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Zusammenfassung

Hintergrund

Multiresistente Gram-negative Bakterien, die Extended-Spectrum -Lactamases (ESBLs)
produzieren, sind ein immer grofRer werdendes Problem in der Human- und Tiermedizin.
Diese Studie konzentrierte sich auf die vergleichende molekulare Charakterisierung von
B-Laktamase- und ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae-Isolaten aus Mittelhessen. Die
untersuchten lIsolate stammten von Menschen, Heimtieren (Hunde und Katzen), Pferden

und Nutztieren (Rinder und Schweine).

Methoden

Der phanotypische Nachweis der ESBL-Produktion wurde durch den Double Disc Synergie
Test (DDST) und Anfertigung eines Antibiogramms erbracht. Die initiale Charakterisierung
der Resistenzgene blarem, blasyy und blacrx.wm erfolgte durch PCR mit anschlieRender
Sequenzierung der Amplikons. Weitere genotypische Tests wurden durchgefiihrt, um
Plasmid-mediated Quinolone Resistance.(PMQR)-Gene (gnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, qepA,
aac(6')-lb-cr) sowie die [B-Laktamasegene blaoxa: und blaoxass zu identifizieren.
Escherichia coli-Isolate wurden den phylogenetischen Gruppen A, B1l, B2 und D unter
Verwendung eines PCR-basierten Typisierungsschemas zugeordnet. Eine Auswahl CTX-M-1-
und CTX-M-15-positiver E. coli-Human- (10 Isolate) und -Heimtierisolate (10 Isolate) wurde
hinsichtlich ihrer Resistenz- und Virulenzeigenschaften eingehender charakterisiert. Neben
der Erstellung eines Plamidprofils (Anzahl, GroRe, kodierte Resistenzgene, Inc-Gruppen)
wurde eine Genomsequenzierung mit anschlieBender Untersuchung auf Virulenzgene
durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die Virulenz dieser Isolate mit Hilfe des Modellorganismus

Galleria mellonella Giberpruft.

Ergebnisse

Die am haufigsten gefundenen multiresistenten Bakterienspezies in dieser Studie waren
E. coli (73,8 %), gefolgt von Klebsiella pneumoniae (17,7 %) und Enterobacter cloacae (4,4 %).
Die Untersuchung der phylogenetischen E. coli-Gruppen ergab, dass die Gruppe B2 unter
den Tierisolaten im Vergleich zu den Humanisolaten unterreprasentiert war. Es wurden
mittels PCR und Amplikonsequenzierung 153 (83,6 %) der Humanisolate (n = 183) und 187

(90,3 %) der tierischen Isolate (n = 207) als ESBL-Produzenten bestatigt. Die vorherrschenden
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ESBL-Subtypen waren CTX-M-15 (49,5 % aller 390 Enterobacteriaceae-lsolate) und CTX-M-1
(25,4 %). Der Subtyp blacrem2 wurde fast ausschlieBlich in Pferde- und nicht in
Humanisolaten gefunden. Die Carbapenemase OXA-48 wurde in 23 Ertapenem-resistenten
Tierisolaten nachgewiesen. Das aac('6)-1b-cr-Gen war das am haufigsten identifizierte PMQR-
Antibiotikaresistenz-Gen. Es war in 27,9 % der Humanisolate und 35,5 % der Tierisolate
vorhanden. Kombinationen von 2 bis zu 6 verschiedenen Resistenzgenen (Penicillinasen,
ESBLs und PMQRs) wurden in 70 % aller untersuchten Isolate nachgewiesen. Plasmide
wurden bei 95% der 20 eingehender charakterisierten Isolate nachgewiesen und den
Inc-Gruppen FIA, FIB, FIC, Fll, 11 und N zugeordnet. Dabei war das Vorkommen von IncN auf
die Humanisolate beschrankt. Insgesamt konnten in den untersuchten Plasmidsequenzen 8
verschiedene Resistenzgenklassen detektiert und eine Assoziation zwischen den Genen
blacrx.m-15, blaoxa1 und aac ('6)-1b-cr festgestellt werden. Zwolf der 20 Isolate konnten als
extraintestinal-pathogene E. coli (EXPEC) klassifiziert werden, wobei eine Kumulation von
Virulenz- und Virulenz-assoziierten Faktoren bei den phylogenetischen Gruppen B2 und D
(durchschnittlich 20 Gene) zu beobachten war. Statistisch konnte die Prdsenz eines
Toxingens, der Genkombination sitA/iuca/iss und der Gene IpfA und traJ als Risikofaktoren
fur das Versterben der mit diesen Bakterien infizierten G. mellonella-Larven identifiziert

werden.

Schlussfolgerungen

Obwohl Isolate von Mensch, Haustieren, Pferden und Nutztieren mehrere Merkmale in
Bezug auf Vorhandensein von ESBL- und PMQR-Gene teilen, bleibt die Beurteilung
hinsichtlich einer Ubertragung von ESBL-kodierenden Enterobacteriacae zwischen Menschen
und Tieren schwierig. Zwar wurden in beiden Populationen die gleichen Resistenzgene in
ahnlicher Haufigkeit identifiziert und auch die untersuchten Plasmide zeigen dhnliche Inc-
Typen. Allerdings wurden keine identischen Plasmide zwischen Mensch und Tier gefunden
und die Untersuchung der Plasmid-kodierten Resistenzgene ergab bei allen untersuchten
Isolaten ein individuelles Resistenzgenmuster. Daher muss davon ausgegangen werden, dass
in beiden Populationen zwar die gleichen Resistenzgene gefunden werden, aber die Trager
dieser Gene (Bakterienstimme und Plasmide) in der Human- und Tierpopulation und auch

untereinander verschieden sind.



Summary

Background

Multiresistant Gram-negative bacteria producing extended-spectrum-B-lactamases (ESBLs)
are an emerging problem in human and veterinary medicine. This study focused on
comparative  molecular characterization of B-lactamase and  ESBL-producing
Enterobacteriaceae isolates from central Hesse in Germany. lIsolates originated from

humans, companion animals (dogs and cats), horses and farm animals (cattle und pigs).

Methods

Phenotypic detection of ESBL-producers was performed by double disc synergy test (DDST)
and antimicrobial susceptibility testing. Initial molecular characterization of resistance genes
blareym, blasyy and blacry.n was done by PCR and subsequent sequencing of the amplicons.
Additional genotypic testing was performed to identify plasmid-mediated quinolone
resistance (PMQR) genes (gnrA, qnrB, gqnrC, qnrD, gnrS, gepA, aac(6’)-1b-cr), blaoxa.1 and
blaoxa.as. Escherichia coli isolates were assigned to phylogenetic groups A, B1, B2 and D using
a PCR-based typing scheme. A selection of CTX-M-1 and CTX-M-15 positive human (10
isolates) and companion animal (10 isolates) E. coli isolates was characterized in terms of
their virulence and plasmid characteristics. Besides generation of plasmid profiles (number,
size, encoded resistance genes, Inc-groups) whole genome sequencing was performed,
followed by screening for virulence genes. In addition, the virulence was investigated using

the model organism Galleria mellonella.

Results

The most frequently identified species in this study was E. coli (73.8 %), followed by
Klebsiella pneumoniae (17.7 %), and Enterobacter cloacae (4.4 %). Detailed investigation of
E. coli phylogenetic groups revealed an underrepresentation of group B2 within the animal
isolates in comparison to the human isolates. In this study 153 (83.6 %) of the human
isolates (n=183) and 187 (90.3 %) of the animal isolates (n=207) were confirmed as
ESBL-producers by PCR and subsequent sequencing of the PCR amplicons. Predominant ESBL
subtypes in human and animal samples were CTX-M-15 (49.5 %) and CTX-M-1 (25.4 %)
respectively. Subtype blactx.m-2 was found almost exclusively in equine and was absent from

human isolates. The carbapenemase OXA-48 was detected in 23 Ertapenem-resistant animal
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isolates in this study. The aac(‘6)-lb-cr gene was the most frequently detected PMQR
antibiotic resistance gene present in 27,9 % of the human isolates and 35,5 % of the animal
isolates. Combinations of 2 up to 6 different resistance genes (penicillinases, ESBLs and
PMQR) were detected in 70% of all isolates investigated. Plasmids were present in 95 % of
the in depth characterized isolates (n = 20) and the Inc groups FIA FIB FIC, FII, 11 and N were
detected. Occurrence of IncN was limited to the human isolates. Eight different resistance
gene classes were identified on the investigated plasmid-associated sequences and an
association of the genes blacrx.m.1s, blaoxa.1 und aac ('6)-1b-cr discovered. Twelve isolates out
of 20 were classified as extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC), with an accumulation of
virulence and virulence-associated factors among phylogenetic groups B2 and D (average of
20 genes). A statistical analysis was able to identify the presence of a toxin gene, the gene
combination sitA/iuca/iss and the genes IpfA and traJ as risk factors for decreased

survivalrates of G. mellonella larvae.

Conclusions

Although isolates from humans, pets, horses and livestock share several characteristics
regarding presence of ESBL and PMQR genes, the assessment in terms of transmission of
ESBL-encoding Enterobacteriacae between humans and animals remains difficult. The same
resistance genes were identified in similar frequency in both populations and the
investigated plasmids show similar Inc types. However, no identical plasmids between
humans and animals have been found and the study of plasmid-encoded resistance genes
revealed an individual resistance gene pattern for all examined isolates. It must therefore be
assumed that, despite the same resistance genes are found in both populations, the carrier
of these genes (bacterial strains and plasmids) are different in animal and human

populations, and also differ from each other.
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Einleitung

1 Einleitung

Mit der Entdeckung des Penicillins 1928 durch Alexander Flemming begann der weltweite
Siegeszug der Antibiotika. Seit diesem Zeitpunkt sind sie wichtige und unersetzbare
Werkzeuge zur Bekampfung bakterieller Infektionskrankheiten bei Mensch und Tier. Leider
haben diese Wirkstoffe durch die Zunahme von Antibiotikaresistenzen viel von ihrer
Effektivitdit eingeblBRt. Wahrend in der Human- und Veterindrmedizin zunéachst
multiresistente Gram-positive Infektionserreger wie Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) und Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) grofRe Aufmerksamkeit
erregten, verschiebt sich der Fokus in den letzten Jahren immer starker in Richtung Gram-
negativer Erreger mit Resistenzen gegen B-Laktame und andere wichtige
Antibiotikagruppen, vor allem Aminoglykoside und Fluorochinolone. Treibende Kraft in
dieser bedenklichen Entwicklung ist der durch die Anwendung der Wirkstoffe ausgeibte
Selektionsdruck, welcher der Ausbreitung bereits resistenter Erreger bzw. der fiir die
Resistenz verantwortlichen Gene Vorschub leistet. Ungefahr seit dem Jahr 2000 steigen die
Nachweisraten fiir B-Laktamase-produzierende Enterobacteriacae-Isolate weltweit rasch an
(Coque et al., 2008a). GroBe Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang den
Extended-Spectrum  B-Lactamases-(ESBL)-bildenden Stammen zu, die meist der
Bakteriengattung Klebsiella und der Spezies Escherichia coli, angehoren. ESBLs sind
bakterielle Enyzme, die in der Lage sind Penicilline, Cephalosporine (1. - 3. Generation) und
Monobaktame zu hydrolysieren. Allerdings sind sie nicht aktiv gegen Cephamycine und
Carbapeneme und werden Ublicherweise von B-Laktamase-Inhibitoren wie Clavulansaure
gehemmt (Bush und Jacoby, 2010). Von den inzwischen ungefdahr 1.000 beschriebenen
bakteriellen B Laktamasen sind mehr als die Halfte als ESBL einzustufen (Lahey Clinic, 2014).
Die dabei am starksten vertretenen ESBL-Typen gehoren den B-Laktamase-Typen TEM, SHV
und CTX-M an. Dabei ist der bei E.coli primadr identifizierte ESBL-Typ die CTX-M-Typ-
B-Laktamase. Je nach Region, Land und Institution (Klinik, Krankenhaus) ist die
Haufigkeitsverteilung der gefunden ESBL-Subtypen unterschiedlich. Der ESBL-B-Laktamase
CTX-M-15 kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu, da sie sich wahrend der letzten
Jahre sogar pandemisch ausgebreitet hat (Livermore et al., 2006). |hre Verbreitung spiegelt
insbesondere auch die Ausbreitung des hochvirulenten E. coli-Stammes B2-ST131-025:H4
wider, der das Gen fiir die CTX-M-15-ESBL besitzt (Nicolas-Chanoine et al., 2007). Wenn auch

ESBL-bildende Bakterien als Erreger nosokomialer Infektionen besonders haufig in
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Erscheinung treten, ist ihr Vorkommen nicht auf Krankenhduser und Kliniken beschrankt.
Vielmehr werden sie auch bei ambulant behandelten Patienten sowie bei gesunden
Personen der Normalbevolkerung gefunden, wobei es sich vor allem im letztgenannten Fall
meist um eine reine Besiedelung mit ESBL-Produzenten handelt (Valenza et al., 2014).
AulRerdem konnten ESBL-bildende Bakterien wiederholt auch in Proben von Haus- (Nutz-
und Heimtiere) und Wildtieren (Hordijk et al., 2013), sowie in Umweltproben nachgewiesen
werden (Guenther et al., 2011; Tamang et al., 2013). Ungefahr zeitgleich mit der Expansion
von ESBL-bildenden Bakterien breiteten sich auch bakterielle Infektionserreger mit der
sogenannten Plasmid-mediated  Quinolone Resistance (PMQR; Plasmid-kodierte
Chinolonresistenz) aus (Corkill, 2005; Yang et al., 2013). Diese Entwicklung wurde
hochstwahrscheinlich durch den vermehrten Einsatz von Fluorchinolonen zur Behandlung
bei Infektionen mit B-Laktam-resistenten Erregern beglinstigt (Zhanel et al., 2002). Infolge
der Co-Selektion der verantwortlichen Resistenzgene zeigen viele ESBL- und PMQR-
produzierende Erreger zusatzlich zur B-Laktam- und Fluorchinolonresistenz auch Resistenz
gegen Aminoglykoside und Sulfonamide (Coque et al, 2008b). Die fir diese
Resistenzphdnotypen kodierenden Gene sind héaufig Bestandteil mobiler genetischer
Elemente, wie z.B. Plasmiden, sodass sie innerhalb von Bakterienpopulationen (iber
horizontalen Gentransfer vergleichsweise rasch verteilt werden kénnen. Die vom European
Antimicrobial  Resistance  Surveillance  Network (EARS-Net) vorgestellten Daten
unterstreichen diesen gefahrlichen Trend. So war die Mehrheit der in 2012 vom EARS-Net in
Europa erfassten E. coli- und K. pneumoniae-lsolate gegen mindestens ein Antibiotikum
unter Beobachtung (Fluorchinolone, B-Laktame oder Aminoglykoside) resistent. Zusatzlich
traten hadufig bei ein und demselben Bakterienstamm Resistenzen gegen verschiedene
Wirkstoffklassen (Mehrfachresistenzen) auf. Dieser Entwicklung kann nur durch Begrenzung
der Ausbreitung resistenter Erreger und die Vermeidung eines einseitigen Selektionsdrucks
Einhalt geboten werden. Eine wichtige Rolle kommt in diesem Zusammenhang dem
One Health-Konzept zu, welches interdisziplindre Zusammenarbeit und Kommunikation in
allen Aspekten der Gesundheitsversorgung fiir Mensch und Tier fordert (Bidaisee und
Macpherson, 2014). Die Problematik der Entstehung und Ausbreitung resistenter Erreger
betrifft alle oben genannten Bereiche und die Entwicklung einer gemeinsamen Strategie ist

dringend erforderlich. Wenn nicht, dann droht uns eine post-antibiotische Ara (WHO, 2014).
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2 Literaturiibersicht

2.1 Die Familie der Enterobacteriaceae

Eines der bedeutendsten bakteriellen Taxons in der Medizin und Veterindarmedizin ist die
Familie Enterobacteriaceae. Mitglieder dieser Familie sind Gram-negative, meist bewegliche
und fakultativ anaerobe Stabchenbakterien. Das natiirliche Habitat vieler Vertreter ist der
Magen-Darmtrakt von Mensch und Wirbeltier. Der Familie Enterobacteriaceae gehoren
Gattungen und Arten an, die definierte Krankheiten mit eindeutiger klinischer Symptomatik
verursachen wie z. B. Typhus, Ruhr und Pest (Kayser, 2010).

Allerdings zahlen auch viele Opportunisten und fakultativ pathogene Erreger zu dieser
Familie. Sie sind oftmals Ursache von infektiésen Faktorenkrankheiten und nosokomialen
Infektionskrankheiten (z. B. infektiose Harnwegserkrankungen, Wundinfektionen, Sepsis).
Die Taxonomie der Enterobacteriaceae ist in den letzten Jahren mehrfach verandert und
korrigiert worden und darf bis heute nicht als abgeschlossen betrachtet werden. Die Familie
Enterobacteriaceae umfasst zurzeit mehr als 100 Gattungen und Spezies (Neumeister, 2009).
Laktose-positive  Enterobacteriaceae  werden in die Gruppe der Coliformen
Enterobacteriaceae gezahlt, wohingegen Salmonellen und Shigellen in der Regel
Laktose-negativ sind. Viele Bakterien dieser Familie sind auf einfachen Nahrmedien z. B.
Luria Bertani-(LB)-Agar gut anzuziichten. Ihre mittlere Generationszeit betragt 20 bis 30 min.
Ein im Rahmen der medizinischen/veterinarmedizinischen Routinediagnostik bewahrtes
Selektions- und Differenzierungnahrmedum fiir Enterobacteriaceae ist der MacConkey-Agar,
der das Wachstum vieler Gram-positiver Bakterien unterdriickt und bei den anziichtbaren
Keimen deren Laktoseabbau anzeigt (Rolle und Mayr, 2007; Neumeister, 2009).

