomalen AmpC-B-Laktamase (und OXA-50) kann P. aeruginosa eine
Vielzahl an erworbenen B-Laktamasen akquirieren: PSE-1- und PSE-4-B-Laktamasen sind bei
P. aeruginosa am hiufigsten nachzuweisen (Livermore, 2002). Bei diesen Enzymen handelt
es sich um Carbenicillinasen (BJM-Gruppe 2c¢), die durch Clavulansidure gehemmt werden.
Seltener werden, die bei Enterobacteriaceen sehr verbreiteten TEM-B-Laktamasen (BJM-
Gruppe 2b) oder OXA- (BJIM-Gruppe2d) Oxacillinasen nachgewiesen.

Konnen diese B-Laktamasen noch durch den Einsatz von Carbapenemen, Ceftazidim,
Cefepim und Monobaktamen umgangen werden, so sind die Therapiemoglichkeiten
gegeniiber extended-spectrum-f-Laktamasen (ESBL), die immer hdufiger und in immer
neuen Varianten bei P. aeruginosa auftreten, sehr eingeschrankt. Zu diesen zédhlen die TEM-
und SHV-Enzyme, deren Substratspektrum durch Aminosdureaustausche erweitert wurde,
sowie die bislang nur vereinzelt auftretenden PER- und VEB--Laktamasen, die allesamt als
ESBL-Klasse-A-B-Laktamasen der BJIM-Gruppe 2be bezeichnet werden (Poirel et al., 2004).
Die genauso Kklassifizierten CTX-M-Cefotaximasen gewinnen zusehends an klinischer
Relevanz, ohne bislang in P. aeruginosa detektiert worden zu sein. Je nach ES-B-Laktamase
kénnen nur noch Carbapeneme oder Monobaktame eingesetzt werden (Wiegand, 2003, Poirel
et al., 1999).

Allerdings wurden in P. aeruginosa auch Carbapenemasen detektiert, zu denen die selten
auftretenden GES- (BJM-Gruppe 2f) Serin-Carbapenemasen und die Metallo-B-Laktamasen
(BJM-Gruppe 3) zidhlen. Innerhalb der letzten Jahre nahmen weltweit in beunruhigender
Weise die Funde von Metallo-f-Laktamasen produzierenden gram-negativen nosokomialen
Krankheitserregern inklusive P. aeruginosa stetig zu (Walsh et al., 2005). Metallo-B-
Laktamasen hydrolysieren bis auf Aztreonam sdmtliche [B-Laktame einschieBlich der
Carbapeneme. Die Produktion von Metallo-B-Laktamasen stellt ein ernsthaftes
therapeutisches Problem dar, nicht zuletzt, weil bis heute kein klinisch einsetzbarer Inhibitor
dieser Enzyme bekannt ist.

Bei P. aeruginosa wurden bislang vier unterschiedliche Metallo-f-Laktamase-Gruppen, VIM,
IMP, SPM und GIM nachgewiesen. Derzeit sind 12 VIM- und 18 IMP-Varianten sowie
jeweils 1 Variante von SPM und GIM bekannt. VIM- und IMP-Metallo-f-Laktamasen sind
weit verbreitet. Inzwischen wurden VIM-Determinaten in Asien, Nord- und Siidamerika
sowie diversen europdischen Staaten wie Portugal, Spanien, Griechenland, Frankreich,
England, Schweden, Polen und Kroatien dokumentiert. IMP-Metallo-pB-Laktamasen konnten
in Asien, Australien, Nord- und Siidamerika und innerhalb in Europa in GroBbritannien,

Italien und Portugal nachgewiesen werden (als Ubersicht in Walsh 2005). In Deutschland
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wurde erstmals 2002 eine Metallo-f-Laktamase beschrieben. Es handelte sich um den ersten
und bislang einzigen Nachweis einer neuen Metallo-f-Laktamase-Klasse, GIM (German
Imipenemase), in Diisseldorf. GIM-Enzyme weisen innerhalb der Metallo-p-Laktamasen die
groBBte Homologie zu IMP-Enzymen auf (43,1%, 43,1% und 43,5% Homologie mit IMP-1,
IMP-4 und IMP-6). Den VIM-Enzymen stehen sie mit 31,2% (VIM-7) bis 28,8 % (VIM-1)

Homologie weniger nahe.

1.5.2.3 Sonstige Resistenzdeterminanten

In der variabeln Region von Integrons wird neben AME- und B-Laktamase-Genen u.a. das
Gen cmlA gefunden, das fiir ein Chloramphenicolresistenz vermittelndes Effluxprotein kodiert
und zu den wenigen Genkassetten gehdrt, die mit einem eigenen Promotor ausgestattet sind
(Bissonnette et al., 1991).

Ein aktuelles Phdnomen ist das Auftreten von lange als unmoglich erachteter plasmidkodierter
Chinolonresistenz. Das verantwortliche Protein Qnr ist ein Mitglied der Pentapeptide Repeat
Family und verringert die Empfindlichkeit gegeniiber Chinolonen iiber einen Mechanismus
der Zielstruktur-Protektion (Tran et al.,2005). Das ,,quinolone resistance” Gen (gnr) wurde
erstmals 1994 in Klebsiella pneumoniae isoliert. Inzwischen wurden die Varianten gnr4, B
und S designiert und in den USA, Europa, dem nahen und fernen Osten in den Spezies
Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Escherichia coli, Providencia stuartii, Salmonella
spp. und Shigella flexneri jedoch noch nicht in P. aeruginosa nachgewiesen (Cheung et al.,

2005, Hata et al., 2005, Nordmann u. Poirel, 2005).

1.5.2.4 Lokalisation und Verbreitung von erworbenen Resistenzgenen bei P. aeruginosa

Plasmide sind zirkulire DNA-Doppelstringe (3x10° — 4,5x10° bp), die separat vom
Chromosom repliziert werden und neben Resistenzdetermianten u. a. auch Virulenzfaktoren
beherbergen konnen (Kayser et al.,, 1998). Sie werden vertikal bei der Zellteilung an die
Tochterzellen oder horizontal durch Konjugation weitergegeben. Der horizontale Transfer
kann intra- und interspezifischer Natur sein (Waters, 1999). Das Bindeglied zwischen
chromosomal- und Plasmid-kodierter Resistenz stellen mobile genetische Elemente dar. Mit
Hilfe dieser konnen Resistenzgene vom Chromosom auf Plasmide transferiert und durch
Konjugation verbreitet werden. Unter den mobilen genetischen Elementen, welche die unter
1.5.2.1-1.5.2.3 genannten Resistenzgene in die Bakterienzelle einbringen, nehmen fiir die
Ausbreitung von Multiresistenz die Integrons eine herausragende Position ein. Integrons sind
zumeist in Transposons der Tn21-Gruppe der Tn3-Familie lokalisiert oder liegen frei auf

Plasmiden vor (Grinsted et al., 1990). Transposons der Gruppe Tn21 verfiigen iiber eine
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Transposase, TnpA, eine Resolvase, TnpR, eine res-Site (Resolution site) und zwei kurze
»inverted repeats oder IRs an den Enden des Elements, die bei der replikativen Transposition
von TnpA erkannt und gebunden werden (Liebert et al., 1999). Wéhrend der Transposition
entsteht ein Kointegrat aus Donor- und Rezipienten-Replikon, das durch die Aktivitdt der
Resolvase an der res-Site wieder gelost wird. Zusitzlich kodiert Tn21 fiir Quecksilber-
Resistenz- vermittelnde Gene (mer-Operon).

Als Integrons werden genetische Einheiten bezeichnet, die Komponenten eines
Rekombinationssystems besitzen, die sie dazu befdhigen, Gene, die in sog. Genkassetten
vorliegen, zu akquirieren und zu mobilisieren (Hall u. Collis, 1995). Da Integrons iiber einen
Promotor zu Expression der Genkassetten verfiigen, dienen sie zugleich als natiirliche
Klonierungssysteme und Expressionsvektoren. Bislang wurden fiinf Resistenz-Genkassetten
enthaltende Integron-Klassen identifiziert. Unter diesen stellen die Klasse-1-Integrons die

zugleich haufigste und am besten charakterisierte Gruppe dar (Abbildung 1.5):

Abbildung 1.5: Schema zur Struktur eines Klasse-1-Integrons

O

X
intl1 || blay, ) <> | %5 | sull orf5

Gene sind als Pfeile entsprechend ihrer Transkriptionsrichtung dargestellt. Der attI-Bereich wird durch
eine Ellipse und das 59-Basenelement durch eine Raute symbolisiert. Oberhalb des Klasse-1-Integron ist
eine freie zirkuldre Genkassette vor der Insertion abgebildet.

Zu den essentiellen Bestandteilen eines Klasse-1-Integrons gehdren ein int-Gen, das fiir die
ortspezifische Integrase kodiert, der angrenzende att/-Bereich, der von der Integrase erkannt
wird und an dem die Genkassetten insertiert werden sowie der bereits genannte Promotor.
Diese stark konservierten Elemente im vorderen Bereich des Integrons werden als 5°-CS (5°-
conserved segment) zusammengefait. An den 5°-CS schieBt sich der variable Bereich des
Integrons an, in den Genkassetten, deren Anzahl und Art stark variiert, insertiert werden.
Genkassetten bestehen aus einem Gen, welches meistens fiir Antibiotika-Resistenz kodiert,
und einer spezifischen Rekombinationsstelle, dem 59-Basenelement. Sie liegen frei in
zirkuldrer Form vor und werden von der Integrase durch stellenpezifische Rekombination

iiber den attl-Bereich und das 59-Basenclement eingefiigt. In vielen Integrons liegt
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stromabwérts der variablen Region ein zweiter konservierter Bereich, der als 3’-CS (3’-
conserved segment) bezeichnet wird. Der 3°-CS umfasst die drei Gene gacEAI, sull und orf3.
qacEAI kodiert fiir ein partiell funktionales Effluxprotein, das Resistenz gegeniiber
Ethidiumbromid sowie quaterndren Ammonium-Verbindungen vermittelt (Paulsen et al.,
1993), wihrend su/l fiir eine alternative Dihydropteroat-Synthase kodiert. Das fiir orf5
postulierte Gen-Produkt besitzt Ahnlichkeit mit der Puromycin-Acetyltransferase aus
Streptomyces alboniger; es ist unklar, ob das Gen exprimiert wird (Bissonnette u. Roy, 1992).
Abwiirts des 3°CS findet man hiufig die Uberreste von bis zu vier Transpositionsgenen (¢ni-
Modul). Es konnte gezeigt werden, dass Integrons, bei denen alle vier Gene intakt sind, zur

Transposition fahig sind (Brown et al., 1996).

1.6 Entstehung von Resistenz unter der Therapie

Die Entstehung von durch Mutationen verursachter Resistenz vollzieht sich gewohnlich in
mehreren Einzelschritten, wobei jede Mutation fiir sich die Antibiotika-Empfindlichkeit
geringfiigig verringert. Um diesen Vorgang zu verhindern, sollten in der Therapie Substanzen
und Dosierungen gewéhlt werden, die weniger empfindlichen ,,Ein-Schritt-Mutanten* (single-
step mutants) keinen selektiven Vorteil einbringen. In diesem Zusammenhang wird die
Hypothese des Mutanten-Selektionsfensters (mutant selection window) diskutiert (Abbildung
1.6).

Abbildung 1.6: Mutanten-Selektionsfenster. Dargestellt ist die Konzentrations-Zeit-Kurve eines
Antibiotikums wihrend der Elimination. MHK: Minimale Hemmkonzentration, MPC: Mutanten-
Priventionskonzentration. Der schraffierte Bereich kennzeichnet das Mutanten-Selektionsfenster.

MPC

Konzentration des Antibiotikums

MHK

Zeit
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Das Mutanten-Selektionsfenster ist spezifisch fiir die Kombination eines Antibiotikums und
eines Bakterienstamms und umfasst einen Konzentrationsbereich, dessen untere Grenze die
Konzentration des Antibiotikums darstellt, durch die das Wachstum der meisten Wildtyp-
Zellen verhindert wird (Drlica, 2003). Demenstsprechend wird das Fenster oberhalb durch die
Konzentration begrenzt, die das Wachstum der ,,Ein-Schritt-Mutante“ des Stammes
verhindert. Die untere Grenze kann nahe der MHK des Stammes angesiedelt werden, wéhrend
die obere begrenzende Konzentration, auch MPC (mutant prevention concentration) genannt,
mit der MHK der ,,Ein-Schritt-Mutante* korreliert werden konnte.

Eine Kombination von zwei Substanzen zur Therapie wird insbesondere bei P. aeruginosa-
Infektionen eingesetzt und soll nicht nur synergistisch wirken, sondern auch die Entwicklung
von Resistenz verhindern, da unter der Therapie nur Bakterienzellen mit mindestens zwei
Resistenz-vermittelnden Mutationen selektiert werden konnen (Cunha, 2002).

Bei Mutatorstimmen (siche 1.2.2) diirfte sich die Resistenzentwicklung, die durch die
Akkumulation von Mutationen im Chromosom verursacht wird, wesentlich schneller
vollziechen und zu Multiresistenz fithren als bei Wildtypstdimmen. Dies konnte in einer
aktuellen Studie mit P.-aeruginosa-Stimmen von chronisch infizierten Patienten bestitigt
werden. Von 33 Isolaten mit Mutatorphénotyp waren 42% multiresistent, wiahrend bei 29
parallel untersuchten Isolaten ohne Mutatorphidnotyp keine Multiresistenz beobachtet werden

konnte (Macia et al., 2005).

1.7 Aktuelle Situation zur Multiresistenz

Die Auswahl Therapieerfolg versprechender Substanzen wird weltweit zusehends durch den
Erwerb weiterer Resistenzeigenschaften limitiert (Livermore, 2002). Angesichts dieser
Problematik ist es von elementarer Bedeutung, die Resistenzentwicklung bei P. aeruginosa
wachsam zu verfolgen. Den Grundstock bilden dabei epidemiologische Untersuchungen auf
phénotypischer Ebene.

Die kontinuierliche Surveillance des Genars-Projektes (German Network for Antimicrobial
Resistance Surveillance) ergab mit 6.150 P. aeruginosa-Isolaten aus sechs deutschen
Krankenhdusern fiir den Zeitraum Januar 2002 bis Juni 2004 Resistenzraten gegeniiber den 3-
Laktamen Meropenem, Ceftazidim und Piperacillin von 2,5%, 5,6% und 7,7% (entsprechend
der DIN Richtlinien, Noll et al., 2005). Gegeniiber Ciprofloxacin und Gentamicin waren
12,9% bzw. 16,3% der Isolate resistent. Multiresistenz (definiert als Resistenz gegeniiber
mindestens vier der genannten Substanzen) wurde bei 2,4% der Isolate festgestellt. Gegeniiber
22 multiresistenten Isolaten war kein géngiges Antibiotikum mehr wirksam. Diese stammten

gleichermaflen von CF-Patienten und Patienten mit anderen schwerwiegenden Erkrankungen.
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Ansonsten zeichneten sich bei CF-Patienten deutlich hohere Resistenzraten ab. Im Vergleich
zu anderen Patienten wurden bei diesen etwa doppelt so hiufig Isolate mit einfacher Resistenz
(33%/15%) und dreifacher Resistenz (8,2%/3,2%) nachgewiesen. Dieses Phinomen wird mit
der intensiven Antibiotikabehandlung der chronisch infizierten CF-Patienten und dem
hiufigen Auftreten von Mutatorstimmen in diesem Patientenkollektiv in Verbindung gebracht
(1.2.1, 1.2.2, 1.6).

In einer aktuellen, statistischen Studie konnten als Risikofaktoren fiir die Infektion mit einem
multiresistenten P. aeruginosa-Stamm der Aufenthalt in einer Intensivstation (OR (odds ratio)
10,1), Bettlagerigkeit (OR 3,5), mindestens 2 invasive Vorrichtungen (kiinstliche Beatmung,
Dauerkatheter, zentraler Venenkatheter) OR 13,9) und die Behandlung mit Breitspektrum-
Cephalosporinen (OR 9,6) und Aminoglykosiden (OR 6,1) belegt werden (Aloush et al.,
2006). Ein besonders hohes Risiko besteht fiir schwerkranke Patienten, die auf
Intensivstationen liegen und mit mehreren Antibiotika behandelt werden. Die Infektion durch
einen multiresistenten P. aeruginosa Stamm hat wiederum weiterer Behandlungen (OR 5,4)
eine lingere Verweildauer im Krankenhaus (OR 2) und eine erhéhte Mortalitdt (OR 4,4) zur
Folge.

Um jedoch die Ursachen von Multiresistenz und deren Ausbreitung erfassen zu konnen, ist
die Evaluierung der zu Grunde liegenden Resistenzmechanismen auf genotypischer Ebene
unabdingbar. Die Ausbreitung von Multiresistenz kann sowohl horizontal durch die
Ubertragung mobiler genetischer Elemente - auch Spezies-iibergreifend von Stamm zu
Stamm - als auch bei mangelnder Hygiene klonal durch die Ausbreitung eines resistenten
Stammes erfolgen. Allein durch den Erwerb eines Integrons (ausgestattet mit den Genen fiir
eine PB-Laktamase und ein Aminoglykosid-modifizierendes Enzym) und durch eine einzige
Punktmutation (z.B. im Efflux-Regulatorgen mexR) kann ein P.-aeruginosa-Stamm mit
multipler Resistenz entstehen, gegeniiber dem kein gédngiges Antibiotikum mehr eingesetzt
werden kann.

Vor diesem Hintergrund ist es von &ullerster Wichtigkeit, Antibiotika gegeniiber dem
gefiirchteten Krankenhauskeim P. aeruginosa rational einzusetzen. Mehr Kenntnis vom
Selektionsdruck, der von unterschiedlichen Substanzen und Substanzkombinationen ausgeht,
mehr Kenntnis von der Héufigkeit der Resistenzmechanismen, der Lokalisation und
Kombination ihrer kodierenden Gene und rechtzeitige Kenntnis neuer Resistenzmechanismen
konnen einer Strategie zum optimalen Einsatz von Antibiotika gegeniiber P. aeruginosa den

Weg bereiten.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll zundchst auf molekularer Ebene die aktuelle Situation zur
Multiresistenz bei P. aeruginosa in deutschen Krankenhdusern erfasst werden. Es soll
aufgezeigt werden, welche Resistenzmechanismen in welcher Kombination héufig
vorkommen und dargelegt werden, welche Auswirkungen diese einzelnen Mechanismen auf
die ausgeprigte Multiresistenz haben. Weiterfithrend soll mit Hilfe von in-vitro-Simulationen
therapeutischer ~ Antibiotika-Konzentrations-Zeitverlaufe die Entstehung von durch
Mutationen verursachsachter Resistenz unter der Therapie analysiert werden, um aufzukliren,
durch den Einsatz welcher Antibiotika am ehesten Selektion von Multiresistenz verhindert

werden kann.



MATERIAL UND METHODEN 21

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterien

2.1.1.1 Klinische P.-aeruginosa-Stimme

In Vorbereitung der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie wurden freundlicherweise 275 P.-
aeruginosa-Stamme von den Zentren Hannover (n=160), Jena (n=78) und Ulm (n=37) des
GENARS (German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance) Projektes zur
Verfligung gestellt und in einer Stammsammlung zusammengefasst. Die Stdimme wurden in
Krankenhdusern der Maximalversorgung im Untersuchungszeitraum Januar bis Mirz 2004
von Patienten isoliert. Dank des Datentransfers innerhalb des GENARS-Projekts wurden zu
allen Stimmen demographische Daten und MHK-Ergebnisse libermittelt. Diese wurden mit
Hilfe der Datenbanksoftware ,,whonet® der WHO verwaltet. Mit Hilfe einer
Resistenzmusterabfrage wurden aus dem Kollektiv 33 multiresistente P.-aeruginosa-Stimme
herausgefiltert, die eine reduzierte Empfindlichkeit (intermedidr oder resistent entsprechend
den Richtlinien der DIN (Deutsches Institut fiir Normierung)) gegeniiber den Vertretern aller
finf in der Therapie bei P. aeruginosa einsetzbaren Antibiotika-Gruppen: Imipenem
(Carbapeneme), Piperacillin (Penicilline), Ceftazidim (Cephalosporine), Ciprofloxacin
(Chinolone) und Gentamicin (Aminoglykoside) aufwiesen. Diese Stdmme waren elf an
cystischer Fibrose erkrankten sowie zehn Patienten ohne diese Erbkrankheit zuzuordnen.
Lagen von den betroffenen Patienten weitere Stimme vor, so wurden diese ebenfalls fiir
epidemiologische Fragestellungen in die Studie einbezogen. Zusdtzlich wurde ein

multiresistenter Stamm, der vom einem Patienten der TU Berlin stammte, untersucht.
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Tabelle 2.1: Klinische P.-aeruginosa-Stimme

) ) g "B

E 15|38 B 2 g 2 :

S | E[S|=| A& < z = =
Hannover | 1 m | 36 | 18.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-09
Hannover | 1 m | 36 | 18.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-10*
Hannover | 1 m | 36 | 18.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-11
Hannover | C f | 15 | 19.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-16
Hannover | D f 18 | 21.03.04 | cystische Fibrose n Sputum 10-10-20
Hannover | D f | 18 | 21.03.04 | cystische Fibrose n Sputum 10-10-22*
Hannover | G | m | 28 | 19.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-25%*
Hannover | C f 15 | 19.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-26*
Hannover | H | m | 37 | 24.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-35%*
Hannover | H | m | 37 | 24.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 10-10-36
Hannover | M | m | 30 | 05.03.04 | Infektionsstation n Sputum 12-09-47*
Hannover | J m | 28 | 05.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-09-58*
Hannover | J m | 28 | 05.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-09-60*
Hannover | J m | 28 | 05.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-09-61*
Hannover | E | m | 26 | 06.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-09-62*
Hannover | E | m | 26 | 06.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-09-63*
Hannover | M | m | 30 | 05.03.04 | Infektionsstation n Sputum 12-09-66*
Hannover | M | m | 30 | 05.03.04 | Infektionsstation n Sputum 12-09-80*
Hannover | F f | 26 | 11.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-10-07*
Hannover | F f | 26 | 11.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-10-08*
Hannover | D f 18 | 11.03.04 | cystische Fibrose n Sputum 12-10-16
Hannover | B | m | 24 | 13.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-10-28
Hannover | B | m | 24 | 13.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-10-29%*
Hannover | B | m | 24 | 13.03.04 | cystische Fibrose a Sputum 12-10-44*
Hannover | L f | 29 | 15.03.04 Innere Medizin n Sputum 12-10-51*
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Fortsetzung der Tabelle 2.1

g iy
— ~ = g
= = = =
e | .| 38 g ] z 3 :
E B3| B E = : :
= (9] = o
N £lo| < A < < > =
Hannover | A | m | 26 | 18.03.04 cystische Fibrose a Sputum 12-10-69*
Hannover | A | m | 26 | 18.03.04 cystische Fibrose a Sputum 12-10-70*
Hannover | A | m | 26 | 18.03.04 cystische Fibrose a Sputum 12-10-71%*
Hannover | A | m | 26 | 18.03.04 cystische Fibrose a Sputum 12-10-72*
Jena K | m | 18 | 30.01.04 cystische Fibrose a Sputum 10-10-64
Jena O | f | 22 |06.02.04 Neurologie j | Bronchoalveolar |5 1 cox
Lavage
Jena K| m | 18 | 06.02.04 cystische Fibrose a Sputum 10-10-72*
Jena | R | m | 77 | 08.02.04 Herz- und n | Mittelstrahlurin | 10-10-74*
GefalBchirugie
Jena O f | 22 | 11.02.04 Neurologie i Vaginalabstrich | 10-10-77%*
Innere Medizin
Jena Q | m | 64 | 25.02.04 (Knochenmark- i Blutkultur 15-01-05%*
transplantation)
interdisziplinire . Bronchoalveolar
Jena N | kA | kA | 24.02.04 . i 15-01-10%*
Station Lavage
Jena P | kKA | kA | 04.05.04 Innere Medizin i Sputum 15-01-40*
Ulm S m | 57 | 12.01.04 Infektionsstation n Sputum 12-09-03*
Ulm U | m | 62 | 06.02.04 Neurochirugie n Trachealsekret 12-09-14*
Ulm T | m | 63 | 06.02.04 Anisthesiologie i Wundeiter 12-09-15%*
Ulm T | m | 63 | 18.02.04 | Abdominalchirugie n Wundabstrich 12-09-24*
Berlin U | m | 70 | 09.10.03 Onkologie i Blutkultur 15-01-59*

': Die Angaben beziehen sich auf den Patienten.; >: Datum der Empfindlichkeitspriifung. Diese erfolgt in
GENARS-Zentren in der Regel 2 Tage nach der Probenentnahme.; *: Die Identnummer dient als
Stammbezeichnung und gibt Auskunft iiber den Standort der Dauerkultur. f: weiblich, m: ménnlich, a:
ambulant, n: stationir (Normalstation), i: intensiv *: multiresistenter Stamm, Definition siehe oben; kA:
keine Angabe.

2.1.1.2 Labor- und Referenzstimme

In der Tabelle 2.2 sind Bakterienstimme zusammengefasst, die bei phénotypischen und

genotypischen Untersuchungen als Kontrollstimme, als Teststimme in in-vitro Modellen oder

bei Konjugationsexperimenten als Rezipienten eingesetzt wurden.
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Tabelle 2.2: Referenz- und Laborstimme
Standort
Bakterienstamm Verwendung Charakteristika der
Dauerkultur
Escherichia coli Kontrollstamm bei der MHK- "y
ATCC 35218 Bestimmung B-Laktamase-positiv 04-10-34
Escherichia coli Kontrollstamm bei der MHK- | B-Laktamase- 04-10-03
ATCC 25922 Bestimmung negativ
Staphylococcus aureus ATCC Kon‘Frollstamm bei der MHK- B-Laktamase-positiv 04-10-06
29213 Bestimmung
Staphylococcus aureus ATCC | Kontrollstamm bei der MHK- | B-Laktamase-
. . 04-10-07
25923 Bestimmung negativ
Enterococcus faecalis ATCC | Kontrollstamm bei der MHK-
. 04-10-15
29212 Bestimmung
Kontrollstamm bei der MHK-
. Bestimmung, beim
P. aeruginosa ATCC 27853 Effluxpumpen-Inhibitionstest 04-10-11
und bei der algD-PCR
Teststamm bei in-vitro- .
. Modellen, Kontrollstamm Wildtypstamm,
P. aeruginosa PAO1 . gesamte Genom- 15-01-54
beim Effluxpumpen- sequenz bekannt
Inhibitionstest q
P. aeruginosa PAO1 Rif® Rezipient fiir Konjugationen | Rifampicin-resistent 15-01-58
E. coli W3110 lac’3a Rif® Rezipient fiir Konjugationen Zac', Rifampicin- 10-03-02
resistent
Kontrolle beim
P. aeruginosa R20 Cephalosporinase- AmpC Wildtyp 10-07-39
Inhibitionstest
Kontrolle beim AmpC
P. aeruginosa 1405 CON Cephalosporinase (AP . 10-07-40
e iiberproduziert
Inhibitionstest
ﬁzrmkﬁfelie”“ meepacd Kontrolle bei algD-PCR 05-10-33
Stenotrohomonas maltophilia | K ontrolle bei aleD-PCR
ATCC 13637 ¢ 08-08-57
P. alcaligenes NE 511 Kontrolle bei algD-PCR 08-04-63
P. fluorescens Kontrolle bei algD-PCR
ATCC 13525 ¢ 08-05-18
P. mendocina ATCC 25411 | Kontrolle bei algD-PCR 08-04-57
P. putida ATCC Kontrolle bei algD-PCR 04-10-47
P. stutzeri DSM 50288 Kontrolle bei algD-PCR 08-03-50
P. veronii OSM 11331 Kontrolle bei a/gD-PCR 08-08-19
E. coli W3110 Referenz fir blaoxa.i blaoxa-1 04-03-08
E. coli IM83 pBR322 Referenz fiir blaTEM_l blaTEM_1 10-03-05
Acinetobacter baumannii Referenz fiir blapgz_; blapgr.| 15-01-55
E. coli DH5a p22K9 Referenz fiir blages.| blaggs.1, intl3 15-01-76
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Fortsetzung der Tabelle 2.2

Standort
Bakterienstamm Verwendung Charakteristika der

Dauerkultur
A. baumannii . blavin,
Ab VEB-1 AVE Referenz fiir blaveg.; VEB-1 15-01-75
P. aeruginosa B63230 ijf?renz fur blavi, emld, | blayis, cmld, intl1 15-01-59
E. coli K-12J62 Referenz fiir intl2 colE1::Tn7 15-01-73
. . .. Referenz fiir gnr und OXA-
Providencia stuartii P125 Gruppe-I (OXA-10-Gruppe) gnr, blaoxa-1o 12-01-12
E. coli 38 Referenz fiir aac(3)-1lc aac(3)-11 10-04-31
Referenz fiir aac(6’)-1 aac(6’)-1b;
E. coli 30 aph(37°)-1b (strd), aph(6)-1d | aph(3’’)-1b, aph(6)- 10-04-20
(strB) 1d
. Referenz fiir ant(2"’)-1a ant(2’’)-1a (aadB),
P. aeruginosa 15-01-40 aph(3°)-I aphAl-IAB 15-01-40
E. coli 31 Referenz fiir ant(3’)-1 ant(3°)-1a, aadAl 10-04-21
P. aeuginosa 04-03-13 Referenz fiir blapsg. blapsg. 04-03-13
K. pneumoniae Referenz fiir blagyy blasyvy-12 05-02-01
. Referenz fiir OXA-Gruppe-II
E. coli W3110 (OXA—2—Gruppe) bZCZOXA_z 04-03-09
. Referenz fiir OXA-Gruppe-III

E. COll E2 (OXA- 1 _Gmppe)’ blaCTX_M blaOXA_j,()’ blaCTx_M_15 12-04-02
P. aeruginosa 86-14571A4 Referenz fiir blawp.13 blawwp-13 =¥
P. aeruginosa 48-1997A Referenz fiir blaspu.; blagpy -k

* Als Positivkontrolle diente die von M. Toleman zugesandte genomische Priparation des Stammes.

