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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Nosokomiale Infektionen stellen eine Bedrohung dar, seit Patienten in Krankenhdusern be-
handelt werden. Im Jahre 1847 erkannte der Gyndkologe Ignaz Semmelweis erstmals einen
Zusammenhang zwischen mangelnder Hygiene und dem Auftreten von Kindbettfieber. Durch
Einflihrung der Hindedesinfektion konnte er die Sterblichkeitsrate in einer Geburtshilfeklinik
erheblich senken. Mit der Entwicklung der modernen Medizin haben nosokomiale Infektionen
in den letzten Jahrzehnten jedoch neue Bedeutung erlangen konnen. Grund ist die haufige
Anwendung invasiver diagnostischer und therapeutischer Behandlungen sowie die zuneh-
mende Zahl dlterer und immunsupprimierter Patienten.

Unter nosokomialen Infektionen versteht man heute alle Infektionen, die im Zusammenhang
mit einer stationdren oder ambulanten medizinischen Mallnahme stehen und bei Aufnahme in
die Klinik weder vorhanden noch in der Inkubationsphase waren (GEFFERS et al., 2002). Man
unterscheidet exogene und endogene Krankenhausinfektionen. Die Erreger exogener Infekti-
onen werden aus der Umwelt des Patienten aufgenommen, beispielsweise iiber die Hiande des
Pflegepersonals oder iiber kontaminierte Gegenstinde. Haufiger sind endogene Infektionen,
welche durch die patienteneigene Flora verursacht werden und deren Erreger entweder zur
normalen Flora des Patienten gehoéren (primédr endogen) oder aus der klinikeigenen Flora
stammen und den Patienten im Laufe seines Aufenthaltes besiedeln (sekundir endogen).

Auf Intensivpflegestationen treten nosokomiale Infektionen mit einer Pravalenz von 15,3%
bis 20,6% erheblich hdufiger auf als auf Allgemeinstationen (1,5% - 3,8%) (GEFFERS et al.,
2002; VINCENT et al, 1995). Grund sind die schweren, oftmals immunschwéchenden Erkran-
kungen der Intensivpatienten, sowie die Anwendung invasiver Malnahmen wie maschinelle
Beatmung, Katheterisierung und chirurgische Interventionen. Durch den hoheren Pflegeauf-
wand entsteht zudem ein intensiver Kontakt zwischen Patient und Personal, was die Ubertra-
gung von Infektionserregern begiinstigt.

Die hiufigsten nosokomialen Infektionen auf Intensivstationen sind Pneumonien (46,9%),
Harnwegsinfektionen (17,6%) und Sepsen (12%) (PANKNIN et al., 2001), wobei die meisten
dieser Infektionen mit der Verwendung sogenannter Devices (maschinelle Beatmung, Gefal3-
katheter, Harnwegskatheter) assoziiert sind (STEINBRECHER et al., 2000). Die Letalitit noso-
komialer Infektionen betrigt bei Intensivpatienten 14,9% (VINCENT et al., 1995).

Durch das Auftreten resistenter und multiresistenter Erreger wird die Bekdmpfung solcher

Infektionen zunehmend erschwert, da dem behandelnden Arzt oft nur wenige Therapie-
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optionen verbleiben. Der hohe Verbrauch von Breitspektrum-Antibiotika auf Intensivstatio-
nen begiinstigt wiederum die Selektion resistenter Stimme (CRISTINO, 1999).

Neben den unmittelbaren Folgen fiir die Betroffenen sind nosokomiale Infektionen aufgrund
der langeren Verweildauer der Patienten in der Klinik sowie der erschwerten Therapie mit
erheblichen Kosten fiir das Gesundheitssystem verbunden. Ziel muss daher die Vermeidung
von Infektionen durch Privention und Uberwachung (Surveillance) sein. Endogene Infektio-
nen lassen sich nur teilweise vermeiden. Nach einer Studie von BARWOLFF et al. (2005) waren
jedoch bis zu 21,6% der nosokomialen Infektionen auf deutschen Intensivstationen transmis-
sionsassoziiert, entstanden also durch Ubertragung der Erreger zwischen Patienten oder aus
deren Umgebung und stellen somit den vermeidbaren Anteil dar.

Das Auftreten sogenannter Ausbriiche stellt im Kampf gegen nosokomiale Infektionen ein
zusitzliches Hygieneproblem dar. Im Verlauf eines solchen Ausbruches konnen viele Patien-
ten einer Station oder auch mehrerer Stationen einer Klinik mit einem bestimmten Bakterien-
stamm infiziert werden. Nosokomiale Ausbriiche konnen sowohl durch die Verbreitung eines
oder mehrerer epidemischer Stimme als auch durch die Ausbreitung von Resistenzplasmiden
auf verschiedene Stimme und Spezies entstehen (PRODINGER et al., 1996).

Auch wenn nur etwa 2% bis 10% aller nosokomialen Infektionen durch Ausbriiche hervorge-
rufen werden (GEFFERS et al., 2002), so steigt die Zahl der Berichte iiber solche "Outbreaks"
doch stindig an. In den Jahren 1966 bis 2006 wurden insgesamt 53 Ausbriiche mit bakteriel-
len Erregern aus Deutschland publiziert, der {iberwiegende Teil in den letzten zehn Jahren
(www.outbreak-database.com). Ein typischer Erreger nosokomialer Ausbriiche ist Klebsiella
pneumoniae, einer der Hauptverursacher der beatmungsassoziierten Pneumonie, welche die

hiufigste nosokomiale Infektion auf Intensivstationen darstellt (STEINBRECHER et al., 2000).

1.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ist ein gramnegatives, stdbchen-
formiges, unbewegliches, fakultativ anaerobes Bakterium
aus der Familie der Enterobacteriaceae, welche zu den vy-
Proteobakterien gehort. Erstmals wurde diese Art im Jahre

1882 von FRIEDLANDER aus der Lunge eines an

Pneumonie verstorbenen Patienten isoliert. TREVISAN

Abb. 1.1: Klebsiella pneumoniae

(1885) bezeichnete die Gattung zu Ehren des deutschen
Mikrobiologen Edwin Klebs als "Klebsiella".
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Im Gegensatz zu den meisten anderen Darmbakterien ist K. pneumoniae in der Lage, moleku-
laren Stickstoff zu fixieren. Man findet diese ubiquitére Spezies zum einen in der Umwelt, wo
sie Boden, Oberflaichengewisser, Abwisser und Pflanzenoberfldchen besiedelt, zum anderen
als Saprophyt auf den Schleimhiuten verschiedener Sdugetiere. Eine transiente Besiedelung
der menschlichen Schleimhéute und des Gastrointestinaltraktes ist nicht ungewdhnlich. Wih-
rend die Trigerraten bei gesunden Menschen je nach Studie 5% bis 38% im Stuhl sowie 1%
bis 6% im Nasopharynx betragen, werden in Krankenhdusern durchschnittliche Kolonisati-
onsraten von 77% im Stuhl, 19% im Rachen und 42% auf den Hidnden der Patienten ermittelt.
Die Kolonisationsrate steigt mit der Lange des Klinikaufenthaltes. Auch bei Klinikpersonal
wurden erhdhte Trigerraten festgestellt (als Ubersicht in PODSCHUN & ULLMANN, 1998).

Als einziges Mitglied der Enterobacteriaceae produziert K. pneumoniae gro3e Mengen von
Kapselpolysacchariden. Diese Kapsel stellt den wichtigsten Pathogenitétsfaktor der Spezies
dar, denn sie schiitzt die Zellen vor Phagocytose (KABHA et al., 1995), vor dem Komplement-
system der menschlichen Immunabwehr (ALVAREZ et al., 2000) und vor antimikrobiellen

Peptiden der angeborenen Immunantwort (CAMPOS et al., 2004).

1.2 Bedeutung von K. pneumoniae als Erreger nosokomialer Infektionen

K. pneumoniae gehort zu den wichtigsten Erregern nosokomialer Infektionen und verursacht
in erster Linie Pneumonien und Harnwegsinfektionen, seltener Sepsen und Wundinfektionen.
Prinzipiell besitzen Stimme aus Umwelt-Habitaten die gleiche Virulenz und das gleiche Po-
tential zur Adhdsion an menschliche Epithelzellen wie klinische Isolate (PODSCHUN et al.,
2001; STRUVE & KROGFELT, 2004). Im ambulanten Bereich tritt K. pneumoniae als hiufigster
gramnegativer Pneumonie-Erreger bei abwehrgeschwéchten Personen wie beispielsweise Al-
koholikern auf (CARPENTER, 1990). Da es sich jedoch um einen opportunistischen Krank-
heitserreger handelt, der nur bei verminderter Immunabwehr Infektionen hervorruft, sind in
erster Linie immunsupprimierte und neutropenische Klinikpatienten der Intensivmedizin ge-
fahrdet. Nach den Daten des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS; GEFFERS
et al., 2004) ruft K. pneumoniae auf deutschen Intensivstationen als sechsthaufigster Erreger
9,1% aller nosokomialen Infektionen hervor und steht bei der beatmungsassoziierten Pneu-
monie mit 12,4% der Infektionen nach S. aureus und P. aeruginosa an dritter Stelle.

Die Fahigkeit von Klebsiella spp. zur schnellen Ausbreitung (KUHN et al., 1993) fiihrt hiufig
zu nosokomialen Ausbriichen. Das wichtigste Reservoir fiir Ausbruchsstimme ist der Gastro-

intestinaltrakt hospitalisierter Patienten (DE CHAMPS et al., 1989), wo die Selektion multi-
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resistenter Erreger durch intensive Antibiotika-Therapie stattfinden kann. Durch ihre Adhési-
onsfahigkeit an intestinale Epithelzellen sind K.-pneumoniae-Stimme zudem in der Lage, den
menschlichen Darm auch nach Beendigung des Antibiotika-Selektionsdruckes fiir ldngere
Zeit zu kolonisieren (DI MARTINO et al., 1997). Auf diese Weise konnen sie in der Mikroben-
flora der Klinik persistieren und nosokomiale Ausbriiche verursachen. Die Ubertragung der
Erreger von Patient zu Patient kann durch Kontakt mit Ausscheidungen (Stuhl, Urin, Atem-
wegssekrete) kolonisierter Patienten erfolgen, beispielsweise iiber nicht oder nicht ausrei-
chend desinfizierte Hinde des Pflegepersonals (EISEN et al., 1995; SOULIER et al, 1995) sowie
iiber kontaminierte medizinische Geréte. Multiresistente K. pneumoniae wurden im Rahmen
von Ausbriichen unter anderem in Bronchoskopen (CETRE et al., 2005), Ultraschallgelen
(GAILLOT et al., 1998), Patientenakten (PANHOTRA et al., 2005), Infusionslésungen (MOOD-
LEY et al., 2005) und Spiilbecken (SuU et al., 2000) gefunden.

Die Besiedelung vieler Patienten durch einen Ausbruchsstamm stellt nicht nur ein groBes hy-
gienisches Problem dar. Sie bedeutet auch eine Bedrohung fiir jeden einzelnen Patienten,
denn es wird angenommen, dass die intestinale Besiedelung mit K. pneumoniae einen wichti-
gen Schritt in der Ausprigung einer nosokomialen Klebsiellen-Infektion darstellt (D1 MARTI-
NO et al., 1997).

Zu ersten nosokomialen Ausbriichen multiresistenter K.-pneumoniae-Staimme kam es bereits
in den 1970er Jahren (CURIE et al., 1978; SADOWSKI et al., 1979; MARKOWITZ, 1980). Die
Resistenz dieser Stimme gegen Aminoglykoside und Cephalosporine der Gruppen 1 und 2
stellte ein groBes therapeutisches Problem dar, das erst durch die Einfithrung neuerer Cepha-
losporine der Gruppe 3 Anfang der 1980er Jahre erfolgreich bekdmpft werden konnte. In den
letzten zehn Jahren kommt es jedoch durch den Erwerb von Resistenzen gegen Cephalospori-
ne der Gruppe 3, Fluorchinolone und weitere Antibiotika-Klassen zu neuen therapeutischen
Problemen durch Ausbriiche multiresistenter K.-pneumoniae-Stamme (PRODINGER et al.,
1996; PENA et al., 1998; QUALE et al., 2002; GRUTEKE et al., 2003). Innerhalb solcher Aus-
briiche kann die Letalitdt bis zu 62% betragen (SILVA et al., 2001). Das hdufige Auftreten
sogenannter ESBLs (extended-spectrum [B-lactamases, siehe 1.3.3.1) bei K. pneumoniae er-

schwert die Therapie nosokomialer Infektionen in besonderem Male.
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1.3 Antibiotika-Resistenz bei K. pneumoniae

Als klinisch resistent bezeichnet man Mikroorganismen, die sich bei therapeutisch relevanten
Konzentrationen eines Antibiotikums vermehren kénnen, so dass es mit hoher Wahrschein-
lichkeit zum Therapieversagen kommt. Bei klinisch intermedidren Stimmen ist der therapeu-
tische Effekt des Antibiotikums nicht gesichert, wiahrend Infektionen durch empfindliche
Stamme mit dem jeweiligen Antibiotikum in der iiblichen Dosierung behandelt werden kon-
nen. Die Empfindlichkeit eines Erregers wird durch die Bestimmung der minimalen Hemm-
konzentration (MHK) ermittelt, wobei die klinische Beurteilung als resistent, intermedidr
oder sensibel anhand festgelegter Grenzwerte erfolgt (beispielsweise nach DIN-Norm 58940).
Grundsétzlich kénnen drei verschiedene Resistenzmechanismen unterschieden werden:

1. Verdnderung der fiir die Wirkung des Antibiotikums verantwortlichen Zielstruktur

2. Verhinderung des Zugangs der Substanz zur Zielstruktur

3. Enzymatische Inaktivierung des Antibiotikums
Weiterhin unterscheidet man bei einer Bakterienspezies zwischen natiirlicher Resistenz, die
eine artspezifische Eigenschaft darstellt, sowie erworbener Resistenz, welche entweder durch

Mutation zelleigener Gene oder durch Aufnahme zusitzlicher Resistenzgene entstehen kann.

1.3.1 Natiirliche Resistenz

K. pneumoniae besitzt eine natiirliche Resistenz gegen einige -Laktam-Antibiotika, welche
die bakterielle Zellwandbiosynthese durch irreversible Hemmung der beteiligten Enzyme in-
hibieren. B-Laktamasen stellen den wichtigsten und haufigsten Resistenzmechanismus gegen-
iiber B-Laktamen dar (LIVERMORE, 1995). Thr Wirkmechanismus beruht auf der hydrolyti-
schen Spaltung des p-Laktam-Ringes, so dass die f-Laktame inaktiviert werden, bevor sie
ihre Zielstrukturen, die Penicillin-Binde-Proteine der Zellwand, erreichen konnen. Diese Hy-
drolyse erfolgt bei den meisten B-Laktamasen iiber einen Serin-Rest im aktiven Zentrum,
wihrend sie bei der Gruppe der Metallo-f-Laktamasen unter Beteiligung bivalenter Kationen
(Zn™) katalysiert wird.

K. pneumoniae besitzt eine chromosomal kodierte, artspezifische Klasse-A-p-Laktamase. Sie
wird konstitutiv exprimiert und ist fiir die natiirliche Resistenz dieser Spezies gegeniiber Peni-
cillinen und in geringerem Umfang auch gegeniiber élteren Breitspektrum-Cephalosporinen
der Gruppen 1 und 2 verantwortlich. Dieses Enzym wird als Vorldufer der plasmidkodierten
SHV-1-Enzyme angesehen (HAEGGMAN et al., 1997). Man teilt die chromosomalen (-Lakta-

masen von K. pneumoniae heute in drei Familien ein, die mit der Einteilung der Spezies in die
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drei phylogenetischen Gruppen Kpl, KplIl und KpllII korrelieren. Am haufigsten kommen En-
zyme vom SHV-1-Typ vor, seltener die Varianten OKP oder LEN. Alle drei Gruppen besit-
zen ein dhnliches Substratspektrum (CHAVES et al., 2001; HAEGGMAN et al., 2004).

Des Weiteren besitzt K. pneumoniae wie die meisten gramnegativen Bakterien eine natiirliche
Resistenz gegeniiber Glykopeptiden, Makroliden, Lincosamiden und Linezolid. Diese Sub-
stanzen werden dementsprechend nicht gegen Infektionen mit Klebsiellen eingesetzt
(MUTSCHLER, 2001).

Neben den beschriebenen natiirlichen Resistenzen treten bei klinischen K.-pneumoniae-
Isolaten hdufig erworbene Resistenzen oder Multiresistenzen gegeniiber Breitspektrum-
Cephalosporinen, Aminoglykosiden, Fluorchinolonen, Tetracyclinen, Antifolaten und Chlor-
amphenicol auf. Sie werden durch Mutationen, durch erworbene Resistenzgene oder durch

das Zusammenspiel beider Mechanismen hervorgerufen.

1.3.2 Durch Mutationen erworbene Resistenz

Zu den durch Mutation erworbenen Resistenzmechanismen gehoren bei K. pneumoniae der
Verlust von Porinen der duBeren Membran, die Uberexpression chromosomaler Effluxsyste-
me und die Modifikation der Typ-II-Topoisomerasen. Wéhrend der letztgenannte Mechanis-
mus nur Resistenz gegeniiber Chinolonen vermittelt, fiihren Porinverlust und Effluxpumpen-
Uberexpression zu verminderter Empfindlichkeit oder Resistenz gegeniiber einer Reihe ver-

schiedener Antibiotika-Klassen.

1.3.2.1 Verlust von Porinen der aufleren Membran

Porine sind wassergefiillte Kanéle in der dufleren Membran gramnegativer Bakterien, welche
den unspezifischen, passiven Einstrom verschiedener Substanzen wie Nahrstoffe oder Anti-
biotika ins Periplasma ermoglichen. Die beiden Hauptporine von K. pneumoniae sind
OmpK35 und OmpK36 (ALBERTI et al., 1995; HERNANDEZ-ALLES et al., 1995). Ein drittes
Porin, OmpK37, bildet eine engere Pore und wird unter normalen Bedingungen nicht expri-
miert und daher als "quiescent porin" bezeichnet (DOMENECH-SANCHEZ et al., 1999).

Die Porine OmpK35 und OmpK36 bilden hydrophile Tunnel, welche die dullere Membran
durchspannen. Ein solcher Tunnel besteht aus 16 antiparallelen B-Faltbléttern, die durch kurze
periplasmatische Windungen und ldngere extrazelluldre Schleifen (Loop 1 bis Loop 8) mit-
einander verbunden sind. Loop 3 ist in die Pore gefaltet und bildet etwa in der Mitte des Tun-
nels eine Einschniirung, die den Porendurchmesser bestimmt (DUTZLER et al., 1999). In der

Membran lagern sich die Porinmolekiile als Homotrimer zusammen (Abbildung 1.2).
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OmpK35 und OmpK36 sind homolog zu den Hauptporinen OmpF und OmpC von E. coli
(DOMENECH-SANCHEZ et al., 1999). Der Durchmesser beider Poren ist nahezu identisch. Da
OmpK36 jedoch aufgrund einer verdnderten Ladungsverteilung und einer elektronegativeren
periplasmatischen Austrittsseite eine hohere Kationenselektivitit besitzt, stellt dieses Porin

die selektivere Pore mit einem langsameren Solutedurchfluss dar (DUTZLER et al., 1999).

Abb. 1.2: Dreidimensio-
nale Struktur des Porins
OmpK36 von K. pneu-
moniae. Links: Monomer;
rechts: Zusammenlagerung
zum Homotrimer mit Blick
von der AuBenseite der
dufleren Membran Periplasma
(DUTZLER et al., 1999)

Klinische K.-pneumoniae-Isolate ohne ESBL exprimieren in der Regel die beiden Porine
OmpK35 und OmpK36, wihrend bei den meisten ESBL-produzierenden Stdmmen die Ex-
pression von OmpK35 nicht nachweisbar oder stark reduziert ist (HERNANDEZ-ALLES et al.,
1999b). Auch das Fehlen beider Porine wurde bei ESBL-Produzenten beschrieben (MARTI-
NEZ-MARTINEZ et al., 2002).

Ein Verlust oder eine verminderte Expression eines oder beider Porine fiihrt zu einem herab-
gesetzten Einstrom bestimmter Antibiotika in die Zelle. Dies betrifft vor allem Penicilline und
Cephalosporine, in geringem Malle auch Fluorchinolone (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1996),
Tetracycline und Chloramphenicol (DOMENECH-SANCHEZ et al., 2003). Wéhrend der Porin-
verlust allein lediglich eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber diesen Substanzen be-
wirkt, kommt es im Zusammenspiel mit weiteren erworbenen Resistenzmechanismen zu kli-
nischen Resistenzen oder zu einer weiteren Erhohung des vorhandenen Resistenzniveaus
(HERNANDEZ-ALLES et al., 2000). Der Verlust eines Porins kann beispielsweise zusammen
mit der Aktivitit einer ESBL zu Cefoxitin-Resistenz fithren (ARDANUY et al., 1998), wéahrend
ESBLs allein nicht in der Lage sind, klinische Resistenz gegeniiber Cefoxitin zu vermitteln
(BRADFORD, 2001). Der Verlust beider Porine fiihrt bereits ohne Expression einer -Lakta-

mase zu Cefoxitin-Resistenz (JACOBY et al., 2004).
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1.3.2.2 Uberexpression von Effluxpumpen

Die Uberexpression chromosomal kodierter Breitspektrum-Effluxsysteme bewirkt bei K.
pneumoniae eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen, strukturell nicht
verwandten Antibiotika-Klassen und spielt daher eine wichtige Rolle in der Auspragung eines
multiresistenten Phénotyps. Das wichtigste Effluxsystem dieser Spezies, die Breitspektrum-
Pumpe AcrAB-TolC, pumpt Fluorchinolone, Tetracycline, Chloramphenicol und weitere
Substanzen unter Ausnutzung des Protonengradienten aktiv aus der Zelle (MAZZARIOL et al.,
2002; HASDEMIR et al., 2004). Das AcrAB-TolC-System besteht aus drei Komponenten, die
den Transport der Substrate durch das doppelte Membransystem gramnegativer Bakterien
ermdglichen (als Ubersicht in NIKAIDO, 1996). Die Effluxpumpe AcrB, die zur Resistance-
Nodulation-Division (RND)-Familie gehort, ist in der Cytoplasmamembran lokalisiert. TolC
bildet einen passiven Kanal durch die dulere Membran, wihrend das Membranfusionsprotein

AcrA beide Komponenten miteinander verbindet (Abbildung 1.3).

antibiotic

TolC pore l porin. OmpK35 / OmpK36
\\

Abb. 1.3: Schema der
Effluxpumpe AcrAB-TolC.
Passiv durch die Porine ein-
gestromte Antibiotika werden
aktiv aus der Zelle gepumpt
(nach VAN BAMBEKE et al., AcrB transporter
2003)

* periplasmic space

4_j T 3 cytoplasmic

e _|membrane

AcrA fusion protein —| &

E oiuter membrane

Die Regulation dieses Effluxsystems erfolgt sowohl durch den lokalen Repressor AcrR als
auch durch globale Regulatoren (als Ubersicht in GRKOVIC et al., 2002). AcrR bildet mit den
Strukturgenen AcrA und AcrB ein Operon, welches unter der Kontrolle einer gemeinsamen
Operatorregion liegt. An diese Region bindet AcrR iiber ein Helix-Turn-Helix-Motiv als Ho-
modimer und inhibiert dadurch sowohl die eigene Expression als auch die Synthese von
AcrAB. Mutationen in acrR kénnen zu einem inaktiven Repressorprotein und somit zur Uber-
expression des Effluxsystems flihren (SCHNEIDERS et al., 2003). Des Weiteren konnen auch
die globalen Regulatoren SoxS, RobA, MarA und RamA eine Uberexpression von AcrAB
bewirken (GRKOVIC et al., 2002; RUZIN et al., 2005), welche ihrerseits durch Mutation oder
als Reaktion auf bestimmte toxische Substanzen iiberexprimiert werden.

Die Uberexpression von Effluxpumpen vermittelt meist nur eine geringe oder moderate Erho-

hung der MHK verschiedener Antibiotika, so dass sie als alleiniger Mechanismus keine klini-
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sche Relevanz besitzt. Thre Bedeutung liegt jedoch in der Erh6hung eines bestehenden Resis-
tenzniveaus im Zusammenspiel mit weiteren Resistenzdeterminanten sowie in der Verminde-
rung der Empfindlichkeit gegeniiber einem bestimmten Antibiotikum und damit der Erleichte-

rung des Erwerbs weiterer Resistenzmechanismen.

1.3.2.3 Modifikationen der Typ-II-Topoisomerasen

Zielstrukturen der Chinolone sind zwei verschiedene bakterielle Typ-II-Topoisomerasen. Die
DNA-Gyrase fiihrt negative Uberspiralisierungen in die DNA ein, wihrend die Topoisomera-
se IV die Dekatenierung replizierter Tochterchromosomen katalysiert. Chinolone binden an
den Komplex aus Enzym und gebundener DNA und bilden mit diesen Molekiilen einen stabi-
len terndren Komplex, so dass keine weitere Transkription oder Replikation der DNA stattfin-
den kann.

Der wichtigste Resistenzmechanismus von K. pneumoniae gegeniiber Chinolonen sind Ver-
dnderungen in deren Zielstrukturen. Wie bei anderen gramnegativen Bakterien ist auch bei K.
pneumoniae die DNA-Gyrase das primire Target der Chinolone, wéihrend die Topoisomerase
IV ein sekundéres Ziel darstellt (DEGUCHI et al., 1997). Die Gene gyrA4 und gyrB kodieren fiir
die beiden Gyrase-Untereinheiten, die Gene parC und parE fiir die Untereinheiten der Topo-
isomerase IV. Relevante Mutationen, die durch einzelne Aminosdure-Austausche zu Chino-
lon-Resistenz flihren, sind meist in der sogenannten QRDR (quinolone resistance determining
region) von gyrA4 und parC lokalisiert und resultieren in einer reduzierten Affinitdt der Chino-
lone zu ihrem Target (HEISIG, 1996). Mutationen in gyr4 betreffen bei K. pneumoniae die
Codons Ser83 und Asp87, Mutationen in parC die Codons Ser80 und Glu84. Die Chinolon-
Resistenz erhdht sich schrittweise mit der Anzahl der erworbenen Punktmutationen. Fiir das
Erreichen hoher Fluorchinolon-Resistenz sind bei K. pneumoniae sowohl zwei Mutationen in
gyrA als auch mindestens eine zusdtzliche Mutation in parC erforderlich (DEGUCHI et al.,

1997).

1.3.2.4 Mutationen der chromosomalen B-Laktamase

Resistenz gegeniiber Breitspektrum-f-Laktamen wird bei K. pneumoniae in der Regel durch
erworbene, plasmidkodierte B-Laktamasen vermittelt. Vereinzelt wird jedoch auch iiber Muta-
tionen in der chromosomalen B-Laktamase berichtet, welche das Substratspektrum dieses En-
zyms erweitern. RICE et al (2000) konnten zeigen, dass es durch eine Promotormutation im

chromosomalen blasyy.1-Gen zu einer 200-fachen Uberexpression dieser p-Laktamase kom-



EINLEITUNG 10

men kann, was zusammen mit einer verminderten Porinexpression zu Resistenz gegeniiber
Ceftazidim und Piperacillin-Tazobactam fiihrt.

Des Weiteren kann es auch bei der chromosomalen SHV-1 zu ESBL-Mutationen kommen,
welche das Substratspektrum erweitern (siche 1.3.3.1). POIREL et al. (2003) identifizierten die
Mutation Alal46Val im chromosomalen blasyy-Gen eines klinischen K.-pneumoniae-Isolats.
Die resultierende SHV-38-f3-Laktamase vermittelte unter anderem Resistenz gegen Piperacil-
lin-Tazobactam sowie reduzierte Empfindlichkeit gegeniiber einigen Breitspektrum-Cephalo-

sporinen, Aztreonam und Imipenem.

1.3.3 Resistenz durch erworbene Resistenzgene

Resistenzgene konnen iiber verschiedene mobile Elemente in die bakterielle Zelle gelangen
(sieche 1.3.3.5). Bei K. pneumoniae sind sowohl erworbene B-Laktamasen als auch Amino-

glykosid-, Tetracyclin- und Antifolat-Resistenz vermittelnde Enzyme von grofler Bedeutung.

1.3.3.1 Erworbene p-Laktamasen

B-Laktamasen stellen eine grof8e und sehr heterogene Enzymgruppe dar. Im Jahre 2001 waren
bereits iiber 340 verschiedene B-Laktamasen aus klinischen Isolaten bekannt (BusH, 2001).
Eine Einteilung dieser Enzyme in verschiedene Gruppen nach Substratprofil sowie Empfind-
lichkeit gegeniiber B-Laktamase-Inhibitoren kann mit Hilfe des Klassifizierungssystems von
Bush, Jacoby und Medeiros (BJM) vorgenommen werden (BUSH et al., 1995). Eine éltere
Klassifizierung in die Ambler-Klassen A bis D (AMBLER, 1980) beruht auf den Aminosaure-
sequenzen, fiihrt jedoch zu dhnlichen Ergebnissen wie das BJM-Schema (Tabelle 1.1).

Neben der chromosomalen SHV-1-B-Laktamase, die sich den Breitspektrum-§3-Laktamasen
der BJIM-Gruppe 2b zuordnen ldsst, kann K. pneumoniae eine Vielzahl plasmidkodierter -
Laktamasen erwerben. Besondere Bedeutung kommt dabei den -Laktamasen mit erweiter-
tem Wirkspektrum (extended-spectrum [-lactamases, kurz ESBL) zu, welche in die BJM-
Gruppe 2be bzw. die Ambler-Klasse A eingeordnet werden. Diese Enzyme hydrolysieren
neben Cephalosporinen der Gruppen 1 und 2 (Cefuroxim u.a.) auch Oxyimino-Cephalo-
sporine der Gruppen 3a (Cefotaxim, Ceftriaxon) und 3b (Ceftazidim) sowie Monobaktame
(Aztreonam). Auch gegeniiber Cephalosporinen der Gruppe 4 (Cefepim, Cefpirom) kommt es
zu klinischen Resistenzen, wéhrend Cephalosporine der Gruppe 5 (Cefoxitin) sowie
Carbapeneme (Imipenem, Meropenem, Ertapenem) nicht hydrolysiert werden kdnnen. Trotz
ihres erweiterten Wirkspektrums bleiben ESBLs durch B-Laktamase-Inhibitoren (Clavulan-

sdure, Sulbactam, Tazobactam) hemmbar (PATERSON & BONOMO, 2005).
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Tabelle 1.1: Klassifizierung der f-Laktamasen (nach BUSH, 2001).

BJM- | Unter- | Ambler- . A
Eigenschaften Beispiele
Gruppe | gruppe | Klasse Substrate Hemmung
1 C chromosomal oder plas- | alle B-Laktame aufer keine Hemmung AmpC
B midkodiert, bei Gramneg. Carbapeneme durch Clavulansédure P
2a A Penicillinasen Penicilline durch Clavulansgure BlazZ
hemmbar
Breitspektrum-f3- Penicilline, Breitspek- | durch Clavulansidure
2b A Laktamasen trum-Cephalosporine hemmbar TEM-1, SHV-1
. . Oxyimino- .. SHV-2, SHV-12,
2be A Ee_rlt‘;lgasmzli?uglzgg‘g% Cephalosporine und durchhgﬁﬁlgzrrlsaure CTX-M-2, TEM-
P Monobaktame 3 bis 20
2b A Breitspektrum-f3- Penicilline, Breitspek- | nicht durch Inhibito- | TEM-30 bis 40,
2 r Laktamasen trum-Cephalosporine ren hemmbar SHV-10
2¢ A Carbenicillinasen Carbenicillin durch Clavulansiure PSE-1, BRO-1
hemmbar
2d D sehr heterogene Gruppe | Oxacillin, Cloxacillin schwache Hem“?}mg OXA-1 bis 10
durch Clavulansédure
. . durch Clavulanséure
2e A Cephalosporinasen Cephalosporine hemmbar FPM-1, CepA
2f A Serin-Carbapenemasen Carbapeneme schwache Hemmpng KPC-1, SHV-38
durch Clavulanséure
keine Hemmung durch
3 3a33b, B Metallo-B-Laktamasen aéleenﬁl\-/ll“o ﬂgﬁgﬁ;‘;‘:? Clavulansiure, durch | IMP-1, VIM-2
¢ EDTA hemmbar
4 - - unsequenzierte Enzyme, welche nicht in die anderen Gruppen einzuordnen sind

Die klassischen ESBLs vom TEM- und SHV-Typ sind strukturelle Derivate normaler Breit-
spektrum-B-Laktamasen (original-spectrum B-lactamases, kurz OSBL), die bereits durch we-
nige Punktmutationen aus den urspriinglichen Enzymen SHV-1 sowie TEM-1 und TEM-2
entstehen konnen. Mittlerweile sind 80 verschiedene SHV- sowie 139 verschiedene TEM-
Enzyme beschrieben worden (www.lahey.org/studies), von denen die Mehrheit einen ESBL-
Phénotyp besitzt. Die hdufigste Mutation bei ESBLs vom SHV-Typ ist ein Aminosdure-
Austausch an Position 238. Er bewirkt eine Vergroferung des aktiven Zentrums und dadurch
eine verbesserte Bindung der grofen Seitenketten von Oxyiminocephalosporinen. Oft ist die-
ser Austausch mit einer weiteren Substitution an Position 240 assoziiert, durch welche neben
der Hydrolyse von Cefotaxim auch eine verstirkte Hydrolyse von Ceftazidim ermdéglicht wird
(HULETSKY et al., 1993).

Seit der ersten Beschreibung einer ESBL (SHV-2 in Deutschland, KNOTHE et al., 1983) sind
diese B-Laktamasen weltweit bei verschiedenen Enterobacteriaceae und P. aeruginosa ge-
funden worden. Am héufigsten kommen ESBLs nach wie vor bei K. pneumoniae vor, wobei
der Grund fiir diese Priferenz bislang ungeklart ist (PATERSON & BoONOMO, 2005). Die meis-
ten nosokomialen Ausbriiche von K. pneumoniae werden durch ESBL-produzierende Stimme

hervorgerufen.
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Neben den klassischen TEM- und SHV-Enzymen gewinnen die ebenfalls plasmidkodierten
CTX-M-B-Laktamasen ("Cefotaximasen") zunehmend klinische Relevanz. Sie zeichnen sich
durch eine hohe katalytische Aktivitit gegeniiber den Cephalosporinen der Gruppe 3a (Cefo-
taxim, Ceftriaxon) aus, wihrend Ceftazidim (Gruppe 3b) im Allgemeinen schlechter hydroly-
siert wird. Inzwischen sind jedoch auch Varianten bekannt, die eine hohe Aktivitit gegeniiber
Ceftazidim besitzen (BONNET, 2004). CTX-M-ESBLs werden in den letzten Jahren héufiger,
auch im Rahmen von nosokomialen Ausbriichen, bei K. pneumoniae gefunden (MENA et al.,

2006).

Plasmidkodierte AmpC-B-Laktamasen (Ambler-Klasse C, BIM-Gruppe 1) vermitteln Resis-
tenz gegeniiber allen f-Laktamen mit Ausnahme von Cefepim, Cefpirom und Carbapenemen.
Zudem sind sie unempfindlich gegeniiber allen handelsiiblichen B-Laktamase-Inhibitoren (LI-
VERMORE, 1995). Im Vergleich zu ESBLs spielen AmpC-Enzyme bei K. pneumoniae bisher
eine untergeordnete Rolle, dennoch wurden sie seit ihrer ersten Beschreibung in einem K.-
pneumoniae-Isolat (CMY-1, BAUERNFEIND et al., 1989) auch in dieser Spezies regelmifBlig
gefunden. Sie treten teilweise zusammen mit ESBLs im gleichen Stamm auf und sind wie
diese an nosokomialen Ausbriichen multiresistenter K. pneumoniae beteiligt (OHANA et al.,
2005; SONG et al., 2006).

Die Expression von AmpC-B-Laktamasen kann bei K.-pneumoniae-Stammen auch zu Resis-
tenz gegeniiber Carbapenemen fithren, welche als eine der letzten Therapieoptionen gegen
multiresistente, ESBL-produzierende Klebsiellen gelten. Wie ESBLs hydrolysieren plasmid-
kodierte AmpC-B-Laktamasen die Carbapeneme normalerweise nicht effektiv genug, um kli-
nische Resistenz gegeniiber dieser Antibiotika-Klasse zu vermitteln. Bei einem gleichzeitigen
Verlust der beiden Porine OmpK35 und OmpK36 ist der Einstrom der Antibiotika in die Zelle
jedoch so weit herabgesetzt, dass die katalytische Aktivitit einer AmpC-B-Laktamase aus-

reicht, um zu Carbapenem-Resistenz zu fithren (BRADFORD et al., 1997; JACOBY et al., 2004).

Klassische Carbapenemasen werden bei K. pneumoniae bisher selten gefunden. Im Jahre 2001
wurde erstmalig die Klasse-A-Serin-Carbapenemase KPC-1 (BJM-Gruppe 2f) in einem K.-
pneumoniae-Stamm in den USA beschrieben (YGIT et al., 2001). Die Varianten KPC-1, KPC-
2 und KPC-3 wurden seitdem mehrfach auch im Rahmen von K.-pneumoniae-Ausbriichen
detektiert. Zunéichst schienen sie auf die USA beschriankt zu sein, inzwischen wurden sie aber
auch in Frankreich und China gefunden (NAAS et al., 2005; WEI et al., 2007), so dass mit wei-

terer Ausbreitung dieser Enzyme zu rechnen ist. Metallo-Carbapenemasen der molekularen
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Klasse B (BJIM-Gruppe 3), die sémtliche B-Laktame mit Ausnahme der Monobaktame hydro-
lysieren, werden bei K. pneumoniae ebenfalls zunehmend hiufiger gefunden (WALSH et al.,
2005). VIM- und IMP-Enzyme wurden bei Klebsiellen bereits im Rahmen von Ausbriichen
beschrieben (IKONOMIDIS et al., 2005; YAN et al., 2001).

1.3.3.2 Aminoglykosid-modifizierende Enzyme

Die Wirkung von Aminoglykosiden beruht auf der Storung der bakteriellen Proteinbiosynthe-
se durch irreversible Bindung an die 30S-Untereinheit der Ribosomen, was zu Ablesefehlern
und Nonsense-Proteinen fiihrt. Die Penetration dieser Antibiotika in die Zelle erfolgt Porin-
unabhéngig durch duBere Membran und Cytoplasmamembran (VAKULENKO & MOBASHERY,
2003). Der wichtigste bakterielle Resistenzmechanismus ist die Kofaktor-abhéngige Modifi-
kation durch Aminoglykosid-modifizierende Enzyme (AME). Hierdurch wird die Affinitit
der Aminoglykoside an ihre Zielstruktur stark reduziert. N-Acetyltransferasen (AAC) nutzen
Acetyl-Coenzym A als Donor zur Acetylierung bestimmter Aminogruppen, O-Nukleotidyl-
transferasen (ANT oder AAD) und P-Phosphotransferasen (APH) nutzen den Donor ATP und
modifizieren Hydroxylgruppen der Aminoglykoside (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999). In-
zwischen sind sehr viele AME identifiziert worden, wobei es sich oft um Isoenzyme handelt,
welche die gleiche Reaktion katalysieren, genetisch jedoch nicht sehr nahe verwandt sind
(SHAW et al., 1993).

Die Gene Aminoglykosid-modifizierender Enzyme sind meist plasmidkodiert und liegen hiu-
fig auf Transposons oder als Genkassetten in Integrons (sieche 1.3.3.5). Bei K. pneumoniae
kommen sie oft zusammen mit ESBLs und anderen Resistenzgenen auf grofen Multire-
sistenzplasmiden vor, was zu einer Koselektion von Aminoglykosid- und B-Laktam-Resistenz

fihren kann.

1.3.3.3 Tetracyclin-Resistenzgene

Tetracycline hemmen die bakterielle Proteinbiosynthese durch reversible Blockierung der
Aminoacyl-tRNA-Bindestelle an der 30S-Untereinheit der Ribosomen. Wie B-Laktame ge-
langen auch Tetracycline bei gramnegativen Bakterien durch die Porine der dulleren Membran
ins Periplasma, wo sie zundchst akkumulieren und nachfolgend mittels aktiven Transports ins
Cytoplasma aufgenommen werden (ROBERTS, 1996). Tetracyclin-Resistenz wird durch akti-
ven Efflux, Modifikation der Zielstruktur am Ribosom oder Tetracyclin-inaktivierende En-

zyme vermittelt. Diese Mechanismen werden durch erworbene Resistenzgene kodiert, welche



EINLEITUNG 14

hdufig auf konjugativen oder mobilisierbaren Plasmiden und Transposons liegen und als fet-
Gene bezeichnet werden (als Ubersicht in ROBERTS, 1996). Bei gramnegativen Bakterien
werden in der Regel induzierbare Effluxpumpen gefunden, welche das Antibiotikum mittels
eines aktiven H'/Tetracyclin-Antiports aus der Zelle schleusen. Bei K. pneumoniae sind bis-
her die Tetracyclin-Efflux-Gene ftet(A), tet(B), tet(C) und tet(D) sowie das Ribosomen-Schutz-
Gen tet(M) nachgewiesen worden (als Ubersicht in CHOPRA & ROBERTS, 2001; ROBERTS

2005). Auch diese Resistenzdeterminanten liegen hiufig auf Multiresistenzplasmiden.

1.3.3.4 Sonstige Resistenzdeterminanten

Antifolate (Sulfonamide und Trimethoprim) hemmen den bakteriellen Folsidure-Stoffwechsel.
Sulfonamide (Sulfamethoxazol) binden kompetitiv an die Substratbindestelle der Dihydropte-
roat-Synthetase, wiahrend Trimethoprim auf die gleiche Weise die Dihydrofolat-Synthase in-
hibiert. In der Therapie wird oft Cotrimoxazol eingesetzt, eine synergistisch wirkende Kom-
bination beider Substanzen.

Der wichtigste Resistenzmechanismus gegeniiber Antifolaten ist der Erwerb alternativer,
plasmidkodierter Dihydropteroat-Synthetasen und Dihydrofolat-Synthasen, deren Substrat-
bindestellen kaum Affinitit zu Antifolaten besitzen. Sulfonamid-Resistenz wird bei gramne-
gativen Bakterien hauptséchlich durch die Gene sull und sulll vermittelt (SKOLD, 2001), wo-
bei sull Teil des 3'-konservierten Bereiches von Klasse-I-Integrons ist (BENNETT, 1999). Tri-
methoprim-Resistenz wird durch eine grof3ere Anzahl verschiedener dhfr-Gene vermittelt, die
am héufigsten bei Enterobacteriaceae gefunden werden und meist als Genkassetten auf In-
tegrons liegen. Bei K. pneumoniae spielen auBerdem aktiver Efflux sowie eine herabgesetzte

Membranpermeabilitidt durch den Verlust von Porinen eine Rolle (HUOVINEN, 2001).

Chloramphenicol ist ein Breitspektrum-Antibiotikum, dessen bakteriostatische Wirkung auf
der reversiblen Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese durch Bindung an die Pepti-
dyltransferase der ribosomalen 50S-Untereinheit beruht. Aufgrund gravierender Nebenwir-
kungen wird Chloramphenicol heute nur noch als Reserveantibiotikum zur Behandlung
schwerer Infektionen wie Typhus oder bakterieller Meningitis eingesetzt.

Bakterielle Resistenz gegeniiber Chloramphenicol beruht meist auf enzymatischer Inaktivie-
rung, seltener auf aktivem Efflux, Modifikationen des Targets oder Impermeabilitét. Die Inak-
tivierung des Antibiotikums erfolgt mittels Acetylierung durch erworbene Chloramphenicol-
Acetyltransferasen, welche durch die Gruppe der cat-Gene kodiert werden. Bei Enterobacte-

riaceae werden haufig catl, catll, catlll sowie Enzyme der catB-Familie detektiert. Der
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Efflux von Chloramphenicol kann entweder durch unspezifische Effluxpumpen wie AcrAB
oder durch erworbene spezifische Pumpen der cm/-Familie, meist cmlA, vermittelt werden.
Effluxpumpen der flo-Familie transportieren neben Chloramphenicol auch das fluorierte De-

rivat Florphenicol aus der Zelle (als Ubersicht in SCHWARZ et al., 2004).

Chinolon-Resistenz beruht bei K. pneumoniae hauptsidchlich auf Targetmutationen oder
Effluxpumpen-Uberexpression (siehe 1.3.2.3 und 1.3.2.2). Inzwischen wird jedoch mehrfach,
auch bei K. pneumoniae, liber das Auftreten plasmidkodierter Chinolon-Resistenz berichtet.
Das verantwortliche Qnr-Protein wurde erstmals 1998 in K. pneumoniae beschrieben und
verringert die Chinolon-Empfindlichkeit iiber einen Mechanismus der Zielstruktur-Protektion
(TRAN et al., 2005). Auch wenn es allein keine klinische Resistenz vermittelt, so erleichtert es
die Selektion hochresistenter Mutanten und verstdrkt bereits bestehende Resistenz (MARTI-

NEZ-MARTINEZ et al., 2003), wodurch es klinisch relevant sein kann.

1.3.3.5 Lokalisation und Verbreitung erworbener Resistenzgene bei K. pneumoniae

Plasmide stellen den wichtigsten Mechanismus zur Verbreitung erworbener Resistenzgene
dar. Es handelt sich um autonome zirkuldre DNA-Doppelstringe mit einer Grofe von 3x10°
bis 4,5x10° bp, die im Zytoplasma lokalisiert sind und unabhéngig vom Chromosom repliziert
werden. Sie sind fiir die Bakterienzelle nicht essentiell, konnen jedoch sowohl Resistenzde-
terminanten als auch andere wichtige Gene wie Virulenzfaktoren beherbergen. Grof3e Plasmi-
de liegen in der Regel in ein bis zwei, kleine Plasmide dagegen in bis zu 100 Kopien in einer
Zelle vor (KAYSER et al., 2001). Die Kopienzahl kann bei Resistenzgenen eine Rolle spielen,
da eine erhohte Kopienzahl eine erhdhte Proteinmenge und somit ein hoheres Resistenzniveau
bedeuten kann. Plasmide werden vertikal bei der Zellteilung an die Tochterzellen sowie hori-
zontal durch Konjugation weitergegeben, wobei der horizontale Transfer sowohl zwischen
verschiedenen Stammen einer Bakterienspezies als auch zwischen verschiedenen Spezies er-
folgen kann. Konjugative Plasmide besitzen alle zur Steuerung der Konjugation notwendigen
Gene, wihrend mobilisierbare Plasmide nur zusammen mit einem konjugativen Plasmid iiber-
tragen werden konnen.

Bei K. pneumoniae kommen hiufig groBBe Multiresistenzplasmide vor, die sowohl ESBLs als
auch weitere Resistenzgene gegen verschiedene Antiinfektiva tragen. Nicht selten sind diese
Plasmide konjugierbar, so dass es zur gleichzeitigen Verbreitung von Resistenz gegen mehre-

re verschiedene Antibiotika-Klassen kommen kann.
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Mobile genetische Elemente stellen das Bindeglied zwischen chromosomal kodierter und
plasmidkodierter Resistenz dar, da sie Resistenzgene vom bakteriellen Chromosom auf Plas-
mide transferieren konnen. Eine herausragende Rolle in der Verbreitung von Resistenzgenen
nehmen Integrons ein. Diese genetischen Elemente besitzen ein Rekombinationssystem, das
sie dazu befdhigt, als Genkassetten vorliegende Gene zu akquirieren und zu mobilisieren
(HALL & CoLLIS, 1995). Da Integrons iiber einen Promotor zur Expression dieser Genkasset-
ten verfiigen, dienen sie als natiirliche bakterielle Klonierungs- und Expressionssysteme.
Bisher wurden fiinf Klassen von Resistenz-Genkassetten enthaltenden Integrons identifiziert,
wobei Klasse-1-Integrons die hdufigste und am besten charakterisierte Gruppe darstellen
(MAZEL, 2006). Zu den essentiellen Bestandteilen jedes bekannten Integrons gehoren ein intl-
Gen, das fiir eine sequenzspezifische Integrase kodiert, eine angrenzende att/-Sequenz, die
von der Integrase erkannt wird, sowie ein auswérts-orientierter Promotor P, zur Transkription
der Genkassetten. Bei Klasse-1-Integrons wird dieser stark konservierte vordere Bereich als
5'CS (5' conserved segment) bezeichnet. Im Anschluss daran folgt der variable Bereich, in
welchem eine oder mehrere Genkassetten liegen. Sie bestehen aus einem meist flir Antibioti-
ka-Resistenz kodierenden Gen sowie einer spezifischen Rekombinationsstelle, dem 59-Basen-
element a#tC. Freie Genkassetten liegen in zirkuldrer Form vor. Thr 59-Basenelement wird
von der Integrase erkannt, welche die Kassette iiber Rekombination von attC mit attl oder
einem zweiten 59-Basenelement in das Integron einfiigen und auch wieder mobilisieren kann
(als Ubersicht in HALL & COLLIS, 1995). Inzwischen sind iiber 80 verschiedene Genkassetten
in Klasse-1-Integrons beschrieben worden, zumeist Resistenzgene gegen die verschiedensten
Antibiotika-Klassen, wobei ein Integron bis zu acht verschiedene Genkassetten tragen kann
(MAZEL, 2006). In vielen Integrons folgt auf die variable Region ein zweiter konservierter
Bereich, der als 3'CS (3' conserved segment) bezeichnet wird. Er umfasst das Gen gacEA1 fiir
ein partiell funktionales Effluxprotein, welches Resistenz gegen quarternire Ammoniumver-
bindungen vermittelt (PAULSEN et al., 1993), das Sulfonamid-Resistenzgen sull sowie orf3,
dessen Funktion noch ungeklirt ist (Abbildung 1.4).

Integrons haben ihre eigene Mobilitdt durch Mutationen verloren, liegen jedoch hiufig auf

mobilen Transposons oder konjugativen Plasmiden.

Transposons sind mobile genetische Elemente, die an verschiedenen Stellen in das bakterielle
Genom inserieren konnen, ohne dass homologe Bereiche bendtigt werden. Sie sind teilweise
sehr komplex aufgebaut und tragen neben den fiir ihre Transposition benétigten Genen weite-

re genetische Elemente wie beispielsweise Antibiotika-Resistenzgene. Eine besondere Gruppe
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stellen konjugative Transposons dar. Sie sind in das bakterielle Chromosom integriert, konnen
aber ausgeschnitten und als zirkuldre Intermediate konjugativ auf andere Zellen iibertragen
werden (SALYERS et al., 1995).

Die einfachsten und kleinsten bakteriellen transposablen Elemente sind die sogenannten In-
sertions-Sequenzen oder IS-Elemente. Diese mobilen genetischen Elemente haben eine Grofie
von 700 bis 1800 bp und besitzen nur die fiir ihre Transposition ndtigen Gene. Sie werden
von sogenannten "inverted repeats" (IR) flankiert, welche die Erkennungssequenzen fiir die

Transpositions-Enzyme (Transposasen) darstellen (MAHILLON & CHANDLER, 1998).

5' conserved segment

3' conserved segment

PL;,? rP> qacEAT sull F:orfa

\ / ftt! ) ’ —
Abb. 1.4: Schema eines Klasse-1- 1 "‘- 2935
Integrons. intit Fffm aIC
P,: Promotor zur Transkription der Gen- ;
kassetten; P,: zweiter inaktiver Promotor; / \
intll: Integrase-Gen; P Promotor der attC \

Integrase; attl: Integrationssequenz; P:
Promotor von gacEAI und sull bzw. orf5;
attC: 59-Basenelement auf der Genkasset-
te. Weitere Erlauterungen siehe Text.

k

gene-cassette

(nach FLUIT & SCHMITZ, 2004)

1.4 Aktuelle Resistenzsituation bei K. pneumoniae

1.4.1 Multiresistenz

Sowohl die Resistenz gegen einzelne Antibiotika als auch die Multiresistenz gegen mehrere
verschiedene Antibiotika-Klassen nimmt bei K. pneumoniae stetig zu. Die kontinuierlich er-
hobenen Daten des GENARS-Projektes (German Network for Antimicrobial Resistance Sur-
veillance) ergaben fiir 3.077 klinische K.-pneumoniae-Isolate aus sechs deutschen Kranken-
hdusern im Zeitraum 2002 bis 2004 Resistenzraten von 5,0% gegeniiber Ceftazidim sowie
4,6% gegeniiber Cefotaxim. Gegeniiber Piperacillin wurde eine Resistenzrate von 17,4% so-
wie ein ungewohnlich hoher Anteil intermediér getesteter Isolate von 32,9% ermittelt. 5,4%
der Stimme waren auch gegeniiber der Kombination Piperacillin-Tazobactam resistent. Die
Resistenzraten gegeniiber Gentamicin und Ciprofloxacin betrugen 4,0% bzw. 3,1% (NOLL et
al., 2005). Meropenem-Resistenz ist in Deutschland bei Klebsiellen noch sehr selten und be-
trug in der GENARS-Studie lediglich 0,1%. In der im Jahre 2004 durchgefiihrten Studie der
PEG (Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapie) betrugen die Resistenzraten klinischer

K.-pneumoniae-Isolate aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz gegeniiber Amikacin
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1,4%, gegeniiber Meropenem 0,3% sowie gegeniiber Cotrimoxazol, Cefoxitin und Doxy-
cyclin 11,8%, 10,4% und 23,3% (KRESKEN et al., 2004).

Nach der EARSS-Studie 2005 (European Antimicrobial Resistance Surveillance System), in
welcher die Resistenzdaten invasiver K.-pneumoniae-Isolate aus 24 europdischen Lindern
ausgewertet wurden, liegen die Resistenzraten gegeniiber Drittgenerations-Cephalosporinen,
Fluorchinolonen und Aminoglykosiden in Deutschland im européischen Vergleich im unteren
Mittelfeld. In der EARSS-Studie wurde ein deutliches Gefille von sehr niedrigen Raten in
Skandinavien bis zu Resistenzraten von iiber 50% in ost- und siideuropéischen Landern fest-
gestellt. Die Carbapenem-Resistenz lag in Deutschland bei 2% sowie in den {ibrigen Lindern
unter 1%, wobei Griechenland mit 28% eine Ausnahme bildete (EARSS-Report 2005; Abbil-
dung 1.5).

[ Mo dsts
0=1%

1 -5%
OS5-10%

=50

Drittgenerations-Cephalosporine

Carbapeneme

Abb. 1.5: Resistenzraten invasiver K.-pneumoniae-Isolate 2005. Links: Resistenz gegeniiber
Drittgenerations-Cephalosporinen, rechts: Resistenz gegeniiber Carbapenemen. (Quelle: EARSS-
Report 2005)

Das grofite Gefahrenpotential geht nicht von Resistenzen gegen einzelne Substanzen, sondern
von Erregern mit Mehrfachresistenzen aus. In der GENARS-Studie wurde Multiresistenz (de-
finiert als Resistenz gegeniiber mindestens vier der sechs Substanzen Piperacillin, Cefotaxim,
Ceftazidim, Gentamicin, Ciprofloxacin und Meropenem) bei 2,3% der untersuchten K.-pneu-
moniae-Isolate festgestellt (NOLL et al., 2005). In der EARSS-Studie wurde Multiresistenz
gegeniiber mindestens drei verschiedenen Antibiotika-Klassen bei 9,6% der K.-pneumoniae-
Isolate verzeichnet (EARSS-Report 2005).

Besondere Probleme gehen nach wie vor von ESBL-Produzenten aus. Zum einen schrinkt die
Expression einer ESBL das therapeutische Spektrum erheblich ein, zum anderen muss auf die

verbleibenden therapeutischen Optionen ausgewichen werden, so dass weiterer Selektions-
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druck entsteht und das Auftreten von Multiresistenzen fordert. Zudem liegen ESBLs héufig
auf Multiresistenzplasmiden, so dass eine kombinierte Resistenz gegen Drittgenerations-
Cephalosporine, Aminoglykoside, Tetracycline, Chloramphenicol und Antifolate vermittelt
und selektiert werden kann (BRADFORD, 2001). Auch Fluorchinolon-Resistenz tritt bei ESBL-
positiven Klebsiellen hidufiger auf als bei ESBL-negativen Isolaten (PATERSON et al., 2000).
In der PEG-Studie 2004 wurde eine Pridvalenz ESBL-produzierender K. pneumoniae von
7,3% festgestellt. Im Rahmen des GENARS-Projektes wurde 2004 mit 7,1% eine @hnliche
ESBL-Rate ermittelt (HUPPERTZ et al., 2005). Die Privalenz von ESBLs kann jedoch von
Krankenhaus zu Krankenhaus stark schwanken. BABINI & LIVERMORE (2000) fanden bei K.-
pneumoniae-Isolaten von 35 europdischen Intensivstationen eine durchschnittliche ESBL-
Privalenz von 25%, wobei die Raten der individuellen Kliniken zwischen 0% und 83% lagen.
Auf den drei in der Studie untersuchten deutschen Intensivstationen wurden Raten von 5%,
24% und 34,5% ermittelt.

Der wichtigste Risikofaktor fiir eine Infektion mit einem ESBL-produzierenden K.-pneu-
moniae-Stamm ist laut einer aktuellen Studie (TUMBARELLO et al., 2006) eine vorangegange-
ne Antibiotika-Therapie (Odds Ratio OR 11,81). ASENSIO et al. (2000) ermittelten als groften
Risikofaktor fiir die Kolonisation oder Infektion mit einem multiresistenten, ESBL-produ-
zierenden Ausbruchsstamm die Kombinationstherapie mit Drittgenerations-Cephalosporinen
und Aminoglykosiden (OR 21,6), gefolgt von der Monotherapie mit Drittgenerations-
Cephalosporinen (OR 17,8) oder Aminoglykosiden (OR10,2). Infektionen mit ESBL-
Produzenten fithren wiederum zu einer lingeren Verweildauer der betroffenen Patienten in

der Klinik sowie zu einer erhohten Letalitdt (Kim et al., 2002a und 2002b).