Bei vielen Enterobacteriaceae hat die Feindifferenzierung innerhalb einer Spezies oder
Subspezies grofle Bedeutung erlangt, da es gerade bei weit verbreiteten Bakterien nur auf
diese Weise gelingt, epidemiologische Zusammenhange zu erkennen. Eines der altesten
Feindifferenzierungsverfahren ist die Serotypisierung, bei der anhand von Antigen — meist
Oberflachenantigenen — verschiedene Serovare unterschieden werden. Taxonomisch
wichtige Antigene bei Enterobacteriaceae sind O-, H-, K- und F-Antigene. Das biochemische
Substrat der O-Antigene sind die Polysaccharid-Seitenketten des Lipopolysaccharid-Molekiils
in der &uleren Membran der Zellwand der Gram-negativen Bakterien. Die

GeilSelschaftproteine werden als H-Antigene bezeichnet, wadhrend es sich bei den
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F-Antigenen um die Strukturproteine bakterieller Fimbrien handelt. Die K-Antigene sind
lineare Polymere aus sauren Polysacchariden, die der dufleren Membran in Form einer mehr
oder weniger dicken und unterschiedlich mit Wasser angereicherten Kapsel aufgelagert sind.
Bei den Enterobacteriaceae sind heute viele Faktoren bekannt, die fir die Pathogenitat der
einzelnen pathogenen Spezies bzw. fir die Virulenz der einzelnen Stammen verantwortlich
sind. Zu erwahnen sind u.a. Adhasine, Invasine, Enterotoxine, Zytotoxine, Effektoren des
Typ-lll-Sekretionssystems, Endotoxin (Lipid A) und Siderophore (Rolle und Mayr, 2007;
Neumeister, 2009). Da E. coli und K. pneumoniae die mit Abstand am haufigsten vertretene

Spezies in dieser Ph. D.-Thesis waren, werden sie im Folgenden eingehender beschrieben.

2.1.1 Escherichica coli

E. coli ist eine sehr heterogene Spezies, die zahlreiche medizinisch/veterinarmedizinisch
unterschiedlich bedeutsame Varianten umfasst (Rolle und Mayr, 2007; Kayser, 2010). Die
geraden Stdbchen sind peritrich begeiBelt und in der Regel Laktose-positiv (Kayser, 2010).
Neben kommensalischen Dickdarmbewohnern gibt es bei E.coli obligat pathogene
Varianten, die nach der Lokalisation der von ihnen verursachten Infektionskrankheit weiter
in intestinal pathogene E. coli (InPEC) und extraintestinal pathogene (EXPEC) differenziert
werden (Neumeister, 2009). In beiden Gruppen kann man weiter verschiedene Pathovare
unterscheiden, die jeweils anhand bestimmter Virulenzfaktoren oder Virulenzfaktor-
Kombinationen zu identifizieren sind. Die entsprechenden Gene sind haufig auf mobilen
Elementen z. B. Plasmiden oder Prophagen zu finden (Kaper et al., 2004).

E. coli-Darmerkrankungen werden vor allem von Stammen der Pathovare EPEC, ETEC, EIEC,
EHEC, EAEC und DAEC verursacht. EPEC (Enteropathogene E. coli) verursachen Diarrhoe bei
Sauglingen und Jungtieren. Charakteristisch sind die von ihnen verursachten Attaching-and-
effacing-(AE)-Lasionen an den Darmepithelzellen. Alle EPEC besitzen die Pathogenitatsinsel
LEE (Locus of enterocyte effacement), auf der die fiir die Auslosung der AE-Lasion wichtigsten
Proteine kodiert sind (Nataro et al., 1998). ETEC (Enterotoxische E. coli) besiedeln mit ihren
afimbrialen und fimbrialen Adhasinen den Dinndarm empfanglicher Wirtsspezies und
sezernieren hitzestabile und hitzelabile Enterotoxine. Diese verursachen beim Menschen ein
cholera-dhnliches Krankheitsbild, das haufig bei Reisenden in Drittweltlander zu beobachten
ist (Reisediarrhoe) (Daniels, 2005). Bei Rindern, Schweinen und anderen Tierarten treten

tierartlich spezifische ETEC-Stamme auf, die vor allem bei Neugeborenen und Jungtieren
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schwere, wassrige Durchfalle verursachen (Rolle und Mayr, 2007). Die Colidiarrhoe der Saug-
und Absetzferkel ist eine in Deutschland und anderen Landern mit intensiver
Schweinehaltung hdufige ETEC-bedingte Krankheit (Alexander, 1994). EIEC (Enteroinvasive
E. coli) l6sen beim Menschen eine ruhrdhliche Erkrankung des Dickdarmes aus.
Tierpathogenitat ist bisher nicht bekannt (Rolle und Mayr, 2007; Kayser, 2010). Die EHEC
(Enterohamorrhagische E. coli) sind eine im Wirtssystem Mensch hochvirulente Untergruppe
der sog. Shigatoxin-bildenden E. coli (Synonyme: STEC; Verotoxin-bildende E. coli, VTEC).
EHEC bilden eines oder mehrere Shigatoxine und sind beim Menschen das atiologische
Agens der hamorrhagischen Kolitis (HK). Eine geflirchtete EHEC-(Folge)erkrankung ist das
hamolytisch uramische Syndrom (HUS) (Nataro et al., 1998). Eine andere, an das Schwein
angepasste Untergruppe der STEC |6st bei jungen Schweinen die oft tddlich verlaufende
Odemkrankheit aus (edema disease E. coli, EDEC)(Imberechts et al., 1992). Die EAEC
(Enteroaggregative E. coli) heften sich mit spezifischen Fimbrien an die Darmmukosa fest
und l6sen bei betroffenen Personen eine sekretorische Diarrhoe aus (Kaper et al., 2004).
Erkrankungen bei Tieren sind bisher nicht beobachtet worden (Beutin, 1999). Diffus
adhdrente E. coli (DAEC) werden bei durchfallkranken Menschen aus Stuhlproben haufig
isoliert und tragen spezifische Fimbrien. Toxinbildung und Tierpathogenitat sind bei diesem
Pathovar nicht bekannt.

Extraintestinale E. coli-Infektionen entstehen dann, wenn E. coli-Bakterien auRerhalb des
Darmes vermehrungsfreundliche Bedingungen vorfinden. Haufig betroffen sind der
Urogenitaltrakt und die Milchdriise, es kommen aber auch septikdmische Erkrankungen vor
(Johnson et al., 2003). Nur in einigen Fallen sind spezifische E. coli-Varianten oder sogar
Pathovare als Ursache dieser extraintestinalen Infektionen und Krankheitsmanifestationen
identifiziert. Hierzu gehoren die uropathogenen E. coli (UPEC), die durch Virulenzfaktoren
wie P-Fimbrien, Hamolysin und den zytotoxisch nekrotisierenden Faktor (CNF)
gekennzeichnet sind (Kaper et al., 2004). Andere E. coli-Stamme sind immer wieder Ausloser
von Meningitis und Sepsis bei menschlichen Neugeborenen, weshalb sie zum Pathovar
NMEC (Neonatale Meningitis-E. coli) gezadhlt werden (Gaschignard et al., 2012). In der
Tiermedizin sind neben UPEC vor allem die APEC (Avian Pathogenic E. coli) von Bedeutung,
welche das atiologische Agens der Coliseptikimie des Geflligels reprasentieren (Dho-Moulin
und Fairbrother, 1999).

Die Spezies E. coli kann phylogenetisch in die Gruppen A, B1, B2 und D eingeteilt werden.

Diese Einteilung beruht auf der Anwesenheit oder dem Fehlen bestimmter
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Stoffwechselenzyme (Selander et al., 1986). Die Gruppen A und B1 werden als
Schwestergruppen betrachtet wahrend einige Autoren die Gruppe B2 als Stammlinie von
E. coli bezeichnen (Lecointre et al., 1998). Die 4 Gruppen unterscheiden sich voneinander
auch in phanotypischen Eigenschaften, wie ihrer Fahigkeit, bestimmte Zucker zu
verstoffwechseln, und ihren Antibiotika-Resistenzprofilen (Gordon, 2004). Die GenomgroRe
der Gruppen ist ebenfalls verschieden. So haben Stamme der Gruppen A und B1 kleinere
Genome als B2- oder D-Stamme (Clermont et al., 2013). Unterschiede bestehen auch
bezuglich ihrer 6kologischen Nischen und ihrer Virulenz sowie in der Verteilung von Genen
und Genkombinationen, die mit der Erzeugung von extraintestinalen Infektion assoziiert sind
(Clermont et al., 2013). Die meisten kommensalen E. coli-Stamme gehoren der
phylogenetischen Gruppe A an, wohingegen extraintestinal pathogene Stamme
typischerweise den Gruppen B2 und D zugeordnet werden. AuRerdem kodieren B2- und D-
Stamme in den meisten Fallen fur deutlich mehr Virulenzfaktoren als Stamme der Gruppe A
oder B1 (Clermont et al., 2000). Wenigstens zwei Studien deuten darauf hin, dass manche
phylogenetische Gruppen bei bestimmten Probenmaterialien und Infektionen haufiger
vorkommen als bei anderen (Yong et al., 2009, Stolle et al., 2013). Yong et al. konnten z. B.
eine Haufung der Gruppe B2 unter den E. coli-Isolaten aus menschlichem Urin nachweisen
(Yong et al., 2009).

Mit der Methode des Multilocus Sequence Typing (Multilocus-Sequenztypisierung; MLST) ist
heute eine Differenzierung von E. coli-Bakterien méglich, die phylogenetische Unterschiede
viel feiner aufzuléosen vermag als die oben genannte Differenzierung anhand der
Enzymausstattung. Bei diesem Verfahren werden die Isolate anhand der DNA-Sequenzen
von internen Abschnitten in 7 hochkonservierten, chromosomalen Genen des
Basisstoffwechsels, sogenannten Housekeeping-Genen, klassifiziert. Fir E. coli sind das die
Housekeeping-Gene adk (Adenylat-Kinase), fumC (Fumarat-Hydratase), gyrB (DNA-Gyrase),
icd  (Isocitrat/Isopropylmalat-Dehydrogenase), mdh (Malat-Dehydrogenase), purA
(Adenylosuccinat-Dehydrogenase) und recA (ATP/GTP Binding Motif). Die beim MLST
analysierten Sequenzabschnitte haben im Durchschnitt eine Grofle von 500 Basenpaaren.
Von jedem Gen gibt es viele verschiedene Allele innerhalb der Spezies. Die bei einem Isolat
an den fraglichen 7 Genloci konkret vorhandene Allel-Kombination, ergibt den sogenannten
Sequenztyp (ST), zu dem dieses Isolat gehort. Mehrer STs kénnen wiederum bestimmten ST-
Clustern (STC) zugeordnet werden. STCs sind Gruppen von nahe verwandteten STs, die

vermutlich urspriinglich aus einem einzigen Isolat bzw. ST hervorgegangen sind. Mit dem
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MLST koénnen lIsolate unterschiedlicher Herkunft hinsichtlich ihrer Verwandschaft und
dadurch epidemiologische Fragen (z.B. Epidemien, Infektketten, Ansteckungsquellen,

Erregerreservoire) beantwortet werden (Wirth et al., 2006).

2.1.2 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae gehort zu den Opportunisten innerhalb der Familie Enterobacteriaceae. Sie
sind unbeweglich und viele Stamme konnen eine Polysaccharidkapsel ausbilden.
K. pneumoniae ist ubigitdir (Erdboden, Gewadsser, Vegetation) verbreitet. Als
Krankheitserreger sind beim Menschen die drei K. pneumoniae-Subspezies pneumoniae
ozaeneae und rhinoscleromatis bedeutend. Diese weisen nur geringes pathogenes Potential
auf und verursachen Infektionen und Erkrankungen nur bei entsprechend disponierten
Patienten, beispielsweise bei Individuen mit schweren, das Immunabwehr
beeintrachtigenden Grunderkrankungen. Alle drei K. pneumoniae-Subspezies treten
heutzutage in der Humanmedizin als Erreger nosokomialer Infektionen wie Wund- und
Harnwegsinfekten, Peumonien und Sepsen haufig in Erscheinung. Kapselbildung, Endotoxin,
Adhéasionsantigene und Enterotoxine sind haufige Virulenzfaktoren. In der Tiermedizin ist
nur K. pneumoniae ssp. pneumoniae von vorrangiger Bedeutung, da dieser Erreger bei
Equiden entziindliche Genitalerkrankungen wie Endometritis, Cervicitis und Vaginitis auslost,
die bis zum Abort fihren kdnnen. Bei Rindern ist K. pneumoniae als Ursache fir Mastitiden
bekannt wahrend sie bei Hunden entziindliche Harnwegsinfekte verursachen kdnnen

(Kayser, 2010; Rolle und Mayr, 2007).

2.2 Antibiotika

Antibiotika (von griech. avti- anti- ,anstelle, gegen”“ und Biog bios ,Leben”) sind von Pilzen
und Bakterien auf natlrlichem Weg produzierte oder im Labor synthetisch bzw.
halbsynthetisch hergestellte Wirkstoffe, die in der Lage sind das Wachstum von
prokaryonten Mikroorganismen zu hemmen oder diese abzutdéten. Aus diesem Grund
werden sie in der Human- und Tiermedizin zur Behandlung von bakteriellen
Infektionserkrankungen angewendet. Hinsichtlich ihrer Wirkungsweise lassen sich zwei
Wirkungstypen unterscheiden. Bei einem bakteriostatischen Wirkstoff werden die Bakterien
in ihrer Vermehrung behindert, aber nicht abgetdtet. Ein Wirkstoff mit bakteriziden

Eigenschaften fihrt irreversibel zum Tod der Bakterien z. B. durch Lyse der Zellwand. In
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beiden Fillen haben die Wirkstoffe einen Ansatzpunkt in der zelluldren Struktur oder im
Stoffwechsel der Bakterien der in humanen bzw. tierischen Zellen nicht existiert oder dort
schlechter zuganglich oder weniger empfindlich ist (Forth und Aktories, 2005).

Je nach Wirkmechanismus bzw. Angriffsort unterscheidet man verschiedene
Antibiotikagruppen. Die folgenden Abschnitte sollen einen Uberblick iiber die wichtigsten
Gruppen vermitteln. Die B-Laktam-Antibiotika werden wegen ihrer Relevanz fiir die in dieser

Ph. D.-Thesis untersuchten Resistenzmechanismen intensiver besprochen.

2.2.1 B-Laktam-Antibiotika

Das gemeinsame Charakteristikum dieser Antibiotikagruppe ist der namensgebende
B-Laktamring in ihrer Molekularstruktur. Er ist das antibakteriell wirksame Zentrum, in dem
er durch Acylierung das aktive Zentrum der bakteriellen Peptidoglykansynthetasen
(Mureinsynthetasen) blockiert. Der Aufbau der bakteriellen Zellwand wird so blockiert.
Anhand weiterer Molekiilkomponenten des B-Laktamringes (u.a. Seitenketten) konnen
insgesamt 4 Wirkstoffklassen unterschieden werden: die Penicilline, die Cephalosporine, die
Monobactame und die Carbapeneme (Forth und Aktories, 2005).

Der  Grundstoff der Penicilline wird aus Kulturen des Schimmelpilzes
Penicillium notatum/chrysogenum gewonnen. Aus dem natirlichen Wirkstoff Penicillin G
lasst sich durch enzymatischen Abbau 6-Amino-Penicillansaure (6-APS) herstellen
(Abbildung 1). 6-APS dient dann als Ausgangsstoff der semisynthetischen Penicillin-Derivate.
Das von Cephalosporium acremonium gebildete Cephalosporin C ist Ausgangsstoff fir die
Cephalosporine. Durch Hydrolyse wird hier die 7-Amino-Cephalosporinsdure (7-ACS) erzeugt
(Abbildung 1). Sie dient als Basis zur Herstellung der therapeutisch eingesetzten
semisynthetischen Substanzen (Forth und Aktories, 2005).

Carbapeneme unterscheiden sich von den Penicillinen durch ein C-Atom an Stelle des
Schwefels in Position 1 und eine Doppelbindung im 5er-Ring.

Zusatzlich zu den Penicillinen und Cephalosporinen werden therapeutisch B-Laktamase-
Inhibitoren wie Clavulansadure oder Tazobactam angewendet. Sie besitzen zwar keine direkte
antibiotische Wirksamkeit, blockieren aber bestimmte bakterielle f-Laktamasen (Drawz und
Bonomo, 2010). Die monocyclischen Monobactame werden von Gram-negativen
Stdabchenbakterien wie Chromobacterium violaceum und Acetobacter sp. gebildet. Das

therapeutisch angewendete Aztreonam ist aber vollsynthetisch (Forth und Aktories, 2005).
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Carbapeneme und Monobactame sind in der Tiermedizin nicht zugelassen, da sie als
Reserveantibiotika in der Humanmedizin verwendet werden (Frey, 2002). Die

Grundstrukturen der B-Laktame sind in der Abbildung 1 abgebildet.
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Abbildung 1 Grundstrukturen therapeutisch eingesetzter B-Laktam-Verbindungen (Forth und
Aktories, 2005)

2.2.1.1 Pencilline

Die Gruppe der Penicilline lasst sich in Benzylpenicilline, Aminopenicilline, Isoazolylpenicilline
(Penicilline mit Penicillinase-Resistenz), Oralpenicilline und Acylaminopenicilline unterteilen.
Benzylpenicillin (Penicillin G) wird meist in Form seines Natriumsalzes eingesetzt. Sein
Wirkungsspektrum  umfasst  (iberwiegend  Gram-positive  Bakterien wie  z.B.
Staphylococcus aureus (Forth und Aktories, 2005).