2.1.1.3 Mutanten

Im in-vitro-Modell selektierte Mutanten, welche am Ende der Simulation (40h) aus dem

Zentralkompartiment des in-vitro-Modells entnommen wurden (siehe 2.2.9), sind in Tabelle

2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Mutanten

Bakterienstamm Verwendung Standort der Dauerkultur
PAO1/MER kompetitive Wachstumsversuche 15-01-61
PAO1/CAZ kompetitive Wachstumsversuche 15-01-76

12-09-15/MER kompetitive Wachstumsversuche 15-01-64
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2.1.2 Antibiotika

Die im jeweiligen Zentrum gewonnenen Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung wurden mit
Hilfe von Mikrotitrationsplatten der Firma Merlin Diagnostika verifiziert und ergénzt. Die im
Mikrodilutionsverfahren verwendeten Mikrotitrationsplatten enthielten die in Tabelle 2.4

aufgefiihrten Antibiotika in dehydratisierter Form.

Tabelle 2.4: Antibiotika der Empfindlichkeitspriifung

Imipenem
Carbapeneme
Meropenem
Piperacillin
p-Laktame Penicilline Piperacillin/ Tazobactam
Ticarcillin
) Ceftazidim
Cephalosporine
Cefepim
Ciprofloxacin
Chinolone Levofloxacin
Moxifloxacin
Gentamicin
Aminoglycoside Amikacin
Tobramycin

In Tabelle 2.5 sind unter Angabe der Bezugsquelle Antibiotika aufgelistet, die zusdtzlich zur

Empfindlichkeitsbestimmung verwendet wurden.

Tab. 2.5 Zusiitzlich zur Empfindlichkeitspriifung verwendete Antibiotika

Substanz Bezugsquelle

Meropenem AstraZeneca, Wilmington, DEL, USA
Imipenem Merck&CO, INC. West Point, PA, USA
Ceftazidim GlaxoSmithKline GmbH& Co KG, Miinchen
Rifampicin Griinenthal GmbH, Stolberg

Tobramycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Cloxacillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Levofloxacin Hoechst Marion Roussel
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2.1.3 Chemikalien und sonstige Materialien

In Tabelle 2.6 sind alle verwendeten Chemikalien und Materialien aufgelistet.

Tabelle 2.6: Chemikalien und Materialien

Chemikalien und Materialien

Hersteller

Ceftazidim (30ug)
Ciprofloxacin (5pg)
Antibiotika- I 0
Testblittchen mipenem (10pg)
Meropenem (10pg)
Tobramycin (10pg)

Oxoid, Ltd., Basingstoke

1,10-Phenanthrolin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Agar-Agar

Merck KGaA, Darmstadt

Agarose

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Agarose, SeaKem® LE

Cambrex BioScience, Rockland, USA

Agarose, Small DNA

Biozym GmbH, Hess. Ollendorf

Borséaure

Merck KGaA, Darmstadt

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt

di-Kaliumhydrogenphosphat

Merck, KGaA, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

DNeasy Tissue Kit™ Qiagen GmbH, Hilden

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen;
dNTP

Eppendorf, Hamburg
Eisessig Riedel-de Haen (Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)
Ethanol >99,9% Merck, KGaA, Darmstadt

Biomol GmbH, Hamburg; Carl Roth GmbH &
Ethidiumbromid

Co, Karlsruhe
Fast Plasmid™ Mini kit Eppendorf, Hamburg
Ficoll Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glycerin Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

MC-207,110 (Phe-Arg-B-Naphtylamid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt

MinElute PCR Purifikation Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Mitsubishi Thermo Papier K61B

Mitsubishi Electric Corporation, Japan

Natriumchlorid

Merck, KGaA, Darmstadt

Natriumhydroxid

Merck KGaA, Darmstadt

Parafilm

American National Can"", Menesha, USA
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Fortsetzung der Tabelle 2.6

Chemikalien und Materialien

Hersteller

Sterilfilter

Pall Corporation, Ann Arbor, USA
Schleicher & Schiill GmbH, Dassel

Titriplex III (EDTA)

Merck KGaA, Darmstadt

Trizma Base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trizma Hydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Wasser, HPLC rein

Merck KGaA, Darmstadt

Xylencyanol

Fluka AG, Buchs, Schweiz

2.1.4 Losungen und Puffer

Tabelle 2.7 zeigt alle verwendeten Puffer und Losungen.

Tabelle 2.7: Puffer und Lésungen

Puffer, Losungen

Zusammensetzung, Hersteller

DNeasy Tissue Kit' "
ATL-, AL-, AWI1-, AW2-, AE-Puffer

Qiagen GmbH, Hilden

Fast Plasmid™ Mini kit : Lysis solution,

wash buffer, elution buffer

Eppendorf, Hamburg

Ladepuffer (Gelelektrophorese)

0,25% Bromphenolblau,
0,25% Xylencyanol, 15% Ficoll

MinElute PCR Purification Kit™:
PB-Puffer PE-Puffer EB-Puffer

Qiagen GmbH, Hilden

Phosphatpuffer 50 mM KPO,, pH 7
TAE-Puffer 40mM Tris-Acetat, ImM EDTA, pH 8
TE-Puffer 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7,5

2.1.5 Enzyme

In der Tabelle 2.8 sind alle Enzyme, die fiir die vorliegende Arbeit verwendet wurden,

aufgefiihrt. Die fiir die optimale Aktivitit der Enzyme bendtigten Puffer wurden in 10x

Konzentration mitgeliefert und laut Herstellerangabe verwendet.
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Tabelle 2.8: Enzyme

Enzyme

Hersteller

HotMaster™ Taq DNA Polymerase

Eppendorf, Hamburg

Phusion DNA Polymerase Finnzymes, Espoo, Finnland

Proteinase K Qiagen GmbH, Hilden

REDTaq"” DNA Polymerase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
RNase (100mg/ml) Qiagen GmbH, Hilden

2.1.6 Oligonukleotide

Alle in Tabelle 2.9 aufgelisteten Oligonukleotide wurden von Operon Europe, Koln

synthetisiert.

Tabelle 2.9 Oligonukleotide

Bezeichnung Target Anwendung Sequenz 5°-3’ Referenz
mutS-f mutS Am, Se CTTCCGAAGGCCCGTATGA
mutS-r mutS Am, Se TTGTGCGGTAGTCCGTCAGA
mutS-s1 mutS Se ATGGGACTTCGATCGCGA diese Arbeit
mutS-s2 mutS Se ATCGGCACCTATCCCGAA
mutS-s3 mutS Se ACGACCTGGCGCTGGATGC
mutL-f mutL Am, Se ATGAGTGAAGCACCGCGTAT
mutL-r mutL Am,Se | CGCAGGAAGAGCTTGTCCA . .
diese Arbeit
mutL-s1 mutL Se TGCACGAGGCGCGAGACGAGC
mutL-s2 mutl Se TATACCCGGCCGGAGGCG
uvrD-f mutL Am, Se ATGAACGACGACCTCTCCCTC
uvrD-r uvrD Am, Se CTACAGGGCTTCCAGCTTG . .
diese Arbeit
uvrD-sl1 uvrD Se ACCATCCCGGCGTGCTCGAGC
uvrD-s2 uvrD Se AACGACGCGGCGCTGGAACG
GTACGCCTGCTGGACGATGCCTTGCTGT
DEI ampD/E Am, Se TCGAC Bagge et al.,
GGAGTCCGCTCGGTAGTGGCCTTTCGA | 2002
DE2 ampD/E Am, Se AATCATGC
3’-konservierte
3°CS Region von Klasse- | Am, Se, Ma | AAGCAGACTTGACCTGA
1-Integrons Levesque
5’-konservierte etal., 1995
5°CS Region von Klasse-| Am, Se, Ma | GGCATCCAAGCAGCAAG
1-Integrons
aac(3)-Ia-F aac(3)-la Am ACCTACTCCCAACATCAGCC Choi et al.,
aac(3)-Ia-R aac(3)-Ia Am ATATAGATCTCACTACGCGGCT 2002
aac(3)-Ilc-F aac(3)-1lc Am ACTGTGATGGGATACGCGTC Choi et al.,
aac(3)-Ilc-R aac(3)-1lc Am CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 2002
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Fortsetzung der Tabelle 2.9.

Bezeichnung Target Anwendung Sequenz 5°-3° Referenz
aac(3)-IVa-F aac(3)-IVa Am CTTCAGGATGGCAAGTTGGT Cho et al., 2002
aac(3)-IVa-R | aac(3)-IVa Am TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
aac(6’)-Ib-F aac(6’)-Ib Am TATGAGTGGCTAAATCGAT Cho et al., 2002
aac(6”)-Ib-R aac(6’)-Ib Am CCCGCTTTCTCGTAGCA
aac(6”)-1I-F aac(6’)-11 Am CCSCACATHGTYGARTGGTGGGG Sherwood,
aac(6’)-1I-R aac(6’)-11 Am GCCTTCTCRTAGCAGCGWATGGC pers. Mitteilung
algD-F algD Am CACAAGCTCACCTGTCGC . .

diese Arbeit
algD-R algD Am CTACCAGCAGATGCCCTCG
ant(2”’)-Ia-F ant(2")-1a Am ACACAACGCAGGTCACA Cho et al., 2002
ant(2”’)-Ia-R ant(2")-1a Am CATGCGAGCCTGTAGGA
ant(4’)-1la-F ant(4’)-1la Am ATCGATCGTCTGCGAGA Cho et al., 2002
ant(4”)-Ila-R ant(4’)-Ila Am CGACCAGACCCATGCA
aph(3)-Ia-F aph(3)-Ia Am TTATGCCTCTTCCGACCATC
Ngetal., 1999
aph(3)-Ia-R aph(3)-la Am GAGAAAACTCACCGAGGCAG
cml-F cml-Nachweis Am, Se, Ma | CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC Keyes et al.,
cml-R cml-Nachweis Am, Se, Ma | CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 2000
CTX-MA blactxm Am CGCTTTGCGATGTGCAG Bonnet et al.,
CTX-MB blacrxm Am ACCGCGATATCGTTGGT 2001
DO 1 oprD Am, Se | AGGCGAAGCCATTTTCCAAT
DI oprD Am, Se |CCTCAACAAGAGTGACCAAC
D2 oprD Am, Se | TTACAGGATCGACAGCGGA . .
diese Arbeit
D3 oprD Am, Se |CGTCATCGCGTGGCGAA
D4 oprD Am, Se |CGTGACGGCAAGAG
D5 oprD Am, Se | ATCTCCAAGACCATGCTGAAG
GES-1a blages Am ATGCCTTCATTCACGCAC Poirel et al.,
GES-1b blages Am CTATTTGTCCGTGCTCAGG 2000
AL ard Am. Se | [TATGCCATGAGCGAGCTGGGCAACGA
gy ’ C diese Arbeit
gyrA2 gyrd Am, Se | AACCGTTGACCAGCAGGTTGGGAATC
IMP AS blapp Am TCY CCA AYT TCA CTR TGA CT Yatsuyanagi
IMP S blanp Am AAA GAT ACT GAA AAG TTA GT etal., 2004
M1 mexR Am, Se GGTTTACTCGGCCAAACC Ziha-Zarifi
M2 mexR Am, Se |CTTCGAAAAGAATGTTC etal., 1999
mexS_fl mexS Am, Se |ATGTCCCGAGTGATCCGTTT
mexS rl mexS Am, Se | TCAATCGGCGACGTGGAT . .
diese Arbeit
mexS-f mexsS Am,Se |ATACAGTCACAACCCATGA
mexS-r mexS Am,Se | TCAACGATCTGTGGATCT
mexT-F1 mexT Am, Se | GTTGTGACTGTATCCGCCC Sobel et al.,
mexT-R1 mexT Am,Se | TGGAATAAGCCGCACACCC 2005




MATERIAL UND METHODEN 31
Fortsetzung der Tabelle 2.9.

Bezeichnung Target Anwendung Sequenz 5°-3° Referenz
mexZ1026 mexZ Am,Se | CAGCGTGGAGATCGAAGGCAGCCGG | Hocquet et al.,
mexZ2060 mexZ Am, Se | CCAGCAGGAATAGGGCGACCAGGGC 2003
nfxB-1 nfxB Am, Se | CGCCCCGATCCTTCCTATT nach Jalal w
nfxB-2 nfxB Am,Se | ACGAGCGTCACGGTCCTTT Wretlind, 1998
nfxc-M2 mexT Am,Se | TCCCACTCGTTCAGCGGTTGTTC Kohler et al.,
nfxc-P1 mexT Am, Se | TCTCGCACGCAAGGCTTGACG 2001
NI1 blasiy Am GCCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC Niiesch-

Inderbinen
NI2 blagsy Am TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA etal., 1996
oT3 blarey Am ATGAGTATTCAACATTTCCG Arlet et al,
OT4 blarem Am CCAATGCTTAATCAGTGAGG 1995
OXA-2f OXA-Gruppe Il Am, Se, Ma | AAGAAACGCTACTCGCCTGC
(OXA-2 Gruppe)
OXA-Gruppe 11 Bert et al. 2002
OXA-2r (OXA-2 Gruppe) Am, Se, Ma | CCACTCAACCCATCCTACCC
OXA-F OXA-Gruppe 11 Am TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT
(OXA-1 Gruppe) Bert et al. 2002
OXA-Gruppe III '
OXA-R (OXA-1 Gruppe) Am TTTCTTGGCTTTTATGCTTG
oxa-IA Oxa-Gruppe I Am TCAACAAATCGCCAGAGAAG
(OXA-10 Gruppe)
Oxa-Gruppe | Bert et al. 2002
oxa-IB (OXA-10 Gruppe) Am TCCCACACCAGAAAAACCAG
parC1 parC Am, Se | ATGAGCGAACTGGGGCTGGA Hocquet et al.,
parC2 parC Am,Se | ATGGCGGCGAAGGACTTGGGA 2003
pDF1 oprD Am,Se | ATGAAAGTGATGAAGTGGAGC Doy et al,
PER-A blapgr Am ATGAATGTCATTATAAAAGC Poirel et al.,
PER-B blaper Am AATTTGGGCTTAGGGCAGAA 2000
PSE-1f blapsy, Am, Se, Ma | AAMMACAATAGCTTGCGCTAAA . .
diese Arbeit
PSE-1r blapsg Am, Se, Ma | TCAGCGCGACTGTGATGTATA
qnr-F gnr Am GGGTATGGATATTATTGATAAAG Wang et al,
qnr-R gnr Am CTAATCCGGCAGCACTATTA 2003
SPM-1a blaspy Am CTGCTTGGATTCATGGGCGC Poirel et al,
SPM-1b blaspy Am CCTTTTCCGCGACCTTGATC 2004
strA-F aph(3”)-1 Am TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG Keélrlelnberg
u. Schwarz,
strA-R aph(3”)-1 Am CCAGTTCTCTTCGGCGTTAGCA 2001
strB-F aph(6)-1 Am ATCGTCAAGGGATTGAAACC Gebreyes u.
strB-R aph(6)-1 Am GGATCGTAGAACATATTG Altier, 2002
VEB-1A blaygs Am CGACTTCCATTTCCCGAT GC Naas et al,
VEB-1B blaygg Am GGACTCTGCAACAAATACGC 2001.
VIM AS blayp Am, Se, Ma | GAA TGC GCA GCA CCAGGAT Yatsuyanagi
VIM S blayiy Am, Se, Ma | CCG ATG GTG TTT GGT CGC AT etal., 2004

IUB (International Union of Biochemistry)-Code gemischter Basen: M = A+C; S = G+C; R = A+G; Y = C+T; W =
A+T; K = G+T; V = A+G+C; H = A+C+T; D = A+G+T; B = G+C+T; N = A+T+C+G Am: Amplifikation (bei
erworbenen Resistenzgenen als Nachweis) , Se: Sequenzierung, Ma: Mapping
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2.1.7 DNA-Groflenmarker

Tabelle 2.10 zeigt die zur GroBen-

GroBenmarker.

Tabelle 2. 10: DNA-Groflenmarker

und Mengenbestimmung verwendeten DNA-

DNA-Groflenmarker

Hersteller

100bp-Leiter

Gibco/BRL, Eggenstein

Smart Ladder

Eurogentec, Seraing, Belgien

Smart Ladder SF (Small Fragment)

Eurogentec, Seraing, Belgien

2.1.8 Niahrmedien

In Tabelle 2.11 sind die verwendeten Niahrmedien verzeichnet.

Tabelle 2.11: Nihrmedien

Nihrmedium

Hersteller

BBL™ Mueller Hinton II Agar

Becton, Dickinson & Co., Sparks, USA

BBL™ Mueller Hinton IT Bouillon

Becton, Dickinson & Co., Sparks, USA

LB-Medium

1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl

LB-Agar

1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, 1,3%
Agar-Agar

Cetrimid-Agar

Merck, KGaA, Darmstadt

2.1.9 Gerite

Alle in dieser Arbeit genutzten Gerite sind in Tabelle 2.12 aufgelistet.

Tabelle 2.12: Gerite

Gerit

Hersteller

Achtkanalpipette Titertek, Multistep

Labsystems, Helsinki, Finnland

Analysenwaage

Sartorius, Gottingen

Auslaufstibe, Glas

Glasbléser Eich, Bonn

Biofuge 28RS, Rotoren 3042, 3751

Heraeus, Holding GmbH, Osterode

Brutschrank

Heraeus, Holding GmbH, Osterode

Cellulose-Nitrat Filter, 0,45 pm, 47 mm

Sartorius, Gottingen

Certomat® H

B.Braun Biotech International, Melsungen

Certomat® S

B.Braun Biotech International, Melsungen
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Fortsetzung der Tabelle 2.12.

Gerit

Hersteller

Electrophoresis Power Supply

LKB Pharmacia, Freiburg

Electrophoresis Power Supply

Gibco/BRL, Eggenstein

Filtereinheit Rotrand, FP/ 0,2 CA-S

Schleicher & Schiill, Dassel

Geltray

Danner, Darmstadt

Heizwasserbad

Juchheim Labortechnik, Seelheim

Hotplate Magnetic Stirrer cluco

Instrumenten. Bv. Breda, Niederlande

I-Cycler

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

Kolbenhubpipetten, Gilson, variabel

Abimed, Langenfeld

Laborflasche Schott mit GL 45 Gewinde

VWR International, Langenfeld

Magnetriihrer MR 2000 Heidolph, Schwabach

Mikrotiterplatten Greiner bio-one, Frickenhausen

Mini Spin Eppendorf Deutschland, Wesseling-Berzdorf
Vortexer VF2 IKA®-Labortechnik, Staufen

PCR Uno-Thermoblock

Biometra GmbH, Gottingen

Peristaltikpumpe IPC N-8

Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Peristaltikpumpe IPN-8

Ismatec, Wertheim-Mondfeld

pH-Meter CG810

Schott, Mainz

Photometer Novaspec 11

Pharmacia Biotech Europe, Freiburg

Pumpschliduche Tygon R 2607: Color-Code rot-
grau, ID 1,22 mm, Color-Code violett-schwarz,
1D 2,29 mm

Ismatec, Wertheim-Mondfeld

Reinstwasseranlage Easy Pure LF®

Barnstead, Dubuque, USA

Rollinkubator

Schiitt, Gottingen

Rotilabo-Schlauch Teflon ID 0,8 mm

Roth, Karlsruhe

Savant Speed Vac® SP101B

Thermo Savant, Holbrook, USA

Schiittelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel

Silikonschlauch, ID 2mm

VWR International, Langenfeld

Spectralphotometer 150-20

Hitachi Ltd, Tokyo, Japan
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Fortsetzung der Tabelle 2.12

Ger:iit Hersteller

Teflondeckel, Sonderanfertigung Fa. Eich, Bonn
Universalwaage Sartorius, Gottingen
UV-Bank Biometra GmbH, Géttingen
Vakuumfiltrationsgerit, Edelstahl Sartorius, Gottingen
Videodokumentationsanlage  mit  Programm | INTAS, Géttingen
WINCAM, Ver.2.2 Cybertec, Berlin iiber INTAS

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Reidentifizierung mit Hilfe des Selektivmediums Cetrimid

Zur Reidentifizierung der Stimme wurde das Wachstum auf dem Selektivmedium Cetrimid
tiberpriift. Da auf Cetrimid-Medium auch Stimme anderer Spezies der Gattung Pseudomonas
(u.a. P. mendocina) zu wachsen vermogen, wurde die Reidentifizierung durch die Etablierung
eines PCR-Nachweises der fiir P. aeruginosa spezifischen GDP-mannose 6-dehydrogenase

AlgD erginzt (siche 2.5.1).

2.2.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Bei der minimalen Hemmkonzentration (mg/L) eines Antibiotikums handelt es sich um die
Konzentration, die gerade ausreicht, um unter definierten Bedingungen ein mit dem
,unbewaffneten Auge sichtbares Wachstum von Bakterien zu verhindern. Die minimale
Hemmkonzentration (MHK) der 24 Testantibiotika wurde mit Hilfe eines standardisierten
Mikrodilutionsverfahrens nach den Empfehlungen des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) in Mikrotitrationsplatten bestimmt.

Von auf MH-Agar angezogenen Ubernachtkulturen (18-20h, 36°C) wurden Einzelkolonien in
2,7 ml 0,9%-iger Kochsalzlosung suspendiert, so dass ein MacFarland-Standard von 0,5
eingestellt wurde, der am Photometer einer ODsgy von 0,12+ 0,02 und einer Keimzahl von 1-
2x10* KBE/ml entsprach. Diese Bakteriensuspension wurde anschlieBend 1:200 in MH-
Bouillon verdiinnt, indem 75ul der Bakteriensuspension in 15ml Bouillon aufgenommen und
gut durchmischt wurden. Es ergab sich eine finale Bakterienkonzentration von 5x10° KBE /ml
in der Bouillon. Von diesem Ansatz wurden nun mit Hilfe einer Mehrkanalpipette jeweils

100ul der Bakteriensuspension in die Kavitdten der Mikrotitrationsplatten tiberimpft. Die
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abgedeckten Mikrotitrationsplatten wurden im Anschluss 18h bei 36°C inkubiert und visuell
abgelesen.

Zur Qualitédtssicherung wurde bei jeder MHK-Bestimmung der P. aeruginosa-ATCC-
Referenzstamm 27853, sowie alternierend drei der weiteren ATCC-Stamme ( E. coli ATCC
25922, E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923 oder E. faecalis
ATCC 29213) getestet.

2.2.3 Detektion des Mutatorphinotyps

Die fiir Mutatorstimme charakteristische erhohte Mutationsfrequenz (mind. 20-fach hoher als
die des Wildtypstamms PAO1) wurde mittels der von Macia et al. (2004) beschriebenen
Methode durchgefiihrt. Dafiir wurde ein Agardiffusionstest mit den Substanzen Ceftazidim,
Imipenem, Meropenem, Ciprofloxacin, und Tobramycin auf MH-Agar fiir alle
multiresistenten Stimme genutzt: Ein wie unter 2.2.2 beschrieben hergestelltes Inokulum des
Teststammes wurde auf eine MH-Agarplatte mit einer Schichthéhe von 3,5 mm aufgetragen.
Dazu wurde ein steriles Wattestdbchen mit der Bakteriensuspension getrdnkt und in drei
Richtungen iiber die gesamte Flidche der Agarplatte ausgestrichen. AnschlieSend wurden die
mit den oben genannten Substanzen beschickten Testbldttchen auf den Agar appliziert. Nach
36h oder 48h Inkubation (fiir Teststimme mit normaler oder langsamer
Wachstumsgeschwindigkeit) bei  36°C  wurde die Prdsenz von  resistenten
Mutantensubpopulationen iiberpriift. Dabei galten folgende Kriterien: Auller bei Tobramycin
wurden nur Subpopulationen beriicksichtigt, deren Hemmhof > 5 mm kleiner war als bei der
empfindlichen Population. Bei Ceftazidim wurde erst eine Anzahl von mehr als zehn
Kolonien im Hemmhof als Subpopulationen gewertet. Waren in den Hemmhofen von
mindestens drei Substanzen Subpopulationen zu verzeichnen, so galt der Teststamm als
Mutatorstamm. Fir Stimme, bei denen auf Grund eines hohen Resistenzniveaus bei

mindestens einer Substanz kein Hemmbhof vorlag, konnte keine Bewertung erfolgen.

2.2.4 Bestimmung der Mutationsfrequenz

Zur Verifizierung der Ergebnisse des Mutatorstamm-Screenings (2.2.3) wurde die
Rifampicin-Resistenz vermittelnde Mutationsfrequenz bestimmt.

Dazu wurde eine 20 ml Ubernachtkultur des Teststammes (in MH-Bouillon) abgeerntet und in
3 ml 0,9%-iger Kochsalzlosung resuspendiert. Anschlieend wurde in Dezimalschritten eine
Verdiinnungsreihe in 0,9%-iger Kochsalzlssung hergestellt. Von den Verdiinnungsstufen 10°
bis 10 wurde jeweils 1 ml auf Rifampicin-Agar (MH-Agar supplementiert mit 300 mg/L

Rifampicin) ausplattiert und 48h bei 36°C inkubiert. Zusétzlich wurde unter der Verwendung
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der Verdiinnungsstufen 10°-10° eine Keimzahlbestimmung in dreifacher Ausfertigung
durchgefiihrt. Der Quotient aus der Anzahl der Mutanten (Selektivagar) und dem
arithmetischen Mittel der Zellzahl der Gesamtpopulation (MH-Agar) ergab die
Mutationsfrequenz des Teststammes. Unter Beriicksichtigung der FErgebnisse der
Pulsfeldgelelektrophorese (2.3.1) wurde pro Klon fiir einen reprdsentativen Stamm die
Mutationsfrequenzbestimmung dreifach durchgefiihrt. Bei allen weiteren Stdmmen eines
Klons wurde die Stabilitdit des Mutatorphdnotyps mit einer einmaligen

Mutationsfrequenzbestimmung gepriift.

2.2.5 Effluxpumpen-Inhibitionstest

Die Uberexpression von Effluxpumpen wurde mit Hilfe des Effluxpumpen-Inhibitionstests
untersucht (Lomovskaya et al., 2001). Dazu wurde die MHK von Levofloxacin mit Hilfe des
Mikrodilutionsverfahren (2.2.2) im Konzentrationsbereich von 256 mg/L bis 0,06 mg/L
jeweils in An- und in Abwesenheit des Effluxpumpen-Inhibitors MC-207,110 (Phe-Arg-f-
Naphtylamid, 20 mg/L) ermittelt. Levofloxacin ist ein Substrat aller signifikant zur
natiirlichen und erworbenen Resistenz beitragenden Effluxsysteme MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN und MexXY-OprM. Von einer Effluxpumpen-Uberexpression wurde
ausgegangen, wenn es in Anwesenheit des Effluxinhibitors mindestens zu einer 16-fachen
Reduktion der Levofloxacin-MHK kam. Der Inhibitor MC-207,110 vermag nicht das
Effluxsystem MexXY-OprM zu inhibieren.

2.2.6 Cephalosporinase- Inhibitionstest

Um die Uberproduktion der chromosomalen Cephalosporinase AmpC zu untersuchen,
wurden Agardiffusionstests wie unter 2.2.3 beschrieben mit Ceftazidim durchgefiihrt (De
Champs et al., 2002). Diese erfolgten auf MH-Agar sowie auf mit 500 mg/L. Cloxacillin
supplementiertem MH-Agar. Verursachte die Inhibition von AmpC durch Cloxacillin eine
Vergroferung des Ceftazidim-Hemmhofes von mindestens 10 mm, so wurde von einer

Uberproduktion der chromosomalen B-Laktamase ausgegangen.

2.2.7 EDTA-Phenanthrolin-Imipenem Mikrodilutionstest

Auf das Vorhandensein einer Metallo-f-Laktamase wurde mit Hilfe des
Mikrodilutionsverfahrens (2.2.2) getestet. Dazu wurde die MHK von Imipenem
(Konzentrationsbereich 512 mg/L bis 0,25 mg/L) in der An- und Abwesenheit von 0,4 mM
EDTA and 0,04 mM 1,10-Phenanthrolin bestimmt (Migliavacca et al., 2002). Wurde die MHK
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von Imipenem durch die inhibitorischen Substanzen mindestens 8-fach reduziert, so wurde

der Test positiv gewertet.

2.2.8 Keimzahlbestimmung

Zur Uberpriifung der Anzahl lebensfihiger Zellen pro ml wurde eine Verdiinnungsreihe in
0,9%-iger Kochsalzlosung je nach der erwarteten Keimzahl iiber mehrere Zehnerpotenzen
durchgefiihrt. Jeweils 50ul der Verdiinnungsstufen wurden auf MH-Agarplatten ausplattiert
und iiber Nacht inkubiert. Im Anschluss wurden die koloniebildenden Einheiten ausgezahlt
und die Keimzahl pro Milliliter bestimmt. Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei 20
KBE/ mL. Lag die zu erwartende Keimzahl unterhalb dieser Nachweisgrenze, so wurden
1000 pL der unverdiinnten oder verdiinnten Probe filtriert (Membranfilter: Porendurchmesser
0,45 pm) und mit 50 mL steriler, isotoner Kochsalzlosung nachgewaschen. Der Filter wird
nun auf eine MH-Agar-Patte gelegt und inkubiert. Die Nachweisgrenze kann mit diesem

Verfahren auf 1 KBE/ mL gesenkt werden.

2.2.9 In-vitro-Modell nach Grasso

Mit Hilfe von pharmakologischen in-vitro-Modellen ist es mdglich, das Absterbeverhalten
von Bakterien in Abhidngigkeit von der Zeit unter der Simulation der humanen
Pharmakokinetik eines Antibiotikums zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden
modifizierte in-vitro-Modelle nach Grasso et. al. verwendet (1978). Zur Simulation der
Konzentrations-Zeit-Verldaufe iiber 40 Stunden hinweg unter der in der Praxis gidngigen
Dosierung von Meropenem (3x 1g pro Tag als Kurzinfusion) und Ceftazidim (3x 2g pro Tag
als Kurzinfusion) wurden pharmakokinetische Daten von Kriiger et al. und Liithy et al
verwendet (2005 und 1981). Im Modell wurden die Kurzinfusionen vereinfacht als i.v. Bolus
Applikation simuliert (siehe 2.2.9.2).

Das in-vitro-Modell bestand aus einem Zentralkompartiment und einem Reservoirgefall
(Abbildung 2.1). Im Zentralkompartiment, welches MH-Bouillon und den Teststamm in
einem konstanten Volumen von 150 ml enthielt, wurden die humanen Konzentrations-Zeit-
Verldufe des Antibiotikums simuliert. Das Ausgangsinokulum des jeweiligen Teststammes
betrug ~ 1x10" KBE/ml. Zu den Zeitpunkten t = 0, 8, 16 h wurde die jeweilige Dosis des
Antibiotikums in das Zentralkompartiment injiziert. Ein Riihrfisch im Zentralkompartiment
sorgte fiir eine gleichméfBige Durchmischung der Bakteriensuspension mit dem Antibiotikum.
Durch einen kontinuierlichen Fluss von MH-Bouillon aus dem Reservoirgefdl durch das

Zentralkompartiment in das Proben- und Abfallgefa3 mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe
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wurde ab den Zeitpunkten t= 0, 8, 16 h jeweils das Antibiotikum aus dem

Zentralkompartiment nach einer Kinetik erster Ordnung eliminiert.