Die Expression von AmpC-f-Laktamasen ist bei K. pneumoniae zwar erheblich seltener als
das Vorkommen von ESBLs, kann jedoch wie beschrieben zu besonderen therapeutischen
Problemen fiihren, da dieses Enzym in Verbindung mit einem Porinverlust klinische Carba-
penem-Resistenz vermittelt. Wihrend klassische Carbapenemasen wie VIM- oder IMP-
Enzyme in Deutschland noch sehr selten beschrieben werden (HENRICHFREISE et al., 2005),
kommen plasmidkodierte AmpC-p-Laktamasen zunehmend hiufiger vor. 2004 wurde unter
den klinischen Isolaten der GENARS-Studie eine AmpC-Rate von 1,8% bei K. pneumoniae
sowie 1,1% bei E. coli festgestellt. In den néchsten Jahren ist daher mit einer weiteren
Verbreitung dieser f-Laktamasen zu rechnen, was sich bereits in aktuellen Studien widerzu-

spiegeln beginnt (WIEGAND et al., 2007).
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1.4.2 Panresistenz

Als panresistent werden Stimme bezeichnet, die Resistenz gegeniiber allen klinisch einsetzba-
ren Antibiotika aufweisen. Panresistenz tritt in erster Linie bei Pseudomonas aeruginosa und
Acinetobacter baumanii auf, da diese Spezies bereits gegen viele Antibiotika natiirlich resis-
tent sind. In den letzten Jahren wurde jedoch auch iiber erste Fille panresistenter K.-pneumo-
niae-Isolate in Griechenland berichtet (FALAGAS et al., 2005; MIRIAGOU et al., 2005).

Die Definitionen des Begriffs Panresistenz weichen teilweise voneinander ab. Einige Autoren
verwenden ihn bereits fiir Isolate, die nur noch gegen ein Antibiotikum empfindlich sind
(DEMKO et al., 1998). Nach MIRIAGOU et al. (2005) werden Isolate dann als panresistent be-
zeichnet, wenn sie resistent gegeniiber allen klinisch verfiigbaren Antibiotika mit Ausnahme
von Colistin sind. FALAGAS & KASIAKOU (2005) vertreten dagegen die Auffassung, dass diese
Bezeichnung nicht fiir gramnegative Bakterien verwendet werden sollte, die noch empfindlich
gegeniiber Polymyxinen sind.

Polymyxine (Colistin, Polymyxin B) gehoren zur Klasse der Polypeptid-Antibiotika, deren
bakterizide Wirkung gegeniiber gramnegativen Bakterien auf einer Permeabilisierung der
Cytoplasmamembran beruht. Die Penetration der dufleren Membran erfolgt Porin-unabhingig
durch Interaktion mit Membran-Lipopolysacchariden (HANCOCK & CHAPPLE, 1999). Erstmals
1959 zugelassen, wurde Colistin aufgrund seiner starken nephrotoxischen Nebenwirkungen
und der Entwicklung vertrdglicherer Breitspektrum-Antibiotika seit den 1980er Jahren nicht
mehr systemisch, sondern nur noch zur Inhalationstherapie bei Cystischer Fibrose, peroral zur
Darmdekontamination sowie ortlich bei Hautinfektionen eingesetzt (MUTSCHLER, 2001). Seit
einigen Jahren wird Colistin jedoch wieder als Reserveantibiotikum gegen Infektionen mit
panresistenten Erregern verwendet, da Resistenzen noch selten auftreten (FALAGAS & BLIZIO-
TIS, 2007) und mittels intravendser Therapie therapeutische Erfolge bei vertretbaren Neben-
wirkungen erzielt werden konnten (MICHALPOULOS et al., 2004; KASIAKOU et al., 2005). In
Griechenland, wo Colistin auf Intensivstationen inzwischen routineméBig als Reserveantibio-
tikum verwendet wird, sind jedoch bereits Colistin-resistente K.-pneumoniae-Stimme isoliert

worden (ANTONIADOU et al., 2007).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Nosokomiale Infektionen kdnnen zu erheblichen therapeutischen und klinikhygienischen
Problemen fiihren, die ein grofles gesundheitliches Risiko fiir den einzelnen Patienten bergen

und zudem erhdhte Kosten fiir das Gesundheitssystem bedeuten. Zwei Mechanismen lassen
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K. pneumoniae zu einem Erreger schwer therapierbarer nosokomialer Infektionen werden:
Zum einen bewirkt der Selektionsdruck, der durch die unvermeidbare Anwendung von Anti-
biotika besonders auf Intensivstationen herrscht, die Selektion multiresistenter und mogli-
cherweise auch panresistenter Erregerstimme. Zum anderen kann es durch klonale Ausbrei-
tung dieser Stimme zu nosokomialen Ausbriichen kommen, die oftmals mit den verfiigbaren
Antibiotika nur noch schwer bekdmpft werden kdnnen.

Fiir die néchsten Jahre ist mit einer weiteren Verschirfung dieser Problematik zu rechnen, da
die Resistenzraten bei K. pneumoniae nach wie vor steigen, neue Resistenzgene auftauchen
und verbreitet werden und sich im Gegenzug nur wenige neue Antibiotika in der Entwicklung
befinden, die zudem keine neuen Wirkmechanismen gegen gramnegative Problemerreger
vorzuweisen haben (TALBOT et al., 2006). Vor diesem Hintergrund ist es von duferster Wich-
tigkeit, die verbleibenden Antibiotika gegen multiresistente K.-pneumoniae-Stimme rational
einzusetzen und die Therapie auf den Erreger und dessen Resistenzphénotyp abzustimmen.
Ebenso wichtig ist es, durch strikte Uberwachungs- und HygienemaBnahmen einen mdglichst
hohen Anteil nosokomialer Infektionen zu vermeiden, so dass die Notwendigkeit einer Anti-
biotika-Therapie und der damit verbundene Selektionsdruck gering gehalten werden kdnnen.
Hierzu ist mehr Kenntnis iiber die Lokalisation und das Zusammenwirken bestehender Re-
sistenzgene ebenso erforderlich wie Kenntnisse iiber die Verbreitung und mogliche Verénde-
rung nosokomialer Stimme und deren Resistenzmechanismen wihrend eines Ausbruchs-
geschehens.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nosokomiale Ausbriiche multiresistenter K. pneumoniae auf
drei benachbarten Intensivstationen einer Universititsklinik untersucht werden. Das Ausmal}
der Ausbriiche soll im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf sowie die Anzahl der betroffenen
Patienten dokumentiert werden. Nach Moglichkeit sollen Mechanismen der Ausbreitung der
K.-pneumoniae-Stimme aufgeklart werden. Durch Analyse patientenbezogener Daten sollen
Selektionspotential und Erfolg der eingesetzten antimikrobiellen Therapie im Hinblick auf die
Eradikation der Ausbruchsstimme aus der patienteneigenen mikrobiellen Flora untersucht
werden.

Auf molekularbiologischer Ebene soll bei ausgewéhlten Ausbruchsstimmen geklart werden,
welche Resistenzdeterminanten zur Entstehung des multiresistenten Phanotyps flihren. Ein
moglicher Fitnessverlust der Stimme soll ebenso untersucht werden wie ithr Potential zum

Erwerb weiterer Resistenzmechanismen gegen bisher noch wirksame Antibiotika-Gruppen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstimme

2.1.1.1 Klinische K.-pneumoniae-Stimme

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Studie unter Einbeziehung von Bakterienstimmen und

Patientendaten von der andsthesiologischen (Al), chirurgischen (CI) und kardiochirurgischen

(KI) Intensivstation der Universititsklinik Bonn durchgefiihrt. Die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten

Patientenisolate sowie die in Tabelle 2.1 aufgelisteten Umgebungsisolate wurden freundli-

cherweise von Herrn PD Dr. Marklein (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie) zur Verfii-

gung gestellt. In Tabelle 2.3 sind die Stimme angegeben, die aus Stuhlproben von Patienten

der andsthesiologischen und chirurgischen Intensivstation sowie aus einer Stuhlprobe des

Pflegepersonals isoliert wurden.

Tab. 2.1: Klinische K.-pneumoniae-Isolate aus Umgebungsuntersuchungen

mommer | 59500 | ium Materialart Daerkaltur
U-238 CI 11.01.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-78
U-243 Al 11.01.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-80
U-245 Al 11.01.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-10
U-2761 KI 04.04.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-14
U-2778 KI 04.04.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-13
U-7448 CI 30.08.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-11
U-7519 CI 03.09.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-16
U-7643 CI 04.09.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-15
U-8369 CI 26.09.02 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 13-03-12
U-12493 CI 15.12.03 | Patientenbett 14-05-49
U-12504 CI 15.12.03 | Tee (in Thermoskanne) 14-05-50
U-12509 CI 15.12.03 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-51
U-12613 Al 16.12.03 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-56
U-12614 Al 16.12.03 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-53
U-12635 CI 16.12.03 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-52
U-12637 CI 16.12.03 | Waschbecken-Siphon Patientenzimmer 14-05-55

Al anisthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation, KI: kardiochirurgische Intensivstation
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Tab. 2.2: Klinische K.-pneumoniae-Isolate aus Patientenmaterial

Stammnummer Patient Station | Isolationsdatum Materialart Standort der
Dauerkultur
1-00734 CI-04 CI 14.01.02 Sheldonkatheter 14-05-81
1-01082 CI-01 CI 20.01.02 Trachealsekret 14-05-79
[-05111 CI-02 CI 07.04.02 Arterienkatheterspitze 13-03-19
1-05113 CI-03 CI 06.04.02 Blasenkatheterspitze 13-03-20
1-05134 CI-06 CI 06.04.02 ZVK-Spitze 13-03-21
I-11531 AI-02 Al 05.08.03 ZVK-Spitze 14-05-60
1-14885 CI-18 CI 06.10.03 Trachealsekret 14-05-68
I-15211 CI-17 CI 13.10.03 Rachenabstrich 14-05-61
1-15258 AI-09 Al 13.10.03 Rachenabstrich 14-05-59
1-15633 Al-04 Al 20.10.03 Trachealsekret 14-05-63
1-16296 Al-15 Al 03.11.03 Trachealsekret 14-05-64
1-16299 Al-13 Al 03.11.03 Trachealsekret 14-05-58
1-16330 Al-14 KI 03.11.03 Rachenabstrich 14-05-62
1-16447 KI-09 KI 04.11.03 Leistenabstrich 14-05-67
1-16462 CI-22 CI 04.11.03 Trachealsekret 14-05-65
1-16602 Al-16 Al 07.11.03 Sheldonkatheter 14-05-66
1-16706 CI-21 CI 10.11.03 Trachealsekret 14-05-69
1-18573 AI-10 Al 15.12.03 Thoraxabstrich 14-05-77
1-18620 CI-29 CI 15.12.03 Rachenabstrich 14-05-71
1-18650 CI-17 MI 15.12.03 Rachenabstrich 14-05-72
1-18655 CI-30 CI 15.12.03 Rachenabstrich 14-05-73
1-18856 Al-19 Al 19.12.03 Trachealsekret 14-05-74
1-00401 AI-04 Al 08.01.04 Rachenabstrich 14-05-40
1-00442 CI-32 CI 08.01.04 Rachenabstrich 14-05-41
1-01658 Cl-34 CI 29.01.04 Trachealsekret 14-05-43
1-01664 CI-36 CI 29.01.04 Trachealsekret 14-05-45
1-01667 CI-33 CI 29.01.04 Rachenabstrich 14-05-42
1-01865 CI-35 CI 02.02.04 Trachealsekret 14-05-44
1-01867 Cl-34 CI 02.02.04 Trachealsekret 14-05-47
1-02760 CI-36 CI 16.02.04 Rachenabstrich 14-05-48
P-6068 CI-25 CNS 16.12.03 Rachenabstrich 14-05-76
0-19686 unbekannt KNS 10.12.03 Rachenabstrich 14-05-75
B-11238 unbekannt UNS 22.10.03 Blut 14-05-70

Al: anisthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation, KI: kardiochirurgische Intensivstation,
MI: Intensivstation Innere Medizin, CNS: chirurgische Normalstation, KNS: kardiologische Normalstation,
UNS: urologische Normalstation, ZVK = zentraler Venenkatheter
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Tab. 2.3: Klinische K.-pneumoniae-Isolate aus Stuhlproben

l?lt::nmmn;; Patient Station Iszzlttll:::& Materialart ?;::edrol;:l(tls;
S-12573 ST-01 CI 15.12.03 | Analabstrich 14-05-01
S-12574 ST-02 CI 16.12.03 | Analabstrich 14-05-02
S-12577 Al-17 Al 13.12.03 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-03
S-12578 Al-17 Al 16.12.03 | Stuhlprobe 14-05-04
S-12579 Al-04 Al 16.12.03 | Stuhlprobe 14-05-05
S-12639 Al-10 Al 16.12.03 | Stuhlprobe 14-05-12
S-12770 Al-10 Al 17.12.03 | Stuhlprobe 14-05-39
S-12938-a | AI-17 Al 22.12.03 | Stuhlprobe 14-05-06
S-12938-b | AI-17 Al 22.12.03 | Stuhlprobe 14-05-07
S-12939 Al-10 Al 22.12.03 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-13
S-12941-a | AI-17 Al 23.12.03 | Stuhlprobe 14-05-08
S-12941-b | AI-17 Al 23.12.03 | Stuhlprobe 14-05-09
S-12942 CI-23 Al 15.12.03 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-10
S-12947 CI-23 Al 27.12.03 | Stuhlprobe 14-05-11
S-00001-a | AI-04 Al 31.12.03 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-19
S-00001-b | AI-04 Al 31.12.03 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-20
S-00005 CI-23 CNS 02.01.04 | Stuhlprobe 14-05-14
S-00006 Al-19 CNS 02.01.04 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-15
S-00031 Al-19 CNS 05.01.04 | Stuhlprobe (Anreicherung) 14-05-28
S-00032 CI-23 CNS 05.01.04 | Stuhlprobe 14-05-16
S-00060 CI-27 CNS 05.01.04 | Stuhlprobe 14-05-17
S-00061 CI-23 CNS 06.01.04 | Stuhlprobe 14-05-18
S-00444-a | AI-19 CNS 18.01.04 | Stuhlprobe 14-05-25
S-00444-b | AI-19 CNS 18.01.04 | Stuhlprobe 14-05-26
PS-032A PA-02 Al 19.03.04 | Stuhlprobe (Personal) 14-05-37

Al anisthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation, CNS: chirurgische Normalstation

2.1.1.2 Labor-, Referenz- und Donorstimme

In Tabelle 2.4 sind Bakterienstimme aufgelistet, die bei phinotypischen und genotypischen

Untersuchungen als Kontrollstimme oder bei Konjugationsexperimenten als Rezipienten ein-

gesetzt wurden. In Tabelle 2.5 sind alle klinischen Isolate angegeben, die als Donorstimme

fiir Konjugationsversuche mit Klon I (Stamm [-05111) eingesetzt wurden. Diese Stimme be-

sitzen konjugierbare plasmidkodierte AmpC-oder CTX-M-B-Laktamasen.
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Tab 2.4: Labor- und Referenzstimme

Bakterienstamm Verwendung und Charakteristika Standort der

Dauerkultur

K. pneumoniae ATCC 27736 gsefzrzzrilzstamm fiir Wachstumskinetiken, Mutationsfre- 13-03-54
K. pneumoniae PEG-8 Referenz fiir Porinpriparationen 13-03-81
Escherichia coli Kontrollstamm fiir MHK—Bestimmungen, 04-10-03
ATCC 25922 B-Laktamase-negativ
Escherichia coli Kontrollstamm fﬁ.r.MHK-Bestimmungen, 04-10-34
ATCC 35218 B-Laktamase-positiv
Staphylococcus aureus Kontrollstamm fii.r'MHK—Bestimmungen, 04-10-06
ATCC 29213 B-Laktamase-positiv
iﬁgéogifgnsa; aerugimosa Kontrollstamm fiir MHK-Bestimmungen 04-10-11
E. coli W3110 lac” Rif* Rezipient fiir Konjugationen, /ac’, Rifampicin-resistent 10-03-02
E. coli MC-1061-4 Rezipient fiir Konjugationen, lac’, Rifampicin-resistent 10-03-13
E. coli R27 Referenz fiir Plasmidpréparationen (Plasmid R27) 10-04-63
E. coliV517 Referenz fiir Plasmidpriparationen (8 Plasmide) 10-04-64
Enterobacter cloacae 11-14 | AmpC-Referenz fiir f-Laktamase-Gele und IEF (R1) 02-06-33
E. coli IM83 pBR322 TEM-1-Referenz fiir f-Laktamase-Gele und IEF (R2) 10-03-05
E. coli C2 CTX-M-2-Referenz fiir f-Laktamase-Gele und IEF (R3) | 13-03-18
P. aeruginosa PSE-1-Referenz fiir [EF (R4) 04-03-13
E. coli W3110 OXA-1-Referenz fiir [EF (R5) 04-03-08
K. pneumoniae S9 SHV-1-Referenz fiir IEF (R6) 00-00-00
K. pneumoniae 01-PV1 Stamm [-05111 nach Verlust der SHV-12 13-03-77

Tab. 2.5: Donorstiimme fiir Konjugationen mit Klon I

Standort der

Bakterienstamm p-Laktamase Referenz Dauerkultur
E. coli 56 CMY-2 (AmpC) SHERWOOD, 2004 10-04-45
E. coli 76 CMY-2 (AmpC) SHERWOOD, 2000 10-03-08
E. coli Dp317 BIL-1 (AmpC) PAYNE et al., 1992 10-07-45
E. coli BWU 2206 FOX-2 (AmpC) BAUERNFEIND et al., 1997 10-07-50
K. pneumoniae HEL-1 CMY-2 (AmpC) BAUERNFEIND et al., 1996 10-07-51
K. pneumoniae P20 LAT-1 (AmpC) GAZOULI et al., 1996 10-07-22
K. pneumoniae N10 LAT-2 (AmpC) GAZOULI et al., 1996 10-07-23
K. pneumoniae N12 LAT-2 (AmpC) GAZOULI et al., 1996 10-07-24
K. pneumoniae T80 CTX-M-15 GAZOULI et al., 1996 10-07-25
E. coli E2 CTX-M-15 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-64
E. coli E6 CTX-M-27 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-65
E. coli E14 CTX-M-15 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-66
E. coli E15 CTX-M-15 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-67
E. coli E34 CTX-M-18 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-68
E. coli E51 CTX-M-15 AL-AGAMY et al., 2006 13-03-69
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2.1.1.3 Transkonjuganten

Durch Konjugationsversuche wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Transkonju-

ganten hergestellt, die in Tabelle 2.6 aufgelistet sind.

Tab. 2.6: Transkonjuganten

. . . Standort der
Transkonjugant Donor Rezipient Dauerkultur
K. pneumoniae TK-A 13-03-28
K. pneumoniae TK-B 13-03-29
K. pneumoniae TK-C 13-03-30
K. pneumoniae TK-D 13-03-31
K. pneumoniae TK-E 13-03-32
K. pneumoniae TK-F 13-03-33
K. pneumoniae TK-G 13-03-34
K. pneumomlae TR-H E. coli 56 K. pneumoniae Klon I 13-03-35
K. pneumoniae TK-1 13-03-36
K. pneumoniae TK-J 13-03-37
K. pneumoniae TK-K 13-03-38
K. pneumoniae TK-L 13-03-39
K. pneumoniae TK-M 13-03-40
K. pneumoniae TK-N 13-03-41
K. pneumoniae TK-O 13-03-42
K. pneumoniae TK-P 13-03-43
E. coli 01-CAZ-1 13-06-41
E. coli 01-STR-2 13-06-38
E. coli 01-CMP-1 K. pneumoniae Klon I 13-06-31
E. coli 01-CMP-2 13-06-32
E. coli 01-GEN-1 13-06-39
E. COIZ. 15-CTX-2 K. pneumoniae Klon II-A E. coli W3110 lac” Rif* 13-06-16
E. coli 15-STR-1 13-06-17
E. coli 12-CTX-1 13-06-25
E. coli 12-STR-12 K. pneumoniae Klon 11-B1 13-06-28
E. coli 12-CMP-1 13-06-21
£ COll' 18-CTX-1 K. pneumoniae Klon 11-B2 13-06-05
E. coli 18-STR-3 13-06-08
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2.1.2 Patienten

Im Rahmen der epidemiologischen Studien wurden Daten von insgesamt 47 Patienten erho-
ben, die mit multiresistenten K. pneumoniae kolonisiert waren oder deren Stuhlproben unter-
sucht wurden. Alle Patienten sind im Zeitraum Januar 2002 bis April 2004 auf der anésthesio-
logischen, chirurgischen oder kardiochirurgischen Intensivstation der Universitétsklinik Bonn

behandelt worden. Sie sind in Tabelle 2.7 aufgefiihrt.

Tab. 2.7: Patienten

= =
M = = ) 2 =

= E = S g = & E = S g =
e S| 2 z s g S 2| 2 S8
5|5 13 2 |z|% 5 SE|: /3| £ |52 3
= = | 3 £ S| 2| 5 =5 | = | 8 < S| B =
A 2 < O i i N < A 4 < & — ot wn <
CI-01 | 72 | w CI + I Al-21 | 71 | m Al II
CI-02 | 69 | m CI + | CI-17 | 65 | m CI + II
CI-03 | 32 | w CI + I CI-18 | 73 | m CI + II
CI-04 | 65 | m CI + I CI-21 | 79 | m CI + II
CI-06 | 46 | m CI + I CI-22 | 60 | w CI + II
CI-08 | 65 | m | CIL Al I CI-23 | 76 | m | CLLAI | + | + | II
CI-09 | 71 | m CI + I ClI-24 | 74 | m | AL, CI II
Al-22 | 51 | w Al I CI-25 | 41 | m CI + II
Al-23 | 27 | m Al + | CI-26 | 34 | w | CI, Al II
AI-01 | 37 | m Al IT CI-27 | 62 | m | CLAI | + | + | II
Al-02 | 69 | m Al IT CI-28 | 67 | m | CI, Al + | 1I
Al-03 | 64 | w | CI, Al II CI-29 | 59 | m |CLAL | + | + | II
Al-04 | 36 | w Al + | + | 1I CI-30 | 79 | m | CLLAL | + II
AlI-05 | 63 | m Al + II CI-31 | 60 | w | AL CI + | 10
Al-06 | 45 | m Al + II CI-32 | 41 | w CI + II
AI-08 | 68 | m Al + 11 CI-33 | 79 | m CI + 11
AI-09 | 66 | m Al + II ClI-34 | 51 | m CI + 1II
AI-10 | 67 | w Al + |+ | I CI-35 | 73 | m | ALLCI | + II
Al-13 | 77 | w Al + II CI-36 | 80 | m CI + II
Al-14 | 69 | m [CL AL KI 1l CI-37 | 76 | m | CL K1 1
Al-15 | 66 | m Al + II KI-08 | 77 | m KI II
Al-16 | 26 | m Al II KI-09 | 76 | m KI + II
Al-17 | 65 | w | CI, Al + | + | 1 ST-01 | 51 | m CI II
Al-18 | 12 | m Al I ST-02 | 47 | w CI II
Al-19 | 55 | m | CI, Al + | + | I ST-03 | 35 | m CI II

Al: anisthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation, KI: kardiochirurgische Intensivstation,
m: mannlich, w: weiblich
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2.1.3 Antibiotika

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 2.8 aufgefiihrt. Des Weiteren

wurden zur MHK-Bestimmung Mikrotitrationsplatten der Firma MERLIN DIAGNOSTIKA einge-

setzt, welche verschiedene Antibiotika in dehydratisierter Form enthielten.

Tab. 2.8: Antibiotika

Antibiotikum Bezugsquelle
Amikacin Bristol-Myers-Squibb GmbH, Regensburg
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ceftazidim GlaxoWellcome GmbH & Co, Bad Oldesloe
Cefotaxim Hoechst Marion Roussel, Frankfurt a.M.
Chloramphenicol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ciprofloxacin Bayer AG, Leverkusen
Clavulansiure Smith Kline Beecham Pharmaceuticals, Worthing, UK
Colistinsulfat Griinenthal GmbH, Stolberg
Gentamicin Merck KGaA, Darmstadt
Imipenem Merck & Co Inc., West Point, PA, USA
Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Rifampicin Fluka (Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)
Streptomycin Hoechst Marion Roussel, Frankfurt a.M.
Sulbactam Pfizer GmbH, Karlsruhe

2.1.4 Enzyme

In Tabelle 2.9 sind alle Enzyme angegeben, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die fiir
die optimale Aktivitdt der Enzyme erforderlichen Reaktionspuffer wurden in 10x-Konzen-

tration mitgeliefert und nach Herstellerangabe verwendet.

Tab. 2.9: Enzyme

Enzym Bezugsquelle
DNase A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Master-Taq" DNA-Polymerase Eppendorf AG, Hamburg
Nhel New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Proteinase K Qiagen GmbH, Hilden

REDTaq"” DNA Polymerase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

RNaseA Qiagen GmbH, Hilden

Taq-Polymerase Promega, Madison, Wisconsin, USA

Xbal New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.
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2.1.5 Chemikalien und sonstige Materialien

In Tabelle 2.10 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und sonstigen Materialien

unter Angabe des Herstellers aufgelistet.

Tab. 2.10: Chemikalien und Materialien

Chemikalien und Materialien Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories, Miinchen
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bac-Tracker (DNA-GroBenstandard) | Epicentre Biotechnologies
Brij 58 Serva, Heidelberg
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt
BSA (Rinderserumalbumin) Serva GmbH, Heidelberg
Borsdure Merck KGaA, Darmstadt
Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt
Chloroform p.A. Merck KGaA, Darmstadt
Coomassie-Brilliant-Blau R-250 Merck KGaA, Darmstadt

Criterion IEF-Gel (3% Polyacryl-

amid, 2% Ampholyte, pH 3-10) Bio-Rad Laboratories, Miinchen

di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) Fluka (Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)
Dithiothreitol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DNeasy Tissue Kit™ Qiagen GmbH, Hilden

dNTPs PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Essigséure Riedel-de-Haen (Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)
Ethanol p.A. Merck KGaA, Darmstadt
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Ficoll Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Filterpapier Schleicher und Schiill, Dassel
Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz Merck KGaA, Darmstadt

GenePath PFGE Gel Kt Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Glucose Merck KGaA, Darmstadt

Glycerin Merck KGaA, Darmstadt

Glycin Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Hefeextrakt Merck KGaA, Darmstadt

Indol-Reagenz Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim
Kaliumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt
Kalium-Natrium-Tartrat Merck KGaA, Darmstadt

LMP-Agarose BRL, Gaithersburg, USA

MC-207,110 (Phe-Arg-f-

Naphthylamid) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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Fortsetzung Tab. 2.10: Chemikalien und Materialien

Chemikalien und Materialien Hersteller
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck KGaA, Darmstadt
Methanol Merck KGaA, Darmstadt

Mikrotitrationsplatten Mikronaut E | Merlin Diagnostika, Bornheim

Mikrotitrationsplatten Mikronaut E | Merlin Diagnostika, Bornheim

MinElute PCR Purification Kit™ Qiagen GmbH, Hilden

Mitsubishi Thermo Papier K61B Mitsubishi, Japan

Na,-EDTA Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt

Na-Desoxycholat Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt
Na-Lauroylsarcosin Serva, Heidelberg

Nitrocefin Oxoid, Basingstoke, England
Nitrocellulose-Filter Sartorius, Gottingen

Parafilm American National Can™, Menesha, USA
Paraftindl Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim
PhaseLockGel™ Heavy 2ml Eppendorf AG, Hamburg

Phenol Merck KGaA, Darmstadt

Phosphorsdure 89%-ig Merck KGaA, Darmstadt

Proteinmarker Broad Range New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.
gg;f;rilrrlrézrker Broad Range New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.
SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

SmartLadder (DNA-Grofenstandard) | Eurogentec, Seraing, Belgien

SmartLadder SF (Small Fragment) Eurogentec, Seraing, Belgien

Sterilfilter Schleicher und Schiill, Dassel; Pall Corp., Ann Arbor, USA
TDA-Reagenz Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim

TEMED Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Titriplex III (EDTA) Merck KGaA, Darmstadt

Triton-X-100 Fluka (Sigma-Aldrich GmbH, Seelze)

Trizma Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trizma Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trypton MP Biomedicals Inc, Illkirch, France

Wasser, HPLC rein Merck KGaA, Darmstadt

Xylencyanol Fluka AG, Buchs, Schweiz

2.1.6 Losungen und Puffer

In Tabelle 2.11 sind alle in dieser Arbeit eingesetzten Losungen und Puffer unter Angabe des

Herstellers oder der Zusammensetzung aufgefiihrt.
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Tab. 2.11: Losungen und Puffer

Puffer bzw. Losung

Zusammensetzung/Hersteller

BSA fiir Restriktionsverdau (100x)

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.

Coomassie-Farbeldsung fiir SDS-
PAGE

0,1% Coomassie-Brilliant-Blau R-250, 25% Methanol, 10%
Essigséure

Entfarbelosung fiir SDS-PAGE

20% Methanol, 10% Essigsdure

DNeasy Tissue Kit™:

ATL-Puffer, AL-Puffer, AW1-Puffer,
AW2-Puffer, AE-Puffer

Qiagen GmbH, Hilden

Elektrophoresepuffer fiir SDS-PAGE

25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1% SDS

Isoelektrische Fokussierung:
Kathodenpuffer
Anodenpuffer

Probenpuffer fiir IEF-Gele

20 mM Lysin, 20 mM Arginin (Bio-Rad Lab., Miinchen)

7 mM Phosphorsdure (440,511 89%ige Phosphorsiure ad
1000 ml H,0)

30% Glycerin in A.demin.

Ladepuffer (fiir DNA-
Gelelektrophorese)

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

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

Qiagen GmbH, Hilden

NEB2-Puffer fiir Restriktionsenzyme

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M.

Nitrocefin-Losung

5 mg Nitrocefin in 0,5 ml DMSO ad 10 ml mit 0,1 M Séren-
sen-Phosphatpuffer

Physiologische Kochsalzlosung

0,9% NaCl in A.demin.

PFGE:
Resuspensionspuffer TEN-1
Lysispuffer

ES-Puffer
ESP-Puffer
TE-1-Puffer
TE-2-Puffer
NEB2-Puffer

TBE-Puffer 10x
PFGE-Ladepuffer fiir Blockchen

1% Molecular Certified Agarose
20x Elektrophoresepuffer fiir PFGE

10 mM Tris, 10 mM EDTA, 0,1 M NacCl, pH 7,5

6 mM Tris, 1 M NaCl, 100 mM EDTA, 0,5% Brij, 0,2% Na-
Desoxycholat, 0,5% Na-Lauroylsarcosin, pH 7,5

0,5 M EDTA pH 9, 1% Na-Lauroylsarcosin
1 mg/ml Proteinase K in ES-Puffer

10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0

10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0

50 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithi-
othreitol

1 M TrisBase, 1 M Borsdure, 4 mM EDTA, pH 8,5

200 mg Na,-EDTA, 20 g Saccharose, 15 mg Bromphenolblau,
50 ml A.demin.

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Plasmid-Priparation nach Maniatis:

Puffer P1 (Resuspensionspuffer)
Puffer P2 (Lysis-Puffer)
Puffer P3 (Neutralisationspuffer)

Qiagen GmbH, Hilden
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Fortsetzung Tab. 2.11: Losungen und Puffer

Puffer bzw. Losung Zusammensetzung/Hersteller

Plasmid-Priparation nach Tietze:

Puffer Publ 20 mM 0,5 M EDTA (pH 8,0), 25 ml 1M Tris (pH 8,0), ad
1000 ml mit A.demin., nach dem Autoklavieren Zugabe von
23 ml 40% Glucose (steril), 5 ml RNaseA (10 mg/ml)

Puffer Pub2 4,4 ml steriles A.demin., 100 ul 10 N NaOH, 500 ul 10% SDS
Puffer Pub3 3 M K-Acetat pH 5,5
TB-Puffer 5x 54,5 g Tris, 27,5 g Borséure, 3,7 g EDTA, ad 1000 ml mit

A.demin., pH 8,3

Proteinbestimmung nach Lowry:

Alkalisches Kupferreagenz 2% Losung A, 2% Losung B, 96% Losung C

Losung A 3% Na,CO; in 0,1 M NaOH

Losung B 2% CuSO4x 5H,0O

Losung C 4% K-Na-Tartrat

SDS-PAGE nach Laemmli:

Puffer 1 (Lower Tris) 1,5 M TrisHCI; pH 8,8

Puffer 2 (Upper Tris) 0,5 M TrisHCI; pH 6,8

10% APS 0,1 g Ammoniumpersulfat in 1 ml Aqua demin.
Elektrophoresepuffer 10x 6 g Tris, 28,8 g Glycin ad 200 ml
Laemmli-SDS-Probenpuffer 125 mM Tris/HCI pH 6,8, 25% Glycerin, 2% SDS, 0,01%

Bromphenolblau, 5% B-Mercaptoethanol
Probenpuffer fiir f-Laktamase-Gele | 125 mM Tris/HC1 pH 6,8, 25% Glycerin, 2% SDS, 0,01%

Bromphenolblau
Sérensen-Phosphatpuffer 0,1 M 0,1 M Na,HPO,, 0,1 M KH,POy; pH 7,0
STE-Puffer 0,1 M NaCl, 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA; pH 8,0
TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA; pH 8,0
TBE-Puffer 90 mM Tris/HCI, 90 mM Borséure, 2,5 mM EDTA, pH 8,3
TE-Puffer 10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH 8.0

2.1.7 Nahrmedien

In Tabelle 2.12 sind die in dieser Arbeit zur Anzucht von Bakterien verwendeten Ndhrmedien
angegeben. Die Fertig-Medien wurden entsprechend der Herstellerangaben eingewogen.
Samtliche Ndahrmedien wurden direkt nach der Einwaage in A.demin. gelost und 15-20 min

bei 121°C autoklaviert.
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Tabelle 2.12: Nihrmedien

Nihrmedium

Bezugsquelle bzw. Herstellungsvorschrift

Chinablau-Lactose-Agar

Oxoid, Basingstoke, England

MacConkey-Agar No. 3 (CM115)

Oxoid, Basingstoke, England

MacConkey-Nahrbouillon

Merck KGaA, Darmstadt

BBL ™ Mueller Hinton IT Agar

Becton, Dickinson & Co, Sparks USA

BBL ™ Mueller Hinton II Bouillon
(Kationen-adjustiert)

Becton, Dickinson & Co, Sparks USA

LB-Medium

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

LB-Agar

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

Standard-No.I-Ndhrbouillon

Merck KGaA, Darmstadt

2.1.8 Oligonukleotide

Die in der vorliegenden Arbeit als Primer zur Amplifikation und Sequenzierung eingesetzten

Oligonukleotide sind der Tabelle 2.13 zu entnehmen. Sie wurden von der Firma OPERON

(KoIn) synthetisiert.

Tab. 2.13: Oligonukleotide

Bezeichnung Target Funktion Sequenz §' — 3' Referenz
OmpK35-F ompK3s A, S TGGAAAGATGCCTCCAGACA diese Arbeit
OmpK35-R A, S ATTGGTAAACGATACCCACGG diese Arbeit
OmpK36-F A, S TGGATTATTCTGCATTTTACAGC diese Arbeit
ompk36R | K30 A |AACCACGTCGTCGGTAGAGATA diese Arbeit
HERNANDEZ-
L1730 ompK36 A, S CGTGCTTAGAACTGGTAAACC ALLES et al.,
1999a
AcrR-F A, S CCTATGGCACGAAAAACCAA . .
acrR diese Arbeit
AcrR-R A, S TTAAGCTGACAAGCTCTCCG
SHV-1 blagiy A, S ATGCGTTATATTCGCCTGTG WIEGAND’.
SHV-2 A, S GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG pers.Mitteilung
NI-1 A, S GCCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC NUESCH-
blagpy INDERBINEN
NI-2 A, S TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA etal., 1996
OT3 blares A, S ATGAGTATTCAACATTTCCG ARLET et al.,
OT4 A, S CCAATGCTTAATCAGTGAGG 1995
TEM-T1 bl A, S ATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTC WIEGAND,.
TEM-T3 A, S TTGGTCTGACAGTTACCAATGC pers.Mitteilung
CTX-MA blacrsn A, S CGCTTTGCGATGTGCAG BONNET et al.,
CTX-MB A, S ACCGCGATATCGTTGGT 2001
CTXM-2-F blacrsas A,S ATGATGACTCAGAGCATTCG STEWARD
CTXM-2-R A, S TTATTGCATCAGAAACCGTG etal., 2001
ALA2 blacrx A |ATGGTTAAAAAATCACTGCG BARANIAK et
P2D Gruppe 1 A CAGCGCTTTTGCCGTGTAAG al., 2002
CTXM-C1 blacrs A |AACACGGATTGACCGTCTTG CHANAWONG
CTXM-C2 Gruppe 9 A TTACAGCCCTTCGGCGAT etal., 2002
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Fortsetzung Tab. 2.13: Oligonukleotide

Bezeichnung Target Funktion Sequenz §' —» 3' Referenz
CTXM-2for blacrxm A CGACGCTACCCCTGCTATT WOODFORD
CTXM-2rev | Gruppe 2 A CCAGCGTCAGATTTTTCAGG et al., 2005
CTXM-1for blacrsm A AAAAATCACTGCGCCAGTTC WOODFORD
CTXM-1rev | Gruppe 1 A AGCTTATTCATCGCCACGTT et al., 2005
CTXM-9for blactxm A CAAAGAGAGTGCAACGGATG WOODFORD
CTXM-9rev | Gruppe 9 A ATTGGAAAGCGTTCATCACC et al., 2005
CTXM-8for blactxs A ACATGCCGTTAAGCGGAT
WOODFORD
CTXM-25for | blacrxasis A GCACGATGACATTCGGG et al.. 2005
CTXM-25rev | blactxmasnes A AACCCACGATGTGGGTAGC
AmpC-P1 o A GGATTCCGGGTATGGCSGTNGC SHERWOOD,
AmpC-P4 P A TCCCAGCCTARYCCCTGRTACAT 2000
AmpC-C1 c A,S |ATGATGAAAAAATCGTTATGC KOECK et al.,
AmpC-C2 MNP Citrobacter A,S | TTGCAGCTTTTCAAGAATGCGC 1997
IMP AS blanss A TCYCCAAYTTCACTRTGACT Y ATSUYANAGI
IMP S A AAAGATACTGAAAAGTTAGT etal, 2004
VIM AS blavn, A GAATGCGCAGCACCAGGAT Y ATSUYANAGI
VIM S A CCGATGGTGTTTGGTCGCAT et al., 2004
OXA-IA OXA-Gruppe | A TCAACAAATCGCCAGAGAAG BERT et al.,
OXA-IB (OXA-10-Gr.) A TCCCACACCAGAAAAACCAG 2002
OXA-2f OXA-Gr. II A AAGAAACGCTACTCGCCTGC BERT et al.,
OXA-2r (OXA-2-Gr.) A CCACTCAACCCATCCTACCC 2002
OXA-F OXA-Gr. 11T A TTTTCTGTTGTTTGGGTTTT BERT et al.,
OXA-R (OXA-1-Gr.) A TTTCTTGGCTTTTATGCTTG 2002
GyrA 5-1 A,S |GAATCCGGGATACAGTAGAGGGATAG | ABUMRAHEIL,
GyrA 3-1 & A,S |GGAATTTTGGTTGGCATGACGTCCGGA | 1999
ParC S A,S | GTATGCGATGTCTGAACTGGGCCTG
parC HEISIG, 1996
ParC U A,S | ACCGGGATTCGGTGTAACGCATTGC
intl-F it A CCTCCCGCACGATGATC GOLDSTEIN
int]-R A TCCACGCATCGTCAGGC etal., 2001
5'-konservierte
5'CS Region Klas- A,S | GGCATCCAAGCAGCAAG
sel-Integrons LEVESQUE
3'-konservierte et al., 1995
3'CS Region Klas- A, S AAGCAGACTTGACCTGA
sel-Integrons
IS1-F A TTAAAAAACTCAGGCCGCAGTCG SHERWOOD,
ISI-R is] A ATTCATAMAGCGGCCAGCCATC 2004
IS1-F2 A,S | GCCGTTCATAGCCATATCAATG diese Arbeit
aph(3)-Ia-F aph(3)-la A,S | TTATGCCTCTTCCGACCATC NG et al,, 1999
aph(3)-Ia-R A,S | GAGAAAACTCACCGAGGCAG
aac(3)-la-F A ACCTACTCCCAACATCAGCC CHOI et al.
aac(3)-la )
aac(3)-Ia-R A ATATAGATCTCACTACGCGGCT 2002
aac(3)-Ilc-F A,S | ACTGTGATGGGATACGCGTC CHOI et al.
aac(3)-Ilc ’
aac(3)-Ilc-R A,S |CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 2002
aac(3)-IVa-F A CTTCAGGATGGCAAGTTGGT CHOI et al.
aac(3)-1Va ’
aac(3)-IVa-R A TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 2002
aac(6")-Ib-F A,S |TATGAGTGGCTAAATCGAT CHOI et al.
aac(6')-1b ’
aac(6')-Ib-R A,S |CCCGCTTTCTCGTAGCA 2002
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Fortsetzung Tab. 2.13: Oligonukleotide
Bezeichnung Target Funktion Sequenz 5' — 3' Referenz
ant(2")-la-F A ACACAACGCAGGTCACA CHOI et al.
ant(2")-Ia ’
ant(2")-Ia-R A CATGCGAGCCTGTAGGA 2002
ant(4')-11a-F A ATCGATCGTCTGCGAGA CHOI et al.
ant(4')-1la )
ant(4')-11a-R A CGACCAGACCCATGCA 2002
aac(6')-11-F aac(6)-11 A CCSCACATHGTYGARTGGTGGGG SHERWOOD,
aac(6")-1I-R A GCCTTCTCRTAGCAGCGWATGGC 2004
ant(3)Ia-F A, S GTGGATGGCGGCCTGAAGCC NOGRADY
ant(3")-1a
ant(3)Ia-B A, S ATTGCCCAGTCGGCAGCG etal., 2003
strA-F AS TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG KEHRENBERG
aph(3")-1 & SCHWARZ,
strA-R A, S CCAGTTCTCTTCGGCGTTAGCA 2001
strB-F A, S ATCGTCAAGGGATTGAAACC GEBREYES &
aph(6)-1
strB-R A, S GGATCGTAGAACATATTG ALTIER, 2002
sull-F sull A, S CTTCGATGAGAGCCGGCGGC SANDVANG
sull-B A, S GCAAGGCGGAAACCCGCGCC etal., 1997
sulll-F A, S ACAGTTTCTCCGATGGAGGCC KEHRENBERG
i
sulll-R Su AS | CTCGTGTGTGCGGATGAAGTC g‘o(s)fHWARZ’
tet(A)-F tet(4) A GCTACATCCTGCTTGCCTTC NG et al., 2001
tet(A)-R A CATAGATCGCCGTGAAGAGG
tet(B)-F tet(B) A TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG NG et al., 2001
tet(B)-R A GTAATGGGCCAATAACACCG
tet(C)-F A TTGAGA TTCAA A
et(©) tet(C) CTTGAGAGCCTTCAACCCAG NG et al., 2001
tet(C)-R A ATGGTCGTCATCTACCTGCC
tet(D)-F tet(D) A AAACCATTACGGCATTCTGC NG et al., 2001
tet(D)-R A GACCGGATACACCATCCATC
E)-F A AAACCACATCCTCCATA
tet(E) tet(E) CCACATCCTCCATACGC NG et al., 2001
tet(E)-R A AAATAGGCCACAACCGTCAG
tet(G)-F A T TGGTATCTCTGCT
et(G) tet(G) GETCGGTGGTATCTCTGETC NG et al., 2001
tet(G)-R A AGCAACAGAATCGGGAACAC
catl-F A, S GGCATTTCAGTCAGTTG VASSORT-
catl BRUNEAU
catl-R A, S CCGCCCTGCCACTCATC
etal., 1996
catll-F A CCTGGAACCGCAGAGAAC VASSORT-
catll BRUNEAU
catll-R A CCTGCTGAAACTTTGCCA
et al., 1996
catlll-F A ATTGGGTTCGCCGTGAGC VASSORT-
catlll BRUNEAU
catlII-R A AGTCTATCCCCTTCTTG
et al., 1996
catB-FA calB A TAYAGCTAYTAYTCYGGYTAYTAYC SHERWOOD,
catB-RC A GARCCDATCCAVACRTCATKDCC 2004
cml-F i CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC KEYES et al.,
cml-R CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 2000
flo-F 1o A TATCTCCCTGTCGTTCCAG KEYES et al.,
flo-R A AGAACTCGCCGATCAATG 2000
qnr-F B A GGGTATGGATATTATTGATAAAG WANG et al.,
qnr-R 1 A CTAATCCGGCAGCACTATTA 2003

IUB-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, A: Amplifikation, S: Sequenzierung
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2.1.9 Gerite

Alle in dieser Arbeit genutzten Gerite sind in Tabelle 2.14 aufgelistet.

Tab. 2.14: Geriite

Gerite

Hersteller

Achtkanalpipette Titertek, Multistep

Labsystems, Helsinki, Finnland

Analog-pH-Meter CG 810

Schott, Hofheim

Analysenwaage

Sartorius, Gottingen

Auslaufstibe, Glas

Glasblaser Eich, Bonn

Biofuge 28S, Rotoren 3042, 3751

Heraeus, Osterode

Brutschrank

Heraeus, Osterode

Electrophoresis Power Supply

LKB Pharmacia, Freiburg

Electrophoresis Power Supply

Gibco BRL, Eggenstein

Electrophoresis Power Supply
PowerPac 200

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Eppendorf MiniSpin

Eppendorf AG, Hamburg

Geldokumentations-System Gel Doc
EC mit Sotfware QuantityOne®

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Gelelektrophorese-Apparatur Typ
30015 und 300414

Renner, Dannstadt

Gelkammer Mini-Protean 3

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Gelkammer Criterion

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Heizrihrer

Cenco Instrumente, Breda, Niederlande

Heizwasserbad Julabo MWB

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

iCycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Kolbenhubpipetten Gilson Pipetman
P2, P20, P100, P200, P1000, P5000

Abimed, Langenfeld

Kolbenhubpipette Eppendorf 10pul

Eppendorf AG, Hamburg

Kiihlzentrifuge J2-21, Rotor JA-10

Beckman Instruments GmbH, Miinchen

Labsystems Multiskan Photometer

Labsystems, Helsinki, Finnland

Mikrotiterplatten

Greiner bio-one, Frickenhausen

PCR Uno-Thermoblock

Biometra, Gottingen

PFGE-Gerit GenePath™

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Reinstwasseranlage Easy Pure LF®

Barnstead, Dubuque, USA

Rollinkubator

Schiitt, Gottingen

Scanner Agfa e40 Agfa-Gevaert AG, Leverkusen
Schiittelinkubator Certomat H Braun Biotech
Schiittelinkubator New Brunswick Scientific Co, New Jersey, USA

Schiittelwasserbad GFL 1083

GFL, Burgwedel

Spectrophotometer Novaspec® 11

Pharmacia Biotech, Freiburg

Sterilfilter-Einheit FP30/0,2 CA-S

Schleicher & Schuell, Dassel

Ultraschallprozessor UP 50H

Dr. Hielscher GmbH, Teltow

Ultrazentrifuge L8-55 mit Rotor 60Ti

Beckman Instruments GmbH, Miinchen

Universalwaage

Sartorius, Gottingen
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Fortsetzung Tab. 2.14: Geriite

Geriite Hersteller
UV-Bank Biometra GmbH, Géttingen
Videodokumentationsanlage INTAS, Gottingen
mit Programm WINCAM 2.2 Cybertec, Berlin (liber INTAS)
und Thermoprinter Mitsubishi, Japan
Vortexer VortexGenie 2 Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

2.2 Epidemiologische Methoden

2.2.1 Datenerhebung

Resistenzdaten:

Auf der anisthesiologischen (Al), chirurgischen (CI) und kardiochirurgischen (KI) Intensiv-
station der Universitdtsklinik Bonn wurden im Zeitraum Januar 2002 bis April 2004 nosoko-
miale Ausbriiche multiresistenter K. pneumoniae dokumentiert. Dies erfolgte durch retro-
spektive Analyse der mikrobiologischen Befunde und der zugehdrigen Antibiotika-Testresul-
tate (Antibiogramme).
Nach §23 IfSchG (Infektions-Schutzgesetz) miissen Erreger mit speziellen Resistenzen und
Multiresistenzen, die in der Klinik isoliert werden, durch gesonderte Niederschrift dokumen-
tiert werden. Dadurch war es moglich, alle im Studienzeitraum in den mikrobiologischen Un-
tersuchungen der drei Intensivstationen aufgetretenen K.-pneumoniae-Isolate mit Einfach-
oder Mehrfachresistenz als Datensatz zu erfassen. Ein solcher Datensatz bestand aus folgen-
den Angaben:

- Stammnummer

- Patientenkiirzel

- Station

- Untersuchungsmaterial

- Entnahmedatum

- Antibiogramm
Das Antibiogramm bestand jeweils aus Resistenzdaten gegentiber 16 mittels Agar-Diffusions-
test gepriiften Substanzen: Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansdure, Ampicillin/Sulbactam,
Mezlocillin, Piperacillin, Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Cefotaxim, Ceftriaxon, Cefa-

zolin, Cefoxitin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Tobramycin, Amikacin, Imipenem/Meropenem.
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Die Testresultate dieser Substanzen waren als resistent, intermedidr oder sensibel angegeben.
Anhand der Resistenzmuster, die sich aus den Antibiogrammen ergaben, wurden die Daten-
sdtze zu Gruppen mit gleichem oder @hnlichem Resistenzphdnotyp zusammengefasst. Auf
diese Weise konnte das dominierende Resistenzmuster des Ausbruchsstammes identifiziert

werden.

Patientendaten:

Alle Patienten, deren Befunde ein oder mehrere Isolate des dominierenden Resistenzmusters
aufwiesen, wurden in die weitere Datenerhebung einbezogen.
Aus den medizinischen Akten dieser Patienten wurden fiir jeden Tag ihres Aufenthaltes auf
den Intensivstationen die folgenden Daten erhoben:
- Mikrobiologische Befunde: Material, Ergebnis (K. pneumoniae / andere Spezies / kein
Wachstum)
- Antibiotika-Therapie: Substanz und Dosierung (nur fiir Ausbruch 2)

- Beatmung: maschinell beatmet / spontan atmend (nur fiir Ausbruch 2)

2.2.2 Stuhlproben

Zur Untersuchung einer moglichen intestinalen Kolonisation mit K. pneumoniae wurden im
Zeitraum Dezember 2003 bis Januar 2004 insgesamt 31 Stuhlproben von 12 verschiedenen
Patienten der anésthesiologischen und chirurgischen Intensivstation quantitativ analysiert
(vgl. 2.3.7). Stichprobenartig wurden ebenfalls neun Stuhlproben des Pflegepersonals dieser

Stationen untersucht.
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2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Identifizierung mit Micronaut E

Zur Identifizierung bzw. Reidentifizierung der Isolate wurde das Micronaut-E-System (MER-
LIN DIAGNOSTIKA) verwendet. Dieses Identifizierungssystem fiir Enterobacteriaceae und an-
dere gramnegative, Oxidase-negative Bakterienarten basiert auf 21 unterschiedlichen bioche-
mischen Reaktionen in Mikrotitrationsplatten, deren Nachweis iiber Sdure-Indikatoren, Trii-
bung der Suspension oder chromogene Substrate erfolgt.

Von 18-24 h bebriiteten Ubernachtkulturen auf Mueller Hinton (MH) Agar wurden Einzelko-
lonien in physiologischer Kochsalzlosung (0,9%iger NaCl-Losung) suspendiert. Die optische
Dichte der Suspension wurde photometrisch auf eine ODsgp von 0,12 + 0,02 eingestellt, was
dem MacFarland-Standard 0,5 und somit einer Zelldichte von ca. 1x10° KBE/ml entspricht.
Mit Hilfe einer Mehrkanalpipette wurden jeweils 100 pl der Bakteriensuspension in die Ver-
tiefungen der Micronaut-E-Mikrotitrationsplatten geimpft. Einzelne Kavitdten wurden nach
Angaben des Herstellers mit Paraffin6l {iberschichtet, die Platte anschlieend mit Folie abge-
klebt und 18-24 h bei 37°C bebriitet. Nach der Inkubation wurde einzelnen Vertiefungen nach
Herstellerangabe Indol- bzw. TDA-Reagenz zugefiigt. AnschlieBend wurden die Platten pho-

tometrisch abgelesen, die Auswertung erfolgte {iber die zugehorige Computersoftware MCN.

2.3.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist ein MalB fiir die Empfindlichkeit eines Bakteri-
enstammes gegeniiber einem bestimmten Antibiotikum. Sie ist definiert als die geringste Kon-
zentration eines Antibiotikums, die gerade ausreicht, um unter definierten Bedingungen ein
sichtbares Bakterienwachstum zu verhindern. Die MHK-Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines
standardisierten Mikrodilutionsverfahrens in Mikrotitrationsplatten nach den Empfehlungen
des European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Zur MHK-Bestimmung wurden zum Teil Micronaut-S-Mikrotitrationsplatten (MERLIN DI-
AGNOSTIKA) verwendet. Diese Platten enthalten Antibiotika in dehydratisierter Form, die
durch Zugabe einer Bakteriensuspension wieder rehydratisiert werden konnen. Weitere
Mikrotitrationsplatten zur MHK-Bestimmung wurden durch Eintropfen von jeweils 50 pl der
Antibiotikalosungen hergestellt und bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.

Zur Herstellung des Inokulums wurden Einzelkolonien von 18-24 h bebriiteten Ubernachtkul-
turen (MH-Agar) in physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und wie unter 2.3.1 be-

schrieben auf eine Zelldichte von ca. 1x10® KBE/ml eingestellt. Diese Bakteriensuspension
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wurde anschlieBend in MH-Bouillon auf eine finale Keimzahl von 5x10° KBE/ml verdiinnt.
Mittels einer Mehrkanalpipette wurden jeweils 100 pl der Bakteriensuspension (bzw. 50 pl
einer doppelt konzentrierten Suspension fiir die selbst hergestellten Testplatten) in die Vertie-
fungen der Mikrotitrationsplatten geimpft. Die abgedeckten Mikrotitrationsplatten wurden
anschliefend 18-22 h bei 37°C inkubiert und visuell ausgewertet.

Zur Einordnung der Stimme als resistent, intermedidr oder empfindlich wurden die Grenz-
werte nach DIN 58940 (DEUTSCHES INSTITUT FUR NORMUNG, 2004) bzw. nach EUCAST ver-
wendet. Zur Qualititssicherung wurden bei jeder MHK-Bestimmung der K.-pneumoniae-
Typstamm ATCC 13883, sowie alternierend die Kontrollstimme E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 27853 oder S. aureus ATCC 29213 getestet.

2.3.3 Keimzahlbestimmung

Die Anzahl lebensfahiger Zellen in einer Bakteriensuspension wurde durch eine Verdiin-
nungsreihe in physiologischer Kochsalzlésung ermittelt. Die Verdiinnung erfolgte in Schritten
von jeweils 1:10 je nach der erwarteten Keimzahl iiber mehrere Zehnerpotenzen. Je 50 pl der
geeigneten Verdiinnungsstufen wurden auf MH-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Kolonien ausgezdhlt und unter Beriicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml Bakteriensus-
pension berechnet. Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt bei 20 KBE/ml. Lag die zu
erwartende Keimzahl unter dieser Nachweisgrenze, so wurde 1 ml der unverdiinnten Probe
ausplattiert, wodurch die Nachweisgrenze auf 1 KBE/ml gesenkt werden konnte. Alle Keim-

zahlbestimmungen wurden als Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt.

2.3.4 Wachstumskinetiken zur Bestimmung der Generationszeit

Die Vermehrung von Bakterien erfolgt als exponentielles Wachstum durch bindre Teilung. In
einer statischen Bakterienkultur gliedert sich das Wachstum in mehrere Phasen: Mit dem An-
impfen der Kultur beginnt die Anlaufphase (lag-Phase), in der eine Anpassung an das vorlie-
gende Medium und die Wachstumsbedingungen erfolgt. Das Erreichen der maximalen Tei-
lungsrate kennzeichnet den Beginn der exponentiellen Phase (log-Phase). In dieser Wachs-
tumsphase vermehren sich die Bakterien mit ihrer fiir die vorliegenden Bedingungen charak-
teristischen minimalen Generationszeit. Mit abnehmender Wachstumsrate geht die Kultur in
die stationdre Phase {iber, in der aufgrund von Nihrstoffmangel, hoher Zelldichte und An-
sammlung toxischer Stoffwechselprodukte keine Zunahme der Zellzahl mehr erfolgt. Abhén-
gig von ihrer Empfindlichkeit kdnnen die Zellen lange in dieser Phase bleiben, bevor sich die

Absterbephase anschlieft.
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Die Generationszeit einer Bakterienkultur wird innerhalb der exponentiellen Phase mit Hilfe

einer Wachstumskurve und folgender Formel ermittelt:

Berechnung der Anzahl der Teilungen n:

N =N, x 2"

n: Anzahl der Zellteilungen
IlgN=1g(Nox2")=1gNy+nlg2
n=(gN-1lgNy)/lg2 N: Zellzahl nach n Teilungen zum

Zeitpunkt t

) Ny: Zellzahl zum Zeitpunkt t,
Berechnung der Teilungsrate v:

_ iy — _ ) m: Steigung der Regressionsgeraden im
v=n/(t-t)=(gN-1gNo /lg2 x (t-to) Bereich der log-Phase bei halblogarith-
= vxlg2=(~gN-1gNp)/(t-ty) mischer Auftragung der Wachstumskurve

(IgN-1gNp)/(t-t))=m = v=m/lg2

Berechnung der Generationszeit g:

g=1/v = g=1g2/m

Zur Bestimmung der Generationszeit eines Bakterienstammes wurde eine statische Kultur
unter standardisierten Bedingungen angeimpft. Der Stamm wurde aus Dauerkultur auf MH-
Agar ausgeimpft, {iber Nacht bei 37°C bebriitet, einmal auf MH-Agar passagiert und erneut
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Von dieser Agarplatte wurden Einzelkolonien in physiologi-
scher Kochsalzlosung suspendiert und wie unter 2.3.1 beschrieben auf eine Zelldichte von ca.
1x10® KBE/ml eingestellt. Diese Suspension wurde 1:10.000 in 100 ml MH-Bouillon ver-
diinnt, so dass eine Ausgangskeimzahl von 1x10* KBE/ml vorlag. Die Kultur wurde im
Schiittelinkubator bei 37°C und 120 upm inkubiert. In Abstdnden von 30 min wurden Proben
zur Keimzahlbestimmung entnommen. Die Werte wurden als halblogarithmische Wachs-
tumskurve aufgetragen. Aus einem Bereich der exponentiellen Phase, der mindestens 10 Wer-

te umfasste, wurde die minimale Generationszeit des Stammes berechnet.