Durch die Einfihrung von Aminoresten in der Benzylseitenkette wurde das
Wirkungsspektrum der Penicilline auf Gram-negative Keime ausgeweitet. Die sogenannten
Aminopenicilline zeigen Wirksamkeit gegen Salmonellen, E. coli, Proteus mirabilis und
Listerien. Allerdings sind sie nicht unempfindlich gegen Penicillinasen. Der Prototyp der
Gruppe ist das Ampicillin, welches wie das Amoxicillin zur Behandlung von Tieren,

heutzutage haufig verwendet wird (Mateus et al., 2011; Forth und Aktories, 2005).
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Der bekannteste Vertreter der Isoazolylpenicilline ist Oxacillin. Diese Gruppe ist gegen
B-Laktamase-produzierende Staphylokokken bis zu 250-fach besser wirksam als
Benzylpenicillin, da eine heterocyclische Seitenkette den Angriff der B-Laktamase auf den
B-Laktamring erschwert. In der Humanmedizin wird Flucloxacillin gegen Penicillinase-
bildende Staphylokokken eingesetzt. In der Tiermedizin sind die Wirkstoffe Oxa -, Cloxa- und
Dicloxacillin zur Behandlung von Mastitiden durch Gram-positive Kokken gebrauchlich.

Die nachfolgend beschriebenen Wirkstoffe werden fast nur in der Humanmedizin eingesetzt
und sind in der Tiermedizin, mit Ausnahme von Penicillin V, nicht zugelassen. Die Gruppe der
Oralpenicilline (Penicillin V, Propicillin, Acidocillin) wurde durch die Einflihrung einer
Sauerstoffbriicke in der Seitenkette saurefest. Die Carboxypenicilline Carbenicillin und
Ticarcillin sind nicht gegen Gram-positive Kokken wirksam (Frey, 2002).

Die wichtigsten Vertreter der Acylaminopenicilline sind Piperacillin, Azlocillin und Mezlocillin.
Sie sind sowohl wirksam gegen Gram-positive Erreger, als auch gegen Enterobacteriaceae

und Pasteurellen (Frey, 2002).

2.2.1.2 Cephalosporine

Urspriinglich basierten Cephalosporine auf Substanzen die von Cephalosporium acremonium
gewonnen wurden. Inzwischen wurden allerdings auch Wirkstoffe aus den Produkten von
Streptomyces-Arten oder auf der Basis von vollsynthestischen Substanzen entwickelt. Aus
klinisch-therapeutischer Sicht kénnen die Cephalosporine in parenteral zu verabreichende
Stoffe mit oder ohne B-Laktamasestabilitat und oral zu verabreichende Substanzen eingeteilt
werden. Pharmakologisch lassen sich die Cephalosporine nach ihrem in-vitro-
Wirkungsspektrum in 5 Generationen einteilen. Zu den Cephalosporinen der 1. Generation
zahlen die Wirkstoffe Cefalotin, Cefalexin, Cefazolin und Cefadroxil. Sie sind wirksam gegen
S. aureus (auch bei Penicillinresistenz), Streptokokken, E. coli, Klebsiella spp., Pasteurella und
Salmonellen. Intrinsische Resistenzen gegen diese Substanzen zeigen Pseudomonas und
Enterobacter spp.. Die Cephalosporine der 2. Generation wie Cefalozin, Cefuroxim und
Cefoxitin haben deutlich groRere Wirksamkeiten im Gram-negativen Bereich. Die Wirkstoffe
der 3. Generation (Ceftiofur, Ceftriaxon und Cefoperazon) decken ein breites Spektrum
Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien ab. Cephalosporine der 4. Generation wie das
Cefepim sind deutlich B-Laktamase stabiler und haben nur eine geringe Gram-positive

Wirksamkeit (Page, 2004; Frey, 2002). Ceftobiprol ist der bislang einzige zugelassene
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Wirkstoff der 5. Generation Cephalosporine, die auch als Anti-MRSA Cephalosporine
bezeichnet werden. Sie haben im Gegensatz zu den Cepahlosporinen der 1.und 2.
Generation eine deutlich verbesserte Wirksamkeit gegen Gram-positive Erreger,
insbesondere MRSA. lhre Wirkung gegen Gram-negative Errege ist vergleichbar mit der von
Cepahlosporinen der 3. Generation, einschlieBlich erhdhter Stabilitdit gegen viele

B-Laktamasen (Lovering et al., 2012).

2.2.2.3 Carbapeneme

Von allen B-Laktam-Antibiotika besitzen Carbapeneme das breiteste Wirkungsspektrum
gegen Gram-negative und Gram-positive Erreger. Der Aufbau der Carbapeneme ahnelt dem
der Penicilline, allerdings wurde Schwefel durch Kohlenstoff am C-1 ersetzt und eine
Doppelbindung zwischen C-2 und C-3 eingefiihrt. Eine Hydroxyethyl-Seitenkette am C-6
unterscheidet das erste Carbapenem Thienamycin radikal von Penicillinen und
Cephalosporinen, die dort eine Acylaminogruppe tragen. Diese Seitenkette ist entscheidend
flir die Natur der Carbapeneme und bedingt deren Wirksamkeit. Aus dem Naturstoff
Thienamycin, der in dem Bakterium Streptomyces cattleya entdeckt worden ist, wurden im
Laufe der Zeit mehrere Abkdmmlinge wie Imipenem und Panipenem entwickelt, die deutlich
stabiler in wassriger Losung sind. Imipenem war das erste Carbapenem, das fir die
Behandlung komplexer mikrobieller Infektionen eingesetzt werden konnte. Weitere heute
verfligbare Carbapeneme sind Meropenem, Ertapenem und Doripenem. l|hre grofte
Wirksamkeit zeigen sie gegen Erreger des Gram-negativen Spektrums (Papp-Wallace et al.,

2011).

2.2.2 Chinolon-Antibiotika

Chinolone gehoren der Gruppe der bakteriziden Antibiotika an. Urspriingliche
Ausgangssubstanz ist die heutzutage als Therapeutikum nicht mehr angewendete
Nalidixinsdure. Chinolone unterscheiden sich hinsichtlich ihres (Chinolon-)Grundgeriists und
insbesondere in ihren Substituenten. Die Gruppe der Fluorchinolone hat z. B. einen Fluor-
Substituenten der ihre Aktivitat gegen Bakterien deutlich verbessert. Das Ziel der Chinolone
sind die bakteriellen DNA-Topoisomerasen vom Typ Il (Gyrase) und vom Typ IV. Beide
Enzyme sind in die Spiralisierung der DNA involviert. Durch Einsatz eines Chinolonpraparates

wird die Spiralisierung der bakteriellen DNA verhindert, wodurch nach und nach die
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Chromosomenlange zunimmt. Daher kann die DNA nicht mehr richtig abgelesen und
vervielfdltigt werden, was letzten Endes zum Absterben der Bakterienzelle fiihrt. Die Gruppe
der Chinolone kann in 4 Substanzklassen mit unterschiedlichem Wirkungsspektrum (Gram-
negativ und Gram-positiv) eingeteilt werden. Typische Vertreter sind Ciprofloxacin,

Enrofloxacin und Levofloxacin (Frey, 2002; Forth und Aktories, 2005).

2.2.3 Makrolid-Antibiotika

Makrolide sind bakteriostatisch wirkende Antibiotika. Die Bezeichnung Makrolid ist eine
Kurzform und gilt eingentlich nur fiir das in allen Makrolidantibiotika vorhandene
Makrolidmolekiil. Dabei handelt es sich um ein Lacton mit 12-18 Gliedern, an das
verschiedene Zucker gebunden sind. Makrolidantibiotika hemmen die bakterielle
Proteinbiosynthese durch Anlagerung an die 50S-Untereinheit der Ribosomen. Dabei wird
die bakterielle Proteinsynthese durch Hemmung der Translokase verhindert. Durch diesen
Wirkmechanismus werden vor allem proliferierende Bakterien getroffen. Das
Erregerspektrum umfasst Gram-positive Kokken und Stabchen sowie Gram-negative Kokken.
Zu den Makroliden zahlen Erythromycin und Spiramycin sowie das halbsynthetische

Azithromycin (Frey, 2002; Forth und Aktories, 2005).

2.2.4 Aminoglykosid-Antibiotika

Die Aminoglykoside sind eine uneinheitliche Gruppe verschiedener Oligosaccharid-
Antibiotika. Bei dieser Gruppe sind zwei oder mehr Zucker- bzw. Aminozuckermolekiile
durch eine Glykosidbindung miteinander verknipft. Die bakteriziden Aminoglykoside binden
an die 30S-Unterheit der Ribosomen und induzieren dort Fehlablesungen an der mRNA. Auf
diese Weise kommt es zur Produktion fehlerhafter Proteine, was in der Folge zum Tod des
Bakteriums flhrt. Durch ihr breites Wirkungsspektum kénnen Aminoglykoside gegen viele
bakterielle Infektionen angewendet werden. Wichtige Vertreter sind Streptomycin,
Tobramycin und Neomycin sowie Gentamicin und Amikacin (Frey 2002, Forth und Aktories

2005).

2.25 Tetracyclin-Antibiotika
Die Leitsubstanz dieser Antibiotikagruppe wurde urspiinglich ebenfalls aus Bakterien der

Gattung Streptomyces isoliert. Chlortetracyclin und und Oxytetracyclin waren die zuerst
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gewonennen Substanzen. Die heute in der Medizin verwendeten Tetracycline sind chemisch
modifizierte Derivate. Tetracycline wirken bakteriostatisch indem sie die Anlagerung der
Aminoacyl-t-RNA an die 30S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen verhindern. Dadurch
kommt es im Rahmen der Proteinsynthese zum vorzeitigen Abbruch der wachsenden
Peptidkette. Diese Beeintrachtigung der Proteinbiosnythese flihrt schlieBlich zum
bakteriellen Zelltod. Tetracycline sind sowohl gegen Gram-positive als auch Gram-negative
Bakterien und sogar gegen obligat zellwandlose Bakterien wie die Mykoplasmen wirksam. In
der Anwendung befindliche Tetracycline sind Doxycyclin und Minocyclin (Frey, 2002; Forth
und Aktories, 2005).

2.3 Resistenzgen-tragende mobile genetische Elemente

Der Verbreitung von Resistenzen innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae liegen
verschiedene molekulare Mechanismen des horizontalen Gentransfers und der DNA-
Rekombination zu Grunde. Diese Mechanismen beschleunigen zusammen mit dem hohen
Selektionsdruck, der durch den massiven Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen in der
Human- und Tiermedizin auf Bakterienpopulationen ausgeiibt wird, die Entstehung und
Ausbreitung von resistenten und multiresistenten Erregervarianten. Neben dem Austausch
der Antibiotikaresistenz-kodierenden  Plasmide durch  Konjugation erfolgt die
Weiterverbreitung auch durch Transposons, Genkassetten und Bakteriophagen. Diese
Vielzahl an unterschiedlichen und auf ihre Weise sehr effektiven Mechanismen sind mit ein
Grund fir die rasche Ausbreitung resistenter Bakterien. In ihrer Gesamtheit werden sie als

mobile genetische Elemente (MGE) bezeichnet (Brown-Jaque et al., 2015).

2.3.1 Plasmide

Plasmide sind kleine ringférmige DNA-Stlicke, die innerhalb der Bakterienzelle unabhangig
vom Chromosom existieren und sich autonom replizieren. Plasmide tragen (blicherweise
Gene, die vom Bakterium nicht zwangslaufig fiir sein Uberleben oder seine Reproduktion
benotigt werden. Die auf dem Plasmid kodierten Gene kdnnen unter unglinstigen
Umweltbedingungen, z.B. bei Exposition gegenlber Antibiotika, aber von Vorteil sein.
R-Plasmide sind eine spezielle Klasse von Plasmiden, die Gene fiir Antibiotikaresistenzen
(z. B. B-Laktamase-Gene) tragen. Diese Plasmide kdnnen wie das F-Plasmid sehr leicht durch

Konjugation auf andere Bakterienzellen Ubertragen werden. Sie kdnnen eine grofde Anzahl
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von Genen tragen, die Resistenzen gegen Antibiotika und/oder Metallionen vermitteln
(Campbell, 2009).

Die Ubertragung eines Plasmides von einer auf eine andere Bakterienzelle erfolgt mittels
Konjugation. Als Konjugation bezeichnet man den direkten Transfer genetischen Materials
(meist Plasmiden) zwischen zwei Bakterienzellen, die sich dazu voriibergehend verbunden
haben. Dieser Mechanismus dient der genetischen Rekombination. Der Transfer genetischer
Information verlduft gerichtet, indem eine Zelle als Spender (Donor) und eine Zelle als
Empfanger fungiert. Der DNA-Donor besitzt Zellfortsatze, die sogenannten Sexpili, mit denen
er sich mit dem Empfanger verbindet. Nachdem der Kontakt mit einer anderen Zelle
stattgefunden hat, zieht sich der Pilus zusammen und verbindet so beide Zellen miteinander.
Es kommt zur Ausbildung einer temporaren Zytoplasmabriicke, welche fiir den DNA-Transfer
benutzt wird. Die Fahigkeit, Sexpili auszubilden, beruht auf der Anwesenheit des
sogenannten F-Plasmids (F fur Fertilitat), das ungefahr 25 Gene enthalt, die zur Ausbildung
der Sexpili bendtigt werden. Das Symbol F' kennzeichnet eine Bakterienzelle, die ein
F-Plasmid tragt, wohingegen F die Abwesenheit des F-Plasmides kenntlich macht

(Campbell, 2009).

2.3.2 Transposons

Transposons, auch ,transponierbare genetische Elemente” genannt, sind mobile genetische
Elemente, die sich von einer Position im Genom zu einer anderen verschieben kdnnen.
(Hayes, 2003) Sie replizieren im Gegensatz zu Plasmiden nicht selbststandig. lhre
Transposition beruht auf der Rekombination zwischen dem Transposon und seiner
Zielsequenz (target) in einem Plasmid oder in einem bakteriellen Chromosom. Innerhalb
einer Bakterienzelle kann dies zur Transposition zwischen einzelnen Genomabschnitten,
aber auch zur Transposition zwischen dem Chromosom und Plasmiden fiihren. Man kann die
konservative Transposition von der replikativen Transposition unterscheiden. Bei der
konservativen Transposition werden die Gene des Transposons nicht dupliziert und an einer
anderen Position des Genomes wieder eingebaut. Daher bleibt die Anzahl der vorhandenen
Genkopien konstant (konserviert). Im Fall der replikativen Transposition repliziert sich das
Transposon an seiner urspringlichen Position und eine Kopie wird an anderer Stelle
eingebaut. Der urspringliche Insertionsort bleibt also erhalten. Die Besonderheit der

Transposons ist ihre Eigenschaft, keine spezifische Integrationsstelle zu besitzen, auch wenn
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ihre Integration an bestimmten Stellen des Genoms haufiger stattfindet. Diese Tatsache
unterscheidet sie von allen anderen genetischen Rekombinationsvorgdngen. Bei der
homologen Rekombination kommt es zum Austausch von Allelen DNA-Segmenten zwischen
homologen Regionen der DNA. Die Integration von Plasmiden erfolgt im Allgemeinen an
bestimmten Positionen des Genoms. Bei der Transposition werden DNA-Abschnitte an Orten
eingebaut, an denen sie sich noch nie zuvor befunden haben. Die einfachsten und kleinsten
Transposons werden als Insertionssequenz-(IS)-Elemente bezeichnet. Sie bestehen aus dem
DNA-Abschnitt welcher fiir den Transpositionsvorgang verantwortlich ist. In diesem
Abschnitt befindet sich auch das Gen filir das Enzym Transposase, welches den gesamten
Transpositionsvorgang katalysiert (Hayes, 2003; Campbell, 2009).

Das IS-Element wird von gegenldufigen, sich wiederholenden Endsequenzen (inverted
repeats) flankiert. Es existieren zum heutigen Zeitpunkt zwei verschiedene Nomenklaturen.
Ein System ordnet den Elementen einzelne Nummern zu (z. B. IS1) und das andere nennt
zusatzlich noch die Anfangsbuchstaben der Spezies aus dem das Element isoliert wurde (z. B.
ISRm1 fur Rhizobium meliloti) (Mahillon und Chandler, 1998). In Bezug auf ESBL-Gene sind
die IS-Elemente ISEcp1 and ISCR1 oft mit bestimmten Genen verbunden. So zeigt ISEcp1 eine
Assoziation mit vielen blactx.m-Genen und ISCR1I mit blacrem-2 oder blactxm.e. Die
CTX-M-kodierenden Gene liegen haufig in Multiresistenz-Regionen, die verschiedene
Transposons und IS-Elemente enthalten. Diese Multiresistenz-Regionen koénnen auf
Plasmiden oder integriert in das bakterielle Chromosom vorliegen (Cantén und Coque,

2006).