Abb. 2.1: Aufbau des in-vitro-Modells nach Grasso zur Simulation einer i.v. Bolus Applikation mit
anschlieBender Elimination (Quelle: Christine Fuhst)
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Die jeweiligen, anhand der Probandendaten ermittelten, Eliminationsphasen des
Antibiotikums, wurden durch eine Modifikation der Flussraten simuliert. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden Proben zur Keimzahlbestimmung entnommen. Das
Zentralkompartiment befand sich {iber den gesamten Zeitraum von 40 Stunden in einem

Wasserbad mit konstanter Wassertemperatur von 37°C.

2.2.9.1 Mathematische Korrektur von Verdiinnungseffekten

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten in-vitro-Modell handelt es sich um ein sogenanntes
»offenes,, Modell, bei dem die Bakterien im Zentralkompartiment im Gegensatz zum
»geschlossenen® Modell nicht durch einen Filter zuriickgehalten werden. Somit bedingt der
kontinuierliche Fluss des Ndhrmediums nicht nur die Elimination des Antibiotikums, sondern
auch eine Verringerung der Keimzahl. Aufgrund der langen Versuchslaufzeit von 40 Stunden
und hohen Flussraten wiirde dies zur Uberbewertung des antibakteriellen Effektes des
Antibiotikums fiihren. Aus diesem Grund wurde die experimentell ermittelte Keimzahl mit

Hilfe der nachfolgenden Formeln korrigiert (Keil et al., 1995):
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N’(t) = N(t) x ¢ Fx=kex A1 2.1)

N°(t) = Npax X N(t) / {N(t) + [Npax — N(t)] x ¢ T¥=kexamh (2.2))

Gleichungen (2.1.) und (2.2.): N’(t) = korrigierte Keimzahl in KBE/mL zum Zeitpunkt t; N(t) = Anzahl
der KBE/ mL in einer zum Zeitpunkt t aus dem in-vitro Modell entnommenen Probe; Nmax = maximale
Keimzahl; f = Korrekturfaktor (0,5 — 1); ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante; A t = Zeitintervall
zwischen t = Oh und der betrachteten Zeit, in dem die jeweilige ke konstant ist.

Die Gleichung (2.1.) entspricht einer unbegrenzten Exponentialfunktion, aus der sich bei
einem Wiederanwachsen der Bakterien im Modell korrigierte Keimzahlen ergédben, die
oberhalb der maximal von dem jeweiligen Teststamm unter den gegebenen Bedingungen
ereichten Keimzahl ldgen. Daher wurde im gegebenen Fall zur Berechnung der Keimzahlen
die modifizierte Gleichung (2.2.) verwendet, die einen iiber Ny liegenden Wert fiir die

korrigierte Keimzahl ausschlief3t.

2.2.9.2 Simulation der Pharmakokinetik

In den Tabellen 2.13 und 2.14 sind den Publikationen von Kriiger et al. und Liithy et al.
entnommene pharmakokinetische Parameter und Konzentrationszeitprofile aufgefiihrt, die

den in dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen zu Grunde lagen.

Tabelle 2.13: Pharmakokinetische Parameter

Meropenem Ceftazidim

(Kriiger et al., 2005) |(Liithy et al., 1981)
Dosis 3x 1 galle 8h 3x2galle 8 h
Cinax [mg/L] 56.1 173.8
t1,2 [h] 0.45h 1.96
kel [1/min] 0,0321 (15 min) 0,008416667 (60 min)
ke2 [1/min] 0,0179 (75 min) 0,003418333 (240 min)
ke3 [1/min] 0,013 (390 min) 0,002321667 (180 min)

Cuax= maximale Plasmakonzentration;; t;, = Eliminationshalbwertzeit; kel,2,3
Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten.
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Tabelle 2.14: Konzentrations-Zeitprofile der Probandendaten

Konzentration (mg/L)
Zeit (h) Meropenem Ceftazidim
(Kriiger et al., 2005) (Liithy et al., 1981)
0 56,1 173.,8
0,08 48,7 -
0,17 40,9 -
0,25 34,8 -
0,33 - 128,8
0,50 27,0 -
0,67 - 95,5
0,75 20,0 -
0,83 - 74,13
1 15,2 64,57
1,50 9,2 46,77
2 5,9 38,02
2,50 3,9 -
3 - 22,39
3,50 1,7 -
4 - 14,79
5,50 0,4 9,55
6 - 6,46
7 - 4,79
7,33 0,0 -
7,50 0,0 -
8 - 3,63
-: keine Angabe

Die Menge des Antibiotikums, das zu den Zeitpunkten t = 0, 8 16 h in das
Zentralkompartiment injiziert wurde, berechnete sich aus dem Produkt des Volumens des
Zentralkompartiments und der Konzentration Cp,x zum Zeitpunkt t=0.

Dosis = Cpax x V(ZK) (2.3.)
Gleichung (2.3.): C,,.x: maximale Antibiotikumkonzentration zum Zeitpukt t=0 [mg/L]; V(ZK): Volumen

des Zentralkompartiments [ml].

Im Anschluss an eine Infusion wird ein Antibiotikum nach einer Kinetik erster Ordnung aus

dem Organismus eliminiert. Dies vollzieht sich in vivo gemil der Gleichung 2.4.:

C=Cpaxxe **! (2.4)

Gleichung (2.4.): C: Antibiotikumkonzentration [mg/L]; C,,.x: maximale Antibiotikumkonzentration zum
Zeitpukt t=0 [mg/L]; ke: Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/min]; t: Zeit [min]
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Im in-vitro Modell besteht zwischen der Eliminationsgeschwindigkeitskonstante ke, der
Flussrate F sowie dem Volumen des Zentralkompartiments V(ZK) eine proportionale

Abhéngigkeit. Diese Proportionalitdt wird durch die folgende Formel beschrieben:

ke=F/V(ZK) 2.5))

Gleichung (2.5.): ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [1/min]; V(ZK) = Volumen des
Zentralkompartiments [mL]; F = Flussrate [ml/ min]

Die Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten der Eliminationsphasen wurden aus den
halblogarithmisch  aufgetragenen Konzentrations-Zeit-Verldufen der Probandendaten

berechnet:

InC2-InCl1
ke = (2.6.)

t2 - tl

Gleichung (2.6.): ke = Eliminationsgeschindigkeitskonstante [1/min]; InC = natiirlicher Logarithmus der
Antibiotikumkonzentration; t = Zeit [min]

Nach der Berechnung der Eliminationsgeschwindigkeitskonstanten, konnten mit Hilfe der
Gleichung (2.5.) die Flussraten bestimmt werden, welche nétig waren, um das Antibiotikum

aus dem Zentralkompartiment nach einer Kinetik erster Ordnung zu eliminieren.

2.2.9.3 Einstellung der Peristaltikpumpe

Nach der Bestimmung der erforderlichen Flussraten wurden flir die Simulationen die
geeigneten Pumpen und Schlduche gewidhlt und die Einstellungen der Pumpe errechnet

(Tabelle 2.15)

Tabelle 2.15 Kombinationsméglichkeiten von Pumpen und Schliuchen

Pumpschlauch Tygon R |Flussraten von...bis... Einstellung der Pumpe
2607, Color-Code [mL/ min] (F = Flussrate)
Peristaltikpumpe weill-orange 0-0,493 200,82 x F
IPN-8 rot-grau 0-1,653 59,875 x F
violett-schwarz 0-5,668 19,26 x F - 0,528
Peristaltikpumpe weill-orange 0-2,357 42,425 x F
IPC N-8 rot-grau 0-7,993 12,511 x F
violett-schwarz 0-21,43 4,6658 x F
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2.2.9.4 Versuchsauswertung
2.2.9.4.1 Pharmakodynamische Parameter

2.2.9.4.2 Bestimmung des AAC-Wertes

Der AAC (area above the curve) -Wert stellt ein relatives Mall fiir die Anzahl der
abgestorbenen Bakterien dar. Es handelt sich hierbei um die Fliche oberhalb der
Absterbekinetik eines Bakterienstammes gegeniiber einem Antibiotikum bei einer Dosierung
(Rustige et al., 1990). Oberhalb des Ausgangsinokulums befindliche Flichen werden als
negativ und unterhalb des Ausgangsinokulums liegende Fldchen als positiv bewertet (Abb.

2.2).

2 Wachstum

: =

log A KBE/mL
[e)

W o L

Keimzahlreduktion

0 2 4 6 8 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Zeit [h]

Abb. 2.2: Graphische Darstellung des AAC-Wertes (Fliche oberhalb der Absterbekinetik, Bildquelle
Christine Fuhst)

2.2.9.5 Pharmakokinetische Parameter

2.2.9.5.1 Halbwertszeit

Die Halbwertszeit ist die Zeit, innerhalb derer eine Konzentration auf die Halfte ihres

urspriinglichen Wertes abfallt und kann mit Hilfe der Gleichung 2.7. berechnet werden.

ti,=1In 2/ ke = 0,693/ ke (2.7.)

Gleichung (2.7.): t1/2 = Halbwertszeit [min]; ke = Eliminationsgeschwindigkeitskonstante [min]
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2.2.9.6 Pharmakologische Indizes

2.2.9.6.1 Cuax/MHK [dimensionslos]:

Quotient der maximalen Plasmakonzentration und der MHK des Teststammes (Mouton et al.,

2002).

2.29.6.2 Tom [%]:

Kumulativer Prozentsatz der Zeit, innerhalb derer die Konzentration des Antibiotikums

oberhalb der MHK des Bakterienstammes liegt (Mouton et al., 2002).

2.2.10 Nachweis von Mutanten im in-vitro Modell

Der Nachweis von Mutanten, welche wihrend der in-vitro Modelle selektiert wurden, erfolgte
auf MH-Agarplatten supplementiert mit Meropenem (Modell mit PAO1: 2 mg/L, Modell mit
P. aeruginosa 12-09-15: 8 mg/L) bzw. Ceftazidim (Modell mit PAO1: 8 mg/L).

2.2.11 Kompetitiver Wachstumsversuch

Die Fitness der in in-vitro Modellen selektierten Mutanten PAO1/MER, PAO1/CAZ und 12-
09-15/MER wurde im Vergleich zu ihrem Ausgangsstamm untersucht. Dazu wurden die
jeweiligen Mutanten und ihr Ausgangsstimme mit einem identischen, photometrisch
eingestellten Inokulum von 10> KBE/ml gemeinsam fiir acht Stunden bei 37°C in einer
Batchkultur (MH-Bouillon) ohne Selektionsdruck durch ein Antibiotium inkubiert. Zu den
Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4, 6 und 8h wurden Keimzahlbestimmungen ( )durchgefiihrt. Von den
Agarplatten der ausgewerteten Keimzahlbestimmungen wurden anschliefend jeweils 47
Kolonien in Anlehnung an die Agardilutionsmethode mittels eines Stempels sowohl auf MH-
Agar als auch auf selektiven MH-Agar supplementiert mit Meropenem (PAO1/MER: 2 mg/L,
12-09-15: 8 mg/L) oder Ceftazidim (PAOI/CAZ: 8 mg/L) aufgebracht. Anhand des
Wachstums auf dem Selektivagar erfolgte die Bestimmung des Anteils der jeweiligen

Mutante an der Gesamtpopulation der Batchkultur.
2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese wurde freundlicherweise im GENARS-Zentrum Jena im
Labor von Herrn Prof. Pfister durchgefiihrt. Bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese handelt es
sich um eine molekulare Methode zur Typisierung von Bakterienstimmen, die fiir

epidemiologische Untersuchungen eingesetzt wird.
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Die Pulsfeld-Gelelektrophorese verlduft nach folgendem Prinzip: Bei einer Bakterien-Spezies
besteht keine 100%-ige Homologie innerhalb der genomischen DNA. Schon geringe
Unterschiede konnen bei einer Restriktionsverdauung des gesamten Genoms anhand des
resultierenden Fragmentmusters nachgewiesen werden. Es ergibt sich fiir jeden Stamm
innerhalb der Spezies ein charakteristisches Fragmentmuster, welches die Anzahl und
Position der Schnittstellen des Restriktionsenzyms innerhalb des Genoms widerspiegelt. Die
Erkennungssequenz von Spe I kommt bei P. aeruginosa 20 bis 25 mal vor, die
Fragmentgrofle nach Verdauung mit Spe I variiert zwischen 10kb und 700kb (Tenover et al.,
1995).

Die Auswertung der PFGE-Muster erfolgte nach den von Tenover et.al. 1995 aufgestellten
Kriterien. Als Stamm wird ein Isolat (Reinkultur eines Bakteriums, die durch Subkultur von
einer primiren Isolationsplatte gewonnen wurde) bezeichnet, das sich phénotypisch oder
genotypisch von anderen Isolaten der Spezies unterscheidet. Als Klone werden Isolate/
Stimme bezeichnet, die anhand genetischer Tests — wie der PFGE — nicht voneinander
unterscheidbar sind (identisches PFGE-Muster) bzw. sehr dhnlich sind (die Unterschiede im
PFGE-Muster sind durch ein einziges genetisches Ereignis zu erkldren), so dass davon
ausgegangen werden kann, dass sie desselben genetischen Ursprungs sind. Letztere werden
im Folgenden als Varianten bezeichnet (PFGE-Muster weist maximal drei
Fragmentunterschiede auf).

Tabelle 2.16 fasst die Kriterien zur Interpretation von PFGE-Mustern zusammen.

Tabelle 2.16: Kriterien zur Interpretation von PFGE-Mustern (in Anlehnung an Tenover et al., 1995)

Anzahl der Typischerweise Epidemiolosische
Kategorie genetischen resultierende Anzahl der II)nter retagtion
Unterschiede Fragmentunterschiede P
ununterscheidbar 0 0 Stamm ist Teil des Klons
Stamm ist wahrscheinlich Teil
nahe verwandt ! 2-3 des Klons (Variante)
_ . Stamm hat mdglicherweise
moglicherweise .
2 4-6 den selben genetischen
verwandt
Ursprung
unterschiedlich >3 >7 Stamm hat nicht den selben
genetischen Ursprung

2.3.2 Extraktion von genomischer DNA mit Hilfe des DNeasy Tissue Kit" (Qiagen)

Eine Ubernachtkultur (2 ml in LB-Medium) wurde durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei
7500 rpm abgeerntet und in 180 pul ATL Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 20 ul
Proteinase K erfolgte die Deproteinisierung der Probe wéhrend einer Inkubation von 2h bei

55°C. In den nachfolgenden Arbeitsschritten wurde die Probe durch ,,Vortexen™ 15s
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gemischt, und es erfolgten eine Zugabe von 200 ml AL-Puffer, eine erneute Durchmischung
durch ,,Vortexen“ und eine 10-miniitige Inkubation bei 70°C. Darauthin wurden 200 pl
Ethanol (=99,9%) durch ,,Vortexen* untergemischt, und die Probe wurde in ein DNeasy Mini
Spin Sdulchen mit Aufganggefdl} liberfiihrt. Durch eine 1-miniitige Zentrifugation bei 8000
rpm wurde die genomische DNA auf dem Saulchen gebunden. Darauthin wurde das Sdulchen
zunéchst durch die Zugabe von 500 ml AW1-Puffer und Zentrifugation (8000 rpm) und die
nachfolgende Zugabe von 500 pul AW2-Puffer und Zentrifugation fiir 3 min bei 13400 rpm
gewaschen und getrocknet. Im anschlieBenden Arbeitsgang wurde das Sédulchen auf ein
Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und die genomische DNA in 100 ul AE-Puffer nach einer
Inkubation von 1 min durch Zentrifugation bei 800 rpm eluiert. Alle Zentrifugationsschritte

erfolgten in der Mini-Spin-Zentrifuge.

2.3.3 Extraktion von Plasmid-DNA mit Hilfe des Fast Plasmid™ Mini Kit (Eppendorf)

4 ml einer Ubernachtkultur in LB-Medium wurden durch Zentrifugation abgeernet und in
400 pl eiskalter Lysis-Losung durch Vortexen (30 sec.) resuspendiert. Im Anschluss erfolgte
eine 3-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und der Transfer des Lysats in ein Spin
Column Assembly (Elutionssdulchen mit Auffanggefdl3). Nach einem Zentrifugationsschritt
zum Binden der Plasmid-DNA wurde in zwei Arbeitsschritten jeweils durch Zugabe von
500 pl Wasch-Puffer und einer Zentrifugation das Elutionssdulchen gewaschen. Die
nachfolgende zusitzliche Zentrifugation und I-miniitige Inkubation gewihrleitstete ein
Abtrocknen des Elutionsdulchens. Darauthin wurde das Elutionssdulchen auf ein
Reaktionsgefdll transferiert und nach der Zugabe von 50 pl Elutionspuffer und einer
Inkubation von 5 min, wurde die Plasmid-DNA durch Zentrifugation eluiert. Alle
Zentrifugationsschritte wurden 1min bei 13400Upm in der Mini-Spin-Zentrifuge
durchgefiihrt.

2.3.4 Aufkochpriparation von genomischer DNA

Drei Einzelkolonien wurden von einer Ubernachtkultur auf MH-Agar in 100ul Wasser reinst.
suspendiert und 10min bei 99°C inkubiert. AnschlieBend wurden Zelltrimmer 10min bei
13400Upm abzentrifiugiert (Mini-Spin-Zentrifuge). Die im Uberstand geloste DNA der

Bakterien wurde als Matrize fiir die Screening-PCR-Ansétze eingesetzt.

2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der exponentiellen Amplifikation eines DNA-

Abschnittes. Bei der PCR werden zyklisch drei Phasen durchlaufen:
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Phase I (Denaturierung): Bei der Denaturierung werden die Doppelstrange der DNA-Matrize
thermisch aufgetrennt.

Phase II (Primeranlagerung): Primer binden gegenldufig komplementir an die flankierenden
Sequenzbereiche des zu amplifizierenden als Einzelstrang vorliegenden DNA-Abschnittes.
Phase III (Synthese): Ausgehend vom freien OH-Ende der Primer wird durch die Polymerase
eine Kopie synthetisiert, wobei komplementdr dNTPs eingebaut werden.

Als Primer fiir alle nachfolgend genannten PCR-Versuche wurden die jeweiligen in Tabelle

2.9 aufgelisteten Oligonukleotide verwendet.

2.3.5.1 Reidentifizierung durch den Nachweis von algD

Die Reidentifizierung der in der Studie untersuchten multiresistenten P.-aeruginosa-Klone
erfolgte durch den PCR-Nachweis des fiir P. aeruginosa spezifischen Gens algD. Dieses Gen
kodiert fiir eine GDP-Mannose-6-Dehydrogenase, die fiir die Alginatproduktion von P.
aeruginosa essentiell ist (siche 1.2). Zur Etablierung des Tests wurde vor dem Screening der
Teststimme verifiziert, dass unter Verwendung der gewéhlten Primer auschlieBlich bei P.
aeruginosa (P. aeruginosa ATCC 27853) nicht aber bei anderen Spezies der Gattung (P.
alcaligenes, P. fuoesizens, P. mendocina, P. putida, P. stutzeri, P. veronii) oder anderen Non-
Fermentern (Burkholderia ,,cepacia® Komplex, Stenotrophomonas maltophilia) ein Produkt

amplifiziert wurde. Die verwendeten Kontrollstimme sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.

2.3.5.2 Defekte im DNA Reperatursystem (MMR System)

Der Mutatorphénotyp wird zumeist verursacht durch Defekte in Genen, die in das MMR
System involviert sind (1.2.2). Die MMR System Gene mutS, mutL und uvrD wurden fiir den
im in-vitro Modell eingesetzten Mutatorstamm 12-09-15 sequenziert. Als Templates fiir die

vorhergehende Amplifikation der Gene wurden genomische Praparationen eingesetzt.

2.3.5.3 Nachweis von durch Mutation erworbenen Resistenzmechanismen

Um Resistenzmechanismen zu detektieren, die auf Mutationen in chromosomalen Genen
zuriickzufilhren sind (1.5.1), wurden die unten aufgefithrten Loki, sofern nicht anders
aufgefiihrt, fiir alle Klone amplifiziert und sequenziert. Dabei wurde folgende Strategie
verfolgt: Pro Klon wurde ein reprasentativer Stamm fiir die genomischen Untersuchungen
herangezogen. Lagen PFGE-Varianten oder bei identischem PFGE-Muster phédnotypische
Varianten eines Klons vor, so wurden diese =zusétzlich hinsichtlich abweichender
chromosomaler Modifikationen untersucht. Fiir die Untersuchungen wurden als Template

genomische Préparationen verwendet.
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2.3.5.3.1 Modifikation der Typ II Topoisomerasen DNA Gyrase und Topoisomerase [V

Die Hauptursache fiir Chinolonresistenz bei P. aeruginosa sind Mutationen in den Genen
gyrA und parC, welche fiir Untereinheiten der DNA Gyrase und der Topoisomerase 1V
kodieren. Die Chinolon-Resistenz-vermittelnde Region (QRDR) der Gene gyrA und parC

wurde fiir alle Klone sequenziert.

2.3.5.3.2 Modifikationen des Porins OprD

Der haufigste Resistenzmechanismus gegeniiber Carbapenemen bei P. aeruginosa ist der
Verlust des Porins OprD, welcher zumeist auf Mutationen in oprD beruht. OprD wurde bei

allen Klonen sequenziert.

2.3.5.3.3 Modifikationen in AmpD/E

Die Uberexpression der chromosomalen B-Laktamase AmpC bei P. aeruginosa wird zumeist
durch Modifikationen in der cytosolische N-Acetyl-Anhydromuramyl-L-Alanin-Amidase
AmpD verursacht. Aus diesem Grund wurde fiir die unter Ceftazidim im in-vitro Modell

selektierte Mutante PAO1/CAZ das bicistronische ampD/E operon sequenziert.

2.3.5.3.4 Uberexpression von Effluxpumpen

Bei Klonen, deren Effluxpumpen-Inhibitionstest positiv ausgefallen war, wurden die Efflux-
Regulatorgene mexR (MexAB-OprM) und nfxB (MexCD-OptlJ) untersucht. Da mit Hilfe des
verwendeten Effluxpumpen-Inhibitors ein Nachweis der Uberexpression von MexXY-OprM
nicht mdglich ist, wurde das fiir den Regulator des Effluxsystems kodierende Gen mexZ fiir
alle Klone sequenziert. Fiir Klone, deren Carbapenem-Resistenz nicht durch den Verlust des
Porins OprD erklirt werden konnte, wurde auBerdem die Uberexpression des Effluxsystems
MexEF-OprM iiberpriift, welche {iiber denselben Regulationsmechanismus mit einer
reduzierten Expression von OprD einhergeht. Dazu wurde sowohl das Gen des positiven

Regulators MexT als auch das fiir eine Oxidoreduktase kodierende Gen mexS sequenziert.

2.3.5.4 Screening nach erworbenen Resistenzdeterminanten

Fiir den Nachweis einer grolen Anzahl relevanter Resistenzgene wurden PCR Screenings
durchgefiihrt. In die Untersuchungen wurden sémtliche Stimme aller Klone einbezogen. Die
jeweils als Positivkontrolle verwendeten Bakterienstimme sind der Tabelle 2.1 zu entnehmen.
Eine genaue Identifizierung der detektierten Gene erfolgte im Anschluss durch die
Sequenzierung des Amplikons. Das Screening richtete sich auf die unten aufgelisteten

Resistenzdeterminanten:
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Aminoglykosid-Modifizierende-Enzyme:

Acetyltransferasen: aac(3)-1a, aac(3)-Ilc, aac(3) IVa, aac(6’)-1

Nukleotidyltransferasen: ant(2’)-1a, ant(3"’)-1, ant(4’)-1la

Phosphorylasen: aph(3°)-1, aph(3’’)-1b, aph(3’)-1la, aph(6)-1d

B-Laktamasen:

blatem, blapsg, blasyy, fir die OXA-Gruppen-1 (OXA-10), -1 (OXA-2), und -IIT (OXA-1)
kodierende Gene, blacrx-m, blaves, blages, blaper, blaviv, blawp, blaspm

Sonstige Resistenzdeterminanten:

gnr (Chinolon-Resistenz), cml4 (Chloramphenicol-Resistenz)

In allen PCR-Ansétzen wurden Aufkochpréparate als Template eingesetzt.

2.3.5.5 Nachweis von Klasse-1- und -2-Integrons

Auf Integrons werden erworbene Resistenzgene kodiert. Zum Nachweis von Integrons wurde
ein PCR-Screening fiir int/1 und intl2 durchgefiihrt. Diese Gene kodieren fiir die Integrase der
Klasse-1- und -2-Integrons. Die als Positivkontrolle verwendeten Bakterienstimme sind der
Tabelle 2.1 zu entnehmen. Fiir die Untersuchungen wurden als Template Aufkochpréiparate

verwendet.

2.3.5.6 Charakterisierung von Klasse-1-Integrons

Zur Charakterisierung der gefundenen Klase-1-Integrons wurde PCR-Mapping verwendet
(Levesque et al. 1995). Dazu wurden die Primer der oben genannten nachgewiesenen
Resistenzgene untereinander kombiniert. Zusétzlich wurden Primer (5°-CS und 3°-CS), die in
den konservierten 5’ und 3’-Randbereichen von Typ-1-Integrons binden, genutzt. Zur
Verifizierung der ermittelten Integronstrukturen wurden die PCR-Mapping-Produkte partiell
sequenziert. Bei allen Mapping-PCRs kamen Plasmidpréaparationen als Template und die

HotMaster™ Taq DNA Polymerase zum Einsatz.

Die Zusammensetzung der PCR-Ansdtze und die PCR-Laufbedingungen gehen aus den

Tabellen 2.17 und 2.18 hervor.
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Tabelle 2.17: Zusammensitze der PCR-Ansétze

- .| .
$5 128 |28 |32 g e
Zielstruktur §0 E E g E g £ E @) E E
der PCR Primer AM B <E= | @ |«
algD algD-F, algD-R ,5mM | 0,2uM 50 uM 55 40 s R
mutL mutL-f, mutL-r 25mM | 0,1 uM 20 uM 55 2 min H
mutS mutS-f, mutS-r 25mM | 0,1 uM 20 uM 60 25min | H
uvrD uvrD-f, uvrD-r 25mM | 0,1 uM 20 uM 55 2 min H
gyrd gyrAl, gyrA2 25mM | 0,2 uM 50 uM 62 40 s R
parC parCl, parC2 3 mM 0,2 uM 50 uM 70 40 s R
D1, D2 25mM | 0,1 uM 20 uM 58 L5min | H
pDF1, D2 2,5mM | 0,1 uM 20 uM 60 1 min H
oprD DO 1,D2 25mM | 0,1 uM 20 uM 55 1,5min | H
D4, D2 2,5mM | 0,1 uM 20 uM 58 1 min H
D5, D2 25mM | 0,1uM | 20puM 57 Imin | H
mexR M5, M1 2,5mM | 0,1 uM 20 uM 48 40min | H
mexR M1, M2 2,5mM | 0,1 uM 20 uM 55 40min | H
mexS-fl, mexS-rl 25mM | 0,1 uM 20 uM 58 1 min H
mexs mexS-f, mexS-r 25mM | 0,1 uM 20 uM 58 1 min H
exT nfxC-P1, nfxC-M2 25mM | 0,1 uM 20 uM 60 IL5min | H
mexT-F1, mexT-R1 25mM | 0,1 uM 20 uM 57 I,Smin | H
mexZ1026, mexZ2060 2,5mM | 0,1 uM 20 uM 70 40s H
mexZ mexZ1026, mexZ-2 25mM | 0,1 uM 20 uM 60 40's H
mexZ1026, mexZ-1 25mM | 0,1 uM 20 uM 66 40 s H
nfxB nfxB-1, nfxB-2 25mM | 0,1 uM 20 uM 59 40 s H
ampD/E DE1, DE2 L5mM | 0,5uM 200 uM 72 45s P
blaggs GES-1a, GES-1b ,5mM | 0,2 uM 50 uM 55 40's R
blanp IMP S, IMP AS IL5mM | 02uM 50 uM 50 40s R
blaspym SPM-1a, SPM-1b IL5mM | 02uM 50 uM 57 40s R
blaygg VEB-1A, VEB-1B LLSmM | 0,2 uM 50 uM 51 40s R
blayy VIM S, VIM AS LSmM | 0,2 uM 50 uM 60 40s R
OXA-Gruppe 1 (OXA-| | - 1A oxa-IB L5mM | 02uM | 50uM 54 40s | R
10 Gruppe)
g’éfu';gppe I (OXA-yx A2f, OXA-2r L5mM | 02uM | 50uM 57 40's R
Xt oy XA, OXAR LSmM | 02uM | SouM | 50 40s | R
blapgr PER-A, PER-B LSmM | 0,2uM 50 uM 48 40s R
blapsk PSE-1f, PSE-1r LSmM | 0,2 uM 50 uM 57 40s R
blaTtem OT3, 0T4 ,5mM | 0,2 uM 50 uM 50 40's R
blaspy NII1, NI2 IL5mM | 0,2uM 50 uM 59 40s R
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Fortsetzung der Tabelle 2.17.

5l s | g .| .