2.3.5 Bestimmung der Mutationsfrequenz

Fiir ausgewihlte Staimme wurden die Mutationsfrequenzen fiir Carbapenem-Resistenz vermit-
telnde Mutationen sowie als Kontrolle die Mutationsfrequenzen fiir Rifampicin-Resistenz
vermittelnde Mutationen bestimmt. Hierzu wurden 25 ml einer 16 h-Ubernachtkultur (MH-
Bouillon) des jeweiligen Stammes abgeerntet (10 min, 5.300 upm, 4°C, Rotor 3751), in 4 ml
physiologischer Kochsalzlosung resuspendiert und in Dezimalschritten verdiinnt. Von den
Verdiinnungsstufen 10°-107 wurden jeweils 4x 250 pl auf Imipenem-Agar (MH-Agar
supplementiert mit 4 pg/ml bzw. 8 pg/ml Imipenem) sowie 4x 250 pl auf Rifampicin-Agar
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(MH-Agar supplementiert mit 100 pug/ml bzw. 200 ug/ml Rifampicin) ausplattiert und 48 h
bei 37°C inkubiert. Zusitzlich wurde unter Verwendung der Verdiinnungsstufen 10°-10"°
eine Keimzahlbestimmung auf MH-Agar als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Der Quotient
aus der Anzahl der Rifampicin-resistenten bzw. Imipenem-resistenten Mutanten (Selektiv-
agar) und der Keimzahl der Gesamtpopulation (MH-Agar) ergab die Mutationsfrequenz des
Teststammes. Die Mutationsfrequenz wurde fiir jeden Stamm doppelt bestimmt. Als Kontrol-
le wurden die Mutationsfrequenzen der ATCC-Stimme K. pneumoniae ATCC 13883 und
K. pneumoniae ATCC 27736 bestimmt.

2.3.6 Effluxpumpen-Inhibitionstest

Die Uberexpression von Effluxpumpen wurde mit Hilfe des Effluxpumpen-Inhibitionstests
untersucht (LOMOVSKAYA et al., 2001). Hierzu wurde die MHK verschiedener Antibiotika
jeweils in An- und Abwesenheit des Breitspektrum-Effluxpumpen-Inhibitors MC-207,110
(Phe-Arg-B-Naphthylamid, 20 pg/ml) mit einem Inokulum von 1x10* KBE/ml bestimmt.

2.3.7 Untersuchung von Stuhlproben

2.3.7.1 Probenentnahme

Die in dieser Studie verwendeten Stuhlproben von Patienten der anésthesiologischen und der
chirurgischen Intensivstation wurden freundlicherweise durch das Pflegepersonal der Statio-
nen entnommen und an das Hygiene-Institut geschickt. Dort wurden sie bis zur weiteren Un-
tersuchung fiir maximal 10 Tage bei -20°C eingefroren. Stuhlproben des Pflegepersonals wur-
den auf freiwilliger Basis mit einem anonymisierten Begleitschein an das Hygiene-Institut

iibersandt und dort ebenfalls fiir maximal 10 Tage bei -20°C eingefroren.

2.3.7.2 Aufbereitung und Untersuchung der Stuhlproben

Zur quantitativen Bestimmung des Keimgehaltes der Stuhlproben wurde 0,2-0,3g Stuhlmasse
abgewogen, mit physiologischer Kochsalzlosung im Verhiltnis 1:100 verdiinnt und durch
Schiitteln geldst. Ausgehend von dieser Suspension (Verdiinnungsstufe 107?) wurde eine Ver-

diinnungsreihe hergestellt.

2.3.7.2.1 Bestimmung der Gesamtkeimzahl der Enterobacteriaceae in den Stuhlproben
Je 50 pl der Verdiinnungsstufen 102-10” wurden auf MacConkey-Agar No.3 ausplattiert und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Kolonien ausgezéhlt und die Anzahl
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der koloniebildenden Einheiten (KBE) pro g Stuhlmasse berechnet. MacConkey-Agar No.3
ist ein Selektivmedium zur Isolierung coliformer Bakterienspezies sowie Sa/monella und Shi-
gella. Das Medium hemmt aufgrund seines Gehaltes an Gallensalzen und Kristallviolett das
Wachstum grampositiver Bakterien. Durch die enthaltene Lactose und den pH-Indikator
Neutralrot kdnnen auBBerdem Lactose-Fermenter nachgewiesen werden. Auf diesem Nahrbo-
den bildet K. pneumoniae charakteristische hellviolette, schleimige Kolonien und ist somit

bereits aufgrund der Koloniemorphologie von anderen Enterobacteriaceae unterscheidbar.

2.3.7.2.2 Bestimmung der Keimzahl resistenter K. pneumoniae in den Stuhlproben

Zur Bestimmung der Keimzahl resistenter K. pneumoniae in den Stuhlproben wurde Mac-
Conkey-Selektivagar (supplementiert mit 2 pg/ml Ciprofloxacin und 4 pg/ml Cefotaxim) ge-
nutzt. Je 50 pl der Verdinnungsstufen 102-10” wurden auf diesem Selektivmedium ausplat-
tiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Kolonien wurden ausgezdhlt und die Anzahl der

KBE pro g Stuhlmasse berechnet.

2.3.7.2.3 Anreicherungskulturen

Um auch resistente K. pneumoniae zu isolieren, deren Keimzahl unter der Nachweisgrenze
der Keimzahlbestimmung lag, wurde jeweils 1 ml der Verdiinnungsstufe 107 in ein Rohrchen
mit 9 ml Standard-No.I-Néhrbouillon (supplementiert mit 2 pg/ml Ciprofloxacin und 4 pg/ml
Cefotaxim) pipettiert und iiber Nacht im Schiittler bei 120 upm und 37°C inkubiert. Aus die-
sen Anreicherungskulturen wurde anschlieend eine Verdiinnungsreihe hergestellt und zur
Bestimmung der Keimzahl je 50 pl der Verdiinnungsstufen 10°-107 auf MacConkey-
Selektivagar (2 pg/ml Ciprofloxacin, 4 ng/ml Cefotaxim) ausplattiert.

2.3.7.2.4 Isolierung der Stimme

Die auf den Selektionsplatten gewachsenen K.-pneumoniae-Kolonien wurden gepickt (zwei
reprasentative Isolate pro Stuhlprobe), zur Vereinzelung nochmals auf MacConkey-Selektiv-
agar (2 pg/ml Ciprofloxacin, 4 pg/ml Cefotaxim) ausgestrichen und tliber Nacht bebrtitet. Zur
Reinheitskontrolle wurde diese Kultur auf MH-Agar ausgestrichen, {iber Nacht inkubiert, an-

schlieend in Dauerkultur iberimpft und bei -70°C eingefroren.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Priparation von Membranproteinen der dufleren Membran

Um Porine gelelektrophoretisch nachweisen zu konnen, miissen sie zundchst aufgereinigt

werden. Da es sich um integrale Membranproteine der du3eren Membran gramnegativer Bak-
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terien handelt, werden diese dulleren Membranen wihrend der Pridparation von den Cyto-
plasmamembranen getrennt. Hierzu wurde eine modifizierte Methode nach FILIP et al. (1973)
und TOMAS et al. (1986) eingesetzt.

Eine Ubernachtkultur wurde 1:50 in 500 ml frischem LB-Medium verdiinnt und im Schiittel-
inkubator bis zu einer ODgyo von 0,5-0,6 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen abgeern-
tet (7.000 upm, 5.400 g, 10 min, 4°C, Rotor JA-10), zweimal in je 100 ml eiskaltem 10 mM
Tris-Puffer (pH 7,5) gewaschen, in 10 ml 10 mM Tris-Puffer (pH 7,5) aufgenommen und zur
Erleichterung des Zellaufschlusses iiber Nacht bei -20°C eingefroren.

Zum Zellaufschluss wurden die Proben aufgetaut und nach Zugabe von Lysozym (Endkon-
zentration 200 pg/ml), RNase (Endkonzentration 100 pg/ml) und DNase (Endkonzentration
100 pg/ml) fiir 1 h auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels Ultraschall im Eisbad
aufgeschlossen. Hierzu wurden die Proben fiinfmal fiir je 20 sec mit Ultraschall behandelt und
dazwischen fiir jeweils 30 sec auf Eis abgekiihlt. Durch anschlieende Zentrifugation (5.300
upm, 4°C, 15 min, Rotor 3751) wurden unldsliche Zellbestandteile entfernt. Aus dem Uber-
stand wurde die Membranfraktion durch Ultrazentrifugation (37.000 upm, 100.000 g, 1 h,
4°C) sedimentiert. Das Pellet wurde in 10 ml 10 mM Tris-Puffer (pH 7,5) mit 2% Natrium-
Lauroylsarcosinat resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Das Detergenz bewirkt eine
selektive Solubilisierung der Cytoplasmamembranen, wihrend die dufleren Membranen un-
16slich bleiben und durch erneute Ultrazentrifugation (100.000 g, 1 h, 4°C) sedimentiert wer-
den konnen. Dieser Schritt wurde wiederholt, anschlieBend wurde das Pellet in 250 pl 50 mM
Tris-Puffer (pH 7,5) mit 5 mM MgCl, aufgenommen und bei -20°C eingefroren. Diese Mem-

branpriparation kann nun zur Detektion der Porine mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden.

2.4.2 Praparation von p-Laktamase-Rohextrakten

Zur Priparation eines B-Laktamase-Rohextraktes wurde eine Ubernachtkultur des jeweiligen
Bakterienstammes 1:50 in MH-Bouillon verdiinnt und im Schiittelinkubator bei 37°C und
120 upm inkubiert. Bei Erreichen einer ODgp von 1,0 wurden 80 ml dieser Kultur abgeerntet
(15 min, 5.300 upm, 4°C, Rotor 3751). Das Pellet wurde mit 20 ml eiskaltem Tris-Puffer
(10 mM, pH 7,0) gewaschen, nochmals abzentrifugiert, in 4 ml eiskaltem Tris-Puffer aufge-
nommen und {iber Nacht bei -20°C eingefroren. Das Einfrieren und anschlieBende Auftauen
der Zellen erleichtert den Zellaufschluss.

Die Proben wurden aufgetaut, mit Lysozym versetzt (Endkonzentration 100 pg/ml) und
60 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mittels Ultraschall im Eisbad auf-
geschlossen. Hierzu wurden die Proben sechsmal fiir je 10 sec mit Ultraschall behandelt und

dazwischen fiir jeweils 30 sec auf Eis abgekiihlt. Durch anschlieBende Zentrifugation bei
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26.000 g (18.000 upm, 20 min, 4°C, Rotor 3042) wurden die Zelltriimmer sedimentiert. Der
klare Uberstand stellte den B-Laktamase-Rohextrakt dar und konnte ohne Aktivititsverlust bei

-20°C gelagert werden.

2.4.3 Photometrische Bestimmung der spezifischen f-Laktamase-Aktivitat

Die Aktivitét der f-Laktamasen im Enzymrohextrakt (vgl. 2.4.2) wurde spektralphotometrisch
nach der Methode von O'CALLAGHAN et al. (1968) bestimmt. Als Substrat fiir die p-Lakta-
masen wurde Nitrocefin verwendet, ein chromogenes Cephalosporin, dessen Farbe bei Hydro-
lyse des pB-Laktamringes durch B-Laktamasen von gelb nach rot umschldgt. Dieser Farbum-
schlag ist durch eine Extinktionszunahme bei 485 nm photometrisch messbar und kann zur -
Laktamase-Aktivitdt in Beziehung gesetzt werden. Der nachfolgende Versuchsansatz wurde

im Spektralphotometer iiber 3 min gegen Sorensen-Puffer gemessen:

0,1M Sorensenpuffer 900ul
ImM Nitrocefin-Stammldsung 50ul
B-Laktamase-Rohextrakt in geeigneter Verdiinnung 50ul

Die B-Laktamase-Aktivitdt l4sst sich aus den gemessenen Absorptionsdnderungen pro Zeit-

einheit mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes bestimmen:

E = Extinktion

€ = molarer Extinktionskoeffizient des eingesetzten Substrates [1
E=¢xcd x mmol™ x cm™]

¢ = Konzentration des eingesetzten Substrates [mmol x 1]

d = Schichtdicke der Kiivette [cm]

Die Umsatzgeschwindigkeit v eines Enzyms ist definiert als die Anderung der Substratkon-

zentration Ac pro Zeiteinheit At:

v=Ac/At [pmol x mlI" x min]

Durch Kombination dieser Gleichung mit dem Lambert-Beerschen Gesetz ergibt sich fiir die

enzymatische Umsatzgeschwindigkeit der -Laktamasen die folgende Formel:

v=AE/ (e x dx At) [umol x ml" x min™']

Die Umsatzgeschwindigkeit v eines Enzyms ist gleich der Aktivitdt U (U = Unit; 1 U stellt

die Menge Enzym dar, die 1 pmol Substrat in 1 min umsetzt).
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Um die Enzymaktivititen verschiedener Proben miteinander vergleichen zu konnen, wurde
die spezifische B-Laktamase-Aktivitdt berechnet. Hierzu wurde die Umsatzgeschwindigkeit v

auf den Proteingehalt C, [mg/ml] der Probe bezogen:

Spez. Aktivitit=v/C, [umol x min™ x mg"'] = [Ux mg™]

2.4.4 Proteinbestimmung nach LOWRY

Die Proteinbestimmung nach LOWRY et al. (1951) beruht auf der Eigenschaft von Kupfer-II-
Ionen, in alkalischer wissriger Losung mit den Peptidbindungen und Tyrosinresten von Pro-
teinen rotviolette Komplexsalze zu bilden. Zusétzlich wird durch bestimmte Aminosduren der
Proteine (hauptséchlich Tyrosin und Tryptophan, in geringerem Mafle auch Cystein, Cystin
und Histidin) Phosphomolybdat und Phosphowolframat aus dem Folin-Ciocalteau-Reagenz
reduziert, was zu einer tiefblauen Fiarbung der Losung fiihrt.

Zur Proteinbestimmung wurden 100 pl der in 0,1 M Sorensen-Puffer geeignet verdiinnten
Proteinlosung mit 1 ml alkalischem Kupferreagenz vermischt und 10 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz (frisch 1:3 mit
A.demin. verdiinnt) zugegeben, der Ansatz sofort griindlich gemischt und 20 min bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurde die Extinktion der Probe photometrisch
bei 578 nm gegen einen Leerwert gemessen. Mit BSA-Losungen bekannten Proteingehaltes
(0-240 pg/ml) wurde eine Eichreihe aufgenommen, anhand derer die Proteinmenge der Pro-
ben ermittelt werden konnte. Alle Proteinbestimmungen wurden als Dreifachbestimmung

durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

2.4.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

2.4.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels Elektrophorese konnen geladene Makromolekiile aufgrund ihrer Wanderungsge-
schwindigkeit im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer elektrophoretischen Beweg-
lichkeit, die von GroBe und spezifischer Ladung eines Proteins abhingt.

Das Triagermaterial Polyacrylamid wird durch radikalische Copolymerisation von Acrylamid
(AA) und dem Vernetzer N,N -Methylenbisacrylamid (Bis) hergestellt. Als Polymerisations-
starter dient Ammoniumpersulfat (APS), als Katalysator der Reaktion N,N,N’,N’-Tetra-
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methylethylendiamin (TEMED). Es entsteht ein dreidimensionales, durch Bisacrylamid quer-
vernetztes Molekiilgeriist, dessen Poreng6fe iiber die Acrylamid-Konzentration variiert wer-

den kann. Das AA:Bis-Verhéltnis wird konstant gehalten.

In dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach LAEMMLI (1970) mit einem
SDS-haltigen Tris-Chlorid/Tris-Glycin-Puffersystem eingesetzt. Bei einer diskontinuierlichen
PAGE werden ein engporiges Trenngel und ein dariiber gegossenes weitporiges Sammelgel
mit verschiedenen Puffersystemen verwendet, wodurch eine zusétzliche Fokussierung der
Proteinbanden und somit eine verbesserte Trennleistung erreicht wird. Das Trenngel enthélt
0,375 mol/l Tris-HCI (pH 8,8), das Sammelgel 0,125 mol/l Tris-HCI (pH 6,8). Der pH-Wert
des Sammelgels liegt nahe am isoelektrischen Punkt des Glycins im Elektrophoresepuffer, so
dass das Glycin zu Beginn der Trennung eine sehr geringe elektrophoretische Mobilitét be-
sitzt (Folge-Ionen), wihrend die Chlorid-Ionen eine sehr hohe Mobilitét besitzen (Leit-Ionen).
Zwischen Leit- und Folge-lonen entsteht wéhrend der Elektrophorese ein Feldstirkegradient,
worin die Protein-Ionen einen "Stapel" in der Reihenfolge ihrer Mobilitéit bilden. Diese Auf-
konzentrierung der Proteine wird durch einen erhdhten Reibungswiderstand am Ubergang in
das Trenngel noch verstérkt. Im Trenngel 10st sich die konzentrierte Proteinbande auf und die
Proteine werden nach ihrer Molekiilgroe und Ladung aufgetrennt.

Durch den Einsatz des anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) erreicht man eine
Auftrennung der Proteine ausschlieflich nach ihrer Molekiilgroe. Die Proteinproben werden
durch Aufkochen in SDS-Probenpuffer hitzedenaturiert. Dabei lagert sich das SDS in einem
bestimmten Verhéltnis an die gestreckten Aminosdure-Ketten und tiberdeckt die Eigenladung
der Proteine. So entstehen anionische Micellen mit konstanter negativer Nettoladung pro
Masseneinheit, die im elektrischen Feld zur Anode wandern. Auf diese Weise erhilt man bei
einer SDS-PAGE mit 0,1% SDS iiber bestimmte Bereiche eine lineare Beziehung zwischen
dem Logarithmus des Molekulargewichtes und der Wanderungsstrecke der SDS-Polypeptid-
Micellen. Mit Hilfe von Standards lisst sich das Molekulargewicht der Proteine bestimmen.
Die in dieser Arbeit eingesetzte SDS-PAGE bestand aus einem 4%igen Sammelgel und einem
11%igen Trenngel (Tabelle 2.15). Acrylamid und Bisacrylamid wurden als Stammldsung mit
einem Mischungsverhiltnis von 37,5:1 (30% AA /0,8% Bis) verwendet.
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Tab. 2.15: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

A: Trenngel (11% AA, 0,3% Bis) B: Sammelgel (4% AA, 0,01% Bis)
Komponente Volumen Komponente Volumen
Acrylamid/Bisacrylamid | 3,767 ml Acrylamid/Bisacrylamid | 0,685 ml
1,5 M TrisHCI; pH 8,8 2,5ml 0,5 M TrisHCI; pH 6,8 1,25 ml
H,O 3,633 ml H,O 3,015 ml
10% SDS 100 pl 10% SDS 50 pl
10% APS 50 ul 10% APS 25 pul
TEMED 10 pl TEMED Sul

Zur Auftrennung isolierter Porin-Proteine wurden die Proben aufgetaut, mit 2x Laemmli-
SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min im Wasserbad aufgekocht. Bei der Herstellung von -
Laktamase-Gelen wurde ein Probenpuffer ohne denaturierendes -Mercaptoethanol verwen-
det und auf das Aufkochen der Proben verzichtet, um eine spétere Renaturierung der -Lakta-
masen fiir die Aktivitatsfirbung mit Nitrocefin zu ermdglichen. Die SDS-PAGE erfolgte in
einer vertikalen Gelapparatur (Mini-Protean 3, BI0-RAD) bei einer Spannung von 90-120 V
fiir 120-140 min. Die gesamte Gelkammer wurde auf 4°C gekiihlt, um die Proteine vor Er-
wirmung zu schiitzen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit Coomassie (vgl. 2.4.5.3)
bzw. die B-Laktamase-Gele mit Nitrocefin (vgl. 2.4.5.4) gefirbt und durch Einscannen doku-

mentiert.

2.4.5.2 Analytische isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist ein elektrophoretisches Verfahren zur Bestimmung
des isoelektrischen Punktes (pl) von Proteinen. Die Proteine wandern im elektrischen Feld
entlang eines pH-Gradienten, bis sie an den pH-Wert gelangen, an dem ihre Nettoladung
gleich Null ist. Dies ist der isoelektrische Punkt der jeweiligen Proteine, an dem sie "fokus-
siert" werden und stationdr im Gel verbleiben.

Die analytische isoelektrische Fokussierung wird meist in groBBporigen Polyacrylamidgelen
durchgefiihrt. Der pH-Gradient kann entweder durch freie Trdgerampholyte oder durch im-
mobilisierte, kovalent mit dem Gel vernetzte Gruppen gebildet werden. Freie Tragerampholy-
te, wie sie hier verwendet wurden, sind heterogene Gemische aus verschiedenen niedermole-
kularen aliphatischen Oligoamino-Oligocarbonsduren, die sich in ihren isoelektrischen Punk-
ten unterscheiden. Wihrend der Elektrophorese bilden sie unter Einfluss des elektrischen Fel-
des einen kontinuierlichen pH-Gradienten im Gel aus, worin sich die Probenproteine nach
ihrem pl anordnen. Zur Bestimmung der isoelektrischen Punkte werden Markerproteine mit

bekanntem pl auf das Gel aufgetragen.
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In dieser Arbeit wurden nicht-denaturierende 3%ige Polyacrylamid-Gele mit 2% Ampholyten
und einem pH-Bereich von pH 3-10 verwendet (Criterion-Fertig-Gele, Bio-RAD). Die Proben
wurden in 10 mM Tris-Puffer (pH 7,0) aufgenommen, da ein hoherer Salzgehalt die IEF stort.
Um prézipitierte Proteine zu entfernen, wurden sie nach dem Auftauen zunéchst abzentrifu-
giert (18.000 upm, 20 min, 4°C, Rotor 3042). Der Uberstand wurde mit 30% Glycerin ver-
setzt und auf das IEF-Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fiir 2,5 h mit einer schritt-

weisen Erhohung der angelegten Spannung:

100V 60 min
250V 60 min
500 V 30 min

Die IEF wurde in einer vertikalen Gelkammer (Criterion-Kammer, B10-RAD) durchgefiihrt.
Wihrend der Fokussierung wurde die gesamte Kammer auf 4°C gekiihlt, um die Proteine vor
Erwarmung zu schiitzen. Nach der Elektrophorese wurden die IEF-Gele zur Detektion der 3-

Laktamasen mit Nitrocefin gefarbt und durch Einscannen dokumentiert.

2.4.5.3 Coomassie-Fiarbung von Proteingelen

Bei der Coomassie-Farbung handelt es sich um eine Gesamtproteinfairbung, da der Triphenyl-
methanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau unspezifisch an fast alle Proteine bindet. Zur Far-
bung wurden die Gele 15 min in der Coomassie-Firbelosung geschwenkt. AnschlieBend wur-

den sie 30-60 min in frischer Coomassie-Entfarbeldsung entférbt.

2.4.5.4 Nitrocefin-Firbung von B-Laktamase-Gelen

Bei der Aktivitdtsfarbung mit Nitrocefin werden nach der Elektrophorese eines Gesamtpro-
teinextraktes selektiv die B-Laktamasen im Gel angefarbt. Nitrocefin ist ein chromogenes
Cephalosporin, dessen Farbe bei Hydrolyse des pB-Laktam-Ringes durch pB-Laktamasen von
gelb nach rot umschligt.

Die SDS-Polyacrylamid-Gele wurden vor der Fiarbung 1 h in eiskalter 2,5%iger Triton-X-
100-Losung geschiittelt. Dieses Detergenz 16st das SDS von den Proteinen, so dass unemp-
findlichere Proteine wie B-Laktamasen renaturieren konnen. Bei der Farbung von IEF-Gelen
entfiel dieser Schritt, da die IEF unter nativen Bedingungen durchgefiihrt wird.

Zur Nitrocefin-Farbung wurde das Gel auf eine Folie gelegt und mit 1 mM Nitrocefin-Losung
iiberschichtet, bis die f-Laktamasen als rot gefiarbte Banden sichtbar wurden. Das gefarbte

Gel wurde durch Einscannen dokumentiert.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Priparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgte mittels alkalischer Lyse. Bei einem stark alkali-
schen pH-Wert wird die genomische DNA vollstindig denaturiert. In der Plasmid-DNA, die
eine Uberspiralisierte Konformation besitzt, werden nur die Wasserstoffbriicken zwischen den
Basen aufgebrochen. Die komplementiren DNA-Einzelstringe der Plasmide bleiben in rdum-
licher Ndhe zueinander und konnen bei der anschliefenden Neutralisation korrekt renaturie-
ren. Die genomische DNA dagegen kann nicht wieder komplementér hybridisieren, fillt aus

und kann abzentrifugiert werden.

2.5.1.1 Plasmid-Priparation nach MANIATIS

Die Schnellpriparation von Plasmiden nach MANIATIS et al. (1989) wurde zur Gewinnung
von Plasmid-DNA als Template fiir PCR-Reaktionen eingesetzt. 1,5 ml einer Ubernachtkultur
des jeweiligen Bakterienstammes wurden abgeerntet (1 min, 13.400 upm, RT), durch Re-
suspendieren in 1 ml STE-Puffer und erneute Zentrifugation gewaschen und nachfolgend in
100 pl Puffer P1 mit RNaseA (100 pg/ml) aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte durch
Zugabe von 150 pl Lysispuffer P2 und 5 min Inkubation bei RT. Durch Zugabe von 150 pl
Neutralisationspuffer P3 und 15 min Inkubation auf Eis wurden genomische DNA und Zell-
trimmer ausgefallt und anschlieBend abzentrifugiert (15 min, 15.000 upm, 4°C, Rotor 3743).
Zur Extraktion der Proteine wurde der Uberstand mit 1 Vol. Phenol/Chloroform (1:1) ver-
setzt, geschiittelt, abzentrifugiert (5 min, 13.400 upm, RT) und der Uberstand in ein frisches
ReaktionsgefiB {iberfiihrt. Dieser Schritt wurde bis zum Erhalt eines klaren Uberstandes wie-
derholt. AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 2 Vol. 100% Ethanol ausgefillt,
5 min bei RT inkubiert und abzentrifugiert (25 min, 13.000 upm, 4°C, Rotor 3743). Das Pellet
wurde mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (20 min, 13.000 upm, 4°C, Ro-
tor 3743), bei 37°C getrocknet, in 50 ul EB-Puffer aufgenommen und bei -20°C eingefroren.

2.5.1.2 Kalium-Acetat-Plasmidpriparation nach TIETZE

Die Kalium-Acetat-Plasmidpriparation nach TIETZE (Robert-Koch-Institut Wernigerode,
miindl. Mitteilung) stellt eine Modifikation der Methode nach MANIATIS (1989) dar. Sie wur-
de eingesetzt, um grof3e Plasmide zu priaparieren und mittels Agarose-Gelelektrophorese auf-
zutrennen.

3 ml einer Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstammes in LB-Medium wurden ab-

zentrifugiert (5 min, 5.000 upm, RT), durch Resuspendieren in 1 ml STE-Puffer und erneute
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Zentrifugation gewaschen, in 100 pl eiskaltem Publ-Puffer mit RNaseA (100 pg/ml) re-
suspendiert und auf Eis gelagert. Durch Zugabe von 200 pl eiskaltem Pub2-Puffer wurden die
Zellen lysiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde 150 pl eiskalter Pub3-Neutralisations-
puffer zugegeben, kurz geschwenkt und 20 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die
festen Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 15.000 upm, 4°C, Rotor 3743). Zur Extraktion der
Proteine wurde der Uberstand mit 1 Vol. Phenol/Chloroform (1:1) versetzt, geschiittelt, kurz
auf Eis inkubiert, abzentrifugiert (5 min, 13.400 upm, RT) und der Uberstand in ein frisches
ReaktionsgefiB {iberfiihrt. Dieser Schritt wurde bis zum Erhalt eines klaren Uberstandes wie-
derholt und zum Teil in PhaseLockGel"-ReaktionsgefiBien (Eppendorf) durchgefiihrt. An-
schlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 2 Vol. 100% Ethanol ausgefillt, 5 min bei RT
inkubiert und abzentrifugiert (25 min, 15.000 upm, 4°C, Rotor 3743). Das Pellet wurde mit
1 ml 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min, 15.000 upm, 4°C, Rotor 3743),
bei 37°C getrocknet, in 10-20 ul EB-Puffer aufgenommen und iiber Nacht bei 4°C gelagert.

Am néchsten Tag wurde die gesamte Probe mit 5 pl Ladepuffer versetzt und auf ein 0,7%iges
Agarose-Gel in 0,7x TBE-Puffer in einer groen Horizontalgelkammer aufgetragen. Dem
Agarose-Gel wurde kein Ethidiumbromid zugesetzt, da grole Plasmide durch Interkalation
dieses Farbstoffes wihrend der Elektrophorese zerstdrt werden. Die Gelelektrophorese wurde
fiir 3,5-4 h bei 100 V und 4°C in 0,7x TBE-Puffer durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel
15 min in einem Firbebad (2 pg/ml Ethidiumbromid in A.demin.) gefirbt, 30 min in
A.demin. entfdrbt und unter UV-Licht-Bestrahlung mit einer Videoanlage dokumentiert. Zur
GroBenabschéitzung wurden die Referenzplasmide der Staimme E. coli R27 und E. coli V517

sowie der Grofenstandard Bac-Tracker (Epicentre) auf das Gel aufgetragen.

2.5.2 Extraktion von genomischer DNA (DNeasy Tissue Kit"™)

Eine 2 ml-Ubernachtkultur des jeweiligen Stammes in LB-Medium wurde abgeerntet (10 min,
7.500 upm, RT) und in 180 pl ATL-Puffer resuspendiert. Die Deproteinisierung der Probe
erfolgte durch Zugabe von 20 pul ProteinaseK und 2h Inkubation bei 55°C. Anschlieend wur-
de die Probe 15 sec gevortext, mit 200 ul AL-Puffer versetzt, erneut gevortext und 10 min bei
70°C inkubiert. Nach der Zugabe von 200 pl 100% Ethanol wurde die Probe in ein DNeasy-
Sdulchen iiberfiihrt und die genomische DNA durch Zentrifugation (1 min, 8.000 upm, RT)
auf das Sdulchen gebunden. Daraufthin wurde das Sdulchen zunichst mit 500 pl AW 1-Puffer
(Zentrifugation 1 min, 8000 upm, RT), danach mit 500 ul AW2-Puffer (Zentrifugation 3 min,
13.400 upm, RT) gewaschen und getrocknet. AbschlieBend wurde die genomische DNA mit
200 pl AE-Puffer in ein Reaktionsgefdl} eluiert (Zentrifugation 1 min, 8000 upm, RT) und bei
4°C gelagert. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten in der MiniSpin-Zentrifuge.
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2.5.3 Aufkoch-Priparation von Gesamt-DNA

Zur Gewinnung von Template-DNA fiir die PCR wurden 3-5 Kolonien einer frischen Uber-
nachtkultur auf LB-Agar in 100 pl HPLC-Wasser in einem PCR-Reaktionsgefdl3 resuspen-
diert und 10 min bei 99°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelltriimmer abzentrifugiert
(10 min, 13.4000 upm, RT, MiniSpin-Zentrifuge) und der Uberstand bei -20°C eingefroren.
Die im Uberstand geldste Bakterien-DNA diente als Matrize fiir die PCR-Reaktionen.

2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der gezielten in vitro-Amplifikation eines be-
stimmten DNA-Abschnittes zwischen zwei flankierenden DNA-Regionen bekannter Sequenz
(SAIKI et al., 1985). Bei diesem zyklischen Verfahren wird die Anzahl der DNA-Fragmente in
jedem Zyklus verdoppelt und steigt somit exponentiell an. Fiir die Reaktion werden eine
DNA-Matrize (Template), zwei verschiedene Oligonukleotid-Primer, deren Sequenz kom-
plementér zu den beiden flankierenden Sequenzen des DNA-Abschnittes ist, Didesoxynukleo-
tide (ANTPs) und eine hitzestabile DNA-Polymerase benétigt.

Eine Standard-PCR besteht aus fiinf Schritten:

1. Initialer Denaturierungsschritt: Die DNA-Matrize wird vollstindig denaturiert und liegt

dann als einzelstringige DNA vor (95°C, 3-4 min).
2. Denaturierung: Doppelstringige Matrizen-Molekiile sowie Matrizen-Primer-Hybride wer-
den gespalten (94°C, 30-60 sec).

3. Primer-Anlagerung (Annealing): Bei einer bestimmten Annealing-Temperatur binden die

Primer gegenldufig komplementir an die einzelstringige DNA-Matrize und stellen das
freie 3'-OH-Ende zur Verfiigung, das die DNA-Polymerase zur Strangverldngerung bend-
tigt. Die Annealing-Temperatur errechnet sich aus den Schmelztemperaturen der eingesetz-
ten Primer und liegt in der Regel 0-5°C unter der errechneten Schmelztemperatur (Dauer
30-60 sec).

4. Synthesephase (Elongation): Hier erfolgt die Synthese des DNA-Bereiches zwischen den

Primern durch die DNA-Polymerase. Die Dauer errechnet sich aus der Lange der zu ampli-
fizierenden DNA, unter der Annahme, dass 1 kb/min synthetisiert wird. Die Temperatur ist
abhéngig von der verwendeten DNA-Polymerase.

5. Finale Flongation: Bereits begonnene unvollstindige Amplifikationen werden in dieser

Phase durch die DNA-Polymerase fertiggestellt (10 min, Temperatur wie in Phase 4).
Die Schritte 2-4 werden 35x wiederholt.
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Die Schmelztemperatur der Primer berechnet sich nach folgender Formel:

Tu[°C] = 2(Z dATP + = dTTP) + 4(Z dCTP + £ dGTP)

In dieser Arbeit wurde die PCR zum Nachweis erworbener Resistenzdeterminanten sowie zur
Amplifikation chromosomaler Gene zwecks nachfolgender Sequenzierung eingesetzt. Als
Matrizen-DNA wurde mittels Aufkochpriparation gewonnene Gesamt-DNA (vgl. 2.5.3) so-
wie praparierte genomische DNA (vgl. 2.5.2) oder Plasmid-DNA (vgl. 2.5.1) eingesetzt. Die
Sequenzen der verwendeten Primer sind der Tabelle 2.13 zu entnehmen. Die Zusammenset-
zung der PCR-Ansétze sowie die Laufbedingungen sind in Tabelle 2.16 aufgefiihrt. Die Tem-
peratur in der Synthese-Phase betrug fiir die REDTag-DNA-Polymerase 72°C sowie fiir die
Master-Taq-DNA-Polymerase 74°C.

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert
(vgl. 2.5.5). Sollte die DNA zur Sequenzierung weiterverwendet werden, so wurde sie mit

Hilfe des MinElute PCR Purification Kit™ (QIAGEN, Hilden) gereinigt (vgl. 2.5.6)

Tab. 2.16: Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansiitze

= = = g ml
S S e - O =
Zielstruk £ g g w3 % )
felstruktur Primer = , = E Eﬁ = 3 .":‘ ]
der PCR L g = 5 £ |F 8 g = g
= 2 2R =& |§a = R =
%5 | E5s | 25|58 = £3 | §
S | A | B¢ (<& & Cff-> =
ompK35 OmpK35-F, OmpK35-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 58 1,5 min 1194 R, M
ompK36 OmpK36-F, OmpK36-R 1,5mM | 02puM | 50uM | 56 | 1,5min | 1206 | R,M
ompK36 OmpK36-F, L1730 ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 58 1,5 min 1236 R,M
acrR AcrR-F, AcrR-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 58 1 min 654 M
blagy SHV-1, SHV-2 1,5mM | 02pM | 50 uM | 57 | 1min 862 R, M
blasyy NI-1, NI-2 1,5mM | 02pM | 50uM | 59 | 1min 1016 | R,M
blarem OT-3, OT-4 1,5mM | 02pM | 50 uM | 50 | 1min 858 R, M
blarem TEM-T1, TEM-T3 1,5mM | 02pM | 50uM | 50 | 1min 1082 | R M
blacryu CTX-MA, CTX-MB 1,5mM | 02puM | 50uM | 54 | 1min 550 R,M
blacrxa.a CTXM-2-F, CTXM-2-R 1,5mM | 02pM | 50 uM | 54 | 1min 884
blacrxm ALA2, P2D 1,5mM | 02pM | 50uM | 56 | 1min 941 R
Gruppe 1
blacrsn CTXM-CI, CTXM-C2 1,5mM | 02 puM | 50uM | 56 | 1 min 906 R
Gruppe 9
blacrx CTXM-2for, CTXM-2rev | 1,5mM | 02 puM | 50 uM | 52 | 1min 552 M
Gruppe 2
blacrsn CTXM-1for, CTXM-1rev 1,5mM | 02puM | 50 uM | 52 | 1min 415 M
Gruppe 1
blacrx CTXM-9for, CTXM-9rev | 1,5mM | 02 M | 50 uM | 52 | 1min 205 M
Gruppe 9
blactxs CTXM-8for, CTXM-25rev | 1,5mM | 02 uM | 50 uM | 52 | 1 min 677 M
blactxmasne | CTXM-25for, CTXM-25rev | 1,LSmM | 0,2 uM | 50 uM | 52 1 min 327 M
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Fortsetzung Tab. 2.16: Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansiitze
o '
i < < < n 2 A

Primer S LE | L EEE | fE ) L

g 8 g8 | =28 |83 £ S E g,

s | E2 | EE2 |55 B | EF | 8

=2 | £ | B2 |2&| & | BE | 4
ampC AmpC-P1, AmpC-P4 ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 58 1 min 748 R
blacyy-2 AmpC-C1, AmpC-C2 ILSmM | 02uM | 50uM | 50 1 min 1125 R,M
blanp IMP S, IMP AS ILSmM | 02uM | 50 uM | 50 1 min 446 M
blayim VIM S, VIM AS LSmM | 0,2uM | 50 uM | 60 1 min 391 M
OXA-Gr. I OXA-IA, OXA-IB 1LSmM | 02uM | 50 uM | 54 1 min 276 M
OXA-Gr. I |OXA-2f, OXA-2r LLSmM | 02uM | 50 uM | 57 1 min 478 M
OXA-Gr. Il |OXA-F, OXA-R ILSmM | 02uM | 50 uM | 50 1 min 427 M
gyrd GyrA 5-1, GyrA 3-1 ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 55 1 min 524 R, M
parC ParC S, ParC U ILSmM | 02uM | 50 uM | 55 1 min 236 R,M
intll intl-F, int]1-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 55 1 min 280 R
Klasse-I- = 15105 3109 1,5mM | 02uM | 50 uM | 55 | 1-2min | variabel | R, M
Integron
is1 IS1-F, IS1-R LLSmM | 02uM | 50 uM | 55 1 min 268 M
isl-ompK36 |IS1-F2,L1730 ISmM | 02puM | 50 uM | 55 I min | variabel M
aph(3')-Ia aph(3)-Ia-F, aph(3)-Ia-R LLSmM | 0,2uM | 50 uM | 58 1 min 489 R, M
aac(3)-Ia aac(3)-Ia-F, aac(3)-Ia-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 54 1 min 158 R
aac(3)-1lc aac(3)-1lc-F, aac(3)-Ilc-R LSmM | 0,2puM | 50 uM | 55 1 min 237 R,M
aac(3)-1Va aac(3)-IVa-F, aac(3)-IVa-R | 1,5mM | 0,2 uM | 50 uM | 54 1 min 286 R
aac(6')-Ib aac(6')-Ib-F, aac(6")-Ib-R ILSmM | 0,2uM | 50uM | 50 1 min 395 R,M
ant(2")-Ia ant(2")-Ia-F, ant(2")-Ia-R LSmM | 0,2uM | 50 uM | 52 1 min 446 R
ant(4')-1la ant(4')-I1a-F, ant(4')-1Ia-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 52 1 min 567 R
aac(6')-11 aac(6')-11-F, aac(6")-II-R ILSmM | 02uM | 50 uM | 54 1 min 375 R
ant(3")-la ant(3)la-F, ant(3)la-B LSmM | 0,2puM | 50 uM | 60 1 min 525 R,M
strAd strA-F, strA-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 48 1 min 650 R
strB strB-F, strB-R LSmM | 0,2uM | 50 uM | 48 1 min 509 R
strA-strB strA-F, strB-R ILSmM | 0,2uM | 50 uM | 48 1 min ca. 1200 | R, M
sull sull-F, sull-B LSmM | 0,2uM | 50 uM | 64 1 min 436 R
sulll sulll-F, sulll-R LLSmM | 02uM | 50 uM | 60 1 min 700 R
tet(A) tet(A)-F, tet(A)-R 3mM |0,25uM| 100 uM | 55 1 min 210 R
tet(B) tet(B)-F, tet(B)-R 4mM |025uM| 100 uM | 59 1 min 659 R
tet(C) tet(C)-F, tet(C)-R 4mM (025uM | 100 uM | 55 1 min 418 R
tet(D) tet(D)-F, tet(D)-R 4mM |025uM| 100 uM | 55 1 min 787 R
tet(E) tet(E)-F, tet(E)-R 3mM |0,25uM| 100 uM | 55 1 min 278 R
tet(G) tet(G)-F, tet(G)-R 3mM [0,25uM | 100 uM | 55 1 min 468 R
catl catl-F, catl-R I,SmM | 02uM | 50 uM | 50 1 min 585 R, M
catll catll-F, catll-R LSmM | 0,2uM | 50 uM | 50 1 min 495 R
catlll catlll-F, catlll-R L5SmM | 0,2uM | 50 uM | 50 1 min 508 R
catB catB-FA, catB-RC LSmM | 0,2uM | 50 uM | 48 1 min 280 R
cmlA cml-F, cml-R 2mM | 0,5uM [ 250 uM | 58 1 min 698 R,M
flo flo-F, flo-R 2mM | 0,2uM | 100 uM | 57 1 min 399 R
qnrB qnr-F, qnr-R ILSmM | 02uM | 50 uM | 50 1 min 660 R

R: REDTaq DNA-Polymerase, M: Master-Taq DNA-Polymerase
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2.5.4.1 Screening nach erworbenen Resistenzmechanismen

Zum Nachweis einer grolen Anzahl relevanter erworbener Resistenzgene wurden PCR-
Screenings durchgefiihrt. Eine genaue Identifizierung der detektierten Gene erfolgte durch die
Sequenzierung des Amplikons. Das Screening umfasste die folgenden Resistenzdeterminan-
ten:

B-Laktamasen:

blasyvy, blatem, blactxm-2, blactxms, blactx-masne, Gene fir die CTX-M-Gruppen 1, 2, 9,
AmpC-B-Laktamasen, Gene fiir die OXA-Gruppen 1, 11, II1, blapnp, blaviv
Aminoglykosid-modifizierende Enzyme:

Acetyltransferasen: aac(3)-1a, aac(3)-1lc, aac(3)-1Va, aac(6')-1b, aac(6')-11
Nukleotidyltransferasen: ant(2")-1a, ant(4')-Ila, ant(3")-1a

Phosphorylasen: aph(3')-1a, aph(3")-I (strA), aph(6)-I (strB)

Tetracyclin-Resistenzgene:
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)
Chloramphenicol-Resistengene:

catl, catll, catlll, catB, cmlA, flo

Sonstige Resistenzdeterminanten:

sull, sulll (Sulfonamid-Resistenz), gnrB (Chinolon-Resistenz)

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

Zum Nachweis von Integrons, die erworbene Resistenzgene beherbergen konnen, wurde ein
PCR-Screening fiir int/] und intl2 durchgefiihrt. Diese Gene kodieren fiir die Integrasen der

Klasse-1- und Klasse-2-Integrons.

2.5.4.3 Nachweis von durch Mutation erworbenen Resistenzmechanismen

Um Resistenzmechanismen zu untersuchen, die auf Mutationen in chromosomalen Genen
beruhen, wurden die entsprechenden Loki ausgewihlter Stimme mittels PCR amplifiziert und

sequenziert.

2.5.4.3.1 Modifikationen der TyplI-Topoisomerasen

Die Hauptursache fiir Chinolonresistenz bei K. pneumoniae sind bestimmte Mutationen in den
Genen gyrA und parC, die fiir Untereinheiten der Typll-Topoisomerasen DNA-Gyrase und
Topoisomerase IV kodieren. Daher wurde die Chinolon-Resistenz vermittelnde Region

(QRDR) der Gene gyr4 und parC fiir alle ausgewihlten Stimme sequenziert.
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2.5.4.3.2 Modifikationen der Porine
Der Verlust der Porine OmpK35 und OmpK36 trigt bei K. pneumoniae zu einer Erh6hung
des durch weitere Resistenzmechanismen vermittelten Resistenzniveaus bei. Daher wurden

die Gene ompK35 und ompK36 bei allen untersuchten Klonen sequenziert.

2.5.4.3.3 Uberexpression von Effluxpumpen
Die hiufigste Ursache fiir erhdhten Efflux bei K. pneumoniae ist eine Uberexpression des
Effluxsystems AcrAB-TolC. Daher wurde fiir alle untersuchten Klone das fiir den Regulator

dieses Effluxsystems kodierende Gen acrR sequenziert.

2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente unterschiedlicher Grofe
aufgetrennt werden. Im elektrischen Feld wandern die aufgrund ihrer Phosphatgruppen nega-
tiv geladenen DNA-Molekiile zur Anode. Bei der Wanderung durch die Poren des Agarose-
Gels werden groflere Fragmente stirker behindert als kleinere. Die Wanderungsgeschwindig-
keit der DNA-Molekiile im Gel ist abhéngig von der Stirke des angelegten elektrischen Fel-
des, von der Agarosekonzentration (welche die PorengroB3e bestimmt), von der lonenstirke
und dem pH-Wert des Elektrophoresepuffers sowie von der Konformation der DNA. Zwi-
schen Wanderungsstrecke und Linge eines bestimmten DNA-Molekiils besteht ein nicht-
linearer Zusammenhang.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in Horizontalapparaturen bei konstanter Spannung von
80-100 V in TAE-Laufpuffer durchgefiihrt. Je nach erwarteter Fragmentgrofle wurde die Aga-
rose in Konzentrationen von 0,7-1,5% eingesetzt und in TAE-Puffer gel6st. Zur Detektion der
DNA-Molekiile wurde der Agarose vor dem Auspolymerisieren Ethidiumbromid-Lésung
(Endkonzentration 0,3 pg/ml) zugesetzt. Die positiv geladenen planaren Ethidiumbromid-
Molekiile interkalieren in die DNA-Doppelhelix, fluoreszieren unter UV-Licht-Bestrahlung
und ermdglichen dadurch die Dokumentation des Gels unter einer Videoanlage.

Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit Ladepuffer versetzt. Zur GroBenab-
schitzung der Fragmente wurden GroBenmarker mit auf das Gel aufgetragen. Je nach den
Laufbedingungen der Elektrophorese besteht flir einen bestimmten GréBenbereich ein linearer
Zusammenhang zwischen der Wanderungsstrecke (cm) und dem Logarithmus der GréB3e (bp)
der Fragmente. In diesem Bereich konnte mit Hilfe der Marker die Fragmentgrofle abge-

schitzt werden.
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In dieser Arbeit wurde die Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von PCR-Frag-
menten, DNA-Restriktionsfragmenten und isolierten Plasmiden sowie zur Mengenabschit-

zung aufgereinigter PCR-Fragmente eingesetzt.

2.5.6 Aufreinigung von PCR-Fragmenten (MinElute PCR Purification Kit"™")

Um amplifizierte DNA-Fragmente in Sequenzierungsreaktionen einsetzen zu kdnnen, miissen
sie zunédchst von den Bestandteilen der PCR-Reaktion gereinigt und aufkonzentriert werden.
Hierzu wurde der MinElute PCR Purification Kit™ (QIAGEN, Hilden) eingesetzt. Die PCR-
Produkte wurden mit 5 Vol. PB-Puffer versetzt und auf ein MinElute-Siulchen aufgetragen.
Durch Zentrifugation wurde die DNA auf das Sdulchen gebunden. AnschlieBend wurde das
Sdulchen durch Zugabe von 750 ul PE-Puffer und Zentrifugation gewaschen. Mittels einer
zusatzlichen Zentrifugation wurden Ethanolreste entfernt, bevor das Sdulchen auf ein steriles
Reaktionsgefal iiberfiihrt wurde. Nach Zugabe von 10-20 pl EB-Puffer und 10 min Inkubati-
on bei RT erfolgte die Elution der DNA durch eine weitere Zentrifugation. Alle Zentrifugati-
onsschritte wurden in der MiniSpin-Zentrifuge durchgefiihrt (13.400 upm, 1 min, RT).

2.5.7 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierungen sdmtlicher PCR-Produkte wurden von der Firma SEQLAB SEQUENCE

LABORATORIES GmbH (Goéttingen) durchgefiihrt.

2.5.8 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen bakteriellen Ursprungs, die in der Lage sind, dop-
pelstrdngige DNA-Molekiile an spezifischen Erkennungssequenzen zu binden und hydroly-
tisch zu spalten. DNA-Fragmente, die mittels Restriktion an definierten Erkennungsstellen
analysiert werden sollten, wurden gemall den Angaben des Herstellers mit dem entsprechen-
den Restriktionsenzym, Reaktionspuffer und BSA-Losung versetzt und {liber Nacht bei 37°C
inkubiert. Zur Restriktion von 1 pug DNA wurde ca. 1 Unit Restriktionsenzym eingesetzt. Die
Analyse des Verdaus erfolgte anschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese (vgl. 2.5.5).

2.5.9 Ubertragung von Resistenzgenen mittels Konjugation

Bei der Konjugation erfolgt ein gerichteter horizontaler Gentransfer von einer Spenderzelle
(Donor) in eine Empfangerzelle (Rezipient), der durch direkten Zell-Zell-Kontakt iiber eine
Plasmabriicke ermoglicht wird. Auf diese Weise konnen Plasmide sowohl zwischen verschie-
denen Stdmmen einer Bakterienspezies als auch zwischen verschiedenen Spezies iibertragen

werden. Als Donor konnen nur Stimme fungieren, die konjugative Plasmide mit sogenannten
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tra-Genen besitzen, welche die Konjugation steuern. Wéhrend der Konjugation kénnen je-
doch auch weitere genetische Elemente ohne eigene fra-Regionen mobilisiert und in die Re-
zipientenzelle libertragen werden. Als Transkonjugant wird ein Rezipient bezeichnet, der
DNA vom Donor aufgenommen hat.

In dieser Arbeit wurden Konjugationsversuche mittels Filtermating (WANG et al., 2003)
durchgefiihrt. Donor und Rezipient wurden aus einer LB-Ubernachtkultur 1:100 in frischem
LB-Medium verdiinnt und bis zu einer ODs46 im Schiittelinkubator bei 37°C bebriitet. Nach
30 min Inkubation bei 37°C ohne Schiitteln wurde jeweils 1 ml Donor und 1 ml Rezipient
abzentrifugiert (2 min, 5.000 upm, RT, MiniSpin-Zentrifuge). Die Pellets wurden in 100 pl
LB-Medium aufgenommen, gemischt, auf einen sterilen Nitrocellulose-Filter auf einer LB-
Agarplatte getropft und tiber Nacht (14 h) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zel-
len mit 3 ml steriler physiologischer Kochsalzlosung vom Filter gewaschen und aus dieser
Suspension eine Verdiinnungsreihe erstellt. Auf Selektivagar (LB-Agar mit geeigneten Anti-
biotika) wurden Keimzahlbestimmungen von Donor und Transkonjuganten durchgefiihrt.
Zum Nachweis konjugativer Resistenzplasmide wurden ausgewdéhlte Stdmme als Do-
norstimme mit dem Rifampicin-resistenten Rezipienten E. coli W3110 lac” Rif® konjugiert.
Um die Moglichkeit der Entstehung eines panresistenten Transkonjuganten aus Klon I zu un-
tersuchen, wurde Klon I als Rezipient mit verschiedenen Donorstimmen konjugiert, die eine
AmpC- oder CTX-M-B-Laktamase auf einem konjugierbaren oder mobilisierbaren Plasmid

besitzen (vgl. Tabelle 2.5).

2.5.10 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Bei der Analyse von Restriktionsmustern chromosomaler DNA mit Hilfe der Pulsfeld-Gel-
elektrophorese (PFGE) handelt es sich um eine molekularbiologische Methode zur Typisie-
rung von Bakterienstimmen, die fiir epidemiologische Untersuchungen eingesetzt wird. Sie
beruht darauf, dass bei verschiedenen Stammen einer Bakterienspezies keine vollstindige
Homologie der genomischen DNA besteht. Die geringen Unterschiede konnen mittels eines
Restriktionsverdaus des gesamten Genoms und anschliefender gelelektrophoretischer Auf-
trennung anhand unterschiedlicher Fragmentmuster nachgewiesen werden. Fiir jeden Stamm
erhilt man ein charakteristisches Fragmentmuster, das von Anzahl und Position der Schnitt-
stellen des verwendeten Restriktionsenzyms abhédngt. Die Erkennungssequenz des hier einge-
setzten Enzyms Xbal kommt bei Klebsiella spp. ca. 20mal vor, die resultierenden Fragment-

groBen liegen zwischen 10 kb und 700 kb (TENOVER et al., 1995).
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Um eine partielle Zerstorung der hochmolekularen DNA-Fragmente durch Strangbriiche zu
vermeiden, werden die Bakterienzellen zur Praparation der DNA in Agarose-Blockchen ein-
geschlossen. Sédmtliche Schritte zur Isolierung der DNA-Fragmente (Zellaufschluss, Restrik-
tionsverdau) erfolgen durch Inkubation der Agarose-Blockchen in den entsprechenden Puf-
fern. Zur Elektrophorese werden die Blockchen in die Auftragstaschen eines 1%igen Agaro-
se-Gels eingebracht.

Konventionelle Gelelektrophorese-Apparaturen mit einem konstanten elektrischen Feld sind
nicht in der Lage, die hochmolekularen DNA-Fragmente aufzutrennen, die bei diesem
Restriktionsverdau entstehen. Daher nutzt man spezielle Gelkammern mit einem sogenannten
Pulsfeld, bei dem die Richtung des elektrischen Feldes in bestimmten Zeitintervallen wech-
selt. Diese Methode bedient sich der Eigenschaft von DNA-Molekiilen, in freier Losung ohne
ein elektrisches Feld in relaxierter globuldrer Form vorzuliegen. Durch Anlegen eines elektri-
schen Feldes werden die Molekiile entlang des Feldvektors ausgerichtet und bewegen sich in
Richtung der Anode. Wechselt man nun die Richtung des elektrischen Feldes, so muss das
DNA-Molekiil zundchst wieder relaxieren und sich anschlieend entlang des neuen Feldes
ausrichten. Da groBere Fragmente mehr Zeit fiir Relaxation und Reorientierung benétigen,
steht ihnen weniger Zeit zur Wanderung im elektrischen Feld zur Verfiigung als kleineren
Molekiilen. Auf diese Weise werden die Fragmente nach der Grof3e aufgetrennt. Bei der in
dieser Arbeit eingesetzten CHEF-Methode (clamped-homogenous electric field) sind die E-
lektroden hexagonal um das Gel angeordnet. Die Richtung des elektrischen Feldes wechselt
zwischen +60° und -60° zur vertikalen Laufrichtung des Gels, so dass die Fragmente in einem

"Zick-Zack-Kurs" durch das Gel wandern.

Probenvorbereitung:

Die Priparation der Proben fiir die PFGE wurde mittels einer modifizierten Methode nach
SAHLY et al. (2000), GOUBY et al. (1994) und ARLET et al. (1994) durchgefiihrt. Eine MH-
Ubernachtkultur des jeweiligen Bakterienstammes wurde 1:20 in frischer MH-Bouillon ver-
diinnt und 4 h bei 37°C inkubiert. 3 ml Kultur wurden abgeerntet (2 min, 14.000 upm, 4°C),
durch zweimaliges Resuspendieren in 1 ml eiskaltem TEN-Puffer und erneutes Zentrifugieren
gewaschen, in 250 pul TEN-Puffer aufgenommen und auf Eis gelagert. Um spiter auf dem Gel
vergleichbare Bandenintensitdten zu erreichen, wurden alle Proben mit TEN-Puffer auf eine
einheitliche ODgsp von 1,25 verdiinnt. Die Zellsuspensionen wurden anschlieBend mit glei-
chem Volumen 1,6%iger LMP-Agarose (auf 55°C temperiert) versetzt und 100 pl dieser Mi-

schung in eine sterile GieBform pipettiert. Die GieBform wurde zundchst 5 min bei -20°C,
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danach 20 min bei 4°C inkubiert. Das auspolymerisierte Agarose-Blockchen wurde anschlie-
Bend in ein Reaktionsgefdl mit 1 ml Lysislosung mit RNaseA (Endkonzentration 0,1 mg/ml)
und Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml) tiberfiihrt und darin 16 h bei 37°C inkubiert. Zur
Deproteinisierung wurde die Lysis-Losung abpipettiert und das Blockchen zunédchst 30 min in
1 ml ES-Puffer dquilibriert. Danach wurde das Blockchen fiir 17 h bei 50°C in 1 ml ESP-
Puffer mit ProteinaseK (Endkonzentration 1 mg/ml) inkubiert. AnschlieBend wurde das
Blockchen zundchst zweimal 60 min in je 15 ml TE-1-Puffer, dann zweimal 60 min in 15 ml
TE-2-Puffer gewaschen, um die ProteinaseK zu entfernen. Nach 30 min Aquilibrieren in ei-
nem Reaktionsgefdl mit 1 ml NEB2-Puffer wurde dieser abpipettiert und 55 pl des Restrikti-
onsansatzes (2 ul Xbal, 5,5 pul 10x NEB2-Puffer, 0,55 ul 100x BSA in HPLC-Wasser) zuge-
geben. Der Restriktionsverdau erfolgte tiber Nacht bei 37°C. Durch Zugabe von 50 ul PFGE-
Ladepuffer wurde der Verdau anschlieend abgestoppt und das Blockchen bis zur PFGE in 1
ml 0,5x TBE-Puffer bei 4°C gelagert.