233 Integrons und Genkassetten

Integrons sind genetische Elemente, die ein ortsspezifisches Rekombinationssystem
enthalten, das in der Lage ist, spezifische DNA-Elemente, sogenannte Genkassetten, zu
integrieren, exprimieren oder auszutauschen (Domingues et al., 2012). Integrons kdnnen in
bakteriellen Chromosomen, Plasmiden und Transposons gefunden werden. Da sie einen
Promotor beinhalten, um die Genkassetten zu exprimieren, funktionieren Integrons als
natirliche Klonsysteme und Expressionsvektoren (Kayser, 2010). Integrons bestehen aus
3 Elementen: dem Tyrosin-Rekombinase-Gen int/ (Integrase) das fir die ortsspezifische
Rekombination im Integron bendtigt wird, der angrenzenden Rekombinationsstelle (Atti) die

von der Integrase erkannt wird und dem Promotor (P.), oberhalb der Integrationsstelle, der
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fiir eine effiziente Transkription und Expression der im Intergon vorhandenen Genkassetten
notwendig ist (Domingues et al., 2012). Es kdnnen mehrere Genkassetten hintereinander
inseriert werden (z. B. verschiedene Resistenzgene) und durch die Integrase kann es zu
exzessiven Rekombinationen kommen, die auch den Verlust der Genkassette mit sich
bringen kdnnen. Durch ihre Fahigkeit, neue Gene aquirieren zu kénnen, spielen Integrons
eine wichtige Rolle in der Evolution bakterieller Genome, Plasmide und Transposons
(Collis et al., 2002).

Genkassetten sind mobile genetische Elemente die neben einem kompletten Gen
(Ublicherweise ein Resistenzgen) eine spezifische Rekombinationsstelle (59 base element)
enthalten. Sie liegen entweder als freie, zirkulare DNA oder linear integriert in groRerer
»DNA-Molekiile“ (Plasmide, Chromosomen) vor. Sie sind nicht in der Lage sich selbst zu
replizieren, haben kein Transpositionssystem und keinen Promotor. Ihre Transkription wird

Ublicherweise vom Promotor des jeweiligen Integrons eingeleitet (Collis und Hall, 1995).

234 Bakteriophagen

Bakteriophagen, auch Phagen genannt, sind Viren, deren natirlicher Wirt Bakterien sind.
Durch den Rekombinationsmechanismus der Transduktion kdnnen auch sie zur Verbreitung
von Resistenzgenen beitragen, da bei diesem Vorgang bakterielle DNA-Abschnitte von einer
Wirtszelle auf eine andere Ubertragen werden kénnen. Man unterscheidet die allgemeine
und die spezielle Form der Transduktion. Bei der allgemeinen Transduktion wird wahrend
des lytischen Zyklus eines Phagen ein kleines DNA-Fragment der bakteriellen Wirtszelle
anstelle des Phagengenoms in das Phagenkapsid eingebaut. Obwohl der so entstandene
Phage nicht voll funktionsfahig ist, kann er sich immer noch an eine neuer Wirtszelle
anlagern und das DNA-Fragment in diese injizieren. Dort kann dieses dann in das
Chromosom oder ein vorhandenes mobiles genetische Element integriert werden. Die
Bezeichnung allgemeine Transduktion riihrt daher, dass jedes beliebige Stlick bakterieller
DNA, das in einen Phagen gepackt wird, auch in eine andere Wirtszelle transportiert wird.
Die spezielle Transduktion findet nur bei einer Bakterienzelle statt, die mit einem
temperenten Phagen infiziert ist. Bei dieser Infektion ist ein Prophage an einer spezifischen
Stelle in das Chromosom der Wirtszelle integriert. Wenn das Phagengenom spéater aus dem
Chromosom herausgeschnitten wird, kdnnen kleine Stiicke bakterieller DNA mitgenommen
werden, die dicht neben dem Integrationsort des Prophagen liegen. Auch in diesem Fall wird

bei der Infektion einer neuen Wirtszelle die Bakterien-DNA zusammen mit dem
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Phagengenom injiziert. Dieser Mechanismus wird spezielle Transduktion genannt, da hier
nur spezifisch bakterielle DNA-Abschnitte Ubertragen werden, die nahe der
Integrationsstelle des Prophagen liegen (Campell, 2009).

In der Literatur lassen sich viele Beispiele fiir die Mobilisierung und Ubertragung von
Resistenzgenen durch Bakteriophagen finden. So wurde nachgewiesen, dass P1-like-Phagen
aus E. coli und P22-Phagen aus Salmonellen B-Laktamasegene tragen konnen (Billard-

Pomares et al., 2014; Schmieger et al., 1999).

24 Beta-Laktamasen

Der enzymatische Wirkmechanismus der B-Laktamasen ist die Hydrolyse des
B-Laktamringes. Die B-Laktamasen lassen sich nach dem aktiven Zentrum des Enzyms
generell in zwei Gruppen einteilen: die Serin-B-Laktamasen und die Metallo-B-Laktamasen
(Di Guilmi et al., 2003, Kohlrausch und Holtje 1991). Serin-B-Laktamasen hydrolysieren
B-Laktame, indem sie einen Acyl-Enzym-Komplex mit dem Antibiotikum bilden, wodurch der
B-Laktamring geoffnet wird. Bei der anschlieRenden Deacetylierung wird Wasser
abgespalten und das Antibiotikum ist nicht mehr wirksam. Die Gene fiir diese B-Laktamasen
waren urspriinglich chromosomal kodiert, inzwischen sind sie auch auf Plasmiden zu finden.
Das Gen fiur eine pB-Laktamase wird als bla-(beta-lactamase)-Gen bezeichnet. Im
tiefergestellten Index wird dann der spezifische B-Laktamase-Typ/-Subtyp genannt. So
bedeute z. B. blacrx.m das es sich um ein B-Laktamasegen des CTX-M-Types handelt. Durch
Punktmutationen entstehen sehr schnell neue Allele. Letztere wurden dann mit Zahlen
benannt d. h. blacrx.m.15 steht flir das Gen des Subtyps 15 der CTX-M-B-Laktamase.

Mit dem Sprung auf Plasmide begann eine rasche Ausbreitung von B-Laktamasegenen
innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae. Inzwischen sind mehr als 1.000 B-Laktamasen
weltweit beschrieben worden (Lahey Clinic, 2014). Die grofRe Zahl an B-Laktamasen mit
gleichem Wirkmechanismus, aber unterschiedlichen Substratspektren, verschiedenen
Empfindlichkeiten gegen B-Laktamase-Inhibitoren und unterschiedlicher Primarstruktur
fliihrte zur Entwicklung verschiedener Klassifizierungsschemata. Die heute am haufigsten
verwendeten Schemata sind das System von Bush (Bush und Jacoby, 2010), welches auf der
Aktivitat der Enzyme gegen verschiedene B -Laktame beruht, und das System von Ambler
(Ambler, 1980) welches die B-Laktamasen auf Basis ihrer Aminosduresequenz in 4 Klassen (A,

B, C und D) einteilt (Tabelle 1). Das System nach Bush teilt die B-Laktamasen ebenfalls in
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4 Gruppen ein. Die Gruppe 1 enthélt Cephalosporinasen der Molekilklasse C, die nicht durch
Clavulansaure inhibiert werden. In Gruppe 2 sind Penicillinasen und Cephalosporinasen der
Molekilklassen A und D, die durch Clavulansaure inhibiert werden, zu finden.
Metalloenzyme, die der Molekiilklasse B anghoren und nicht durch Clavulansaure inhibiert
werden, sind in der Gruppe 3 zugeordnet. In Gruppe 4 sind Penicillinasen eingeordnet, die
keiner Ambler-Molekiilklasse angeh&ren und die nicht durch Clavulansaure inhibiert werden
(Bush und Jacoby, 2010). Die Einteilung nach Ambler deckt sich mit der strukturellen

Einteilung in Serin- (Gruppe A, C, D) und Metalloproteinasen (Gruppe B) (Ambler 1980).

24.1 Wichtige Vertreter der Extended-Spectrum B-Lactamases (ESBL)

Extended-Spectrum B-Lactamases (ESBLs) sind bakterielle Enyzme, die in der Lage sind
Penicillinderivate und Aminopenicilline sowie B-Laktame mit einer Oxyimino-Gruppe (z. B.
Ceftazidim, Cefotaxim) und Monobaktame (Aztreonam) zu hydrolysieren. Allerdings sind sie
nicht aktiv gegen Cephamycine und Carbapeneme und werden {Ublicherweise von
B-Laktamase-Inhibitoren wie Clavulansdure gehemmt (Bush und Jacoby, 2010). Die meisten
ESBLs gehoren der Ambler-Klasse A und der Bush-Gruppe 2be an (Tabelle 1). Die
Bezeichnung Extended-Spectrum beschreibt die Fahigkeit der ESBLs, ein weitaus breiteres
Spektrum an B-Laktam-Antibiotika hydrolysieren zu kdnnen als die Enzyme (z. B. TEM-1,

TEM-2 oder SHV-1), von denen sie abstammen.

2.41.1 TEM-ESBLs

Alle heute bekannten TEM-Typ-B-Laktamasen sind Abkémmlinge der Subtypen TEM-1 und
TEM-2. TEM-1 wurde erstmals 1965 von einem Patienten Namens Temoneira in Athen,
Griechenland, isoliert und ist die erste bekannte Plasmid-kodierte B-Laktamase. Obwohl
viele Vertreter des TEM-Typs den ESBLs angehoren, hydrolysieren Subtypen wie TEM-1,
TEM-2, TEM-13 und TEM-55 nur Penicillinderivate wie Ampicillin oder Piperacillin
(Livermore, 1995).
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Tabelle 1 Klassifikation der bakteriellen B-Laktamasen nach Bush und Ambler (Bush und Jacoby,2010)

Bush- Hemmbar durch:
Jacoby- Molekulare
Me dei:‘,os Klasse Bevorzugtes Substrat . Reprasentative Enzyme
(Subklasse) CA EDTA
Gruppe
. E. coli AmpC, CMY-2,
1 C Cephalosporine - - FOX-1

le C Cephalosporine - - GC1, CMY-37

2a A Penicilline + - PC1

2b A Penicilline, Cephalosporine + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Penicilline, Schmal- und

2be A Breitspektrumcephalosporine, + - TEM-3, SHV-2, CTX-M-15
Monobaktame

2br A Penicilline +/- - TEM-30, TEM-36

Sber A Breitspektrumcephalosporine, . i TEM-50
Monobaktame

2c A Carbenicillin + - PSE-1, PSE-3,

2ce A Carbencillin, Cefepim + - RTG-4

2d D Penicilline, Oxacillin +/- - OXA-1 bis OXA-10

2de D Breitspektrumcephalosporine +/- - OXA-11, OXA-15

2df D Carbapeneme +/- - OXA-23, OXA-48

2e A Breitspektrumcephalosporine + - CepA

2f A Carbapeneme +/- -

3a B (B1) Die meisten B-Laktame, i N IMP-1, VIM-1
Carbapeneme

B (B3) L1, CAU-1, GOB-1
3b B (B2) Carbapeneme - + CphA, Sfh-1
(4) Unbekannt

®CA, Clavulanic acid (Clavulansaure)

2.4.1.2 SHV-ESBLs

Die Bezeichnung SHV steht fir sulfhydryl variable. SHV-Enzyme stammen urspriinglich aus
Klebsiella spp. und der Subtyp SHV-1 gilt gemeinhin als Ursprung aller heute bekannten
Plasmid-kodierten = SHV-Derivate  (Livermore, 1995). Ebenso wie bei den
TEM-Typ-B-Laktamasen gehort der Grol3teil der SHV-Subtypen ebenfalls den ESBLs an. Nur
der Subtyp SHV-1 vermittelt lediglich eine Resistenz gegen Breitbandpenicilline. Die ESBL

SHV-2 ist bereits in der Lage das Cephalosporin Cefotaxim zu hydrolysieren. SHV-2 wurde
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erstmals 1983 bei einem in Deutschland isolierten Klebsiella ozaeneae-Stamm nachgewiesen

(Paterson und Bonomo, 2005).

2.41.3 CTX-M-ESBLs

Bis in die spaten 1990er Jahre waren TEM und SHV bei klinischen Enterbacteriaceae-Isolaten
die vorherrschenden ESBLs. Inzwischen sind allerdings ESBLs vom CTX-M-Typ zahlenmaRig
am bedeutendsten. CTX-M-Typ-B-Laktamasen erhielten ihre Bezeichnung nach ihrer
Fahigkeit, Cefotaxim (CTX) &duRerst effektiv zu hydrolysieren. Daher kommt auch der
synonyme Begriff Cefotaximase. Der Buchstabe M in ,CTX-M“ steht flir Miinchen, den Ort
des ersten Nachweises einer Cefotaximase (Bauernfeind et al., 1990). Phylogenetische
Analysen lassen den Ursprung dieser Enzyme im Chromosom von Kluyvera spp. vermuten,
von wo aus sie wahrscheinlich mit Hilfe von mobilen genetischen Elementen auf Plasmide
Ubertragen wurden (Canton et al., 2012). Aktuell sind ungefahr 150 verschiedene CTX-M--
Laktamasen beschrieben (Lahey Clinic, 2014). Auf Grund ihrer Aminosauresequenz kann man
die verschiedenen Subtypen in 5 Gruppen einteilen (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9
und CTX-M-25) (Pitout, 2010). Gruppe 1 und 2 entstammen hochstwahrscheinlich
chromosomalen Genen von Kluyvera ascorbata, wahrend der Ursprung der Gruppen 8, 9
und 25 in Genen von Kluyvera georgiana vermutet wird. Das Resistenzgen blacrx.m kann in
verschiedenen mobilen genetischen Elementen gefunden werden, allerdings ist es gehauft
auf groflen Multiresistenzplasmiden lokalisiert. Die Insertionssequenz ISEcpl ist oft in die

initiale Mobilisation involviert, allerdings nicht zwangslaufig (Livermore et al., 2006).

24.2 Andere B-Laktamasen

2.4.2.1 OXA-B-Laktamasen

Die OXA-Typ-B-Laktamasen, auch Oxacillinasen genannt, werden der molekularen Klasse D
und den funktionellen Gruppen 2d, 2de und 2df zugeordnet (Tabelle 1). Die Gruppe 2d
enthalt Penicillinasen, die Gruppe 2de ESBLs und die Gruppe 2fd Carbapenemasen vom OXA-
Typ. OXA-Typ-ESBLs haben das gleiche Substratspektrum wie TEM-, SHV- und CTX-M-ESBLs.
Sie werden nicht von Clavulansdure gehemmt und sind in der Lage Oxacillin und Cloxacillin
sehr effektiv zu hydrolysieren. Urspriinglich wurden sie in Uberwiegendem Malle bei

Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter baumanii nachgewiesen (Bradford, 2001),
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inzwischen allerdings auch vermehrt bei anderen Enterobacteriaceae. Wie beschrieben

gehoren einige Vertreter dieser Gruppe, z. B. OXA-48, der Gruppe der Carbapenemasen an.

2.4.2.2 AmpC-B-Laktamasen

Nach der strukturellen Klassifikation von Ambler gehéren AmpC-B-Laktamasen der Klasse C
an (Tabelle 1). Bei der funktionalen Klassifikation nach Bush werden sie der Gruppe 1
zugeordnet (Bush und Jacoby, 2010). Viele Enterobacteriaceae exprimieren ein chromosmal-
kodiertes AmpC-Enzym, welches Resistenz gegen viele Penicilline, Cephalosporine und
B-Laktam/B-Laktamase-Inhibitorkombinationen vermittelt. Ausgenommen von dieser
Resistenz sind Cefepim, ein Methoxy-Imino-Cephalosporin, und Carbapeneme. Allerdings
kann das blaampc-Gen, wie auch die ESBL-Gene, auch auf Plasmiden lokalisiert sein. Bei vielen
Bakterien ist die Expression der AmpC-Enzyme durch den therapeutischen Einsatz von
B-Laktamen induzierbar und infolge von Mutationen dann auf hohem Level moglich. Die
induzierte Uberexpression einer chromosomal-kodierten AmpC kann ein Grund fiir die unter
der Antibiotikatherapie auftretende klinsische Resistenz gegen Breitspektrum-
Cephalosporine sein (Caroff et al., 2000). Die Plasmid-kodierten AmpC-B-Laktamasen treten
inzwischen auch bei Bakterien auf, die kein oder zusatzlich ein nur schwach exprimiertes
chromosomales blaampc-Gen besitzen wie E. coli oder K. pneumoniae. Typische Vertreter sind
CMY, MOX, FOX und DHA (Pfeifer et al., 2010). Ihr phanotypischer Nachweis ist allerdings
deutlich schwieriger, als der Nachweis einer ESBL. Besonders schwierig ist die diagnostische
Klassifikation eines Bakterienstammes, wenn in ihm chromsomal- und Plasmid-kodierte,
induzierbare AmpC-B-Laktamasen miteinanderder kombiniert sind. Auch Kombinationen aus
AmpC (chromosomal- und/oder Plasmid-kodiert) und ESBL kommen immer haufiger vor und
erschweren die genaue Identifikation des fiir die Resistenz eines Stammes verantwortlichen
Mechanismus. Durch die erschwerte Diagnostik und geringe Pravalenz werden die AmpC-B-
Laktamasen haufig unterschitzt. Ublicherweise kann bei Erkrankungen, die durch einen
AmpC-produzierenden Erreger verursacht sind, atiologisch mit Carbapenemen interveniert

werden.