$5 128 |28 |32 g e
Zielstruktur é" E E g E s g g o E E
der PCR Primer ke < M <E= | @ |«
blacrym CTX-MA, CTX-MB ,SmM | 0,2 uM 50 uM 52 40s R
intl int1-F, intl-R 2mM | 02puM | 50 puM 55 40 s R
int2 int2-F, int2-R 3mM | 02uM | 50uM 50 40s R
Klasse-1-Integron 5°CS, 3°CS LSmM | 02uM 50 uM 55 3 min H
cml cml-F, cml-R 2 mM 0,5 uM 200 uM 54 40 s R
aphA aph(3)-1a-F, aph(3)-Ia-R LSmM | 0,2 uM 50 uM 57 40s R
aac(3)-1a aac(3)-Ia-F, aac(3)-Ia-R L5mM | 0,2uM 50 uM 50 40 s R
aac(3)-Ilc aac(3)-Ilc-F, aac(3)-llc-R | 1,5mM | 0,2 uM 50 uM 55 40 s R
aac(3)-1Va aac(3)-IVa-F, aac(3)-IVa-R| 1,5mM | 0,2 uM 50 uM 50 40 s R
aac(6’)-1b aac(6’)-Ib-F, aac(6’)-Ib-R | 1,5mM | 0,2 uM 50 uM 50 40 s R
ant(2”’)-la ant(2’’)-la-F, ant(2’)-Ia-R | 1,5mM | 0,2 uM 50 uM 50 40 s R
ant(4’)-lla ant(4’)-1la-F, ant(4’)-1la-R | 1,5mM | 0,2 uM 50 uM 50 40 s R
aac(6’)-11 aac(6’)-1I-F, aac(6’)-1I-R L5mM | 0,2uM 50 uM 55 40s R
strd strA-F, strA-R LSmM | 02uM | 200uM 48 40s R
strB strB-F, strB-R ILS5mM | 0,2uM 50 uM 53 40 s R
qnr qnr-F, gnr-R ILS5mM | 0,2uM 50 uM 50 40 s R

H: HotMaster™ Taq DNA Polymerase; P: Phusion DNA Polymerase; R: REDTaq® DNA Polymerase

Tabelle 2.18. PCR Laufbedingungen

Denaturierung Annealing-Dauer Synthese- Anzahl
E Temperatur Temperatur der
nzym Temperatur | Dauer '(he pr 5 17 (Dauer siehe 7kl
sieche Tab. 2.17) Tab. 2.17) yklen
®
REDTaq DNA 94°C 30 305 72°C 30
Polymerase
HotMaster™ Taq o o
DNA Polymerase 96°C 20s 20s 65°¢ >0
Phusion DNA 98°C 10s 30s 72°C 30
Polymerase

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen Nukleinsduren nach ihrer Masse aufgetrennt
werden. Im elektrischen Feld wandern die auf Grund ihrer Phosphatgruppen negativ
geladenen DNA-Fragmente durch das Agarosegel zum Pluspol. Bei der Wanderung durch die

Poren des Agarosegels werden grofere Fragmente stirker behindert als kleinere. Zwischen
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der Wanderungsstrecke und der Lange des Fragments besteht ein nicht linearer
Zusammenhang. Zur Gréfenbestimmung der Fragmente werden Grofenmarker mit auf das
Gel aufgetragen. Je nach den Laufbedingungen der Elektrophorese besteht fiir einen
bestimmten GrdéBenbereich der Fragmente zwischen der Wanderungsstrecke (cm) und dem
Logarithmus der Grole der Fragmente (bp) ein linearer Zusammenhang. Anhand linearer
Regression kann in diesem linearen Bereich die Gréfe der Proben-Fragmente relativ genau
bestimmt werden.

Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde den 0,8-2%-igen Agarosegelen in TAE-Puffer
Ethidiumbromid (0,3 pg/ml) zugesetzt, das in die Doppelhelix der DNS interkaliert, unter
UV-Lichtbestrahlung luminesziert und eine Dokumentation der Ergebnisse mit einer

Videoanlage ermoglicht.

2.3.7 Aufreinigung mit dem MinElute PCR Purification Kit™ (Qiagen)

Vorbereitend fiir Sequenzierungen wurden PCR-Produkte 1:6 mit PB-Puffer gemischt und auf
ein in einem Auffanggefdl befindliches MinElute-Sdulchen gegeben. Nach einem
Zentrifugationsschritt zum Binden der DNA wurde das MinElute-Sdulchen durch die Zugabe
von 750ul PE-Puffer und eine erneute Zentrifugation gewaschen. Eine zusétzliche
Zentrifugation sowie eine Inkubation des Sdulchens bei offenem Deckel ermdglichte das
Entfernen von Puffer- und Ethanolresten. Das MinElute-Sdulchen wurde auf ein steriles
Reaktionsgefal iiberfiihrt und nach Zugabe von 10 pl auf 50°C erwidrmtem EB-Puffer und
fiinfmintitiger Inkubation wurde zur Eluation der DNA zum vierten Mal zentrifugiert. Alle

Zentrifugationsschritte erfolgten Imin bei 13400 upm in der Mini-Spin-Zentrifuge.

2.3.8 Sequenzierungen

Die Sequenzierungen samtlicher PCR-Produkte wurde von Seqlab

Sequence Laboratories Gottingen durchgefiihrt.

2.3.9 Ubertragung von Resistenzgenen durch Konjugation

Die Moglichkeit des horizontalen Transfers der detektierten Klasse-1-Integrons wurde in
Konjugationsexperimenten untersucht. Bei der Konjugation erfolgt, ermoglicht durch direkten
Zell-Zell-Kontakt iiber eine Plasmabriicke, ein gerichteter Gentransfer von einem Spender-
Stamm (Donor) in einen Empfanger-Stamm (Rezipient).

In dieser Arbeit kamen bei der Konjugation mittels Filter-Mating (Wang et al., 2003) als
Rezipienten die Rifampicin-resistenten Stimme E. coli W3110lac™-3a Rif® und P. aeruginosa

PAOI Rif* zum Einsatz. Donor und Rezipient wurden jeweils in LB-Medium bei 37°C bis
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auf eine ODss6 von 0,4—0,5 angezogen. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei RT ohne
Schiitteln wurden jeweils 1ml der Kultur 2 min bei 5000 upm in der Mini-Spin Zentrifuge
abzentrifugiert und in 100 pl LB-Bouillon resuspendiert. Im Anschluss wurden die
Suspensionen des jeweiligen Donors und Rezeptors gemischt und auf einen sterilen
Nitrocellulosefilter auf einer LB-Agarplatte gegeben. Der Konjugationsansatz wurde tiiber
Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien mit einem sterilen
Wattestdbchen in 2,7 ml steriler physiologischer Kochsalzlosung resuspendiert und
Keimzahlbestimmungen auf antibiotikahaltigem Agar vom Transkonjuganten und vom Donor
duchgefiihrt. Dabei diente LB-Agar supplementiert mit 300 mg/L Rifampicin und 4mg/L
Tobramycin (auf allen Klasse-1-Integrons, deren Mobilitét {iberpriift werden sollte, wurden
im Vorfeld Gene von Tobramycin-Resistenz vermittelnden Aminoglycosid-modifizierenden
Enzymen nachgewiesen) dem selektiven Nachweis der Transkonjuganten und LB-Agar
supplementiert mit Tobramycin (4 mg/L) dem Nachweis des Donors.

Der Quotient aus der Anzahl der Transkonjuganten und der Zellzahl des Donors ergab die

Konjugationsfrequenz fiir die jeweilige Donor- und Rezeptorkombination.
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3 Ergebnisse

3.1 Reidentifizierung

Eine Reidentifizierung wurde fiir alle als P. aeruginosa eingesendeten multiresistenten
Stamme des GENARS-Projektes durchgefiihrt. Lagen von den durch multiresistente Stimme
betroffenen Patienten weitere Stdmme vor, so wurden diese ebenso wie der zusitzlich
untersuchte  multiresistente  Stamm aus der Berliner TU hinsichtlich ihrer
Spezieszugehorigkeit gepriift. Die Reidentifizierung erfolgte mit Hilfe des Selektivmediums
Cetrimid und wurde durch einen PCR-Nachweis der fiir P. aeruginosa spezifischen GDP-
Mannose-6-Dehydrogenase AlgD ergidnzt. Dies war erforderlich, da auf Cetrimid z. T. auch
Stdimme anderer Spezies der Gattung Pseudomonas zu wachsen vermdgen. Zudem erwies
sich eine Identifizierung mit Hilfe konventioneller biochemischer Tests insbesondere bei den
sehr variablen Stimmen mit Mutatorphinotyp als ungeeignet. Alle Stimme zeichneten sich
durch Wachstum auf Cetrimid-Medium aus und lieferten positive Resultate in der algD-PCR.
Dadurch konnte die Identifizierung fiir alle als P. aeruginosa erhaltenen Stdmme bestétigt

werden.

3.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Im Anschluss an die Reidentifizierung erfolgte die Verifizierung und Ergidnzung der in den

jeweiligen Zentren gewonnenen Ergebnisse der Empfindlichkeitspriifung (Tabelle 3.1).

3.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese wurde freundlicherweise im GENARS-Zentrum Jena im

Labor von Herrn Prof. Pfister durchgefiihrt.

3.3.1 Epidemiologie
Anhand der PFGE-Typisierung wurden 22 multiresistente Klone identifiziert (Tabelle 3.1).

Elf dieser Klone, die zumeist von CF-Patienten stammten, konnten mehrere Stimme
zugeordnet werden, wobei auf einen Klon vier, auf fiinf Klone drei und auf sieben Klone zwei
Stamme entfielen. Unter den elf Klonen mit Mehrfachisolaten traten wiederum bei neun
Klonen Varianten des Klons auf, deren Fragmentmuster sich in bis zu drei Banden vom
Referenzmuster unterschieden und demselben genetischen Ursprung zugeordnet werden
konnen (sieche 2.3.1). Bei zwei Klonen wurden zwei Varianten identifiziert, wihrend fiir die

iibrigen sieben Klone nur eine Variante nachgewiesen wurde. AusschlieSlich bei dem CF-
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Patienten A wurden zwei unterschiedliche multiresistente Klone (I, II) identifiziert. In dem

untersuchten Kollektiv wurde ferner die Ausbreitung eines Klons auf zwei CF-Patienten

nachgewiesen: Drei Stimme des Klons XI wurden vom Patienten J isoliert, wihrend die nicht

multiresistente Variante Xla des Klons aus einer Sputumprobe des CF-Patienten I kultiviert

wurde. Eine klonale Ausbreitung von multiresistenten Stimmen trat nicht auf.

Die CF-Patienten, aus deren Sputum multiresistente P.-aeruginosa-Klone isoliert worden

waren, wurden zumeist ambulant betreut. Dagegen wurden nicht-CF-Patienten zu gleichen

Teilen auf Intensiv- und auf Normalstationen unterschiedlicher Abteilungen behandelt.

Tabelle 3.1: Ergebnisse zur Empfindlichkeitspriifung und PFGE-Typisierung
MHK (mg/L) gegeniiber
= .8
Zentrum Ident- | :S E g _ E) E _ £ § .g § PFGE-
nummer 3 |3g| 2 s | B | E 9 g g = < |Muster

= =3 o o) < =% ~ S s = =)

228 2|8 | S5 || E| 5|35 &| &

& | Ae| S = ) @) < O = = O
Hannover |10-10-09 nd 128 8 1 | >32] 16 8 2 0,5 4 0,5 X
Hannover |10-10-10*| 128 | 128 16 4 | >32] 32 8 4 1 8 4 X
Hannover |10-10-11 nd 4 1 1 2 4 16 4 1 8 1 Xla
Hannover |10-10-16 nd 4 4 1 4 8 | >32 | >16 16 >8 4 IVa
Hannover |10-10-20 nd 4 8 2 1 2 4 2 0,5 4 1 Va
Hannover |10-10-22*| >128 | >128 | 16 16 | >32 | >32 | >32 | >32 8 >8 4 \Y
Hannover |10-10-25*%| 64 32 8 4 8 32 | >32 16 2 >8 8 VIII
Hannover |10-10-26*| >128 | >128 | 8 16 | >32 | >32 | >32 | >32 | 32 8 2 v
Hannover |10-10-35%|>128 | >128 | >32 | 32 | >32 | >32| 32 16 4 >8 >8 IX
Hannover |10-10-36 |>128| <1 16 4 4 8 16 8 1 >8 4 IXa
Hannover |12-09-47*| >128 | >128 | >32 | 32 | >32 | >32 | >32 16 2 >8 4 X1V
Hannover |12-09-58*| >128 | >128 | 32 8 | >32|>32] 16 16 2 8 2 XI
Hannover |12-09-60*| 128 | 128 16 16 | 32 | 32 | >32 | 32 2 >8 2 X1
Hannover |12-09-61*%| 64 64 8 8 16 | 16 16 8 2 >8 2 X1
Hannover |12-09-62%| 32 32 8 4 32 | 32 | =32 | >32 4 >8 4 VI
Hannover |12-09-63*| 64 16 8 4 16 | 32 32 16 2 8 4 Via
Hannover |12-09-66*| >128 | >128 | >32 | 32 | >32 | >32 | >32 16 4 >8 4 XIv
Hannover |12-09-80*| nd |>128| >32 | 32 | >32 | >32| 32 8 1 8 2 X1V
Hannover |12-10-07*| 128 | 128 8 8 32 [ >32] 16 8 1 >8 4 VII
Hannover |12-10-08*| >128 | >128 | 16 16 | >32 | >32| 32 16 2 >8 8 Vlla
Hannover |12-10-16 | nd 8 16 4 2 4 8 4 0,5 8 2 Vb
Hannover |12-10-28 |>128|>128| 4 4 | >32|>32| >32 | 32 4 4 0,5 il
Hannover |12-10-29*%| 128 | 128 | 32 8 32 | 32 | >32 16 4 >8 4 I
Hannover |12-10-44*|>128 | >128 | 32 8 | >32 | >32]| >32 | >32 8 >8 4 IIIa
Hannover |12-10-51*|>128 | >128 | 32 32 | >32 | >32 | >32 | 32 8 >8 4 X1
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Fortsetzung der Tabelle 3.1.

MHK (mg/L) gegeniiber
Zentrum {dent- g | 8§ g £ £ g .§ § PFGE-
nummer’ =R ‘FE 5 g S g 8 é é g g | Muster

s |Ef| B 5| 2|8l f| s E|g

& | =8| E S | B | 5| E 5§ | 8 S £

£ |Ae | & = | 0 |0 | < < = = O
Hannover |12-10-69*| 128 | 128 | 32 8 | >32|>32] 32 16 2 >8 4 1
Hannover |12-10-70%| 128 | 64 | 32 4 | >32|>32] 32 16 2 >8 4 la
Hannover |12-10-71*|>128 | >128 | 32 8 | >32[>32| >32 | 32 4 >8 2 11
Hannover |12-10-72%|>128 | >128 | 32 8 | >32]>32] 16 8 1 8 2 Ib
Jena 10-10-64 8 8 1025]025]| 2 8 16 8 2 8 4 X1la
Jena 10-10-68*| 32 32 16 8 16 | 16 8 | >32] 16 | >8 | >8 | XVI
Jena 10-10-72* | >128 | 128 | 16 4 | >32| 32| 32 4 4 >8 | >8 XII
Jena 10-10-74* | >128 | >128 | 32 | 16 | 32 |>32| 32 16 16 | >8 | >8 | XIX
Jena 10-10-77*%| 64 | 32 8 8 | 32 | 16 8 | >32] 16 | >8 | >8 | XVI
Jena 15-01-05*| 32 16 16 | 16 | 16 | 16 | >32 | 32 16 | >8 | >8 | XVIII
Jena 15-01-10%| 64 | 32 | 32 | 16 | 16 |>32| >32 | >32 | >32 | >8 | >8 XV
Jena 15-01-40%| 64 | 32 | 32 | 16 | >32|>32| 16 | >32 | >32 | >8 8 XVII
Ulm 12-09-03* | >128 | >128 | 16 8 |>32[>32] 16 | >32 | 16 | >8 | >8 XX
Ulm 12-09-14*| 32 | 32 16 | 16 | 16 | 16 8 2 1 4 2 XXII
Ulm 12-09-15*| 32 16 4 2 16 | 4 8 4 2 16 16 | XXI
Ulm 12-09-24* | 32 32 4 2 16 | 8 16 8 2 16 16 | XXI
Berlin 15-01-59* | >128 | >128 | 128 | >32 | >64 | >32 | >16 | >64 | >64 | nd | >16 nd

"Die Identnummer dient als Stammbezeichnung und gibt Auskunft iiber den Standort der Dauerkultur.
nd: nicht getestet; *: multiresistenter Stamm mit reduzierter Empfindlichkeit (intermediéir oder resistent
entsprechend den Richtlinien der DIN gegeniiber den Vertretern aller fiinf in der Therapie bei P.
aeruginosa einsetzbaren Antibiotika-Gruppen: Imipenem (Carbapeneme), Piperacillin (Penicilline),
Ceftazidim (Cephalosporine), Ciprofloxacin (Chinolone) und Gentamicin (Aminoglykoside).

3.3.2 Korrelation der PFGE- und Resistenzmuster

Bei der in Tabelle 3.2 dargestellten Korrelation der PFGE-Muster und der Antibiotika-
Empfindlichkeit wurde fiir Klone mit mehr als drei Stimmen jeweils der Median der MHK
gewdhlt, sofern die MHK-Werte nicht mehr als um eine Stufe nach oben oder unten
abwichen. Lagen pro Klon nur zwei Staimme vor, so wurde der hohere Wert angegeben, wenn
die MHK-Werte nicht um mehr als eine Stufe divergierten. Wichen dagegen die MHK-Werte
fiir mindestens eine Substanz um mehr als eine Stufe ab, so wurde der entsprechende Stamm

mit dem abweichenden Phinotyp gesondert aufgefiihrt.

Bei vier Klonen wiesen die Varianten keine abweichenden Phénotypen auf, wahrend bei fiinf
Klonen die Varianten eine erhohte Antibiotika-Empflindlichkeit zeigten und nicht als
multiresistent eingestuft wurden. Ein Stamm des Klons III wies bei identischem PFGE-

Muster nicht den Phianotyp der Multiresistenz auf.
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Tabelle 3.2. Epidemiologie und Resistenzphiinotyp der multiresistenten Klone

Epidemiologie Antibiotika-Empfindlichkeit
MHK (mg/L) von
0]
% I ce | .|
y | B 25| 2 |20 3| 5| 2| E2|3| 2
x E| 2|8 = |8 = | 8| & 2 & | 28| 3| &
£ = S % 2 = z | = O ©) & £ e @) =
> > | < | ~ < | < | O | & | R>2 | RI>2 | RI>8 | RI>8/8 |RI>8| RI>4
I 3 A | CYF | a | Han | + 4 16 128 128 >32 8
1I 1 A | CYF | a | Han | + 2 32 >128 | >128 | >32 8
e 2 B | CYF | a | Han | + 4 32 >128 | >128 | >32 8
1 B | CYF | a | Han - 0,5 32 >128 | >128 | >32 4
v 1 C | CYF| a | Han | + 2 >32 | >128 | >128 | >32 16
IVa 1 C | CYF | a | Han - 0,5 32 nd 4 4 1
1 D | CYF | n | Han | + 4 >32 | >128 | >128 | >32 16
- A% Va 1 D | CYF | n Han - 1 2 nd 4 1 2
2 Vb | 1 | D |CYF| n | Han | - 2 4 nd 8 2 4
§ VI? 2 E | CYF | a | Han | + 8 >32 64 32 32 8
< | VIE 2 F | CYF | a | Han | + 8 16 >128 | >128 | >32 16
“ VIII 1 G | CYF| a | Han | + 8 16 64 32 8 4
IX 1 H | CYF | a | Han | + >8 16 >128 | >128 | >32 | 32
X 1 I | CYF| a | Han | + 4 4 >128 | >128 | >32 4
Xa 1 I CYF | a Han - 4 8 >128 <l 4 4
X1 3 J | CYF | a | Han | + 2 16 128 128 32 8
Xla 1 I | CYF | a Han - 4 nd 4 2 1
10 1 K | CYF | a Jen + >8 4 >128 128 >32 4
Xlla 1 K | CYF a Jen - 4 8 8 8 2 0,25
XIIT 1 L |[MED| n | Han | + 4 32 >128 | >128 | >32 16
XV 3 M | INF n | Han | + 4 16 >128 | >128 | >32 | 32
s | XV 1 N ID i Jen s >8 >32 64 32 16 16
§ XVI 2 O | NEU | i Jen + >8 >32 64 32 32 8
E XVII 1 P | MED | i Jen 4 8 >32 64 32 >32 16
E)I" XVIII 1 Q |MED| i Jen + >8 32 32 16 16 16
% XIX 1 R | HGC | n Jen + >8 16 >128 | >128 32 16
s XX 1 S INF n | Um | + >8 >32 | >128 | >128 | >32 8
XXI 2 T | ANA | i Ulm | + >8 8 32 32 16 2
XXII 1 U | NEC n Ulm + 2 2 32 32 16 16

*Die Identifizierung der Klone und deren Varianten erfolgte mit Hilfe der PFGE-Muster. Nur Varianten
mit abweichendem Phiinotyp sind mit den zugehorigen MHK-Werten separat aufgefiihrt. 'Es traten bei
gleichem Phiinotyp zwei Varianten des PFGE-Musters auf. ’Es trat bei gleichem Phinotyp eine Variante
des PFGE-Musters auf. *Ein Stamm des Klons wies bei identischem PFGE-Muster nicht den Phiinotyp
der Multiresistenz auf. ANA: Anésthesiologie, CYF: Cystische Fibrose; HGC: Herz- und Gefifchirugie;
INF: Infektionsstation; ID: Interdisziplinire Intensivstation; MED: Innere Medizin; NEC:
Neurochirugie; NEU: Neurologie; a: ambulant; i: Intensiv-; n: Normal-Station; RI: Grenzwert fiir
verminderte Empfindlichkeit (intermediir und resistent) gemifi DIN.
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3.4 Identifizierung von Mutatorstimmen

Mutatorstimme werden durch eine im Vergleich zum Wildtypstamm PAO1 mindestens 20-
fach erhohte Rifampicin-Resistenz vermittelnde Mutationsfrequenz charakterisiert. Die
Priavalenz von Mutatorstimmen wurde phénotypisch mit Hilfe von Agardiffusionstests
untersucht und durch die Bestimmung der Rifampicin-Resistenz vermittelnden
Mutationsfrequenz validiert. In das Screening mittels Agardiffusion wurden alle
multiresistenten Stimme einbezogen. Die Mutationsfrequenz wurde jeweils reprisentativ mit
einem Stamm pro Klon in einer dreifachen Bestimmung untersucht. Bei allen anderen
Stimmen des jeweiligen Klons und Varianten eines Klons wurde die Stabilitdt des

Mutatorphédnotyps mit einer einmaligen Mutationsfrequenzbestimmung gepriift.

Die Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch ein positives Testergebnis des phéinotypischen
Mutatorstamm-Screenings. In mindestens drei der Hemmhofe des untersuchten Stammes 12-
09-15 (Klon XXI) liegen nach 36h Inkubation Subpopulationen mit verringerter

Empfindlichkeit gegeniiber dem jeweiligen Antibiotikum vor.

Abbildung 3.2: Detektion des Mutatorphiinotps mit Hilfe des Agardiffusionsverfahrens. Die Testblittchen
sind mit Ciprofloxacin, Ceftazidim, Imipenem, Meropenem und Tobramycin (im Uhrzeigersinn
beginnend bei 12:00 Uhr) beschickt.

Das Mutatorstamm-Screening mittels Agardiffusion ergab fiir elf Klone ein positives
Ergebnis. In sieben Fillen konnte anhand des Tests keine Aussage getroffen werden, da auf
Grund eines hohen Resistenzniveaus bei mindestens einer Substanz kein Hemmbhof vorlag.
Anhand der Mutationsfrequenzbestimmungen wurde bei 14 Klonen ein Mutatorphénotyp

nachgewiesen. Dabei stammten drei der betroffenen Klone nicht von CF-Patienten. Eine
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Korrelation der Ergebnisse beider Nachweisverfahren ergab, dass zehn Mutatorstimme mit
Hilfe des Screenings identifiziert werden konnten. Zwei Screeningtests fielen falsch positiv
aus, wihrend ein falsch negatives Ergebnis zu verzeichnen war. Drei der Mutatorstimme
waren auf Grund eines zu hohen Resistenzniveaus und fehlender Hemmhofe im Zuge des
Screenings nicht nachweisbar. Bei vier Klonen, deren Agardiffusionstests nicht auswertbar
waren, wurde keine erhohte Mutationsfrequenz nachgewiesen. Der Mutatorphdnotyp der
Klone VI und XI war nicht stabil. Die Varianten beider Klone (VIa und XIa) wiesen eine um

zweil Zehnerpotenzen niedrigere Mutationsrate auf.

Tabelle 3.3: Ergebnisse des phiinotypischen Mutatorstammscreenings und der
Mutationsfrequenzbestimmung.

Klon Variante Mutatorphénotyp Mutationsfrequenz
- 3.26+0.65x10”
I Ia - (6,15x10)
Ib - (3,36x10®)
Il - 3.56+1.67x10°°
1 + 1.09+0.21x107
Illa + (4,90x10)
v keine Aussage 2.00+0.19x10°¢
Vv n 1.27+0.93x10°
. VI VI + 6.57+1.14x107
CF-Patienten Via n (3.61x10°)
Vil + 2.50:1:0.82)(-20 6
Vila + (3,80x10)
VIII + 7.30+4.91x10”
IX keine Aussage 1.9420.24x10°°
X + 5.85+0.68x10”
XI + 1.43+0.15x10°°
XI - (1,71x107)
XII + 1.20+0.14x10°
X111 - 8.03+3.68x10”
XIV - 1.4740.48x10™
XV keine Aussage 3.06+1.26x10°°
XVI keine Aussage 2.01+0.66x10™
nicht-CF XVII + 3.50+0.66x10™
Patienten XVIII keine Aussage 3.24+0.55x10™
XIX keine Aussage 1.57+0.44x10™®
XX keine Aussage 5.86+1.41x10™
XXI + 2.26+0.23x10°
XXII + 5.40+1.65x10°
PAO1 Wildtypstamm g 3,07+0.58x10™

+: Mutatorphinotyp; -: kein Mutatorphinotyp; Die Mutationsfrequenz von Mutatorstimmen ist durch
Fettdruck gekennzeichnet.
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3.4.1 Genetische Charakterisierung des Mutatorphinotyps von Klon XXI

Mutatorstimme werden typischer Weise bei CF-Patienten nachgewiesen und sind sehr selten
von Patienten ohne diese genetische Grunderkrankung zu isolieren. Vor diesem Hintergrund
waren die drei Klone XV, XXI und XXII mit Mutatorphinotyp, die nicht von Patienten mit
cystischer Fibrose stammten, von besonderem Interesse. Bei dem Klon XXI, dessen
Mutationsfrequenz ~ 2.26£0.23x10° betrug wurde exemplarisch die Ursache des
Mutatorphanotpys auf genetischer Ebene untersucht. Der Klon wurde bei einem 63-jdhrigen
Patienten wihrend dessen Behandlung auf einer Intensivstation der Anisthesiologie aus
Wundeiter und zwolf Tage spéter auf einer Normalstation der Abdominalchirugie erneut aus
einem Wundabstrich desselben Patienten isoliert. Um die Ursache des Mutatorphédnotyps zu
klaren, wurden die Gene des DNA-Reperatur-Systems MMR mutl, mutS und wuvrD
amplifiziert und sequenziert. Dabei konnte in mutL (1902bp) die Deletion der Base A1250 in
Kodon 417 identifiziert werden, welche einen Frameshift verursachte. MutL hat wihrend der
Aktivitdit des MMR-Systems eine essentielle Aufgabe und bewirkt durch eine
Komplexbildung mit MutS die Aktivierung einer DNA-Helikase II (uvrD Genprodukt) und
einer Endonuklease, wodurch das Entfernen einer fehlerhaften Sequenz erméglicht wird. In
mutS and uvrD wurden keine Mutationen identifiziert.

Der Klon XXI wurde fiir spétere in-vitro-Simulationen ausgewéhlt, um das Potential eines
Mutatorstamms zu priifen, weitere Resistenzeigenschaften unter der Therapie zu

akkumulieren (3.9).
3.5 Phinotypische Tests zur Analyse von erworbener Resistenz

3.5.1 Effluxpumpen-Inhibitionstest

Vorbereitend fiir molekulare Untersuchungen zur Uberproduktion von Effluxsystemen
wurden phénotypische Effluxpumpen-Inhibitionstests durchgefiihrt. Dazu wurde fiir jeden
multiresistenten Klon inklusive der Varianten die MHK von Levofloxacin in An- und
Abwesenheit des Inhibitors MC-207,110 ermittelt. Levofloxacin ist ein Substrat der vier
signifikant zur erworbenen Resistenz beitragenden Effluxsysteme MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN und MeXY-OprN. Von einer Effluxpumpen-Uberexpression wurde
ausgegangen, wenn es in Anwesenheit des Effluxinhibitors mindestens zu einer 16-fachen
Reduktion der Levofloxacin-MHK kam. Der Inhibitor MC-207,110 ist jedoch nicht geeignet,
das Effluxsystem MexXY-OprN zu inhibieren (Lomovskaya et al., 2001). Fiir zehn der Klone
wurde eine Effluxsystem-Uberproduktion nachgewiesen (Tabelle 3.4), wihrend der Klon VIII

in Anwesenheit des Effluxinhibitors nicht zu wachsen vermochte. Auffillig war, dass die
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Reduktionen der Levofloxacin-MHK-Werte des Klons VI und seiner Variante Vla starke

Unterschiede aufwiesen.

Tabelle 3.4: Ergebnisse zum Effluxpumpen-Inihitionstest

Levofloxacin MHK (mg/L)
Reduktion der
Klon Variante MC-207,110 (20 mg/L) MHK Ergebnis
in in (-fach)
Abwesenheit Anwesenheit

I 8 2 4 -
11 8 0,5 16 +
I 8 2 4 -
v 4 1 4 -
A% 8 0,25 32 +
) VI 8 8 1 -
Pat(i:elilten Via 4 0.5 8 _
VII 8 0,5 16 +

VIII 16 kW kA kA
IX 128 32 4 -
X 4 0,5 8 -
XI 4 0,5 8 -
XII 16 1 16 +
XIIT 8 0,5 16 +
XIv 8 1 8 -
XV 32 32 1 -
XVI 32 2 16 +
nicht-CF- | XVII 16 2 8 -
Patienten | XVIII 128 4 32 +
XIX 16 2 8 -
XX 32 1 32 +
XXI 128 2 64 +
XX 8 0,5 32 +
P. aeruginosa ATCC 27853 1 0,125 8 -
PAO1 0,5 0,06 8 -

+: Uberexpression; -: keine Uberexpression; kW: kein Wachstum in Anwesenheit des Inhibitors; kA:
keine Auswertung moglich; PIP: Piperacillin; PIP/TAZ: Piperacillin/Tazobaktam; CAZ: Ceftazidim.

3.5.2 Cephalosporinase-Inhibitionstest

Zum Nachweis der bei P. aeruginosa hiufig auftretenden Uberproduktion der chromosomalen

AmpC-B-Laktamase wurden Ceftazidim-Agardiffusionstests in Ab- und Anwesenheit von

Cloxacillin durchgefiihrt. Trat auf Grund der inhibitorischen Wirkung des Cloxacillins auf

AmpC eine Vergroferung des Ceftazidim-Hemmhofs um mindestens 10 mm auf, so wurde

von einer Uberproduktion der chromosomalen B-Laktamase ausgegangen. Die Ergebnisse der
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Untersuchungen sind fiir sdmtliche Klone in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Die Varianten der
Klone sind nur bei abweichenden Werten separat aufgefiihrt. Bei 17 der 22 Klone wurde eine
Uberproduktion der AmpC-B-Laktamase detektiert. Fiir drei Klone konnte keine Aussage
getroffen werden, da auch in Anwesenheit des Inhibitors Cloxacillin durch Ceftazidim kein

Hemmbhof verursacht wurde.