Elektrophorese:
Die PFGE wurde in einem GenePath™™-Gerit (B10-RAD, Miinchen) durchgefiihrt, das auf

einer CHEF-Gelkammer beruht. Jeweils ein halbes Agarose-Blockchen wurde in die Taschen
eines 1%igen Agarose-Gels (GenePath Molecular Certified Agarose, BI0-RAD) geschoben
und mit LMP-Agarose liberschichtet. Als GroB3enstandard wurde auf jedes Gel Klon I (Stamm
[-05111) mit aufgetragen. Die PFGE erfolgte in GenePath-Elektrophoresepuffer (BI0-RAD)

unter folgenden Bedingungen:

Initiale Pulszeit 5,3 sec
Finale Pulszeit 49,9 sec
Anstieg linear
Spannung 6V/cm
Winkel 120°
Laufzeit 20h
Temperatur 14°C

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 15 min in einem Férbebad (2 pg/ml Ethidiumbromid
in A.demin.) gefarbt, 30 min in A.demin entfarbt und mit Hilfe einer Videodokumentations-

anlage (Gel Doc EC, B10-RAD) fotografiert.
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Auswertung:

Das fiir K. pneumoniae etablierte PFGE-Protokoll wurde zundchst durch einen Lauf mit so-
wohl verwandten als auch nicht-verwandten K.-pneumoniae-Stimmen validiert, um die Re-
produzierbarkeit und Unterscheidbarkeit der Bandenmuster sicherzustellen. Die Reproduzier-
barkeit wurde auBBerdem durch Auftragen von Klon I (Stamm 1-05111) auf jedes Gel sicherge-
stellt.

Die Auswertung der PFGE-Muster erfolgte nach von TENOVER et al. (1995) aufgestellten Kri-
terien. Als Isolat wird dort die Reinkultur eines Bakteriums bezeichnet, die mittels Subkultur
von einer primiren Isolationsplatte gewonnen wurde. Als Stamm wird ein Isolat oder eine
Gruppe von Isolaten bezeichnet, die phanotypisch und/oder genotypisch von anderen Isolaten
derselben Spezies unterscheidbar ist. Als Klon werden Isolate/Stimme bezeichnet, die mittels
genetischer Tests - wie der PFGE - nicht voneinander unterscheidbar sind (identisches PFGE-
Muster) bzw. sehr dhnlich sind (2-3 Unterschiede im PFGE-Muster), so dass von einem ge-
meinsamen genetischen Ursprung ausgegangen werden kann. Das Auftreten von 2-3 Frag-
mentunterschieden im PFGE-Muster kann durch ein einziges genetisches Ereignis erkldrt
werden. Durch eine Punktmutation kann es zum Verlust einer bestehenden oder zum Erwerb
einer zusitzlichen Schnittstelle kommen (jeweils drei resultierende Fragmentunterschiede),
durch Deletion oder Insertion von DNA-Bereichen kann es zur VergroBBerung oder Verkleine-
rung eines Fragmentes kommen (jeweils zwei resultierende Fragmentunterschiede). Sehr nahe
verwandte Klone, deren PFGE-Muster maximal drei Fragmentunterschiede aufweist, werden
daher als Varianten eines Klons angesehen. Die Kriterien zur Interpretation von PFGE-

Mustern sind in Tabelle 2.17 zusammengefasst.

Tabelle 2.17: Kriterien zur Interpretation von PFGE-Mustern (nach TENOVER et al., 1995)

Anzahl der | Typischerweise resul-
Kategorie genetischen tierende Anzahl der Epidemiologische Interpretation
Unterschiede | Fragmentunterschiede

nicht unter- 0 0 Isolat ist Teil des Ausbruchsstammes /
scheidbar Klons
nahe verwandt 1 .3 Isolat ist wahrscheinlich Teil des Aus-

bruchsstammes / Klons (Variante)

moglicherweise ) 4.6 Isolat hat moglicherweise denselben gene-
verwandt tischen Ursprung wie der Klon
unterschiedlich >3 >7 Isolat hat nicht denselben genetischen

Ursprung wie der Klon
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3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Im Zeitraum Januar 2002 bis April 2004 wurden nosokomiale Ausbriiche multiresistenter
K. pneumoniae auf der andsthesiologischen (Al), chirurgischen (CI) und kardiochirurgischen
(KI) Intensivstation der Universititsklinik Bonn untersucht. Diese drei Intensivstationen lie-
gen benachbart auf einer Etage des Chirurgischen Zentrums und verfiigen jeweils iiber zehn

Betten.

3.1.1 Auswertung der erfassten Datensiitze

Im Rahmen der retrospektiven Studie wurden zundchst alle im Studienzeitraum nach §23
IfSchG dokumentierten K.-pneumoniae-Isolate mit Einfach- oder Mehrfachresistenz als Da-
tensatz erfasst. Ein solcher Datensatz entsprach jeweils einem Isolat und dem dazugehdrigen
Antibiogramm (vgl. 2.2.1). Anhand der Resistenzmuster, die sich aus den Antibiogrammen
(Bewertung: resistent, intermedidr, sensibel) von 14 der 16 Priifsubstanzen ergaben, konnten
die Isolate bestimmten Gruppen zugeordnet werden. Die Resistenzdaten gegeniiber Amikacin
und Tobramycin wurden nicht in die Resistenzmuster einbezogen, da die Ergebnisse der
Agar-Diffusionstests sehr nahe an den Grenzwerten lagen und deshalb zwischen resistent,
intermedidr und sensibel schwankten.

Insgesamt wurden 570 Datensétze von 71 verschiedenen Patienten ausgewertet. 80,2% dieser
Datensitze entsprachen einem einheitlichen Resistenzphénotyp, 16,5% wurden verschiedenen
anderen Mustern zugeordnet, 3,3% waren aufgrund unvollstindiger Antibiogramme nicht
eindeutig auswertbar. Das mit 310 Datensdtzen am hiaufigsten auftretende Resistenzmuster
war durch Resistenz gegen alle getesteten Substanzen mit Ausnahme von Imipenem/Mero-
penem charakterisiert. Diesem einheitlichen Resistenzphénotyp wurden weitere 147 Datensét-
ze zugeordnet, die bei hochstens zwei Substanzen das Testergebnis intermedidr statt resistent
aufwiesen. Acht Datensétze zeigten das Testergebnis resistent gegeniiber allen 14 Substanzen
einschlieBlich Imipenem/Meropenem.

47 Patienten waren mit K.-pneumoniae-Isolaten dieses einheitlichen Resistenzphinotyps ko-
lonisiert, wahrend bei 24 Patienten nur Klebsiellen mit anderen Resistenzmustern gefunden
wurden. In Abbildung 3.1 ist der zeitliche Verlauf des Auftretens von Isolaten mit dem domi-
nierenden Resistenzphénotyp dargestellt. Es ergaben sich zwei deutliche Haufungen der Fille:
Im Zeitraum von Januar bis August 2002 kam es zu einem Ausbruch, von dem relativ wenig

Patienten betroffen waren. Ein groBerer Ausbruch fand von Juni 2003 bis April 2004 statt. Im
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Rahmen dieses zweiten Ausbruchs waren auf den drei untersuchten Intensivstationen bis zu
19 Patienten gleichzeitig mit K.-pneumoniae-Stimmen des dominierenden Resistenzphino-

typs kolonisiert oder infiziert.

20

18

16

14

12
10

Anzahl kolonisierter Patienten

JFMAMIJ JASONDIJFMAMIJ JASONDIJFMA
2002 2003 2004

Abb. 3.1: Monatliche Anzahl der mit K. pneumoniae des hiufigsten Resistenz-
musters kolonisierten Patienten

Aufgrund der in beiden Ausbriichen einheitlichen Antibiogramme wurde zundchst vermutet,
dass es sich um zwei aufeinanderfolgende Ausbriiche durch die klonale Verbreitung desselben
Stammes handelte. Die PFGE-Typisierung sowie MHK-Bestimmung stichprobenartig asser-
vierter Patientenisolate fithrte jedoch zu einem anderen Ergebnis (vgl. Abschnitt 3.3). Aus
dem Zeitraum des ersten Ausbruchs waren Patientenisolate von flinf der neun betroffenen
Patienten sowie zwei Umgebungsisolate verfiligbar, die ausnahmslos Klon I zugeordnet wur-
den. Wihrend des zweiten Ausbruchs wurden 50 Patientenisolate asserviert, wobei es sich
zum Teil um Mehrfachisolate von einem Patienten handelte. Somit waren von 26 der im zwei-
ten Ausbruch betroffenen 41 Patienten ein oder mehrere Isolate verfligbar. 48 dieser Stimme
sowie drei Umgebungsisolate aus dem gleichen Zeitraum entsprachen Klon II, welcher keine
klonale Verwandtschaft zu Klon I aufwies. Im Untersuchungszeitraum ist es demnach auf den
drei Intensivstationen zu zwei klonalen Ausbriichen mit zwei unterschiedlichen nosokomialen

K.-pneumoniae-Stammen (Klon I bzw. Klon II) gekommen.

3.1.2 Korrelation von Liegezeiten und K.-pneumoniae-Kolonisation

Fiir die neun im ersten Ausbruch sowie die 38 im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten
wurde fiir jeden Tag ihres Aufenthaltes auf den drei Intensivstationen das Ergebnis der mikro-

biologischen Untersuchungen erfasst. Ermittelt wurde sowohl die Art des Probenmaterials als
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auch das Untersuchungsergebnis (K. pneumoniae vom gesuchten Resistenzmuster / anderes
Resistenzmuster oder andere Spezies / kein Wachstum). Mit Hilfe dieser Daten konnte die
Liegezeit der Patienten mit dem Zeitraum ihrer Kolonisation mit Klon I bzw. Klon II korre-
liert werden. In Abbildung 3.2 ist die Liegezeit des jeweiligen Patienten sowohl auf den drei
untersuchten Intensivstationen (farblich markierter Balken) als auch auf den Normalstationen
der Klinik (grau markierter Balken) dargestellt. Der rote Balken bezeichnet den Zeitraum vom
ersten bis zum letzten mikrobiologischen Nachweis von K. pneumoniae des gesuchten Resis-
tenzmusters. Zwischenzeitlich negative mikrobiologische Befunde wurden vernachldssigt. Da
fiir die Liegezeiten auf den Normalstationen keine mikrobiologischen Befunde vorlagen, be-
deutet das Ende des roten Balkens bei Verlegung auf eine Normalstation nicht das Ende der
Kolonisationsdauer. Das Patientenkiirzel am Anfang des Balkens setzt sich zusammen aus
einer Identnummer sowie der Station, auf welcher bei dem jeweiligen Patienten zum ersten
Mal Klebsiellen des gesuchten Resistenzmusters isoliert wurden. Am Ende des Balkens ist
der Verlauf der Behandlung dargestellt, wobei zwischen Entlassung (e), Verlegung in eine
externe Klinik, Pflege- oder Reha-Einrichtung (v) sowie Tod des Patienten (1) unterschieden
wurde. Patient CI-30 wurde zwischenzeitlich in eine Reha-Klinik verlegt (schwarze Linie)
und kehrte danach zuriick auf die Al. Die Liegezeit der Patienten CI-01, CI-04 und CI-08 be-

gann bereits vor dem Studienzeitraum und ist daher in Abbildung 3.2 verkiirzt dargestellt.

Die Grafik zeigt deutliche Unterschiede zwischen den beiden nosokomialen Ausbriichen. Im
ersten Ausbruch waren sieben Patienten auf der CI sowie zwei Patienten auf der Al betroffen.
Die 38 Patienten des zweiten Ausbruchs lassen sich nur bedingt einzelnen Stationen zuord-
nen, da es hdufiger zu Verlegungen zwischen den drei Stationen gekommen ist. Beispielswei-
se wurden im Dezember 2003 acht Patienten mit nachgewiesener Klebsiellen-Kolonisation
zur Kohortenisolation von der CI auf die Al verlegt. Dennoch kann der Grafik eine relativ
gleiche Verteilung der kolonisierten Patienten auf Al und CI entnommen werden, wéhrend
auf der KI nur zwei Patienten betroffen waren.

Im zweiten Ausbruch war somit die vierfache Zahl von Patienten kolonisiert. Demgegeniiber

ist die durchschnittliche Liegezeit im ersten Ausbruch deutlich ldnger (Tabelle 3.1).

Tab. 3.1: Vergleich der beiden nosokomialen Ausbriiche

Durchschnittliche Liege-
zeit auf Intensivstationen
CIL, Al KI (Tage)

Ausbruch 1 9 139,1 101,4
Ausbruch 2 38 59,2 40,3

Anzahl betroffener | Durchschnittliche Gesamt-
Patienten Liegezeit (Tage)
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3.1.3 Auswertung der Patientendaten des zweiten Ausbruchs

Von den 38 im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten wurden neben den mikrobiologischen
Befunden fiir jeden Tag ihres Aufenthaltes auf den drei Intensivstationen Art und Dosierung
der verabreichten Antibiotika erfasst. Aulerdem wurden fiir diese Patienten die Anzahl der
Tage mit maschineller Beatmung sowie Informationen zur Grunderkrankung ermittelt. Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse fiir alle Patienten ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Die Ge-

samtdaten ausgewdhlter Patienten sind im Anhang unter 7.7 angegeben.

3.1.3.1 Patienten, Beatmung, Erkrankungen

Mit Klebsiellen kolonisiert waren 29 ménnliche sowie 9 weibliche Patienten. Thr Durch-
schnittsalter betrug 62 Jahre, wobei der jiingste Patient 12 und der dlteste 80 Jahre alt waren.
Die Aufenthaltsdauer der Patienten auf den Intensivstationen betrug mindestens zwei und
hochstens 157 Tage mit einem Mittelwert von 40,3 Tagen. Die Patienten wurden durch-
schnittlich 34,3 Tage beatmet, wobei die Spannweite von einem bis zu 139 Beatmungstagen
reichte. Samtliche Patienten wiesen bei Einlieferung auf die Intensivstationen schwere, oft
multimorbide Grunderkrankungen auf (s. Tabelle 3.3). Bei 17 Patienten wurde zudem eine
Pneumonie sowie bei 12 Patienten eine Sepsis diagnostiziert. In sieben Fillen wurde K.
pneumoniae als Erreger der Pneumonie festgestellt, bei insgesamt 12 Patienten fand sich in

der Akte ein Hinweis auf Besiedelung oder Infektion mit multiresistenten Klebsiellen.

3.1.3.2 Kolonisation mit K. pneumoniae

Die Erstisolierung der multiresistenten K. pneumoniae erfolgte einen bis 85 Tage nach Einlie-
ferung des Patienten auf die Intensivstationen. Im Durchschnitt wurden die Patienten nach
17,8 Tagen mit K. pneumoniae besiedelt. Die lingste Kolonisatiosdauer eines Patienten auf

der Intensivstation betrug mindestens 83 Tage (Patient AI-10).

3.1.3.3 Therapie, Eradikation der Klebsiellen

Bei den Patienten dieser Studie wurden 26 verschiedene Substanzen zur antimikrobiellen The-
rapie eingesetzt. In der Studie wurden insgesamt 1573 Patiententage auf den drei Intensiv-
stationen ausgewertet. In Tabelle 3.2 ist die Anzahl der Patiententage pro Substanz angege-
ben. Thre Gesamtsumme betragt 3053 Tage, da einem Patienten durchschnittlich 1,94 und
maximal fiinf Substanzen oder Substanzkombinationen gleichzeitig verabreicht wurden. Am
hiufigsten kamen Meropenem, Piperacillin/Sulbactam, Levofloxacin, Ciprofloxacin und Ami-

kacin zum Einsatz.
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Tab. 3.2: Haufigkeit des Einsatzes verschiedener Antibiotika (Stationen Al, CI, KI)

Antibiotikum Patiententage Antibiotikum Patiententage
Meropenem 605 Teicoplanin 45
Piperacillin/Sulbactam 447 Cefotaxim 34
Levofloxacin 378 Erythromycin 32
Ciprofloxacin 283 Moxifloxacin 29
Amikacin 278 Ampicillin/Sulbactam 28
Linezolid 132 Cefuroxim 27
Fosfomycin 129 Penicillin/Sulbactam 18
Ceftazidim/Sulbactam 107 Ceftriaxon 17
Metronidazol 89 Tobramycin 16
Vancomycin 86 Ceftriaxon/Sulbactam 15
Clindamycin 66 Ceftazidim 5
Cefotaxim/Sulbactam 61 Piperacillin/Tazobactam 4
Gentamicin 59 Doxycyclin 3
Cotrimoxazol 58 Mezlocillin 2

Die Initialtherapie erfolgte bei allen Patienten unter anderem mit einem f-Laktam. In 22 Fil-
len wurde initial mit Piperacillin/Sulbactam sowie in weiteren elf Fillen zunéchst kurzzeitig
mit einem Cephalosporin und nachfolgend mit Piperacillin/Sulbactam therapiert. Lediglich
bei sechs Patienten wurde von diesem Therapieschema abgewichen. In Tabelle 3.3 ist die
Therapie in den letzten zehn Tagen vor der jeweiligen Erstisolierung von Klebsiellen angege-
ben. 33 Patienten wurden in dieser Zeit mit Piperacillin/Sulbactam therapiert, meist in Kom-
bination mit Ciprofloxacin, Levofloxacin oder Metronidazol.

Bei 27 Patienten erfolgte einen bis neun Tage nach dem ersten Klebsiellen-Befund eine Um-
stellung der Therapie auf Meropenem, oft in Kombination mit Amikacin und/oder einem
Fluorchinolon. In acht weiteren Fillen wurden die Klebsiellen erst im letzten Abstrich vor der
Verlegung isoliert, so dass liber die weitere Therapie keine Aussage gemacht werden kann. In

vier Fillen bleibt unklar, aus welchem Grund keine Umstellung auf Meropenem erfolgte.

Nur bei drei der 27 mit Meropenem therapierten Patienten (CI-26, CI-28, CI-32) konnte Klon
IT unter der Therapie mit Meropenem zweifelsfrei eradiziert werden. Diese Patienten wurden
mit der Kombination Meropenem/Amikacin behandelt. Bei 16 Patienten konnten die Kleb-
siellen durch die Meropenem-Therapie nicht eradiziert werden und waren bis zur Verlegung,
teilweise auch noch auf der Normalstation, in den Abstrichen oder im Stuhl nachweisbar. In
acht Fillen kann keine Aussage getroffen werden, da die Klebsiellen entweder erst im letzten
Befund vor der Verlegung (zwei Patienten) oder spéter auf der Normalstation (ein Patient)

nachgewiesen wurden, oder da nur der letzte Befund negativ war (fiinf Patienten).



Tab. 3.3: Uberblick iiber die im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten

. Al-04 Al-10
Patient Al-01 Al-02 Al-03 (Stuhluntersuchung) Al-05 Al-06 Al-08 Al-09 (Stuhlunters.)
U 32 24 83 221 17 47 100 21 139
(Tage)

Liegezeit Intensiv- 22 Al 21 Al 4Cl, 67 Al 157 Al 7Al 7Al 87 Al 5Al 139 Al

stationen (Tage)

Alter, Geschlecht 37, m 69, m 64, w 36, w 63, m 45, m 68, m 66, m 67, w

Grunderkrankun Polytrauma Bypass- grof¥flachige septi- Mediastinitis, Nasenneben- Polytrauma Nierenzell- Bronchial- Meningitis, Sepsis,
9 (Fenstersturz) Operation sche Hautnekrosen Pleuraempyem héhlen-Karzinom | (Motorradunfall) Karzinom Karzinom Lungenhamatom

Zusatzl. relevante |Kpneu-Pneumonie, . . . Broncho- Pneumonie,

- . . Pneumonie Sepsis Sepsis . - - -
Diagnosen Wundinfektion pneumonie Lungenversagen
Verlauf Verlegung NS, Verlegung NS, Tod (septisches Verlegung NS, Verlegung NS, | Verlegung NS, | Verlegung NS, | Verlegung NS, Tod
Entlassung Verlegung exKH MOV) Entlassung Entlassung Entlassung Entlassung Entlassung

Beatmungstage 19 20 64 121 6 6 87 2 139

ARV IR 6. 10. 19. Al 28. 7. 5. 85. 5. 57.

(Tag auf Intensiv)

Umstellung auf 12. 15. 28. Al 3. . - - - 64.

Meropenem (Tag)

Antibiose 10 Tage PIS+CIP PIS bzw. CAZ+SUL+CIP+LIZ| PIS+LEV+FOS bzw. CXM bzw. CXM bzw. AMS CXM PIS+CIP bzw.

vor 1. Kpneu-Iso PIS+LEV bzw. VAN+GEN CAZ+SUL+LEV+FOS PIS+LEV PIS CAZ+SUL+VAN

Kombination von . MER+AMK bzw. . MER+MOX bzw.

Meropenem mit MER+FOS MERallein | \ER+AMK+CIP MER + diverse - - - - MER+AMK

Eradikation der nein nein nein nein ? (1. Isolation ? (1. Isolation | ? (1.Isolation | ? (1. Isolation nein

Kpneu ? (bis letzter Befund) | (bis Verlegung) | (bis letzter Befund) (bis Verlegung) letzter Tag) letzter Befund) | letzter Befund) letzter Tag) | (bis letzter Befund)

B s Ol 214 212 250 52 1 21 21 1 283

(Tage Intensiv)

Material mit Kpneu| N, R, T, W NR T, zvk | PRNWZVK 1 e N w, stunl R R TR R T.R, BS, N, VK,

Blut W, Stuhl
Stuhlisolat - - - Klon II-B - - - - Klon 11-B
anderes Isolat - Klon II-A - Klon 1I-A, Klon 1I-C - - - Klon II-A Klon 11-B2

Bemerkungen

ASSINGADY
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Fortsetzung Tab. 3.3: Uberblick iiber die im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten

Al-17

Al-19

Bemerkungen

Kpneu. 07/2004
erneut Kpneu

Verlegung von Al auf
Kl wegen Kapazitat

Kpneu, nach Ab-
setzen erneut

im Stuhl. Kohorten-
isolation auf Al.

auf Al wegen
Kpneu

Patient Al-13 Al-14 Al-15 Al-16 (Stuhlunters.) Al-18 (Stuhlunters.) Al-21 Cl-17
(e L 53 84 23 81 72 13 61 53 155
(Tage)
Liegezeit Intensiv- 40 Al 15 Cl, 8 AI/KI 12 Al 43 Al 17 CI, 54 Al 2 Al 13 Cl, 19 Al 16 Al 63 Cl
stationen (Tage)
Alter, Geschlecht 77, w 69, m 66, m 26, m 65, w 12, m 55, m 71, m 65, m
Grunderkrankung perfor. D_lverjtl_culltls, Asplratlonspneu_monle, Osophagus- kutanes T-Zell- | Sepsis, Abs_z_esse, Ewing-Sarkom Osophagus- Leberab_szesse, Leberzellkarzmom,
Peritonitis Leberresektion Karzinom Lymphom Meningitis Karzinom Leberzirrhose Transplantation
Zusatzl. relevante . . Kpneu-Pneumonie, Kpneu-Pneumonie, . post-OP: Sepsis, |Lungenversagen, .
: Wundinfektion " - ; Pneumonie - : ; Immunsuppression
Diagnosen Lungenddem Aspergillose Pneumonie Sepsis
Verlegung NS, Verlegung NS, Tod Verlegung NS, Tod (septisches Verlegung NS, | Verlegung NS, | Tod (septisches
YL Verlegung exKH (MOV) Entlassung MOV) Entlassung (Reha) Entlassung Entlassung MOV) Verlegung NS
Beatmungstage 34 11 10 43 52 1 29 16 38
AN IR 28. 6. 5. 13. 32. 2. a. 8. 13.
(Tag auf Intensiv)
e e - 10. 8. 15. 40. - 5. 13. 17.
Meropenem (Tag)
Antibiose 10 Tage PIS+LEV+DOX |LEV+CLI+LIZ bzw. PIS+MTR bzw. PIS+CIP+CLI
vor 1. Kpneu-lso PIS PIS+LEV PIStMTR | o w. PIS+LEV+LIZ| FOS+CLI+MTR CXM PIS*MTR PIS+CIP bzw. PIT+CIP
Kombination von ) MER+AMK bzw. | MER+CIP+AMK | MER+CIP bzw. | MER-LEV-FOS ) MER+AMK bzw. | oo | e LEV VAN
Meropenem mit MER+CRO bzw. MER+CIP | MER+CIP+AMK bzw. MER-AMK MER+AMK+LIZ
MER+CIP+VAN
i . . ? . nein . nein nein nein
?
Erpitta,;'on EEl (bis Ietzr':Z:nBefund) (bis Vr::II:gung) (nur letzter Be- (bis Iet;tzlrnBefund (Stuhl bleibt ’ Iét1z.tésr9||'2tgl;c)m (Stuhl + Befunde | (bis letzter Be- | (positiv auch nach
’ fund negativ) positiv) auf CNS positiv) fund) Verlegung)
e ot > 11 >19 +25 CNS >4 >16 >26 1 29 29 250
(Tage Intensiv)
Material mit Kpneu | T N> Vaginal- R, T,B T,R, B, N T,RN,W,KS | R,T,N,Stuhl N T.R,N, Drainage,| 5 g\ T, R, Analabstrich,
abstrich Stuhl Drainage
Stuhlisolat - - - - Klon 11-B - Klon II-A, Klon II-B - -
anderes Isolat Klon II-A Klon II-A Klon 1I-A Klon 11-B2 - - Klon II-A - Klon 11-B2
Kein MER trotz Mit MER keine Trotz MER Kpneu Kohortenisolation Klon 1I-B2 auch

spater auf Ml (21
Tage nach ClI)
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Fortsetzung Tab. 3.3: Uberblick iiber die im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten

. Cl-23 Cl-27
LTS e R e (Stuhluntersuchung) G e e (Stuhluntersuchung)
Gesamte Liegezeit 39 69 20 58 55 44 52 47
(Tage)

Liegezeit Intensiv- 39Cl 69 ClI 3cl 20 Cl, 30 Al 2Al,8Cl,12Al 24 Cl 14.C1, 15 Al 9Cl, 27 Al
stationen (Tage)
Alter, Geschlecht 73, m 79, m 60, w 76, m 74, m 41, m 34, w 62, m
Grunderkrankung BAA, Dunn_darm- Nierenblutung Leukam_le, gl_trl- Bquchaoﬂeq-Aneurysma, Rektum-A_mputatlon Polytrauma akutes Leberver- Bronchial-Karzinom

Perforation ge Peritonitis | Beinamputation, Nekrosen (Karzinom) sagen
Zusatzl. relevante . bleibt beat- |post-OP: Sepsis, |Kpneu-Besiedelung, Wund-| Kpneu-Besiedelung |Lungenhamatom, Kpneu- . ) .
Diagnosen Sepsis, MOV mungspflichtig Pneumonie infektion, gramneg. Sepsis | der Bauchwunde Fieber Besiedelung Klebsiellen-Pneumonie
Verlauf Tod (septisches |Verlegung exKH,| Tod (septisches Verlegung NS, Verlegung NS, Verlegung NS, | Verlegung NS, Verlegung NS,

MOV) dort Tod MOV) Verlegung exKH Entlassung Entlassung Entlassung Entlassung

Beatmungstage 39 69 3 31 13 23 24 20
Kpneu isoliert
(Tag auf Intensiv) 10. 55. 1. 7. 7. 13. 10. 4.
e o 19. . 2. 16. 10. 19. 1. 8.
Meropenem (Tag)
Antibiose 10 Tage AMS bzw. PIS+CIP PIS+MTR bzw. PIS bzw.
vor 1. Kpneu-lso PIS+GEN bzw. PIS PITHMTR PIS+MTR+CIP PIS+MTR PIS*LEV PIS+CIP CXM
Kombination von | MER+CIP bzw. MER+AMK bzw. MER+LEV bzw. . MER+AMK+CIP bzw.
Meropenem mit | MER+CIP+VAN . MER+LEV MER+AMK+CLI MER+AMK MER allein MER+AMK MER+AMK+CRO
Eradikation der ? (nur letzter nein ? nein ? (nur letzter Befund nein ja ?

i . . . Befunde frei, Stuhl bleibt | * . . (negativ ab Tag (negativ ab Tag 15,

? (
Kpneu 7 Befund negativ) | (bis Verlegung) | (nur ein Befund) positiv) negativ) (bis Verlegung) 17) Stuhl spéter positiv)
Kpneu-kolonisiert S > > > > > > >
(Tage Intensiv) 225 215 214 252 28 213 25 28
Material mit Kpneu| T, R, ZVK, W TR TR T, R, W, KS, ZVK, Stuhl R, T, W, ZVK R, T R R, B
Stuhlisolat - - - Klon 11-B - - - Klon II-A
anderes Isolat Klon 1I-A Klon II-A Klon II-A - - Klon II-A - -
Keine MER- |Kpneu ab Tag 1,| Kohortenisolation Al. Be- Kohortenisolation auf| Kion II-A spater Kohortenisolation| Kohortenisolation Al.
Bemerkungen - Therapie trotz | stammen von | funde frei ab Tag 28, Stuhl Al wegen Koneu auf CNS ich)JIiert auf Al wegen Stuhl erst auf CNS
Kpneu CNS? bleibt positiv auf CNS gennp Kpneu positiv (MER abgesetzt)
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Fortsetzung Tab. 3.3: Uberblick iiber die im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten

Cl-28

Cl-29

CI-30

CI-30

Cl-31

tiv (MER abgesetzt)

Rachen positiv

stellung Tag 24

MER

FEUI (Stuhluntersuchung) [(Stuhluntersuchung)| 1. Liegezeit 2. Liegezeit (Stuhluntersuchung) R e e
CEESTNID L 37 a1 84 53 56 25 28 28
zeit (Tage)
Liegezeit Intensiv-| 43 ¢) 45 a) 13Cl, 12 Al 84 Cl 53 Al 23 Al 28 CI 25Cl 18 ¢l 28 CI
stationen (Tage)
Alter, Geschlecht 67, m 59, m 79, m 80, m 60, w 41, w 79, m 51, m
SRR AT schweres Thorax- Bandscheiben-OP Bauchaorten- Sepsis, Nekrosen, | Nieren-Karzinom, | Lungenversagen, retroperitoneale | Dickdarm-Diverticulitis,
9| trauma (Reitunfall) Aneurysma Kpneu-Pneumonie | lymph. Metastasen Dyspnoe Blutung, OP sept. Peritonitis

Zusatzl. relevante Klebsiellen- post-OP: Pneumo- | post-OP: MOV, . Pneumonie, fulminante Klebsiel- .

: ) . - . Lungenfibrose . - : Sepsis
Diagnosen Pneumonie nie & Sepsis Kpneu-Pneumonie Sepsis len-Pneumonie

Verlegung NS, Verlegung NS, Tod (septisches Tod (septisches .

Verlauf Entlassung Entlassung Verlegung Reha MOV) MOV) Verlegung exKH Tod (MOV) Tod (septisches MOV)
Beatmungstage 22 22 84 53 51 22 18 29
Kpneu isoliert
(Tag auf Intensiv) 9. 4. 76. 2. 50. 14. 7. 9.
o 13. 9. 80. 6. - 19. 9. 14.
Meropenem (Tag)
Antibiose 10 Tage PIS bzw. CTX+SUL+CIP+SXT
vor 1. Kpneu-Iso PIS+LEV PIS+LEV PIS+CIP PIS+LEV bzw. CIP+SXT+CLI PIS+LEV+ERY PIS+LEV PIS+CIP+MTR
Kombination von |MER+AMK+CIP bzw.| MER+LEV bzw. . MER+AMK bzw.
Meropenem mit MER+AMK MER+AMK+CIP MER allein MER+AMK - MER+AMK MER+AMK+TEI MER+AMK
Eradikation der ja ? nein nein ? ja ? ?
Koneu ? (keine Kpneu ab Tag | (weiter keine Befun- (bis letzter Tag) (Kpneu erster bis |(erstes Isolat vorletz-| (keine Kpneu ab | (nur letzter Befund (nur letzter Befund

P ’ 19, Stuhl negativ) de, Stuhl negativ) 9 letzter Befund) ter Tag) Tag 21) negativ) negativ)
KRIEARKPONISIEN 28 211 28 247 21 25 28 215
(Tage Intensiv)
'}\(";rt]eeﬁa' mit R R, KS, ZVK, Blut R, T, ZVK ZVK, T,R, N, W R T.R TR T,R
Stuhlisolat - - - - - - - -
anderes Isolat - - Klon [I-A - - Klon 1I-A Klon II-A Klon II-A

Kohortenisolation Al. | Kohortenisolation Kpneu mit in Kpneu seit 1. Liege- | Bereits vor Kpneu- Therapiesinstellun
Bemerkungen Stuhl auf CNS nega- | Al. Stuhl negativ, p L zeit? Therapieein- Befund 15 Tage - - P 9
Reha-Klinik? Tag 28
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Fortsetzung Tab. 3.3: Uberblick iiber die im zweiten Ausbruch betroffenen Patienten

Patient Cl-35 Cl-36 ClI-37 Kl1-08 K1-09

Gesamte Liegezeit 35 85 72 92 1

(Tage)

Ltstgeitai S 18 Al, 18 CI 57Cl 3KI, 7 Cl 57 KI 11Kl

stationen (Tage)

Alter, Geschlecht 73, m 80, m 76, m 77, m 76, m
Sepsis, MOV bei Bauchaorten- Bypass-OP, Magen- ] Bypass-OP,

Gl gramneg. Sepsis Aneurysma resektion (Karzinom) Bypass-OP Schlaganfall

Zusatzl. relevante

Pneumonie, Lungen-

Wundheilungsstérungen

Sepsis, Pneumonie

Abkiirzungen:

Kpneu = Klebsiella pneumoniae
(hier: Klon II)

BAA = Bauchaorten-Aneurysma
MOV = multiples Organversagen

NS = Normalstation

CNS = chirurgische Normalstation

Al = anasthesiologische Intensivstation
CI = chirurgische Intensivstation

KI = kardiochirurgische Intensivstation
MI = medizinische Intensivstation

exKH = externes Krankenhaus
Reha = Rehabilitationsklinik

R = Rachenabstrich

T = Trachealsekret

B = Bronchialsekret

N = Nasenabstrich

W = Wundabstrich

KS = Katheterspitze

ZVK = zentraler Venenkatheter

Antibiotika-Abkiirzungen nach DIN:
s. Anhang 7.2

Diagnosen versagen Sternum
Tod (gramneg. sept. Verlegung NS, Verlegung NS, Verlegung NS,

R MOV) Verlegung exKH Verlegung Reha Verlegung exKH Tod (sept. MOV)
Beatmungstage 28 51 4 22 11
Kpneu isoliert
(Tag auf Intensiv) 31. 39. 4.Cl 4, 5.
Umstellung auf } 40 } ) }
Meropenem (Tag) '
Antibiose 10 Tage GEN+LIZ bzw.
vor 1. Kpneu-Iso PIS+LEV PIS+CIP PIS+MTR PIS+LEV PIS
Kombination von ) MER+AMK } ) }
Meropenem mit

L nein nein . nein
Eradikation der . . ? nein .
Kpneu ? (bis Ietz.tgr Tag (bis Ietz.t(.er Tag (nur ein Befund) (bis letzter Befund) (bis Iet;tgr Tag

positiv) positiv) positiv)

Kpneu-kolonisiert >6 >19 21 248 27
(Tage Intensiv)
Material mit Kpneu T, R, KS, W T, R T,R T, R, B, OP-Wunden W, T,R
Stuhlisolat - - - - -
anderes Isolat Klon II-A Klon II-A - - Klon II-A

Bemerkungen

Keine MER-Therapie
trotz Kpneu

Keine MER-Therapie
trotz Kpneu
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ERGEBNISSE 73

3.2 Untersuchung von Stuhlproben

3.2.1 Stuhlproben der Patienten

Die intestinale Kolonisation hospitalisierter Patienten ist ein wichtiges Reservoir fiir die Aus-
breitung multiresistenter Stimme. Wahrend des zweiten Ausbruchs wurden daher in einem
Zeitraum von 37 Tagen (13.12.03-18.01.04) Stuhlproben von insgesamt zwdlf Patienten un-
tersucht. Vier Patienten lagen zum Zeitpunkt der Stuhluntersuchung auf der CI, acht weitere
auf der Al. Die Liegezeiten fiir den relevanten Zeitraum, die Zeitpunkte der Stuhlprobennah-
me, der zeitgleiche Nachweis von K. pneumoniae in anderen Materialien sowie die Therapie

mit Meropenem und Amikacin sind in Abbildung 3.3 dargestellt.

Tab. 3.4: Ergebnisse der Stuhluntersuchungen. (Abkiirzungen s. Legende Tab. 3.3)

Entnahme- Zellzahl Gesamtzellzahl
Patient | Probe datum Station Isolat K. pneumoniae | Enterobacteriaceae
(KBE/g Stuhl) (KBE/g Stuhl)

ST-01 1 15.12.03 CI | Klon III (S-12573) - (Abstrich) -
ST-02 1 16.12.03 CI | Klon III (S-12574) - (Abstrich) -

1 13.12.03 Al Klon II-B (S-12577) | - (Anreicherung) -
ALL7 2 16.12.03 Al | Klon II-B (S-12578) 3,6x 10° 3,6x10°

3 22.12.03 Al | Klon II-B (S-12938) 2,7x 10° 2,7x 10°

4 23.12.03 Al | Klon II-B (S-12941) 6,4x 10’ 6,4 x 10
AL04 1 16.12.03 Al | Klon II-B (S-12579) 6,0x 10° 6,0x 10°

2 31.12.03 Al | Klon II-B (S-00001) 1,1 x 10° 1,1 x 10°

1 16.12.03 Al | Klon II-B (S-12639) 1,5x 10° 1,5x 10°
AI-10 2 17.12.03 Al | Klon II-B (S-12770) 4,0x10* 59x10°

3 22.12.03 Al Klon II-B (S-12939) | - (Anreicherung) 1,8 x 10*

3 02.01.04 | CNS | Klon II-B (S-00006) 4,0x 10° 1,9x 10°
AI-19 4 05.01.04 | CNS | Klon II-A (S-00031) 1,3x 10* 1,5x 10°

5 18.01.04 CNS | Klon II-A (S-00444) 4,8x 10’ 8,8x 107

1 15.12.03 Al Klon II-B (S-12942) | - (Anreicherung) -

2 27.12.03 Al | Klon II-B (S-12947) 2,0x 10° 2,0x 10°
CI-23 3 02.01.04 CNS | Klon II-B (S-00005) 2,0x 10° 2,0x 10°

4 05.01.04 CNS | Klon II-B (S-00032) 2,0x 10° 2,0x 10°

5 06.01.04 | CNS | Klon II-B (S-00061) 4,0x 10° 3,0x10°
CI-27 4 05.01.04 CNS | Klon II-A (S-00060) 3,2x 10° 6,0 x 10°

Bei sechs Patienten auf der Al sowie zwei Patienten auf der CI konnten im Stuhl multiresis-
tente K. pneumoniae nachgewiesen werden (Tabelle 3.4). Die spéitere PFGE-Untersuchung
und MHK-Bestimmung (vgl. 3.3) zeigte, dass alle Isolate von der Al dem Klon II zuzuordnen
waren, wihrend die zwei Patienten auf der CI mit Klebsiellen eines abweichenden PFGE- und
Resistenzmusters (Klon IIT) kolonisiert waren. Bei vier Patienten war Klon II bereits auf der

Al im Stuhl nachweisbar. Trotz der zeitgleichen Kombinationstherapie mit Meropenem und
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Amikacin traten hohe Zellzahlen von bis zu 6,4x10” KBE/g Stuhl auf. Bei einem dieser Pati-
enten (CI-23) konnte auch nach der Verlegung auf eine chirurgische Normalstation eine fort-
dauernde Besiedelung des Gastrointestinaltraktes mit K. pneumoniae nachgewiesen werden.
In den Stuhlproben von zwei weiteren Patienten (AI-19, CI-27) waren unter der Merope-
nem/Amikacin-Therapie auf der Al keine Klebsiellen nachweisbar. Nach Verlegung auf die
Normalstation und Absetzen der Antibiotika konnte der Klon II jedoch auch bei diesen Pati-

enten mit hohen Zellzahlen von bis zu 1,3x10* KBE/g Stuhl isoliert werden.

mm Befund: K.-pneumoniae EECI Al 3 chirurg. Normalstation
Therapie: Meropenem/Amikacin
== Therapie: Meropenem
(O Stuhlprobe (negativ) ST-01 [ I
@) Stuhlprobe (positiv)
sT-02 I
ST-03 [CIY)
] m— s o |
Al-17 I ) il 12) 60
A|_04|—-—-—-—-—-—-——I—-ﬁ . .- - i =
cr-2s I Q) Iy
or27 IS 00 oE—Cn
Cl-20 [ I ©) ]
Ao I 5~
cl-23 [ @ Al o
T T T T T T T T T T
Nov 2003 Dez Jan 2004 Feb

Abb. 3.3: Ergebnisse der Stuhluntersuchungen. Beriicksichtigt wurden nur die Antibiotika Meropenem und
Amikacin. Die Nummerierung der Stuhlproben bezieht sich auf Tabelle 3.4. Einige Liegezeiten sind ausschnitts-
weise dargestellt.

3.2.2 Stuhlproben des Personals

Da auch kolonisiertes Personal eine wichtige Kontaminationsquelle darstellt, wurde eine
Stuhluntersuchung des Pflegepersonals der drei Stationen angestrebt. Es konnten jedoch nur
sieben Proben von der Al sowie zwei von der CI erhalten werden. In acht Proben wurden kei-
ne Klebsiellen nachgewiesen, wéhrend aus einer Probe von der Al der nicht-multiresistente
Stamm PS-032A (Klon IV) isoliert wurde, dessen PFGE-Muster nicht mit Klon I oder Klon II

ubereinstimmte.
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3.3 Epidemiologie der K.-pneumoniae-Stamme

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden im Zeitraum Januar 2002 bis Méarz 2004 auf drei
Intensivstationen 57 Patientenisolate von 32 verschiedenen Patienten sowie 16 Isolate aus der
Umgebung der Patienten asserviert (vgl. Tab. 2.1, 2.2, 2.3). 24 Patientenisolate stammten aus
untersuchten Stuhlproben, wahrend die weiteren 33 Stimme aus Untersuchungsmaterialien
verschiedener Herkunft isoliert wurden. Am héufigsten waren dies Rachenabstriche und Tra-
chealsekret, seltener Wundabstriche sowie Abstriche von Katheterspitzen (Blasen-, Sheldon-,
Arterien- und ZV-Katheter). Ein weiterer Stamm wurde aus einer Stuhlprobe des Pflegeper-

sonals isoliert.

3.3.1 Identifizierung

Alle aus der Universitétsklinik iibersandten Isolate wurden biochemisch als Klebsiella pneu-
moniae ssp. pneumoniae reidentifiziert. Ebenso wurden alle aus den Stuhlproben isolierten

Stimme als Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae identifiziert.

3.3.2 Typisierung mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Identifizierung erfolgte die Typisierung der 74 Isolate mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese (PFGE). Wie unter 2.5.10 beschrieben, wurde bei Isolaten mit identischem
Fragmentmuster angenommen, dass es sich um den gleichen Klon handelte. Isolate mit zwei
bis drei Unterschieden im Bandenmuster wurden als Varianten eines Klons betrachtet. Die
Ergebnisse der PFGE-Typisierung sind in Tabelle 3.5 dargestellt, Abbildung 3.4 zeigt exem-
plarische PFGE-Gele. Die Fragmentmuster aller untersuchten Stimme sind im Anhang 7.6
abgebildet. Aus einigen Stuhlproben wurden zwei Isolate mit unterschiedlicher Kolonie-
morphologie asserviert. Diese sind in Tabelle 3.5 mit dem Zusatz a (stark schleimende Kolo-
nie) und b (sehr wenig Schleimbildung) versehen.

Anhand der PFGE-Fragmentmuster konnten zwei verschiedene gehéuft auftretende Klone
identifiziert werden. Sieben Stdmme, darunter alle fiinf Patientenisolate aus dem Jahr 2002
sowie zwei Umgebungsisolate aus dem gleichen Zeitraum (Januar 2002 bis April 2002), wur-
den Klon I zugeordnet. Zwei dieser Patientenisolate bildeten Varianten des Klons I (Ia, Ib).
Insgesamt 53 Stimme, darunter 28 Patientenisolate, 22 Patientenisolate aus Stuhlproben und
drei Umgebungsisolate, konnten Klon II zugeordnet werden. Sechs dieser Isolate bildeten vier
verschiedene Varianten des Klons II (Ila, IIb, IIc, I1d), wiahrend die anderen 47 Isolate identi-
sche Bandenmuster aufwiesen. Alle Isolate des Klons II stammen aus dem Zeitraum August

2003 bis Februar 2004.
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14 Isolate aus dem Stammkollektiv zeigten von Klon I und II abweichende Fragmentmuster
und wurden zehn weiteren Klonen zugeordnet (Klon III - Klon XII). Keines dieser Fragment-
muster trat hdufiger als zweimal auf. In diese Gruppe konnten auch zwei Isolate aus Stuhlpro-
ben (Klon III) sowie ein K.-pneumoniae-Stamm aus einer Stuhlprobe des Pflegepersonals

(Klon IV) eingeordnet werden.
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Abb. 3.4: Exemplarische PFGE-Gele von Klon I und Klon II. Uber dem Gel sind die einzelnen Stimme
angegeben. Der mit M bezeichnete Stamm (Klon I) wurde auf jedes Gel als Marker aufgetragen. Unter dem
Gel sind die zugehorigen PFGE-Typen sowie die Patienten bzw. Isolationsorte angegeben, von denen die
jeweiligen Isolate stammen.

Die Ergebnisse der PFGE-Typisierung zeigen, dass es im Untersuchungszeitraum auf den drei
Intensivstationen zu zwei klonalen Ausbriichen mit zwei unterschiedlichen nosokomialen K.-
pneumoniae-Stammen (Klon I bzw. Klon II) gekommen ist. Klon I trat im Rahmen des ersten
Ausbruchs von Januar 2002 bis April 2002 auf, wahrend Klon II fiir den zweiten Ausbruch
von August 2003 bis Mirz 2004 verantwortlich war.



Tab. 3.5: Antibiotika-Empfindlichkeit, MHK-Muster und PFGE-Profil der K.-pneumoniae-Isolate. Grau unterlegt: Resistent oder intermedidr nach DIN bzw. EUCAST.

: E Antibiotika-Empfindlichkeit: MHK (ng/ml)
¢ L5 |85 |EZ|EF|EF |2 |5 B2 |22 e |2R|B (2| |g|z|g| e |EQEE|gETEs
o 5 S | B2 =i ¢ = e = 8 5 5 =

1-05111 D |>128 |>128/2|>64/8 |>128/8 |>128/4| 0,5 |<0,25| 1 >32 2/4 | >32 | 0,5/4 | >32 [>128| >32 | 128 | 8 | 16 128 | >128 | >8 | 8 |>128|>128
1-05113 Ia | D |>128(>128/2|>64/8|>128/8 |>128/4|<0,25|<0,25| 0,5 | >32 1/4 | >32 | 0,5/4 | >32 [>128] >32 | 64 | 8 8 128 | >128 | >8 | 4 |>128|>128
1-05134 Ib | D |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25| 1 >32 4/4 | >32 | 0,5/4 | >32 |>128| >32 [ 128 | 8 | 16 | 128 | >128 | >8 | 8 |>128|>128
1-00734 I | D [>128(>128/2|>64/8 |>128/8 (>128/4| 0,5 |<0,25| 0,5 | >32 2/4 32 1 054 | 16 [ 128 | 32 | 64 | 8 | 16 | 128 | >128 | >8 | 4 |>128|>128
1-01082 I | D [>128|>128/2 (>64/8 |>128/8 |>128/4| 0,5 [<0,25| 0,5 | >32 2/4 32 1/4 16 | 128 | 32 (128 | 16| 16 | >128 | >128 | >8 | 8 |>128|>128
U-238 I | D [>128|>128/2 (>64/8 |>128/8 |>128/4| 0,5 [<0,25| 0,5 | >32 2/4 | >32 | 1/4 16 | 128 | >32 [ 128 | 16| 8 64 | >128 | >8 | 4 [>128| 64
U-243 I | D [>128|>128/2 (>64/8 |>128/8 |>128/4| 0,5 [<0,25| 0,5 | >32 4/4 32 4/4 8 128 |>32|128| 8 | 16 | 128 | >128 | >8 | 8 |>128|>128
I-11531 II | A [>128|>128/2 |>64/8 (>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 1 4 64 32 8 2 |>128|>128
1-14885 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4 [<0,25|<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 1 2 32 32 8 2 [>128(>128
1-15258 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4 | <0,25 [<0,25 [<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | & | 2 4 32 32 8 2 [>128(>128
1-15633 II | A [>128(>128/2|>64/8 |>128/8 >128/4| 0,5 |<0,25[<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 128 32 >8 | 4 |>128|>128
1-16296 II | A [>128|>128/2 |>64/8 (>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 8 |[>128 | o4 >8 | 2 |>128(>128
1-16299 II | A [>128|>128/2 |>64/8 [>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 32 2/4 | >32 | 1/4 | >32 |>128] >32 | 32 | 1 4 128 32 >8 | 2 |>128(>128
1-16330 II | A [>128|>128/2 |>64/8 [>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 32 1/4 | >32 [<0,25/4| 32 |>128| >32 | 32 | 1 2 64 32 8 2 |>128|>128
1-16447 II | A [>128|>128/2 |>64/8 [>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| 16 |>128| >32 | 8 1 2 32 32 8 2 |>128(>128
1-16462 II | A [>128|>128/2 |>64/8 [>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 1 2 32 64 >8 | 2 |>128|>128
1-16706 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4 | <0,25 [<0,25 |<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 1 2 32 64 8 2 [>128(>128
1-18620 II | A [>128(>128/2|>64/8 |>128/8 [>128/4| 0,5 |<0,25[<0,25| 32 1/4 | >32 |<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 | >128 | 32 >8 | 2 |>128|>128
1-18655 II | A [>128(>128/2|>64/8 |>128/8 >128/4| 0,5 |<0,25[<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 1 2 128 32 8 2 [>128(>128
1-18856 II | A [>128|>128/2 |>64/8 >128/8 |>128/4 |<0,25|<0,25|<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 1 2 64 32 8 2 |>128(>128
1-00422 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4| 0,5 [<0,25|<0,25| 32 | 0,5/4 | >32 |<0,25/4| 32 |>128| >32 | 8 1 2 32 32 8 2 |>128|>128
1-01658 II | A [>128|>128/2 |>64/8 >128/8 |>128/4 <0,25|<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 | 2 4 64 32 >8 | 2 |>128(>128
1-01664 II | A [>128|>128/2|>64/8 |>128/8 >128/4| 0,5 |<0,25(<0,25| 32 | 0,5/4 | >32 [<0,25/4| 32 [>128| >32 ( 8 | 2 2 64 32 8 2 |>128|>128
1-01667 II | A [>128(>128/2|>64/8 |>128/8 >128/4| 1 |<0,25[<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128| >32 | & 1 2 32 32 >8 | 2 |>128|>128
1-01865 II | A [>128|>128/2 |>64/8 (>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| 16 1/4 | >32 [<0,25/4| 32 |>128| >32 | 16 | 1 2 32 32 8 2 [>128(>128
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Fortsetzung Tab. 3.5: Antibiotika-Empfindlichkeit, MHK-Muster und PFGE-Profil. Grau unterlegt: Resistent oder intermedidr nach DIN bzw. EUCAST.

g E Antibiotika-Empfindlichkeit: MHK (ng/ml)
> lar |vp|loz |93 | 5 Hlolaoo|laolaolaolaolalalp]| 3 Q |20 |z U228 2
o 5 S | B2 2 o £ o = 5 5 5 =

1-01867 II | A |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 1 |<0,25|<0,25| 16 0,5/4 | >32 |<0,25/4| >32 |>128| >32 1 2 32 32 8 2 |>128 (>128
1-02760 II | A |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 1 |<0,25|<0,25| 32 1/4 >32 1<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 2 4 32 32 >8 | 2 |>128(>128
P-6068 II | A |>128|>128/2|>64/8 | >128/8|>128/4| 0,5 [<0,25|<0,25| 32 2/4 >32 (<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 128 32 >8 2 |>128 (>128
B-11238 II | A |>128(>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4|<0,25|<0,25|<0,25| 32 1/4 >32 1<0,25/4| >32 |>128| >32 | 8 2 4 128 32 8 2 |>128 (>128
0-19686 II | A |>128|>128/2|>64/8 | >128/8|>128/4| 0,5 [<0,25|<0,25| >32 2/4 >32 (<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 128 32 >8 | 4 |>128|>128
S-00444-a II | A |>128|>128/2|>64/8 | >128/8|>128/4| 0,5 [<0,25|<0,25| 32 2/4 >32 (<0,25/4| >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 128 32 >8 | 2 |>128] 128
S-00444-b II | A |>128(>128/2|>64/8 |>128/8 |>128/4|<0,25|<0,25| 0,5 | >32 2/4 >32 | 0,5/4 | >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 128 64 >8 | 2 |>128]| 128
S-00031 II | A |>128(>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4| 0,5 |<0,25| 0,5 | >32 2/4 >32 | 0,5/4 | >32 |>128| >32 | 16 | 2 4 | >128 64 >8 | 2 |>128]| 128
S-00060 II | A |>128|>128/2|>64/8 | >128/8 | >128/4|<0,25|<0,25|<0,25| 16 1/4 >32 1/4 32 (>128| >32 | 16 | 1 2 32 64 8 2 |>128 (>128
S-12577 II | B |[>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 8 4 16 | >32 16/4 | >32 | 32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 2 8 >128 64 >8 2 |>128 (>128
S-12578 II | B |[>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 8 4 16 | >32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 2 8 >128 64 >8 2 |>128 (>128
S-12579 II | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 16 16 32 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 8 128 32 >8 | 4 |>128|>128
S-12639 Ilc | B [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8 | >128/4 16 32 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 (>128| 2 4 128 32 8 2 [>128(>128
S-12770 II | B |>128(>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4| 4 4 8 >32 | 32/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128] >32 | 128 | 1 2 64 128 | >8 8 |>128|>128
S-12938-a II | B |>128(>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 16 8 32 | >32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 2 8 >128 64 8 4 [>128(>128
S-12938-b II | B |[>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 8 4 32 32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 2 16 | >128 32 8 2 |>128 (>128
S-12939 IIb | B [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4| 8 8 32 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 4 128 32 8 2 |>128 (>128
S-12941-a IId | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8 |>128/4| 8 4 16 | >32 8/4 >32 | 32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 8 >128 64 >8 2 |>128 (>128
S-12941-b II | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8 |>128/4| 8 8 32 | >32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 1 4 | >128 64 8 2 |>128 (>128
S-12942 I | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 4 4 16 | >32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 64 | 1 4 32 32 >8 8 |>128|>128
S-12947 I | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 4 4 16 | >32 | 32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 64 | 2 4 128 32 >8 | 4 |>128|>128
S-00001-a IIb | B |>128|>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4| 8 8 >32 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 4 | >128 64 8 4 [>128(>128
S-00001-b | ITb | B |>128|>128/2 [>64/8 [>128/8 |>128/4| 8 8 >32 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 4 128 64 8 2 [>128(>128
S-00005 II | B |>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 4 4 16 32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 64 | 1 2 64 32 >8 8 [>128|>128
S-00006 II | B |[>128|>128/2|>64/8 |>128/8|>128/4| 8 4 16 | >32 32/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 128 | 2 4 >128 64 >8 2 |>128(>128
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Fortsetzung Tab. 3.5: Antibiotika-Empfindlichkeit, MHK-Muster und PFGE-Profil. Grau unterlegt: Resistent oder intermedidr nach DIN bzw. EUCAST.