2.4.2.3 Carbapenemasen
Carbapenemasen sind B-Laktamasen mit der Fahigkeit Carbapeneme zu hydrolysieren. Sie

sind strukturell heterogen und gehoren deshalb verschiedenen B-Laktamase-Gruppen an. So
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finden sich Carbapenemasen in der Einteilung nach Ambler sowohl in der Gruppe A (Serin-3-
Laktamasen) als auch in den Gruppen D (Oxacillinasen) und B (Metallo-B-Laktamasen, MBL).
Bei der Klassifizierung nach Bush sind sie in den Klassen 2df, 2f und 3 zu finden. Die Metallo-
Carbapenemasen (Ambler-Gruppe B) wurden zunachst als molekulare Ursache der natiirlich
vorhandenen Carbapenem-Resistenzen bei Bakterien wie Stenotrophomonas maltophilia
und Bacillus cereus bekannt. Generell kann die hydrolytische Wirkung von MBL mit
Clavulansdure nicht gchemmt werden, wohl aber durch Chelatoren wie EDTA. Dies gilt auch
fir die Carbapenemasen in dieser Gruppe. In Deutschland und Europa haufig beobachtete
Metallo-Carbapenemase-Typen sind KPC (K. pneumoniae carbapenemase), VIM (Verona
integron-encoded MBL), IMP (IMP-Typ MBL) und die 2009 erstmals aufgetretene NDM-1
(Neu Dehli MBL) (Yong et al., 2009).

OXA-48-Carbapenemasen gehdren zur Ambler-Klasse D und zur Bush-Gruppe 2df. Bekannte
Carbapenem-Resistenz vermittelnde OXA-Enzyme sind OXA-23, OXA-48, OXA-51 und
OXA-58. Am haufigsten treten diese Enzyme bei Acinetobacter baumanii auf und sind oft
chromosomal kodiert (Walther-Rasmussen, 2006). Es sind aber auch Plasmid-kodierte
OXA-Enzyme bei verschiedenen Enterobacteriaceae bekannt (Poirel et al., 2004). Diese
Enzyme wurden lange Zeit nur bei Enterobacteriaceae-lsolaten von Menschen
nachgewiesen. Mittlerweile hat man die Oxacillinase-Carbapenemase OXA-48 auch bei
K. pneumoniae- und E. coli-Isolaten von Hunden (Stolle et al., 2013) sowie VIM-1 auch bei

Salmonella enterica-Isolaten von Geflligel und Schweinen (Fischer et al., 2013) detektiert.

2.5 Plasmid-vermittelte Resistenz gegen Chinolone

Die haufigsten chromosomal-kodierten Resistenzmechanismen gegen Chinolone basieren
auf Mutationen in den Genen der DNA-Gyrase/DNA-Topoisomerase und auf der vermehrten
Bildung von Multi Drug-Efflux-Pumpen (Jacoby, 2005). Daneben beobachtet man bei
Enterobacteriaceae  aber auch  immer  ofter  verschiedene  Plasmid-kodierte
Resistenzmechanismen, deren phanotypische Auspragung man in der englischen
Fachliteratur als  Plasmid-mediated  Quinolone  Resistance (PMQR) bezeichnet

(Guan et al.,2013).

33



Literaturtibersicht

2.5.1 Das Chinolon-Resistenzgen gnr

Die erste Form einer Plasmid-kodierten Resistenz wurde bei einem K. pneumoniae-Isolat in
den USA entdeckt (Martinez-Martinez et al., 1998). Das betreffende Resistenzgen gnr
kodiert fiir ein 218 Aminosduren (AS) langes Pentapeptide Repeat-Protein, welches in der
Lage ist, die Hemmung der DNA-Gyrase und der DNA-Topoisomerase IV zu unterbinden
(Tran, 2002). Inzwischen wurden mehrere Typen dieses Quinolone Resistance-(qnr)-Gens bei
verschiedenen Enterobacteriaceae gefunden (Mammeri et al., 2004). Die gnr-Gene werden
in die Familien gnrA, qnrB, qnrC, gnrD und gnrS eingeteilt, die sich in der Nukleotidsequenz
40 % oder mehr voneinander unterscheiden. lhre Genprodukte differieren daher teils
deutlich in ihrer AS-Sequenz (Jacoby et al., 2008). Die gnr-Gene sind haufig mit ESBL- und
AmpC-Genen gekoppelt (Mayers et al., 2009). Allerdings reicht das alleinige Vorkommen
eines gnr-Gens nicht aus, um eine vollstandige Resistenz gegen Chinolone zu vermitteln.
PMQR-Gene induzieren in der Regel eine sogenannte Low Level-Chinolon-Resistenz
(Martinez-Martinez et al., 1998). Bei vielen Chinolon-resistenten Stammen liegt mutmaRlich
zusatzlich eine chromosomal bedingte Resistenz, klassischerweise eine Mutation des gyrA-

oder gyrB-Genes, vor (Jacoby, 2005).

2.5.2 Das Chinolon-Resistenzgen aac(’6)-1b-cr

Ein weiterer Mechanismus der PMQR, die der Resistenz von Enterobacteriaceae gegen
Chinolone wie Ciprofloxacin und Norfloxacin zugrunde liegt, ist die enzymatisch katalysierte
Acetylierung des Chinolonmolekdls. Fir diesen Prozess die Inaktivierung ist die bakterielle
Aminoglykosid-Acetyltransferase  AAC(6')-1b-cr verantwortlich, die von dem Gen
aac(6‘)-1b-cr kodiert wird. Das Enzym ist eine Variante der Aminoglykosid-Acetyltransferase
AAC(6')-1b, die mit dem Austausch von zwei Aminosduren (Trp 102 = Arg, Asp 179 = Tyr)
ihr Substratspektrum um die oben genannten Chinolone erweitert hat (Robicsek et al.,

2006).

253 Das Chinolon-Resistenzgen gepA

Das Gen gepA kodiert fur die Effluxpumpe ,,Quinolone Efflux Pump A“ (QepA) und wurde
erstmals bei einem E. coli-Isolat aus menschlichem Urin in Japan entdeckt
(Yamane et al., 2007). QepA gehort zu den Proteinen der ,,Major Facilitator Superfamily”

(MFS), der verschiedene Membrantransporter angehoren (Perichon et al., 2007). Die QEP
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transportiert eingedrungene Chinolonmolekiile so schnell wieder aus der Bakterienzelle,

dass das Bakterium durch diesen Wirkstoff nicht geschadigt wird (Yamane et al., 2007).

2.6 Darstellung des Problems und Zielsetzung der Arbeit

Wie beschrieben sind multiresistente Gram-negative Bakterien weltweit als Erreger von
nosokomial und ambulant erworbenen Infektionen von dramatisch zunehmender
Bedeutung. Eine der hierbei wichtigsten Resistenzeigenschaften, namlich die Resistenz
gegen B-Laktam-Antibiotika, ist vor allem auf den Erwerb von B-Laktamase-Gen-tragenden
Plasmiden zuriickzufihren (Dolejska et al., 2013). B-Laktamase-produzierende Erreger,
insbesondere ESBL-Produzenten, schrianken die antibiotischen Therapieoptionen vor allem
auf Intensivstationen und bei immunsupprimierten Patienten zunehmend ein. Die weltweit
am haufigsten nachgewiesenen B-Laktamase-Typen sind TEM, SHV und CTX-M (Livermore,
2005). Da durch Mutationen stetig neue B-Laktamase-Varianten entstehen, sind heute
bereits mehr als 1.000 Typen und Subtypen bekannt. ESBLs finden sich vor allem bei
Angehorigen der Bakterienfamilie Enterobacteriaceae, am haufigsten bei Klebsiella spp.,
E. coli und Enterobacter spp. (Coque et al., 2008a). Da ESBLs meist Plasmid-kodiert sind,
konnen ihre Gene auch zwischen den Vertretern verschiedener Enterobacteriaceae-Spezies
Ubertragen werden. Die Situation wird dadurch verscharft, dass ESBL-kodierende Plasmide
neben dem ESBL-Gen meistens auch noch andere Resistenzgene (Fluorchinolon-Resistenz,
Aminoglykosid-Resistenz etc.) sowie Faktoren tragen, welche die Mobilitdit der
Resistenzgene verstarken (Partridge et al,, 2011). Durch letztere wird die Transposition der
ESBL-Gene von Plasmid zu Plasmid, aber auch von einem Plasmid in das bakterielle
Chromosom und umgekehrt, geférdert. Wenn das mobile, mit einem ESBL-Gen beladene
genetische Element dann in ein konjugatives Plasmid integriert wird, kann sich das Gen per
Konjugation schnell horizontal ausbreiten, wobei bakterielle Speziesgrenzen kein Hindernis
darstellen. Das gleiche Plasmid lasst sich dann in verschiedenen Bakterienspezies
nachweisen, welche alle ein dhnliches in vitro-Resistenzmuster zeigen (Yao et al., 2014). Im
Vergleich zu z.B. MRSA, der sich bei nosokomialen Aubriichen ausschlieRlich klonal
ausbreitet, zeigt sich hierdurch ein anderes epidemiologisches Bild, da die Resistenz hier
nicht nur von der Mutter- auf die Tochterzellen, sondern auch auf benachbarte Bakterien

der gleichen oder verwandten Spezies libertragen werden kdnnen.
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ESBLs werden zunehmend auch in Gram-negativen Enterobacteriaceae aus tierischem
Probenmaterial nachgewiesen (Totsika et al., 2011; Ewers et al., 2010). Eine Ubertragung
von ESBL-kodierenden Bakterien, Plasmiden oder Genen von Menschen auf Tiere und
umgekehrt wurde bereits in mehreren Studien diskutiert (Meyer et al., 2012, Schmiedel et
al., 2014; Valentin et al., 2014). So wurden von Schmiedel et al. und Valentin et al. die
gleichen ESBL-Gene in untersuchten Human- und Tierisolaten gefunden. Accogli et al. gelang
es 2013 identische CTX-M-1-kodierende Incll-Plasmide bei Salmonellen-Isolaten von

Menschen und E. coli-Isolaten von Hithner nachzuweisen (Accogli et al., 2013).
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Abbildung 2 Hypothese zu den Hauptilibertragungswegen von Antibiotikaresistenzgenen zwischen
Menschen, Tieren, Lebensmitteln und der Umwelt (Joint Working Group of DARC and ARHAI, 2012)

Die Abbildung2 zeigt eine Hypotese zu den Hauptlibertragungswegen von
Antibiotikaresistenzgenen. Im Zentrum steht dabei die Umwelt. Der Einsatz von Antibiotika
bei Menschen und Tieren erzeugt einen Selektionsdruck auf die human- und tieradaptierte
Bakterienpopulation und die dort jeweils vorhandenen Resistenzgen-tragenden Elemente

(z. B. Plasmide oder Transposons). Auf diese Weise wird die Vermehrung von resistenten
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Bakterien gefordert und das Verbleiben der Resistenzgen-tragende Elemente in dem
dargestellten Kreislauf begiinstigt. Uber Abwésser und Dung (Mist, Giille) gelangen diese in
die Umwelt wo es zur horizontalen Ubertragung der Resistenzgen-tragenden Elemente
zwischen human- und tieradaptierter Bakterien kommen kann. AnschlieRend kdnnen diese
Bakterien Uber Lebens- bzw. Futtermittel wieder von Menschen und Tieren aufgenommen
werden und finden so erneut Zugang zu den jeweiligen Erregerkreislaufen (Mensch-Mensch,
Tier-Tier). Zusatzlich zu diesem Weg kdnnen sie aber auch durch Mensch-Tier-Kontakt weiter
verbreitet werden. Diese vielfdltigen Moglichkeiten der Ausbreitung machen die

Aufdeckung, Uberwachung und Unterbrechung der Ubertragungswege so schwierig.

Hauptziel der Ph. D.-Thesis ist die Untersuchung von Cephalosporin-resistenten
Enterobacteriaceae-1solaten von Menschen und Tieren aus dem geografischen Raum
Mittelhessen auf vorhandener B-Laktamase-, ESBL- und PMQR-Typen. Im Fokus der
gesamten Arbeit steht dabei der intensive Vergleich der Gruppe der Humanisolate mit der
Gruppe der Tierisolate.

Um die Frage nach den beteiligten Bakterienspezies der human- und tieradaptierten
Bakterienpopulation und deren Reservoir (z. B. Urogenitaltrakt, Magen-Darmtrakt) zu klaren,
werden die Haufigkeitsverteilungen der Cephalosporin-resistenten lsolate bezliglich des
verwendeten Probenmaterials, der zugrundeliegenden Erkrankung der Patienten und der
taxonomische Zugehorigkeit ermittelt werden.

Die zentrale Fragestellung der anschlieBenden molekulargenetischen Untersuchung wird
sein, ob bei Cephalosporin-resistenten Isolaten von Menschen und Tieren, aus dem gleichen
geografischen Raum, die gleichen ESBL-Typen bzw. —Subtypen gefunden werden kdnnen. Da
ESBL-produzierende Erreger in vielen Fallen resistent gegen mehrere Antibiotika sind,
werden die in dieser Ph. D.-Thesis untersuchten Isolate auf ihre Resistenz gegen
reprasentative Vertreter der wichtigsten Antibiotikaklassen getestet werden. Auf diese
Weise soll geklart werden, bei welchen Isolaten es sich um multiresistente Erreger handelt
und wie groRer deren Anteil an den insgesamt untersuchten Cephalosporin-resistenten
Isolaten ist. Da ESBL-Gene oft mit PMQR-Genen vergesellschaftet sind, werden alle
Cephalosporin-/Ciprofloxacin-resistenten Isolate zusatzlich auf die Prasenz von PMQR-Genen
Uberpruft. Anschlieffend werden alle Isolate auf Assoziationen zwischen ESBL- und PMQR-
Genen untersucht werden, um Hinweise auf vorhandene Multidrug-Resistance-(MDR)-

Kassetten/-Regionen und Plasmide zu bekommen.
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Da sich ESBLs in der letzten Zeit vor allem bei der Spezies E. coli zu finden sind und
nachweislich zu deren Ausbreitung beitragen, werden alle in der Studie vorhandenen E. coli
den bekannten phylogenetischen Gruppen zugeordnet. Auf diese Weise soll ermittelt
werden, ob ESBL-kodierende E. coli mit bestimmten phylogenetischen Gruppen assoziiert
sind und ob diesbezlglich Unterschiede zwischen der Human- und Tierpopulation
feststellbar sind.

Auf Grund der genannten Bedeutung der Spezies E. coli fir die Ausbreitung von ESBL-Genen
werden in einem weiteren Schritt 20 ausgewadhlte CTX-M-1- und CTX-M-15-kodierende
E. coli-Isolate eingehender hinsichtlich verschiedener Eigenschaften charakterisiert werden.
Ziel ist es die Resistenz- und Virulenzeigenschaften diese Isolate genauer zu untersuchen. Da
ESBL-Gene klassischerweise auf Plasmiden zu finden sind, wird von allen Isolaten ein
Plasmidprofil erstellt werden. Dieses wird Anzahl, GroRe, Inc-Typ und auf dem Plasmid
liegende Resistenzgene beinhalten. Zusatzlich dazu wird untersucht werden, ob
Assoziationen zwischen bestimmten Resistenzgenen mit bestimmten Inc-Typen bestehen.

Da bis jetzt wenig Gber die Virulenz von ESBL-produzierenden E. coli bekannt ist, wird bei
den 20 CTX-M-1- und CTX-M-15-kodierenden E. coli-lsolaten eine Untersuchung auf
Virulenzgene bzw. Virulenz-assoziierte Gene durchgefiihrt werden. AnschlieRend wird die
phanotypische Virulenz der E. coli-Isolate in einem Infektionsmodell mit der groRen
Wachsmotte Galleria mellonella, anhand des dort zu beobachtenden larviziden Effektes,
bestimmt werden. Ziel ist es, in Kombination mit der Untersuchung auf Virulenzgene,
Risikofaktoren fiir einen hohen larviziden Effekt im Galleria mellonella-Modell zu

identfizieren.
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Bakterienstamme

3.1.1.1 Bakterienisolate von Menschen

Die untersuchten Humanisolate (n =200) wurden der Stammsammlung des Instituts flr
Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums GieRen und Marburg GmbH, Standort
GieBen, entnommen. Alle Isolate waren in den Jahren 2009 bis 2010 im Rahmen der
Routinediagnostik von Patienten des Universitatsklinikums isoliert worden. Unter den
verwendeten Isolaten befanden sich solche, die von erkrankten Patienten stammten, und
solche, die bei der gezielten Untersuchung auf ESBL-Besiedelung gefunden worden waren.
Fir die Erstellung einer anonymisierten Stammsammlung im Rahmen der Doktorarbeit lag
ein positives Votum der Ethikkommision des Fachbereichs Medizin sowie eine positive

Stellungnahme der Rechtsabteilung des UKGM vor.

3.1.1.2 Tierische Bakterienisolate

Die Tierisolate (n =313) gehorten zur der Stammsammlung des Institutes fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU GieRen. Im Zeitraum 2009 bis 2011 waren dort
gezielt alle Gram-negativen Bakterienisolate archiviert worden, die sich auf MacConkey-Agar
mit dem Zusatz von Cefotaxim (1 ug/ml) anziichten lieBen. Alle Isolate stammten von Tieren,

die als klinisch kranken Patienten in den Tierkliniken der JLU vorgestellt worden waren.

3.1.1.3. Auswahl der Isolate

Zu Beginn standen insgesamt 513 Isolate (Humanisolate: n = 200, Tierisolate: n = 313) mit
einer vorberichtlichen phdnotypischen Resistenz gegen ein oder mehrere Cephalosporine
der 3. Generation zur Verfligung. Die Resistenz war per Plattendiffusionstest in den
Diagnostiken der Institute flir Medizinische Mikrobiologie und fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere ermittelt worden. Nach ihrer Reinkultivierung wurde
versucht, die Isolate auf MacConkey-Agar mit dem Zusatz von 2 ug/ml Cefotaxim

anzuzichten. lIsolate, die auf diesem Agar nicht anwuchsen, wurden aus der Studie
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ausgeschlossen. AnschlieRend wurde der Double-Disc Synergy Test (DDST) durchgefiihrt, um
ESBL-Produzenten phanotypisch zu identifizieren. Nur die 390 DDST-positiven Isolate
(Humanisolate: n = 183, Tierisolate: n = 207) und wurden weitergehend bearbeitet und in die
Stammsammlung fiir diese Ph. D.-Thesis aufgenommen. Isolate ohne positives Ergebnis im

DDST wurden ebenfalls aus der Studie ausgeschlossen.