Tabelle 3.5: Ergebnisse des Cephalosporinase-Inhibitionstests

Ceftazidim (30 pg)
Hemmbhofduchmesser Antibiotika-
(mm) Differenz der Empfindlichkeit
Cloxacillin (500 mg/L)y | Hemmhof- | Test- | MHK (mg/L) von
o durchmesser ergebnis
= ,§ in in (mm) <Nt
ﬁ <§ Abwesenheit | Anwesenheit -y E <NC
~ =P Q
| <6 16 >10 I 128 | 128 | >32
II <6 <6 0 kA >128 | >128 | >32
11T <6 33 >27 I >128 | >128 | >32
v <6 <6 0 kA >128 | >128 | >32
- v <6 <6 0 kA >128 | >128 | >32
% VI 16 27 11 + 64 | 32 | 32
:cf Vil 17 32 16 + >128 | >128 | >32
[ Vlla <6 23 >17
“ VIII 30 35 5 - 64 32 8
IX 18 32 14 + >128 | >128 | >32
X 10 27 17 + >128 | >128 | >32
XI <6 25 >19 I 128 | 128 32
XII <6 20 >14 + >128 | 128 | >32
XIIT <6 17 >11 + >128 | >128 | >32
XV 9 27 18 + >128 | >128 | >32
g XV <6 30 >24 I 64 32 16
.§ XVI <6 25 >19 + 64 32 32
S Xvi <6 17 >11 ¥ 64 | 32 | >32
E“I) XVII 15 25 10 + 32 16 16
% XIX 13 25 12 I >128 | >128 | 32
= XX 15 30 15 + >128 | >128 | >32
XXI 29 30 1 - 32 32 16
XXII 24 26 2 - 32 32 16
i'n‘l‘l') CI:{Z\%T 29 31 2 - 2 | nd | 1
PAO1 AmpC:WT 27 27 0 - 4 4 2
PO T [ | w | v ||

+: Uberexpression; -: keine Uberexpression; kA: keine Auswertung méglich; WT: Wildtyp; nd: nicht
getestet; PIP: Piperacillin; PIP/TAZ: Piperacillin/Tazobactam; CAZ: Ceftazidim.
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3.5.3 EDTA-Phenanthrolin-Imipenem Mikrodilutionstest

Um zu priifen, ob die multiresistenten Klone Metallo-p-Laktamasen produzieren, wurde die
MHK des Carbapenems Imipenem in An- und Abwesenheit der Metalloproteasen
hemmenden Substanzen EDTA und 1,10-Phenanthrolin bestimmt. Wurde die MHK von
Imipenem durch die inhibitorischen Substanzen mindestens achtfach reduziert, so wurde der

Test positiv gewertet.

Tabelle 3.6 Ergebnisse des EDTA-Phenanthrolin-Imipenem Mikrodilutionstests

Imipenem MHK (mg/L)
o 1-10-Phenantroline Reduktion Test Antiblij[)gll?_Em?ﬁndhChkeit
B} E (0,04mM)/ EDTA (0,4mM) | der MHK ergebnis (mg/L) von
2 = in in (-fach) — N N =
M > Abwesenheit | Anwesenheit E E ﬁ 5 E
I 64 32 2 - 128 | 128 | >32 8
II 64 32 2 - >128 | >128 | >32 8
III 64 kW kA kA >128 | >128 | >32 8
v 16 8 2 - >128 | >128 | >32 16
v 16 8 2 - >128 | >128 | >32 16
5 VI 16 kW kA kA
= VI 64 32 32 8
i Via 16 4 4 -
SE VII 32 4 - >128 | >128 | >32 16
© | v 8 kW kA ka 64 | 32 | 8 | 4
IX 32 8 4 - >128 | >128 | >32 32
X 32 kW kA - >128 | >128 | >32 4
XI 32 16 2 - 128 | 128 32 8
XII 64 32 2 - >128 | 128 | >32 4
XIII 64 32 2 - >128 | >128 | >32 16
X1V 64 32 2 - >128 | >128 | >32 32
£ XV 32 32 1 - 64 32 16 16
@ XVI 16 16 1 - 64 32 32 8
;‘? XVII 64 32 2 - 64 32 | >32 16
6 XVIII 16 16 1 - 32 16 16 16
E; XIX 64 16 4 - >128 | >128 | 32 16
& XX 16 8 2 - >128 | >128 | >32 8
XXI 16 8 2 - 32 32 16
XXII 16 8 2 - 32 32 16 16
gézg‘gg’”m 128 2 64 + |>128|>128| 264 | =64
P. aeruginosa
ATCC §7853 2 ! 2 i 2 2 b os
+: Expression einer Metallo-f-Laktamase; -: keine Expression einer Metallo-f-Laktamase; PIP:

Piperacillin; PIP/TAZ: Piperacillin/Tazobactam; CAZ: Ceftazidim; MEM: Meropenem; kW: Keine
Wachstum; kA: keine Auswertung maoglich.
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Die Ergebnisse der Untersuchungen sind der Tabelle 3.6 zu entnehmen. Sofern nicht anders
angegeben wurde pro Klon reprdsentativ ein Stamm getestet. Varianten sind nur bei
abweichenden Testwerten separat aufgefiihrt.

Fiir keinen der multiresistenten Klone des GENARS-Projektes wurde die Expression einer
Metallo-p-Laktamase nachgewiesen. Bei zwei Klonen und einem Stamm des Klons VI wurde
das Wachstum in Anwesenheit von EDTA und 1,10-Phenanthrolin inhibiert, sodass keine
Auswertung der Tests erfolgen konnte. Fiir den zusdtzlich untersuchten Berliner P.
aeruginosa-Stamm B63230 dagegen konnte auf Grund einer 64-fachen Reduktion der
Imipenem-MHK die Expression einer Metallo-f-Laktamase belegt werden. Dies war der

zweite Nachweis einer Metallo-f-Laktamase in Deutschland.

3.6 Genotypische Tests zur Analyse von durch Mutationen erworbener

Resistenz

3.6.1 Effluxpumpen-Uberexpression

In der Entstehung von Multiresistenz nimmt bei P. aeruginosa die Uberexpression von
Breitspektrum-Effluxsystemen der RND-Familie eine zentrale Rolle ein. Die zuvor
durchgefiihrten phéanotypischen Effluxpumpen-Inhibitionstests (3.5.1) ermoglichten nur eine
Aussage dariiber, in welchem Ausmal} die durch den Inhibitor hemmbaren Effluxsysteme,
MexAB-OprM, MexCD-Opr] und MexEF-OprN, insgesamt exprimiert wurden. Um
zwischen diesen Effluxsystemen differenzieren zu kénnen und die zusitzliche Uberexpression
des durch den Inhibitor nicht hemmbaren Effluxsystems MexXY-OprM nachzuweisen, wurde
folgende Strategie verfolgt: Fiir die zehn Klone, deren Effluxpumpen-Inhibitionstests positiv
ausgefallen waren, sowie den Klon VIII, dessen Test nicht auswertbar war (3.5.1), wurden die
Efflux-Regulatorgene mexR (MexAB-OprM) und nfxB (MexCD-Opr]) amplifiziert und
sequenziert. Fiir Klone, deren Carbapenem-Resistenz nicht durch den Verlust des Porins
OprD erklirt werden konnte (siche 3.6.2), wurde auBerdem die Uberexpression des
Effluxsystems MexEF-OprN iiberpriift. MexEF-OprN wird mit OprD koreguliert, wobei die
Expression des Effluxsystems hochreguliert und die des Porins OprD gesenkt wird. Im Zuge
der Untersuchungen wurden sowohl das Gen des positiven Regulators MexT als auch das fiir
eine Oxidoreduktase kodierende Gen mexS sequenziert. Der Regulator MexZ des
Effluxsystem-Operons mexX-mexY wurde fiir alle Klone hinsichtlich Modifikationen

untersucht.
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Tabelle 3.7: Modifkationen von Genprodukten, die in die Regulation der Expression von Effluxsystemen

involviert sind

N MexR NfxB MexT |  MexS MexZ
£ | 5
~ .= EPI-Test MexEF-OprN
=
M § MexAB-OprM MexCD-Opr] (OpD) MexXY
Leul38 Arg
I - Deletion C595
Frameshift
II + - - GIn134Stop
I - Tyr49Cys
v - Leul23Stop
Val58Ala
\ + ; oo Gly89Ser
& Argl143Gln
- intakt Gly68Ser Arg65His
5 VI
g VIa - Val23Gly
b
E intakt )
C| v + Vall26Glu ; Phe2731le Deletion G142
il Frameshift
Vila intakt
Vall99Ala
Thr321Ile
VIl kA i ) Alal75Val
X - Ser44Phe
X - Aspl55Gly
XI - Arg45Leu
Arg21His Leul38Arg
XII + Val126Glu Asp56Gly Deletion bp 447-630
Ser167Pro Frameshift
XIIT I - - bp318-592*
Deletion bp491-496
XLV ] Frameshift
Leul38Arg
XV - Deletion bp515-532
Frameshift
=
Fé XVI + Val126Glu - -
)
p=| Gly89Ser
S R ) Aspl55Gly
i Lys44Met
8 XVIII + Vall26Glu - Val48Ala
S| XX ; intakt - -
=
Insertion von C
XX + nach G75 - Val48Ala
Frameshift
Asn Insertion .
20 + nach Leu52 ) Al ) )
Arg21His Val48Ala
XXII + Vall26Glu Asp56Gly Asn186Ser

*Wiederholte Sequenzierungen mit unterschiedlichen Primern ergaben fiir den Sequenzbereich bp318-

592 nicht

differenzierbare

Effluxpumpeninhibtionstest.

Mehrfachsignale; kA:

Kkeine

Auswertung moglich;

EPI-Test:
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Die Ergebnisse samtlicher Sequenzanalysen sind in der Tabelle 3.7 zusammengefasst. Bis auf
die Klone II und XIII wurden bei allen Klonen mit einem positiven Ergebnis des
Effluxpumpen-Inhibiotionstests Modifikationen in MexR und/ oder NfxB identifiziert. In
MexR wurden mit sieben Klonen am héufigsten und in NfxB bei drei Klonen (zweimal in
Kombination mit MexR) Modifikationen gefunden. Fiir den Klon VIII, dessen Test nicht
auswertbar war, wurden keine Verdnderungen der Aminosduresequenzen von MexR und
NfxB festgestellt. Bei den Klonen VI (exklusive der Variante VIa), VII, XIX und XXI, bei
denen die Carbapenemresistenz nicht durch den Verlust von OprD zu erkldren war, konnte
MexT als funktionstiichtiger Aktivator identifiziert werden. In MexS lagen bei zweien dieser
Klone Modifikationen vor. Auffilliger Weise war die Privalenz von Modifkationen im
Repressor MexZ mit 19 von 22 betroffenen Klonen sehr hoch. Klon VI und die Variante Vla

wiesen unterschiedliche Modifikationen der MexZ-Aminosduresequenz auf.

3.6.2 Verlust von OprD

Als hiufigste Ursache von Carbapenem-Resistenz gilt bei P. aeruginosa der Verlust des in
der é&uBeren Membran lokalisierten Porins OprD (Pai et al, 2001). Diesem
Resistenzmechanismus wurde durch Sequenzanalysen des fiir OprD kodierenden Gens auf
den Grund gegangen (Tabelle 3.8.a). Die Prdvalenz von Frameshifts oder vorzeitigen
Stopkodons innerhalb der Sequenz, welche die Expression eines intakten Porins verhinderten,
lag bei 82% (18/22). Bei dem Klon VI war nur in der Variante VIa ein Frameshift
nachweisbar. Ergénzend zu der Analyse von Resistenz-relevanten Modifikationen, wurden die
gewonnenen OprD-Aminoséduresequenzen epidemiologisch untersucht und den von Pirnay et
al. identifizierten drei Gruppen A, B und C zugeordnet (2002). Die Sequenzunterschiede
dieser Gruppen beruhen auf rekombinatorischen Ereignissen und sind durch eine
Mosaikstruktur geprégt. Im Falle der Gruppe C sind weitere Subgruppen (C1, C2 und PAO1)

benannt worden.

Vierzehn der multiresistenten Klone (64%) des GENARS-Projektes konnten der Gruppe B
zugeordnet werden. Sechs Vertreter der Gruppe C (27%) traten auf. Von diesen gehorten drei
Klone der Subgruppe C2, ein Klon der Subgruppe C1 und ein Klon der Subgruppe PAO1 an.
Der Klon VI war auffilliger Weise im vorderen Sequenzbereich (Schleifen 2-7) der
Subgruppe C1 und im Bereich der Schleife 7 der Subgruppe PAO1 zuzuordnen. Zwei Klone
(9%), die nicht von Patienten mit cystischer Fibrose stammten, wiesen ein OprD-Porin der

Gruppe A auf.
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Tabelle 3.8: Ergebnisse der Sequenzanalysen zum (a) Porin OprD und zu (b) den Typ-II-Topoisomerasen.

(a) (b)
o OprD © Typ-1I-Topoisomerasen
= = o g
S 8 o .8 -
< | g N Gruppe/ J| & | DNA- | 1opo
> Modifikation > isomerase -
Subgruppe Gyrase v
Deletion von bp745-
I 748, Frameshift B I s le )
11 Trp138Stop B II - -
Trp277Stop,
111 Asp318Asn B 111 Asp87Asn -
v Tyr91Stop B 1Y Asp87Asn -
A% Trp138Stop B A% Thr831le -
- Schleifen 2-5: Thr831le -
= e =
g VI VI Insertion von C nach cl ic:l)ellfe 7 «g vl VI ) i
g & | A1205, Frameshift 2 a
5 =
=9 Ay
! [ VII Thr83Val -
E“) VII - PAO1 6
VIIa | Thr83Ala -
VIII Deletion von G017, B VIII Thr831le i
Frameshift
IX Trp277Stop B IX Thr83Ile -
Insertion von G nach
X G635, Frameshift Cl X Thr83le -
XI Trp277Stop B XI Asp87Asn -
XII Trp277Stop B XII Thr831le -
XIII Trp277Stop B XIII Thr83Ile -
XIV Trp339Stop B X1V Thr83Ile -
Deletion von bp155-
28 167, Frameshift = . WSS -
Deletion von C393
= ) =
}é XVI Frameshift A % XVI Thr831le Ser80Leu
() O
'E, XVII Trp138 Stop B E XVII Thr83Ile -
<2 Deletion von A1007, £ Thr831le
2 XVIII Frameshift C2 E XVIII Asp87His Ser80Leu
2 | XIx - A 2 | XIx Thr83lle | Ser80Leu
XX GIn327Stop C2 XX Thr831le -
Thr831le
XXI - B XXI Asp87Gly Ser80Leu
Insertion von C nach
XXI T1002, Frameshift C2 XXI ) )

-: Es wurde keine Modifikation der Aminosduresequenz nachgewiesen.
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3.6.3 Typ-1I-Topoisomerasen DNA-Gyrase und Topoisomerase-1V

Modifikationen in der QRDR (quinolone resistance determining region) der Typ-II-
Topoisomerasen DNA-Gyrase und Topoisomerase-IV gelten als die héaufigsten
Resistenzmechanismen gegeniiber Chinolonen bei P. aeruginosa (Jalal u. Wretlind, 1998). Die
Privalenz Resistenz vermittelnder Aminosdureaustausche wurde flir sdmtliche Klone
einschlieBlich der Varianten durch Sequenzanalysen untersucht (Tabelle 3.8.b). Bei 86% der
Klone (19/22) lagen in dem Gen gyrA, das fiir eine Untereinheit der DNA-Gyrase kodiert,
mindestens eine resistenzrelevante Mutation vor. Bei dem Klon VII wurde fiir die Variante
Vlla eine abweichende Modifikation in GyrA festgestellt. In dreien der Klone traten weder in
gyrA noch in parC relevante Mutationen auf. Modifikationen wurden im sekundiren Target
der Chinolone, ParC, nur in Kombination mit relevanten Mutationen in gyr4 nachgewiesen.
Lediglich vier Klone mit Resistenz vermittelnden Mutationen in beiden Target-Genen wurden
ausschlieBlich im nicht-CF-Patienten-Kollektiv gefunden. Nur bei zweien dieser Klone

wurden wiederum Mutationen in zwei Kodons der QRDR von gyrA4 festgestellt.

3.7 Durch erworbene Resistenzgene vermittelte Resistenz

Bei P. aeruginosa kann eine Vielzahl von Resistenzdeterminanten auftreten, welche in erster
Linie Resistenz gegeniiber Aminoglykosiden und B-Laktamen vermitteln. In der vorliegenden
Arbeit wurde fiir sdmtliche Stimme und Varianten der 22 multiresistenten Klone sowie den
zusitzlich untersuchten Berliner Stamm B63230 ein umfassendes PCR-Screening nach
relevanten erworbenen Resistenzgenen durchgefiihrt, welches insgesamt elf unterschiedliche
Aminoglykosid-modifizierende-Enzym (AME)-Determinanten und 13 verschiedene -
Laktamase-Gene bzw. -Grupppen beriicksichtigte. Bei einem positiven PCR-Testergebnis
wurde exemplarisch das Amplicon jeweils eines Stammes pro Klon sequenziert, um die
exakte Identitdt des Gens zu kldren. Dariliber hinaus wurde iiberpriift, ob das an Bedeutung
gewinnende gnr-Gen, das die Empfindlichkeit gegeniiber Chinolonen verringert, im Kollektiv
nachweisbar sei. Sekunddre Resistenzdeterminanten werden zumeist innerhalb der variablen
Region von Integrons kodiert. Aus diesem Grunde wurde auch das Vorhandensein der fiir
Klasse-1- und Klasse-2-Integrons charakteristischen Integrase-Gene int// und intl2 getestet.
Da innerhalb von Integrons regelmifig das Chloramphenicol-Resistenzgen cmlA auftritt,
wurde trotz der natiirlichen Resistenz von P. aeruginosa gegeniiber dieser Substanz auch ein

Screening nach dieser Determinante durchgefiihrt.

In der Tabelle 3.9 sind simtliche Resistenzdeterminaten aufgefiihrt, die bei den GENARS-

Klonen und dem Berliner Stamm B63230 identifiziert wurden. Diese erworbenen
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Resistenzgene wurden auffilliger Weise ausschlieBlich bei Klonen nachgewiesen, die nicht
von CF-Patienten stammten. Insgesamt wurden bei GENARS-Klonen zehn AME-, zwei 3-
Laktamase- und zwei cm/A-Gene gefunden. Diese entfielen auf nur fiinf Klone, wobei sich die
Klone XVII mit drei AME-Genen und XIX mit zwei AME-, einem -Laktamase- und einem
cmlA-Gen besonders hervortaten. Der Stamm B63230 beherbergte mit insgesamt sieben
unterschiedlichen Resistenzgenen mit  Abstand die meisten erworbenen
Resistenzdeterminanten. AusschlieBlich in den Stimmen, in denen erworbene Resistenzgene
vorlagen, wurden die fiir die Integrase von Klasse-1-Integrons kodierenden int//-Gene

gefunden. Qnr und IntI2 wurden nicht nachgewiesen.

Tabelle 3.9: Ergebnisse des Screenings nach erworbenen Resistenzdeterminaten und Integrase-Gene

Aminoglykosid- .
modifizierende sor}stlge Integrase-
« B-Laktamasen Resistenz-
Klon l?zﬁrél)e determinanten Gene
I - - - -
I - - - -
11 - - - -
v - - - -
5§ v : : : :
k5 VI - - - -
E VII - - - -
@ VIII - - - -
IX - - - -
X - - - -
XI - - - -
XII - - - -
XIII - - - -
XIV - - - -
XV - - - -
§ XVI aac(6')Ib’ - cmiA intll
: § aadAl
5 XVII aadB - - intll
6 aphAl-IAB
= XVIII aacA7, aacA8 blagxa., - intl1
g XIX aac(6')Ib, aadA2 blapgr cmiA intll
XX aac(6)Ib’, aadA2 - - intll
XXI - - - -
XXII - - - -
B63230 (15-01-59) | % Z;‘,)C;lf Yo blaggs, blay, cmiA intl |

-: Es wurde keine Resistenzdeterminate/ kein Integrase-Gen nachgewiesen.
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3.7.1 Lokalisation von erworbenen Resistenzgenen

Zur Charakterisierung des genetischen Kontextes der beim PCR-Screening nachgewiesenen
Resistenzgene wurden Analysen mit Hilfe von PCR-Mapping durchgefiihrt. Da ausschlieBlich
Integrase-Gene von Klasse-1-Integrons gefunden wurden, konnten zu diesem Zweck die
Primer der oben genannten Resistenzgene sowie Primer (5’-CS und 3’-CS), die in den
konservierten 5’- und 3’-Randbereichen von Typ-1-Integrons binden, untereinander
kombiniert werden. Zur Verifizierung der ermittelten Integronstrukturen wurden die PCR-
Mapping-Produkte partiell sequenziert. In Abbildung 3.3 sind die Ergebnisse der
Untersuchungen zusammengefasst.

Insbesondere fiir den Berliner Stamm B63230 waren die Ergebnisse der Mapping-PCRs sehr
aufschlussreich, da sie den Nachweis mehrerer Kopien desselben Genes innnerhalb eines
Stammes erlauben. Es konnten zwei Integrons differenziert werden. Innerhalb des groeren
war, das Metallo-B-Laktamase-Gen blayy.; flankierend, zweimal das Acetyltransferase-Gen

aac(6’)-Ib’ nachzuweisen.

Abbildung 3.3: Struktur der nachgewiesenen Klasse-1-Integrons

XVI 5 aac(6-Ib* -3

XVII 5 | aadB> | aadA1>-3‘
XVIII 5. aacA8> blaox“> | aacA7 \ -3

)
> | blaps- 1> aadA2> -3
g ) 2 =)

aac(69)-Ib > blaPSE- 1> aadA2 >

*Der Open-Reading-Frame zeigt 80% Aminosiuresequenz-Homologie mit QacEAl. ** Der Open-
Reading-Frame weist 57% Aminosiuresequenz-Homologie mit der RecA/RadA Rekombinase von
Yersinia bercovieri auf.

4

XIX 5

aac(6)-Ib

XX

n

- aac(s) -Ib*
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Die Struktur des in Klon XX lokalisierten Integrons war ungewdhnlich und wurde nicht
vollstindig aufgeklirt. Zwischen den beiden Resistenzdeterminaten des Integrons erstreckte
sich ein Sequenzbereich von ~2 kb Lénge, in dessen vorderen Bereich unmittelbar
stromabwérts von aac(6’)-Ib’ ein Open-Reading-Frame (348bp) lokalisiert war, der 80%
Aminosduresequenz-Homologie mit QacEAl aufwies. Am hinteren Ende des
Sequenzbereichs unmittelbar stromaufwérts von ant(3’’)-I wurde ein Open-Reading-Frame
(234bp) kodiert, der 57% Aminosduresequenz-Homologie mit der RecA/RadA Rekombinase
von Yersinia bercovieri zeigte.

Die Aminoglykosid-Resistenz vermittelnde Phosphorylase AphAl1-IAB wird nicht auf
Integrons kodiert und wurde somit nicht innerhalb des Integrons des Klons XVII lokalisiert.
Bei den Klonen XVI und XIX konnten die cm/A4-Resistenzgene nicht den Klasse-1-Integrons

zugeordnet werden.

3.7.2 Konjugation

Integrons der Klasse 1 sind zumeist auf Transposons und Plasmiden lokalisiert. Die
Aufkldrung der Struktur der Integrons zeigte auf, in welcher Kombination die
nachgewiesenen Resistenzgene auftraten. Im Anschluf3 sollte gepriift werden, ob und in
welcher Frequenz diese z. T. Multiresistenz vermittenden Integrons auf andere
Bakterienstimme iibertragen werden konnten. Dazu wurden intraspezifische und
interspezifische Konjugationsexperimente mit den Rezipienten P. aeruginosa PAOIRif® und
E. coli W3110 lac’3a Rif® durchgefiihrt (Tabelle 3.10). Die Konjugationsfrequenz betrug
zumeist zwischen 1,5 x10® und 8,7 x10™ wobei die Frequenz fiir die interspezifische
Ubertragung auf E. coli etwas geringer und bei den Klonen XVII und XX nicht nachweisbar
war. Die Konjugationsexperimente fiir den Berliner Stamm B63230 blieben fiir beide Spezies
ohne Erfolg.

Die Analyse der Antibiotika-Empfindlichkeit der gewonnenen Transkonjuganten zeigte bei
samtlichen Aminoglykosiden eine deutliche Veringerung der Empfindlichkeit. Fiir den
Rezipenten P. aeruginosa PAOIRIf" ergab sich zum Beispiel bei Amikacin eine mindestens
16-fache Erhéhung der MHK von 4 mg/L auf >64 mg/L und fiir E. coli W3110 lac3a Rif®
eine mindestens achtfache Erhohung der Amikacin-MHK von 0,5 mg/L auf 4 mg/L bzw. 8
mg/L. Die B-Laktamasen PSE-1 und OXA-2 vermdgen beide Piperacillin und Ticarcillin zu
hydrolysieren. Durch die Ubertragung des blapsg.; kodierenden Integrons des Klons XIX
konnte bei den Transkonjuganten beider Spezies eine deutliche Erhohung der MHK-Werte
beider Substanzen verzeichnet werden. Die Ubertragung des u. a. fiir OXA-2 kodierenden

Integrons von Klon XVIII dagegen vermittelte keine Resistenz gegeniiber Piperacillin und
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Ticarcillin. Einhergehend mit der ebenfalls nicht verringerten Ticarcillin-Empfindlichkeit des
Donors (MHK 64 mg/L), zeigten diese Ergebnisse, dass das blapxa»-Gen im Donor und in

den Transkonjuganten nicht funktionstiichtig exprimiert wurde.

Tabelle 3.10: Ergebnisse der Konjugationsversuche.

Donor Antibiotika-Empfindlichkeit
Rezipient** | Konjugations- MHK (mg/L) von
frequenz
Klon* Trans- | Amk | Gen | ToB | PP | PP/ 1 110
konjugant TAZ
VI PA 1,48x10° PA-A >64 | >32 4 nd nd nd
EC 2,50x10° EC-A 8 2 1 nd | nd | nd
PA 1,67x10° PA-B >64 | >32 4 nd nd nd
XVII is-
EC < Nachweis i i i i i i i
grenze***
PA 1,90x10° PA-C >64 | >32 4 8 16
XVIII :
EC 3,67x10 EC-C 8 2 1 025 | <I 2
XIX PA 3,40x107 PA-D >64 | >32 4 64 >512
EC 8,67x10™® EC-D 4 1 0,5 1 >1 16
PA 2,99x107 PA-E 8 8 1 nd nd nd
XX -
EC < Nachweis i i i i ) i
grenze***
B63230 PA < Nachweis- - - - - - -
(15-01-59) EC grenze*** - - - - - -
PA 4 2 0,5 4 4 32
EC 0,5 | 025 | <025 | 025 | <l

*Als Donor wurden jeweils die Stimme 10-10-77 (XVI), 15-01-40 (XVII), 15-01-05(XVIII), 10-10-74 (XIX)
und 12-09-03 (XX) verwendet. **PA: P. aeruginosa PAOIRif®; EC: E. coli W3110 lac3a Rif®. " Die
Nchweisgrenze betrug 20 KBE/mL. AMK: Amikacin, GEN: Gentamicin, TOB: Tobramycin, PIP:
Piperacillin, PIP/TAZ: Piperacillin/Tazobactam, TIC: Ticarcillin; nd: nicht getestet.

3.8 Entstehung von Resistenz unter der Therapie

Nach der Untersuchung der in klinischen Stimmen auftretenden Resistenzmechanismen
wurden weiterfilhrende Experimente zur Entstehung der durch Mutationen hervorgerufenen
Resistenz unter der Therapie durchgefiihrt. Dazu wurden Teststimme mit Hilfe von in-vitro-
Modellen klinischen Konzentrationszeitprofilen der Substanzen Meropenem und Ceftazidim
ausgesetzt. Fiir die Behandlung von P.-aeruginosa-Infektionen wird fiir beide Antibiotika von
den Herstellern eine dreifache Dosierung im Intervall von 8 h empfohlen. Die Applikation der
Einzeldosen von 1 g bei Meropenem und 2 g bei Ceftazidim erfolgt jeweils als 30-mintitige
Kurzzeitinfusion. Um Einblicke in die Bedeutung pharmakokinetischer Profile sowie erhohter

Mutationsraten fiir die Evolution von Resistenz zu gewinnen, wurden als Teststimme der
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Wildtypstamm PAO1 und ein zuvor charakterisierter klinischer Mutatorstamm (12-09-15,

Klon XXI) fiir die Simulationen herangezogen.

3.8.1 Antibakterieller Effekt

Die in den in-vitro-Modellen nach Applikation der therapeutischen Antibiotika-

Konzentrationen erzielten Absterbekinetiken sind in der Abbildung 3.4 dargestellt.

Abbildung 3.4: Absterbekinetiken der Teststimme PAO1 und 12-09-15 unter der simulierten Behandlung
mit Meropenem und Ceftazidim. Die Differenz der gemessenen logarithmierten KBE/mL und der initialen
logarithmierten KBE/mL wurde gegeniiber der Zeit aufgetragen. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der
jeweiligen drei applizierten Dosen.