: E Antibiotika-Empfindlichkeit: MHK (ng/ml)

¢ L5 |85 |EZ|EF|EF |2 |5 B2 |22 e |2R|B (2| |g|z|g| e |EQEE|gETEs

o 2 S | B2 =i o = o =] =] = =
S-00032 II >128 (>128/2 |>64/8 | >128/8 |>128/4| 4 4 16 | >32 | 16/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 64 | 1 4 64 64 >8 | 8 |>128|>128
S-00061 II >128 (>128/2 |>64/8 | >128/8 |>128/4| 4 4 16 | >32 | 32/4 | >32 | >32/4 | >32 (>128| >32 | 64 | 1 2 64 64 >8 | 8 |>128|>128
1-18573 ITa | B2 |>128 |>128/2 |>64/8 | >128/8 |>128/4| 2 1 16 | >32 | >32/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 128 | 2 8 | >128 | 32 >8 | 4 |>128|>128
1-16602 II | B2 (>128|>128/2 | >64/8 |>128/8 |>128/4| 2 2 8 32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 64 | 1 4 128 32 >8 | 2 |>128|>128
1-18650 II | B2 (>128|>128/2|>64/8 |>128/8 |>128/4| 1 2 8 32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 |>128| >32 | 64 | 1 2 64 64 >8 | 2 |>128(>128
1-15211 II | B2 (>128|>128/2|>64/8 |>128/8 | >128/4| 2 2 16 32 16/4 | >32 | >32/4 | >32 [>128| >32 | 64 | 2 8 128 32 8 2 |>128(>128
1-00401 I | C|128 | 42 4/8 4/8 4/4 0,5 [<0,25(<0,25| 1 0,5/4 | 0,5 |<0,25/4| 1 16 [<0,25| 8 | 2 |<0,25|<0,125| 32 >8 | 4 4 8
U-12493 II|cC| 64 4/2 4/8 2/8 4/4 1<0,25|<0,25(<0,25| 1 0,5/4 |<0,25|<0,25/4|<0,25| 8 |[<0,25| 8 | 2 [<0,25| 0,5 32 8 2 8 8
U-12504 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4 | <0,25 [<0,25 [<0,25| 32 2/4 | >32 [<0,25/4| >32 |>128]| >32 | & | 2 4 64 32 >8 | 2 |>128|>128
U-12509 II | A [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8|>128/4 | <0,25 [<0,25 [<0,25| 32 4/4 | >32 |<0,25/4| >32 [>128| >32 | 16 | 2 4 64 32 >8 | 2 |>128|>128
U-12613 V | - [>128|>128/2 |>64/8 |>128/8 |>128/4 |<0,25|<0,25|<0,25| >32 | 0,5/4 | 32 |<0,25/4| 4 64 | 32 | 32 | 16| 8 8 2 2 |>32] 32 |>128
U-12614 V | - |>128(>128/2|>64/8 [>128/8 |>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| >32 | 0,5/4 | 16 |<0,25/4| 4 64 | 32 | 32 | 8 8 8 2 2 [32] 64 [>128
U-12635 VI | - |>128| 82 [>64/8| 128/8 | 32/4 |<0,25|<0,25|<0,25| 1 |[<0,25/4| 0,5 |<0,25/4| 0,5 | 32 |<0,25| 32 | 1 [<0,25|<0,125| 4 8 [|>32(>128|>128
U-12637 VI | - [>128| 16/2 |>64/8| 64/8 | 16/4 |<0,25|<0,25|<0,25| 1 |[<0,25/4| 0,5 |<0,25/4|<0,25| 32 [<0,25| 32 |0,5|<0,25|<0,125| 4 8 [|>32(>128|>128
U-245 VII | - |>128| 64/2 |>64/8| 128/8 |>128/4|<0,25|<0,25|<0,25| >32 | 0,5/4 | 16 |<0,25/4| 4 64 | 32 | 32 | 16| 4 0,5 1 1 2 2 16
U-2761 VIII| - (>128| 32/2 [>64/8| 128/8 |>128/4(<0,25(<0,25(<0,25| >32 | 0,5/4 | 32 |<0,25/4| 8 64 | 32 | 16 |>32] 32 8 32 >8 | 16 |>128|>128
U-2778 IX | - [>128| 82 | 64/8 | 16/8 | 16/4 [<0,25(<0,25(<0,25| 1 0,5/4 | 0,5 |<0,25/4| 0,5 | 32 [<0,25| 32 | 1 [<0,25|<0,125| 0,25 1 16 | 4 64
U-7448 X | -] 32 8/2 8/8 8/8 16/4 | 0,5 [<0,25(<0,25| 1 0,5/4 1<0,25(<0,25/4|<0,25| 32 |<0,25| 32 | 1 |<0,25|<0,125| 0,25 1 16 | 8 | 128
U-7519 XI | - | 128 | 4/2 4/8 4/8 8/4 1 [<0,25(<0,25| 1 0,5/4 1<0,25(<0,25/4|<0,25| 16 [<0,25| 16 | 2 1 0,25 1 1 8 8 64
U-7643 XI | - |[>128] 16/2 | 32/8 | 16/8 | 16/4 | 0,5 |<0,25|<0,25| >32 1/4 16 |<0,25/4| 2 64 | 16 | 32 | 16| 4 0,5 1 2 [ 16| 8 64
U-8369 XII | - |>128(>128/2|>64/8| 64/8 |>128/4| 0,5 |<0,25|<0,25| >32 1/4 32 |<0,25/4] 8 64 | 32 | 64 | 8 4 0,5 1 4 |16 | 64 | 128
S-12573 Imr | - | 128 | 82 | 32/8 | 16/8 | 16/4 |<0,25|<0,25| 0,5 1 0,5/4 2 1/4 1 | 128 | 0,5 | 128 | 1 |<0,25| 0,5 2 4 (16| 16 8
S-12574 Imr | - | 128 | 4/2 | 16/8 | 16/8 | 16/4 |<0,25|<0,25| 0,5 2 0,5/4 1/4 2 64 | 0,5 | 128 | 2 |<0,25| <0,25 1 4 (16| 16 8
PS-032A IV | - | 64 4/2 2/8 | <1/8 2/4 0,5 |<0,25|<0,25|<0,25|<0,25/4<0,25|<0,25/4|<0,25| 2 |<0,25| 4 | 2 |<0,25| 0,25 |<0,125|0,125| 2 4 8
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3.3.3 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die Antibiotika-Empfindlichkeit der 74 Stimme wurde ermittelt, indem fiir alle Isolate die
MHK-Werte von 24 verschiedenen Antibiotika bestimmt wurden (Tabelle 3.5). Die klinische
Beurteilung der MHK-Daten erfolgte anhand der Grenzwerte nach DIN. Fiir Ertapenem wur-
den die Grenzwerte nach EUCAST gewihlt, da keine Beurteilungskriterien nach DIN vorla-
gen. Als klinisch intermediér oder klinisch resistent eingestufte MHK-Werte sind grau unter-
legt. Anhand der MHK-Daten konnten die Stimme in Gruppen mit verschiedenen Resistenz-
mustern eingeteilt werden, welche in Tabelle 3.5 mit A-D bezeichnet sind. Lediglich die 14
Isolate mit von Klon I und II abweichenden PFGE-Profilen zeigten auch unterschiedliche

Resistenzprofile und konnten keinem der Muster zugeordnet werden.

3.3.4 Korrelation von PFGE- und Resistenzmuster

Der bereits aus Tabelle 3.5 ersichtliche Zusammenhang zwischen PFGE-Profil und Resis-
tenzmuster der untersuchten Stimme ist in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Fiir Klone mit mehr
als zwei Stimmen wurde der Median der MHK angegeben. Lagen pro Klon nur zwei Stimme
vor, so wurde der hohere Wert angegeben. Wichen die MHK-Werte um mehr als zwei Stufen
ab, so wurde der entsprechende Stamm gesondert aufgefiihrt. Als resistent bzw. intermediér
eingestufte MHK-Werte sind grau unterlegt.

Alle Isolate des Klons I zeigten das Resistenzmuster D, das sich durch Resistenz gegeniiber
allen getesteten Penicillinen, Cephalosporinen, Fluorchinolonen und Aminoglykosiden sowie
Cotrimoxazol und Chloramphenicol auszeichnete. Gegeniiber Amikacin bestand eine inter-
medidre Resistenz, wahrend die Stimme gegeniiber den getesteten Carbapenemen und Cepha-
losporin/B-Laktamase-Inhibitor-Kombinationen empfindlich waren.

Die Isolate des Klons II zeigten verschiedene Resistenzphdnotypen und lieBen sich den Resis-
tenzmustern A, B, B2 oder C zuordnen. 29 Isolate (55%) entfielen auf Muster A, das sich von
Muster D nur durch die Empfindlichkeit gegeniiber Amikacin unterschied. 18 Isolate (34%)
lieBen sich zu Resistenzprofil B zusammenfassen, da sie im Gegensatz zu Muster A Resistenz
oder intermedidre Resistenz gegeniiber den getesteten Carbapenemen sowie Cephalosporin/p-
Laktamase-Inhibitor-Kombinationen aufwiesen. Das Resistenzprofil B2 ist als ein Untertyp
des Musters B anzusehen. Die vier Isolate dieses Resistenzphédnotyps waren zwar resistent
gegeniiber Ertapenem, jedoch nicht gegeniiber den weiteren getesteten Carbapenemen (Imi-
penem und Meropenem). Zwei Isolate des Klons II lieBen sich dem Resistenzprofil C zuord-

nen, das sich von den anderen Mustern durch eine deutlich verminderte Zahl von Resistenz-
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eigenschaften unterschied. Diese Stimme waren trotz ihres mit Klon II identischen PFGE-

Musters nur gegen Fluorchinolone, Tetracycline sowie einige f-Laktame resistent.

Tab. 3.6: Korrelation von PFGE-Profil und Resistenzmuster. Grau unterlegt: resistent bzw. intermediér.
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In Tabelle 3.7 sind die Isolate des Klons II den jeweiligen Patienten zugeordnet. Es wird er-

sichtlich, dass sich weder die verschiedenen PFGE-Varianten noch die Resistenzprofile von

Klon II grundsitzlich mit bestimmten Patienten korrelieren lassen. Wahrend von einigen
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Patienten nur Stimme desselben MHK-Musters isoliert wurden, treten bei anderen Patienten

Isolate mit verschiedenen Resistenzphédnotypen auf.

Tabelle 3.7: Zuordnung der Isolate zu den jeweiligen Patienten

5|5 S| x
5 = | 5 & E g

= =~ z _
g s |3 35| & |22 5 3 = | 38 | & |E|E
o 7 n| 23 = e = o 7 7 Rz = ol
AI-02 |I-11531 Al |05.0803| KS | II | A 1-18856 Al 19.1203 | TS |1l | A
1-15633 Al 120.10.03| TS | II | A S-00006 CNS | 02.01.04 S 11| B
S-12579 Al | 16.12.03 S II1| B AI-19 |S-00031 CNS | 05.01.04 S I| A
AI-04 [S-00001-a | AI |31.12.03 S IIb| B S-00444-a | CNS | 18.01.04 S I| A
S-00001-b | AT [31.12.03| S IIb| B S-00444-b | CNS | 18.01.04 S II| A
1-00401 Al |108.01.04| RA | I | C CI-18 [1-14885 CI 061003 | TS |II | A
AI-09 [I-15258 Al |13.1003| RA | II | A CI-21 [I-16706 CI 10.11.03 | TS |II | A
[-18573 Al | 15.12.03| WA | Ila | B2 CI-22 [I-16462 CI 04.11.03 | TS |1II | A
AL10 S-12639 Al | 16.12.03 S IIc| B S-12942 Al 15.12.03 S II| B
S-12770 Al | 17.12.03 S II]| B S-12947 Al 27.12.03 S II| B
S-12939 Al |22.12.03 S IIb| B CI-23 [ S-00005 CNS | 02.01.04 S II|B
AI-13 |1-16299 Al 103.11.03| TS Il A S-00032 CNS | 05.01.04 S II| B
Al-14 [1-16330 KI|[03.11.03| RA | II | A S-00061 CNS | 06.01.04 S II| B
Al-15 |1-16296 Al |03.11.03| TS | II | A CI-25 | P-6068 CNS | 16.12.03 | RA |II | A
Al-16 |1-16602 Al |07.11.03| KS | II | B2 CI-27 [S-00060 CNS | 05.01.04 S I| A
S-12577 Al [13.12.03| S II]| B CI-29 [1-18620 CI 15,1203 | RA |1l | A
S-12578 Al | 16.12.03| S II]| B CI-30 [I-18655 CI 15,1203 | RA |1l | A
ALL7 S-12938-a | Al [22.12.03| S II| B CI-32 [1-00442 CI 08.01.04 | RA |II | A
S-12938-b | AI [22.12.03| S II]| B CI-33 [1-01667 CI 29.01.04 | RA | Il | A
S-12941-a | Al |23.12.03 S IId| B ClI-34 1-01658 CI 29.01.04 | TS |[II | A
S-12941-b | AI |23.12.03 S II1| B 1-01867 CI 020204 | TS |11 | A
KI-09 |1-16447 KI|04.11.03| WA | II | A CI-35 [1-01865 CI 02.02.04 | TS |II | A
CL-17 [-15211 CI |13.10.03| RA | II | B2 CL-36 1-01664 CI 29.01.04 | TS |[II | A
1-18650 MI [ 15.12.03| RA | IT | B2 1-02760 CI 16.02.04 | RA | Il | A

Al anésthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation, KI: kardiochirurgische Intensivstation,
MI: Intensivstation Innere Medizin, CNS: chirurgische Normalstation, S: Stuhl, KS: Katheterspitze, TS: Tra-

chealsekret, RA: Rachenabstrich, WA: Wundabstrich
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3.4 Untersuchung der Resistenzmechanismen ausgew:ihlter Stimme

3.4.1 Stammauswahl

Zur weiteren phinotypischen und genotypischen Charakterisierung wurden insgesamt flinf
Staimme ausgewihlt (Tabelle 3.8). Hierzu gehdren ein Patientenisolat des Klons I sowie vier
Patientenisolate des Klons II mit den verschiedenen Resistenzmustern A, B, B2 und C. Drei
der vier Isolate von Klon II stammen von demselben Patienten (AI-04). Die PFGE-Muster
dieser Stimme sind in Abbildung 3.4 dargestellt. Im Folgenden werden die Stimme als Klon

I, II-A, 1I-B, 1I-B2 und II-C bezeichnet.

Tab. 3.8: Zur genauen Charakterisierung ausgewihlte K.-pneumoniae-Isolate

i:lal;]n;::r Repriisentierter Klon Patient | Station Iszl:ttlil(::s_ Materialart
1-05111 Klon I CI-02 CI 07.04.02 Arterienkatheterspitze
I-15633 Klon II-A AI-04 Al 20.10.03 Trachealsekret

12579 ST Klon II-B Al-04 Al 16.12.03 Stuhlprobe

1-18573 Klon II-B2 AI-10 Al 15.12.03 Thoraxabstrich
1-00401 Klon II-C AI-04 Al 08.01.04 Rachenabstrich

Al: anisthesiologische Intensivstation, CI: chirurgische Intensivstation

Zunichst wurde die Antibiotika-Empfindlichkeit der fiinf ausgewéhlten Stimme gegeniiber
weiteren Substanzen bestimmt (Tabelle 3.9). Die klinische Beurteilung der MHK-Daten er-
folgte anhand der Grenzwerte nach DIN oder, sofern keine Beurteilungskriterien nach DIN
vorlagen, nach EUCAST, amerikanischem Standard (CLSI) oder franzosischem Standard
(SFM).

Neben den bereits unter 3.3.4 beschriebenen Resistenzen waren Klon I sowie Klon II-A, 1I-B
und II-B2 auch resistent gegeniiber allen weiteren getesteten Penicillinen und Cephalospori-
nen, dem Monobaktam Aztreonam, allen getesteten Fluorchinolonen, Antifolaten und sonsti-
gen Substanzen. Gegeniiber allen getesteten dlteren Tetracyclinen waren sie ebenfalls resis-
tent, jedoch empfindlich gegeniiber Tigecyclin. Wihrend Klon I Resistenz oder intermedidre
Resistenz gegeniiber allen getesteten Aminoglykosiden aufwies, blieben Klon II-A, 1I-B und

II-B2 empfindlich gegeniiber Amikacin und Kanamycin.
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Tab. 3.9: MHK-Werte [ng/ml] der ausgewihlten K.-pneumoniae-Isolate. Grau: resistent bzw. intermediér

Klon I Klon I
Antibiotikum Klon II-A | KlonII-B | Klon II-B2 | Klon II-C
1-05111 1-15633 S-12579 1-18573 1-00401
Ampicillin >2048 >2048 >2048 >2048 128
Amoxicillin/Clavulansdure >128/2 >128/2 >128/2 >128/2 4/2
Ampicillin/Sulbactam >64/8 >64/8 >64/8 >64/8 4/8
Mezlocillin >256 >256 >256 >256 32
Piperacillin >128 >64 >64 >64 16
Piperacillin/Tazobactam >128/4 >128/4 >128/4 >128/4 4/4
Piperacillin/Sulbactam >128/8 >128/8 >128/8 >128/8 4/8
Cefuroxim >128 >128 >128 >128 16
E Ceftriaxon >32 >32 >32 >32 <0,25
E Cefpodoxim >64 >16 >16 >16 1
S | Cefotaxim >32 512 4096 >32 0,5
& | Cefotaxim/Clavulansiure 0,5/4 <0,25/4 128/4 >32/4 <0,25/4
Ceftazidim >32 32 >32 >32 1
Ceftazidim/Clavulanséure 2/4 2/4 >32/4 >32/4 0,5/4
Cefepim >32 >32 >32 >32 1
Cefoxitin 128 16 128 128 8
Aztreonam >512 64 >64 >32 0,25
Imipenem 0,5 0,5 16 2 0,5
Meropenem <0,25 <0,25 16 1 <0,25
Ertapenem 1 <0,25 32 16 <0,25
Norfloxacin >64 >64 >64 >64 >64
£ | Ciprofloxacin >128 32 32 32 32
3 | Enoxacin >32 >32 >32 >32 >32
% Fleroxacin >32 32 >32 >32 >32
§ Ofloxacin >32 32 32 32 32
& | Sparfloxacin >32 16 16 16 16
Moxifloxacin >8 >8 >8 >8 >8
2 Amikacin 8 2 2 2 2
'g Gentamicin 128 128 128 >128 <0,125
=. | Netilmicin 128 16 32 16 <0,063
g’ Tobramycin 16 4 8 8 <0,25
‘E | Kanamycin >256 8 8 16 2
< Streptomycin >256 16 32 32 2
Tetracyclin 8 4 4 4 4
é E Doxycyclin 8 4 4 4 4
Z 2. [ Minocyclin 8 4 4 4 4
Tigecyclin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
. o | Cotrimoxazol >256 >256 >256 >256 4
E = | Trimethoprim >64 >64 >64 >64 0,5
“ | Sulfamethoxazol >512 >512 >512 >512 16
Chloramphenicol >128 >128 >128 >128 8
& | Fosfomycin 128 128 >128 >128 >128
2 | Rifampicin 64 32 >32 32 >32
@ Nitrofurantoin 128 128 128 128 128
Colistin 1 8 32 16 32
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Klon II-C wies wie bereits erwihnt ein deutlich vermindertes Resistenzspektrum auf. Er war
empfindlich gegeniiber den meisten getesteten f-Laktamen, allen Aminoglykosiden und Anti-
folaten sowie Chloramphenicol, jedoch resistent gegeniiber Fluorchinolonen, Tetracyclinen
und einigen weiteren Substanzen.

Bemerkenswert ist die Resistenz aller Staimme des Klons II sowie das intermedidre Tester-

gebnis von Klon I gegeniiber dem Reserveantibiotikum Colistin.

3.4.2 Analyse der durch Mutationen vermittelten Resistenz

3.4.2.1 Expression der Porine der duflieren Membran

Verdanderungen im Expressionsmuster der in der duleren Membran lokalisierten Porine tragen
bei K. pneumoniae erheblich zur Auspragung von Multiresistenz bei. Ein Verlust oder eine
verminderte Expression der unspezifischen Porine OmpK35 und OmpK36 setzt den Einstrom
bestimmter Antibiotika in die Zelle herab, so dass es zu Resistenz oder einer Erhéhung des

Resistenzniveaus gegentiber diesen Substanzen kommt (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 1996).

3.4.2.1.1 SDS-PAGE der Porin-Priparationen

Um den Einfluss der Porinexpression der ausgewéhlten Stimme auf das Resistenzmuster zu
untersuchen, wurden die Proteine der dulleren Membran prépariert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (Abbildung 3.5). Die elektrophoretische Mobilitdt der Porine kann sich schon bei
geringen Variationen der zur Elektrophorese eingesetzten Puffersysteme und Bedingungen
deutlich verdndern (HERNANDEZ-ALLES et al., 1999b). Daher wurden die Porine des Refe-
renzstammes K. pneumoniae PEG-8 ebenfalls priapariert und auf die Gele aufgetragen, um die
Expressionsmuster vergleichen zu konnen. Dieser Stamm besitzt trotz nachgewiesener Pro-
duktion einer ESBL (WIEGAND, 1997) eine Cefoxitin-MHK von nur 8 pg/ml, so dass von der

Expression beider Porine ausgegangen werden kann.

Die Porine sind als deutliche Proteinbanden im SDS-Gel sichtbar. Die unterste dieser Banden
bei etwa 35 kDa ist bei allen untersuchten Stimmen vorhanden. Aufgrund ihrer Gré3e und
ihres Verschwindens bei weiterer Aufreinigung der Porine (hier nicht durchgefiihrt) ldsst sie
sich dem Membranprotein OmpA zuordnen (HERNANDEZ-ALLES et al., 1999b), das bei K.
pneumoniae ein errechnetes Molekulargewicht von 35,02 kDa besitzt. Das multifunktionale

Membranprotein OmpA gehort zu den Hauptproteinen der dufleren Membran gramnegativer
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Bakterien. Es ist kein Porin, spielt jedoch eine wichtige Rolle fiir die strukturelle Integritit der

duBeren Membran sowie fiir die Virulenz der Zellen (HAEUW et al., 1998).

I R M M R I1-A II-B 1I-B2 II-C R
[ — — -
<« 55,5kDa —>
« 42,7 kDa — e
s — m— S -—
- e 34,6 kDa > -avey S e @ ey O
—— 26,6 KkDa = —

Abb. 3.5: SDS-PAGE der Porinpriiparationen der ausgewéhlten K.-pneumoniae-Isolate. M: Proteinmarker,
R: Referenzstamm PEG-8, I: Klon I, II-A: Klon II-A, II-B: Klon II-B, II-B2: Klon II-B2, II-C: Klon II-C.

Bei dem Referenzstamm PEG-8 sind oberhalb der OmpA-Bande zwei Porinbanden unter-
scheidbar, wobei eine Bande deutlich schwicher exprimiert wird. Aufgrund der im Gel sicht-
baren Reihenfolge wurde die Porinbande mit offenbar geringerem Molekulargewicht dem
Porin OmpK35, die Bande mit scheinbar etwas groerem Molekulargewicht dem Porin

OmpK36 zugeordnet.

Klon I besitzt nur eine Porinbande. Thre Intensitdt entspricht der OmpK35-Bande des Refe-
renzstammes, ihre Laufhohe liegt jedoch zwischen OmpK35 und OmpK36. Eine Identifikati-
on des Porins ist somit allein aufgrund der gelelektrophoretischen Auftrennung nicht mdglich.
Klon II-A besitzt ebenfalls nur eine Porinbande, deren Laufhohe dem vermuteten Porin
OmpK35 von Stamm PEG-8 entspricht. Bei Klon II-B ist keine der beiden Banden erkennbar,
so dass ein Verlust beider Porine angenommen werden kann. Klon II-B2 besitzt wie II-A eine
Porinbande, deren Molekulargewicht etwas grofler zu sein scheint. Sie liegt wie bei Klon I
zwischen den beiden Porinbanden des Referenzstammes, so dass auch hier keine eindeutige
Identifikation des Porins mdglich war. Bei Klon II-C fehlen beide Porinbanden, weshalb man

von einem Verlust beider Porine ausgehen kann.
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3.4.2.1.2 Amplifikation und Sequenzierung der Porin-Gene

Um die molekularen Ursachen des Porinverlustes zu ermitteln und die Identitét der in der
SDS-PAGE detektierten Porine eindeutig aufzukldren, wurden die entsprechenden Gene
ompK35 und ompK36 mittels PCR amplifiziert (Abbildung 3.6) und, sofern mdglich, sequen-
ziert.

Die PCR-Amplikons von ompK35 wiesen bei allen Klonen die erwartete Grofle von 1194 bp
auf. Die ompK36-Fragmente von Klon I, Klon II-A und II-B2 entsprachen ebenfalls der be-
rechneten Grofle von 1236 bp. Das bei Klon II-B amplifizierte Fragment war etwas kleiner,

wiéhrend bei Klon II-C auch nach wiederholten Versuchen kein Fragment amplifiziert werden

konnte.
M 1 1I-A 1I-B 1I-B2 1I-C M 1 II-A 1I-B 1I-B2 1I-C M
1500 bp —
1500 bp —
1000 bp —> 1000 bp —
OmpK35 OmpK36

Abb. 3.6: ompK35- und ompK36-PCR der ausgewihlten K.-pneumoniae-Isolate. M: Marker, I: Klon I, II-A:
Klon II-A, 1I-B: Klon II-B, 1I-B2: Klon II-B2, II-C: Klon II-C.

Die Ergebnisse der Sequenzierung der Porin-Gene sind in Tabelle 3.10 zusammengefasst, im
Anhang unter 7.3 und 7.4 sind die vollstindigen Aminosdure-Alignments angegeben. Die
Porinsequenzen der untersuchten Stimme wurden mit publizierten Sequenzen fiir ompK35
(GenBank Accession No. AJ011501 und AJ303057) bzw. ompK36 (GenBank Accession No.
733506 und AJ344089) verglichen. Die theoretischen Molekulargewichte der sequenzierten
Porine wurden mit Hilfe der Programme des ExPASy Proteomics Servers (GASTEIGER et al.,

2003) nach Abzug der Signalsequenz berechnet.
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Tab. 3.10: Ergebnisse von SDS-PAGE und Sequenzierung der Porine der K.-pneumoniae-Isolate

. Ergebnis der SDS- . . Molekulargewicht,
Stamm Porin PAGE Ergebnis der Sequenzierung Anzahl AS
. . Frameshift Codon 10, 2,88 kDa,
o OmpK35 keine Expression Stop Codon 27 26 AS *
on
. intakt (einige AS-Substitutionen, 38,16 kDa,
OmpK36 Expression Insertion D117 in Loop 3) 346 AS
. . Frameshift Codon 86, 7,57 kDa,
OmpK35 keine Expression Stop Codon 90 67 AS
Klon Il-A intakt 37,97 kD
. Inta 5 a,
OmpK36 Expression (cinige AS-Substitutionen) 344 AS
. . Frameshift Codon 86, 7,57 kDa,
OmpK35 keine Expression Stop Codon 90 67 AS
Klon Il Deletion AS 321-336 36,12 kD
. . eletion -336, , a,
OmpK36 keine Expression einige AS-Substitutionen 328 AS
. . Frameshift Codon 86, 7,57 kDa,
OmpK35 keine Expression Stop Codon 90 67 AS
Klon T1-B2 intakt (cinige AS-Substituti 38,12 kD
. Intakt (emige -dSubstitutionen, , a,
OmpK 36 Expression Insertion T116, D117 in Loop 3) 346 AS
. . Frameshift Codon 86, 7,57 kDa,
OmpK35 keine Expression Stop Codon 90 67 AS
Klon II-C - -
. . nicht sequenzie
OmpK36 keine Expression (kein PCR-Fragment) --

AS: Aminosduren. Angabe des theoretischen Molekulargewichtes sowie der AS-Anzahl nach Abzug der Signal-
sequenz. *Aufgrund der geringen Lénge des Peptids ist der Abzug der Signalsequenz nicht moglich.

In der ompK35-Sequenz von Klon I kommt es bereits in Codon 10 zu einem Frameshift durch
eine 1-bp-Insertion. Diese Leserahmen-Verschiebung fiihrt zur Entstehung eines Stop-Codons
in Codon 27, so dass statt des aus 359 Aminosiduren bestehenden Porins nur ein 26 Aminosau-
ren langes nicht-funktionales Peptid synthetisiert werden kann. Die ompK36-Sequenz von
Klon I ist intakt und unterscheidet sich nur durch einige Aminosdure-Austausche von den
publizierten Sequenzen (siche oben). Bei dem mittels SDS-PAGE in Klon I nachgewiesenen
Porin handelt es sich demnach um OmpK36, wihrend OmpK35 aufgrund einer chromosoma-
len Mutation nicht exprimiert wird.

Die ompK35-Sequenz von Klon II weist ebenfalls eine Frameshift-Mutation auf. Durch eine
4-bp-Insertion in Codon 86 entsteht ein Stopsignal in Codon 90. So wird nur ein 89 Amino-
sduren langes, ebenfalls nicht-funktionales Peptid exprimiert. Die beschriebene chromosoma-
le Mutation ist bei allen vier untersuchten Stimmen von Klon II (II-A, I1I-B, II-B2, II-C) iden-
tisch. Sie war offenbar bereits bei dem Ursprungsstamm vorhanden, bevor durch weitere Mu-
tationen verschiedene Varianten des Klons II entstanden sind.

Die ompK36-Sequenz hingegen unterscheidet sich bei den vier Stdimmen des Klons II. Stamm

II-A weist ein intaktes ompK36-Gen auf, das nur durch einige Aminosdure-Substitutionen von
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den publizierten Sequenzen abweicht. Bei der einzelnen Porinbande in der SDS-PAGE han-
delt es sich somit auch bei diesem Stamm um OmpK36. Die Porine scheinen in den SDS-
Gelen nicht nach ihrem Molekulargewicht, sondern in umgekehrter Reihenfolge aufgetrennt
zu werden. Dieses Phdnomen wurde bereits von HERNANDEZ-ALLES et al. (1999b) beschrie-
ben. Sie konnten das Porin OmpK36 auf demselben Gel je nach K.-pneumoniae-Isolat in eini-
gen Fillen als das schneller wandernde, in anderen Féllen als das langsamer wandernde Porin
identifizieren.

Die ompK36-Sequenz von Klon II-B unterscheidet sich von II-A durch eine 48-bp-Deletion
im N-terminalen Bereich des Proteins. Diese Mutation flihrt nicht zu einer Leseraster-
Verschiebung, jedoch zum Verlust von 16 Aminosduren. Hierdurch verringert sich das be-
rechnete Molekulargewicht von 37,97 kDa auf 36,12 kDa. Ein solches Protein wére immer
noch in der SDS-PAGE sichtbar. Da im Gel jedoch beide Porinbanden fehlen, ist davon aus-
zugehen, dass sich das verkiirzte OmpK36 nicht korrekt faltet, dadurch nicht in die &dulere
Membran integriert wird und somit bei der Porinpriaparation nicht mit aufgereinigt wird. Die
Deletion von 48 bp erklért auch das kleinere ompK36-PCR-Fragment des Stammes 11-B.

Bei Klon II-B2 ist wie bei II-A eine Porinbande im Gel erkennbar. Da OmpK35 aufgrund des
Frameshifts nicht exprimiert werden kann, muss es sich um OmpK36 handeln. Dies wird da-
durch bestitigt, dass die ompK36-Sequenzen von 11-B2 und II-A weitgehend tlibereinstimmen.
Einziger Unterschied ist eine Insertion von zwei Aminosduren (Threonin 116, Aspartat 117)
bei Klon II-B2. Diese Insertion liegt in Loop 3 der vorhergesagten Porinstruktur (DUTZLER et
al., 1999). Da Loop 3 den Porendurchmesser bestimmt, konnte die Insertion der beiden
Aminosiuren bei Klon 1I-B2 zu einer Verengung des Porins fithren. Ahnliches gilt auch fiir
Klon I, dessen ompK36-Sequenz an gleicher Stelle die Insertion einer Aminoséure (Aspartat
117) aufweist.

OmpK36 von Klon II-C konnte nicht sequenziert werden, da es nicht moglich war, das Gen
mittels PCR zu amplifizieren. Man kann von einer mutativen Verdnderung des Gens durch
Deletion oder Insertion groBerer DNA-Bereiche ausgehen, wodurch auch die fehlende Ex-

pression des Porins zu erkléren ist.

Die Klone I, II-A und II-B2 exprimieren somit eines der beiden Hauptporine der Spezies,
wihrend es bei II-B und II-C zum Verlust beider Membrankanédle gekommen ist. Die verrin-
gerte Membranpermeabilitét des Klons II-B im Gegensatz zu II-A ist eine mdgliche Erkldrung

fiir das erweiterte Resistenzspektrum dieses Stammes. Die Ertapenem-Resistenz von II-B2 ist
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moglicherweise durch einen verengten Porendurchmesser zu erklaren. Klon II-C schlielich

zeigt trotz des vollstindigen Porinverlustes nur einen eingeschriankten Resistenzphénotyp.

3.4.2.2 Uberexpression von Effluxpumpen

3.4.2.2.1 Effluxpumpen-Inhibitionstest

Die Uberexpression chromosomaler Breitspektrum-Effluxpumpen spielt bei K. pneumoniae
eine wichtige Rolle in der Ausprdgung eines multiresistenten Phénotyps. Um den Einfluss
solcher Effluxsysteme auf das Resistenzniveau der untersuchten Stimme zu ermitteln, wurden
zundchst phénotypische Effluxpumpen-Inhibitionstests durchgefiihrt. Hierzu wurden die
MHK-Werte verschiedener Antibiotika in An- und Abwesenheit des Inhibitors MC-207,110
(Phe-Arg-B-Naphthylamid, PABN, 20 pg/ml) bestimmt (Tabelle 3.11). Dieser Inhibitor
hemmt verschiedene Effluxsysteme gramnegativer Bakterien, unter anderem auch AcrAB-
TolC, das wichtigste Effluxsystem von K. pneumoniae. Von einer Effluxpumpen-Uber-
expression wurde ausgegangen, sofern die Reduktion der MHK-Werte signifikant héher war

als bei dem als Referenz getesteten Typstamm K. pneumoniae ATCC 13883.

Die MHK von Tetracyclin wird bei allen untersuchten Stimmen durch den Inhibitor 4-fach,
die Doxycyclin-MHK sogar 8-fach bei Klon I und 16-fach bei Klon II reduziert. Auch die
MHK der getesteten Fluorchinolone wird durch PABN um den Faktor 8-16 gesenkt, die MHK
von Chloramphenicol mindestens 4- bis 8-fach. Diese drei Substanzklassen sind Substrate der
Pumpe AcrAB-TolC, so dass von einer Uberexpression dieses Effluxsystems ausgegangen
werden kann. Fiir Cotrimoxazol kann aufgrund der hohen MHK-Werte der anderen Stimme
nur bei Klon II-C eine Aussage getroffen werden. Hier kommt es zu einer 8-fachen Reduktion
der MHK. Demnach stellen auch Antifolate bei K. pneumoniae ein Substrat fiir Effluxpumpen
dar.

Die MHK der meisten getesteten Substanzen bleibt auch in Anwesenheit von PABN im in-
termedifiren oder resistenten Bereich, was darauf hindeutet, dass die Effluxpumpen-Uber-
expression in den untersuchten Stdmmen nicht als einziger Mechanismus Resistenz gegen
diese Antibiotika vermittelt. Die Tetracyclin-Resistenz der getesteten Stimme wird dagegen
durch den Inhibitor vollstdndig unterdriickt. Demnach handelt es sich offenbar um den einzi-

gen Resistenzmechanismus dieser Stimme gegeniiber Tetracyclinen.
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Tab. 3.11: Ergebnisse des Effluxpumpen-Inhibitionstests

Klon I Klon II K. pneu-
Antibiotikum moniae
(MHK in pg/ml) Klon II-A | Klon II-B | Klon II-B2 | Klon II-C ATCC
1-05111 1-15633 S-12579 1-18573 1-00401 13883
mit PABN 8 4 4 4 4 1
Doxycyclin  [ohne PABN 1 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5
Reduktion (Faktor) 8 16 16 16 16 2
mit PABN 8 4 4 4 4 1
Tetracyclin |ohne PABN 2 1
Reduktion (Faktor) 4 4 4 4 4 1
mit PABN >128 32 32 32 32 0,25
Cipro- ohne PABN 32 8 0,125
floxacin
Reduktion (Faktor) >8 4 4 4 4 2
mit PABN >32 16 16 16 16 0,125
Sparfloxacin |ohne PABN 4 2 2 2 2 0,0625
Reduktion (Faktor) >16 8 8 8 2
mit PABN >256 >256 >256 >256 4
Cotri- ohne PABN 256 256 ~256 256 0.5 2
moxazol
Reduktion (Faktor) - - - - 8 2
mit PABN >128 >128 >128 >128 4 >128
Chlor- | e PABN 64 32 32 16 0,5 128
amphenicol
Reduktion (Faktor) >4 >8 >8 >8 8 >2

Um zu untersuchen, ob die selektive Ertapenem-Resistenz des Klons II-B2 durch erhdhten

Efflux verursacht wird, wurde die Carbapenem-MHK dieses Stammes ebenfalls in An- und

Abwesenheit von PABN getestet (Tabelle 3.12). Weder die Carbapenem-MHK noch die

MHK der zusitzlich getesteten Aminoglykoside wurde durch den Inhibitor um mehr als eine

Stufe gesenkt.

Tab. 3.12: Ergebnisse des Effluxpumpen-Inhibitionstests von
Klon II-B2 mit Carbapenemen und Aminoglykosiden.

MHK [pg/ml]
g | E = g | 8
g g
S| 52| 2|22/ 5|88 5|22 25
ol o< | ol o< 5|52 8| 22| 8| 8§
S| 5| 2| 2|2t | 2| E5| 8|5
a|SE|S|SE|E|EE|<|<E|&8|EF
8 8 1 1 2 1 2 2 8 4
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3.4.2.2.2 Analyse von Mutationen im Repressor AcrR

Durch den phinotypischen Inhibitionstest mit PABN konnte eine Uberexpression von Efflux-
pumpen nachgewiesen werden. Das wichtigste Effluxsystem von K. pneumoniae, die Breit-
spektrum-Pumpe AcrAB-TolC, kann sowohl durch globale Aktivatoren als auch durch Muta-
tionen im lokalen Repressor AcrR hochreguliert werden. Um AcrR-Mutationen nachzuwei-
sen, wurde das Repressorgen acrR der untersuchten Stimme mittels PCR amplifiziert, se-
quenziert und mit der verdffentlichten Sequenz fiir acrR von K. pneumoniae (GenBank Ac-
cession No. AJ318073) verglichen. Die vollstindigen Aminosdure-Alignments sind im An-
hang unter 7.5 angegeben.

Die acrR-Sequenzen der Klone II-A, II-B, 1I-B2 und II-C sind identisch. Nach den ersten 46
Aminosduren weisen sie einen Frameshift durch eine 1-bp-Deletion auf, welcher zur Bildung
eines Stop-Signals in Codon 93 fiihrt. Dadurch kann statt des 216 AS langen Repressormole-
kiils nur ein 92 AS langes nicht-funktionales Peptid synthetisiert werden. Da es ohne den Re-
pressor AcrR zur Uberexpression der Strukturgene AcrA und AcrB kommt, ist die Repres-
sormutation bei diesen Stimmen als molekulare Ursache fiir die konstitutive Uberexpression
der Effluxpumpe anzusehen.

In der acrR-Sequenz des Klons I konnte keine derartige Mutation festgestellt werden. Zwar
weist sie im Vergleich zur publizierten Sequenz sieben Aminosdure-Substitutionen (P160R,
G163A, F171S, R172G, L194V, F1961, K200M) auf. Diese Mutationen wurden jedoch be-
reits von SCHNEIDERS et al. (2003) bei verschiedenen, teilweise nicht-multiresistenten K.-
pneumoniae-Isolaten beschrieben und als genetische Variation ohne Einfluss auf den Resis-
tenzphinotyp eingeordnet. Klon I besitzt demnach einen intakten Repressor. Es ist anzuneh-
men, dass die Effluxpumpen-Uberexpression in diesem Stamm durch Mutationen in anderen,

hier nicht untersuchten regulatorischen Sequenzen verursacht wird.

3.4.2.3 Modifikationen der Typ-II-Topoisomerasen

Effluxpumpen und Porinverlust tragen bei K. pneumoniae zwar zur Chinolon-Resistenz bei,
der Hauptmechanismus sind jedoch Mutationen in den Genen der Zielstrukturen dieser Sub-
stanzklasse. Wie bei E. coli ist auch bei K. pneumoniae die DNA-Gyrase das primdre Target
der Chinolone, wihrend die Topoisomerase IV ein sekundéres Ziel darstellt. Die QRDR (qui-
nolone resistance determining region) beider Enzyme wurde sequenziert, um resistenzrelevan-
te Mutationen zu identifizieren. In Tabelle 3.13 sind die relevanten Modifikationen im Ver-

gleich zur Sequenz des Chinolon-empfindlichen Typstammes aufgefiihrt.
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In jedem Stamm konnten drei bereits bei K. pneumoniae beschriebene relevante Modifikatio-
nen (DEGUCHI et al., 1997) detektiert werden. Es handelt sich jeweils um zwei Aminoséure-
Substitutionen in gyr4, das fiir eine Untereinheit der DNA-Gyrase kodiert, sowie einen weite-
ren Austausch in parC, dem Gen fiir eine Untereinheit der Topoisomerase IV. Da sich die
Resistenz mit der Anzahl der Mutationen schrittweise erhoht, erklart die Dreifachmutation das
hohe Resistenzniveau gegeniiber Fluorchinolonen. Das Auftreten identischer Mutationen bei
allen Varianten von Klon II ist zudem ein weiterer Beweis fiir den gemeinsamen genetischen

Usprung dieser Stimme.

Tab. 3.13: Aminosiure-Substitutionen in der QRDR von gyr4 und parC der K.-pneumoniae-Isolate

K. pneu- Klon I Klon II-A, II-B, 11-B2, II-C
moniae
Gen ATCC Klon II-A | Klon II-B | Klon II-B2 | Klon II-C
13883 1-05111 1-15633 S-12579 1-18573 1-00401
4 Codon Ser 83 | Ser (TCC) | Phe (TTC) Phe (TTC) | Phe (TTC) | Phe (TTC) | Phe (TTC)
7.
& Codon Asp 87 | Asp (GAC) | Asn (AAC) | Gly (GGC) | Gly (GGC) | Gly (GGC) | Gly (GGC)
c Codon Ser 80 | Ser (AGC) | Ser (AGC) Ile (ATC) Ile (ATC) | Ile (ATC) | Ile (ATC)
ar
P Codon Glu 84 | Glu (GAA) | Lys(AAA) | Glu(GAA) |Glu(GAA) | Glu (GAA)| Glu(GAA)

Grau schattiert: relevante Mutationen

3.4.3 Analyse der durch erworbene Resistenzgene vermittelten Resistenz

3.4.3.1 pB-Laktam-Resistenz

Der bedeutsamste Resistenzmechanismus gramnegativer Bakterien gegeniiber 3-Laktamen ist
die Expression von B-Laktamasen. Mittels PCR wurden die Stimme auf die bei K. pneumoni-
ae haufigen B-Laktamase-Typen TEM, SHV und CTX-M sowie auf OXA-, VIM-, IMP- und
AmpC-Enzyme getestet (Tabelle 3.14).

Tab. 3.14: Mittels PCR und Sequenzierung detektierte p-Laktamasen

Klon I Klon 11
Typ Klon II-A Klon II-B Klon I1-B2 Klon II-C
1-05111 1-15633 S-12579 1-18573 1-00401
ESBL SHV-12 CTX-M-2 CTX-M-2 CTX-M-2 -
SHV-11 SHV-1 SHV-1 SHV-1 SHV-1
OSBL TEM-1b TEM-1b TEM-1b TEM-1b
TEM-1a

Bei allen Stimmen aufler Klon II-C konnte ein TEM-Enzym amplifiziert werden. Die Se-

quenzierung des Amplikons zeigte, dass die Klone II-A, II-B und II-B2 die OSBL (original-
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spectrum B-lactamase) TEM-1b besitzen. Bei Klon I konnten zwei Varianten dieses Enzyms
(TEM-1a und TEM-1b) detektiert werden.

Auch die SHV-PCR lieferte bei allen Stammen ein positives Ergebnis. Mit Hilfe des
PCR/Nhel-Tests nach NUESCH-INDERBINEN et al. (1996) wurde untersucht, ob es sich um
ESBLs (extended-spectrum B-lactamases) handelt. Hierzu wurden die 1017 bp gro3en PCR-
Fragmente mit dem Restriktionsenzym N#kel verdaut (Abbildung 3.7). Nur SHV-Gene mit der
ESBL-typischen Mutation G238S werden in zwei Fragmente von 770 bp und 247 bp Lénge
gespalten, da diese Mutation zur Entstehung einer Nhel-Schnittstelle fiihrt. Da die Amplikons
des Klons II nicht geschnitten wurden, scheinen diese Stimme nur eine OSBL vom SHV-Typ
zu besitzen. Durch Sequenzierung wurde bestitigt, dass es sich um SHV-1 handelt. Diese 3-
Laktamase kommt bei den meisten K.-pneumoniae-Stimmen als Spezies-spezifisches, chro-
mosomal kodiertes Klasse-A-Enzym vor (CHAVES et al., 2001).

Bei Klon I ist nach dem Nhel-Verdau sowohl ein geschnittenes als auch ein ungeschnittenes
Fragment vorhanden, er scheint demnach zwei verschiedene SHV-Enzyme zu besitzen. Die
ESBL wurde aus Plasmid-DNA des Stammes amplifiziert und mittels Sequenzierung als
SHV-12 identifiziert. Um die vermutlich chromosomale OSBL ohne den Hintergrund der
SHV-12 sequenzieren zu konnen, wurde der Stamm zehnmal auf MH-Agar passagiert. Durch
Uberpicken von 30 Kolonien auf MH-Agar mit und ohne 50 pg/ml Ceftazidim konnte ein
Subklon identifiziert werden, der die SHV-12 verloren hatte (Stamm I[-PVO01). Aus diesem
Stamm konnte die chromosomale B-Laktamase amplifiziert und durch Sequenzierung als
SHV-11 identifiziert werden. Diese OSBL unterscheidet sich von SHV-1 nur durch die Muta-
tion L35Q, die ihr keine ESBL-Aktivitit verleiht.

M I II-A  1I-B_1I-B2 1I-C

1000 bp —
Abb. 3.7: Nhel-Verdau der

SHV-PCR-Fragmente.

M: Marker, I: Klon I, II-A: Klon
II-A, 1I-B: Klon II-B, 1I-B2: Klon
11-B2, II-C: Klon II-C.

In Klon II-A, II-B und II-B2 konnte mittels PCR und Sequenzierung die ESBL CTX-M-2
detektiert werden, wihrend bei Klon II-C keine ESBL nachgewiesen wurde. Bei keinem der

Stamme konnten Gene fiir AmpC-, VIM-, IMP- oder OXA-Enzyme amplifiziert werden.
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Um die B-Laktamase-Expression in den ausgewéhlten Stimmen zu untersuchen, wurden [3-
Laktamase-Rohextrakte zundchst mittels konventioneller SDS-PAGE aufgetrennt. Durch eine
Aktivitdtsfairbung mit Nitrocefin konnten die P-Laktamasen detektiert werden (Abbildung
3.8). Als Referenzen wurden verschiedene f-Laktamasen bekannten Molekulargewichts auf-

getragen.

R1 R2 R3 M II-A 1-B 1I-B2 1I-C |
39,2 kDa —»
28,9 kDa e | c— o e
28,3 kDa

Abb. 3.8: SDS-PAGE und Nitrocefin-Firbung der p-Laktamase-Rohextrakte.
M: Proteinmarker, R1: AmpC (39,2 kDa), R2: TEM-1 (28,9 kDa), R3: CTX-M-2 (28,3 kDa).
I: Klon I, II-A: Klon II-A, 1I-B: Klon II-B, 1I-B2: Klon II-B2, II-C: Klon II-C.

Sowohl bei Klon I als auch bei allen Stammen von Klon II konnte im Gel jeweils nur eine
Bande detektiert werden, deren Hohe den Klasse-A-Referenz-Enzymen TEM-1 und CTX-M-
2 entspricht. Da Klasse-A-B-Laktamasen dhnliche Molekulargewichte besitzen, konnte auf-
grund der SDS-PAGE nur festgestellt werden, dass alle untersuchten Stimme ein oder mehre-
re Klasse-A-Enzyme besitzen. Klasse-C-B-Laktamasen, deren Molekulargewicht bei etwa 40
kDa liegt, werden dagegen nicht exprimiert. Auffillig ist die deutlich schwichere f-
Laktamase-Aktivitdt des Klons II-C im Vergleich zu den iibrigen Stimmen. Zudem wurde bei
Klon II-C mit 48,6 pg eine etwa 20- bis 30-fach hohere Proteinmenge aufgetragen als bei den
anderen Stammen von Klon II (1,46 pg - 2,26 pg). Der reale Aktivititsunterschied ist somit

deutlich groBer als im Gel erkennbar.

Durch Auftrennung mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) konnen -Laktamasen anhand
ihres isoelektrischen Punktes (pl) identifiziert werden. Auch auf dem IEF-Gel (Abbildung

3.9) wurden bekannte B-Laktamasen als Referenz aufgetragen. Bei den unterhalb der Refe-
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renz-Enzyme fokussierenden schwachen Banden handelt es sich um sogenannte Satelliten-

banden, die als Artefakte zu betrachten und zu vernachlédssigen sind.

Rl R6 R4 R5 R2 R3 1II-A II-B II-B2 I-C 1
7,9 < SHV-12
738 - « CTX-M-2
> :‘:_i;:'Eg‘
7,6 > — « SHV-1
74 — ot
57—

Abb. 3.9: Isoelektrische Fokussierung der f-Laktamase-Rohextrakte.

R1: AmpC (pl 7,8), R2: TEM-1 (pl 5,4), R3: CTX-M-2 (pl 7,9), R4: PSE-1 (pl 5,7),
R5: OXA-1 (pl 7,4), R6: SHV-1 (pl 7,6). I: Klon I, II-A: Klon II-A, 1I-B: Klon II-B,
II-B2: Klon II-B2, 1I-C: Klon II-C.

Erwartungsgemal konnten bei den Klonen II-A, II-B und II-B2 jeweils ein CTX-M-2-Enzym
(pI 7,9) sowie ein TEM-1-Enzym (pl 5,4) detektiert werden, welche mit den Referenz-
Enzymen kofokussierten. In Klon II-C sind diese B-Laktamasen nicht vorhanden, als einziges
Enzym ist die schwache Bande der SHV-1 (pl 7,6) zu erkennen. Dass bei den anderen Stdm-
men die chromosomale SHV-B-Laktamase nicht im Gel sichtbar war, ist auch hier dadurch zu
erkldren, dass bei II-C eine etwa 20- bis 30-fach hohere Proteinmenge aufgetragen wurde als
bei den anderen Stdmmen.

Bei Klon I ist neben der TEM-1-Bande eine weitere Bande im oberen Teil des IEF-Gels er-
kennbar. Aufgrund der Laufhdhe ist sie SHV-12 (pI 8,2) zuzuordnen. Ihre im Vergleich zu
den TEM-Enzymen schwichere Aktivitét ist dadurch zu erkldren, dass es bei ESBLs vom
TEM- und SHV-Typ durch Mutationen zwar zu einer Erweiterung des hydrolytischen Spekt-
rums, aber auch zu einer Abnahme der Enzym-Aktivitdt kommt.

Weitere B-Laktamasen konnten bei keinem der Stimme detektiert werden. Die Klone II-A, II-
B und II-B2 weisen nach diesen Ergebnissen keine Unterschiede in ihrer B-Laktamase-
Ausstattung auf. Der Erwerb einer zusétzlichen B-Laktamase ist demnach als Erklarung fiir

die Ertapenem-Resistenz des Stammes II-B2 auszuschlieBen. Um die Méglichkeit einer Uber-
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expression der vorhandenen Enzyme in diesem Stamm zu untersuchen, wurden -Laktamase-
Rohextrakte von allen Stimmen unter exakt gleichen Bedingungen prépariert und die spezifi-
sche B-Laktamase-Aktivitét dieser Extrakte ermittelt (Abbildung 3.10). Die Aktivitét ist zwar
bei Klon II-B2 geringfiigig hoher als bei den anderen Isolaten, jedoch liegen diese Unter-
schiede im Fehlerbereich der mit grolen Messschwankungen behafteten Methode. Eine deut-

liche B-Laktamase-Uberexpression ist nicht erkennbar.

100 92,68

90 8572
80 74,09
70
60
50
399
40
30 A
20 A
10 +
0,23
0 T T T T

Klon 1 Klon II-A Klon1I-B Klon II-B2 Klon II-C

Spez. Aktivitit [umol x min™ x mg™']

Abb. 3.10: Spezifische p-Laktamase-Aktivitiat der
K.-pneumoniae-Isolate

3.4.3.2 PCR-Screening nach erworbenen Resistenzgenen

Zur Detektion weiterer erworbener Resistenzdeterminanten wurde ein umfangreiches PCR-
Screening nach relevanten Resistenzgenen durchgefiihrt, welches insgesamt 38 Gene beriick-
sichtigte. Hierzu gehorten neben zehn B-Laktamase-Genen bzw. -Gruppen (vgl. 3.4.3.1) elf
Gene fiir Aminoglykosid-modifizierende Enzyme (AME), sowie sechs Tetracyclin-, sechs
Chloramphenicol- und zwei Sulfonamid-Resistenzdeterminanten (vgl. 2.5.4.1). Auch das
Vorhandensein des plasmidkodierten gnrB-Gens, das die Empfindlichkeit gegeniiber Chino-
lonen senkt, sowie der fiir Klasse-1- und Klasse-2-Integrons charakteristischen Integrase-
Gene intl1 und intl2 wurde tiberpriift. Positive PCR-Ergebnisse wurden durch Sequenzierung
des Amplikons verifiziert.

In das PCR-Screening wurden neben den flinf ausgewdhlten Stimmen weitere sechs Isolate
des Klons II einbezogen, um die verschiedenen PFGE-Varianten Ila, IIb, Ilc, IId sowie die
Umgebungsisolate zu beriicksichtigen. In Tabelle 3.15 sind die Ergebnisse aller PCRs darge-
stellt.
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Tab. 3.15: Ergebnisse des PCR-Screenings

Resistenzdeterminanten gegen:
Stamm PFGE- Integrase-
Muster | p_.aktame Aminoglykoside Tetl:a- Sulf.on- Chlor: Gen

cycline | amide | amphenicol

blasyy.12, aac(6')-1b, aac(3)-1lc,
blasyy.11, aph(3')-1a, ant(3")-1a,

Klon I | blarprra, aph(3")-I (strA), -- sulll catl intll
blare1y aph(6)-1 (strB)

Klon II-A II

Klon II-B 1I

Klon I1-B2 I1a

S-00001-a IIb

si26 | Mo | bl aac(3)-lle | e | ean intl1
S-12941 nd | Dblaress ant(3")-la

S-00060 1l

U-12504 1

U-12509 11

Klon II-C II -- - - - - —

Klon I besitzt deutlich mehr erworbene Resistenzdeterminanten als Klon II. In diesem Stamm
wurden neben vier verschiedenen -Laktamase-Genen sechs AME-Gene sowie sulll und catl
gefunden. Klon II beherbergt lediglich drei B-Laktamase-Gene, zwei AME-Gene sowie sull
und catl. Da bei beiden Klonen int/1 detektiert werden konnte, besitzen sie offenbar Klasse-1-
Integrons. IntI2 und gnr wurden nicht nachgewiesen. Zwischen neun der zehn untersuchten
Stdimme von Klon II konnten keine Unterschiede in der Ausstattung mit erworbenen Re-
sistenzgenen festgestellt werden. Eine Ausnahme bildete Klon II-C, bei dem keins der erwor-
benen Resistenzgene gefunden werden konnte. Dies erklirt das im Vergleich zu den anderen

Isolaten von Klon II deutlich niedrigere Resistenzniveau des Stammes.

3.4.4 Lokalisation der erworbenen Resistenzgene

Erworbene Resistenzgene liegen hédufig auf mobilen genetischen Elementen wie Plasmiden,
Transposons oder Integrons, wodurch ihre Ubertragung zwischen Stimmen derselben oder

verschiedener Spezies begiinstigt wird.

3.4.4.1 Plasmide

Mittels der Plasmidprédparation nach TIETZE (vgl. 2.5.1.2) konnten aus Klon I, II-B und II-C
gelelektrophoretisch auftrennbare Plasmide gewonnen werden, wihrend die Auftrennung der

Plasmidpréparationen von Klon II-A und II-B2 aufgrund der stirkeren Schleimbildung der
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Stamme nicht moglich war (Abbildung 3.11). Zum GréBenvergleich wurden Referenzplasmi-
de der Stimme R27 und V517 aufgetragen.

Erwartungsgemal besitzen Klon I und Klon II unterschiedliche Plasmidprofile. Das bei Klon
II-B groBte erkennbare Plasmid mit einer Grofle von etwa 180 kb fehlt bei Klon I1-C. Mogli-
cherweise liegen die bei Stamm II-C fehlenden Resistenzgene zumindest teilweise auf diesem
Plasmid, jedoch konnte nicht geklért werden, ob das Plasmid auch bei Klon II-A und II-B2

vorhanden ist.

R27 V512 M __I-B_ILC_M

173 kb

120 kb
55kb—>

28 kb —
chromo-
somale DNA —|

8 kb —
7,2 kb —

Abb. 3.11: Gelelektrophoretische Auf- 3 kb —
trennung der Plasmidpriparationen 2,7kb —
ausgewihlter Stimme.

M: GroBenmarker, R27: Referenzstamm,
V517: Referenzstamm. I: Klon I, 1I-B:
Klon II-B, II-C: Klon II-C.

3.4.4.2 Integrons

In allen mittels PCR untersuchten Stimmen mit Ausnahme von Klon II-C wurde das Integra-
se-Gen der Klasse-1-Integrons (int/l) detektiert. In Klon I konnte mit Hilfe der Primer 5'CS
und 3'CS, die in den konservierten Randbereichen von Typ-1-Integrons binden, der variable
Bereich des Integrons amplifiziert werden. Er bestand aus einer Genkassette, welche mittels
Sequenzierung als dfrV identifiziert wurde. Diese alternative Dihydrofolatreduktase vermittelt
Resistenz gegeniiber Trimethoprim. In Klon I konnte kein su/l-Gen detektiert werden, wel-
ches zum 3'-konservierten Bereich von Klasse-1-Integrons gehort. Da auch durch Mapping
von sul/l mit dem davor liegenden gacEAI-Gen kein Produkt amplifiziert werden konnte, ist
davon auszugehen, dass der 3'-konservierte Bereich des Integrons einen Defekt aufweist.

Obwohl die Klone II-A, II-B und II-B2 das int//-Gen sowie die Gene sull und gacEAI besit-
zen, konnte mit Hilfe der 5'CS-3'CS-Primer kein Produkt amplifiziert werden. Das Mapping
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der Resistenzgene catl, aac(3)-1lc und ant(3")-Ia mit der 5'CS- sowie der 3'CS-Region liefer-
te ebenfalls kein PCR-Produkt. Es ist daher zu vermuten, dass Klon II eines oder mehrere
Klasse-1-Integrons besitzt, welche jedoch mit Hilfe des PCR-Mappings nicht charakterisiert

werden konnten.