513 Enterobacteriaceae-Isolate
mit Resistenz gegen mindestens
ein Cephalosporin der 3. Generation

200 Humanisolate und
313 Tierisolate
Anzucht auf MacConkey-Agar Kein Wachstum:
mit 2 ug/ml Cefotaxim Ausschluss aus der
Studie
: is:
Wachstum; i e
Double-Disc Synergy Test (DDST)

Studie

Positives Ergebnis:
ESBL-verdéachtig!
-> Weitere Charakterisierung

183 Humanisolate und 207 Tierisolate

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Selektion der ESBL-verdachtigen Human- und Tierisolate

Eine detaillierte Auflistung der insgesamt 390 DDST-positiven und damit ESBL-verdachtigen
Isolate (befindet sich im Anhang der vorliegenden Ph.D.-Thesis (Tabellen 32 und 33). Die
Abbildung 3 zeigt das Schema des Auswahlprozesses. Die 183 DDST-positiven Humanisolate
stammten zu 30,1 % von ambulant behandelten Patienten und zu 69,9 % von stationar
aufgenommenen Patienten. Die Bezeichnungen ambulant und stationdr bedeuteten in
diesem Fall einen Krankenhausaufenthalt von < 24 Stunden bzw. > 24 Stunden. Eine
Unterscheidung zwischen Infektion und Besiedelung durch ESBL-bildende Bakterien war auf
Grund der anonymisierten Patientendaten nicht moglich. Die 207 DDST-positiven Tierisolate
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waren von klinisch kranken Hunden, Katzen, Pferden, Rindern, Schweinen und Tieren einiger

anderer Arten isoliert worden (Abbildung 4).

3,4%

® Hunde (n =67)
¥ Katzen (n =11)
w Pferde (n =100)
# Rinder (n =11)
Schweine (n=7)
m Sonstige (n =11)

Abbildung 4 Verteilung der DDST-positiven Tierisolate nach ihrer Herkunft. Gesamtanzahl der Isolate
n = 207. Sonstige Tierisolate: Kaninchen: 3, Meerschweinchen: 2, Kanarienvogel: 2, Ratte: 1, Maus:
1, Lowe: 1, Huhn: 1.

3.1.1.3 Referenzstimme

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Referenzstimme wurden als Positivkontrollen fir die
durchgefiihrten PCRs verwendet.

Tabelle 2 Ubersicht (iber die verwendeten Referenzstimme

Stamm Spezies Herkunft Relevante Eigenschaft
H59 K. pneumoniae Laborstamm® blaren, blaspy, blacrx.m, blaoxa1, aac(6')-1b
714 K. pneumoniae Laborstamm® blagya.as

K12 MG1655 E. coli DSMZ Phylogenetische Gruppe A
V148 Enterobacter cloacae Laborstamm® gnrA

V167 Enterobacter cloacae Laborstamm® qnrB

Veo K. pneumoniae Laborstamm® qgnrD

Vel K. pneumoniae Laborstamm® qnrS

613 K. pneumoniae Laborstamm® IncFIA

pCT119 E. coli Transformant® IncFIB

pCX2b E. coli Transformant® IncN

pCT71b E. coli Transformant® Incll

®Vor der Verwendung als Positivkontrollen wurde das PCR-Amplikon dieser Stimme sequenziert um das
vorhandene Resistenzgen mit Hilfe des NCBI BLASTn-Algorithmus exakt zu bestatigen.

®die Stamme wurden von Verbundpartnern zu Verfligung gestellt. Die Prasenz der Gene wurde bereits in den
Partnerinstitutionen bestatigt.

41



Material und Methoden

3.1.2 Oligonukleotid-Primer

Die eingesetzten Oligonukleotid-Primer werden in den Tabellen 3 bis 7 aufgelistet. Sie

wurden von der Firma Eurofins MWG/Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Tabelle 3 Ubersicht tiber die fiir das MLST von E. coli verwendeten Primer

Annealing-
Nachweis  Produkt
Name Sequenz 5’ - 3’ Temperatur Ref.
von (bp) .
(§(9)]
adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG
adk 583 54 1
adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
fumcC 806 54 1
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC
gyrB 911 60 1
gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC
icdF ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA
. icd 878 54 1
icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT
mdhF ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG
mdh 932 60 1
mdhR TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
purAF1 TCGGTAACGGTGTTGTGCTG
purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA purA 816 54 1
purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA
recAR1 AGCGTGAAGGTAAAACCTGTG
recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC
recA 780 58 1
recAFl ACCTTTGTAGCTGTACCACG
recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA

'Wirth et al. (2006)

Tabelle 4 Ubersicht (iber die fiir das E. coli Phylogenetic Typing verwendeten Primer

. Annealing-
Name Sequenz 5’ - 3’ Nachweis Produkt Temperatur Ref.
von (bp) ,
(°c)
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
ChuA 279 59 2
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
. YajA 211 59 2
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4C2 152 59 2

TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG

’Clermont et al. (2000)
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Tabelle 5 Ubersicht iiber die zum Nachweis der B-Laktamasegene verwendeten Primer

. Annealing-
Nachweis Produk
Name Sequenz 5’ - 3’ t Temperatur Ref.
von (bp) 5
(°c)
TEM_f ATGAGTATTCAACATTTCCG
blarenm 851 58 3
TEM_r TTAATCAGTGAGGCACCTAT
SHV_f GCAAAACGCCGGGTTATTC
bIGSHV 940 58 3
SHV r GGTTAGCGTTGCCAGTGCT
CTX-M_f TCTTCCAGAATAAGGAATCCC
blacry.m 909 60 4
CTX-M_r CCGTTTCCGCTATTACAAAC
OXA-1f AGCAGCGCCAGTGCATCA
blagxa1 700 56 5
OXA-1r ATTCGACCCCAAGTTTCC
OXA-48f AAATCACAGGGCGTAGTTGTG
blaoxa.as 555 58 6
OXA-48r GACCCACCAGCCAATCTTAG
*Grébner et al. (2009); *Kiratisin et al. (2008); Guerra et al. (2000); °Fischer et al. (2013)
Tabelle 6 Ubersicht iiber die zum Nachweis der PMQR-Gene verwendeten Primer
. Annealing-
Nachweis Produkt
Name Sequenz 5’ - 3’ Temperatur Ref.
von (bp) 5
(°)
gnrA_f AGAGGATTTCTCACGCCAGG
qnrA 619 56 7
qnrA_r GCAGCACTATKACTCCCAAGG
gnrB_f GGMATHGAAATTCGCCACTG
qnrB 264 57 8
qnrB_r TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
gnrC_f GGGTTGTACATTTATTGAATC
gnrC 447 53 9
qnrC_r TCCACTTTACGAGGTTCT
gnrD_f CGAGATCAATTTACGGGGAATA
qnrD 582 56 10
anrD_r AACAAGCTGAAGCGCCTG
gnrS_f GCAAGTTCATTGAACAGGCT
qgnrS 428 58 8
qnrS_r TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
qepA_f CTGCAGGTACTGCGTCATG
gepA 596 58 11
gepA_r CGTGTTGCTGGAGTTCTTC
aac_f TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
aac(6')-1b 482 60 12
aac_r CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

"Chen et al. (2012); 8Cattoir et al. (2007); 9Wang et al. (2009); ®Cavaco et al. (2009); "cattoir et al. (2008);
12
Park et al. (2006)
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Tabelle 7 Ubersicht (iber die fiir das Plasmid-based Replicon Typing verwendeten Primer

. Annealing-
Nachwei Produk
Name Sequenz 5’ - 3’ achweis odukt Temperatur Ref.
von (bp) z
(°)

FIA_f CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG FIA

. 462 60 13
FIA_r GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG Replikon
FIB_f GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG FIB

. 702 60 13
FIB_r CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT Replikon
Flls_f CTGTCGTAAGCTGATGGC

FIl Replikon 270 60 13

Flls_r CTCTGCCACAAACTTCAGC
N_f GTCTAACGAGCTTACCGAAG N

. 559 60 13
N_r GTTTCAACTCTGCCAAGTTC Replikon
11_f CGAAAGCCGGACGGCAGAA n

. 139 60 13
11_r TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT Replikon

Bcaratoli et al. (2005)

3.1.3

Chemikalien, Nahrmedien, Puffer und L6sungen

Die verwendeten Chemikalien, Antibiotika, Nahrmedien, Puffer und Losungen sind in den

Tabellen 8 bis 12 aufgelistet.

Tabelle 8 Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Agarose NEO Ultra Qualitat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
EDTA Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Essigsdure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Sigma Aldrich

Ethidiumbromid 1% Carl Roth GmbH + Co. KG

Isopropanol Sigma Aldrich

Natriumchlorid Sigma Aldrich

Pulsed Field Certified Agarose Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sodium N-Lauroylsarcosin (Sarcosyl) 10 % Sigma Aldrich

TRIS

Carl Roth GmbH + Co. KG
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Die MHK-Werte der in Tabelle 9 genannten Antibiotika wurden an den Bakterienisolaten und
-stammen mit Hilfe des VITEK®-2-XL-Vollautomatensystems (BioMérieux) und mit
E-Teststreifen  (Lioflichen) bestimmt. Die Tabelle 10 listet die verwendeten
Antibiotikateststreifen und -karten auf. Zusatzlich vermerkt sind die fur den DDST
verwendeten Antibiotikatestplattchen und die zur Herstellung der Selektivmedien

bendtigten Antibiotikapulver.

Tabelle 9 Ubersicht tiber die in den MHK-Tests verwendeten Antibiotikagruppen

Antibiotikagruppe Untergruppe Wirkstoff
. . Amikacin
Aminoglykoside -
Gentamicin
Aminopenicilline Amoxicillin
Cefotaxim
Cephalosporine Ceftazidim
B-Laktame .
Cefepim
Ertapenem
Carbapeneme .
Imipenem
Nalidixinsdure
Chinolone - - -
Fluorchinolone Ciprofloxacin
Phenicole Chloramphenciol
Tetraycline Tetracyclin

Trimethoprim-Sulfonamid

Tri hoprim-Sulf h |
-Kombination rimethoprim-Sulfamethoxazo

Tabelle 10 Ubersicht (iber die verwendeten Antibiotika-Testplattchen, -streifen und -karten

Antibiotika Hersteller

AmOX|c||DI:Lr;{(32l)a/\/1L:)Iangs)éure Sensi Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Cefepim Sensi Disc (30 ug) Becton Dickinson

Cefotaxim Sensi Disc (30 ug) Becton Dickinson

Ceftazidim Sensi Disc (30 ug) Becton Dickinson

Ceftriaxon Sensi Disc (30 ug) Becton Dickinson

Cefotaxim Natrium Pulver Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg ,Deutschland
Flucloxacillin Natrium Pulver Stragen Pharma GmbH, Koln, Deutschland

Antimicrobial Susceptibility Testing Cards: L. . .
! ptibiity 'ng BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

AST-N117

MIC test strip Cefepime Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italien
MIC test strip Chloramphenicol Liofilchem

MIC test strip Nalidixic acid Liofilchem

MIC test strip Ertapenem Liofilchem
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Tabelle 11 Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien

Wachstumsmedien

Hersteller

Luria-Bertani-(LB)-Medium

NaCl 5,00 g/I (Sigma Aldrich), Pankreatisches Pepton 10,00 g/I (Oxoid
GmbH), Hefeextrakt 5,00 g/l (Becton Dickinson), eingestellt auf pH 7,0,
autoklaviert bei 121 °C, 15 min

ESBL-MacConkey-Agar

50 g/l MacConkey-Agar (Merck KGaA) mit Zusatz von 2 ug/ml Cefotaxim
(Fresenius SE & Co. KGaA)

ESBL-Testplatte

LB-Agar mit Zusatz von 200 ug/ml Fluocloxacillin (Stragen Pharma
GmbH)

LB-Medium (1), Agar 15,00 g/I (Oxoid GmbH), eingestellt auf pH 7,0,

LB-Agar autoklaviert bei 121 °C, 15 min
MacConkey-Agar Merck KGaA
Miiller-Hinton-Agar Oxoid GmbH

Tabelle 12 Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen

Puffer und Lésungen

Hersteller/Zusammensetzung

TBE-Puffer-Stamml6sung (10 x)

108 g TRIS (Sigma Aldrich), 55 g Borsaure (Sigma Aldrich), 20 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) (Sigma Aldrich), ad 1.000 ml mit A. dest

0,5M EDTA pH 8

18,615 g EDTA (Sigma Aldrich), pH 8 mit NaOH (Carl Roth GmbH +
Co. KG) eingestellt, ad 100 ml mit A. dest

1 M TRIS-HCI 121,14 g TRIS (Sigma Aldrich) ad 1.000 ml mit A. dest
Enzympuffer S; Nuclease Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, Hampshire, U.K.
BSA 10 mg/ml New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland
Enzympuffer fiir SnaBl New England Biolabs GmbH

Enzympuffer BtsCl (Fokl)

New England Biolabs GmbH

Enzympuffer Ndel

New England Biolabs GmbH

Natriumchloridlésung 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

PCR-Laufpuffer

2,5 g Ficoll (Typ 400) (Carl Roth GmbH + Co. KG),
0,03 g Bromphenolblau (Sigma Aldrich), ad 10 ml mit A. dest

PCR-Puffer (10 x)

200 ul TRIS-HCI (pH 8,3) 200 mM, 20 ul KCl 250 mM (Carl Roth
GmbH + Co. KG), 250 ul MgCl, 20 mM (Carl Roth GmbH + Co. KG),
50 ul Tween 20 0,5 % (Sigma Aldrich), 100 ul Gelatine 1 mg/ml (Carl
Roth GmbH + Co. KG)

TE-Puffer (1X)

1,21 g TRIS (Sigma Aldrich), 3,72 g EDTA (Sigma Aldrich) pH 8 mit
NaOH (Carl Roth GmbH + Co. KG) eingestellt, ad 1.000 ml mit
A. dest

Zelllysepuffer fir PFGE

25 ml 1 M Tris-HCI, 50 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) (Sigma Aldrich),
50 ml 10 % Sarcosy! (Sigma Aldrich), ad 500 ml mit A. dest
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3.1.7 DNA-Marker

In der Gelelektrophorese wurden die in Tabelle 13 aufgelisteten DNA-Marker eingesetzt.

Tabelle 13 Herkunft der verendeten DNA-Marker

Marker Hersteller

1 kb plus DNA Ladder Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Lambda Ladder PFG Marker New England Biolabs GmbH

Low Range Marker PFGE New England Biolabs GmbH

3.1.8 Enzyme

Die Tabelle 14 gibt eine Ubersicht tiber die Herkunft und den Zweck der eingesetzten

Enzyme.

Tabelle 14 Ubersicht (iber die eingesetzten Enzyme

Enzyme Hersteller Verwendungszweck
BtsCl (Fokl) New England Biolabs GmbH Restriktionsverdau
Lysozym Sigma Aldrich Zelllyse vor der PFGE
Ndel New England Biolabs GmbH Restriktionsverdau
Proteinase K Carl Roth GmbH + Co KG Proteinverdau vor demrPFGE
S1Nuclease Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH ~ Restriktionsverdau
SnaBl New England Biolabs GmbH Restriktionsverdau
Taq Polymerase Life Technologies PCR
3.1.9 Kits

Tabelle 15 stellt die verwendeten Kits dar.

Tabelle 15 Auflistung der eingesetzten Kits

Kits Hersteller

MASTDISCS™ Amp Detection Set D69C Mast Group Ltd., Reinfeld, Deutschland

MASTDISCS™ Carbapenemase Detection Set D70C Mast Group Ltd.

MSB® Spin PCRapace STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

ABI Prism® BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit  Life Technologies GmbH

Purelink® Genomic DNA Kit Life Technologies GmbH

Nextera XT Sample prep Kit Illumina Netherlands, Eindhoven, Niederlande
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3.1.10 Software

3.1.10.1 Lokal ausfiihrbare Software

e Analyse von DNA-Sequenzen: Segman Pro (DNAstar, Madison, Wisconsin, USA)

° Contig Assemblierung: Spades Version 3.0 (Bankevich et al., 2012; St. Petersburg
Academic University of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg,
Russland)

° Statistik-Programm: R (R Core Team, 2014, GNU General Public License)

Zusatzlich geladene Workpackages: MASS, reshape2, survival, splines, grid, GGally

3.1.10.2 Web-basierte Software und Ressourcen
° Zuordnung zu den E. coli Sequenztypen (STs):

Multi Locus Sequence Typing (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli)
° Vergleich von eigenen Sequenzdaten mit bekannten Sequenzen:

NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

° Erstellung des Minimum Spanning Trees:

(http://pubmist.org/)

° Identifizierung von Plasmid-kodierten Resistenzgenen:

ResFinder 2.1 (03. - 06.03.2014) (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/)

° Identifizierung von Inc-Typen:
PlasmidFinder 1.2 (03. -06.03.2014)

(http://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)

° Identifizierung von Virulenzgenen:
VirulenceFinder 1.2 (03. - 06.03.2014)

(http://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/)

Virulence Factors of Pathogenic Bacteria (03. - 06.03.2014)

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm)

° Erstellung der Heat Maps und Clustering der Resistenzgene:

GENE-E (12.05.2014) (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/GENE-
E/index.html)
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3.2 Methoden

3.2.1 Bakterienanzucht

Die Bakterienisolate und -stdmme wurden unter einer Sterilwerkbank (Mikrobiologische
Sicherheitskabine, Karl Bleymehl Reinraumtechnik GmbH, Deutschland) mit einer sterilen
Ose aus der Glycerinkultur der Stammsammlungen entnommen und anschlieRend auf
MacConkey-Agar mit 2 ug/ml Cefotaxim ausgestrichen. Die Bebritung der Platten erfolgte

16 h tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank (B6060 Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland).