2 2 v ]

—0— PAO1, CAZ3x2g

A log KBE/mL

-~ PAO1, MER 3x1g

32 36 40 4 120915 MER3x1g

Zeit (h)

3.8.1.1 Antibakterieller Effekt von Meropenem

Gegeniiber dem Wildtypstamm PAO1 betrug die MHK von Meropenem 0,5 mg/L. Die MHK
gegeniiber dem klinischen Mutatorstamm 12-09-15 (Klon XXI) war ebenfalls nach DIN-
Grenzwerten als klinisch sensibel einzustufen, lag jedoch mit 2 mg/L zwei MHK-Stufen
hoher. Dies war auf eine Uberexpression des Effluxsystems MexAB-OprM zuriickzufiihren,
die offenbar von Modifikationen im Repressor des Effluxsystems, MexR, herriihrten (3.6.1).
Nach der ersten Dosierung mit 1 g Meropenem erfolgte die maximale Reduktion der Zellzahl
des Stammes PAO1 nach einer Stunde um -1,09 A log KBE/ml. Die maximale Reduktion fiir
12-09-15 trat nach 3 h ein und betrug -1,23 A log KBE/ml. Die Meropenem-Konzentration
fiel wiahrend der Simulation fiir PAO1 nach 5,33 h und fiir 12-09-15 nach 2,33 h unter die
MHK gegeniiber dem jeweiligen Stamm. Bei beiden Staimmen war kurz darauf ein

Wiederanwachsen der Population zu beobachten, wobei die Zellzahl beider Kulturen zum
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Zeitpunkt der zweiten Dosierung (8h) iiber dem Ausgangsinokulum lag. Bei 12-09-15
konnten die zweite und dritte Dosierung keine effektive Reduktion der Keimzahl erzielen. Die
Reduktion der Keimzahl nach der zweiten Dosis Meropenem betrug fiir PAO1 -0,83 A log
KBE/ml. Auch beim Wildtypstamm vollzog sich das Wiederanwachsen der Kultur genauso
schnell wie beim Mutatorstamm 12-09-15 und wurde durch die dritte Dosis nach 16 h nicht
beeintrachtigt. 40 h nach dem Beginn der Simulation betrug die Zellzahl beider Stamme ein

20-faches des Ausgangsinokulums.

3.8.1.2 Antibakterieller Effekt von Ceftazidim

Die erste Gabe von 2g Ceftazidim fiihrte zu keiner Reduktion der Zellzahl des
Wildtypstammes PAOI, dessen MHK von Ceftazidim 2 mg/L betrdgt. Nach der zweiten
Dosis war eine schwache Reduktion um eine Zehnerpotenz zu verzeichnen. Der maximale
Effekt von -1.28 A log KBE/ml wurde eineinhalb Stunden nach der dritten Dosis nach 17,5h
erzielt. Ab diesem Zeitpunkt war ein langsames Wachstum der Kultur im
Zentralkompartiment zu beobachten. Wahrend der simulierten Behandlung mit Ceftazidim
(dreimal 2 g im Abstand von jeweils 8 h pro Tag) lag die Konzentration des Antibiotikums fiir
24 h nicht unterhalb der MHK des Wildtypstammes PAO1. 40 h nach der ersten Dosis betrug
die Zellzahl des Teststammes ein 20-faches des Ausgangsinokulums. Fiir 12-09-15 wurde
aufgrund der ungiinstigen pharmakokinetischen Parameter und pharmakologischen Indices
von Ceftazidim (MHK 16 mg/L, T>MIC pro Dosis 45,75 % und C.xyMHK 10,86) auf eine

Simulation verzichtet.

Tabelle 3.11: Pharmakodynamische Parameter und pharmakologische Indices

Antibiotikum Meropenem Ceftazidim
12-09-15 12-09-15
Teststamm PAO1 (XXI) PAO1 (XXI)
MHK 0,5 2 2 16
lh 3h 17,5h

Rmax (CFU (logA)/ml) 1,09 123 128 -
AACy, (KBE [logA]/mL*h) -22,46 -19,58 9,29 -
AACyon (KBE [logA]/mL*h) -57,02 -51,74 -8,62 -
T>MHK (%) pro Dosis 66,67 41,67 100 45,75
Ciax’MHK (dimensionslos) 112,2 28,05 86,9 10,86

Rmax: maximaler Effekt; AAC-Wert (area-above-the-curve): relatives Mafl fiir die Anzahl der
abgestorbenen Bakterien; T>MHK: Prozentsatz der Zeit, innerhalb derer die Konzentration des
Antibiotikums oberhalb der MHK des Bakteriums liegt; Cmax/MHK: Quotient der maximalen
Konzentration und der MHK des Teststammes.
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3.8.2 Selektion von Mutanten

Die Ergebnisse zur Selektion von Mutanten unter der simulierten Therapie sind der

Abbildung 3.5 zu entnehmen.

3.8.2.1 Mutanten von PAO1 unter der Therapie mit Meropenem

Nach der Applikation der ersten Dosis von 1 g Meropenem konnte bei P. aeruginosa PAO1
keine Selektion von Mutanten nachgewiesen werden, da deren Zellzahl unterhalb der
Nachweisgrenze von 1 KBE/ml lag. Wéhrend der zweiten Dosierung war eine Selektion zu
verzeichnen, welche bis zum Beginn der dritten Dosis (16 h) zu einem Anteil der Mutante von
0,026 %o an der Gesamtpopulation fiihrte. Im Anschluss an die dritte Dosierung stieg der
Anteil der Mutante an der Gesamtzellzahl rasch an, woraufthin am Ende der 40-stiindigen

Simulation ausschlie8lich Mutanten in der Population nachweisbar waren.

3.8.2.2 Mutanten von PAO1 unter der Therapie mit Ceftazidim

Auch unter dem Selektionsdruck von Ceftazidim konnte bei dem Wildtypstamm PAO1 nach
der zweiten Dosis die Selektion von Mutanten im Zentralkompartiment des in-vitro Modells
nachgewiesen werden. Dabei wurde im Vergleich zur Behandlung mit Meropenem ein
10.000-fach hoherer Anteil an der Gesamtpopulation erzielt. Nach 16 h, zu Beginn der dritten
Dosierung nahmen Mutanten-Zellen 33% der Population ein. Der Anteil der Mutanten stieg
wihrend der verbleibenden Zeit der Simulation weiterhin an und betrug nach 40 h 100% der

Population.

3.8.2.3 Mutanten von 12-09-15 unter der Therapie mit Meropenem

Bei dem Mutatorstamm 12-09-15 war bereits nach der ersten Dosierung die Selektion von
Mutanten zu verzeichnen, wobei der Anteil der Mutanten nach acht Stunden 0,8 %o betrug
und nach 16 Stunden auf 16,7% anstieg. Wéhrend der dritten Dosierung bis zum Ende der

Simulation kam es zu keiner weiteren Selektion.
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Abbildung 3.5: Selektion von Mutanten wihrend der im in-vitro Modell simulierten Therapie.
Aufgetragen wurden jeweils die logarithmierten Zellzahlen (KBE/mL) der Gesamtpopulation und der
selektierten Mutanten fiir (a) PAO1 unter der Therapie mit Meropenem, fiir (b) PAO1 unter der
Therapie mit Ceftazidim und fiir (¢) den Mutatorstamm 12-09-15 unter der Therapie mit Meropenem .
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3.8.3 Kompetitiver Wachstumsversuch

Die kompetitiven Wachstumsversuche dienten der Untersuchung der in den in-vitro-Modellen
selektieren Mutanten beziiglich ihrer Fitness in Abwesenheit eines antimikrobiellen,
selektiven Drucks. Dazu wurden die jeweilige Mutante und ihr Ausgangsstamm mit einem
identischen Inokulum von 10° KBE/ml gemeinsam iiber 8h in einer Batchkultur ohne

Antibiotium-Zugabe inkubiert.

Abbildung 3.6 Kompetitive Wachstumsversuche mit im in-vitro-Modell selektierten Mutanten und den
jeweiligen Ausgangsstimmen. Dargestellt sind (a) die logarithmierten Keimzahlen der
Gesamtpopulationen und (b) die Anteile der Mutanten an der Gesamtpopulation.
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Die als PAO1/MER, PAO1/CAZ und 12-09-15/MER bezeichneten Mutanten, welche unter
der simulierten Therapie mit Meropenem und Ceftazidim selektiert und nach 40h aus den
Zentralkompartimenten der in-vitro-Modelle entnommen worden waren, zeigten gegeniiber
ihrem Ausgangsstamm keine Wachstumsnachteile. Fiir alle Mutanten war iiber den Zeitraum
des Versuchs hinweg keine bedeutsame Anderung des Anteils an der Gesamtpopulation zu

verzeichnen.

3.8.4 Phinotypische und genotypische Untersuchung der selektierten Mutanten

Zur Charakterisierung der Mutanten, die unter der Therapie mit Meropenem selektiert worden
waren, wurden zunichst auf phédnotypischer Ebene die Empfindlichkeit gegeniiber den
Carbapenemen Meropenem und Imipenem und die Uberexpression von Effluxpumpen gepriift

(Tabelle 3.12.a).

Tabelle 3.12: Phéinotypische und genotypische Untersuchung von unter der Therapie mit (a) Meropenem

und (b) Ceftazidim selektierten Mutanten und den jeweiligen Ausgangsstimmen.

(a)
MHK Effluxpumpen-Inhibitionstest
MHK von LEV . Modifikationen
Stamm (II:I%/HL) Reduktion ‘n
MC-207,110 (20 mg/L) der MHK | Ergebnis ObrD
MER | P in in (-fach) P
Abwesenheit | Anwesenheit
PAOI1 0,5 2 0,5 0,06 8 - kM
12-09-15 2 4 128 2 64 + kM
Insertion von C
PAO1/MER 4 16 0,5 0,12 4 - nach A1205,
Frameshift
12-0915/MER 16 16 64 1 64 + kM
(b)
MHK Cephalosporinase-Inhibitionstest Effluxpumpen-Inhibitionstest
(mg/L) Ceftazidim (30ug)
Hemmbhof- . v MHK von LEV Modifi-
von Differenz = .
duchmesser (mm) der S Re- kationen
Stamm Cloxacillin Hﬁg}‘_n' = MC-207,110 d“(li‘:ron g AIELD
N (500 mg/L) durch- (20 mg/L) MHK L%D und
o [E[ i | meser in in | (-fach) AmpE
<| & | & | Abwesen- | Anwesen- mm Abwesen | Anwesen-
Ol & | & heit heit ~heit heit
PAOI1 214 1|4 27 27 0 - 0,5 0,06 8 - kM
PAOI/CAZ |32| 64 | 64 17 27 10 + 0,5 0,06 8 - kM

LEV: Levofloxacin; MEM: N{eropenem; IMP: Imipenem; CAZ: Ceftazidim; PIP: Piperacillin, PIP/TAZ:
Piperacillin/Tazobactam; +: Uberexpression von Effluxpumpen (a) bzw. der AmpC-f-Laktamase (b); -:
keine Uberexpression von Effluxpumpen (a) oder der AmpC-p-Laktamase (b).
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Bei PAO1/MER wurde eine Senkung der Empfindlichkeit gegeniiber beiden Substanzen
festgestellt, die entsprechend der DIN-Grenzwerte zu intermedidrer Resistenz gegeniiber
Meropenem und Resistenz gegeniiber Imipenem fiihrte. Fiir 12-09-15/MER lagen die MHK-
Werte beider Substanzen bei 16 mg/L und waren in beiden Féllen als klinisch resistent

einzustufen.

Analog zu den obigen Untersuchungen wurde bei der unter Ceftazidim-Therapie selektierten
Mutante PAO1/CAZ die Empfindlichkeit gegeniiber den B-Laktamen Ceftazidim, Piperacillin
und Piperacillin/Tazobaktam gepriift. Typisch fiir die Uberexpression der chromosomalen
AmpC-B-Laktamase war eine 16-fache Senkung der MHK gegeniiber allen drei Substanzen
zu beobachten. Der Cephalosporinase-Inhibitionstest bewies mit einem positiven Ergebnis die
Uberexpression von AmpC, withrend der Effluxpumpen-Inhibitionstest kein positives Resultat
ergab. Bei P. aeruginosa wird die Uberexpression von AmpC zumeist durch Modifikationen
in der zytosolischen N-Acetyl-Anhydromuramyl-L-Alanin-Amidase AmpD verursacht (Juan
et al., 2005). Aus diesem Grund wurden ampD sowie das in demselben Operon kodierte ampE
(Funktion ungeklédrt) sequenziert, ohne Verdnderungen in der Aminosduresequenz

festzustellen.
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4 Diskussion

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Studie zur Multiresistenz von P. aeruginosa
lieferte neue Einblicke in die der Resistenz zu Grunde liegenden Mechanismen und deren
Zusammenspiel. So wurde u. a. ein Mutatorstamm nachgewiesen und genetisch
charakterisiert, der nicht wie gewdhnlich eine chronische Infektion der Lunge verursachte.
Des Weiteren wurde im Gegensatz zu bisherigen Studien bei fast allen Klonen eine
Beteiligung des Effluxsystems MexXY-OprM am Phanotyp der Multiresistenz festgestellt. Im
Zusammenhang mit der zunehmenden globalen Ausbreitung von Metallo-B-Laktamasen hatte
der erstmalige Fund einer VIM-2-Metallo-fB-Laktamase in Deutschland eine besondere
Bedeutung. Weiterfilhrende Experimente zur Evolution der durch Mutationen
hervorgerufenen Resistenz unter der Therapie untermauerten auch im Zusammenhang mit

Mutatorstimmen die Hypothese des Mutantenselektionsfensters.

Bei der epidemiologischen Auswertung der PFGE-Fragmentmuster aller 41 untersuchten
Stimme des GENARS-Projekts war das auffalligste Ergebnis, dass in allen drei in die Studie
einbezogenen Krankenhdusern, die sich an dem kontinuierlichen Resistenz-Surveillance-
Projekt beteiligen, bei den insgesamt 22 nachgewiesenen multiresistenten Klonen keine
klonale Ausbreitung multiresistenter Stimme festgestellt wurde. Lediglich in einem Fall
wurde die nicht multiresistente Variante eines multiresistenten CF-Patienten-Klons aus der
Sputumprobe eines anderen CF-Patienten desselben Krankenhauses isoliert. Mehrere Stimme
pro Klon wurden in erster Linie bei CF-Patienten isoliert. Diese Beobachtung ldsst sich durch
die intensive und haufige Kontrolle der lebensbedrohlichen chronischen Infektion der Lunge
von CF-Patienten erkliren. Ferner wurden nur im CF-Patienten-Kollektiv fiir Klone Varianten
nachgewiesen, welche z. T. nicht multiresistent waren. Diese Variabilitét stellt einen Beweis
fiir die autarke Evolution eines P.-aeruginosa-Klons im Zuge der chronischen Infektion der
Lunge dar, wie sie fiir CF-Patienten typisch ist (Romling et al., 1994). In diesen Kontext ist
weiterhin einzuordnen, dass nur bei einem der zwolf CF-Patienten zwei multiresistente Klone

parallel auftraten.

Fir die autarke Evolution eines P.-aeruginosa-Stammes in der Lunge eines chronisch
infizierten CF-Patienten scheint die fiir Mutatorstimme charakteristische erhdhte

Mutationsfrequenz eine Schliisselfunktion zu spielen (Oliver et al., 2000). Eine Jahre



DISKUSSION 80

andauernde Persistenz erfordert die fortlaufende Adaption an die heterogene und
fluktuierende Umwelt mit regelméBiger und alternierender Antibiotikaexposition, wie sie fiir
die Lunge eines CF-Patienten charakteristisch ist. Wihrend es offenbar nur selten zur
Akquirierung von Resistenzgenen durch die Ubertragung von mobilen genetischen Elementen
kommt, ermdglichen eine hohe spontane Mutationsrate und zugleich eine &uBlerst hohe
Zellzahl (10° bis 10'° KBE/ml Sputum, Hoiby et al., 2001), dass relativ hiufig mutierte

Stimme vorliegen, die in der herrschenden Situation einen Selektionsvorteil haben.

So wiesen elf der zwolf Klone, die von CF-Patienten stammten, den Mutatorphénotyp auf.
Zugleich wurde bei sdmtlichen CF-Patienten ein multiresistenter, hypermutabler P.-
aeruginosa-Klon gefunden. Dieses Ergebnis {ibertrifft die bisher nachgewiesene Privalenz
von Mutatorstimmen bei CF-Patienten. In einer Studie aus dem Jahr 2000 wurden bei 37%
von 30 CF-Patienten Mutatorstimme nachgewiesen, unter denen Antibiotika-Resistenz bei bis
zu ca. 70% der Stimme auftrat. Bei Stimmen ohne Mutatorphdnotyp lag dagegen eine
Resistenzrate von ca. 35% vor (Oliver et al., 2000). Eine Studie mit P.-aeruginoa-Isolaten,
welche eine chronische Infektion der Lunge als Folge anderer zu Grunde liegender
Erkrankungen verursachten (Bronchiektasie, COPD), belegte fiir alle Isolate, die gegeniiber
mindestens zwei Substanzen Resistenz aufwiesen, den Mutatorphinotyp (Macia et al., 2005).
Die duBlerst hohe Privalenz des Mutatorphénotyps in der vorliegenden Arbeit diirfte darauf
zuriickgefiihrt werden, dass ausschlieBlich multiresistente Klone untersucht wurden und

untermauert eindriicklich die hohe Korrelation von Multiresistenz und Mutatorphinotyp.

Mehrere Beobachtungen innerhalb des Kollektivs von CF-Patienten sind bezeichnend fiir eine
chronische Infektion der Lunge durch P. aeruginosa: Wie der oben genannte mehrfache
Nachweis von Varianten eines Klons und die Tatsache, dass bis auf eine Ausnahme pro
Patient lediglich ein multiresistenter Klon nachgewiesen wurde, kann auch die Beobachtung
der Instabilitdt des Mutatorphinotyps bei zwei Klonen durch eine autarke Evolution erklart
werden. Der zufillige Verlust des Mutatorphénotyps scheint den betroffenen Stimmen keinen
Nachteil zu verschaffen, sondern konnte im Gegenteil wihrend einer Phase gleich bleibender
Umweltbedingungen einen Verlust vitaler Funktionen durch nachteilige spontane Mutationen

verhindern.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden nicht nur bei CF-Patienten, sondern auch bei drei
Patienten mit anderen Erkrankungen Mutatorstimme nachgewiesen. Mutatorstimme sollen
gemif den oben stehenden Uberlegungen zur Persistenz wihrend einer chronischen Infektion

wesentlich beitragen, bei akuten Prozessen, wie sie zumeist bei nosokomialen Infektionen
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auftreten, allerdings keinen Vorteil bringen. Zwei der drei Mutatorstimme von nicht CF-
Patienten wurden aus bronchoalveoldrer Lavage bzw. Trachealsekret von Patienten isoliert,
die auf einer interdisziplindren Intensivstation und einer Normalstation der Neurologie
behandelt wurden. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei diesen Patienten eine
chronische Infektion der Lunge vorlag, bei denen Mutatorstimme wie bei CF-Patienten
hdufig auftreten. Ungewohnlich ist dagegen der Mutatorstamm, der bei einem 63-jdhrigen
Intensiv-Patienten der Anésthesiologie aus Wundeiter und zwolf Tage spéter erneut wihrend
der Behandlung auf einer Normalstation der Abdominalchirurgie aus einem Wundabstrich
isoliert wurde. Dieser Fund ldsst die Spekulation zu, dass der Mutatorstamm, wie flir den
duBerst virulenten Liverpool Epidemic Strain belegt wurde (McCallum et al., 2002), von
einem CF-Patienten oder einem anderen chronisch erkrankten Patienten auf den betroffenen

Patienten iibertragen wurde.

Der Nachweis und die genetische Charakterisierung eines Mutatorstammes, der nicht im
Kontext mit chronischen Infektionen der Lunge steht, wurden bislang noch nicht
veroffentlicht. Aus diesem Grunde wurde fiir diesen Stamm die Ursache der erhdhten
Mutationsfrequenz analysiert. Bisherige Untersuchungen von Mutatorstimmen ergaben, dass
bei P. aeruginosa zumeist Modifkationen in MutS, dem Protein des DNA-Reperatursystems
MMR, das kleinere Insertionen und Deletionen sowie nicht komplementire Basen im
Chromosom erkennt und bindet, den Mutatorphénotyp verursachen (Oliver et al., 2002). In
diesem Stamm hingegen wurde eine bislang nicht verdffentlichte Deletion in mutL
festgestellt, welche einen Frameshift und somit die Zerstorung der C-terminalen
Dimerisierungsdoméne von MutL verursacht. Das Protein hat bei der Initiierung des MMR-
Systems eine essentielle Aufgabe und bewirkt durch eine Komplexbildung mit MutS die

Einleitung der nachfolgenden Reparaturschritte (Schofield u. Hsieh, 2003).

Die beinahe 100%-ige Korrelation von Multiresistenz und Mutatorphénotyp bei CF-Patienten
und das mehrfache Auftreten des Mutatorphdnotyps bei multiresistenten Klonen, die nicht
von CF-Patienten stammen, sind zwei Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die fiir die
Therapie von P.-aeruginosa-Infektionen von nicht unerheblichem Belang sind. Bei CF-
Patienten kann bei einem P.-aeruginosa-Stamm mit multiresistentem Befund zugleich von
einem Mutatorstamm ausgegangen werden. Dieser diirfte wahrend der haufigen und
alternierenden Antibiotika-Therapie, welche iiber kurze Zeitrdume die Beschwerden, die mit
der chronischen Infektion der Lunge einhergehen, reduzieren, in einem recht kurzen Zeitraum
immer mehr mutationsbedingte Resistenzmechanismen akkumulieren und immer schwerer

einzuddmmen sein. Auch bei einem multiresistenten Stamm, der nicht im Kontext mit
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cystischer Fibrose steht, kann ein Mutatorphidnotyp nicht ausgeschlossen werden und den

Behandlungserfolg ungiinstig beeinflussen.

Fiir die Multiresistenz von P. aeruginosa wird Effluxsystemen nicht zuletzt wegen ihrer
Féhigkeit, eine Vielzahl an Substanzen unterschiedlicher Antibiotika-Klassen zugleich aus der
Zelle zu schleusen, eine herausragende Rolle zuteil. Fiir zehn der 22 multiresistenten Klone
wurde in dieser Studie mit Hilfe eines Effluxpumpen-Inhibitionstests eine Uberexpression
nachgewiesen, die auf die Uberexpression bzw. Expression der Systeme MexAB-OprM,
MexCD-OprJ oder MexEF-OprN zuriickgefiihrt werden konnte. Eine exakte Differenzierung
ist jedoch, wie Untersuchungen mit definierten - eines der Systeme iiberexprimierenden -
Mutanten von Lomovskaya et al. zeigten, anhand des Tests nicht mdglich (Lomovskaya et al.,
1999, 2001). Zudem gibt die Methode keinen Aufschluss iiber die Expression des Systems
MexXY-OprM.

Um differenzierte Aussagen iiber die Expression der einzelnen Systeme treffen zu konnen,
wurden die Regulatoren MexR (MexA-MexB-OprM), NfxB (MexC-MexD-OprJ), MexT
(MexEF-OprN) und MexZ (MexX-MexY) auf Modifkationen hin untersucht. Die vier
Regulatoren gehdren zu den Familien MarR (MexR), Lacl/GalR (NfxB), LysR (MexT) und
TetR (MexZ) der Transkriptionsregulatoren (als Ubersicht in Grkovic et al., 2002).
Gemeinsame Strukturmerkmale dieser als Homodimer agierenden Regulatoren sind eine N-
terminale, {iberwiegend hydrophobe DNA-Bindedoméne mit einem a-Helix-Turn-a-Helix
(HTH) DNA-Bindemotiv, eine Ligandenbinde- sowie eine Dimersierungsdoméne (Grkovic et
al., 2002). Die Regulatoren kontrollieren zugleich durch eine sequenzspezische Bindung in
zwel benachbarte grofle Furchen der DNA-Doppelhelix im liberschneidenden Operatorbereich
die Expression des eigenen Gens, sowie die der Strukturgene des jeweiligen Effluxoperons.
Durch Bindung eines Liganden an das Protein erfolgt eine fein abgestimmte
Konformationsdnderung innerhalb des Dimers, welche die DNA-Bindung des HTH-Motivs
verhindert und somit auch eine regulatorische Aktivitit. Die Liganden aller vier Regulatoren
der Effluxsysteme sind unbekannt. Es konnte allerdings ausgeschlossen werden, dass es sich
um Antibiotika-Substrate der Effluxsysteme handelt (als Ubersicht in Morita et al., 2006).
Dies stellt eine primédr metabolische Funktion der Effluxsysteme unter Beweis. Fiir eine
mutationsbedingte Inaktivierung der Regulatoren kommen Modifikationen in Frage, welche
die Stabilitit insbesondere in der DNA-Bindedoméine, die Dimerisierung sowie die DNA-
Bindung beeintrichtigen oder unterbinden. Bei den Regulatoren MexR, NfxB und MexZ fiihrt
dies zu einer Derepression des Operons. MexT, ein Aktivator, liegt beim Wildtyp inaktiv vor.

Erst durch eine Mutation erfolgt die Reaktivierung des Proteins. Diese flihrt offenbar nur dann
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zu einer Aktivierung der Expression von MexEF-OprN und zugleich iiber einen ungeklirten
Mechanismus zu einer verringerten Expression des Porins OprD, wenn Modifikationen in der

unmittelbar stromaufwirts kodierten Oxidoreduktase MexS vorliegen (Sobel et al., 2005).

In dieser Studie wurde eine Zerstorung der Funktionsféhigkeit als Regulator bei zwei mexR-
Genen und fiinf mexZ-Genen durch Frameshifts und bei zwei weiteren mexZ-Genen durch
Stopkodons innerhalb der Sequenz belegt. Die Signifikanz von Aminosdureaustauschen in
den iibrigen modifizierten Regulatoren wurde auf zwei Ebenen analysiert. Zunichst wurde
anhand der Kristallstruktur oder sofern bislang keine Kristallstruktur des Proteins
veroffentlicht wurde mit Hilfe der Software LOOPP (Learning, Observing and Outputting
Protein Patterns), welche eine Vorhersage der Sekundérstruktur ermoglicht, die Position des
jeweiligen Aminosdureaustauschs innerhalb der Sekundérstruktur bestimmt. Dies ermdglichte
eine exakte Zuordnung auf die jeweiligen a-Helices und B-Faltblittern unterschiedlicher
funktionaler Doménen. Modifikationen innerhalb der hoch konservierten DNA-Bindedoméne,
insbesondere innerhalb des HTH-Motivs, wurden als besonders kritisch fiir die Funktion
erachtet. Zudem wurde beriicksichtigt, ob der Aminosdureaustausch einen Wechsel der
Ladung oder eine sterische Beeintrichtigung innerhalb der Struktur mit sich brachte.
Zusétzlich wurden flir sdmtliche Regulatoren bislang verdffentlichte Modifikationen
recherchiert, deren Relevanz fiir die Expression der Systeme experimentell belegt wurde.
Diese Daten wurden in Alignements zusammengefasst und sind im Anhang einzusehen. Alle
Aminosdureaustausche, fiir die eine Signifikanz postuliert wurde, sind in der Tabelle 4.1

durch Fettdruck gekennzeichnet.

Fiir die Klone VII, XII, XVI und XXII wurde in MexR, dem Repressor des MexAB-OprM-
Effluxsystmes ausschlielich der Austausch von Vall26 in Glu innerhalb der Helix 6 der
Dimerisierungsdoméne nachgewiesen. Die Relevanz dieser Modifikation wurde angezweifelt,
da sie in zwei Studien zum Teil nicht mit einer Resistenz gegeniiber Substraten von MexAB-
OprM korrelierte (Pai et al., 2001, Ziha-Zarifi et al., 1999). Andere Untersuchungen mit
multiresistenten P.-aeruginosa-Isolaten zeigten dagegen fiir alle untersuchten Stdmme mit
dieser Modifikation in einem anderen Regulator des mexAB-oprN Operons, NalC (PA3721),
relevante Aminosdure-Austausche (Llanes et al., 2004). Ob bei den Stimmen in der
vorliegenden Arbeit mit dem Austausch Val126Glu eine Uberexpression des MexAB-OprM
Systems am Phinotyp der Multiresistenz beteiligt ist, bleibt unklar.
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Tabelle 4.1 Signifikanz von Modifikationen in an der Regulation von Effluxsystemen beteiligten

Genprodukten.
2 MexR NfxB MexT MexS MexZ
= .8
=) =
v § (MexAB-OprM) | (MexCD-OptJ) (MexEF-OprN) (MexXY)
Leul38Arg*
| Deletion C595
Frameshift*
11 - - GIn134Stop*
1T Tyr49Cys*
v Leul23Stop*
Leu62Pro* ValsgAla;
A% - Are]86His Gly89Ser
£ Argl43GIn*
o VI intakt Gly68Ser Arg65His
f’é‘ VI
2 Vla Val23Gly*
<
L intakt Deletion G142
S) 5 ) : eletion
VII Vila Val126Glu? intakt Phe2731le Frameshift*
Vall99Ala
Thr32Ile*
Vil ) ) Alal75Val
IX Ser44Phe*
X Asp155Gly*
XI Arg4SLeu*
Arg21His Leul38Arg*
XII Val126Glu? Asp56Gly* Deletion bp 447-630
Ser167Pro* Frameshift*
XIIT - - intakt - bp318-592*
Deletion bp491-496,
X1V Frameshift*
Leul38Arg, Deletion
XV bp515-532,
Frameshift*
5 XVI Val126Glu? - intakt - -
=
.2 Gly89Ser*
g XVII : Asp155Gly*
23 Lys44Met* ol
z XVIII Val126Glu? - Val48Ala
2| XIX intakt £ 5
Insertion von C
XX nach G75 - intakt - Val48Ala*'
Frameshift*
Asn Insertion .
XXI nach Leus2* - intakt - -
Arg21His Val48Ala*"
2
XX Vall26Glu? Asp56Gly* Asn186Ser

Fettdruck: Modifikation signifikant fiir Funktionalitiit als Regulator, *: postuliert anhand Lokalisation
und Art des Austauschs. 'Relevanz experimentell belegt; ?: Uberexpression von MexAB-OprM kinnte
durch Mutation in NalC hervorgerufen werden; -: keine Modifikation der Aminosiuresequenz.
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In allen untersuchten Klonen wies MexT im Vergleich zum Wildtyp eine Deletion von 8 bp
auf, welche zur Aktivierung des Regulators fiihrt (Maseda et al., 2000). Der
Aminosédureaustausch Vall99Ala in der Klon-Variante VIla wird als irrelevant erachtet, da
beide Aminosduren unpolar aliphatisch und von &hnlicher Gréfe sind. Zudem wurden in dem
Sequenzbereich dieser Modifikation in keiner Studie Verdnderungen beschrieben. Fiir die
Oxidoreduktase MexS wurden bislang zwei Aminosdureaustausche (Serl24Arg und
Val333Gly) beschrieben, welche gemeinsam mit der Aktivierung von MexT zu einer
Expression von MexEF-OprN fiihrten (Sobel et al., 2005). Diese publizierten
Aminosédureaustausche konnten mit Hilfe von Aminosduresequenz-Alignements keinen
konservierten Doménen innerhalb des Enzyms zugeordnet werden. Die in dieser Arbeit
nachgewiesenen Aminosdureaustausche hingegen wurden zwei konservierten funktionalen
Doménen zugeordnet (Acyltransferase-Doméne (Gly68Ser) und der Kondensationsdoméne

(Phe273Ile) und werden somit als signifikant erachtet.