3.4.4.3 Konjugation

Sowohl konjugative oder mobilisierbare Plasmide als auch konjugative Transposons konnen
Resistenzgene auf andere Stimme iibertragen und dadurch eine Ausbreitung der Antibiotika-
Resistenz bewirken. Durch Konjugationsversuche sollte gepriift werden, ob und mit welcher
Frequenz die erworbenen Resistenzgene der untersuchten Stimme auf andere Bakterienstim-
me iibertragen werden konnen. Die Klone I, II-A, II-B und II-B2 wurden mit dem Rifampicin-
resistenten Rezipienten E. coli W3110 lac” konjugiert. Da bei Klon II-C keine erworbenen
Resistenzgene detektiert werden konnten, wurden mit diesem Stamm keine Konjugationsver-
suche durchgefiihrt. Die Selektion moglicher Transkonjuganten erfolgte auf LB-Agar mit ver-
schiedenen Antibiotika (20 pg/ml Ampicillin, 8 pg/ml Cefotaxim, 8 pg/ml Ceftazidim, 20
pg/ml Chloramphenicol, 10 pg/ml Gentamicin, 8 pg/ml Streptomycin). Ansédtze mit Klon II-B
wurden aullerdem auf LB-Agar mit 4 pg/ml und 8 pg/ml Imipenem selektiert, um eine mogli-
che Ubertragbarkeit der Carbapenem-Resistenz zu testen. Wegen der groBen Anzahl erworbe-
ner AMEs wurde bei Klon I zusitzlich mit 20 pg/ml Kanamycin selektiert.

Nach der Konjugation mit Klon I wurden auf allen Antibiotika-haltigen Nahrboden Transkon-
juganten selektiert, bei Klon II auf allen Antibiotika aufler Ceftazidim und Imipenem (Tabelle
3.16). Die Konjugationsfrequenzen lagen bei Klon II-A und II-B2 im Bereich 10" bis 107, bei
Klon II-B mit 10° eine Zehnerpotenz darunter. Bei Klon I wurden verschiedene Ubertra-
gungsfrequenzen ermittelt, was auf das Vorhandensein mehrerer mobiler Elemente hindeutet.
Wihrend die Resistenz gegeniiber Ampicillin, Ceftazidim, Streptomycin und Kanamycin mit
einer Frequenz von 10 bis 107 iibertragen wurde, konnten Transkonjuganten auf Cefotaxim,

Chloramphenicol und Gentamicin nur mit einer Frequenz von 10™® selektiert werden.

Von den verschiedenen Selektionsplatten jedes Donors wurden zwei Transkonjuganten auf
alle anderen eingesetzten Antibiotika iiberpickt. Im Falle verschiedener Resistenzmuster wur-
den beide, andernfalls ein Stamm in die nachfolgende MHK-Bestimmung einbezogen. Mit
diesen 26 Transkonjuganten wurde aullerdem ein PCR-Screening auf die erworbenen Re-

sistenzgene des jeweiligen Donorstammes durchgefiihrt. Ausgewéhlte Transkonjuganten mit
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unterschiedlichen MHK-Werten oder PCR-Ergebnissen sind in den Tabellen 3.17 und 3.18
aufgefiihrt.

Tab. 3.16: Konjugationsfrequenzen

Konjugationsfrequenz Donorstamm

auf Klon I Klon II-A Klon 1I-B Klon I1-B2
Ampicillin 1,2x10* 4,0x 10 1,6 x10° 1,0x10*
Cefotaxim 1,5x 10" 1,2x107° 1,4x10° 1,0x107°
Ceftazidim 1,0x 107 - - -
Imipenem nd nd -- nd
Chloramphenicol 4,4x10°" 3,1x107 3,7x10° 7,1x 107
Gentamicin 2,1x10°% 3,4x107 3,7x10° 7,3x 107
Streptomycin 9,2x 107 2,6x 107 2,8x10° 7,9x 107
Kanamycin 7,5x 107 nd nd nd

nd: nicht durchgefiihrt; --: unterhalb der Nachweisgrenze von 2 KBE/ml

Alle Transkonjuganten von Klon II-A und II-B2 wiesen ein einheitliches Resistenzmuster auf,
hier repréasentiert durch die Staimme 15-CTX-2 bzw. 18-CTX-1. Lediglich die auf Streptomy-
cin selektierten Transkonjuganten (15-STR-1, 18-STR-3) zeigten erhohte Aminoglykosid-
MHK-Werte, jedoch keine Unterschiede im PCR-Screening. Auch bei Klon II-B fanden sich
diese beiden Typen (12-CTX-1, 12-STR-12), zusitzlich jedoch ein weiterer Typ mit deutlich
verringerten Cephalosporin-MHK-Werten, erklérbar durch das Fehlen der CTX-M-2-3-Lakta-
mase. Bei Klon II liegen demnach blacrx-m2 und die weiteren erworbenen Resistenzgene auf
mindestens zwei unterschiedlichen Plasmiden oder anderen mobilen Elementen. Erwartungs-
gemil wurde die Carbapenem-Resistenz von Klon II-B nicht iibertragen.

Auch die Transkonjuganten von Klon I zeigten bei Selektion auf Streptomycin erhéhte Ami-
noglykosid-MHK-Werte bei gleicher Genausstattung (01-CAZ-1, 01-STR-2). Insgesamt
konnten von diesem Stamm Transkonjuganten mit vier verschiedenen Kombinationen der
Resistenzgene selektiert werden, was folgende Zuordnung der Gene zu einzelnen Plasmiden

oder mobilen Elementen ermdéglicht:

Gruppe A:  blaspy.12

Gruppe B:  blargwm, ant(3")-1a, aac(6')-1b

Gruppe C:  strd, strB, aph(3')-1a, sulll, catl, Integron mit dfrV
Gruppe D:  aac(3)-Ilc

Diese Gruppen traten in den Kombinationen A+B (01-CAZ-1, 01-STR-2), B+C (01-CMP-1),
B+C+D (01-CMP-2) sowie A+B+C+D (01-GEN-1) auf.
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Tab. 3.17: MHK-Werte und PCR-Ergebnisse ausgewéihlter Transkonjuganten von Klon II-A, 1I-B, I1-B2

£ T2 0 20z | 3 2 i &
Antibiotikum | £5 2| 5 T & = 55| § = |5 E = Z
SSel| 58 - ' - ; a2 - - ' '
gz ¥ | = = |a¥| = = |ak| = = 2
Ampicillin 2 >128 >128 >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128
Amoxicillin/CLA 2/2 >128/2 | 64/2 32/2 |>128/2| 64/2 64/2 |>128/2| 64/2 64/2 64/2
Ampicillin/SUL <1/8 >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8 | >64/8
Piperacillin/SUL | <1/8 | >128/8 | 64/8 16/8 |>128/8| 64/8 32/8 |>128/8| 64/8 32/8 32/8
Piperacillin/TAB | <1/4 | >128/4 | <l1/4 <1/4 |>128/4| <1/4 <1/4 |>128/4| <l1/4 <1/4 <1/4
Imipenem <0,25 1 0,5 0,5 2 0,5 <0,25 16 0,5 0,5 0,5
Meropenem <025 | <025 | <025 | <0,25 1 | <025] <025] 32 | <025 | <025 | <025
Ertapenem <025 | <025 | <025 | <025] 8 |<025]|<025| 32 |<025]| <025 ] <025
Ceftazidim <0,25 32 2 1 >32 2 1 >32 2 1 <0,25
Ceftazidim/CLA | <0,25/4| 2/4 |<0,25/4|<025/4| >32/4 |<0,25/4|<0,25/4] 32/4 |<0,25/4|<0,25/4|<0,25/4
§ Cefotaxim <0,25 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 | <0,25
E Cefotaxim/CLA | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | >32/4 |<0,25/4]<0,25/4| >32/4 |<0,25/4|<0,25/4 | <0,25/4
éﬂ Cefepim <0,25 >32 16 16 >32 16 16 >32 16 8 <0,25
é Cefuroxim 2 >128 >128 >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 2
= Ceftriaxon <0,25 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 <0,25
Cefoxitin 2 16 4 4 128 4 4 128 4 4 4
Amikacin 0,5 2 1 1 8 1 1 2 0,5 0,5 1
Tobramycin 0,125 4 2 4 8 2 2 8 2 2 2
Gentamicin 0,125 128 32 64 >128 32 32 128 32 32 32
Kanamycin 0,5 8 2 8 16 2 8 8 2 4 4
Netilmicin <0,06 16 4 8 16 4 8 32 4 4 4
Neomycin 0,5 1 0,5 1 1 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,25
Streptomycin 1 16 16 64 32 16 64 32 16 64 16
Moxifloxacin 0,25 >8 0,25 0,25 >8 0,25 0,25 >8 0,25 0,25 0,25
Ciprofloxacin 0,25 >8 0,25 0,25 32 0,25 0,25 >8 0,25 0,25 0,25
Doxycyclin <0,25 4 <0,25 | <0,25 2 <0,25 | <0,25 4 <0,25 | <0,25 | <0,25
Cotrimoxazol <1 >128 >128 >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128
Chloramphenicol 2 >128 128 128 >128 128 128 | >128 128 128 128
blacrxm - + + + + + + + + + -
w | blargm - + + + + + + + + + +
§ blasuy - + - - + - - + - - -
E aac(3)-Ic - + + + + + + + + + +
2 |ant(3")-Ia - + + + + + + + + + +
E}, sull - + + + + + + + + + +
= carr - + + + + + + + + + +
intl1 - + +F A + +F +F + + + +

CLA: Clavulansdure; SUL: Sulbactam; TAB

: Tazobactam; rot: MHK gegeniiber dem Rezipienten um mindes-

tens zwei Stufen erhdht; blau: MHK des Donors; + positives PCR-Ergebnis (bei den Transkonjuganten grau
schattiert); - negatives PCR-Ergebnis
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Tab. 3.18: MHK-Werte und PCR-Ergebnisse ausgewéihlter Transkonjuganten von Klon I

= o N o @ 0
Antibiotikum 252 = Z 2 c S = &
§SSm| 28 Q % Q Q Q
gz | 8% = = = = =
Ampicillin 2 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Amoxicillin/CLA 2/2 >128/2 16/2 16/2 16/2 16/2 64/2
Ampicillin/SUL <1/8 >64/8 4/8 4/8 2/8 4/8 4/8
Piperacillin/SUL <1/8 >128/8 | <1/8 <1/8 <1/8 2/8 4/8
Piperacillin/TAB <1/4 |>128/4 | <l1/4 <1/4 <1/4 <1/4 <1/4
Imipenem <0,25 0,5 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Meropenem <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Ertapenem <0,25 1 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Ceftazidim <0,25 >32 >32 32 <0,25 <0,25 32
= | Ceftazidim/CLA | <0,25/4 2/4 <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4
2 Cefotaxim <0,25 >32 16 8 <0,25 <0,25 4
% Cefotaxim/CLA <0,25/4 1/4 <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4 | <0,25/4
2 | Cefepim <0,25 32 2 05 | <025 | <025 | 05
é Cefuroxim 2 >128 32 16 2 2 16
= Ceftriaxon <0,25 >32 8 4 <0,25 <0,25
Cefoxitin 2 128 4 2 2 2
Amikacin 0,5 16 8 8 8 8
Tobramycin 0,125 16 2 4 4 4
Gentamicin 0,125 128 0,5 0,5 0,5 32 32
Kanamycin 0,5 >256 32 32 >256 >256 >256
Netilmicin <0,06 128 8 16 16 16 16
Neomycin 0,5 64 1 1 64 64 64
Streptomycin 1 >256 8 64 128 128 256
Moxifloxacin 0,25 >8 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Ciprofloxacin 0,25 >8 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Doxycyclin <0,25 8 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
Cotrimoxazol <1 >128 <l <1 >128 >128 >128
Chloramphenicol 2 >128 2 2 >128 >128 >128
blagyy - + + - -
blargm - + + + +
aac(3)-1lc - + - - _ + +
é ant(3")-1a - + + + + +
n,: aac(6')-1b - + + + +
é strAB - + - - + + +
:5 aph(3')-la - + - - + + +
Z [sulll - + - - + + +
catl - + - - <+ + +
intl1 - + - - + + +
Genkass. (dfir}) - + - - + + +
PCR-Nhel-Test nd  [SBST BSBL | nd | ESBL | nd | ESBL

CLA: Clavulansiure; SUL: Sulbactam; TAB: Tazobactam; rot: MHK gegeniiber dem
Rezipienten um mindestens zwei Stufen erhoht; blau: MHK des Donors; + positives
PCR-Ergebnis (bei den Transkonjuganten grau schattiert); - negatives PCR-Ergebnis; nd:

nicht durchgefiihrt.
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3.4.5 Bestimmung der Mutationsfrequenzen

Die Carbapenem-Resistenz vermittelnde Mutationsfrequenz sollte bestimmt werden, um ab-
schitzen zu konnen, mit welcher Haufigkeit sich aus einem Carbapenem-empfindlichen
Stamm wie Klon II-A ein Carbapenem-resistenter Subklon wie Klon II-B entwickeln kann.
Die Mutationsfrequenz auf Rifampicin diente als Kontrolle. In Tabelle 3.19 sind die ermittel-
ten Frequenzen aufgefiihrt. Fiir den bereits Carbapenem-resistenten Klon I1-B entfiel die Mu-
tationsfrequenz-Bestimmung auf Imipenem. Ebenso wurden fiir Klon I und II-B keine Werte
auf 100 pg/ml Rifampicin ermittelt, da die Konzentration zu nah an der MHK (64 pg/ml)
liegt.

Nach den Versuchsergebnissen liegt die Frequenz fiir Carbapenem-Resistenz vermittelnde
Mutationen bei den untersuchten Stimmen deutlich unter der normalen Mutationsfrequenz fiir
Punktmutationen (1x10°®). Fiir die Kontrollstimme wurden jedoch mindestens ebenso niedri-
ge Frequenzen ermittelt.

Die Rifampicin-Resistenz entsteht bei den Klonen I, II-A und II-B2 wie bei den Kontroll-
stimmen mit Mutationsfrequenzen von 1,2XIO'8 bis 2,7X10'8, demnach handelt es sich nicht
um Mutatorstimme. Klon II-B dagegen zeigt auf Rifampicin eine deutlich erh6hte Mutations-

frequenz, aufgrund welcher er als Hypermutator einzuordnen ist.

Tab. 3.19: Mutationsfrequenzen

Stamm Mutationsfrequenz auf | Mutationsfrequenz auf Mutationsfrequenz auf
Rifampicin 100 Rifampicin 200 Imipenem 4 / Imipenem 8

Klon II-A 2,66x 10° 1,74 x 10 <3,44x 10" *

Klon II-B nd 6,13x 10° nd

Klon I1-B2 2,31x10% 1,69 x 10 <2,99x 107" *

Klon I nd 2,38x 10 <2,15x 1071 *
ATCC 13883 1,87x 10 1,85x 10 <3,001x 107" *
ATCC 27736 1,21x10% 1,27 x 10 <538x 10" *

Angabe der Antibiotika-Konzentrationen in pg/ml; nd: nicht durchgefiihrt; * Angabe der jeweiligen Nachweis-
grenze
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3.4.6 Bestimmung der Generationszeit

Klon II-B unterscheidet sich von Klon II-A durch den Verlust des Porins OmpK36. Mittels
Bestimmung der Generationszeiten dieser Stimme sollte untersucht werden, ob fiir Klon II-B
durch das Fehlen des zweiten Porins ein Wachstumsnachteil entsteht. Die Wachstumskurven
beider Stimme (Abbildung 3.12) wurden jeweils an gleichen Tagen unter gleichen Bedingun-
gen ermittelt. Die berechnete Generationszeit betrug flir Klon II-A 19,55 min, fiir Klon II-B

jedoch 32,02 min, was auf eine deutlich verminderte Fitness dieses Stammes schlieen I&sst.

10

Zellzahl (log KBE/ml)

Zeit (h)

Abb. 3.12: Vergleich der Wachstumskurven. ¢ Klon II-A, ¢ Klon II-B
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3.5 Entstehung eines panresistenten Stammes aus Klon I

Klon I ist resistent gegeniiber den meisten zur Therapie von K.-pneumoniae-Infektionen ein-
gesetzten Antibiotika, so dass im Fall einer schweren nosokomialen Infektion mit diesem
Stamm die Carbapeneme als eine der letzten Therapieoptionen verbleiben. Eine mogliche
Ausprigung von Carbapenem-Resistenz wiirde auch diese Option vernichten.

Bei K.-pneumoniae-Stimmen mit Defiziten in der Porinexpression kann bereits der Erwerb
plasmidkodierter AmpC- oder CTX-M-B-Laktamasen zu Carbapenem-Resistenz fiihren. Da
diese Enzyme bei K. pneumoniae erheblich hiufiger als Carbapenemasen vorkommen, sollte
durch Konjugation mit verschiedenen Donorstimmen tliberpriift werden, ob auch Klon I in der

Lage ist, durch Aufnahme einer solchen B-Laktamase Carbapenem-Resistenz zu erwerben.

3.5.1 Konjugationen mit CTX-M-tragenden Donorstimmen

Klon I wurde mit sieben verschiedenen klinischen E.-coli-Isolaten konjugiert, welche die
plasmidkodierten B-Laktamasen CTX-M-15, CTX-M-18 und CTX-M-27 besaflen (vgl.
2.1.1.2). Die Selektion moglicher Transkonjuganten erfolgte auf MH-Agar, supplementiert
mit Imipenem (Konzentrationen 2 pg/ml und 4 pg/ml). Mit keinem der Donorstimme konn-

ten Carbapenem-resistente Transkonjuganten selektiert werden.

3.5.2 Konjugationen mit AmpC-tragenden Donorstimmen

Als Donorstimme wurden neun verschiedene klinische E.-coli- und K.-pneumoniae-Isolate
mit den plasmidkodierten, konjugierbaren AmpC-f-Laktamasen CMY-2, LAT-1, LAT-2,
BIL-1 und FOX-2 eingesetzt. Die Selektion erfolgte ebenfalls auf MH-Agar mit 2 pg/ml und
4 pg/ml Imipenem. Mit dem Donorstamm E. coli 56 konnten Carbapenem-resistente Trans-
konjuganten mit einer Frequenz von 1,7x10™ selektiert werden. Da die Konjugationsfrequenz
sehr niedrig lag, wurde eine Kontrollkonjugation des Donors E. coli 56 mit dem Rezipienten
E. coli MC-1061-4 Rif® durchgefiihrt (Selektion auf MH-Agar mit 20 pg/ml Ampicillin sowie
100 pg/ml Rifampicin). Transkonjuganten mit aufgenommener AmpC-pB-Laktamase konnten

hierbei mit einer Frequenz von 6,5x107 selektiert werden.
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3.5.3 Charakterisierung ausgewihlter Transkonjuganten

3.5.3.1 MHK-Werte und erworbene Resistenzgene

In Tabelle 3.20 sind die MHK-Werte von drei zuféllig ausgewihlten Transkonjuganten aufge-
fithrt. Wie erwartet zeigen sie klinische Resistenz gegeniiber Carbapenemen. Auch die MHK-
Werte von Doxycyclin und Clavulanséure sind deutlich erhoht, wihrend die Werte von Cefe-

pim, Cefoxitin und Tigecyclin jeweils um mindestens eine Stufe steigen.

Tab. 3.20: MHK-Werte (nug/ml) ausgewihlter AmpC-Transkonjuganten

Antibiotikum [ REAPICRt: |- Donor: gy TK-B TK-C
Ampicillin >2048 >2048 >2048 >2048 >2048
Amoxicillin/CLA >128/2 256/2 >128/2 >128/2 >128/2
Piperacillin/TAB >256/4 32/4 >256/4 >256/4 >256/4
Imipenem 0,5 1 16 16 16
Meropenem <0,25 0,125 8 8 8
Ertapenem 1 nd 32 32 32
Aztreonam >512 16 >64 >64 >64
Ceftazidim >32 32 >32 >32 >32
Ceftazidim/CLA 2/4 32/4 >32/4 >32/4 >32/4
Cefotaxim >32 64 >32 >32 >32
Cefotaxim/CLA 1/4 32/4 >32/4 >32/4 >32/4
Cefuroxim >128 >32 >128 >128 >128
Ceftriaxon >32 32 >32 >32 >32
Cefepim 32 0,5 64 64 64
Cefoxitin 128 >128 >128 >128 >128
Amikacin 16 16 16 16 16
Tobramycin 16 8 16 16 16
Gentamicin 128 8 128 128 128
Ciprofloxacin >32 16 >32 >32 >32
Doxycyclin 8 64 64 64 64
Tigecyclin 0,5 nd 1 1 1
Cotrimoxazol >256 >256 >256 >256 >256
Chloramphenicol >128 >128 >128 >128 >128
Fosfomycin 128 0,5 128 128 128
Colistin 1 nd 1 1 1

CLA: Clavulansdure; SUL: Sulbactam; TAB: Tazobactam; rot: MHK gegeniiber
dem Rezipienten um mindestens zwei Stufen erhoht; blau: MHK des Donors;
nd: nicht durchgefiihrt.

Mittels PCR und Sequenzierung wurde bei den drei ausgewéhlten Transkonjuganten die Auf-
nahme der CMY-2-B-Laktamase aus E. coli 56 bestitigt. Des Weiteren wurde nachgewiesen,
dass die Transkonjuganten keines der im Rezipienten (Klon I) vorhandenen Resistenzgene
verloren hatten. Zusitzlich konnten die Resistenzgene tet(4), ant(3")-1b, flo, dfri2 und sull

detektiert werden, die im Donorstamm auf dem gleichen Plasmid liegen wie blacmy-> (SHER-
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WwOooD, 2004) und zusammen iibertragen wurden. Wahrend die CMY-2-Laktamase Carbape-
nem-Resistenz vermittelt, ist die Tetracyclin-spezifische Effluxpumpe Tet(A) fiir die erhohte
Doxycyclin-MHK verantwortlich. Die Tigecyclin-MHK wird nur um eine Stufe erhoht, da
dieses neue Glycylcyclin kein Substrat fiir die klassischen Tetracyclin-Effluxpumpen dar-

stellt.

3.5.3.2 p-Laktamase-Expression

Die Expression der AmpC-p-Laktamase sollte am Beispiel des Transkonjuganten TK-A mit-
tels gelelektrophoretischer Auftrennung eines B-Laktamase-Rohextraktes und nachfolgender
Nitrocefin-Aktivititsfarbung nachgewiesen werden. Durch eine konventionelle SDS-PAGE
(Abbildung 3.13) wurden die B-Laktamasen zunédchst nach ihrem Molekulargewicht aufge-
trennt und mit bekannten B-Laktamasen verglichen (vgl. 3.4.3.1). Wie bereits beschrieben,
exprimiert Klon I nur Klasse-A-Enzyme, deren Molekulargewicht im Gel den Referenz-
Enzymen TEM-1 und CTX-M-2 entspricht. Bei dem Stamm TK-A ist dagegen eine weitere [3-
Laktamase erkennbar. Da sie im Gel auf etwa gleicher Hohe wie die AmpC-Referenz lauft, ist
davon auszugehen, dass es sich um die per Konjugation erworbene CMY-2-B-Laktamase

handelt, welche ein Molekulargewicht von 39,7 kDa besitzt.

R1 R2 R3 M 1 TK-A
Abb. 3.13: SDS-PAGE und
Nitrocefin-Firbung der J-
Laktamase-Rohextrakte von
Klon I und seinem Trans- | >%2kDa— B« Klasse C
konjuganten TK-A.
M: Proteinmarker,
R1: AmpC (39,2 kDa), 28,9 kDa — . « Klasse A
R2: TEM-1 (28,9 kDa),
R3: CTX-M-2 (28,3 kDa). 28,3 kDa
TK-A: Transkonjugant TK-A,
I: Klon I.

Die isoelektrische Fokussierung (Abbildung 3.14) bestétigt dieses Ergebnis. Wihrend bei
Klon I die bereits beschriebenen Enzyme TEM-1 und SHV-12 erkennbar sind, zeigt der
Transkonjugant TK-A eine weitere Bande. Sie fokussiert am oberen Rand des IEF-Gels, was
mit dem fiir CMY-2 berechneten pl von 9,1 {ibereinstimmt. Die schwache SHV-12-Bande ist
bei dem Transkonjuganten nicht erkennbar. Dies ist dadurch zu erkldren, dass bei diesem

Stamm nur halb so viel Zellprotein (3,43 pg) aufgetragen wurde wie bei Klon I (6,39 pg), um
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die CMY-2-Bande nicht zu iiberfarben. Mittels des PCR/Nhel-Tests konnte jedoch die Anwe-

senheit des blasyy-12-Gens in den Transkonjuganten nachgewiesen werden.

Abb. 3.14: Isoelektrische Fokussie-
rung der p-Laktamase-Rohextrakte.

R1: AmpC (pI 7,8), R2: TEM-1 (pl 5,4),
R4: PSE-1 (pI 5,7), R5: OXA-1 (pl 7,4),
R6: SHV-1 (pI 7,6). I: Klon I, TK-A:

Transkonjugant TK-A.

3.5.3.3 Porin-Expression

Rl R6 R4 RS ._133. I TK-A

7,8 —> EY
7,6 > L
74 —

57—
54—

= B« CMY-2
< SHV-12

L — <« TEM-1

Um das Porin-Expressionsmuster der drei ausgewéhlten Transkonjuganten zu iiberpriifen,

wurden die Proteine der dufleren Membran isoliert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Ab-

bildung 3.15).

Abb. 3.15: SDS-PAGE der
Porinpraparationen von drei
ausgewihlten Transkonjugan-
ten im Vergleich mit Klon 1.
M: Proteinmarker, R: Referenz-
stamm PEG-8, I: Klon I, TK-A:
Transkonjugant TK-A, TK-B:
Transkonjugant TK-B, TK-C:
Transkonjugant TK -C.

55,5 kDa —
42,7 kDa —

34,6 kDa —

M R I

26,6 kDa —> s

TK-A TK-B TK-C

e B B < O0mpA

Bei den drei untersuchten Transkonjuganten ist auf dem Gel der Verlust des zweiten Porins

OmpK36 erkennbar, welches in Klon I noch exprimiert wird. Eine erworbene AmpC-f3-

Laktamase kann in diesem Stamm folglich nur nach Verlust des zweiten Porins Carbapenem-

Resistenz vermitteln. Die gegeniiber der Kontrollkonjugation um 2,5 Zehnerpotenzen niedri-

gere Konjugationsfrequenz ist somit dadurch zu erkldren, dass neben der Aufnahme des
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Plasmids mit dem Verlust des funktionsfdhigen ompK36-Gens ein weiteres genetisches Er-

eignis im Rezipienten stattfinden muss, um Imipenem-Resistenz zu vermitteln.

Um die molekulare Ursache des Porinverlustes zu kldren, wurden die Porin-Gene ompK35
und ompK36 von 14 Transkonjuganten mittels PCR amplifiziert. Wahrend in der ompK335-
PCR (Abbildung 3.16) keine Verdnderungen gegeniiber dem Ausgangsstamm erkennbar wa-
ren, zeigten sich in der ompK36-PCR (Abbildung 3.17) deutliche Unterschiede. Nur bei sechs
Stimmen entsprach das PCR-Fragment der erwarteten Grofle von 1236 bp, wihrend bei zwei
Stimmen ein ca. 2 kb groBes Amplikon entstand. Bei den iibrigen acht Transkonjuganten
konnte auch nach wiederholten Versuchen kein Fragment amplifiziert werden. Der Porinver-
lust wird folglich in den verschiedenen Stammen durch verschiedene genetische Ereignisse
verursacht. Wihrend ein Fragment in der erwarteten Grofe auf Punktmutationen schlieen
lasst, entsteht ein deutlich groBeres Fragment durch Insertionen groBer DNA-Bereiche. Das
Fehlen eines Amplikons kann durch die Deletion des gesamten Gens, durch Insertionen sehr

groBer DNA-Bereiche oder durch Mutationen in den Primerbindestellen erklért werden.

M
—
s
R

N N S e G S — G SN E—— e— — — — —

Abb. 3.16: ompK35-PCR von 14 Transkonjuganten im Vergleich zu Klon I. M: Marker, KI: Klon I, A-N:
Transkonjuganten TK-A - TK-N.

M KI A B C D E F G M

Abb. 3.17: ompK36-PCR von 14 Transkonjuganten im Vergleich zu Klon 1. M: Marker, KI: Klon I, A-N:
Transkonjuganten TK-A - TK-N.



ERGEBNISSE 111

Exemplarisch wurden die Porin-Gene der Transkonjuganten TK-A, TK-B und TK-C sequen-
ziert (Tabelle 3.21). Wie erwartet entsprach die ompK35-Sequenz aller drei Isolate dem Aus-
gangsstamm (Klon I), in dem bereits eine Frameshift-Mutation vorliegt (vgl. 3.4.2.1).

Das ompK36-Gen des Transkonjuganten TK-A ist 64 bp nach dem Startcodon durch die In-
sertions-Sequenz IS1 unterbrochen. Die Insertion dieses 775 bp grofen Elementes verhindert
eine funktionelle Expression von OmpK36. In Stamm TK-B konnte kein ompK36-Fragment
amplifiziert werden. Im ompK36-Gen von Stamm TK-C wurde 365 bp nach dem Startcodon
eine 1-bp-Deletion in Codon 122 detektiert, welche die Bildung eines Stop-Signals in Codon
123 bewirkt. Dadurch kann nur ein 122 Aminosiuren langes, nicht-funktionales Protein mit

einem Molekulargewicht von 13,37 kDa translatiert werden.

Tab. 3.21: Ergebnisse von SDS-PAGE und Sequenzierung der Porine der AmpC-Transkonjuganten

Transkonjugant Porin Eslgg);::gg Ergebnis der Sequenzierung

TK-A OmpK35 | keine Expression Frameshift Codon 10, Stop Codon 27
OmpK36 | keine Expression Insertion von IS1

TK-B OmpK35 | keine Expression Frameshift Codon 10, Stop Codon 27
OmpK36 | keine Expression 7%

TK-C OmpK35 | keine Expression Frameshift Codon 10, Stop Codon 27
OmpK36 | keine Expression Frameshift Codon 122, Stop Codon 123

AS: Aminoséduren. *Aufgrund des fehlenden PCR-Fragmentes nicht sequenzierbar.

3.5.3.4 Generationszeit

Da die AmpC-Transkonjuganten nicht nur ein weiteres Resistenzplasmid aufgenommen, son-
dern auch das zweite Porin verloren haben, ist ein Fitnessverlust gegeniiber dem Ausgangs-
stamm (Klon I) zu erwarten. Dies sollte exemplarisch anhand der Generationszeiten von Klon
I und Stamm TK-A iiberpriift werden. Die Wachstumskurven beider Stimme (Abbildung
3.18) wurden an gleichen Tagen unter gleichen Bedingungen ermittelt. Die berechneten Gene-
rationszeiten betrugen 20,90 min fiir Klon I sowie 25,51 min fiir TK-A, was auf einen Wachs-
tumsnachteil des Transkonjuganten schlieen ldsst. Dieser ist jedoch geringer als der Wachs-

tumsnachteil von Klon II-B gegeniiber I1-A (vgl. 3.4.6).
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Abb. 3.18: Vergleich der Wachstumskurven.
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4 Diskussion

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung nosokomialer Ausbriiche lieferte Einblicke
in die Mechanismen, durch welche K. pneumoniae zu einem Erreger schwer therapierbarer
oder sogar nicht mehr beherrschbarer nosokomialer Infektionen werden kann.

In einem Zeitraum von 28 Monaten wurden nosokomiale Ausbriiche multiresistenter K.-
pneumoniae-Stimme auf drei benachbarten Intensivstationen einer Universititsklinik doku-
mentiert. Ausgangspunkt fiir diese Studie war das gehdufte Auftreten von K.-pneumoniae-
Isolaten eines einheitlichen Resistenzphianotyps, was einen klonalen Ausbruch vermuten lief3.
Die retrospektive Auswertung der nach §23 IfSchG dokumentierten mikrobiologischen Be-
funde zeigte das Auftreten zweier aufeinanderfolgender Ausbriiche, wobei aufgrund der iden-
tischen Antibiogramme zunéchst die wiederholte Verbreitung eines einzelnen Ausbruchs-
stammes angenommen wurde. Durch molekulare Typisierung stichprobenartig gesammelter
Isolate konnte jedoch gezeigt werden, dass die beiden Ausbriiche von zwei verschiedenen
multiresistenten K.-pneumoniae-Stammen verursacht wurden. Wiahrend der erste Ausbruchs-
stamm (Klon I) ein einheitliches Resistenzmuster aufwies, konnten bei dem zweiten Aus-
bruchsstamm (Klon II) mittels MHK-Bestimmung vier verschiedene Resistenzphinotypen

festgestellt werden.

4.1 Multiresistenz: Zusammenwirken von Resistenzmechanismen

Bei den Ausbruchsstimmen wurde ein Zusammenspiel von spezifischen, gegen eine be-
stimmte Antibiotika-Klasse gerichteten Resistenzmechanismen sowie unspezifischen, gegen
mehrere strukturell unverwandte Antibiotika-Gruppen wirkenden Resistenzmechanismen
nachgewiesen. Klon I ist gegeniiber nahezu allen herkdmmlicherweise zur Therapie von K.-
pneumoniae-Infektionen eingesetzten Antibiotika mit Ausnahme der Carbapeneme resistent,
wobei gegeniiber Amikacin und dem Reserveantibiotikum Colistin eine intermedidre Resis-
tenz besteht. Bei diesem Stamm konnten zwdlf, bei Klon II sechs verschiedene plasmid-
kodierte Resistenzgene sowie mehrere chromosomale Mutationen nachgewiesen werden (Ta-
belle 4.1). Der iiberwiegende Teil der Isolate von Klon II (Variante II-A) ist sowohl gegen-
iiber Amikacin als auch gegeniiber Carbapenemen empfindlich. Im Verlauf des zweiten Aus-
bruchs ist es jedoch bei diesem Stamm durch chromosomale Mutationen zum Erwerb von
Resistenz gegeniiber allen Carbapenemen (Variante 11-B) bzw. selektiv gegeniiber Ertapenem

(Variante 1I-B2) gekommen. Zwei Isolate (Variante II-C) zeigen ein deutlich vermindertes
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Resistenzspektrum, da ihnen sdmtliche erworbenen, vermutlich auf einem 180 kb grofB3en

Plasmid liegenden Resistenzgene fehlen und sie somit nur den durch chromosomale Mutatio-

nen verursachten Resistenzphédnotyp aufweisen.

Tab. 4.1: Resistenzmechanismen der Ausbruchsstimme.

E Ausbruch 1 Ausbruch 2
%’ Klon I TK-A Klon IT-A Klon II-B Klon II-B2 Klon II-C
= Carbapenem-S Carbapenem-R Carbapenem-S Carbapenem-R | Ertapenem-R |Carbapenem-S
5] % Amikacin-I Amikacin-I Amikacin-S Amikacin-S Imi/Mero-S | Amikacin-S
"[_En 5 (AmpC-Transkon- Amikacin-S |Plasmidverlust
- jugant von Klon I)
=
2 % OmpK35 - OmpK35 - OmpK35 - OmpK35 - OmpK35 - OmpK35 -
S L OmpK36 + OmpK36 — OmpK36 + OmpK36 + OmpK36 + OmpK36 —
L%“ _a;)' (Pore enger?)
5| E SHV-11 SHV-1
g % 2 Mutationen gyrA4, . 2 Mutationen gyrA4, i . .
g E 1 Mutation parC wie Klon I 1 Mutation parC | Vi€ Klon II-A | wie Klon II-A | wie Klon II-A
o
3| £ aktiver Efflux aktiver Efflux
g
5|« SHV-12 wie Klon I CTX-M-2
2 | 2| TEM-la, TEM-1b + TEM-1b
g | g
f 3 aac(6)-1b, str4, CMY-2 aac(3)-Ie, wie Klon II-A | wie Klon II-A keine
5| E aac(3)-1lc, strB, ant(3")-1b, tet(4), ant(3")-Ia
'S | & | aph(3)-la, ant(3")-a, | syl dfi12, flo sull, catl
= = sulll, dfr'V, catl

Die pB-Laktame stellen nach wie vor die wichtigste Antibiotika-Klasse zur Bekdmpfung von
Infektionen durch gramnegative Erreger dar. Die B-Laktam-Resistenz der untersuchten Stam-
me wird durch das Zusammenwirken verschiedener erworbener und chromosomal kodierter
B-Laktamasen mit dem Verlust von Porinen der duleren Membran hervorgerufen. Beide Aus-
bruchsstimme exprimieren eine ESBL, wobei die jeweiligen Enzyme jedoch verschiedenen
ESBL-Typen zuzuordnen sind.

Das SHV-12-Enzym von Klon I wurde erstmals 1997 in der Schweiz beschrieben und besitzt
die Aminosaure-Substitutionen L35Q, G238S und E240K (NUESCH-INDERBINEN et al., 1997).
Die ESBL-typische Mutation G238S erweitert das aktive Zentrum und ermdglicht dadurch
die Hydrolyse von Oxyiminocephalosporinen, fiihrt jedoch gleichzeitig zu einer grof3eren Ent-
fernung zwischen B-Laktam-Ring und katalytischem Serinrest, was die Effizienz des Enzyms
herabsetzt (HERITAGE et al., 1999). Die zusétzliche Substitution E240K bewirkt eine verbes-
serte Hydrolyse von Ceftazidim und Aztreonam (KiM et al., 1998). Die auch bei SHV-11 vor-
handene Mutation L35Q liegt dagegen weit entfernt vom aktiven Zentrum und verleiht allein

keinen ESBL-Phénotyp (HOWARD et al., 2002), auch wenn im Vergleich mit SHV-1 eine
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leicht erhohte Hydrolyserate von Drittgenerations-Cephalosporinen gemessen wurde (AHA-
MED et al., 1999). SHV-12-B-Laktamasen wurden am héiufigsten in Italien und Korea gefun-
den, kommen jedoch inzwischen weltweit vor. LAKSAI et al. (2000) beschrieben ein blagpy-12-
Gen auf einem kleinen, nicht konjugierbaren, aber mobilisierbaren Plasmid, das keine weite-
ren Resistenzdeterminanten trug. Moglicherweise liegt bei Klon I ein dhnliches Plasmid vor,
da blagyy.12 zwar unabhingig von den anderen Resistenzgenen, jedoch nur in Kombination
mit weiteren konjugierbaren Plasmiden auf einen Rezipienten iibertragen werden konnte.

Die SHV-11-B-Laktamase ist bei Klon I chromosomal kodiert und hat sich wahrscheinlich
durch Mutation der Position .35 aus der Spezies-spezifischen chromosomalen SHV-1 entwi-
ckelt. Wie LEE et al. (2006) kiirzlich berichteten, scheint die Kombination einer chromosoma-
len SHV-11 mit der plasmidkodierten SHV-12 bei K. pneumoniae hiufig vorzukommen.

Die Cefoxitin-MHK von 128 pg/ml des Klons I kann nicht allein durch die vorhandenen (-
Laktamasen erreicht werden, die keine Cephamycin-Resistenz vermitteln. Dies wurde durch
Konjugation bestitigt, da die Transkonjuganten mit blasyy.1> und blareym.; Cefoxitin-empfind-
lich blieben. Der Grund fiir die hohe Cefoxitin-Resistenz des Klons I diirfte vielmehr das Zu-
sammenwirken der B-Laktamasen mit dem Verlust von OmpK35 sein (MARTINEZ-MARTINEZ
et al., 1996). Durch den Porinverlust kommt es zu einem verringerten Einstrom von Cefoxitin
in den periplasmatischen Raum, wo die Konzentration des Antibiotikums so weit herabgesetzt
ist, dass durch die Aktivitit der vorhandenen B-Laktamasen klinische Cefoxitin-Resistenz

erreicht werden kann.

Klon II exprimiert eine plasmidkodierte CTX-M-2-B-Laktamase. ESBLs vom CTX-M-Typ,
die erstmals 1990 beschrieben wurden (BAUERNFEIND et al.) und vermutlich von chromoso-
malen Enzymen der Spezies Kluyvera abstammen, haben durch ihre weite Verbreitung in den
letzten zehn Jahren zunehmende klinische Relevanz erlangt (BONNET, 2004). Wie die meisten
CTX-M-Enzyme hydrolysiert auch CTX-M-2 Ceftazidim schlechter als Cefotaxim und ver-
mittelt bei K. pneumoniae keine klinische Ceftazidim-Resistenz (OHKAWA et al., 2002). Dies
wurde durch Konjugationen bestitigt: Die Transkonjuganten von Klon I mit blacrx-m-2 und
blarpm.1v zeigten zwar Cefotaxim-MHK-Werte von >32 pg/ml, ihre Ceftazidim-MHK-Werte
lagen jedoch mit 1-2 pg/ml unterhalb des Grenzwertes fiir klinische Resistenz. Dennoch wei-
sen die Klone II-A, II-B und II-B2 Ceftazidim-MHK-Werte von 32 bzw. >32 pg/ml auf. Auch
in diesen Stimmen diirfte somit der Porinverlust entscheidend zur B-Laktam-Resistenz beitra-
gen und zu deutlich hoherer Ceftazidim-Resistenz fiihren, als sie das CTX-M-Enzym allein

vermitteln konnte.
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Besonders deutlich wird der synergistische Effekt von Porinverlust und B-Laktamasen bei
Klon II-B, der weder OmpK35 noch OmpK36 exprimiert. Dieser Stamm ist im Gegensatz zu
den Stdmmen II-A und II-B2, die OmpK36 noch exprimieren, auch gegen die Kombination
von Drittgenerations-Cephalosporinen mit Clavulansdure resistent. Demnach scheint die er-
hohte Impermeabilitit der duBeren Membran von Klon I1-B einen ausreichenden Einstrom des
B-Laktamase-Inhibitors zu verhindern. Die ESBL-typische Hemmbarkeit durch Clavulansédure
um mindestens drei MHK-Stufen konnte auch bei Klon II-B beobachtet werden, jedoch auf
einem deutlich hoheren Level (Reduktion der Cefotaxim-MHK von 4096 pg/ml auf 128
pg/ml in Anwesenheit von 4 pg/ml Clavulanséure).

Klon II-B unterscheidet sich von Klon II-A nicht nur durch die Resistenz gegeniiber B-Lakta-
mase-Inhibitoren, sondern auch durch klinische Resistenz gegeniiber allen getesteten Carba-
penemen. Der Verlust beider Porine kann bei K. pneumoniae wie bereits beschrieben im Zu-
sammenspiel mit der Expression einer AmpC-B-Laktamase zu Carbapenem-Resistenz fithren
(JACOBY et al., 2004). Mittels SDS-PAGE, isoelektrischer Fokussierung und PCR-Screening
konnte jedoch bei Klon II-B weder ein AmpC-Enzym noch eine andere im Vergleich mit
Klon II-A zusitzlich erworbene B-Laktamase detektiert werden. Auch eine starke Uberex-
pression der vorhandenen B-Laktamasen sowie eine konjugative Ubertragbarkeit der Carba-
penem-Resistenz wurden ausgeschlossen. Demnach scheint die Carbapenem-Resistenz von
Klon II-B allein durch den Verlust des zweiten Porins im Zusammenspiel mit der CTX-M-2-
B-Laktamase verursacht zu werden.

Carbapenem-Resistenz bei CTX-M-produzierenden K.-prneumoniae-Isolaten wurde bereits in
anderen Fillen beschrieben (WARD et al., 2005; MENA et al., 2006). Auch dort entwickelte ein
anfangs Carbapenem-empfindlicher Ausbruchsstamm unter der Therapie mit Imipenem oder
Meropenem durch Verlust des zweiten Porins Resistenz gegeniiber diesen Substanzen. Da
Carbapeneme die wichtigste Therapieoption gegen schwere Infektionen mit K. preumoniae
darstellen, ist diese Entwicklung von grofler Bedeutung. Wahrend von klassischen Carbape-
nemasen aufgrund ihres seltenen Vorkommens in Deutschland zurzeit noch wenig Gefahr
droht, nimmt die Héaufigkeit von AmpC- und CTX-M-B-Laktamasen stetig zu. CTX-M-
Enzyme werden zudem vermehrt auch bei ambulanten Patienten ohne vorangegangene Hospi-
talisierung gefunden (VALVERDE et al., 2004). Hinzu kommt, dass ESBL-produzierende K.-
pneumoniae-Isolate meist nur OmpK36 exprimieren und somit lediglich eine chromosomale
Punktmutation benétigen, um auch dieses zweite Porin zu verlieren. Daher verleiht die zu-
nehmende Verbreitung von CTX-M-B-Laktamasen klinischen K.-pneumoniae-Stimmen ein

besorgniserregendes Potential zur Entwicklung von Carbapenem-Resistenz.
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Da die Porine der dulleren Membran gramnegativer Bakterien in erster Linie dem Durchtritt
von Wasser, lonen und kleinen hydrophilen Molekiilen und somit dem Stoffaustausch mit der
Umgebung dienen, ist zu erwarten, dass sich ihr Verlust verlangsamend auf den Zellstoft-
wechsel auswirkt und dadurch einen Fitnessverlust fiir die Zelle bedeutet. Der Vergleich der
Wachstumsraten von Klon II-A und Klon II-B bestétigte diese Vermutung anhand einer deut-
lich erh6hten Generationszeit von Klon II-B gegeniiber Klon II-A (32,02 Minuten versus
19,55 Minuten). Da ein verringerter Antibiotika-Influx demnach mit einer verminderten Fit-
ness bezahlt werden muss, diirfte der Verlust des zweiten Porins nur unter der Carbapenem-
Therapie einen Selektionsvorteil bieten. Nach Beendigung der Therapie wird der resistente
Subklon II-B moglicherweise von der empfindlichen, aber schneller wachsenden Variante II-
A verdrangt. Andererseits konnte der Verlust von OmpK36 in vivo einen weiteren Vorteil fiir
die Kolonisation des Patienten bedeuten, da OmpK36 den Hauptaktivator des Komplement-
systems der unspezifischen Immunantwort darstellt (ALBERTI et al., 1993).

Die Fragestellung, mit welcher Frequenz das zweite Porin von Klon II-A durch Mutation ver-
loren geht, konnte in dieser Arbeit nicht geklirt werden. Moglicherweise liegt die Mutations-
frequenz unter der Nachweisgrenze der durchgefiihrten Versuche (3x10™'"). Dies stimmt mit
Ergebnissen von PRAGAT & NAGY (1998) iiberein, die den Verlust des zweiten Porins mit ei-
ner Frequenz von 4x10™% beobachten konnten. Da die Mutationsfrequenz von Klon II-B auf
Rifampicin jedoch um zwei Zehnerpotenzen niedriger lag als bei den {ibrigen Klonen, handelt
es sich sehr wahrscheinlich um einen Mutatorstamm, fiir den auch eine héhere Frequenz des

Porinverlustes anzunehmen ist.

Der Verlust des Porins OmpK35 konnte bei beiden Ausbruchsstimmen auf eine Punktmutati-
on im ompK35-Gen zuriickgefiihrt werden. Der auch hier festzustellende bevorzugte Verlust
von OmpK35 gegeniiber OmpK36 wurde bereits von HERNANDEZ-ALLES et al. (1999b) be-
schrieben und auf die unterschiedlichen Selektivititen der beiden Poren zuriickgefiihrt. Da
OmpK36 eine hohere Kationenselektivitidt und einen langsameren Solutedurchfluss aufweist
(DUTZLER et al., 1999), vermittelt die alleinige Expression von OmpK36 ein hoheres Resis-
tenzniveau als OmpK35. DOMENECH-SANCHEZ et al. (2003) ermittelten durch Expression von
OmpK35 in einem Porin-insuffizienten K.-pneumoniae-Stamm eine 4-fach (Cefepim), 8-fach
(Cefotaxim) oder 128-fach (Ceftazidim) stirkere Reduktion der MHK-Werte als durch die
Expression von OmpK36.
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Die molekulare Ursache fiir den Verlust von
OmpK36 in Klon II-B diirfte in der Deletion von
16 Aminosduren im N-terminalen Bereich des Pro-
teins und der daraus resultierenden Fehlfaltung des

Porins liegen. Am Strukturmodell von OmpK36

(DUTZLER et al., 1999) ldsst sich erkennen, dass

deletierter
Bereich

diese Deletion den groBten Teil der B-Faltblétter 14
und 15 sowie den periplasmatischen Loop 8 betrifft

(Abbildung 4.1), so dass von einer inkorrekten Fal- Periplasma

tung des Porins ausgegangen werden kann.
Abb. 4.1: Deletion von 16 Aminosiuren im
Porin OmpK36 bei Klon II-B. Gelb: Dele-
tierter Bereich der B-Faltblatter 14 und 15

Klon II-B2 exprimiert zwar wie Klon II-A das Porin OmpK36, ist jedoch im Gegensatz zu
Stamm II-A Ertapenem-resistent, wihrend er gegeniiber Meropenem und Imipenem empfind-
lich bleibt. Der Erwerb einer zusitzlichen B-Laktamase wurde als Grund fiir die Ertapenem-
Resistenz ebenso ausgeschlossen wie eine Uberexpression der vorhandenen B-Laktamasen
oder eine Beteiligung von Effluxsystemen, die bei Enterobacter zu Ertapenem-Resistenz fiih-
ren kann (SZABO et al., 2006).

Das 2002 zugelassene Ertapenem unterscheidet sich von Imipenem und Meropenem durch
mangelnde Aktivitit gegeniiber gramnegativen Nonfermentern wie P. aeruginosa und wird
zur Therapie schwerer ambulanter und friiher nosokomialer Pneumonien sowie intraabdomi-
naler Infektionen eingesetzt (VOGEL et al., 2004). Generell wird dieser Substanz ein geringes
Potential zur Selektion gramnegativer Problemerreger wie ESBL-Produzenten zugesprochen
(ScuMITZ, 2006). Ahnliche Ertapenem-Resistenzphinotypen wie bei Klon I1I-B2 wurden je-
doch kiirzlich von WOODFORD et al. (2007) bei einem Kollektiv von 95 Klebsiella-Isolaten
aus England beschrieben. Diese Stimme zeigten Ertapenem-MHK-Werte von 4 pg/ml bis
>16 png/ml, exprimierten bis auf eine Ausnahme keine klassische Carbapenemase und waren
empfindlich gegeniiber Meropenem und Imipenem. Die Autoren fithren die Ertapenem-
Resistenz auf eine reduzierte Permeabilitit der duleren Membran in Verbindung mit der Ex-
pression von CTX-M-fB-Laktamasen zuriick.

Die Porin-Expressionsmuster von Klon II-B2 und Klon II-A sind allerdings identisch, so dass
sich die Ertapenem-Resistenz von Stamm II-B2 nicht allein durch den Verlust von OmpK35

im Zusammenspiel mit der CTX-M-2 erkldren ldsst. CROWLEY et al. (2002) wiesen einen
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reduzierten Expressionslevel von OmpK36 als Grund fiir Carbapenem-Resistenz nach. Dies
wire jedoch bei Klon II-B2 anhand einer schwicheren Porinbande im Gel erkennbar und
wiirde zudem Resistenz gegeniiber allen Carbapenemen vermitteln. ELLIOTT et al. (2006)
zeigten bei einem CTX-M-1-exprimierenden K.-pneumoniae-Isolat den Erwerb von Ertape-
nem-Resistenz unter der Therapie, welcher sich auf einen Verlust beider Porine zuriickfiihren
lieB. OmpK36 wird bei Klon II-B2 zwar exprimiert, weist aber im Vergleich mit Klon II-A
eine Insertion von zwei Aminosduren (Threonin 116, Aspartat 117) in Loop 3 auf, der inner-
halb der Pore liegt und durch die sogenannte Einschniirung ihren Durchmesser bestimmt (Ab-
bildung 4.2). Lou et al. (1996) konnten anhand von mutierten OmpF-Porinen bei E. coli zei-
gen, dass Mutationen im konservierten Loop 3 zu einer Verdnderung des Porendurchmessers
fiihren, wéhrend die &uBlere tonnenformige Porenstruktur auch von groBeren Deletionen in

Loop 3 unbeeinflusst bleibt. Auf Héhe der Einschniirung des Porins interagieren zwei negativ

geladene Aminoséurereste von Loop 3 mit einem
Cluster aus drei positiv geladenen Resten an der
Porenwand. Sie bilden ein starkes elektrostatisches
Feld, welches die Leitfahigkeit der Pore bestimmt
(Lou et al., 1996). Bei Klon II-B2 kommt es durch
die Insertion von zwei Aminosduren moglicher-
weise zu einer verdnderten Konformation von

Loop 3, welche die Pore stirker einengt. Die von

Aspartat 117 eingebrachte zusétzliche negative

Ladung diirfte auBerdem zu einer Verstarkung des

. . Abb. 4.2: Insertion von zwei Aminosiduren
lokalen elektrischen Feldes fiihren. im Porin OmpK36 bei Klon I1-B2.

Gelb: Insertion T116 und D117 in Loop 3

Ertapenem unterscheidet sich von Imipenem und Meropenem durch einen zusétzlichen gro-
en Substituenten in Form einer Carboxyl-substituierten Benzoeséure (Abbildung 4.3). Der
aromatische Ring erh6ht das Molekulargewicht auf 497,5 Da (Imipenem: 317,4 Da, Merope-
nem 437,5 Da) und verstdrkt den lipophilen Charakter des Molekiils, wihrend die Carboxyl-
gruppe zu einer negativen Nettoladung des Molekiils fiihrt. Diese Substitutionen wurden ein-
gefiigt, um die Plasmaproteinbindung zu erhdhen, so dass durch eine verldngerte Halbwerts-
zeit der Substanz eine Einmal-taglich-Dosierung ermdglicht wird. Die Substitutionen sind
vermutlich auch fiir die Unempfindlichkeit von P. aeruginosa gegeniiber Ertapenem verant-

wortlich, das im Gegensatz zu anderen Carbapenemen nicht durch das kationische Substanzen
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bevorzugende Porin OprD diffundieren kann (HAMMOND, 2004). Bei Klon II-B2 diirfte die
selektive Ertapenem-Resistenz eine &hnliche Ursache haben. Das durch Mutation verengte
und stirker negativ geladene OmpK36-Porin kann von Meropenem und Imipenem noch pas-

siert werden, der Durchtritt des negativ geladenen und gréBeren Ertapenem-Molekiils wird

jedoch verhindert.
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Abb. 4.3: Strukturformeln der Carbapeneme Imipenem, Meropenem und Ertapenem

Das OmpK36-Porin von Klon I besitzt ebenfalls eine der beiden beschriebenen Aminosaure-
Insertionen (Aspartat 117). Auch dieser Stamm zeigt eine verminderte Empfindlichkeit ge-
geniiber Ertapenem, erreicht jedoch keine klinische Resistenz, sondern ist als intermedidr
einzustufen. Die durch den Aspartat-Rest eingebrachte zusétzliche negative Ladung ist
demnach nicht allein fiir die herabgesetzte Permeabilitdt der Pore verantwortlich, sondern
wird durch den Threoninrest, moglicherweise iiber eine Strukturveranderung, unterstiitzt.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass fiir die Ausprigung von Ertapenem-Resistenz
bei ESBL-produzierenden K.-pneumoniae-Stémmen kein vollstandiger, mit den moglichen
Wachstumsnachteilen verbundener Verlust des zweiten Porins nétig ist, sondern lediglich eine
mutative Einengung des Porendurchmessers. Auch wenn Ertapenem aufgrund der fehlenden
Pseudomonas-Wirksamkeit nicht zur Initialtherapie schwerer nosokomialer Infektionen ein-
gesetzt wird, so entfdllt mit der Resistenzentwicklung bei K. pneumoniae doch eine weitere

Therapieoption, die gezielt gegen Infektionen mit diesem Erreger eingesetzt werden konnte.

Aminoglykoside, insbesondere Amikacin, stellen eine weitere therapeutische Option bei In-
fektionen mit multiresistenten Klebsiellen dar. Die Resistenz der Ausbruchsstimme gegen-
iiber diesen Antibiotika wird durch die Expression verschiedener Aminoglykosid-modifi-

zierender Enzyme (AME) vermittelt.
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Die beiden in Klon II detektierten AME inaktivieren lediglich Gentamicin, Tobramycin, Ne-
tilmycin und Streptomycin, so dass dieser Stamm gegeniiber Amikacin, Kanamycin und Neo-
mycin empfindlich bleibt. In Klon I wurden insgesamt sechs AME gefunden, welche Resis-
tenz gegeniiber allen getesteten Aminoglykosiden vermitteln. Da die Amikacin-MHK trotz
des Vorhandenseins des Amikacin-Resistenz vermittelnden Enzyms AAC(6')-Ib im interme-
didren Bereich bleibt, ist ein geringer Expressionslevel des aac(6')-1b-Gens zu vermuten. Be-
merkenswert ist, dass mehrere der bei Klon I detektierten AME das gleiche Resistenzspek-
trum abdecken. Beispielsweise vermitteln str4, strB und ant(3")-la jeweils Resistenz gegen-
iiber Streptomycin. Die Expression vieler Resistenzgene kostet eine Zelle Ressourcen und
Energie, was einen Wachstumsnachteil bedeuten kann. Dies scheint jedoch bei Klon I nicht
der Fall zu sein, da seine Generationszeit mit 20,9 Minuten im Rahmen der fiir Enterobacteri-
aceae bekannten Werte liegt. Somit besteht fiir diesen Stamm keine Notwendigkeit, redun-
dante Resistenzgene aus der Zelle zu entfernen, um einen Fitnessverlust auszugleichen.

Anhand der nahezu identischen Aminoglykosid-MHK-Werte von Klon II-A und II-B sowie
des Effluxpumpen-Inhibitionstests wird ersichtlich, dass weder der Porinverlust noch die
Effluxpumpen-Uberexpression die Aminoglykosid-Resistenz beeinflussen. Dies entspricht
den Erwartungen, da Aminoglykoside Porin-unabhingig durch die duBlere Membran diffun-

dieren und keine Substrate fiir die Effluxpumpe AcrAB darstellen.