3.2.2 Herstellung und Lagerung der Reinkulturen

Von jedem reinkultivierten Isolat wurde eine Glycerinkultur hergestellt. Dazu wurden in
einen sterilen 100 ml-Erlenmeyer-Glaskolben 10 ml LB-Medium mit Zusatz von 2 ug/ml
Cefotaxim abgefiillt und mit einer sterilen Ose 2 —3 Kolonien eingeriihrt. AnschlieRend
wurde dieser 100 ml-Erlenmeyer-Glaskolben in einem Schittler (BBl — 8865027, Sartorius,
Gottingen, Deutschland) bei 37 °C bebriitet. Nach 16 h Inkubation wurden 750 ul der UNK
mit 750 ul BHI mit 60 % Glycerol in einer 2 ml Micro-Schraubrohre (Sarstedt Ag & Co.,

Deutschland) vermischt und bei -80 °C eingefroren.

3.23 Resistenztestung

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde mit zwei verschiedenen Methoden
ermittelt. Ziel war es, eine moglichst groRe Breite verschiedener Antibiotikagruppen zu
testen. Dabei wurde der Schwerpunkt auf die Prifung von B-Laktamen gelegt. Die zu
testenden Isolate wurden auf LB-Agar mit 2 ug/ml Cefotaxim ausgestrichen. Die Bebriitung
erfolgte Gber Nacht bei 37 °C. Dann wurden 2 - 3 Kolonien in 3 ml 0,45 % NaCl suspendiert
und anschlieBend auf eine Dichte von 0,5 McFarland (£ 1,5 x 10® Kolonie-bildende
Einheiten) eingestellt. AnschlieRend wurden das VITEK2-System und E-Teststreifen
eingesetzt um die MHK zu bestimmen. Die Resistenztestung wurde fir jedes Isolat nur
einmal durchgefiihrt. Die Einteilung der Isolate in sensibel (S), intermediar (I) und resistent
(R) erfolgte mit den vom European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) festgelegten Grenzwerten (EUCAST, 2012). Fir die Antibiotika Nalidixinsdure und
Tetrazyclin wurden die Grenzwerte des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

(2012) verwendet, da EUCAST fiir diese Wirkstoffe bis jetzt keine Grenzwerte festgelegt hat.
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3.2.3.1 VITEK2-System

Der VITEK® 2 XL (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich; in dieser Arbeit als VITEK-2
abgekiirzt) ist ein Vollautomatensystem, das auch zur Ermittlung der MHK von Antibiotika
gegeniliber Bakterienisolaten dient. Dazu werden sogenannte AST-Karten (BioMérieux)
verwendet, die im Wesentlichen eine miniaturisierte, verkiirzte Version der geometrischen
Verdinnungsreihe fir die MHK-Bestimmung mit Hilfe der Mikrodilutionsmethode sind. Jede
AST-Karte enthdlt 64 Napfchen, die genau bemessene Mengen spezifischer Antibiotika und
Kulturmedium enthalten. Die hergestellte Testsuspension des fraglichen Bakterienisolates
wird automatisch in die Karte eingesogen, versiegelt und in ein Inkubator-Karussell gesetzt.
Das Gerat misst das Wachstum in den einzelnen Napfchen lber einen Zeitraum von 24 h
(VITEK 2 User Manual, 2008). Am Ende der Inkubationszeit werden anhand der gemessenen
Wachstumsraten die MHK-Werte fiir jedes auf der Karte enthaltene Antibiotikum durch ein
EDV-Expertensystem (Advanced Expert System) abgerufen. Das VITEK-2-System wurde in der
vorliegenden Ph.D.-Thesis zur MHK-Bestimmung von Ampicillin, Ceftazidim, Cefotaxim,
Imipenem, Gentamicin, Amikacin, Ciprofloxacin, Trimethoprim/Sulfmethoxazol und

Tetracyclin eingesetzt.

3.2.3.2 E-Teststreifen

Der E-Test wurde nach Angaben des Teststreifen-Herstellers zur MHK-Bestimmung der
Antibiotika Cefepim, Ertapenem, Chloramphenicol und Nalidixinsdure angewendet (MIC Test
Strip, Liofilchen). Dazu wurde die Suspension des fraglichen Bakterienisolates mit einem
sterilen Wattetupfer auf eine Miiller-Hinton-(MH)-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde
dabei wahrend des Ausstriches 3 Mal im 60°-Winkel gedreht und der Wattetupfer
gleichmaRig dartiber gefiihrt. Die E-Teststreifen wurden mit Hilfe einer sterilen Pinzette in
der Mitte der Platte aufgebracht. Die Bebriitung der Platten erfolgte fiir 16 h bei 37 °C. Die
MHK wurde dort abgelesen, wo der Rand des elliptisch geformten Hemmhofs den

Teststreifen schnitt (MIC Test Strip, Liofilchen).
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3.2.4 Identifizierung von ESBL/AmpC Produzenten

3.2.4.1 Double-Disc Synergy Test (DDST)

Die Durchfiihrung des Testes erfolgte nach Vorgaben des Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) mit einer Modifikation nach Drieux et al. 2008 (CLSI, 2005; Drieux et al.,
2008). Die Bakteriensuspension fiir den DDST wurde in der gleichen Art und Weise wie filr
die MHK-Bestimmung mittels E-Test und VITEK-2-System hergestellt. Die Suspension wurde
parallel auf eine MH-Platte und eine MH-Platte mit Zusatz von 200 mg/l Fluclocaxillin
ausgestrichen. AnschlieRend wurden 4 Antibiotikaplattchen mit einer sterilen Pinzette im
Abstand von 1,5 cm auf die Platte aufgelegt. Folgende Antibiotika wurden verwendet:
Ceftriaxon (30 ug), Ceftazidim (30 ug), Cefepim (30 ug) und Amoxicillin/Clavulanséure
(30 ug/10 ug). Dabei wurde letzteres Plattchen in der Mitte der 3 anderen Plattchen
positioniert. Die Bebriitung der Platten erfolgte Gber 16 h bei 37 °C. Bei der Auswertung
wurde auf die Ausbildung der sogenannten Ghost zone geachtet. Diese wird als
schlissellochformige Ausweitung der Hemmhdofe zwischen Ceftriaxon/Ceftazidim/Cefepim
und dem Amoxicillin/Clavulansdure-Plattchen erkennbar. Als ESBL-Positivkontrolle wurde
der Laborstamm K. pneumoniae H59 mit bestatigter ESBL-Produktion mitgefiihrt. Der Stamm
E. coli K12 MG1655 diente als Negativkontrolle.

Die Verwendung der MH-Platten mit Fluocloxacillin diente der Identifizierung von eventuell
vorhandenen AmpC-Enzymen. Diese kénnen die Prasenz von ESBLs verschleiern, da sie nicht
empfindlich gegen Clavulansdure sind. Produziert ein Stamm gleichzeitig sowohl eine ESBL
als auch eine AmpC-B-Laktamase, dann zeigt sich auf der normalen MH-Platte keine Ghost
zone. Enthélt die MH-Platte zusatzlich Fluocloxacillin, wird die AmpC gehemmt und die durch

eine ESBL verursachte Zone ist wieder sichtbar.

3.2.4.2 Phédnotypischer AmpC- und Carbapenemasenachweis

Das MASTDISCS™ AmpC Detection Set D69C wurde bei fraglichen AmpC-Ergebnissen im
DDST verwendet. Dieser Kit dient speziell dem Nachweis der AmpC-Enzym-Produktion.
Zusitzlich wurde das MASTDISCS™ Carbapenemase Detection Set D70C bei allen Ertapenem-
und Imipenem-resistenten Isolaten verwendet, um eine eventuell vorhandene
Carbapenemase zu identifizieren. Die Carbapenemresistenz kann auch auf AmpC-Produktion
in Kombination mit einem Porinverlust basieren (Shi et al.,, 2013). Diese Gegebenheit kann

durch das MASTDISCS™ Carbapenemase Detection Set D70C ebenfalls nachgewiesen
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werden. Die Anwendung beider Kits erfolgte gemaR Herstelleranleitung. Dazu wurden die
fragliche, auf 0,5 McFarland eingestellte Bakteriensuspension auf einer MH-Platte
ausgestrichen und die im jeweiligen Kit enthaltenen Antibiotikatestplattchen in einem
Abstand von mindestens 2,5 cm auf dem Agar ausgelegt. Nach einer 16-stiindigen Bebriitung

werden die Hemmhofe um die Plattchen abgelesen und gemal Beipackzettel bewertet.

3.25 DNA-Isolation

Zur Durchfihrung von PCR-Untersuchungen wurde die DNA aus den Bakterienzelle durch
Hitzelyse freigesetzt. Hierzu wurden 2 - 3 Kolonien des fraglichen Bakterienisolates in 100 ul
A. dest. durch griindliches Mischen suspendiert und dann fir 10 Minuten im Thermomixer
(Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) auf 95 °C erhitzt. Danach wurden
das Lysat fiir 10 min bei 14.550 x g abzentrifugiert und 5 ul des Uberstandes in die PCR-

Reaktion eingesetzt.

3.2.6 DNA-Aufreinigung

PCR-Produkte aus den p-Laktamase- und MLST-PCRs wurden fiir die anschliefende
Sequenzierung sowie fiir den Restriktionsverdau mit dem QIAquick PCR Purification Kit und
dem MSB® Spin PCRapace Kit nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Bei beiden Kits wird die
DNA mit einem Reinigungspuffer vermischt und auf eine Sdaule mit einer Membran
aufgebracht. AnschlieBend wird das Reaktionsgefall zentrifugiert, wobei die DNA an die
Sdulenmatrix gebunden wird. Dann wird die Sdule gewaschen und in ein neues
Reaktionsgefald verbracht. Die Eluation der DNA erfolgt durch Aufbringen von Wasser auf die
Saule und anschlieBender Zentrifugation. Die DNA befindet sich danach in geléster Form in

der unterhalb der Membran aufgefangenen Flissigkeit.

3.2.7 Polymerase Chain Reaction (PCR)
Alle PCR-Ansatze wurden auf Eis pipettiert und setzten sich nach dem in Tabelle 16
dargestellten Rezept zusammen. Als Matrize (Syn. Template) wurde jeweils die durch

Hitzelyse gewonnene DNA eingesetzt.
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Tabelle 16 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die PCR

Volumen Reagenz

5ul DNA-Losung oder —Hitzelysat (Template)
5 ul PCR Puffer

2 ul dNTP Mix (0,2 mM)

1ul Forward Primer (10 pmol/ul)

1ul Reverse Primer (10 pmol/ul)

0,2 ul Taq (5U/ul)

36,8 ul A. dest.

Soweit nicht anders angegeben, wurde fir alle PCRs der folgende Amplifikationszyklus

verwendet:
Initialisierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing variabel 1 min 30 Zyklen
Elongation 72°C 1 min
Finale Elongation 72 °C 7 min
Ende 4°C oo

3.2.8 Identifizierung von PMQR-Allelen

Die Auswahl der Isolate, von denen eine PCR zum Nachweis von PMQR-Genen durchgefiihrt
wurde, erfolgte anhand der MHK von Ciprofloxacin. Alle Isolate, bei denen die
MHK > 1 ug/ml war, wurden per PCR (3.2.4.) auf die Gene gnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qnrS, gepA
und aac(6')-1b getestet, da sie nach EUCAST ab diesem Grenzwert als resistent beurteilt
werden (EUCAST, 2012).

Der Nachweis der aac(6')-1b-cr-Variante erfolgte nach Jones et al. (2008) durch die Analyse
des Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus (RFLP) der mit den Primern aac_f und
aac_r erzeugten PCR-Produkte. Nach ihrer Aufreinigung wurden die PCR-Produkte sowohl
mit Ndel, als auch mit BtsCl (Fokl) fir 2 h bei 37 °C und 800 rpm in einem Thermomixer
(Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) verdaut. Diejenigen Amplikons,
welche sich aus dem Gen fir die native Aminoglykosid-Acetyltransferase (aac(6')-1b)
amplifizieren lassen, werden nur von BtsCl verdaut, wohingegen diejenigen Amplikons aus
dem Gen fir die aac(6')-1b-cr-Variante nur eine Schnittstelle fiir Ndel besitzen. So ergibt sich
in der horizontalen Gelelektrophorese ein eindeutiges Schnittbild. Tabelle 17 zeigt eine

Aufstellung des Reaktionsansatzes fir den Restriktionsverdau.

53



Material und Methoden

Tabelle 17 Standardansatz (20 pl) fiir den Restriktionsverdau mit Ndel/BtsCl

Volumen Reagenz
5ul DNA-LOsung (aufgereinigtes PCR-Produkt)
2 ul Buffer4
0,5 ul Enzym (5U/ ul Ndel/BtsCl
12,5 ul A. dest.
3.2.9 Identifizierung der phylogenetischen Gruppen von E. coli

Alle in dieser Arbeit untersuchten E. coli-Isolate wurden mit der Methode von Clermont
et al. (Clermont et al., 2000) in die 4 phylogenetischen Gruppen (A, B1, B2, and D) eingeteilt.
Die Methode basiert auf einer Triplex-PCR, die die Gene chuA and yjaA und das
DNA-Fragment TspE4C2 nachweist. Bei Prasenz der Gene chuA und yjaA gehort das
betreffende E. coli-Isolat der Gruppe B2 an. Wenn nur chuA vorhanden ist, dann ist es der
Gruppe D zuzuordnen. Bei Nachweis von TspE4C2 gehort es der Gruppe B1 an. Bei

Zugehorigkeit zu Gruppe A kann keines der 3 Gene nachgewiesen werden.

3.2.10 Multi-Locus Sequence Typing (MLST) von ESBL Produzenten

Zwanzig ausgewahlte E. coli Isolate wurden entsprechend dem mit Multi-Locus Sequence
Typing nach Wirth et al. eingeteilt (Wirth et al., 2006). Dazu wurden mittels Multiplex-PCR
Abschnitte der 7 Gene adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA und recA amplifiziert und die
Amplikons anschlieBend sequenziert. Durch Eingabe der Gensequenzen in die MLST-
Datenbank (University of Warwick, 2014) konnten die 20 Isolate ihren entsprechenden

Sequenztypen (STs) zugeordnet werden.

Fir die PCR wurde der folgende Amplifikationszyklus verwendet (Wirth et al., 2006):

Initialisierung 95 °C 2 min

Denaturierung 95 °C 1 min

Annealing Variabel 1 min 30 Zyklen
Elongation 72 °C 2 min

Finale Elongation 72 °C 5 min

Ende 4°C oo

Um die MLST-Daten miteinander zu vergleichen und die Verwandschaftsverhéltnisse der
E. coli genauer zu untersuchen, wurden die Sequenzen der 7 Housekeeping-Gene geclustert

um einen Minimum Spanning Tree (MST) zu erzeugen. Unter einem MST versteht man einen

54



Material und Methoden

Graphen in Gestalt eines Baumes, der alle vorhandenen Datenpunkte miteinander
verbindet. In vorliegenden Fall steht jeder Datenpunkt fir 7 Housekeeping-Gene eines
einzelnen Isolates. Ein Algorithmus kann auf Basis dieser Daten berechnen, inwiefern sich die
einzelnen Isolate in der Zusammensetzung der Genvarianten unterscheiden. Die Grafik die
mit Hilfe der Daten gezeichnet werden kann, gibt dann wieder wie eng verwandt die
einzelnen lIsolate sind. Das Clustering und die Zeichnung des MST wurden mit Hilfe der
PubMLST-Datenbank durchgefiihrt. Das Clustering geschah mit Hilfe des Prim's Algorithmus
unter Zuhilfenahme des BURST (Based Upon Related Sequence Types) Algorithmus.

3.2.11  Inc Typing der E. coli Plasmide

Das sogenannte Inc typing (Syn. Plasmid-based Replicon Typing) charakterisiert Plasmide
nach ihrer Fahigkeit, mit anderen Plasmiden im gleichen Bakterienstamm zu koexistieren.
Plasmide sind inkompatibel, wenn sie den gleichen Replikationsmechanismus (Rep type)
haben, d.h. sie kdnnen nicht gleichzeitig in einer Bakterienzelle existieren (Carattoli et al.,
2005). Die Begriffe Inc type und Rep type werden synonym verwendet. Das Inc typing ist ein
wichtiges Instrument, um die Verbreitung von Resistenzgen-tragenden Plasmiden sowie ihre
Evolution zu verfolgen (Carattoli, 2013). In der vorliegenden Ph.D.-Thesis wurden wurden die
am haufigsten bei Enterobacteriaceae auftretenden Replikationstypen FIA, FIB, Flls, N und 11
per PCR (Carattoli et al., 2005) abgepriift. Nach den Replikationstypen FIl und FUC wurde in-
silico mittels Nukleotidsequenzanalyse unter der Verwendung der Software PlasmidFinder
gesucht. Bei PlasmidFinder handelt es sich um eine Online-Plattform auf die Gensequenzen
aus der Genomsequenzierung hochgeladen werden kéonnen. Mit Hilfe eines Algorithmus
werden die zu testenden Sequenzen gegen die bekannten Sequenzen der Replikationstypen
FIl und FUC abgeglichen. Stimmen beide Sequenzen Uberein, wird der entsprechende

Replikations-Typ als vorhanden angezeigt (Carattoli et al., 2014).