In 19 der 22 multiresistenten Klone wurden Modifikationen in MexZ, dem Repressor des
Operons mexXY, gefunden. Nur fiir einen von diesen Klonen wurde keine als relevant
erachtete Modifikation in MexZ detektiert. Alle iibrigen Verdnderungen fiihrten zu
Frameshifts, Stopkodons innerhalb der Sequenz, zu schwerwiegenden Verinderungen
innerhalb der DNA-Bindedoméne (Helices 1 bis 4) inklusive des HTH-DNA-Bindemotivs
(Helices 2 und 3) oder innerhalb stabilisierender oder fiir die Dimerisierung wichtiger
Bereiche der Dimerisierungsdoméine (Helices 5, 7 und 8). Die Lokalisation der
Modifikationen korrelierte dabei stark mit den Ergebnissen anderer Studien, innerhalb derer
die meisten relevanten Verdnderungen ebenfalls in der DNA-Bindedoméne und den Helices 7

und 8 gefunden wurden.

Ein vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war die Kldrung, welche Resistenzmechanismen
in welcher Kombination héufig bei multiresistenten P.-aeruginosa-Stimmen vorkommen und
welche Auswirkungen diese Mechanismen im Zusammenspiel auf den ausgepragten Phianotyp
haben. Eine Korrelation der nachgewiesenen Phinotypen und der Resistenzmechanismen fiir
alle bei P. aeruginosa Therapie-relevanten Antibiotika-Gruppen soll dariiber Aufschluss

geben.

Carbapeneme spielen flir die Therapie von P.-aeruginosa-Infektionen eine wichtige Rolle ein;
insbesondere Meropenem hat mit seit der Markteinfithrung kontinuierlich sehr geringen
Resistenzraten von 1-2 % in Deutschland das grofite therapeutische Potential aller

einsetzbarer Antibiotika (Noll et al., 2005, Kresken et al., 2003).
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Der dominierende Mechanismus der Carbapenem-Resistenz im untersuchten Kollektiv
multiresistenter P.-aeruginosa-Stimme war, Ergebnisse anderer Studien bestdtigend, der
Verlust von OprD (Pai et al. 2001, Livermore, 2002). Bei den auf intraspezifische
rekombinatorische Ereignisse zuriickzufithrenden OprD-Gruppen wurde keine Korrelation der
Gruppe mit einem Resistenzniveau gegeniiber Carbapenemen festgestellt. Mutatorstimme
zeigten nicht, wie zuvor von Pirnay et al. postuliert mehr Modifikationen innerhalb der
Aminosduresequenz (Pirnay et. al, 2002). Der Verlust von OprD fiihrt, wie mit
charakterisierten Mutanten nachgewiesen wurde, zu Resistenz gegeniiber Imipenem (MHK 16
mg/L) und intermedidrer Resistenz gegeniiber Meropenem (MHK 4mg/L, Kohler et al.,
1999). Die bei nfxC-Mutanten auftretende reduzierte OprD-Expression flihrt zu grenzwertiger
Resistenz gegeniiber Imipenem (MHK 4 mg/L) und keiner klinisch relevanten Verringerung
der Empfindlichkeit gegeniiber Meropenem (Kohler et al., 2001). NfxB-Mutanten, welche
MexCD-OprJ iiberproduzieren, zeigen einen heterogenen Phénotyp. Mutanten des Typs B
unterscheiden sich von Typ-A-Mutanten durch eine Hypersensibilitit gegeniiber Imipenem.
Diese geht mit einer 16-fachen Reduktion der Imipenem-MHK einher und konnte nicht auf
eine Beteiligung der chromosomalen AmpC-f-Laktamase oder OprD zuriickgefiihrt werden
(Wolter et al. 2005). Meropenem ist im Gegensatz zu Imipenem zusétzlich ein Substrat der
MexAB-OprM-, MexCD-OprJ- und MexXY-OprM-Effluxsysteme von P. aeruginosa
(Masuda et al., 2000). So fiihrt z.B. die Uberexpresssion von MexAB-OprM zu einer als
intermediér klassifizierten Meropenem-MHK von 4 mg/L. Aus der Kombination von OprD-
Verlust und MexAB-OprM-Uberexpression resultiert ein Phinotyp von Imipenem- und
Meropenem-Resistenz mit jeweiligen MHK-Werten von 16 mg/L (Kohler et al., 1999).
Meropenem ist ein wesentlich schlechteres Substrat von MexCD-Opr] und MexXY-OprM
und wird bei liberproduzierenden Mutanten in einem ca. zehnfach geringerem AusmaB als bei

MexAB-OprM-Uberproduzenten aus der Zelle geschleust. (Masuda et al., 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten klinischen multiresistenten Stimme zeigten keine
klare Korrelation von Geno- und Phénotypen, wie sie fiir charakterisierte Laborstimme
gezeigt wurden. Bei vielen Klonen diirfte das Zusammenspiel des OprD-Verlustes mit einer
Uberexpression von bis zu drei Effluxsystemen verantwortlich fiir eine Reduktion der
Meropenem-Empfindlichkeit in einen klinischen relevanten Konzentrationsbereich sein. Fiir
zwei der Klone ohne OprD-Verlust scheint die verringerte Produktion des Porins durch
Modifikationen in MexT und MexS Ursache der verminderten Carbapenem-Empfindlichkeit
zu sein. Eine Hypersensibilitit gegeniiber Imipenem bei Uberproduktion des MexCD-Opr]-

Effluxsystems wurde nicht gefunden. Bei einigen Klonen mit Resistenz gegeniiber beiden
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Carbapenemen scheinen andere als die bislang bekannten und in dieser Arbeit untersuchten

Mechanismen zusétzlich vorhanden (z. B. IX) oder allein (XIX) verantwortlich zu sein.

Tabelle 4.2: Korrelation des Phiinotyps und relevanter mutationsbedingter Resistenzmechanismen fiir die
Resistenz gegeniiber Carbapenemen

Phinotyp Resistenzmechanismen
MHK (mg/L) Porin OprD Efflux
von MexR NfxB | MexT | MexS | MexZ
_ i»é X y g Status | Gruppe Igslt (I\é;);ﬁ})} (Moe;,‘fj? ) (MexEF-Op.rN) (MexXY)
S | S| 2 s | 2 MER | MER Kg;igggrtg’“ MER
IX >32 32 + | Verlust B - +
1 32 - Verlust B - +
I 32 8 + Verlust B + - - +
11T 32 + Verlust B - +
A% 16 16 + | Verlust B 4 - + +
S vo 16 16 | + | kM | PaOI | + ? - intakt |+ n
~§ XI 16 8 + | Verlust B - +
§ XII 16 + | Verlust B 3 ? + +
© X 16 4 + | Verlust Cl1 - +
v 8 16 + | Verlust B - +
+ kM 1 . -
VI Via 8 4 ] Verlust p(/jx C/) - intakt + N
VIII 8 4 + Verlust B kA - - +
X1V >32 32 - Verlust B - +
XIT 32 16 - Verlust B + - - +
=| XV 32 16 + Verlust B - +
% XVvII 32 16 - Verlust B - +
g xix 2 [ 16 | - | ™ A | - intakt | - i
£5 | XVIII 16 16 - | Verlust C2 + + -
% XXII 16 16 I Verlust C2 3 +
S| XVI 16 8 - Verlust A 3 ? - -
XX 16 8 - Verlust C2 3 + - +
XXI 4 2 + kM B + + - intakt - -

*Schleifen 2-5: C1, Schleife 7: PAO1; IMP: Imipnem, MEM: Meropenem; kM: keine Modifikation; kA:
keine Auswertung moglich. ?: Uberexpression von MexAB-OprM kénnte durch Mutation in NalC
hervorgerufen werden; +: der entsprechende Phinotyp oder eine relevante Modifikation liegt vor. -: der
entsprechende Phinotyp oder die jeweilige Modifikation liegt nicht vor. EPI-Test: Effluxpumpen-
Inhibitionstest.

Wihrend unter den Stimmen des GENARS-Projekts keine Metallo-fB-Laktamase
nachgewiesen wurde, konnte mit einem zusétzlich untersuchten multiresistenten Stamm aus
Berlin erstmals in Deutschland ein VIM-Metallo-B-Laktamase-Produzent detektiert werden.
Die gefundene VIM-2 Determinante zeigt unter allen VIM-Enzymen bislang mit Abstand die

grofite Ausbreitung und wurde in 18 Staaten und elf Spezies (Achromobacter xylosoxidans,
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Acinetobacter baumannii, Acinetobacter genomosp. 3, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Klebsiella oxytoca, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri und Serratia
marcescens) nachgewiesen (Conceigdo et al. 2005, Walsh et al. 2005). Der in dieser Arbeit
charakterisierte blayny, kodierende P. aeruginosa-Stamm besitzt typische Eigenschaften
eines MBL-produzierenden Krankheitserregers: Er ist multiresistent und verfiigt iiber ein
Arsenal an weiteren Resistenzdeterminanten. Diese vermitteln hauptsdchlich Resistenz
gegeniiber Aminoglykosiden und sind auf zwei Klasse-1-Integrons lokalisiert sind. Diese
Kombination des Metallo-f-Laktamase-Gens mit zahlreichen AME-Genen stellt nicht zuletzt

wegen der Gefahr von Koselektion eine grofle Herausforderung fiir die Therapie dar.

Der Fund eines VIM-2 produzierenden P.-aeruginosa-Stamms aus einem Berliner
Krankenhaus im Kontext mit der Entdeckung der Metallo- B-Laktamase GIM-1 ein Jahr zuvor
in Diisseldorf macht die Notwendigkeit zur verstirkten Wachsamkeit deutlich und verlangt
nach kontinuierlicher Surveillance. Die derzeitige Situation kann vielleicht auch fiir
Deutschland nicht treffender bezeichnet werden als im Titel des kiirzlich erschienenen

Reviews von Walsh et al. ,,Metallo--Lactamases: the Quiet before the Storm?* (2005).

Die Untersuchung des GENARS-Kollektivs hinsichtlich der Resistenz gegeniiber
Ureidopenicillinen (Piperacillin) und Cephalosoprinen (Ceftazidim und Cefepim) und deren
Korrelation mit dem Genotyp zeigte zwei Auffilligkeiten: Bei dem CF-Patienten-Kollektiv
wurde ein insgesamt hoheres Resistenzniveau beobachtet. Insbesondere wurden mehr Klone
(8/12 versus 4/10) mit MHK-Werten von Piperacillin, Piperacillin/Tazobaktam und zumeist
auch Ceftazidim jenseits des Grenzwertes zur klinischen Resistenz und des getesteten
Konzentrationsbereichs gefunden (Tabelle 4.3). Dieses Phdnomen diirfte auf ein starkes
Expressionsniveau der chromosomalen AmpC-B-Laktamase zuriickzufiihren sein. Je nach
dem AusmaB der AmpC-Uberproduktion werden fiir Piperacillin und Piperacillin/
Tazobaktam MHK-Werte von 32mg/L bis 512 mg/L, fiir Ceftazidim MHK-Werte von 8mg/L
bis 128mg/L und fiir Cefepim MHK-Werte von 8mg/L bis 32 mg/L vermittelt (Livermore,
1995). Eine Uberproduktion von AmpC war in der vorliegenden Arbeit bei 73% der Klone
nachweisbar und wurde als hiufigster und fiir das Resistenzniveau wichtigster Mechanismus
bestiitigt. Zusitzlich kann die Uberexpression verschiedener Effluxsysteme nicht zuletzt durch
unterschiedliche Substratspektren den Phinotyp der p-Laktam-Resistenz modulieren.
MexAB-OprM schleust Piperacillin, Ceftazidim und Cefepim aus der Zelle. Bei einer

Uberproduktion des Systems wird die MHK von Piperacillin dhnlich wie bei Ticarcillin vier-
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bis sechzehnfach erhoht, wéihrend die MHK-Werte der Cephalosporine Ceftazidim und
Cefepim verdoppelt werden. Eine Uberproduktion von MexCD-OprJ vermag die MHK-Werte
von Piperacillin und Cefepim um den Faktor vier zu erhdhen. Auch die Uberproduktion von
MexXY-OprM kann zu bis zu vierfach hoheren MHK-Werten gegeniiber Cefepim fiihren,
wiahrend Piperacillin ein wesentlich schlechteres Substrat darstellt (Masuda et al., 1996,

Masuda et al., 2000, Hocquet et al., 2006).

Tabelle 4.3: Korrelation des Phiinotyps und der p-Laktamresistenz vermittelInden Mechanismen

Phénotyp
Resistenzmechanismen
MHK (mg/L) von
Efflux
MexR NfxB MexZ .
= |28 & MexAB- | MexCD- | MexXY- | , %
T TS| T £ = | _ % OprM OprJ OprM s &
3 o= o () o =
s =9 3 o s 2 B Piperacillin . - . . 54 o
5 Q SR & 2 = 15 b o Piperacillin | Piperacillin g =g
v, = B L) () § g 29 Ceftazidim Cofeni Cofeni E 8
[ [~ O O < m Cefepim efepim efepim 5 A
1T >128 | >128 | >32 | >32 + kA + +
11 >128 | >128 | >32 | >32 + + - +
v >128 | >128 | >32 | >32 + kA - +
\% >128 | >128 | >32 | >32 + kA + - + +
VIl >128 | >128 | >32 | >32 I + + ? - S
g IX >128 | >128 | >32 | >32 + + - +
g X >128 | >128 | >32 32 + + - +
Bl xu | >128| 128 [>32 32 | + | + | + ? + +
S0 s a8 x| - |+ | - ¥
XI 128 128 32 32 + + - +
VI D oeq | 32 | 32| 32 2 + | - -
Via - =
VIII 64 32 8 32 I = kA +
XIII >128 | >128 | >32 | >32 - + + - - +
X1V >128 | >128 | >32 | >32 - + -
5| XX >128 | >128 | >32 | >32 - + + + -
B XiX [ >128 [>128 32 [ >32 | - | + | - - blapse.;
S| Xvll | 64 | 32 [>32|>32 | - | + | - i
Sl XVI | 64 | 32 [32] 16 [ - [ + [ + ? ; ;
=l XV 64 32 16 | >32 + + - +
Q
B XXII 32 32 16 16 + - + ? +
XXI 32 32 16 8 + - + + - -
XVII | 32 16 |16 ] 16 | - | + | + + - + blagxa s

* Mit Hilfe von Transkonjuganten wurde nachgewiesen, dass diese Determinate keine Resistenz zu
vermitteln vermag. kA: keine Auswertung moglich. ?: Uberexpression von MexAB-OprM kénnte durch
Mutation in NalC hervorgerufen werden; +: der entsprechende Phiinotyp oder eine relevante
Modifikation liegt vor. -: der entsprechende Phinotyp oder die jeweilige Modifikation liegt nicht vor;
EPI-Test: Effluxpumpen-Inhibitionstest.

Das zweite auffillige Ergebnis bei der Untersuchung der B-Laktamresistenz ist die um

mindestens zwei Stufen hohere MHK von Cefepim im Vergleich zu Ceftazidim, die in zwei
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Klonen (VIII und XV) beobachtet wurde. Fiir gewohnlich liegt die MHK von Cefepim eine
Stufe niedriger oder auf demselben Konzentrationsniveau von Ceftazidim. Dieses Phinomen
wurde jedoch auch in anderen Studien vereinzelt beobachtet und kiirzlich mit der
Uberepression von MexXY-OprM in Zusammenhang gebracht (Hocquet et al., 2006).
MexXY-OprM transportiert Cefepim, nicht aber Ceftazidim aus der Zelle. Vermutlich wird
durch ein unterschiedliches AusmaB der Uberproduktion von MexXY-OprM die
Empfindlichkeit gegeniiber Cefepim bei den meisten Klonen der vorliegenden Studie nur
leicht gesenkt und lediglich in den zwei beschriebenen Klonen um mehrere MHK-Stufen
erhoht. Tatsdchlich wurden in verschiedenen Studien sehr unterschiedliche Niveaus der

Uberexpression von MexXY-OprM belegt (Islam et al., 2004).

Die [-Laktamresistenz wurde fast ausschlieBlich durch das Zusammenspiel von
mutationsbedingten Resistenzmechanismen verursacht. Lediglich zwei erworbene J3-
Laktamase-Gene wurden bei nicht-CF-Patienten nachgewiesen, von denen eines wiederum,
wie die Charakterisierung von Transkonjuganten bewiesen, nicht funktionstiichtig exprimiert

wurde.

Bei der Analyse der Aminoglykosid-Resistenz vermittelnden Mechanismen und der
ausgeprigten Phénotypen war ein wichtiger Unterschied zwischen dem GENARS-Kollektiv
von CF-Patienten und Patienten ohne diese Erkrankung zu verzeichnen: Ausschlielich bei
Klonen von nicht-CF-Patienten wurden zahlreiche erworbene Gene Aminoglykosid-
modifizierender Enzyme gefunden (Tabelle 4.4). Diese waren z. T. mehrfach und in
Kombination mit p-Laktamase-Genen auf Klasse-1-Integrons lokalisiert, welche, wie
Transkonjugationsexperimente zeigten, alle intraspezifisch und teilweise auch interspezifisch
(auf E. coli) transferierbar waren. Die Tatsache, dass bei Klonen von CF-Patienten keinerlei
erworbene Resistenzgene nachgewiesen wurden, betont die Bedeutung des Mutatorphénotyps
fiir dieses Kollektiv und belegt zusitzlich die autarke Evolution der Stimme im Zuge der
chronischen Infektion der Lunge. Fiir die multiresistenten Klone von Patienten ohne cystische
Fibrose hingegen zeigt der Fund zahlreicher erworbener Resistenzgene bei der Hilfte der
Klone auf, dass die horizontale, auch Speziesgrenzen iiberschreitende, Ubertragung von
Resistenz in diesem Kollektiv eine wichtige Rolle spielt. Diese Form der
Resistenzausbreitung kann ebenso wie eine klonale Ausbreitung resistenter Stdmme die

Therapiemoéglichkeiten nachhaltig schmaélern.
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An chromosomalen, mutationsbedingten Aminoglykosid-Resistenzmechanismen ist bei P.
aeruginsa bislang nur eine Uberexpression des MexXY-OprM-Effluxsytems bekannt. Zu
diesem System wurden noch nicht viele Studien durchgefiihrt, doch diese legten ebenso wie
die vorliegende Arbeit dar, dass dieses System in seiner Bedeutung fiir die Resistenz bei P.
aeruginosa bislang unterschitzt wurde (Hocquet et al., 2006, Islam et al., 2004, Sobel et al.,

2003).

Tabelle 4.4: Korrelation des Phiinotyps und der Aminoglykosidresistenz vermittelnden Mechanismen

Phénotyp Resistenzmechanismen
MHK (mg/L) von Efflux
c = MexZ
" S S = - erworbene AME-Gene
E g g g g
£ | £ £ z 2 g MexXY-OptM
v > O = < =
v >32 32 >32 A
\% >32 8 >32 A A
+ -
VI >32 4 >32
Via - +
- I 32 8 >32 + +
2l u 32 4 >32 + +
(5]
E IX 16 4 32 A +
6‘ VIII 16 2 >32 + +
I 16 2 32 - +
VII 16 2 32 A +
X1 16 2 16 A +
XII 4 4 32 + +
X 4 1 8 + +
XV >32 >32 >32 A +
XVII >32 >32 16 - 4 aadAl, aadB, aphAl-IAB
= XX >32 16 16 - A aac(6")Ib', aadA2
Q
§ XVI >32 16 8 = - aac(6')Ib'
S| XVl 32 16 >32 - + aacA7, aacA8
&l X 32 8 >32 -
=] XIX 16 16 32 - - aac(6')Ib, aadA2
Sloxv 16 2 >32 - +
XXI 8 2 16 + -
XXII 2 1 8 A +

AME: Aminoglykosid-modifizierendes Enzym; +: der entsprechende Phinotyp oder eine relevante
Modifikation liegt vor. -: der entsprechende Phiinotyp oder die jeweilige Modifikation liegt nicht vor.
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Das AusmalB der Uberexpression von MexXY-OprM, welches neben Aminoglykosiden auch
Chinolone, Meropenem, Cefepim und Piperacillin aus der Zelle transportiert (siche oben),
kann sehr unterschiedlich sein. Bei Uberproduzenten konnte in Real-Time-PCR-
Experimenten eine drei- bis 727-fach erhohte Menge an MexY mRNA detektiert werden
(Islam et al., 2004). Diese enormen Expressions-Unterschiede konnten auch die grofe
Spannbreite an Phénotypen der Aminoglykosid-Resistenz in der vorliegenden Arbeit,
insbesondere bei den von CF-Patienten stammenden Klonen, bedingen. Als Ursache kdme
zum einen eine unterschiedliche Auswirkung und Anzahl von Mutationen im Repressor
MexZ in Frage. Zum anderen wurden in zwei Studien Hinweise darauf gefunden, dass neben
MexZ weitere noch unbekannte Komponenten an der Regulation des MexXY-OprM-Systems
beteiligt sind (Islam et al., 2004, Sobel et al., 2003). So wurden Uberproduzenten des Systems
charakterisiert, welche keine Mutationen in mexZ aufwiesen. Dies konnte auch fiir Stimme
aus dieser Arbeit eine Erkldrung fiir Aminoglykosid-Resistenz in Abwesenheit von

(relevanten) Modifikationen in MexZ oder erworbenen Resistenzgenen geben.

Bei der Analyse der Chinolon-Resistenz vermittelnden Mechanismen und der ausgeprigten
Phénotypen waren Unterschiede in den Resistenzniveaus zwischen Klonen von CF- und
nicht-CF-Patienten das auffilligste Ergebnis: Wiahrend sieben von 10 Klonen von nicht CF-
Patienten hohe Resistenzniveaus mit Ciprofloxacin-MHK-Werten >16 mg/L zeigten, lagen
bei CF-Patienten nur zwei Klone mit derart hoher Resistenz vor. Eine Analyse von
Surveillance-Daten des GENARS-Projekts, welche inklusive der in dieser Arbeit untersuchten
Klone mit 78 CF-Patienten- und 207 nicht-CF-Patienten-Isolaten durchgefiihrt wurde,

bestitigte dieses Phanomen mit groferen Stammzahlen auf héherer Ebene (Abbildung 4.1).

Abbildung 4.1: MHK-H:ufigkeitsverteilung von Ciprofloxacin fiir 78 P.-aeruginosa-Isolate von CF-
Patienten und 207 P.-aeruginoa-Isolate von nicht-CF-Patienten des GENARS-Projektes (Januar bis Juni
2004).

5 =
5 |2
o) n
400+ E 2
& o
300 -
Anzahl
der 200
Stamme 100 ‘a— nicht-CF
o = PP v v
T T T T T T T T
0,06 0,13 025 0,5 1 2 4 8 =16
MHK(mg/L)

*Die senkrechten Balken Kkennzeichnen die Grenzen des intermedidiren und resistenten
Konzentrationsbereiches.
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Diese Ergebnisse lassen die Spekulation zu, dass aufgrund niedriger Chinolon-
Konzentrationen im Mukus der Lunge von CF-Patienten oder/ und durch eine Biofilmbildung
bei Stimmen von CF-Patienten die Notwendigkeit hoherer Resistenzniveaus nicht gegeben

ist.

Die deutlichen Unterschiede zwischen den Kollektiven von CF- und nicht-CF-Patienten

setzten sich auf molekularer Ebene fort (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Korrelation des Phiinotyps und der Chinolonresistenz vermittelnden Mechanismen

Phénotyp
MHK Resistenzmechanismen
(mg/L)
§ § TopoTig/cI))ngrasen Efflux
8 ] % i
R R I I e s T e s
v, = S| B |=| Oyrase | o1y |Test OprM Opr] MexEF-OprN OprM
IX >16 | 128 | + | Thr83Ile - - +
XII >16 | 16 | + | Thr83Ile - - ? A +
VIII 8 | 16 | + | Thr83lle - kA +
VII 8 g |+ Thr83Val - N ? - intakt + N
Vlila 8 Thr83Ala - intakt
gl 1 4 8 | - | Thr83lle - - 4+
g VI 4 8 | + | Thr83Ile - - intakt 4 -
& Via | 4 | 8 | - - - - +
6 1T 4 8 | + |Asp87Asn - - +
v 4 8 | + | Thr83lle - +F - 4 +
X 4 4 | + | Thr83Ile - - +
1I 2 4 | + - - + - - +
v 2 4 | + |Asp87Asn - - +
XI 2 4 | + |Asp87Asn - - +
XVIIT >16 | 128 - ggg;ﬁfs SerSOLeu | + |+ ; i
XXI >16 | 128 | + | 1083Ie | oo goren| + |+ ; intakt | - ;
- Asp87Gly
%’ XV >16 | 32 | + | Thr83lle - - .
E XVI >16 | 32 | - | Thr83Ile | Ser80Leu ? - -
5 XX >16| 32 | - | Thr83Ile - + -
5; XVII >16| 16 | - | Thr83lle - - +
g | XIX >16 | 16 | - | Thr83Ile | Ser80Leu | - intakt - -
X1V 4 - | Thr83Ile - - +
X111 4 - | Thr83Ile - + - - +
XXII 2 8 | + = - ? 4 +

?: Uberexpression von MexAB-OprM kénnte durch Mutation in NalC hervorgerufen werden; +: der
entsprechende Phinotyp oder eine relevante Modifikation liegt vor. -: der entsprechende Phénotyp oder
die jeweilige Modifikation liegt nicht vor; kA: keine Auswertung moéglich; EPI-Test: Effluxpumpen-
Inhibitionstest.
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So konnten in den Typ-II-Topoisomerase-Untereinheiten ausschlieBlich bei Klonen von nicht
CF-Patienten Modifikationen in ParC und Mehrfachmodifikationen in GyrA detektiert
werden, welche hohe Resistenz-Niveaus vermitteln. Neben Modifikationen in den
Zielstrukturen der Chinolone kann die Uberexpression von allen vier Effluxsystemen zur
Chinolonresistenz beitragen. Eine Studie mit chinolonresistenten Isolaten von CF-Patienten
ergab, dass weder Mutationen in parC noch in mexR gefunden wurden und die meisten Isolate
MexCD-Opr] iiberproduzierten (Jalal et al., 2000). Dahingegen wurde in einer
Vergleichsuntersuchung mit chinolonresistenten P.-aeruginosa-Isolaten von Harnwegs- und
Wund-Infektionen festgestellt, dass etliche Targetmodifikationen in beiden Loci sowie
Modifikationen in MexR auftraten, welche zu einer Uberproduktion von MexAB-OprM
fiihrten. Die Uberproduktion von MexCD-OprJ spielte eine untergeordnete Rolle (Jalal u.
Wretlind, 1998). Beide Studien beriicksichtigten jedoch nicht die mogliche Beteiligung des
MexXY-OprM-Systems an dem Gesamtphénotyp der Chinolonresistenz. Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestitigen die Bedeutung von Mehrfachmutationen in den Targetgenen fiir die
Resistenz unter Klonen von nicht-CF-Patienten. Unterschiede zur Privalenz von relevanten
Modifikationen in den Regulotaren MexR und NfxB konnen nicht belegt werden. Es wurden
jedoch mehrere Klone mit unterschiedlich hohen Resistenzniveaus gefunden, welche lediglich
Modifikationen in GyrA und MexZ aufwiesen. Deren Resistenz diirfte wie schon zuvor bei
der Analyse der Aminoglykosid-Resistenz auf die unterschiedlich hohe Expression des
MexXY-OprM-Systems zurlickzufiihren sein. Diese Ergebnisse liefern einen weiteren
deutlichen Hinweis fiir die groe Bedeutung dieses bislang unterschitzten Effluxsystems fiir

die Auspriagung von Multiresistenz bei P. aeruginosa.

Neben der Frage, welche Mechanismen der Multiresistenz in klinischen Stimmen auftreten,
nahm in dieser Arbeit die Frage nach der Entstehung von Resistenz unter der Therapie eine
zentrale Rolle ein. Es sollte aufgeklart werden, welche Substanzen unter in der Praxis
verwendeten Dosierungen am ehesten eine Resistenzentwicklung vermeiden kénnen und
welche Bedeutung der Mutatorphidnotyp dabei einnimmt. Dazu wurden zwei
Vergleichssubstanzen ausgewéhlt: Meropenem, da es auf Grund sehr niedriger Resistenzraten
als die Substanz mit dem besten Potenzial zur Therapie von P.-aeruginosa-Infektionen gilt
und Ceftazidim, weil es als Cephalosporin eine andere bei P.-aeruginosa-Infektionen
eingesetzte f-Laktam-Gruppe reprisentiert. Als Teststimme wurden ein Mutatorstamm (12-

09-15, Klon XXI) und zum Vergleich der Wildtypstamm PAO1 eingesetzt.
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Berticksichtigt man bei der Beurteilung der Wirksamkeit eines Antibiotikums nur den
antibakteriellen Effekt, so lassen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Simulationen der
Therapie Ceftazidim geeigneter erscheinen als Meropenem. So wurde fiir den Wildtypstamm
PAOI mit Ceftazidim ein AACun-Wert von +9,29 AlogKBE/ml*h und mit Meropenem
lediglich von —22,46 AlogK BE/ml*h erzielt.

Im Vergleich zum Wildtypstamm PAO1 wies der Mutatorstamm 12-09-15 (Klon XXI) eine
vierfach hohere — aber ebenso als klinisch sensibel eingestufte - Meropenem-MHK (2mg/L
versus 0,5 mg/L) auf. Dennoch wurde mit -19.58 AlogKBE/mI*h (12-09-15) und -22.46
AlogKBE/mlI*h (PAO1) kein signifikanter Unterschied in den AAC,4-Werten von

Meropenem gegeniiber beiden Stimmen festgestellt.