Fluorchinolone werden hiufig in Kombination mit weiteren Antibiotika zur Initialtherapie
nosokomialer Infektionen eingesetzt. Beide Ausbruchsstimme weisen eine hohe Chinolon-
Resistenz auf, die ausschlieBlich durch chromosomale Mutationen vermittelt wird. Den grof3-
ten Anteil haben spezifische Mechanismen in Form der Targetmutationen in gyr4 und parC,
jedoch tragen auch unspezifische Effluxpumpen in einer Grofenordnung von mehreren
MHK-Stufen zur Chinolon-Resistenz bei. Bei Klon I ist deren Anteil an der auch insgesamt
hoheren Resistenz deutlich groBer als bei Klon 11, so dass man bei diesem Stamm eine hohere
Uberexpression der intrinsischen Effluxsysteme vermuten kann. Wihrend bei Klon II eine
Mutation des lokalen Repressors AcrR detektiert wurde, ist dies als Ursache der Uberexpres-
sion von AcrAB in Klon I auszuschlieen. Da die Expression von AcrAB jedoch durch diver-
se globale Regulatoren beeinflusst wird, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wur-
den, ist anzunehmen, dass die phinotypisch nachgewiesene Effluxpumpen-Uberexpression in

Klon I durch andere Regulationsmechanismen hervorgerufen wird.
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Ein von DOMENECH-SANCHEZ et al. (2003) beschriebener Einfluss des Porinverlustes auf das
Resistenzniveau gegeniiber Fluorchinolonen konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden, da

keine Unterschiede in den Chinolon-MHK-Werten zwischen Klon II-A und II-B auftraten.

Die Tetracyclin-Resistenz beruht bei beiden Klonen ausschlielich auf unspezifischem Efflux,
wihrend keine spezifischen tet-Resistenz-Gene detektiert werden konnten. Dies erkldrt das
relativ niedrige Resistenzniveau der Isolate. Die AmpC-Transkonjuganten von Klon I zeigen,
dass beispielsweise der Erwerb des weit verbreiteten plasmidkodierten fet(4)-Gens die Doxy-
cyclin-MHK deutlich erhoht. Da Tetracycline jedoch auf den drei Intensivstationen kaum
eingesetzt wurden, ist anzunehmen, dass aufgrund des nicht vorhandenen Selektionsdruckes

kein Erwerb von tet-Genen erfolgte.

Antifolat-Resistenz wird bei den Ausbruchsstimmen sowohl durch unspezifischen Efflux als
auch durch su/- und dhfr-Gene vermittelt. Aufgrund der hohen Cotrimoxazol-MHK ist auch
bei Klon II das Vorhandensein eines dhfr-Gens zusétzlich zu sull zu erwarten. Es liegt mogli-
cherweise auf dem vermuteten Klasse-1-Integron, das durch Mapping nicht weiter charakteri-

siert werden konnte.

Da Chloramphenicol aufgrund der schweren Nebenwirkungen auch als Reserveantibiotikum
kaum noch eingesetzt wird, diirfte kein Selektionsdruck zum Erhalt von Chloramphenicol-
Resistenzgenen in nosokomialen Stimmen vorhanden sein. Dennoch besitzen beide Aus-
bruchsstdmme das catl-Gen. Grund fiir die nach wie vor ubiquitdre Verbreitung von Chlor-
amphenicol-Resistenzgenen scheint ihre Ko-Lokalisation mit anderen Resistenzdeterminanten
auf mobilen Elementen zu sein, was zur Verbreitung und Koselektion dieser Gene fiihrt
(SCHWARZ et al., 2004). Auch bei den hier untersuchten Stimmen wird cat/ mit anderen Re-
sistenzmechanismen kotransferiert und liegt beispielsweise bei Klon I zusammen mit mindes-
tens fiinf weiteren Resistenzgenen auf einem Multiresistenzplasmid.

Da die Chloramphenicol-MHK in Gegenwart des Effluxpumpen-Inhibitors bei Klon I und II
um vier bzw. acht Stufen gesenkt wird, hat zudem die Uberexpression chromosomaler Efflux-

pumpen in diesen Stimmen einen deutlichen Anteil an der Chloramphenicol-Resistenz.

Durch Konjugationsversuche konnten bei Klon I vier Gruppen von Resistenzgenen unter-
schieden werden, die in verschiedenen Kombinationen mit verschiedenen Frequenzen konju-

gativ iibertragbar waren. Es ist anzunehmen, dass es sich um die vier auf dem Plasmidgel
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erkennbaren Plasmide handelt. Bei Klon II treten mindestens zwei verschiedene mobile Ele-
mente auf, da das blacrx-m2-Gen im Gegensatz zu den restlichen Resistenzgenen nicht auf
alle Transkonjuganten iibertragen wurde. Auf dem Plasmidgel ist bei Klon II-C, dem alle mo-
bilen Resistenzgene fehlen, jedoch nur der Verlust einer Plasmidbande erkennbar. Mogli-
cherweise ist das zweite Plasmid aufgrund einer niedrigen Kopienzahl nicht sichtbar. Es ist
aber auch denkbar, dass blacrx.m-2 auf einem konjugativen Transposon liegt, das normaler-
weise im bakteriellen Chromosom inseriert vorliegt, jedoch ausgeschnitten und mittels Kon-
jugation als zirkulédres Intermediat {ibertragen werden kann.

Die niedrigeren Konjugationsfrequenzen von Klon II-B wurden vermutlich durch die deutlich
verringerte Wachstumsrate des Stammes verursacht, die zu einem ungiinstigeren Verhiltnis
von Donor und Rezipient fiihrte.

Es ist hervorzuheben, dass simtliche plasmidkodierten Resistenzgene der Ausbruchsstimme
mittels Konjugation auf einen E.-coli-Rezipienten iibertragen werden konnten. Dies verdeut-
licht das Potential der Stimme zur horizontalen, auch Speziesgrenzen iiberschreitenden Uber-
tragung von Resistenzgenen, welches ebenso wie eine klonale Ausbreitung zur Resistenz-

verbreitung beitragen kann.

4.2 Erwerb von Panresistenz: Eine zukiinftige Bedrohung

Die beiden in dieser Arbeit charakterisierten Ausbruchsstimme sind resistent gegeniiber den
meisten Substanzen, die zur kalkulierten Initialtherapie nosokomialer Pneumonien, Harn-
wegsinfektionen und Sepsen eingesetzt werden. Beispielsweise wird zur Therapie schwerer
nosokomialer Pneumonien ein Cephalosporin der Gruppe 3b/4, eine Kombination von Acyl-
aminopenicillin und B-Laktamase-Inhibitor oder ein Carbapenem, jeweils kombiniert mit ei-
nem Fluorchinolon oder Aminoglykosid empfohlen (VOGEL et al., 2004). Bei einer Initialthe-
rapie, die ohne Kenntnis von Erreger und Antibiogramm eingeleitet werden muss, besteht
somit im Fall von Infektionen mit Klon I oder II ein hohes Risiko des Therapieversagens.

Klon I ist zwar empfindlich gegeniiber Drittgenerations-Cephalosporinen in Kombination mit
B-Laktamase-Inhibitoren, jedoch wird der Einsatz dieser Substanzen gegen ESBL-Produzen-
ten auch bei in vitro getesteter Empfindlichkeit aufgrund mdglichen Therapieversagens nicht
empfohlen (BRADFORD, 2001). Carbapeneme stellen somit die letzte gingige Therapieoption
gegen Klon I dar, was zu der Frage fiihrt, ob der Stamm in der Lage ist, auch diese letzte The-
rapiemoglichkeit durch Erwerb eines weiteren Resistenzmechanismus zu umgehen. Im Ge-

gensatz zu einem CTX-M-Enzym vermag die vorhandene SHV-12 auch bei Verlust des



DISKUSSION 124

zweiten Porins keine Carbapenem-Resistenz zu vermitteln (JACOBY et al., 2004). Eine solche
chromosomale Mutation wire demnach nicht ausreichend und macht zusétzlich die Aufnahme
einer AmpC- oder CTX-M-f-Laktamase mittels Konjugation erforderlich. Wenn man be-
denkt, dass innerhalb der sich stindig verdndernden mikrobiellen Flora einer Klinik verschie-
dene Enterobacteriaceae-Stimme mit diversen ESBLs und AmpC-Enzymen auftreten, und
dass zudem durch neu eingelieferte Patienten fortwihrend neue ESBL-produzierende Stimme
eingebracht werden (BEN-AMI et al., 2006), wird deutlich, dass einem in der Klinikflora resi-
dierenden K.-pneumoniae-Stamm wie Klon I ein groB3er Pool plasmidkodierter -Laktamasen
zur Verfiigung steht. Auf den dicht besiedelten Schleimhduten des Gastrointestinal- und Re-
spirationstraktes der Patienten diirfte eine konjugative Ubertragung solcher Enzyme ohne wei-
teres moglich sein und wurde bereits in mehreren Féllen nachgewiesen (BIDET et al., 2005;
WACHINO et al., 2006).

Die Moglichkeit einer solchen Resistenzentwicklung wurde in dieser Arbeit in vitro gezeigt.
Die Konjugationen waren mit einem von insgesamt 16 klinischen Donorstimmen erfolgreich,
wobei der Misserfolg der anderen Konjugationen auf Inkompatibilitdten zwischen dem jewei-
ligen AmpC-Plasmid und den vier bereits in Klon I vorhandenen Resistenzplasmiden zuriick-
zuflihren sein diirfte. Mit dem Verlust des zweiten Porins und der Aufnahme einer CMY-2-§-
Laktamase haben in den erzeugten Transkonjuganten zwei natiirlich vorkommende genetische
Ereignisse unter entsprechendem Selektionsdruck zur Auspriagung von Carbapenem-Resistenz
gefiihrt. Da die Transkonjuganten zudem wie Klon I intermedidr gegeniiber Colistin getestet
wurden und somit bei Einsatz dieses Reserveantibiotikums eine schnelle Resistenzentwick-
lung nicht auszuschlieBen ist, konnen sie als panresistent angesehen werden. Die ermittelte
Frequenz von 2x10™ scheint nicht hoch zu sein, erklirt sich jedoch durch die Notwendigkeit
zweier unabhédngiger genetischer Ereignisse. Sie relativiert sich zudem durch die bei den ko-
lonisierten Patienten ermittelten hohen Zellzahlen des Ausbruchsstammes von 2x10° bis
1x10® KBE/g Stuhl.

Bei Klon II-A ist es im Verlauf des Ausbruches unter der Therapie mit Meropenem bereits zur
Entwicklung von Carbapenem-Resistenz gekommen, so dass der resultierende Klon II-B nur
noch gegeniiber Amikacin empfindlich bleibt. Zur Ausprigung von Amikacin-Resistenz wire
lediglich die Aufnahme eines ebenfalls auf Resistenzplasmiden kodierten, weit verbreiteten
AAC(6")-1-Enzyms erforderlich, was bei entsprechendem Selektionsdruck ohne weiteres mog-
lich sein diirfte. Denkbar wére beispielsweise die Aufnahme des aac(6')-Ib-tragenden Plasmi-
des B von Klon I. Da Klon II zudem bereits Colistin-resistent ist, ware auch ein solcher

Stamm als panresistent zu bezeichnen.
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Als Therapieoption gegen einen panresistenten Klon II kénnte lediglich Tigecyclin in Be-
tracht gezogen werden. Das semisynthetische Tetracyclin-Derivat aus der Gruppe der Glycyl-
cycline war zum Zeitpunkt der untersuchten nosokomialen Ausbriiche noch nicht auf dem
Markt, ist jedoch seit dem 1. Mai 2006 in Deutschland zur Behandlung von Haut- und Weich-
gewebe- sowie intraabdominalen Infektionen zugelassen. Es umgeht alle gdngigen Tetra-
cyclin-Resistenzmechanismen und besitzt ein breites antimikrobielles Spektrum gegen multi-
resistente grampositive und gramnegative Erreger. Obwohl Resistenzen noch selten sind,
wurde bereits vereinzelt liber Tigecyclin-resistente K.-pneumoniae-Isolate berichtet, deren
Resistenz auf die Uberexpression intrinsischer Effluxpumpen zuriickgefiihrt wurde (LIVER-
MORE, 2005; WOODFORD et al., 2007). In Anbetracht des grolen Potentials von K. prneumo-
niae zur Auspragung neuer Resistenzmechanismen diirfte das vermehrte Auftreten von Tige-

cyclin-Resistenz demnach nur eine Frage der Zeit sein.

4.3 Ubertragungswege: Kolonisation von Patienten und Umgebung

Die Ermittlung der Kolonisationsdauer der betroffenen Patienten sowie die PFGE-Typisie-
rung der Isolate verdeutlichte das Ausmal} der beiden untersuchten Ausbriiche. Auf dem Ho-
hepunkt des zweiten Ausbruchs im November 2003 waren acht Patienten auf der anisthesio-
logischen (Al), zehn Patienten auf der chirurgischen (CI) sowie ein Patient auf der kardiochi-
rurgischen (KI) Intensivstation mit dem Ausbruchsstamm kolonisiert oder infiziert. Zu diesem
Zeitpunkt wurden klinikhygienische Interventionen wie zusétzliche Hygiene- und Desinfek-
tionsmallnahmen, die Kontaktisolierung der Patienten, die Durchfiihrung von Umgebungsun-
tersuchungen sowie ein freiwilliges Screening des Personals eingeleitet. Sechs kolonisierte
Patienten wurden zur Kohortenisolierung von der CI auf die Al verlegt, kolonisierte und
nicht-kolonisierte Patienten wurden von getrenntem Personal versorgt und die Patientenzim-
mer nach Verlegung der Patienten durch eine Schlussdesinfektion gereinigt. Diese Mafnah-
men wurden bis zum Friihjahr 2004 beibehalten und fiihrten zu einer Einddmmung des Aus-
bruchs.

Trotz der durchgefithrten Umgebungsuntersuchungen konnte keine eindeutige Kontamina-
tionsquelle identifiziert werden. Literaturrecherchen zeigen, dass K.-pneumoniae-Stimme im
Rahmen nosokomialer Ausbriiche an den unterschiedlichsten Orten in der Patientenumgebung
isoliert wurden. Es bleibt jedoch in vielen Fillen schwierig zu entscheiden, ob es sich um eine
transiente Kontamination oder um eine lédngerfriste Kolonisation handelt, die als Infektions-

quelle betrachtet werden kann. Enterobacteriaceae und andere gramnegative Erreger werden
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generell seltener auf abiotischen Oberflichen gefunden als grampositive Nosokomialkeime
(LEMMEN et al., 2004), da sie weitaus weniger austrocknungsresistent und auf trockenen
Oberflachen oft bereits nach Stunden nicht mehr lebensfahig sind (HOTA, 2004).

Im Verlauf der hier untersuchten Ausbriiche wurde der jeweilige Ausbruchsstamm aus mehre-
ren Waschbecken-Siphons in den Patientenzimmern isoliert. Dies {iberrascht nicht, weil Aus-
scheidungen kolonisierter Patienten beispielsweise durch das Ausspiilen von Waschschiisseln
in die Waschbecken gelangen konnen. Da Klebsiellen nicht nur auf menschlichen Epithelien,
sondern auch auf abiotischen Oberflichen Biofilme bilden (D1 MARTINO et al., 2003), ist da-
von auszugehen, dass sie die stindig feuchten Abfliisse auch iiber lingere Zeit hinweg koloni-
sieren kénnen. Uber die Isolation von Ausbruchsstimmen aus Abfliissen in Intensivstationen
wurde bereits mehrfach berichtet (Salmonella, SIRINAVIN et al., 1991; Pseudomonas, KERR et
al., 1995; Serratia, MILISAVLIEVIC et al., 2004). Wiahrend eines nosokomialen Ausbruchs
multiresistenter K. pneumoniae konnten SU et al. (2000) die Ausbruchsstimme aus mehreren
Siphons isolieren und vermuteten dort die Quelle der Kontaminationen. KAC et al. (2004)
konnten durch ein Umgebungsscreening auf einer Intensivstation zeigen, dass trockene Ober-
flichen frei von ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae blieben, diese Stimme jedoch fiir
Wochen und Monate in den feuchten Spalten von Abfliissen und Waschbecken iiberlebten.
Bisher wurde eine Infektion von Patienten iiber besiedelte Siphons nicht zweifelsfrei nachge-
wiesen. Es ist jedoch anzunehmen, dass es beim Verspritzen des laufenden Wassers sowohl
zur Kontamination von Hidnden und Kontaktflichen als auch zur Aerosolbildung kommen
kann.

Neben den Klonen I und II wurden sowohl wihrend als auch zwischen beiden Ausbriichen
weitere multiresistente, ESBL-produzierende K.-pneumoniae-Isolate in den Siphons der drei
Intensivstationen gefunden (Klon V-XII). Diese Stimme verursachten keine Ausbriiche, was
gegen einen Ubertragungsweg vom Siphon zum Patienten spricht. Es ist jedoch nicht bekannt,
ob jeder nosokomiale K.-pneumoniae-Stamm potentiell in der Lage ist, einen Ausbruch zu
verursachen, oder ob die Verbreitung erst durch bestimmte stammspezifische Eigenschaften
wie beispielsweise die Adhdsionsfahigkeit ermoglicht wird.

Klon II wurde auch aus einem Patientenbett sowie aus in einer Thermoskanne vorbereitetem
Tee isoliert. Bei dem Isolat aus dem Patientenbett diirfte es sich um eine voriibergehende
Kontamination durch einen Patienten handeln. Diese Kontamination unterstreicht die Erfor-
dernis sorgfiltiger Hygienemafnahmen nicht nur im Umgang mit kolonisierten Patienten,
sondern auch mit von ihnen benutzten Gegenstinden. Die Thermoskanne dagegen konnte

insbesondere im Hinblick auf feuchte, schwer zu reinigende Spalten auch eine ldngerfristig
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besiedelte Kontaminationsquelle darstellen, die durch Verunreinigung des Tees eine Gefahr
fiir die Patienten bedeutet.

Die Persistenz von K. pneumoniae an Orten wie Siphons oder Thermoskannen zeigt die Not-
wendigkeit verbesserter DesinfektionsmaBBnahmen und weist darauf hin, dass auch ungewdhn-
liche Kontaminationsquellen in Betracht gezogen, untersucht und bei Bedarf beseitigt werden
miissen. So ist in diesem Fall die Nutzung von Thermoskannen ebenso zu iiberdenken wie

eine regelmifige Desinfektion oder gednderte Konstruktion der kontaminierten Abfliisse.

Als wichtigster Ubertragungsweg nosokomialer Ausbruchsstimme zwischen verschiedenen
Patienten werden nach wie vor die Hande des Pflegepersonals angesehen. Dies diirfte auch fiir
die hier beschriebenen Ausbriiche zutreffen, zumal im Rahmen der Umgebungsuntersuchun-
gen keine eindeutige Kontaminationsquelle ermittelt werden konnte und Klebsiellen langer
als andere gramnegative Erreger auf der Haut iiberleben kénnen (CASEWELL & DESALI, 1983).
Auf den Intensivstationen befanden sich stets mehrere kolonisierte Patienten gleichzeitig, so
dass eine Ubertragung von Patient zu Patient naheliegend erscheint.

Von besonderer Bedeutung im Rahmen nosokomialer Ausbriiche ist die Kolonisation des
Gastrointestinaltraktes der Patienten, welcher das wichtigste Reservoir zur Verbreitung der
Stdimme und zur Selektion von Multiresistenz darstellt. Die wahrend des zweiten Ausbruchs
durchgefiihrten Stuhluntersuchungen zeigten, dass die meisten Patienten, bei denen Klon II in
anderen Abstrichmaterialien nachgewiesen wurde, auch intestinal kolonisiert waren. Insge-
samt wurde Klon II im Stuhl von sechs der 12 untersuchten Patienten nachgewiesen und lag
in den Proben teilweise in sehr hohen Zellzahlen von bis zu 1x10® KBE/g Stuhl vor. Diese
hohe Zelldichte diirfte die Verbreitung des Stammes im Zuge der durchgefiihrten Pflegemal-

nahmen begiinstigt haben.

Eine intestinale Kolonisation des Pflegepersonals wiirde neben der transienten Kontamination
der Hinde eine weitere Ubertragungsmdglichkeit darstellen. Das Screening des Personals
mittels Stuhluntersuchungen konnte nur auf freiwilliger Basis durchgefiihrt werden und muss-
te daher auf die Untersuchung von neun Personen beschrinkt bleiben, bei denen keine Kolo-
nisation durch Klon II nachgewiesen wurde. Die Stichprobe ist zu klein, um Riickschliisse auf
das gesamte Personal ziehen zu kénnen. Zudem ist anzunehmen, dass Personen, die sich an
einem freiwilligen Screening beteiligen, sich auch im Hinblick auf die vorgeschriebenen Hy-

gienemaflnahmen besonders pflichtbewusst verhalten. Eine intestinale Kolonisation des
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gesunden Pflegepersonals tritt jedoch allgemein selten auf, da eine intakte Darmflora die

Besiedelung durch resistente Erreger unterdriickt (DONSKEY, 2004).

Verlegungen kolonisierter Patienten erschweren die Eindimmung eines Ausbruches. Viele
Patienten, wie beispielsweise Al-04, Al-14, AI-19, CI-23, CI-25 und CI-36 (vgl. Abbildung
3.2), waren bis zu ihrer Verlegung auf eine Normalstation mit Klon II kolonisiert. Es ist da-
von auszugehen, dass solche Patienten auch auf den Normalstationen eine Kontaminations-
quelle darstellen und den Ausbruchsstamm auf andere Stationen der Klinik verbreiten konnen.
Bei den Patienten AI-19 und CI-23 konnte diese Problematik anhand der Stuhlproben ver-
deutlicht werden, die auch auf der chirurgischen Normalstation hohe Zellzahlen des Klons II
aufwiesen. Ein anderer Fall, Patient AI-14, wurde in besiedeltem Zustand von der CI auf eine
chirurgische Normalstation verlegt und war nach 25 Tagen bei seiner Riickkehr auf die Al
nach wie vor mit Klon II kolonisiert. Demgegeniiber war Patient CI-22 bereits am Tag seiner
Verlegung von einer chirurgischen Normalstation auf die CI mit Klon II kolonisiert, so dass
anzunehmen ist, dass er bereits auf der Normalstation in Kontakt mit dem Ausbruchsstamm
kam.

Nach diesen Ergebnissen ist davon auszugehen, dass die Verbreitung von Klon II keinesfalls
auf die drei untersuchten Intensivstationen beschriankt blieb, sondern moglicherweise klinik-
weit, in jedem Fall aber auf angrenzenden Normalstationen auftrat. Ein weiterer Hinweis dar-
auf sind zwei Patientenisolate von einer kardiologischen und einer urologischen Normal-
station, welche mittels PFGE ebenfalls als Klon II identifiziert wurden.

Neben der klinikweiten Ausbreitung ist im Zuge groBer Ausbriiche auch die Ubertragung no-
sokomialer Stimme auf externe Kliniken und medizinische Einrichtungen zu befiirchten. Bei-
spielsweise wurde Patient CI-21, dessen Atemwege mit Klon II besiedelt waren, im beatme-
ten Zustand in ein externes Krankenhaus einer anderen Stadt verlegt. Auch der kolonisierte
Patient CI-30 wurde von der CI zunéchst fiir zehn Tage in ein externes Krankenhaus, dann fiir
zwel Monate in ein Rehabilitationszentrum verlegt. Da er bei seiner anschlieBenden Riickver-
legung auf die Al bereits an einer Klebsiellen-Pneumonie erkrankt war und vom ersten Tag an
Klon II nachgewiesen wurde, ist davon auszugehen, dass er wiahrend seines gesamten Aufent-
haltes in externen Kliniken kolonisiert blieb. Durch solche Verlegungen kann es zu einer wei-
ten Verbreitung multiresistenter Ausbruchsstimme kommen, was die Notwendigkeit einer
sorgfiltigen Dokumentation des Ausbruchsgeschehens und einer umfassenden Information

extern weiterbehandelnder Arzte unterstreicht.
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4.4 Antibiotika-Therapie: Eradikation oder Selektion?

Bei den meisten Patienten des zweiten Ausbruchs wurde die Initialtherapie mit Piperacillin/
Sulbactam begonnen oder nach kurzer Zeit auf diese Substanzkombination umgestellt, meist
kombiniert mit Levofloxacin, Ciprofloxacin und/oder Metronidazol. Unter dieser Therapie
kam es bei den Patienten frither oder spiter zur Kolonisation durch den multiresistenten K.-
pneumoniae-Klon II.

Die Piperacillin-basierte Antibiotika-Therapie wird als sinnvolle Alternative zu Drittgenerati-
ons-Cephalosporinen angesehen (GLASMACHER et al., 2005), welche nachweislich ein groBes
Risiko des Erwerbs eines ESBL-Produzenten darstellen (ASENSIO et al., 2000). Fiir den Ein-
satz von Piperacillin in Kombination mit den -Laktamase-Inhibitoren Tazobactam oder Sul-
bactam spricht das breite Wirkungsspektrum gegen gramnegative und grampositive Aerobier
und Anaerobier einschlieBlich Pseudomonas und ESBL-Produzenten (HOYEN et al., 2003;
VOGEL et al., 2004).

Im Falle des hier untersuchten Ausbruches schaffen die zur Initialtherapie eingesetzten Anti-
biotika jedoch nahezu ideale Selektionsbedingungen fiir den gegeniiber diesen Substanzen
resistenten Klon II. Die Kolonisation des Gastrointestinaltraktes durch ESBL-produzierende
Enterobacteriaceae wird normalerweise durch die anaerobe Normalflora des Darms unter-
driickt (HOYEN et al., 2003). Die Therapie mit einem Breitspektrum-Antibiotikum fiihrt je-
doch zum Wegfall der natiirlichen Darmflora und deren Platzhalterfunktion, was die Koloni-
sation durch einen aus der Klinikflora erworbenen K.-pneumoniae-Stamm begiinstigt. YOUNG
& SCHMIDT (2004) konnten zeigen, dass die Therapie mit Amoxicillin/Clavulansiure zu einer
deutlichen Reduktion der normalerweise dominierenden grampositiven Darmflora fiihrte,
wihrend der Anteil der Enterobacteriaceae von 2% auf 34% anstieg. In diesem Zusammen-
hang spielt das wiahrend des zweiten Ausbruches hiufig verabreichte Metronidazol eine Rolle,
da der Einsatz eines solchen Anaerobier-Antibiotikums die natiirliche anaerobe Flora beson-
ders stark hemmt und dadurch die intestinale Kolonisation durch Enterobacteriaceae in hoher
Zelldichte fordert (HOYEN et al., 2003). Der multiresistente Klon II findet demnach in den
Patienten der drei Intensivstationen bestmdgliche Bedingungen zur Besiedelung vor. Dies
spiegelt sich in sehr hohen Zellzahlen dieses Stammes in den Stuhlproben wider, welche ih-
rerseits ein hohes Risiko der Ubertragung dieses Stammes bedeuten.

Starre Therapieschemata bergen immer die Gefahr negativer Effekte im Hinblick auf Selek-
tion und Resistenzentwicklung. Beispielsweise konnten MAKEDOU et al. (2005) zeigen, dass
es auf vier Intensivstationen durch die Einfiihrung einer auf Piperacillin/Tazobactam und

Amikacin basierenden Initialtherapie innerhalb von zwei Jahren bei K. pneumoniae und
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P. aeruginosa zu einem drastischen Resistenzanstieg gegeniiber diesen Substanzen kam. Da
eine inaddquate Initialtherapie zudem mit einer erhdhten Letalitét assoziiert ist, die durch eine
spéitere Therapieanpassung nicht mehr riickgidngig gemacht werden kann (KOLLEF, 2000),
miissen bestehende Therapieschemata stindig tiberdacht und bei Bedarf an eine gednderte
Resistenzlage angepasst werden. Ein frither Einsatz von Carbapenemen kénnte moglicher-
weise die Verbreitung von Ausbruchsstimmen einddmmen, bevor es zur Kolonisation vieler
Patienten und zu weiterer Resistenzentwicklung kommt. RODLOFF et al. (2006) empfehlen,
die auch hier durchgefiihrte Interventionstherapie, bei der erst nach Versagen der Initialthera-
pie auf ein potenteres Antibiotikum zuriickgegriffen wird, zumindest bei schweren Infektio-
nen durch eine sogenannte Deeskalationstherapie zu ersetzen. Hierbei wird zunichst eine
aggressive Initialtherapie mit einem Breitspektrum-Antibiotikum wie den Carbapenemen
eingeleitet, die spdter anhand mikrobiologischer Daten auf ein engeres antibiotisches
Spektrum umgestellt werden kann. Mdglicherweise konnte diese Strategie sowohl zu besseren
therapeutischen Ergebnissen als auch zu einer gilinstigen Resistenzlage fiihren, wobei die
Entwicklung von Carbapenem-Resistenz bei K. pneumoniae und anderen Spezies wie P.

aeruginosa genau beobachtet werden muss.

Die Besiedelung eines Patienten durch Klon II erfolgte durchschnittlich erst 17,8 Tage nach
seiner Einlieferung auf die Intensivstationen. Diese Zeitspanne ist jedoch wenig aussagekraf-
tig, da sie neben der Antibiotika-Therapie durch weitere Faktoren wie dem Allgemeinzustand
des Patienten, den durchgefiihrten invasiven Mafnahmen sowie der Moglichkeit des Kontak-
tes mit anderen kolonisierten Patienten beeinflusst wird. Als Reaktion auf den Nachweis von
Klon II wurde die Therapie auf Meropenem umgestellt, oft in Kombination mit Amikacin und
weiteren Substanzen. Auffillig ist, dass die Therapieumstellung teilweise erst neun Tage nach
der Entnahme des ersten positiven Klebsiellen-Abstriches erfolgte. Hier wére sicherlich eine
schnellere Intervention sinnvoll, um sowohl das Risiko des Erwerbs einer nosokomialen In-
fektion als auch das Risiko der Weiterverbreitung zu minimieren.

Vier Patienten (Al-13, CI-21, KI-08, KI-09) wurden trotz des Nachweises von Klon II nicht
auf Meropenem umgestellt und blieben erwartungsgeméif kolonisiert. Auch bei den auf Mero-
penem umgestellten Patienten konnte jedoch nur bei drei von 27 Fillen eine zweifelsfreie
Eradikation des Ausbruchsstammes festgestellt werden. 16 Patienten blieben bis zum Zeit-
punkt der Verlegung oder Entlassung kolonisiert, obwohl der vorherrschende Klon II-A in
vitro sowohl gegeniiber Meropenem als auch gegeniiber Amikacin empfindlich getestet wur-

de. Der Grund fiir die niedrige Eradikationsrate konnte anhand der vorliegenden Daten nicht
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ermittelt werden. Eine denkbare Ursache wére die Selektion des Carbapenem-resistenten
Subklons II-B. Bei den Patienten AI-04 und AI-10 wurde dieser Klon wihrend der Therapie
mit Meropenem sowohl in den Atemwegen als auch im Stuhl gefunden, gleichzeitig blieb
jedoch auch der empfindliche Klon II-A weiter nachweisbar. Bei Al-17 und CI-23 trat Klon
II-B unter der Meropenem-Therapie nur im Stuhl auf, wihrend aus anderen Materialien keine
Klebsiellen mehr nachweisbar waren (vgl. Abbildung 4.4). Bei AI-19 wurde er dagegen aus
Drainagefliissigkeit isoliert, wihrend der Stuhl mit Klon II-A kolonisiert war. Eine Verdrén-
gung von Klon II-A durch II-B hatte demnach nur bei einigen Patienten stattgefunden, wéh-
rend bei anderen Patienten beide Varianten koexistierten.

Insgesamt wurde Klon II-B bei fiinf Patienten isoliert (Abbildung 4.4), wobei die PFGE-
Typisierung keinen Aufschluss iiber die Art der Verbreitung geben konnte. Mdoglich ist so-
wohl eine unabhéngige Selektion der Carbapenem-resistenten Variante in jedem der Patienten
als auch die klonale Ausbreitung einer einzelnen Mutante (WOODFORD et al., 2007). Eine klo-
nale Ausbreitung ist in diesem Fall durchaus moglich, da alle betroffenen Patienten zeitgleich
auf der AI lagen. Besonders der Langzeitpatient AI-04 (Daten s. Anhang), der zudem an 95
von insgesamt 157 Tagen auf der AI mit Meropenem therapiert wurde, kdime als Reservoir fiir
Klon II-B in Frage. Ahnliche Uberlegungen gelten fiir Klon 1I-B2, der bei drei verschiedenen

Patienten isoliert wurde.
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Abb. 4.4: Auftreten von Klon II-B bei fiinf Patienten. Einige Liegezeiten sind ausschnittweise dargestellt.
CI: chirurgische Intensivstation; Al: andsthesiologische Intensivstation; CNS: chirurgische Normalstation;
MER: Meropenem; AMK: Amikacin.
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ASENSIO et al. (2000) konnten bei einem Ausbruch durch multiresistente K. pneumoniae zwar
die aufgetretenen Infektionen erfolgreich mit Meropenem behandeln, die Patienten blieben
jedoch intestinal kolonisiert, was die Autoren auf die pharmakokinetischen Eigenschaften des
Antibiotikums zuriickfiihrten. Auch GUNDES et al. (2005) stellten fest, dass parenteral appli-
ziertes Meropenem zwar die systemische Erkrankung kurieren, jedoch nicht die intestinale
Kolonisation durch Klebsiellen verhindern konnte. Dies scheint hier bei den Patienten AI-17
und CI-23 der Fall zu sein.

Bei elf der hier betrachteten Patienten blieb Klon II allerdings unter der Meropenem-Therapie
nicht nur im Stuhl, sondern auch in anderen Abstrichmaterialien, hauptséchlich aus den Atem-
wegen, nachweisbar. Eine stindige Neuinfektion durch die eigene Intestinalflora wére zwar
denkbar, diirfte jedoch durch die parenterale Meropenem-Therapie verhindert werden.

Bei drei weiteren Patienten wurde Klon II unter der Therapie nicht, danach jedoch erneut
nachgewiesen. Beispielsweise waren bei CI-27 (vgl. Abbildung 3.3) nach siebentdgiger Mero-
penem-Therapie keine Klebsiellen in Stuhl und Abstrichen mehr nachweisbar, einige Tage
nach Absetzen der Therapie auf der Normalstation konnte Klon II-A jedoch wieder aus dem
Stuhl isoliert werden. Dies ist dadurch erklarbar, dass die Antibiose zwar sowohl die natiirli-
che Darmflora als auch den Nosokomialkeim hemmt, dieser jedoch in geringer Zellzahl per-
sistiert und nach Beendigung der Therapie schneller anwéchst als die restliche Flora
(DONSKEY, 2004). Das scheint jedoch wiederum nicht bei allen Patienten der Fall zu sein, da
in einem vergleichbaren Fall (CI-28) auch nach Absetzen von Meropenem keine Klebsiellen

im Stuhl nachgewiesen wurden.

Aus der Tatsache, dass der Ausbruchsstamm in den Routineabstrichen einiger Patienten zwi-
schenzeitlich nicht nachweisbar war, ergeben sich mogliche Probleme im Hinblick auf die
Surveillance. Zur Bekdmpfung eines nosokomialen Ausbruchs ist eine sorgfiltige mikrobio-
logische Uberwachung nétig, um kolonisierte Patienten schnell erkennen und isolieren zu
konnen. Da eine solche Isolation jedoch nicht nur einen erhohten Arbeitsaufwand fiir das
Pflegepersonal, sondern auch eine psychische Belastung fiir Patient und Angehdrige darstellt,
sollte sie nach erfolgreicher Therapie schnellstmdglich wieder aufgehoben werden.

Wiederholt negative Kontrollabstriche eines noch immer kolonisierten Patienten kénnen aller-
dings eine Eradikation suggerieren, wihrend der eigentliche Grund fiir die negativen Abstri-
che in einer therapiebedingten Reduktion der Keimzahl liegen diirfte, die spdter wieder zu-
nehmen kann. Abbildung 4.5 zeigt diese Problematik an zwei ausgewéhlten Patienten. Bei Al-

04 ist der Ausbruchsstamm wéhrend einer Zeitspanne von 26 Tagen unter der Meropenem-
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Therapie in den Routineabstrichen nicht nachweisbar, bei AI-17 bleiben die Abstriche sogar
bis zur Verlegung negativ. Beide Patienten blieben jedoch wéhrend der scheinbar negativen
Abstriche intestinal kolonisiert. Nach diesen Ergebnissen ist ein regelmiBiges Screening der
intestinalen Besiedelung zusitzlich zu den durchgefiihrten Routineabstrichen anzuraten, um

gesicherte Daten beziiglich der Kolonisation der Patienten erhalten zu konnen.
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Abb. 4.5: Vergleich der Ergebnisse von Routineabstrichen und Stuhlproben. Dargestellt ist nur die
Liegezeit auf den Intensivstationen. CI: chirurgische Intensivstation; Al: andsthesiologische Intensivsta-
tion; MER: Meropenem; AMK: Amikacin.

Da der Intestinaltrakt ein Reservoir fiir die verschiedensten Nosokomialkeime darstellt, wird
seit langem die Moglichkeit einer selektiven Darmdekontamination diskutiert. Sie soll die
pathogenen Mikroorganismen selektiv hemmen, ohne die natiirliche Darmflora zu zerstoren.
Hierzu werden nicht-absorbierbare Antibiotika wie Colistin (Polymyxin E), Polymyxin B
oder Tobramycin oral verabreicht. Eine solche Therapie scheint zwar bei einigen Patienten-
gruppen zu einer verringerten Infektionsrate und Letalitdt zu fiihren, ein Einfluss auf den An-
stieg der Antibiotikaresistenz ist jedoch nicht auszuschlieBen, so dass diese Maflnahme gene-
rell nicht empfohlen wird (KOLLEF, 2000). Die Kolonisation durch Klon II wiirde eine solche

Therapie sogar gefordert, da dieser Stamm gegen Tobramycin und Colistin resistent ist.

Bei drei Patienten auf der CI (ST-01, ST-02, ST-03; vgl. Abbildung 3.3) konnte Klon II we-
der im Stuhl noch in anderen Materialien nachgewiesen werden. Da das Risiko, durch einen
multiresistenten Stamm kolonisiert oder infiziert zu werden, mit der Lidnge der Liegezeit
steigt (KOLLEF, 2000), ist zu vermuten, dass zwei der Patienten aufgrund ihres kurzen Auf-
enthaltes (4-5 Tage) nicht kolonisiert wurden. Andere Patienten mit dhnlich kurzen Liegezei-
ten (AI-09, AI-18, CI-22) wurden kolonisiert, jedoch diirfte die individuelle Exposition bei

kurzen Aufenthalten sehr verschieden sein. Patient ST-02 (Gesamtdaten s. Anhang) ist aber
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insofern hervorzuheben, als dass er wihrend der Kernzeit des zweiten Ausbruches 40 Tage
lang auf der CI lag und er trotz einer Pneumonie, einer Beatmungdauer von 34 Tagen sowie
einer Therapie mit Piperacillin/Sulbactam und Ceftazidim/Sulbactam nicht durch Klon II be-
siedelt wurde. Auch ein Patient, der vielen Risikofaktoren ausgesetzt ist, muss somit im Rah-
men eines grolen Ausbruches multiresistenter K. pneumoniae nicht zwangsldaufig mit dem

Ausbruchsstamm kolonisiert oder infiziert werden.

Bei multimorbiden Patienten ist es oft unmoglich festzustellen, welcher der isolierten oppor-
tunistischen Erreger fiir eine auftretende nosokomiale Infektion verantwortlich ist. Dement-
sprechend ist hier eine genaue Abstimmung der Antibiotikatherapie schwierig und erfordert
hiufig die Kombination mehrerer Substanzklassen. Bei einigen Patienten dieser Studie fiel
jedoch auf, dass nach Nichtansprechen auf die Initialtherapie keine klare Umstellung auf eine
Alternativtherapie erfolgte, sondern bis zu fiinf Substanzen gleichzeitig verabreicht wurden

und das Therapie-Regimen hdufig gewechselt wurde.
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Abb. 4.6: Antibiotika-Therapie des Patienten AI-03. Dargestellt ist nur die Liegezeit auf der Al (grauer
Balken). 1: Antibiotika gegen grampositive Erreger; 2: Antibiotika gegen gramnegative Erreger und Breit-
spektrum-Antibiotika; [l mikrobiologischer Befund ohne K. pneumoniae, 8 mikrobiologischer Befund mit
Klon II. Kiirzel der Antibiotika siche Anhang.

In Abb. 4.6 ist dies exemplarisch an Patient AI-03 (Gesamtdaten s. Anhang) gezeigt. Bei die-
sem Patienten diirfte die Therapie mit Ceftazidim/Sulbactam die Selektion von Klon II be-
giinstigt haben. Die nachfolgende Therapie mit vielen verschiedenen Substanzen fiihrte eben-
so wenig wie die spitere Therapieumstellung auf Meropenem/Amikacin zu einer Eradikation

der Klebsiellen. Ein intensiver Einsatz verschiedener Antibiotika fordert zum einen die Kolo-
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nisation oder Infektion durch verschiedene pathogene Spezies (DONSKEY, 2004) und begiins-
tigt zum anderen das Entstehen von Resistenz sowohl im einzelnen Patienten als auch in der
gesamten Klinik und dariiber hinaus (CRISTINO, 1999). Unter diesen Aspekten ist eine Thera-
pie, wie sie bei Patient AI-03 durchgefiihrt wurde, besonders kritisch zu betrachten. Sehr tref-
fend wurde dies von BURKE (1995) zusammengefasst: "Despite the multifactorial nature of
antibiotic resistance the central issue remains quite simple: the more you use it, the faster you
lose it". Sinnvoll wire in solchen Fillen die Einflihrung eines interdisziplindren Konsils aus
Arzt (Betrachtung der Symptome), Mikrobiologe (Betrachtung der moglichen Erreger und
deren Resistenzmuster) und klinischem Pharmazeuten (optimale Dosierung), im Zuge dessen
der Erreger eingegrenzt und eine sinnvolle Therapie im Hinblick auf den Einzelpatienten und

die lokale Resistenzlage festgesetzt werden konnte.

4.5 Schlussfolgerungen

Ein Erreger muss zwei generelle Voraussetzungen erfiillen, um schwer beherrschbare noso-
komiale Ausbriiche verursachen zu konnen. Zum einen muss er iiber die nétige Fitness und
Virulenz verfligen, so dass es ihm moglich ist, in der Krankenhausflora zu persistieren und
viele Patienten zu kolonisieren und zu infizieren. Zum anderen muss er in der Lage sein, Re-
sistenz gegen die im Klinikalltag eingesetzten Antibiotika zu erwerben, so dass er trotz thera-
peutischer Interventionen iiberleben kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass K. pneumoniae ein groB3es Potential zum
Erwerb von Resistenz gegen alle klinisch relevanten Antibiotika besitzt. Die Analyse der
Resistenzmechanismen verschiedener Ausbruchsstimme verdeutlicht, dass insbesondere die
Resistenz gegen die hédufig eingesetzten B-Laktam-Antibiotika, aber auch gegen andere Sub-
stanzklassen durch das Zusammenwirken einer Vielzahl erworbener Resistenzgene mit ver-
schiedenen chromosomalen Mutationen entsteht. Besonders hervorzuheben ist bei K. pneu-
moniae der Verlust von Porinen der dufleren Membran. Es konnte gezeigt werden, dass durch
diesen Porinverlust das Substratspektrum vorhandener B-Laktamasen deutlich erweitert wird
und solche Mutationen daher ein besorgniserregendes Potential zum Erwerb von Carbape-
nem-Resistenz mit sich bringen.

Die Koselektion verschiedener auf Multiresistenzplasmiden kodierter Resistenzdeterminanten
erleichtert den Erwerb von Multiresistenz, was bei den untersuchten Stimmen anhand des
Vorhandenseins redundanter und nicht benétigter Resistenzgene erkennbar wird. Der Besitz

von Resistenzplasmiden muss zudem nicht zwangsldufig einen Fitnessverlust bedeuten, son-
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dern kann beispielsweise bei E. coli in Einzelfdllen sogar einen Fitnessvorteil fiir den Wirts-
stamm mit sich bringen (ENNE et al., 2004). Die fiir Klon I und II-A ermittelten Wachstumsra-
ten weisen darauf hin, dass der Besitz mehrerer Resistenzplasmide und der Erwerb von Multi-
resistenz auch fiir diese Stimme zumindest keinen Wachstumsnachteil bedeutet.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die bereits multiresistenten Ausbruchsstimme als
Anpassung an den Antibiotika-Selektionsdruck durchaus iiber das Potential zum Erwerb wei-
terer Resistenzen verfiigen und dass nur wenige genetische Ereignisse sie davon trennen, Pan-
resistenz zu entwickeln. Bei Klon II ist der wichtigste Schritt in diese Richtung, die Entste-
hung der Carbapenem-resistenten Variante I1-B, bereits in vivo erfolgt, wihrend dies bei Klon
I in vitro nachvollzogen werden konnte. Nur diese letzte Erweiterung des Resistenzspektrums
durch Verlust des zweiten Porins muss von beiden Klonen mit einer verminderten Fitness
bezahlt werden, die bei Wegfall des Selektionsdruckes einen Nachteil gegeniiber empfindli-
chen Stdmmen bedeuten diirfte. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass dieser Nachteil in

vivo durch Kompensationsmutationen ausgeglichen werden kann (BJORKMAN et al., 1998).

Mit ihrem weitreichenden Potential zum Erwerb von Multiresistenz erfiillt die opportunistisch
pathogene Spezies K. pneumoniae somit bereits eine der Voraussetzungen fiir einen potenten
nosokomialen Ausbruchsstamm. Dies unterscheidet sie jedoch noch nicht von anderen gram-
negativen opportunistischen Erregern wie beispielsweise E. coli, der zwar im Hinblick auf die
Gesamtzahl nosokomialer Infektionen einen dhnlichen Stellenwert wie K. pneumoniae ein-
nimmt (GEFFERS et al., 2004), jedoch weitaus seltener nosokomiale Ausbriiche verursacht
(www.outbreak-database.com). Auch E. coli ist in der Lage, Multiresistenz zu erwerben
(SHERWOOD, 2004), und auch bei dieser Spezies kann der Verlust beider Porine zu Carbape-
nem-Resistenz fiihren (POIREL et al., 2004). Aus der Haufigkeit von Berichten in der Literatur
konnte man schlieBen, dass Multiresistenz bei K. pneumoniae haufiger vorkommt und dem-
nach leichter zu erwerben ist als bei E. coli. Dieser Eindruck kénnte jedoch dadurch verfalscht
sein, dass Ausbruchsstimmen mehr Aufmerksamkeit zuteil wird und sie daher hadufiger be-
schrieben werden als einzeln auftretende klinische Isolate.

Der entscheidende Vorteil von K.-pneumoniae-Stimmen diirfte vielmehr in der Féahigkeit zu
einer schnellen und weitreichenden Verbreitung innerhalb der Klinikflora liegen, welche die
zweite Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Ausbruchsstamm darstellt.

Bisher ist nur wenig dariiber bekannt, welche Eigenschaften der Spezies K. pneumoniae eine
derartige Ausbreitung ermoglichen. Wiahrend klassische grampositive nosokomiale Erreger

wie Staphylococcus aureus sehr austrocknungsresistent sind und mehrere Monate auf trocke-
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nen Oberflichen iiberleben kénnen, betrigt die Uberlebensdauer gramnegativer Spezies in der
Regel nur wenige Stunden (HOTA, 2004). Moglicherweise besitzen Klebsiellen jedoch durch
ihre dicke Schleimkapsel einen besseren Austrocknungsschutz. Hinweise darauf liefern ver-
gleichende Studien, in denen auf verschiedenen in der Klinik tiblichen Materialien fiir K.
pneumoniae eine deutlich lingere Uberlebenszeit als fiir E. coli ermittelt wurde (GASTMEIER
et al., 2006). Auch auf den Hénden tiberleben klinische K.-pneumoniae-Stamme deutlich lén-
ger als andere gramnegative Spezies (GONTIIO FILHO et al., 1985). Eine bessere Uberlebens-
fahigkeit aulerhalb menschlicher Schleimhiute ist zudem schon deshalb anzunehmen, weil
Klebsiellen im Gegensatz zu E. coli auch in der Umwelt ubiquitér verbreitet sind.

Die Ausbreitung von K.-prneumoniae-Stimmen in der Klinikflora diirfte demnach durch meh-
rere Faktoren ermdglicht werden. Thre Adhésionsfahigkeit an menschliche Epithelzellen (D1
MARTINO et al., 1997) befdhigt Klebsiellen zu einer langfristigen intestinalen Kolonisation
von Patienten, wihrend die Ubertragung von Patient zu Patient durch einen gewissen Aus-
trocknungsschutz auf trockenen Oberflichen und Hinden sowie durch eine liangerfristige Ko-
lonisation der abiotischen Umgebung mittels Biofilmbildung an feuchten Stellen (KAC et al.,
2004) ermoglicht wird.

Auch die in dieser Arbeit untersuchten Ausbruchsstimme zeigten sowohl eine schnelle Aus-
breitung als auch eine lange Persistenz in der Mikrobenflora der drei Intensivstationen. Ihre
Verbreitung wurde zudem dadurch begiinstigt, dass die zur Initialtherapie eingesetzten Anti-
biotika geradezu ideale Selektionsbedingungen fiir eine Besiedelung der Patienten durch diese
Stimme schafften. Auch wenn keine eindeutige Kontaminationsquelle festgestellt werden
konnte, so ist doch davon auszugehen, dass neben der Besiedelung mehrerer Siphons in erster
Linie die intestinale Kolonisation der Patienten und die damit verbundene Ubertragung von

Patient zu Patient fiir die Verbreitung der Stimme verantwortlich war.

Die hier beschriebenen Ausbriiche stellen keinen Einzelfall dar. Wéihrend in den letzten Jah-
ren weltweit hdufig iiber nosokomiale Ausbriiche multiresistenter Klebsiellen berichtet wurde
(SiLvA et al., 2001; QUALE et al., 2002; GRUTEKE et al., 2003; OHANA et al., 2005; MENA et
al., 2006), sind jedoch in Deutschland bisher nur wenige Fille beschrieben worden. Zwei
Ausbriiche (TRAUB et al., 2000; GASTMEIER et al., 2003) ereigneten sich auf Neugeborenen-
stationen, wo es zu schweren Infektionen kam. RITTER et al. berichteten bereits 1992 tiber
einen Ausbruch eines ESBL-produzierenden K.-pneumoniae-Stammes, der nur durch das
SchlieBen einer operativen Intensivstation mit anschlieBender Desinfektion zu beherrschen

war. Ein dhnlicher Ausbruch (BAUERNFEIND et al., 1993) war durch eine 21 Monate andau-
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ernde Persistenz des Ausbruchsstammes gekennzeichnet. Auch dort wurde die intestinale Ko-
lonisation der Patienten als Reservoir vermutet, wihrend es in einem anderen Fall (HOLLAN-
DER et al., 2001) zu einem asymptomatischen Ausbruch unter zehn Patienten ohne nachweis-
bare intestinale Kolonisation kam.

In der vorliegenden Studie wurde der Umfang der Ausbriiche erst durch die retrospektive Da-
tenanalyse deutlich, was zeigt, dass das AusmalBl nosokomialer Ausbriiche im Klinikalltag
hdufig unterschétzt oder zu spiat wahrgenommen wird. Dieser Problematik kénnte durch eine
stindige Uberwachung der im mikrobiologischen Routinelabor ermittelten Hiufigkeiten und
Resistenzen aller isolierten Stimme begegnet werden, die mit geringem Arbeitsaufwand mit-
tels eines Computerprogramms erfolgen kann (HACEK et al., 2004). Der Verdacht auf einen
klonalen Ausbruch sollte zudem durch die Anwendung molekularer Typisierungsmethoden

iiberpriift werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die opportunistisch pathogene Spezies K. pneu-
moniae durch das Zusammenwirken verschiedener Mechanismen in die Lage versetzt wird,
zu einem Erreger nicht beherrschbarer nosokomialer Infektionen zu werden. Durch ihr Poten-
tial zur Auspragung intrinsischer Resistenzmechanismen und durch die Verfiigbarkeit eines
groflen Pools mobiler Resistenzgene konnen nosokomiale K.-pneumoniae-Stamme wéhrend
ithrer langen Persistenz in der Klinikflora unter entsprechendem Selektionsdruck Resistenzde-
terminanten akkumulieren und Panresistenz auspragen. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur weitrei-
chenden Verbreitung konnen diese resistenten Stimme grole Ausbriiche schwer oder nicht
mehr therapierbarer nosokomialer Infektionen verursachen, die eine Bedrohung fiir jeden In-
tensivpatienten darstellen. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit stindiger Surveillance, strikter
Hygienemafinahmen und einer schnellen Elimination von Ausbruchsstimmen aus der Klinik-
flora ebenso wie den Bedarf an neuen Antibiotika mit alternativen Wirkmechanismen gegen

gramnegative nosokomiale Erreger wie K. pneumoniae.
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5 Zusammenfassung

Die opportunistisch pathogene Spezies Klebsiella pneumoniae gehort zu den wichtigsten Er-
regern nosokomialer Infektionen. Multiresistente K.-pneumoniae-Stimme sind in der Lage,
langere Zeit in der Klinikflora zu persistieren und klonale Ausbriiche zu verursachen, was zu
groBBen klinikhygienischen und therapeutischen Problemen fiihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei innerhalb von 28 Monaten auftretende no-
sokomiale Ausbriiche multiresistenter Klebsiellen auf drei Intensivstationen einer Universi-
tatsklinik untersucht. Durch molekulare Typisierung konnte die klonale Ausbreitung von zwei
verschiedenen, ESBL-produzierenden Ausbruchsstimmen (Klon I und IT) nachgewiesen wer-
den, die bereits gegeniiber den meisten einsetzbaren Antibiotika resistent waren. Die Analyse
der Resistenzmechanismen beider Stdmme zeigte, dass ihre Multiresistenz auf dem Zusam-
menwirken einer Vielzahl erworbener Resistenzgene mit verschiedenen chromosomalen Mu-
tationen beruht. Besondere Bedeutung kommt dem Verlust der Porine OmpK35 und OmpK36
der duBBeren Membran zu. Der Verlust beider Porine fiihrte bei Klon II im Zusammenspiel mit
einer CTX-M-2-B-Laktamase zur Auspragung von Resistenz gegeniiber Carbapenemen, einer
der letzten Therapieoptionen gegen Infektionen mit diesen Stimmen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass Resistenz gegeniiber Ertapenem keinen Verlust beider Porine erfordert, sondern
bereits durch Verlust von OmpK35 und eine mutative Verengung von OmpK36 entsteht.

Es wurde nachgewiesen, dass die bereits multiresistenten Ausbruchsstimme durchaus iiber
das Potential zum Erwerb weiterer Resistenzen verfiigen und in der Lage sind, Panresistenz
gegen alle klinisch verfiigbaren Antibiotika auszuprdgen. Diese Resistenzentwicklung konnte
bei Klon I in vitro nachvollzogen werden, wihrend anhand von Klon II gezeigt wurde, dass
der Erwerb von Carbapenem-Resistenz bereits in vivo im kolonisierten Patienten unter der
Meropenem-Therapie erfolgt war.

Umgebungs- und Stuhluntersuchungen wiesen darauf hin, dass neben mdglichen Infektions-
reservoiren im Patienten-Umfeld in erster Linie die intestinale Kolonisation der Patienten fiir
die Verbreitung der Ausbruchsstimme verantwortlich war. Die Auswertung der Therapieda-
ten von 41 Patienten zeigte zudem, dass die zur Initialtherapie eingesetzten Antibiotika nahe-
zu ideale Selektionsbedingungen fiir eine Besiedelung der Patienten durch die Ausbruchs-
stimme schafften und dass auch eine Umstellung der Therapie auf in vitro noch wirksame
Substanzen in den meisten Féllen keine Eradikation der Klebsiellen bewirkte. Solche Aus-
bruchsstimme stellen ein groBes Gefahrenpotential dar, da sie durch den Erwerb weniger zu-
sdtzlicher Resistenzmechanismen und ihre Fahigkeit zur Ausbreitung auf viele Patienten nicht

beherrschbare nosokomiale Infektionen verursachen konnen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

A Alanin

AAC N-Acetyltransferase

AAD O-Nukleotidyltransferase

Abb. Abbildung

A.demin. demineralisiertes Wasser

Al Anésthesiologische Intensivstation
Ala Alanin

AME Aminoglykosid-modifizierendes Enzym
ANT O-Nukleotidyltransferase

APS Ammoniumpersulfat

Asn Asparagin

Asp Aspartat

ATCC American Type Culture Collection
bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytosin

C Cystein

°C Grad Celsius

CI Chirurgische Intensivstation

CLA Clavulansdure

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
cm Zentimeter

CNS Chirurgische Normalstation

D Guanin + Adenin + Thymin (IUB-Code)
D Aspartat

Da Dalton

DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.
DNA Desoxyribonukleinsiure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E Glutamat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ESBL extended-spectrum B-lactamase
EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
F Phenylalanin

G Guanin

Glu Glutamat

G Glycin

g Gramm

Gly Glycin

H Cytosin + Adenin + Thymin (IUB-Code)
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H
h
HCl

IEF
IfSchG
Ile
1IUB

kDa
KI
kb
KBE
KNS

NaCl

OD[Index]
OSBL

PCR
PFGE
Phe

pl

QRDR

Histidin

Stunden

Hydrochlorid

Isoleucin

Isoelektrische Fokussierung
Infektions-Schutz-Gesetz
Isoleucin

International Union of Biochemistry
Guanin + Thymin (IUB-Code)
Lysin

Kilodalton

Kardiochirurgische Intensivstation
Kilobasenpaare (1000 Basenpaare)
Kolonie bildende Einheit
Kardiologische Normalstation
Liter

Leucin

Lysogeny Broth (Ndhrmedium nach Bertani)
Lysin

molar

Adenin + Cytosin (IUB-Code)
Methionin

Meter

Magnesiumchlorid

Mueller Hinton

Minimale Hemmkonzentration
Intensivstation Innere Medizin
Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimolar

Mikromolar

Cytosin + Guanin + Adenin + Thymin (IUB-Code)

Asparagin

Anzahl

Natriumchlorid

number

Optische Dichte bei [Index] nm Wellenldnge
original-spectrum B-lactamase

Prolin

Polymerase-Kettenreaktion
Pulsfeld-Gelelektrophorese
Phenylalanin

isoelektrischer Punkt

Glutamin

quinolone-resistance determining region
Guanin + Adenin (IUB-Code)
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Rif®
RNA
RNase
RT

S

S
SDS
SDS-PAGE
sec
Ser
SFM
sp.
spp.
Ssp.
SUL
T
Tab.
TAB
TAE
TBE
TE
TEMED
Tris
U
UNS
upm
uv
v

vV

V
Val
vgl.
Vol.
w

\W%
WT
Y

Y
ZVK

Arginin

Rifampicin-resistent
Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Cytosin + Guanin (IUB-Code)
Serin

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunden

Serin

Société Francaise de Microbiologie
Spezies (Singular)

Spezies (Plural)

Subspezies (Unterart)

Sulbactam

Threonin

Tabelle

Tazobactam

Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma Base)

Unit

Urologische Normalstation
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Cytosin + Guanin + Adenin (IUB-Code)

Volt

Valin

Valin

vergleiche

Volumen

Adenin + Thymin (IUB-Code)
Tryptophan

Wildtyp

Cytosin + Thymin (IUB-Code)
Tyrosin

zentraler Venenkatheter
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7.2 Verzeichnis der Kurzzeichen fiir Antibiotika

Die hier angegebenen Kurzzeichen fiir antimikrobielle Chemotherapeutika entsprechen dem Codie-

rungssystem nach DIN 58940-20.

AMK Amikacin

AMS Ampicillin + Sulbactam
CAZ Ceftazidim

CIP Ciprofloxacin

CLI Clindamycin

CMP Chloramphenicol

CRO Ceftriaxon

CTX Cefotaxim

CXM Cefuroxim

DOX Doxycyclin

ERY Erythromycin

FOS Fosfomycin

GEN Gentamicin

LEV Levofloxacin

LIz Linezolid

MER Meropenem

MOX Moxifloxacin

MTR Metronidazol

PEN Penicillin

PIS Piperacillin + Sulbactam
PIT Piperacillin + Tazobactam
STR Streptomycin

SUL Sulbactam

SXT Co-trimoxazol

TEI Teicoplanin

TOB Tobramycin

VAN Vancomycin
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7.3 Aminosiure-Sequenz-Alignment des Porins OmpK36

10 20 30 40 50 60 70
233506 AETYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKDVD GDQTYMRLGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD
AJ344089 AETYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKSVD GDQTYMRVGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD
Klon I AEIYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKSVD GDQTYMRVGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD

Klon II-A  AEIYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKSVD GDQTYMRVGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD

Klon II-B  AEIYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKSVD GDQTYMRVGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD

Klon II-B2 AEIYNKDGNK LDLYGKIDGL HYFSDDKSVD GDQTYMRVGV KGETQINDQL TGYGQWEYNV QANNTESSSD
e — e

Tl Bl Ll B2 T2 B3 L2
e e e e T T
80 90 100 110 120 130 140
233506 QAWTRLAFAG LKFGDAG~SF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGD~~TYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDF
AJ344089 QAWTRLAFAG LKFGDAG~SF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGD~~TYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDF
Klon I QAWTRLAFAG LKFGDAGASF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGD~DTYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDFE

Klon II-A QAWTRLAFAG LKFGDAG~SF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGD~~TYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDF
Klon II-B QAWTRLAFAG LKFGDAG~SF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGD~~TYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDF
Klon II-B2 QAWTRLAFAG LKFGDAG~SF DYGRNYGVVY DVTSWTDVLP EFGGDTDTYG SDNFLQSRAN GVATYRNSDF

e — 777 7, — ]

B4 T3 B5S H 13 B6 T4
e e T I

150 160 170 180 190 200 210

Z33506 FGLVDGLNFA LQYQGKNGSV SGEG~~ATNN GRGALKQONGD GFGTSVTYDI FDGISAGFAY ANSKRTDDON

AJ344089 FGLVDGLNFA LQYQGKNGSI SGEGTSPTNN GRGALKQONGD GFGTSLTYDI YDGISAGFAY CNSKRNGDON

Klon I FGLVDGLNFA LQYQGKNGSV SGEG~~ATNN GRGWSKONGD GFGTSLTYDI WDGISAGFAY SHSKRTDEON

Klon II-A FGLVDGLNFA LQYQGKNGSV SGEG~~ATNN GRGWSKQNGD GFGTSLTYDI WDGISAGFAY SHSKRTDEQN
Klon II-B FGLVDGLNFA LQYQGKNGSV SGEG~~ATNN GRGWSKQONGD GFGTSLTYDI WDGISAGFAY SHSKRTDEQN
Klon II-B2 FGLVDGLNFA LQYQGKNGSV SGEG~~ATNN GRGWSKQNGD GFGTSLTYDI WDGISAGFAY SHSKRTDEQN

[ eI =777
T4 B7 L4 B8 T5 B9 H
S O o o I |
220 230 240 250 260 270 280
733506 QLL~LGEGDH AETYTGGLKY DANNIYLATQ YTQTYNATR~ ~~~n~~~ AGSL GFANKAQNFE VAAQYQFDFG
AJ344089 RLD~KGRGDN AETYTGGLKY DANNIYLATQ YTQTYNATRF SGNGESDSIS GFANKAQNFE VVAQYQFDFG
Klon I SVPALGRGDN AETYTGGLKY DANNIYLASQ YTQTYNATR~ ~~~n~~~ AGSL GFANKAQNFE VVAQYQFDFG
Klon II-A  SVPALGRGDN AETYTGGLKY DANNIYLASQ YTQTYNATR~ ~~n~~n~-~ AGSL GFANKAQNFE VVAQYQFDFG
Klon II-B  SVPALGRGDN AETYTGGLKY DANNIYLASQ YTQTYNATR~ ~~n~~n~~ AGSL GFANKAQNFE VVAQYQFDFG
Klon II-B2 SVPALGRGDN AETYTGGLKY DANNIYLASQ YTQTYNATR~ ~~n~~n~~ AGSL GFANKAQNFE VVAQYQFDFG
e B e8]
15 B10 T6 Bl1 L6 B12 T7
P e [ O AR NN NN ISR IR (VRN BRI ISR
290 300 310 320 330 340 350
733506 LRPSVAYLQS KGKDL~NGYG DQDILKYVDV GATYYFNKNM STYVDYKINL LDDNSFTRSA GISTDDVVAL
AJ344089 LRPSVAYLQS KGKDIE~GYG DQDLLKYVDV GATYYFNKNM STYVDYKINL LDENDFTRSA GISTDDVVAL
Klon I LRPSVAYLQS KGKDLERGYG DQDILKYVDV GATYYFNKNM STYVDYKINL LDDNSFTRNA GISTDDVVAL
Klon II-A  LRPSVAYLQS KGKDLERGYG DQDILKYVDV GATYYFNKNM STYVDYKINL LDDNSFTRNA GISTDDVVAL
Klon II-B  LRPSVAYLQOS KGKDLERGYG DQDILKYVD~ YKINL LDDNSFTRNA GISTDDVVAL
Klon II-B2 LRPSVAYLQOS KGKDLERGYG DQDILKYVDV GATYYFNKNM STYVDYKINL LDDNSFTRNA GISTDDVVAL
e e} I
B13 L7 Bl4 T8 B15 18 B16
1.
733506 GLVYQF
AJ344089 GLVYQF
Kiom T CLvYOr — B-Falt!)latt (Bl -B16)
Klon II-A  GLVYQF a-Helix (H)
Klon II-B  GLVYQF == Loop (L1 - L8)
Klon II-B2 GLVYQF () Turn (TI—TS)
| —
B16

Aufgefiihrt sind die Sequenzen der Klone I, II-A, II-B und II-B2 im Vergleich mit zwei in der GenBank verof-
fentlichten OmpK36-Sequenzen von K. pneumoniae (GenBank Accession No. Z33506, AJ344089). Die Signal-
sequenzen (Aminosduren 1 - 21) wurden nicht dargestellt. In dieser Arbeit nachgewiesene Aminoséure-Austau-
sche, Insertionen und Deletionen, die in keiner der beiden verdffentlichten funktionalen Proteinsequenzen auftre-
ten, sind grau unterlegt. Unter den Sequenzen ist die Sekundérstruktur angegeben (nach ALBERTI et al., 1995).
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7.4 Aminosiure-Sequenz-Alignment des Porins OmpK35

T P S R O
10 20 30 40 50 60
AJ011501 MMKRNILAVV IPALLVAGAA NAAEIYNKNG NKLDFYGKMV GEHVWTTNGD TSSDDTTYAR
Klon II MMKRNILAVV IPALLVAGAA NAAEIYNKNG NKLDFYGKMV GEHVWTTNGD TSSDDTTYAR
Klon I  MMKRNILAVG DPCPAGSRCS QRCRNL~~~~ ~n~~~rmnssn mns s mmss s s

B e e T I I e T e

70 80 90 100 110 120

AJ011501 IGLKGETQIN DQLIGYGQWE YNMDASNVEG SQTTKTRLAF AGLKAGEYGS FDYGRNYGAI
Klon II IGLKGETQIN DQLIGYGQWE YNMDACVQC~ ~~~~mmnmmn swasmsssass mmsssssss
KION I~ m s M N N N S e

130 140 150 160 170 180
AJ011501 YDVEAATDML VEWGGDGWNY TDNYMTGRTN GVATYRNSDF FGLVDGLSFA LQYQGKNDHD
K1Oon IT  ~ o m s MmN N N N e e
Klon I @ ~rorvrvmvmvmmss v sy NN N N NN NN NN N N N N NN NN NN N N N N NN N N N N

AJ011501 RAIRKQNGDG FSTAATYAFD NGIALSAGYS SSNRSVDQKA DGNGDKAEAW ATSAKYDANN
Klon II ~rmrmmsmmss mmvsmm s mms S s NN N M N NN NN N e
KlOon I  ~romm s s M MM NS NN N N M N N NN N N N N e

AJ011501 IYAAVMYSQT YNMTPEEDNH FAGKTQNFEA VVQYQFDFGL RPSIGYVQTK GKDLQSRAGF
Klon II ~rrrmmmvvsvs v n s MNNN NN NN NS NN NN NN NN S NN NN NN NN NN NN N
KLON I = mrom s mms mn s m v m s N N e v

AJ011501 SGGDADLVKY IEVGTWYYEFN KNMNVYAAYK FNQLDDNDYT KAAGVATDDQ AAVGIVYQF
Klon IT ~romm s ma s MM N NMS N M N e
Klon I  ~~~~vmvovvvvs vvmmv v maann v sy NSNS NN NNy NSNS NN NN NN s e

Aufgefiihrt sind die Sequenzen der Klone I und II im Vergleich mit einer in der GenBank verdffen-

tlichten OmpK35-Sequenz von K. pneumoniae (GenBank Accession No. AJ011501). Die Sequenzen

der Stamme II-A, 1I-B, 1I-B2 und II-C sind identisch und wurden daher als Klon II bezeichnet. Darge-
stellt sind die OmpK35-Sequenzen einschlieflich der Signalsequenz (Aminoséuren 1 - 22). Aminosau-
re-Austausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden, sind grau unterlegt.
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7.5 Aminosiure-Sequenz-Alignment des Repressors AcrR

10 20 30 40 50 60
AJ318073 MARKTKQQAR ETRQLILDVA LRLEFSQQGVS STSLATIAKA AGVTRGAIYW HFKNKSDLEN
Klon I MARKTKQQAR ETRQLILDVA LRLEFSQQGVS STSLATIAKA AGVTRGAIYW HFKNKSDLEN
Klon II MARKTKQQAR ETRQLILDVA LRLEFSQQGVS STSLATIAKA AGVTRGLSTG ISRINQIYST
e e L I e
70 80 90 100 110 120
AJ318073 EIWELSDASI SDLEIEYRAK FPNDPLSVIR EILVYVLEAT VTEERRRLMM EIIYHKCEFV
Klon I EIWELSDASI SDLEIEYRAK FPNDPLSVIR EILVYVLEAT VTEERRRLMM EIIYHKCEFV
Klon II KFGSCQTPVL AISKLSIGON SPTIHSQLSG RE. ...ttt ittt it iine teeeeennns
e e e
130 140 150 160 170 180
AJ318073 GEMTVVQQOAQ RQLSLASYER IEQTLKECIA AKLLPANLLT PRAGVLMRSY LFRLMENWLEF
Klon I GEMTVVQQAQ RQLSLASYER IEQTLKECIA AKLLPANLLT RRAAVLMRSY LSGLMENWLE
08 ¥ < 5 O
P O N N |
190 200 210
AJ318073 APDSFDLHAE ARDYLAFLLE KYQFCPTLRG PESLSA
Klon I APDSFDLHAE ARDYVAILLE MYQFCPTLRG PESLSA
Klon II ...ttt it e tteeiee et e

Aufgefiihrt sind die Sequenzen der Klone I und II im Vergleich mit einer in der GenBank vertdffent-
lichten AcrR-Sequenz von K. pneumoniae (GenBank Accession No. AJ318073). Die Sequenzen der
Stamme II-A, 1I-B, II-B2 und II-C sind identisch und wurden daher als Klon II bezeichnet. Amino-
sdure-Austausche, die in dieser Arbeit nachgewiesen wurden, sind grau unterlegt.
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7.6 PFGE-Fragmentmuster der untersuchten K.-pneumoniae-Isolate

In den Abbildungen 7.1 - 7.7 sind die PFGE-Fragmentmuster der 74 untersuchten K.-pneumo-
niae-Isolate dargestellt. Uber dem Gel sind die jeweils aufgetragenen Stimme angegeben,
unter dem Gel das zugehorige PFGE-Muster. Einige Stimme wurden wiederholt aufgetragen,
um schlecht sichtbare Bandenmuster zu verifizieren. Das Kiirzel "M" bezeichnet den Stamm

[-05111, der auf jedes Gel als Marker aufgetragen wurde.

M (1-05111)
S-12579
| S-00001-a
i S-00001-b
1-00401
S-12639
4 S-12770
] S-12939
1 1-18573

S-12947
| S-12942
S-00005
S-00032
| S-00061

I 1II IIb Db I II Ile II IIb Ma II T MO I II

Abb. 7.1: PFGE-Gel 1
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7.7 Datentabellen ausgewihlter Patienten des zweiten Ausbruchs

Abkiirzungen in den Tabellen 7.1 bis 7.8:

NS = Normalstation

CNS = chirurgische Normalstation

Al = anasthesiologische Intensivstation
CI = chirurgische Intensivstation

Kl = kardiochirurgische Intensivstation
MI = medizinische Intensivstation

ext KKH = externes Krankenhaus

BAA = Bauchaorten-Aneurysma
MOV = multiples Organversagen

Mikrobiologische Ergebnisse:

K-l = Klon Il (Klon II-A, wenn nicht naher bez.)

a = andere Spezies
kw = kein Wachstum
- =kein Abstrich

Beatmung:
OT = oraler Tubus

TK = Trachealkantle

Abstrichmaterial:

R = Rachenabstrich

T = Trachealsekret

BS = Bronchialsekret

N = Nasenabstrich

W = Wundabstrich

L = Liquor

KS = Katheterspitze
SK = Sheldon-Katheter
AK = Arterien-Katheter
ZVK = zentraler Venenkatheter
BK = Blasenkatheter

D = Drainage

A = Analabstrich

V = Vaginalabstrich

U = Urethra

H = Haaransatzabstrich

Antibiotika-Abklrzungen nach DIN:
s. Anhang 7.2

Tab. 7.1: Datentabelle des Patienten ST-02

Datum Station “é'g:;’,',?;g' ml\:ltalt(‘icr:rz:lll Mat;rl:aarI] c|>|h ne Antibiotika r?ii?itg- Bemerkungen Tag
28.11.03 Cl - AMS oT Aufnahme von ext KKH 1
29.11.03 [¢]] - AMS oT (Notfall: Lungenembolie) 2
30.11.03 Cl - AMS oT 3
01.12.03 Cl kw T,R PIS, MTR oT 4
02.12.03 Cl - PIS, MTR oT 5
03.12.03 Cl - PIS, MTR oT 6
04.12.03 Cl a, kw T, R, KS PIS, LEV oT 7
05.12.03 Cl - PIS, LEV oT 8
06.12.03 Cl - PIS, LEV oT 9
07.12.03 Cl - PIS, LEV oT 10
08.12.03 Cl kw T, R, KS PIS, LEV oT 11
09.12.03 Cl a SK PIS, LEV oT 12
10.12.03 Cl PIS, LEV oT 13
11.12.03 Cl kw T PIS, LEV oT 14
12.12.03 Cl - PIS, LEV oT 15
13.12.03 Cl kw T,R,KS PIS, LEV oT 16
14.12.03 Cl - PIS, LEV oT 17
15.12.03 Cl - PIS, LEV oT 18
16.12.03 Cl a Stuhl CAZ, SUL, CIP oT Isolat S-12574 19
17.12.03 Cl kw Blut CAZ, SUL, CIP oT kein Klon Il im Stuhl 20
18.12.03 Cl kw T,R CAZ, SUL, CIP, TEI oT 21
19.12.03 Cl kw SK, ZVK CAZ, SUL, CIP oT 22
20.12.03 Cl kw AK CAZ, SUL, CIP oT 23
21.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP oT 24
22.12.03 Cl a, kw T,R CAZ, SUL, CIP oT 25
23.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP oT 26
24.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP oT 27
25.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP oT 28
26.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP oT 29
27.12.03 Cl - CAZ, SUL, CIP - 30
28.12.03 Cl CAZ, SUL, CIP oT 31
29.12.03 Cl a T,R CAZ, SUL, CIP oT 32
30.12.03 Cl - oT 33
31.12.03 Cl - - oT 34
01.01.04 Cl - oT 35
02.01.04 Cl a SK,R - - 36
03.01.04 Cl - - 37
04.01.04 Cl - - - 38
05.01.04 Cl a R - - 39
06.01.04 Cl kw ZVK - - 40
07.01.04 Cl - - - Verlegung nach ext KKH 41
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Tab. 7.2: Datentabelle des Patienten AI-03

Datum | Station I\glkrobu?log. Material mit Material ohne Kion Il Antibiotika Beat- Bemerkungen | Tag
rgebnisse Klon Il mung

10.07.03 Cl a, kw R, T, KS MER, FOS OT |Aufnahme von MI 1

11.07.03 Cl - MER, FOS, CAZ, SUL oT 2

12.07.03 Cl - FOS, CAZ, SUL oT 3

13.07.03 Cl - FOS, CAZ, SUL, VAN - 4

14.07.03 Cl a, kw W,N,R,H A U FOS, CAZ, SUL, VAN - |Verlegung nach 5

15.07.03 | CNS - FOS, VAN - |CNS 6

16.07.03 | CNS a R,N,V FOS, VAN - 7

17.07.03 | CNS - FOS, VAN - 8

18.07.03 | CNS a N,R,W,H, U FOS, VAN - 9

19.07.03 | CNS - FOS, VAN - 10
20.07.03 | CNS a w FOS, VAN - 11

21.07.03 | CNS a, kw U W NRH FOS, VAN - 12
22.07.03 | CNS a, kw V,W,N,R, H FOS, VAN - 13
23.07.03 | CNS a, kw R,N,H FOS, VAN - 14
24.07.03 Al - CAZ, CIP, LIZ OT |von CNS 15
25.07.03 Al a, kw A W,N,RH CAZ, CIP, LIZ OT |(septische Haut- 16
26.07.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ OT |nekrosen) 17
27.07.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ - 18
28.07.03 Al a, kw A W,N,RH CAZ, SUL, CIP, LIZ - 19
29.07.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ - 20
30.07.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 21

31.07.03 Al kw N, R CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 22
01.08.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 23
02.08.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 24
03.08.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 25
04.08.03 Al a, kw N,R T, W CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 26
05.08.03 Al - CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 27
06.08.03 Al kw T CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 28
07.08.03 Al a, kw R,N, T,H,W, AV, U,Blut |CAZ, SUL, CIP, LIZ oT 29
08.08.03 Al kw ZVK GEN, VAN oT 30
09.08.03 Al - GEN, VAN oT 31

10.08.03 Al - GEN, VAN, CLI oT 32
11.08.03 Al KAl a, kw |W W,N,R,H, T, U, Blut GEN, VAN, CLI OT |Nachweis Klon Il 33
12.08.03 Al - GEN, VAN, CLI, FOS oT 34
13.08.03 Al - GEN, VAN, CLI, FOS oT 35
14.08.03 Al K-ll, a T,RN CTX, SUL, CLI, FOS oT 36
15.08.03 Al - CTX, SUL, CLI, FOS oT 37
16.08.03 Al - CTX, SUL, CLI, FOS, LIZ oT 38
17.08.03 Al K-ll, a w w CTX, SUL, CLI, FOS, LIZ oT 39
18.08.03 Al K-ll, a R, N, KS T LEV, SXT, LIZ oT 40
19.08.03 Al - LEV, SXT, LIZ oT 41

20.08.03 Al K-ll, a T,R,N, W, ZVK LEV, SXT, LIZ, MER oT 42
21.08.03 Al K-ll, a w LEV, SXT, LIZ, MER oT 43
22.08.03 Al - LEV, SXT, LIZ, MER oT 44
23.08.03 Al - LEV, SXT, LIZ, MER oT 45
24.08.03 Al - LEV, SXT, LIZ, MER oT 46
25.08.03 Al K-ll, a N A LEV, LIZ, MER oT 47
26.08.03 Al - LEV, LIZ, MER oT 48
27.08.03 Al K-ll, a \' MER, AMK oT 49
28.08.03 Al Kdl,a, kw [N, R, W T,HA MER, AMK, CLI oT 50
29.08.03 Al - MER, AMK, CLI oT 51

30.08.03 Al - MER, AMK, CLI oT 52
31.08.03 Al - MER, AMK oT 53
01.09.03 Al K-ll, a N T MER, AMK oT 54
02.09.03 Al kw W, ZVK MER, AMK oT 55
03.09.03 Al - MER, AMK oT 56
04.09.03 Al K-ll, a N, R N, T MER, AMK oT 57
05.09.03 Al - MER, AMK oT 58
06.09.03 Al - MER, AMK oT 59
07.09.03 Al - MER, AMK oT 60
08.09.03 Al a N, R T MER, AMK, CIP oT 61

09.09.03 Al - MER, AMK, CIP oT 62
10.09.03 Al - MER, AMK, CIP oT 63
11.09.03 Al a, kw T,D MER, AMK, CIP oT 64
12.09.03 Al - MER, AMK, CIP oT 65
13.09.03 Al - MER, AMK, CIP oT 66
14.09.03 Al - - oT 67
15.09.03 Al K-ll, a R T - oT 68
16.09.03 Al - - oT 69
17.09.03 Al - - oT 70
18.09.03 Al K-ll, a T,R - oT 71

19.09.03 Al - - oT 72
20.09.03 Al - - oT 73
21.09.03 Al - - oT 74
22.09.03 Al Kdl, a, kw  |R,W N - oT 75
23.09.03 Al - - - 76
24.09.03 Al - - - 77
25.09.03 Al a N, R - - 78
26.09.03 Al K-ll, a Blut! AMS, AMK - 79
27.09.03 Al - AMS, AMK, MER, CIP oT schwere Sepsis 80
28.09.03 Al - AMK, MER, CIP oT 81

29.09.03 Al - AMK, MER, CIP OT |Tod: sept. MOV 82
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Tab. 7.3: Datentabelle des Patienten AI-04
Datum | Station I\rioblqlog. I\{Iatenal Material ohne Kion Il Antibiotika Beat- Bemerkungen Tag
rgebnisse mit Klon I mung
13.08.03 Al a, kw N, R, H,W MER, CIP OT |Aufnahme von 1
14.08.03 Al a, kw R, T MER, CIP OT |Innere Medizin NS 2
15.08.03 Al kw Punktat MER, CIP OT |(septischer Thorax) 3
16.08.03 Al - MER, CIP oT 4
17.08.03 Al - MER, CIP oT 5
18.08.03 Al a, kw R, T, Dialysat MER, CIP oT 6
19.08.03 Al - MER, CIP oT 7
20.08.03 Al - MER, CIP oT 8
21.08.03 Al a, kw R, T MER, CIP oT 9
22.08.03 Al kw R MER, CIP oT 10
23.08.03 Al - PIS, LEV oT 11
24.08.03 Al - PIS, LEV oT 12
25.08.03 Al a, kw TR W PIS, LEV oT 13
26.08.03 Al kw L PIS, LEV oT 14
27.08.03 Al kw Aszites PIS, LEV, FOS oT 15
28.08.03 Al a, kw T,RN PIS, LEV, FOS oT 16
29.08.03 Al kw L PIS, LEV, FOS oT 17
30.08.03 Al - PIS, LEV, FOS oT 18
31.08.03 Al - PIS, LEV, FOS oT 19
01.09.03 Al a, kw N,R,T,H, L PIS, LEV, FOS oT 20
02.09.03 Al - PIS, LEV, FOS oT 21
03.09.03 Al a ZVK, SK PIS, LEV, FOS oT 22
04.09.03 Al a, kw W, R, Aszites PIS, LEV, FOS - 23
05.09.03 Al - CAZ, SUL, LEV, FOS - 24
06.09.03 Al - CAZ, SUL, LEV, FOS oT 25
07.09.03 Al - CAZ, SUL, CRO, LEV, FOS| OT 26
08.09.03 Al a, kw T, R, N, Aszites CAZ, SUL, CRO, LEV, LIZ oT 27
09.09.03 Al K-, kw W Aszites CRO, SUL, LEV, LIZ OT  |Nachweis Klon Il 28
10.09.03 Al - CRO, SUL, LEV, LIZ oT 29
11.09.03 Al K-ll, a Drainage R, N CRO, SUL, LEV, LIZ oT 30
12.09.03 Al kw Aszites CRO, SUL, LEV, LIZ, MER | OT 31
13.09.03 Al - CRO, SUL, LEV, LIZ, MER | OT 32
14.09.03 Al - CRO, SUL, LIZ, MER oT 33
15.09.03 Al K-ll,a, kw  |R,N T, R, N, Dialysat CRO, SUL, LIZ, MER oT 34
16.09.03 Al - MER, GEN oT 35
17.09.03 Al kw Aszites MER, GEN, VAN oT 36
18.09.03 Al Kdl,a, kw  |R T,U MER, GEN oT 37
19.09.03 Al - MER, GEN oT 38
20.09.03 Al - MER, GEN oT 39
21.09.03 Al - MER, GEN oT 40
22.09.03 Al Kdl,a, kw  |R, N T MER, GEN oT 41
23.09.03 Al - MER, GEN oT 42
24.09.03 Al - MER, GEN, LIZ oT 43
25.09.03 Al K-l a R N MER, GEN, LIZ oT 44
26.09.03 Al kw Aszites MER, GEN, LIZ oT 45
27.09.03 Al - MER, GEN, LIZ oT 46
28.09.03 Al - MER, GEN, LIZ oT 47
29.09.03 Al Kdl,a, kw  |R T,U MER, GEN, LIZ oT 48
30.09.03 Al - MER, GEN, LIZ oT 49
01.10.03 Al Kdl,a,kw |T,R,N L MER, LIZ oT 50
02.10.03 Al a, kw KS, U, W MER, LIZ oT 51
03.10.03 Al MER, LIZ oT 52
04.10.03 Al a W MER, LIZ oT 53
05.10.03 Al - MER, LIZ oT 54
06.10.03 Al K-II-B, a T, RN U MER, LIZ OT |Kilon II-B 55
07.10.03 Al - CAZ, SUL, LEV OT |inT,R,N 56
08.10.03 Al - CAZ, SUL, LEV oT 57
09.10.03 Al K-ll, a T,R w CAZ, SUL, LEV oT 58
10.10.03 Al - CAZ, SUL, LEV oT 59
11.10.03 Al - CAZ, SUL, LEV oT 60
12.10.03 Al - CAZ, SUL, LEV oT 61
13.10.03 Al Kdl,a, kw |T,R,N ZVK CAZ, SUL, LEV oT 62
14.10.03 Al - CAZ, SUL, CTX, TOB oT 63
15.10.03 Al - CAZ, SUL, CTX, TOB oT 64
16.10.03 Al K-l a T,R N CTX, SUL, TOB oT 65
17.10.03 Al - CTX, SUL, TOB oT 66
18.10.03 Al K-ll, a Abdomen CTX, SUL, TOB, LIZ oT 67
19.10.03 Al - CTX, SUL, TOB, LIZ oT 68
20.10.03 Al K-ll, a D,T,R N D CTX, SUL, TOB, LIZ OT |lIsolat 1-15633 69
21.10.03 Al - CTX, SUL, TOB, LIZ oT 70
22.10.03 Al - CRO, SUL, AMK, LIZ oT 71
23.10.03 Al K-l a TR CRO, SUL, AMK, LIZ, MER | OT 72
24.10.03 Al - CRO, SUL, LIZ, MER oT 73
25.10.03 Al - CRO, SUL, LIZ, MER oT 74
26.10.03 Al - CRO, SUL, LIZ, MER oT 75
27.10.03 Al K-l a R T CRO, SUL, LIZ, MER, CIP oT 76
28.10.03 Al - MER, CIP oT 77
29.10.03 Al - MER, CIP oT 78
30.10.03 Al K-l a R T,R MER, CIP TK 79




ANHANG 167
Fortsetzung Tab. 7.3: Datentabelle des Patienten AI-04
Datum | Station I\rioblqlog. I\{Iatenal Material ohne Kion Il Antibiotika Beat- Bemerkungen Tag
rgebnisse mit Kion Il mung
31.10.03 Al - MER, CIP TK 80
01.11.03 Al - MER, CIP TK 81
02.11.03 Al - MER, CIP TK 82
03.11.03 Al K-l a TR MER, CIP, MOX TK 83
04.11.03 Al - MER, MOX TK 84
05.11.03 Al - MER, MOX TK 85
06.11.03 Al K-l a T,R MER, MOX TK 86
07.11.03 Al - MER, MOX TK 87
08.11.03 Al - MER, MOX TK 88
09.11.03 Al - MER, MOX TK 89
10.11.03 Al K-l a R T, U MER, MOX TK 90
11.11.03 Al a, kw BK, SK, ZVK FOS, SXT TK 91
12.11.03 Al - FOS, SXT TK 92
13.11.03 Al K-l a R, N T FOS, SXT TK 93
14.11.03 Al - FOS, SXT TK 94
15.11.03 Al - FOS, SXT TK 95
16.11.03 Al - FOS, SXT TK 96
17.11.03 Al K-l a T,R FOS, SXT TK 97
18.11.03 Al - FOS, SXT TK 98
19.11.03 Al K-l a T, RN FOS, SXT TK 99
20.11.03 Al - FOS, SXT TK 100
21.11.03 Al - FOS, SXT TK 101
22.11.03 Al - FOS, SXT TK 102
23.11.03 Al - FOS, SXT TK 103
24.11.03 Al K-l a T, RN w FOS, SXT TK 104
25.11.03 Al Kdl,a, kw |D W FOS, SXT TK 105
26.11.03 Al - FOS, SXT, MER TK 106
27.11.03 Al K-l a TR FOS, SXT, MER, LEV TK 107
28.11.03 Al - MER, LEV TK 108
29.11.03 Al - MER, LEV TK 109
30.11.03 Al - MER, LEV TK 110
01.12.03 Al K-ll,a, kw  |R,N T, W MER, LEV TK 111
02.12.03 Al - MER, LEV, AMK TK 112
03.12.03 Al - MER, AMK TK 113
04.12.03 Al a T,R MER, AMK TK |Kein Klon Il mehr in 114
05.12.03 Al - MER, AMK TK |Abstrichen 115
06.12.03 Al - MER, AMK TK 116
07.12.03 Al - MER, AMK TK 117
08.12.03 Al a N,R, T MER, AMK TK 118
09.12.03 Al - MER, AMK - 119
10.12.03 Al - MER, AMK - 120
11.12.03 Al a, kw T,R, U, SK, ZVK MER, AMK - 121
12.12.03 Al - MER, AMK - 122
13.12.03 Al - MER, AMK - 123
14.12.03 Al - MER, AMK - 124
15.12.03 Al a, kw R, N, W MER, AMK, VAN - 125
16.12.03 Al a Stuhl: Klon lI-B |U MER, AMK - Isolat S-12579 126
17.12.03 Al - MER, AMK - Klon 11-B im Stuhl 127
18.12.03 Al a, kw N, R MER, AMK - 128
19.12.03 Al - MER, AMK, VAN - 129
20.12.03 Al - MER - 130
21.12.03 Al - MER - 131
22.12.03 Al a, kw U, N, R MER, LIZ - 132
23.12.03 Al - MER, LIZ - 133
24.12.03 Al - MER, LIZ - 134
25.12.03 Al - MER, LIZ - 135
26.12.03 Al - MER, LIZ - 136
27.12.03 Al - MER, LIZ - 137
28.12.03 Al - MER, LIZ - 138
29.12.03 Al a, kw R,N MER, LIZ - 139
30.12.03 Al - MER, LIZ - 140
31.12.03 Al - Stuhl: Kion II-B MER, LIZ - Isolat S-00001 141
01.01.04 Al - MER, LIZ - 142
02.01.04 Al Kdl,a, kw |R W, N, H MER, LIZ - |Klon Il erneut in 143
03.01.04 Al - MER, LIZ - |Abstrichen 144
04.01.04 Al - MER, LIZ - 145
05.01.04 Al K-ll,a, kw R H, N MER, LIZ - 146
06.01.04 Al kw KS MER, LIZ - 147
07.01.04 Al - MER, LIZ - 148
08.01.04 Al Kdl,a, kw  |R MER, LIZ - Isolat 1-00401 149
09.01.04 Al kw SK MER, LIZ TK 150
10.01.04 Al kw W - TK 151
11.01.04 Al - - TK 152
12.01.04 Al a, kw T,N - TK 153
13.01.04 Al - - TK 154
14.01.04 Al - - - 155
15.01.04 Al K-l R,N - - 156
16.01.04 Al - - - Verl. nach Innere NS | 157




ANHANG 168
Tab. 7.4: Datentabelle des Patienten AI-10
Datum Station “élrg:tl:rl\?;zg Malt((iz')l:I"m it Mat;';';: (I)Ihne Antibiotika E‘ianté Bemerkungen Tag
21.08.03 Al a, kw T,R,N,H, L CRO, FOS, CIP OT |Aufnahme 1
22.08.03 Al - CRO, FOS, CIP OT |(Meningitis, Sepsis) 2
23.08.03 Al a T,R,N,H, L CRO, FOS, CIP oT 3
24.08.03 Al - CRO, FOS, LEV oT 4
25.08.03 Al a, kw T, R U PIS, FOS, LEV oT 5
26.08.03 Al - PIS, FOS, LEV oT 6
27.08.03 Al - PIS, FOS, LEV oT 7
28.08.03 Al a, kw TR N PIS, FOS, LEV oT 8
29.08.03 Al a T PIS, FOS, LEV oT 9
30.08.03 Al kw L PIS, FOS, LEV oT 10
31.08.03 Al - PIS, FOS, LEV oT 11
01.09.03 Al a, kw Blut, R, T CAZ, SUL, CIP oT 12
02.09.03 Al a, kw ZVK, SK, AK CAZ, SUL, CIP oT 13
03.09.03 Al kw L CAZ, SUL, CIP, FOS oT 14
04.09.03 Al a T,R CAZ, SUL, CIP, FOS oT 15
05.09.03 Al - CAZ, SUL, CIP, FOS oT 16
06.09.03 Al - CAZ, SUL, CIP, FOS oT 17
07.09.03 Al - CAZ, SUL, CIP, FOS oT 18
08.09.03 Al a T,R,N CAZ, SUL, CIP, FOS oT 19
09.09.03 Al - MER, FOS, LEV, VAN, MTR oT 20
10.09.03 Al - MER, FOS, LEV, VAN, MTR oT 21
11.09.03 Al a T,R,N MER, FOS, LEV, MTR oT 22
12.09.03 Al - MER, FOS, LEV, MTR oT 23
13.09.03 Al - - oT 24
14.09.03 Al - - oT 25
15.09.03 Al a, kw T, N, Blut - oT 26
16.09.03 Al a U - oT 27
17.09.03 Al - PIS, CIP oT 28
18.09.03 Al a UTR PIS, CIP oT 29
19.09.03 Al - PIS, CIP oT 30
20.09.03 Al a KS PIS, CIP oT 31
21.09.03 Al - PIS, CIP oT 32
22.09.03 Al a T,R,N, U PIS, CIP oT 33
23.09.03 Al - PIS, CIP oT 34
24.09.03 Al - PIS, CIP oT 35
25.09.03 Al a T, U PIS, CIP oT 36
26.09.03 Al - PIS, CIP oT 37
27.09.03 Al - PIS, CIP oT 38
28.09.03 Al - - oT 39
29.09.03 Al a T,R CAZ, SUL oT 40
30.09.03 Al - CAZ, SUL oT 41
01.10.03 Al a T,R, N, ZVK CAZ, SUL, ERY oT 42
02.10.03 Al - CAZ, SUL, ERY oT 43
03.10.03 Al - CAZ, SUL oT 44
04.10.03 Al CAZ, SUL oT 45
05.10.03 Al - CAZ, SUL oT 46
06.10.03 Al a U, W, N CAZ, SUL oT 47
07.10.03 Al - - oT 48
08.10.03 Al - PIS, CIP oT 49
09.10.03 Al a R PIS, CIP oT 50
10.10.03 Al - PIS, CIP oT 51
11.10.03 Al - PIS, CIP oT 52
12.10.03 Al - PIS, CIP oT 53
13.10.03 Al a T,R,N, U CAZ, SUL, CIP, VAN oT 54
14.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN oT 55
15.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN oT 56
16.10.03 Al K-lI, a T CAZ, SUL, VAN OT |Nachweis Klon I 57
17.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN oT 58
18.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN, LEV oT 59
19.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN, LEV oT 60
20.10.03 Al K-ll, a T,R T CAZ, SUL, VAN, LEV oT 61
21.10.03 Al - CAZ, SUL, VAN, CRO, MOX oT 62
22.10.03 Al a T CRO, MOX, AMK oT 63
23.10.03 Al a T,R MER, MOX oT 64
24.10.03 Al - MER, MOX oT 65
25.10.03 Al - MER, MOX oT 66
26.10.03 Al - MER, MOX oT 67
27.10.03 Al a T,R, N, Thorax |MER, MOX oT 68
28.10.03 Al - MER, MOX oT 69
29.10.03 Al K-lI, a ZVK KS MER, MOX oT 70
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Fortsetzung Tab. 7.4: Datentabelle des Patienten AI-10

Datum Station “é:g:tl::\?;zg Malt((igslum it Mat;';loa': (I)Ihne Antibiotika E‘ianté Bemerkungen Tag
30.10.03 Al a, kw W MER, MOX oT 71
31.10.03 Al - MER, MOX ot 72
01.11.03 Al - MER, MOX oT 73
02.11.03 Al - MER, MOX ot 74
03.11.03 Al K-l,a __ |Thorax, V T, R, Thorax MER, MOX, TEI oT 75
04.11.03 Al - MER, MOX, TEI oT 76
05.11.03 Al a R MER, MOX, TEI oT 77
06.11.03 Al K-l a R,V ZVK, T MER, MOX, TEI ot 78
07.11.03 Al - MER, MOX, TEI oT 79
08.11.03 Al - MER, MOX ot 80
09.11.03 Al - MER, MOX oT 81
10.11.03 Al K-I-B, a, kw |R T,UD MER, MOX OT |KlonlI-BinR 82
11.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 83
12.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 84
13.11.03 Al K-1II-B, K-II, a |R, Thorax, N U, T, Thorax CAZ, SUL, SXT OT |KlonII-BinR 85
14.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT, TEI oT 86
15.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 87
16.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 88
17.11.03 Al K-ll, a R uT CAZ, SUL, SXT oT 89
18.11.03 Al a W CAZ, SUL, SXT oT 90
19.11.03 Al K-l a R, BS Thorax CAZ, SUL, SXT ot 91
20.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 92
21.11.03 Al a W CAZ, SUL, SXT, TEI oT 93
22.11.03 Al a SK CAZ, SUL, SXT oT 94
23.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT oT 95
24.11.03 Al K-ll, a R, N T CAZ, SUL, SXT oT 96
25.11.03 Al K-ll, a BS CAZ, SUL, SXT oT 97
26.11.03 Al - CAZ, SUL, SXT, TEI oT 98
27.11.03 Al Ki,a |[TRW u MER, LEV OT _|Kein Kion Il mehrin | 99
28.11.03 Al MER, LEV, TEI OT_|Abstrichen 100
29.11.03 Al - MER, LEV oT 101
30.11.03 Al - MER, LEV, TEI oT 102
01.12.03 Al a TR N,V,A MER, LEV oT 103
02.12.03 Al a U MER, LEV, TEI oT 104
03.12.03 Al - MER, LEV oT 105
04.12.03 Al a TR U MER, AMK, TEI oT 106
05.12.03 Al - MER, AMK oT 107
06.12.03 Al - MER, AMK oT 108
07.12.03 Al - MER, AMK oT 109
08.12.03 Al a TR N MER, AMK oT 110
09.12.03 Al - MER, AMK oT 111
10.12.03 Al - MER, AMK oT 112
11.12.03 Al a TR U MER, AMK oT 113
12.12.03 Al - MER, AMK oT 114
13.12.03 Al - MER, AMK oT 115
14.12.03 Al - MER, AMK oT 116
15.12.03 Al K-l,a  |Thorax T, R, Thorax MER, AMK TK |Isolat I-18573 17
16.12.03 Al - Stuhl: Klon II-B MER, AMK TK [Isolat S-12639 118
17.12.03 Al a, kw Stuhl: Klon II-B [T, R, N MER, AMK TK |Isolat S-12770 119
18.12.03 Al a U, W, Thorax MER, AMK TK _|Klon II-B im Stuhl 120
19.12.03 Al - MER, AMK TK 121
20.12.03 Al - MER, AMK TK 122
21.12.03 Al a KS MER, AMK TK 123
22.12.03 Al a, kw Stuhl: Klon II-B [T, R, N, ZVK MER, AMK TK [Isolat S-12939 124
23.12.03 Al - MER, AMK TK 125
24.12.03 Al a T, Thorax MER, AMK TK 126
25.12.03 Al - MER, AMK TK 127
26.12.03 Al - MER, AMK, TEI TK 128
27.12.03 Al - MER, AMK TK 129
28.12.03 Al a SK MER, AMK, TEI TK 130
29.12.03 Al K-l a, kw [N TR MER, AMK TK_|Klon Il erneut in 131
30.12.03 Al - MER, AMK, TEI TK__|Abstrichen 132
31.12.03 Al - MER, AMK TK 133
01.01.04 Al - MER, AMK, TEI TK 134
02.01.04 Al K-l a, kw [R,N T, HA MER, AMK TK 135
03.01.04 Al - MER, AMK, TEI TK 136
04.01.04 Al - MER, AMK TK 137
05.01.04 Al - MER, AMK, TEI TK 138
06.01.04 Al - MER, AMK TK [Tod 139
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Tab. 7.5: Datentabelle des Patienten AI-17

Datum | Station ng'g:g;?;gg' ml?talt((i:ra:lll Mat;::;l‘ <I>Ihne Antibiotika r?\ﬁ?\tg-] Bemerkungen Tag
20.10.03| ClI kw Blut, Abszess PEN, CTX, SUL, LEV, MTR oT 1
21.10.03| Cl a, kw T, W, Bleau PEN, CTX, SUL, LEV, MTR oT C:;”ﬁgz‘rz frﬁz‘r;g’is 2
22.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, MTR oT (Sepsis, Meningitis, 3
23.10.03| ClI a, kw TR, L PEN, CTX, SUL, LEV, MTR OT _|pheumonie) 4
24.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, MTR oT 5
25.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, MTR, ERY| OT 6
26.10.03| CI - PEN, CTX, SUL, LEV, MTR, ERY| OT 7
27.10.03| ClI a T.R L PEN, CTX, SUL, LEV, MTR, ERY| OT 8
28.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, ERY oT 9
29.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, ERY oT 10
30.10.03| ClI a, kw T, L PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 11
31.10.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 12
01.11.03] ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 13
02.11.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 14
03.11.03| ClI a, kw T,R, L, KS PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 15
04.11.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 16
05.11.03| ClI - PEN, CTX, SUL, LEV, VAN oT 17
06.11.03| Al a N,R, U PEN, CTX, SUL, LEV, VAN OT |Kohorteniso Al 18
07.11.03] Al - LEV, FOS, CLI, LIZ oT 19
08.11.03] Al a W LEV, CLI, LIZ oT 20
09.11.03] Al - LEV, CLI, LIZ oT 21
10.11.03] Al a, kw T,R,N,U L D [LEV,CLI,LIZ oT 22
11.11.03] Al - LEV, CLI, LIZ oT 23
12.11.03] Al - LEV, CLI, LIZ oT 24
13.11.03] Al a, kw T.R,N, U LEV, CLI, LIZ oT 25
14.11.03] Al kw L LEV, CLI, LIZ oT 26
15.11.03] Al - LEV, CLI, LIZ oT 27
16.11.03] Al - LEV, CLI, LIZ oT 28
17.11.03] Al a R, T FOS, CLI, MTR oT 29
18.11.03] Al - FOS, CLI, MTR oT 30
19.11.03] Al - FOS, CLI, MTR TK 31
20.11.03] Al K-l a, kw |[T,R,N L FOS, CLI, MTR TK |Nachweis Klon I 32
21.11.03] Al - FOS, CLI, MTR oT 33
22.11.03] Al K-l, a T.R,N ZVK FOS oT 34
23.11.03] Al - FOS TK 35
24.11.03] Al - FOS TK 36
25.11.03] Al - FOS TK 37
26.11.03| Al a, kw L FOS TK 38
27.11.03] Al K-, a T,R,N FOS TK 39
28.11.03] Al - MER, LEV, FOS TK 40
29.11.03] Al - MER, LEV, FOS TK 41
30.11.03] Al - MER, LEV, FOS TK 42
01.12.03] Al K-l, a R N, T MER, LEV, FOS TK 43
02.12.03] Al - MER, LEV, FOS, AMK TK 44
03.12.03] Al - MER, FOS, AMK TK 45
04.12.03] Al K-l a, kw |T R, N, W MER, AMK TK 46
05.12.03] Al kw W MER, AMK TK 47
06.12.03] Al - MER, AMK TK 48
07.12.03 Al a, kw W MER, AMK TK _|Klon Il nicht mehr in 49
08.12.03] Al a T,R,N MER, AMK TK  |Abstrichen 50
09.12.03| Al - MER, AMK TK 51
10.12.03] Al - MER, AMK TK 52
11.12.03] Al a R, Sputum MER, AMK - 53
12.12.03] Al - MER, AMK - 54
13.12.03] Al - Stuhl: Klon II-B MER, AMK - |Isolat S-12577 55
14.12.03] Al - MER, AMK, PIS - |Klon II-B im Stuhl 56
15.12.03] Al a, kw T,R,N,W MER, AMK, PIS, FOS - 57
16.12.03] Al - Stuhl: Klon II-B MER, AMK, FOS - lIsolat $-12578 58
17.12.03] Al - MER, AMK, FOS - 59
18.12.03] Al a T.R, N MER, FOS - 60
19.12.03] Al - MER, FOS - 61
20.12.03] Al - MER, FOS - 62
21.12.03] Al - MER, FOS - 63
22.12.03] Al - Stuhl: Klon II-B MER, FOS - |Isolat S-12938 64
23.12.03] Al - Stuhl: Klon II-B MER, FOS - |Isolat S-12941 65
24.12.03] Al - MER, FOS - 66
25.12.03] Al - MER - 67
26.12.03] Al - MER - 68
27.12.03] Al - MER - 69
28.12.03] Al - MER - 70
29.12.03 Al - MER - Entlassung 71
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Tab. 7.6: Datentabelle des Patienten AI-19

Datum | Station ':Irlg:gr"?é:g' mhftalt(elz:lu Mat%:i ¢I)Ihne Antibiotika r?::ltg Bemerkungen Tag
28.11.03 Cl - - OT |Aufnahme von CNS 1
29.11.03 Cl - PIS, MTR OT |post-OP 2
30.11.03 Cl - PIS, MTR OT |(Osoph.-Karzinom) 3
01.12.03 Cl K-l a TR PIS, MTR OT |post-OP Sepsis, 4
02.12.03 [¢]] - PIS, MTR, MER, AMK OT [Pneumonie, Klon I 5
03.12.03 Cl - MER, AMK oT 6
04.12.03 Cl K-l a D,R MER, AMK oT 7
05.12.03 Cl kw AK MER, AMK oT 8
06.12.03 Cl - MER, AMK - 9
07.12.03 Cl - MER, AMK - 10
08.12.03 Cl kw ZVK,R,D MER, AMK oT 11
09.12.03 Cl a Punktat MER, AMK oT 12
10.12.03 [¢]] a Thorax MER, AMK oT 13
11.12.03 Al a, kw T, ZVK MER, AMK OT |Kohorteniso Al 14
12.12.03 Al - MER, AMK OT |kein Klon Il 15
13.12.03 Al - MER, AMK oT 16
14.12.03 Al - MER, AMK oT 17
15.12.03 Al a, kw T,R,N, ZVK MER, AMK, LIZ oT 18
16.12.03 Al a D MER, AMK, LIZ oT 19
17.12.03 Al - MER, AMK, LIZ oT 20
18.12.03 Al a, kw T,R,N, H, Stuhl |MER, AMK, LIZ OT |kein Klon Il im Stuhl | 21
19.12.03 Al K-l T Stuhl MER, AMK, LIZ OT |Isolat I-18856 22
20.12.03 Al - MER, AMK, LIZ OT _|Klon Il erneut in 23
21.12.03 Al - MER, AMK, LIZ OT |Abstrichen 24
22.12.03 Al K-, a R,N MER, AMK, LIZ oT 25
23.12.03 Al - MER, AMK, LIZ oT 26
24.12.03 Al - MER, AMK, LIZ oT 27
25.12.03 Al - MER, AMK, LIZ oT 28
26.12.03 Al - MER, AMK, LIZ oT 29
27.12.03 Al - MER, AMK, LIZ, CAZ, SUL oT 30
28.12.03 Al - MER, AMK, LIZ, CAZ, SUL oT 31
29.12.03 Al a R,N MER, AMK, LIZ, CAZ, SUL - |nach CNS 32
30.12.03 | CNS - AMK, LIZ - 33
31.12.03 | CNS - LIZ - 34
01.01.04 | CNS - LIZ - 35
02.01.04 | CNS K-, a Sputum, Stuhl: Klon II-B LIZ - |lsolat $-00006 36
03.01.04 | CNS - LIZ - Klon II-B/A im Stuhl 37
04.01.04 | CNS - LIz - 38
05.01.04 | CNS K-lI-B, a |D, Stuhl: Klon II-A LIZ - Isolat S-00031 39
06.01.04 | CNS - LIz - Klon lI-B in D 40
07.01.04 | CNS - LIZ - 41
08.01.04 | CNS - LIz - 42
09.01.04 | CNS - LIZ - 43
10.01.04 | CNS - - - 44
11.01.04 | CNS - - - 45
12.01.04 | CNS - PIT - 46
13.01.04 | CNS K-l-B,a |D PIT - |Klonll-BinD 47
14.01.04 | CNS kw Pleurapunktat PIT - 48
15.01.04 | CNS - PIT - 49
16.01.04 | CNS - PIT - 50
17.01.04 | CNS - PIT - 51
18.01.04 | CNS - Stuhl: Klon II-A PIT - Isolat S-00444 52
19.01.04 | CNS - PIT - 53
20.01.04 | CNS - PIT - 54
21.01.04 | CNS - PIT - 55
22.01.04 | CNS - PIT - 56
23.01.04 | CNS - - - 57
24.01.04 | CNS - - - 58
25.01.04 | CNS - - - 59
26.01.04 | CNS - - - |Entlassung 60
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Tab. 7.7: Datentabelle des Patienten CI-23
Datum |Station Iglgggr"?;:g' ml?talt((i:ra:lll Material (I)Ihne Kion Antibiotika r?lﬁ?\té Bemerkungen Tag
11.11.03 Cl - PIS, MTR OT __|Aufnahme von Urologie NS | 1
12.11.03 Cl - PIS, MTR oT post-OP (BAA): 2
13.11.03 Cl a, kw T,R PIS, MTR oT Beinamputation, 3
14.11.03 | CI kw w PIS, MTR OT  |Wundinfektion, Gangran, 4
15.11.03 Cl - PIS, MTR oT gramnegative Sepsis 5
16.11.03 Cl - PIS, MTR, CIP oT 6
17.11.03 Cl K-ll, a, kw |R T, KS PIS, MTR, CIP oT Nachweis Klon II 7
18.11.03 Cl - PIS, MTR, CIP oT 8
19.11.03 Cl - PIS, CIP oT 9
20.11.03 Cl K-ll, a TR W PIS, CIP, CLI oT 10
21.11.03 Cl kw KS PIS, CIP, CLI oT 11
22.11.03 Cl - PIS, CLI oT 12
23.11.03 Cl - PIS, CLI oT 13
24.11.03 Cl K-ll, a T,R CLI oT 14
25.11.03 Cl a w CLI oT 15
26.11.03 Cl - MER oT 16
27.11.03 Cl K-ll, a T, R, W, KS, ZVK U, SK MER oT 17
28.11.03 Cl K-ll, a w MER oT 18
29.11.03 Cl - MER oT 19
30.11.03 Cl - MER oT 20
01.12.03 Al K-ll, a R MER - Kohorteniso Al 21
02.12.03 Al - MER, LEV, AMK - 22
03.12.03 Al K-ll, a w MER, AMK - 23
04.12.03 Al a R, N MER, AMK - kein Klon Il mehr in Abstri- | 24
05.12.03 Al - MER, AMK, CLI - chen 25
06.12.03 Al - MER, AMK, CLI - 26
07.12.03 Al - MER, AMK, CLI - 27
08.12.03 Al a W, R MER, AMK, CLI oT 28
09.12.03 Al - MER, AMK, CLI oT 29
10.12.03 Al - MER, AMK, CLI oT 30
11.12.03 Al - MER, AMK oT 31
12.12.03 Al a R,N MER, AMK oT 32
13.12.03 Al - MER, AMK oT 33
14.12.03 Al - MER, AMK oT 34
15.12.03 Al a, kw Stuhl: Klon 1I-B T,R,N, W, Thorax |MER, AMK oT Isolat S-12942 35
16.12.03 Al - MER, AMK oT Klon II-B im Stuhl 36
17.12.03 Al kw Thorax MER, AMK oT 37
18.12.03 Al a, kw T,R N MER, AMK oT 38
19.12.03 Al kw SK MER, AMK - 39
20.12.03 Al a W MER, AMK - 40
21.12.03 Al - MER, AMK - 41
22.12.03 Al a R, N MER, AMK - 42
23.12.03 Al - MER, AMK - 43
24.12.03 Al - MER, AMK - 44
25.12.03 Al - MER, AMK - 45
26.12.03 Al - MER, AMK - 46
27.12.03 Al - Stuhl: Klon 1I-B MER, AMK - Isolat S-12947 47
28.12.03 Al - MER, AMK - 48
29.12.03 Al - MER, AMK - 49
30.12.03 Al - MER, AMK - nach CNS: 50
31.12.03 | CNS - - weiter kolonisiert mit Klon 51
01.01.04 | CNS - - 11-B, keine Antibiose 52
02.01.04 | CNS - Stuhl: Klon 1I-B - Isolat S-0005 53
03.01.04 | CNS - - 54
04.01.04 | CNS - - 55
05.01.04 | CNS - Stuhl: Klon 1I-B - Isolat S-0032 56
06.01.04 | CNS - Stuhl: Klon 1I-B - Isolat S-0061 57
07.01.04 | CNS - - Verlegung nach ext KKH 58
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Tab. 7.8: Datentabelle des Patienten CI-27

Datum | Station né'gr:l?':?;zg' m“gtalt((i:)lslll Material ohne Kilon Il Antibiotika :ﬁ?‘; Bemerkungen Tag
24.11.03 Cl - CXM OT |Aufnahme von CNS 1
25.11.03 Cl - CXM OT  |post-OP 2
26.11.03 [o]] - CXM, AMS - (Bronchial-Karzinom) 3
27.11.03 Cl K-Il R AMS - Klebsiellen-Pneumonie, 4
28.11.03 Cl K-l BS PIS, LEV - Nachweis Klon II 5
29.11.03 Cl - PIS, LEV - 6
30.11.03 Cl - PIS, LEV - 7
01.12.03 Cl K-Il R MER, AMK, LEV oT 8
02.12.03 Cl - MER, AMK, LEV oT 9
03.12.03 Al - MER, AMK OT _ |Kohorteniso Al 10
04.12.03 Al K-l a R T,N MER, AMK oT 11
05.12.03 Al - MER, AMK, CIP oT 12
06.12.03 Al - MER, AMK, CIP oT 13
07.12.03 Al - MER, AMK, CIP oT 14
08.12.03 Al a T, RN MER, AMK, CIP OT  |kein Klon Il mehr in 15
09.12.03 Al - MER TK  |Abstrichen 16
10.12.03 Al kw ZVK MER, AMK, CRO TK 17
11.12.03 Al a, kw T, RN MER, AMK, CRO TK 18
12.12.03 Al - MER, AMK, CRO TK 19
13.12.03 Al - MER, AMK, CRO TK 20
14.12.03 Al - MER, AMK, CRO TK 21
15.12.03 Al a, kw T, RN MER, AMK, CRO TK 22
16.12.03 Al kw Stuhl MER, AMK, CRO TK _|kein Klon Il im Stuhl 23
17.12.03 Al - MER, AMK, CRO TK 24
18.12.03 Al a, kw Stuhl, T, R, N MER, AMK, CRO TK _|kein Klon Il im Stuhl 25
19.12.03 Al - MER, AMK, CRO - 26
20.12.03 Al - MER, AMK - 27
21.12.03 Al - MER, AMK - 28
22.12.03 Al - MER - 29
23.12.03 Al - MER - 30
24.12.03 Al - MER - 31
25.12.03 Al - MER - 32
26.12.03 Al - MER - 33
27.12.03 Al - MER - 34
28.12.03 Al - MER - 35
29.12.03 Al - MER - nach CNS 36
30.12.03 | CNS - Stuhl - kein Klon Il im Stuhl 37
31.12.03 | CNS - - 38
01.01.04 | CNS - - 39
02.01.04 | CNS - - 40
03.01.04 | CNS - - 41
04.01.04 | CNS - - 42
05.01.04 | CNS - Stuhl: Klon II-A - Isolat S-0060 43
06.01.04 | CNS - - Klon II-A im Stuhl 44
07.01.04 CNS - - Entlassung 45
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