Neben dem antibakteriellen Effekt spielt das AusmaBl der Selektion von Mutanten eine
wichtige Rolle bei der Einstufung der Wirksamkeit von Antibiotika und deren Dosierung.
Wihrend der Behandlung des Wildtypstammes PAO1 mit Ceftazidim kam es wéhrend der
zweiten Dosierung innerhalb der Population trotz einer Reduktion der Gesamtzellzahl zu einer
starken Selektion von Mutanten. Diese ,,Ein-Schritt-Mutanten® zeigten auf Grund einer
Uberexpression der chromosomalen AmpC-B-Laktamase volle Resistenz —gegeniiber
Ceftazidim und ersetzten kontinuierlich die Wildtypzellen innerhalb der Population. Auch bei
der Behandlung mit Meropenem konnte wéihrend der zweiten Dosierung eine Selektion von
Mutanten nachgewiesen werden. Diese wurden durch einen Verlust von OprD charakterisiert,
welcher, wie auch bei dem klinischen multiresistenten Klon VI, von einer Insertion der Base
C nach A1205 herriihrte. Genauso wie die unter Ceftazidim selektierte Mutante vermochte
auch diese, den Wildtyp in der Population zu ersetzen, prigte aber mit einer Meropenem-

MHK von 4 mg/L keine volle Resistenz aus.

Der klinische Mutatorstamm 12-09-15 wies bereits zu Beginn der simulierten Therapie mit
Meropenem eine Mutation auf: Ein Aminosdureaustausch in dem Regulator MexR fiihrte zu
einer Uberproduktion des Effluxsystems MexABOprM. Dies war die Ursache fiir eine im
Vergleich zum Wildtyp vierfach erhohte, aber dennoch als sensibel eingestufte Meropenem-
MHK von 2 mg/L. Unter der Therapie wurde eine Mutante selektiert, welche in einem
weiteren Schritt eine zusétzliche Mutation, den Verlust von OprD, akkumuliert hatte. Dies
verhalf dem als klinisch sensibel eingestuften Ausgangsstamm zu voller Resistenz. Auffillig
war, dass trotz des Mutatorphénotyps von 12-09-15 die wihrend der Simulation selektierte
Mutante des Stamms nicht noch zusétzliche mutationsbedingte Resistenz, wie die

Uberproduktion eines weiteren Effluxsystems, akkumulierte.
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Ebenso auffallend war, dass diese Mutante zudem nicht wie die Mutanten von PAOI, die
unter Meropenem und Ceftazidim-Therapie selektiert wurden, die Zellen des

Ausgangsstamms in der Population vollstidndig ersetzten.

Das Ausmal} der Selektion von Mutanten kann mit Hilfe der Hypothese des Mutanten-
Selektionsfensters, ergdnzt durch die Ergebnisse der kompetitiven Wachstumsversuche der
Ausgangsstimme und der jeweiligen Mutanten, erkldrt werden. Bei der Therapie von PAO1
mit Ceftazidim hatte das Mutanten-Selektionsfenster eine Dauer von 2,5h und die
Konzentration des Antibiotikums lag iiber die ganze Behandlung hinweg nicht unterhalb der
MHK des Teststammes. Zusitzlich bewies der kompetitive Wachstumsversuch, dass die
Mutante in Konkurrenz mit ihrem Ausgangsstamm keinen Nachteil in Abwesenheit eines
Selektionsdruckes hatte. Somit wurde diese ,,Ein-Schritt-Mutante* wihrend jedes der drei
Mutanten-Selektionsfenster selektiert, ohne zu irgendeinem Zeitpunkt der Simulation einen
Nachteil zu verzeichnen und ersetzte letztendlich die gesamte Wildtyppopulation. Bei der
Kombination des Wildtypstammes PAOI und Meropenem waren das Mutanten-
Selektionsfenster (2,8h) sowie die Zeit der Antibiotikum-Konzentration unter der MHK (2,7h)
von etwa gleicher Dauer. Zusitzlich zeigte die Mutante keinen Wachstumsnachteil im
Vergleich zu ihrem Ausgangsstamm. Somit vermochte auch diese ,,Ein-Schritt-Mutante* aus
vergleichbaren Griinden ihren Ausgangsstamm in der Population vollstindig zu ersetzten. Die
Mutante 12-09-15/MER des Mutatorstammes hingegen, wurde unter der Therapie mit
Meropenem lediglich wéahrend dreier Mutanten-Selektionsfenster mit einer jeweiligen Dauer
von 2,3h selektiert. Die Zeit, wihrend derer die Konzentration unter der MHK des
Teststammes lag und der Ausgangsstamm keinem Nachteil im Wachstum ausgesetzt wurde,
war mit jeweils 4,7h in etwa doppelt so lang. Auf Grund dieser Umstidnde ereichte die

Mutante lediglich ca. 14% der Gesamtpopulation.

Die Ergebnisse der simulierten Therapie eines Mutatorstammes mit Meropenem zeigen, dass
es - obwohl zahlreiche Effluxsysteme diese Substanz transportieren - im Rahmen eines
Therapiedurchlaufs mit dieser Substanz auch bei einem Mutatorstamm nicht zur
Akkumulation mehrerer Resistenz-vermittelnder Mechanismen kommen muss. Ein kleines
Selektionsfenster scheint insbesondere bei Mutatorstimmen, bei denen in diesem
Konzentrationsbereich eine groflere Anzahl an Mutanten-Zellen selektiert werden diirfte, eine
elementare Rolle fiir die Vermeidung von Resistenz-Entstehung unter der Therapie

einzunehmen.
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Die in diesem Projekt erarbeiteten Einblicke in das duBerst komplexe Zusammenspiel der
Multiresistenz vermittelnden Mechanismen bei P. aeruginosa machen deutlich, dass die
Auspriagung eines Mutatorphénotyps insbesondere fiir die autarke Evolution bei Stimmen von
chronisch infizierten CF-Patietnen aber auch in einem nicht zu unterschitzenden Umfang bei
Patienten ohne diese Erbkrankheit eine elementare Rolle spielt. Die Ergebnisse der in-vitro-
Simulationen geben erste Hinweise darauf, dass jedoch durch den rationalen Einsatz von
Substanzen und Dosierungen mit kurzen Mutanten-Selektionsfenstern die Entstehung von
Multiresistenz unter der Therapie auch bei Infektionen durch Mutatorstimme eingeddmmt

werden konnte.

Die Analyse klinischer P.-aeruginosa-Stimme hinsichtlich ihrer der Multiresistenz zugrunde
liegenden Mechanismen zeigte auf, dass bei Stimmen von CF-Patienten in Korrelation mit
der duBlerst hohen Pridvalenz des Mutatorphidnotpys ausschlieBlich ein komplexes
Zusammenspiel von mutationsbedingten Mechanismen die Multiresistenz bedingt. Bei
multiresistenten P.-aeruginosa-Stammen, welche nicht im Kontext mit cystischer Fibrose
stehen, fiel dagegen eine hohe Prédsenz insbesondere von Aminoglykosid-Resistenz
vermittelnden erworbenen Resistenzgenen auf. Die Ergebnisse beider Stamm-Kollektive
zeigten, dass die Uberproduktion von unterschiedlichen Effluxsystemen einen erheblichen
und bislang zum Teil unterschitzten Anteil an der Modulation des Gesamtphénotyps der
Multiresistenz bei P. aeruginosa hat. Ferner wurde in etlichen Fillen, Funde anderer Studien
bestdrkend (El Amin et al., 2005, Morita et al., 2006, Sobel et al., 2003, Vogne et al., 2004)
belegt, dass das bisherige Wissen zu Mechanismen der Resistenz nicht ausreicht, um alle bei
klinischen Stdmmen vorkommenden Phénotypen der Multiresistenz erkldren zu koénnen.
Insbesondere Aspekte der Effluxsystem-Uberproduktion sind noch nicht aufgeklirt. Dies steht
im Enklang damit, dass bislang bei keinem anderen Organismus ein hoherer Anteil an
regulatorischen Loci gefunden wurde als bei dem &uBlerst anpassungsfiahigen, gefiirchteten

Krankenhauskeim P. aeruginosa.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern die Notwendigkeit sowohl der
Aufkldrung weiterer an der Multiresistenz beteiligter Mechanismen als auch der konsequenten
Surveillance der in Krankenhdusern auftretenden Multiresistenz auf phénotypischer und

molekularer Ebene.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden auf molekularer Ebene die Resistenzmechanismen
multiresistenter Stdmme von P. aeruginosa, einem der hiufigsten Erreger nosokomialer
Infektionen, in deutschen Krankenhdusern untersucht. Zwolf multiresistente Klone stammten
von Patienten mit cystischer Fibrose (CF) und zehn von Patienten ohne diese Erbkrankheit.
Eine klonale Ausbreitung multiresistenter Stimme wurde nicht nachgewiesen.

Elf der Klone von CF-Patienten wiesen einen Mutatorphénotyp auf. Diese hohe Korrelation
des Mutatorphinotyps mit der Ausprigung von Multiresistenz belegt dessen elementare
Bedeutung fiir die autarke Evolution wihrend einer chronischen Infektion der Lunge durch P.
aeruginosa. Zum ersten Mal konnte ein Mutatorstamm molekular charakterisiert werden, der
nicht im Kontext mit einer chronischen Infektion der Lunge stand.

Bei der Evaluierung der Mechanismen, die der Multiresistenz zugrunde lagen, wurden
deutliche Unterschiede zwischen den Stammkollektiven von CF- und nicht-CF-Patienten
festgestellt. AusschlieBlich bei P.-aeruginosa-Klonen von nicht-CF-Patienten trugen
zahlreiche erworbene in erster Linie Aminoglykosid-Resistenz vermittelnde Resistenzgene
zur Multiresistenz  bei. Diese wurden auf Klasse-1-Integrons kodiert. Auch
Mehrfachmodifikationen in den Zielstrukturen der Chinolone, welche hohe Resistenz-
Niveaus gegeniiber dieser Antibiotika-Gruppe vermitteln, wurden ausschlieflich bei P.-
aeruginosa-Klonen von nicht-CF-Patienten detektiert.

Analysen der Phidno- und Genotypen aller multiresistenten Klone zeigten, dass die
Uberproduktion unterschiedlicher Effluxsysteme einen erheblichen und teilweise bislang
unterschdtzten Anteil an der Modulation des Gesamtphédnotyps der Multiresistenz bei P.
aeruginosa hat. Im Einklang mit anderen Studien wurde belegt, dass noch weitere unbekannte
mutationsbedingte Mechanismen der Resistenz insbesondere im Zusammenhang mit der
Regulation von Effluxsystemen bei P. aeruginosa einer Aufklarung harren.

Der Erstnachweis einer VIM-Metallo-p-Laktamase in Deutschland ist ein weiteres Indiz der
zunehmenden globalen Ausbreitung dieser, die Therapie-Optionen stark einschrinkenden,
Enzyme und untermauert zugleich die Notwendigkeit einer kontinuierlichen Surveillance der
in Krankenhéusern auftretenden Multiresistenz bei P. aeruginosa auf molekularer Ebene.
In-vitro-Simulationen therapeutischer pharmakokinetischer Profile gaben erste Hinweise
darauf, dass durch den rationalen Einsatz von Substanzen und Dosierungen mit kurzen
Mutanten-Selektionsfenstern die Entstehung von Multiresistenz unter der Therapie auch bei

Mutatorstimmen eingeddmmt werden konnte.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

A Alanin

AAC area above the curve

AAC N-Acetyltransferase

AAD O-Nukleotidyltransferase

Ala Alanin

AME Aminoglykosid-modifizierendes Enzym
ANT O-Nukleotidyltransferase

APH O-Phosphotransferase

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginsiure

ATCC American Typ Culture Collection

ATP Adenosintriphospat

B Guanin + Cytosin + Thymin (IUB-Code)
BIM Bush, Jakoby, Medeiros

bp Basenpaare

C Cystein

CF cystische Fibrose

Cys Cystein

D Guanin + Adenin + Thymin (TUB-Code)
D Asparaginsiure

DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E Glutaminsdure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ESBL extended-spectrum-f-lactamase

F Phenylalanin

G Guanin

G Glycin

g Gramm

GENARS German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance

Gln Glutamin
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His

Ile
IRBL
IUB

kb
KBE

Leu

Lys

ODIndex

orf

OSBL

PBP
PCR

Glutaminsdure

Glycin

Cytosin + Adenin + Thymin (IUB-Code)
Histidin

Stunde

Histidin

Isoleucin

Isoleucin

Inhibitor-resistente 3-Laktamase
International Union of Biochemistry
Guanin + Thymin (IUB-Code)

Lysin

Kilobasen

Kolonien bildende Einheit

Leucin

Liter

Leucin

Lysin

Meter

molar

Adenin + Cytosin (IUB-Code)
Methionin

Methionin

Magnesiumchlorid

Mueller Hinton

minimale Hemmkonzentration

Minute

Methyl-Directed Mismatch Repair System
Adenin + Cytosin + Guanin + Thymin (IUB-Code)
Asparagin

Anzahl

optische Dichte bei [Index] nm Wellenlédnge
Offener Leserahmen
original-spectrum-f-lactamase

Prolin

Penicillin-Bindeprotein

Polymerase-Kettenreaktion
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PEG
PFGE
Phe
Pro
Q
QRDR
R

R
Rif'
RND
RT

Ser

spp.
Sulf

Thr
Trim
TRIS

Trp
Tyr

upm

<

Val

WT

=

Paul-Ehrlich Gesellschaft fiir Chemotherapie e.V.
Pulsfeld-Gelelektrophorese
Phenylalanin

Prolin

Glutamin

quinolon-resistance determining region
Adenin + Guanin (IUB-Code)

Arginin

Rifampicin-resistent
Resistance-Nodulation/(Cell)-Division
Raumtemperatur

Cytosin + Guanin (IUB-Code)

Serin

Serin

Spezies (Plural)

Sulfamethoxazol

Threonin

Thymin

Threonin

Trimethoprim
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma Base)
Tryptophan

Tyrosin

Unit

Umdrehungen pro Minute

Adenin + Cytosin + Guanin (IUB-Code)
Valin

Volt

Valin

Adenin + Thymin (IUB-Code)
Tryptophan

Wildtyp

Cytosin + Thymin (IUB-Code)

Tyrosin
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7.2 Aminosauresequenz-Alignement des Regulators MexR (MexAB-OprM). Aufgefiihrt sind die Sequenzen des Wildtypstamms PAO1
und der klinischen multiresistenten Klone dieser Arbeit.

10 20 30 40 50 60 70 80

PAOl MNYPVNPDLM PALMAVFQHV RTRIQSELDC QRLDLTPPDV HVLKLIDEQR GLNLQODLGRQ MCRDKALITR KIRELEGRNL
1 2 3,4,5 6 7 8 9 10 11
XVIII MNYPVNPDLM PALMAVFQHV RTRIQSELDC QRLDLTPPDV HVLMLIDEQR GLNLQDLGRQ MCRDKALITR KIRELEGRNL
XXI MNYPVNPDLM PALMAVFQHV RTRIQSELDC QRLDLTPPDV HVLKLIDEQR GLNNLQODLGR QMCRDKALIT RKIRELEGRN
XX MNYPVNPDLM PALMAVFQHV RTRIQQRARL PATRPDPARR PCIEAYRRTT RAEPAGPGTP DVPRQGTDHP EDPRAGGKKP
VII, XII, XVI, XX MNYPVNPDLM PALMAVEFQHV RTRIQSELDC QRLDLTPPDV HVLKLIDEQR GLNLQODLGRQ MCRDKALITR KIRELEGRNL
Sekunddrstruktur - --———---- HH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH H----- HHHH HHHHHH-EEE EE-HHHHHH- ----- HHHHH HHHHHHH---
B L R e B I e I R e T e e

90 100 110 120 130 140

PAO1 VRRERNPSDQ RSFQLFLTDE GLATHQHAEA IMSRVHDELF APLTPVEQAT LVHLLDQCLA AQPLEDI.
12 13 14

XVIII VRRERNPSDQ RSFQLFLTDE GLATHQHAEA IMSRVHDELEF APLTPEEQAT LVHLLDQCLA AQPLEDI.
XXI LVRRERNPSD QRSFQLFLTD EGLAIHQHAE AIMSRVHDEL FAPLTPVEQA TLVHLLDQCL AAQPLEDI
XX GPPRAQPORP AQLPALPHRR GAGHPPACGG HHVTRA*RVV CPAHPGGTGH PGASPRPVPG RATA*GYL
VII, XII, XVI, XX VRRERNPSDQ RSFQLFLTDE GLATHQHAEA IMSRVHDELEF APLTPEEQAT LVHLLDQCLA AQPLEDIT.
Sekundédrstruktur EEEE-—-———- --EEEEE-HH HHHHHHHHHH HHHHHHHHH- ----HHHHHH HHHHHHHHH- -------

Aminoséureaustausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden, sind grau unterlegt. Die Sekundérstruktur des Proteins ist in der untersten Zeile aufgefiihrt (Saito et al., 2003). H: Helix; E:
Faltblatt. Die Positionen von in der Literatur belegten relevanten Aminosaureaustauschen sind durch Fettdruck und Unterstreichung gekennzeichnet.

1: Leul3Met (Adewoye et al., 2002), 2: Arg21Trp (Adewoye et al., 2002), 3: Lys44Met (Jalal et al., 1998, Llanes, et al., 2004), 4: Leu45Pro (Saito et al., 2003), 5: [le46Asn (Saito et al., 2003), 6:
Leu57Arg, Pro (Adewoye et al., 2002, Saito et al., 2003), 7: Arg59Cys (Jalal et al., 1998), 8: Thr69lle (Saito et al., 2003), 9: Ile72Asn (Saito et al., 2003), 10: Leu75Pro (Saito et al., 2003), 11:
Asn79Ser (Jalal et al., 1998), 12: Leu95Phe (Adewoye et al., 2002), 13: Alal10Thr (Jalal et al., 1998), 14: Val126Glu (Pai et al., 2001, Ziha-Zarifi et al., 1999).



ANHANG

7.3 Aminosiuresequenz-Alignement des Regulators NfxB (MexCD-OprJ). Aufgefiihrt sind die Sequenzen des Wildtypstamms PAO1 und

der klinischen multiresistenten Klone dieser Arbeit.

PAOl MTLISHDERL
v MTLISHDERL
XII MTLISHDERL
XXII MTLISHDERL
LoopP @ ---—- HHHHH
R ——

120
PAOl EGARWQSYLE
v EGARWQSYLE
XII EGARWQSYLE
XXII EGARWQSYLE
LOOPP HHHHHHHHHH

10

B I i I

20 30

IKALAVAIVD RPRATLKELA EAAGVSKATL
1

IKALAVAIVD RPRATLKELA EAAGVSKATL

IKALAVAIVD HPRATLKELA EAAGVSKATL
IKALAVAIVD HPRATLKELA EAAGVSKATL

HHHHHHHHH- ----- HHHHH HH

B A T e
130 140 150
ALDAFFLRGQ QKGVFRIDIT AAVFTELFIT
ALDAFFLRGQ QKGVFRIDIT AAVFTELFIT
ALDAFFLRGQ QKGVFRIDIT AAVFTELFIT

ALDAFFLRGQ QKGVFRIDIT AAVFTELFIT

HHHHHHHHHH H

HHHHHHHHHH

40

[ I R I
50
HRFCGTRDNL VQMLEDHGET

HRFCGTRDNL VQOMLEDHGET

HRFCGTRDNL VQMLEGHGET
HRFCGTRDNL VOMLEGHGET

EE----HHHH HHHHHHHHHH

60

B I T i e
70 80
VLNQIIQACD LEHAEPLEAL QRLIKEHLTH
2 3 4
VENQITQACD LEHAEPLEAL QRLIKEHLTH

VLNQIIQACD LEHAEPLEAL QRLIKEHLTH

VLNQIIQACD LEHAEPLEAL QRLIKEHLTH

HHHHHHHHHH HHHHH HHHHHHHHH-

[ O

160 170
LVYGMVDAER RGRAASSNSA
LVYGMVDAER RGRAASSNSA
LVYGMVDAER RGRAASPNSA

LVYGMVDAER RGRAASSNSA

HHHHHHHHHH

90

I O
100 110
RELLVFLVFQ YRPDFLDPHG
RELLVFLVFQ YRPDFLDPHG
RELLVFLVFQ YRPDFLDPHG

RELLVFLVFQ YRPDFLDPHG

--HHHHHHHH

180
HTLEQMFLHG ASNPARS*
HTLEQMFLHG ASNPAHS*
HTLEQMFLHG ASNPARS*

HTLEQMFLHG ASNPARS*

HHHHHHHHHH

Aminoséureaustausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden sind grau unterlegt. Die Sekundarstruktur des Proteins ist in der untersten Zeile aufgefiihrt (Vorhersage des Programms LOOPP). H: Helix; E: Faltblatt. Die

Positionen von in der Literatur belegten relevanten Aminoséureaustauschen sind durch Fettdruck und Unterstreichung gekennzeichnet.

1: Ala30Thr (Jalal et al., 1998)

2: Leu62Val (Jalal et al., 1998)
3: Arg82Leu (Jalal et al., 2000)
4: His87Arg (Poole et al., 1996)
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7.4 Aminosiuresequenz-Alignement des Regulators MexT (MexEF-OprN). Aufgefiihrt sind die Sequenzen des Referenzstammes PAO1-
Geneva AJ007825* und der klinischen multiresistenten Klone dieser Arbeit.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
PAOl-Geneva MNRNDLRRVD LNLLIVFETL MHERSLTRAA EKLFLGQPAI SAALSRLRTL FDDPLFVRTG RSMEPTARAQ EIFAHLSPAL DSISTAMSRA SEFDPATSTA VFRIGLSDDV

VI,VII,XIII,XVI, XIX, XX, XXI MNRNDLRRVD LNLLIVFETL MHERSLTRAA EKLFLGQPAI SAALSRLRTL FDDPLFVRTG RSMEPTARAQ EIFAHLSPAL DSISTAMSRA SEFDPATSTA VFRIGLSDDV

VIiIa MNRNDLRRVD LNLLIVFETL MHERSLTRAA EKLFLGQPAI SAALSRLRTL FDDPLFVRTG RSMEPTARAQ EIFAHLSPAL DSISTAMSRA SEFDPATSTA VFRIGLSDDV
ooe  mmm—m————— HHHHHHHHHH HH---HHHHH HH----- HHH HHHHHHHHHH ----EEEE-- --EE--HHHH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH ---------- EEEEEE--HH
O e e e e e e e O |

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

Geneva AJ007825 EFGLLPPLLR RLRAEAPGIV LVVRRANYLL MPNLLASGEI SVGVSYTDEL PANAKRKTVR RSKPKILRAD SAPGQLTLDD YCARPHALVS FAGDLSGFVD EELEKFGRKR

VI,VII,XIII,XVI, XIX, XX, XXI EFGLLPPLLR RLRAEAPGIV LVVRRANYLL MPNLLASGEI SVGVSYTDEL PANAKRKTVR RSKPKILRAD SAPGQLTLDD YCARPHALVS FAGDLSGFVD EELEKFGRKR

VIIa EFGLLPPLLR RLRAEAPGIV LVVRRANYLL MPNLLASGEI SVGVSYTDEL PANAKRKTVR RSKPKILRAD SAPGQLTLDD YCARPHALAS FAGDLSGFVD EELEKFGRKR
LOOPP HHHHHHHHHH HHHHH---EE EEEE----HH HHHHHHH--- EEEEE----- —---- EEEEEE ---EEEEE-- --——----— HHH HHH---EEEE ------ HHHH HHHHH-----
O L e T T I |
230 240 250 260 270 280 290 300

Geneva AJ007825

VI,VII,XIII,XVI,

VIiIa

XIX,XX,XXI

KVVLAVPQFN GLGTLLAGTD

KVVLAVPQFN GLGTLLAGTD

KVVLAVPQFN GLGTLLAGTD

IIATVPDYAA QALIAAGGLR AEDPPFETRA FELSMAWRGA QDNDPAERWL RSRISMFIGD PDSL*

IIATVPDYAA QALIAAGGLR AEDPPFETRA FELSMAWRGA QDNDPAERWL RSRISMFIGD PDSL*

IIATVPDYAA QALIAAGGLR AEDPPFETRA FELSMAWRGA QDNDPAERWL RSRISMFIGD PDSL*

LOOPP -EEEEE--HH HHHHHHHH-- EEEE-HHHHH HHHHH----E EE-------- -EEEEEE--—- —-——--- HHHHH HHHHH----- ---—- .

Aminoséureaustausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden sind grau unterlegt. Die Sekundérstruktur des Proteins ist in der untersten Zeile aufgefiihrt (Vorhersage des Programms LOOPP).
H: Helix; E: Faltblatt. Die Positionen von in der Literatur belegten relevanten Aminosédureaustauschen sind durch Fettdruck und Unterstreichung gekennzeichnet.
*QGeneva AJ007825: Referenzstamm mit der aktivierenden 8-bp-Deletion in mexT (Maseda et al., 2000).
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7.5 Aminosauresequenz-Alignement des Regulators MexZ (MexXY-OprM). Aufgefiihrt sind die Sequenzen des Wildtypstamms PAO1 und

der klinischen multiresistenten Klone dieser Arbeit.

MexZ PAO1l

VIa
VIII

I

IX

XI
XVIII,
XXII

XX

VII
III
v
VI
XVII
XII
Iv
II

XIII
X1V

LOOPP

Aminoséureaustausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden sind grau unterlegt. Die Sekundarstruktur des Proteins ist in der untersten Zeile aufgefiihrt (Vorhersage des Programms LOOPP). H: Helix; E: Faltblatt. Die

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

VARKTKEESQ KTRDGILDAA ERVFLEKGVG TTAMADLADA AGVSRGAVYG HYKNKIEVCL AMCDRAFGQI EVPDENARVP ALDILLRAGM GFLRQCCEPG SVQRVLEILY

1
VARKTKEESQ

VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ
VARKTKEESQ

KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA
KTRDGILDAA

—--HHHHHHHH

ERGFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG
ERVFLEKGVG

HHHHHH----

2
TTAMADLADA

TIAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA
TTAMADLADA

---HHHHHHH

3 45
AGVSRGAVYG

AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVERGAVYG
AGVSLGAVYG
AGVSRGARYG
AGVSRGARAYG
AGVSRGASTA
AGVSRGAVEG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG
AGVSRGAVYG

HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
TTRTRSRSAW
HYKNKIEVCL
HYKNKIEACL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL
HYKNKIEVCL

H---HHHHHHHH---HHHAH

AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQTI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQTI
AMCDRAFGQTI
AMCDRAFGQI
RCATAPSARS
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDHAFGQTI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI
AMCDRAFGQI

Positionen von in der Literatur belegten relevanten Aminoséureaustauschen sind durch Fettdruck und Unterstreichung gekennzeichnet.

1: LeudPro (Islam et al., 2004), 2: Arg33Cys (Islam et al., 2004), 3: Val44Ala (Llanes et al., 2004), 4: Gly46Ser (Llanes et al., 2004), 5: Val48Ala (Llanes et al., 2004), 6: Cys80Arg (Islam et al., 2004), 7:

Leul04Arg (Islam et al., 2004), 8: Gul07Pro (Islam et al., 2004, Hocquet et al., 2003)

6
EVPDENARVP

EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
RYPTKTPGCR
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP
EVPDENARVP

ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
RWISSCAPAW
ALDILLRAGM
ALDILLRASM
ALDILLRAGM
ALDILLRASM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM
ALDILLRAGM

-~HHHHHHHHH

GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
AFSASAASPV
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG
GFLRQCCEPG

HHHHHHH---

7 8
SVQRVLEILY

SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
RCSGCWRSST
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVLEILY
SVQRVL. ...
SVQRVLEILY

-~HHHHHHHHH
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Fortsetzung des Aminosauresequenz-Alignement des Regulators MexZ

MexZ PAO1l

VIa
VIII

I

IX

X1
XVIII,
XXII

XX

VII
III
v
VI
XVII
XII
Iv
II

XIII
XIv

LOOPP

Aminoséureaustausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden sind grau unterlegt. Die Sekundérstruktur des Proteins ist in der untersten Zeile aufgefiihrt (Vorhersage des Programms LOOPP). H: Helix; E: Faltblatt. Die

I
LKCERSDENE

LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
SSANAATRTS
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE
LKCERSDENE

120

PLLRRRELLE

PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
RCCAAASCSR
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE
PL*RRRELLE
PLLRRRELLE
PLLRRRELLE

PLLRRRELLE

HHHHHHHHHH

130

KQGQRFGLRQ

KOGORFGLRQ
KQGQRFGLRQ
KQGQRFGRRQ
KOGORFGLRQ
KQGQRFGLRQ
KQGQRFGLRQ
KQGQRFGLRQ
SRGNASASGR
KOGORFGLRQ
KQGQRFGLRQ
KQGQRFGLRQ
KOGORFGLRQ
KQGQRFGRRQ
KQGQRFGLRQ
KQG*RFGLRQ
KQGQRFGLRQ

KQGQORFGLRQ

HHHHHHHHHH

140

IRRAVERGEL
9
IRRAVERGEL

IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
SAGRWSAANC
IRRAVERGEL
IRQAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGDH
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL
IRRAVERGEL

IRRAVERGEL

HHHHHH----

150

PARLDVELAS
10
PARLDVELAS

PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLDVELAS
RRGWTSSWPA
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLGVELAS
QPLSVFLADV
PARLDVELAS
PARLDVELAS
PARLGVELAS

PARLDVELAS

—-—-——-HHHHHH

160

IYLQSLWDGI

IYLOSLWDGI
IYLQSLWDGI
IYLQSLWDGI
IYLOSLWDGTI
IYLQSLWDGI
IYLQSLWDGI
IYLQSLWDGI
SICNRSGTAS
IYLOSLWDGI
IYLQSLWDGI
IYLQSLWDGI
IYLOSLWDGT
QALAVDVEHR
IYLQSLWDGI
IYLOSLWDGI
IYLOQSLWDGI

IYLLWDGICG

HHHHHHHHHH

170

CGTLAWTERL

CGTLAWTERL
CGTLVWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
AAPWPGPSAC
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
QARLGVGTD.
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL
CGTLAWTERL

TLAWTERLRD

HHHHHHH---

Positionen von in der Literatur belegten relevanten Aminoséureaustauschen sind durch Fettdruck und Unterstreichung gekennzeichnet.

10: Vall45Ala (Llanes et al., 2004), 11: Argl59Pro (Islam et al., 2004), 12: Leu205Pro (Vogne, et al.,1999)

180

RDDPWNRAER

RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWSRAER
ATIPGTAPNA
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER
RDDPWNRAER

DPWNRAERMF

—-—--HHHHHHH

190

MFRAGLDSLR

MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSCA
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
CSAPASTACA
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR
MFRAGLDSLR

RAGLDSLRSS

HHHHHHHHH-

200

210

SSPYLLLADA
11

SSPYLLLADA

SSPYLLLADA
VLPTSCWRTP
SSPYlllada
sspylllada
SSPYLLLADA
SSPYlllada
VLPTCCWRTP
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA
SSPYLLLADA

PYLLLADA. .

—--HHHHH---