3.2.12 Gelelektrophorese

3.2.12.1 Horizontale Gelelektrophorese

Agarose (4 g) wurden in 400 ml 1 x TBE-Puffer so lange gekocht bis eine klare Lésung vorlag.
Nach dem Abktihlen auf 50 °C wurden der Losung 25 ul Ethidiumbromidlésung (5 mg/ml)
zugegeben. Die flussige Agarose wurde in einem Gelschlitten gegossen, und nach dem

Ausharten wurde das Gel in die entsprechende mit 1 x TBE-Puffer gefiillte horizontale
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Elektrophoresekammer gelegt. Anschliefend wurden die PCR-Produkte mit PCR-Laufpuffer
(10 ul PCR-Produkt mit 6 ul Laufpuffer) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Als
GroRenstandard wurde die 1 kb plus DNA Ladder verwendet. Der Lauf erfolgte bei 150 V fur
1 h. Danach erfolgte die Fotografie und Speicherung des Bildes in einem Transilluminators
(Bio-Rad Universal Hood Il Gel Imager, Bio-Rad, Hercules, USA). Die Gelelektrophorese stellt
ein physikalisches Verfahren dar, mit Hilfe dessen geladene Molekiile durch ihre
unterschiedliche Polaritdt in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden koénnen (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1982). Dementsprechend kann es auch zur Auftrennung
unterschiedlich groBer DNA-Molekiile verwendet werden. Diese wandern auf Grund ihrer
negativ geladenen Phosphatgruppen in Richtung der Anode durch das Agarosegel. Dem Gel
kommt dabei die Rolle eines Filters zu, da kleinere DNA Stilicke schneller durch das Gel
wandern kénnen. Daher kann eine Auftrennung der DNA nach GroRe erfolgen und mit

Stlicken bekannter GrofRe (DNA-Marker) verglichen werden.

3.2.12.2 Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Die sogenannte Contour-Clamped Homogeneous Electric Field - Pulsfeld-Gelelektrophorese
(CHEF-PFGE) wurde zur Bestimmung von Anzahl und GroRRe der Plasmide eingesetzt. Dabei
wurde zundachst ein Restriktionsverdau der genomischen DNA mit dem Enzym S;-Nuklease

durchgefiihrt und anschlieRend eine PFGE gefahren.

Herstellung der Agaroseblockchen

Von einer LB-Platte mit 2 ug/ml Cefotaxim wurden 2 - 3 Bakterienolonien mit einer sterilen
Ose abgenommen und in 10 ml LB-Medium mit 2 ug/ml Cefotaxim iibergeimpft. Nach 16 h
Wachstum wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODgpo) photometrisch bestimmt und die
Bakteriensuspension durch Verdiinnung mit LB-Medium auf eine ODggo = 1,35 eingestellt
(2 9 x 10° KbE). 1.000 ul dieses Ansatzes wurden dann bei Raumtemperatur 10 min bei
3100 x g abzentrifugiert (Zentrifuge 5418, Eppendorf, Deutschland). AnschlieBend wurde das
Bakterienpellet 4 Mal mit 1 x TE-Puffer gewaschen und dabei fiir jeweils 4 min bei 14550 x g
zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 384 ul 1 x TE-Puffer gel6st
und dann mit 16 ul Lysozym-Losung (20 mg/ml) versetzt. AnschlieBend folgte ein
Inkubationsschritt von 10 min bei 37 °C auf dem Thermoblock (Thermomixer comfort,

Eppendorf, Deutschland). Nach diesem Schritt wurde der Ansatz mit 400 ul 50 °C warmer
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flussiger Pulsed Field Certified-Agarose (16 mg/ml) und 20 ul Proteinase K-Lésung (20 mg/ml)
vermischt. Dieses Gemisch wurde dann in vorgefertigte Gelblockchenformen (Disposable
Plug Mold, Bio-Rad, Hercules, USA) pipettiert. Nach dem Erstarren der Agarose wurden die
Blockchen mit Hilfe eines kleinen Spatels aus den Formen herausgelost, in einem 20 ml-
Polypropylen-Réhrchen (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich) mit 5 ml Zelllysepuffer
mit Zusatz von 25 ul Proteinase K (20 mg/ml) gegeben und fiir 2 h im Wasserbad bei 54 °C
geschuttelt. AnschlieRend folgten insgesamt 6 Waschschritte mit jeweils 5 ml Fliissigkeit im
Abstand von 15 min im Wasserbad bei 54 °C. Dabei wurde jeweils zuerst die verbrauchte
Waschflissigkeit mit einer Pipette aus den 20 ml-Polypropylen-Réhrchen abgenommen und
anschliefend wieder 5 ml frische Waschflussigkeit hinzugegeben. Die ersten beiden Male
wurden die Blockchen mit A. dest. gewaschen, danach mit 1 x TE-Puffer. Sowohl das Wasser
also auch der Puffer wurden vorher auf 54 °C erwarmt. Die Blockchen wurden nach dem

letzten Waschschritt in 5 ml 1 x TE-Puffer im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Restriktionsverdau mit S;-Nuklease (Gr6Renbestimmung der Plasmide)

Der Restriktionsverdau wurde entsprechend dem Pulse Net Protocol of Center for Disease
Control and Prevention (CDC, 2013) durchgefiihrt. Die verwendete S;-Nuklease hydrolysiert
Einzelstrangregionen wie Licken oder Loops in doppelstrangiger DNA. Auf diese Weise
werden in den Isolaten eventuell vorhandene Plasmide linearisiert. Allerdings wird auch das
bakterielle Chromosom in Stlicke geschnitten (Oleson und Sasakuma, 1980). In einem
Pulsed-Field Gel konnen die Plasmide aber identifiziert werden, da sie im Vergleich mit
chromosomalen Stiicken deutlich kiirzer sind und im gleichen Zeitraum deutlich weiter im
Gel laufen. Durch diese Methode kénnen mit einer anschlieRenden PFGE sowohl die Anzahl
der Plasmide als auch deren GroRe relativ genau bestimmt werden (Barton et al., 1995).
Jeweils ein Blockchen wurde zunachst bei Raumtemperatur fir 20 min in einem 20 ml-
Polypropylen-Réhrchen in 200 ul S;-Nuklease-Puffer aquilibriert. AnschlieBend wurde der
Puffer abgenommen und pro Bléckchen 300 ul S;-Nuklease-Puffer mit 40 Units S;-Nuklease
zugegeben. Dieser Ansatz wurde in einem 20 ml-Polypropylen-Réhrchen 2 h bei 37 °C im
Wasserbad geschittelt. AnschlieBend wurde der Verdau mit Zugabe von 50 ul 0,5 M EDTA
flir 30 min bei Raumtemperatur abgestoppt. Danach wurden die Bléckchen zweimal mit
1.000 ul 0,5 x TBE-Puffer gewaschen und in die Probenvertiefung eines einprozentigen

Agarosegels (Pulsed Field Certified-Agarose) in einem speziellen PFGE-Schlitten eingesetzt.
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Als Laufpuffer in der PFGE-Kammer wurden 3.000 ml 0,5 x TBE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei 6 V, mit einem Switch von 1 bis 25 s iber 18 h. AnschlieRend
wurde das Gel vor der Geldokumentation fir 10 min in einem Ethidiumbromidbad (25 ul
EtBr-Stammlosung (5 mg/ml) auf 400 ml 0,5 x TBE-Puffer) gefarbt und tber 20 min in
0,5 x TBE-Puffer entfarbt.

3.2.13 DNA-Sequenzierung

3.2.13.1 Sequenzierung von PCR-Amplikons

Um die kodierten B-Laktamase-Subtypen prazise zu bestimmen, wurden alle Amplikons aus
den PCR-Reaktionen fiir TEM, SHV, CTX-M und OXA-48 sequenziert. Auch die Amplikons aus
der MLST-PCR wurden sequenziert. Die Sequenzierreaktion wurde nach dem in Tabelle 18
dargestellten Protokoll angesetzt. Die Sequenzanalyse wurde mit dem Automated Sequencer
ABI Prism® 3100 (Life Technologies, Carlsbad, USA) im Institut durchgefiihrt. Die Auswertung
der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Segman Pro (Lasergene, DNASTAR, USA) und
dem blastn-Algorithmus von NCBI (Datenbanksuche) (NCBI, 2012).

Tabelle 18 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiur die Sequenzierreaktion (25 pl)

Volumen Reagenz Hersteller
5 ul DNA Template (aufgereinigtes PCR-Produkt)

Applied Biosystems, Life

4 ul ABI Prism® BigDye® T inator 5x S ing B .
u rism® BigDye®Terminator 5x Sequencing Buffer Technologies, USA
. Eurofins MWG Operon,
1 ul Primer (10 pmol/ul) Deutschland
. . . . . Applied Biosystems, Life
1ul ABI P ® BigDye®T R R M
u rism® BigDye®Terminator Ready Reaction Mix Technologies, USA
4 ul A. dest.

Die Sequenzierreaktion wurde durch den folgenden Amplifikationszyklusermaoglicht:

Denaturierung 96 °C 10 sec

Annealing 50 °C 10 sec 20 Zyklen
Elongation 60 °C 4 min

Ende 4°C oo

3.2.13.2 Genomsequenzierung
Das Genom d.h. bakterielle Chromosom und die jeweils vorhandenen Plasmide wurde bei

ausgewahlten Bakterienisolaten mit einer Methode des Next Generation Sequencing (NGS)
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sequenziert. Als Sequenziergerat wurde ein Miseq (lllumina, San Diego, USA) eingesetzt. Die
Sequenzierung begann mit der Anzucht der Isolate in LB-Medium liber 16 h bei 37 °C und der
anschlieBenden DNA-Isolierung mit dem PurelLink® Genomic DNA Kit. Um die DNA fir die
Sequenzierung vorzubreiten, wurde eine sogenannte Library hergestellt. Darunter versteht
man einen Pool von DNA-Fragmenten, der nach einem bestimmten Protokoll erzeugt wurde.
In diesem Fall wurde der Nextera XT Sample prep Kit verwendet. Dabei wurde die
DNA-Probe (Template-DNA) zunédchst in kleine Stiicke fragmentiert und an die Enden der
Stlicke unspezifisch Adapter-Oligonukleotide ligiert. Nach einem Validierungsschritt wurde
diese Library anschlieRend auf eine Flowcell (Flusszelle) aufgebracht. Die Template-DNA wird
Uber spezifische Adaptoren an die Flowcell gebunden, auf der die Sequenzierreaktion
stattfindet. Durch einen PCR-dhnlichen Schritt werden von dem gebundenen Startmolekiil
ausgehend Cluster (Anhdufungen) aus identischen Molekiilen gebildet (Bridge-amplification).
Die Sequenzierung erfolgt dann zyklusweise und verwendet fluoreszenzmarkierte
Nukleotide. Wahrend jedem Sequenzierzyklus wird genau ein Nukleotid komplementar zur
Template-DNA eingebaut. Mittels zweier Laser werden die Fluoreszenzgruppen der
eingebauten Nukleotide angeregt und das basenspezifische emitierte Fluoreszenzsignal
detektiert. AnschlieBend werden die Fluoreszenzgruppe und der reversible Terminator, der
zunachst eine Anlagerung weiterer Nukleotide verhindert, abgespalten. Im folgenden Zyklus
wird dann ein weiteres Nukleotid eingebaut. Die Abfolge der Farben wird schlieflich fiir jede
Koordinate direkt in die DNA-Sequenzen (ibersetzt. Die Rohdaten der Sequenzierung wurden
anschliefend mit dem Programm Spades 3.0 assembliert (Bankevich et al., 2012). Unter
Assemblierung versteht man das Zusammenfiigen der einzelnen, einander (berlappenden,
Reads, also den vom Sequenziergerdat ausgegebenen Basenabfolgen, zu groBeren
Genomstiicken den sogenannten Contigs. Auf Grund der extrem groRen Datenmengen
werden dafiir eigene Computerprogramme, sogenannte Assembler, verwendet. Die so
generierten Contigs kénnen meist nicht miteinander zu einer einzigen zusammenhangenden
Basensequenz verbunden werden, da zwischen ihnen Sequenzliicken (Gaps) zuriickbleiben.

Dennoch sind sie dann geeignet, um die auf ihnen liegenden Gene zu identifizieren.

3.2.14  Galleria mellonella-Modell
Essentielle Aspekte der angeborenen Immunantwort gegen mikrobielle Infektionen sind

sowohl bei Menschen, als auch bei Insekten in vergleichbarer Art und Weise zu finden.
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Daher werden Insekten als Modellorganismen fiir Erreger-Wirt-Interaktionen eingesetzt. Im
Institut fliir Medizinische Mikrobiologie der JLU GieRen wurden Larven der grofRen
Wachsmotte Galleria (G.) mellonella schon erfolgreich als Modell fiir die Unterscheidung von
Listeria monocytogenes-Stammen nach ihrer Virulenz eingesetzt (Mukherjee et al., 2009).
Die Unterscheidung zwischen virulenten und nicht-virulenten Listerienstammen ist gut
moglich. Das G. mellonella--Modell stellt eine einfache Mdoglichkeit zur Beurteilung der
Virulenz dar. In dieser Arbeit wurde es jetzt das erste Mal auf ESBL-produzierende E. coli

angewendet.

Anzucht der Larven

Die Larven wurden von der Firma Fauna Topics (Marbach, Deutschland) bezogen und in
groRBen Petrischalen (145/20 mm, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) mit
einer Futtermischung bestehend aus Maismehl (22 %), Weizenkeimen (22 %), Trockenhefe
(11 %), Bienenwachs (17,5 %), Honig (11 %) und Glycerin (11 %) bei 30 °C lichtgeschiitzt

aufgezogen.

Anzucht der Bakterienisolate

Die zu testenden Isolate wurden tber 16 h bei 37 °C auf dem Schiittler in 10 ml LB-Medium
mit Zusatz von 2 ug/ml Cefotaxim angezogen. Am nachsten Tag wurden sie mit LB-Medium
(ohne Antibiotikum) 1:40 verdiinnt und erneut bei 37 °C bis ODggpo = 1 (£ 6,5 x 10° KbE)
wachsen gelassen. Dann wurden 1.000 ul der Bakteriensuspension 3 min bei 3.100x g
abzentrifugiert. Im Anschluss folgten 3 Waschschritte mit 0,9 % NaCl. Zuletzt wurde das
Bakterienpellet wieder in 1.000 ul 0,9 % NaCl resuspendiert. Von dieser Bakteriensuspension
wurde eine logio-Verdiinnungsreihe bis zur Verdiinnung 10°® pipettiert und von dieser dann
100 ul auf LB-Platten ausplattiert. Auf diese Weise konnte das tatsachliche Inokulum fiir die
Larveninfektion bestimmt werden. Fir die Injektion in die Wachsmottenlarven wurde die

unverdinnte Suspension verwendet.

Infektion der Larven

Von der unverdinnten Bakteriensuspension wurden den Gallerienlarven 10 ul ventral in das
Colom injiziert. Dazu wurde eine Einmal-Feindosierspritze (Omnican®F, B. Braun Melsungen
AG, Kronberg im Tanus, Deutschland) verwendet. Die Spritze wurde zunachst in einer

Manual Microsyringe Pump (World Precision Instruments, Sarasota, USA) eingespannt. Die
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Larve wurde anschliefend mit 2 Pinzetten fixiert und zwischen dem letzten und vorletzten
Beinpaar per Injektion mit der Bakteriensuspension infiziert (Abbildung 5). Nach der
Injektion wurden die Larven wieder lichtgeschitzt bei 37 °C inkubiert. Pro Bakterienisolat
wurden 3 Experimente mit jeweils 10 Larven durchgefiihrt. Das Experiment wurde pro Isolat
3 Mal wiederholt. Als Negativkontrolle wurde 0,9 % NaCl verwendet und E. coli K12 MG 1655
als Beispiel fir einen avirulenten E. coli Stamm. Die infizierten Larven wurden an
5 aufeinander folgenden Tagen gezahlt, d.h. iberlebende und tote Tiere ausgezahlt. Eine
Larve wurde als tot bezeichnet, wenn sie auf Berlihrung keine Reaktion mehr zeigte. Zudem
kommt es bei G. mellonella im Laufe von Erkrankungen zu einer Melanisierung der Cuticula.

Dementsprechend waren die verstorbenen Larven zumeist schwarz verfarbt.

Abbildung 5 Inokulation einer Galleria mellonella-Larve mit eine ESBL-E. coli-Bakteriensuspension

3.2.15 Genomanalyse und Bioinformatik

Durchmustern auf Virulenzgene und Plasmid-kodierten Resistenzgene
Die mittels NGS generierten Contigs wurden auf die Prasenz verschiedener Plasmid-

kodierter Resistenz- und Virulenz- bzw. Virulenz-assoziierte Gene durchgemustert. Zu
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diesem Zweck wurden verschiedene Internetdatenbanken verwendet. Zum Nachweis
Plasmid-kodierter Resistenzgene wurden die Contigs in die Datenbank ResFinder
hochgeladen. Diese Datenbank liberpriift Sequenzen nur auf Resistenzgene die laut Literatur
Plasmid-kodiert sind. Zum Nachweis von Virulenzgenen wurden die Contigs in die Datenbank
VirulenceFinder hochgeladen und dort Gberprift. Aus der Datebank Virulence Factors of
Pathogenic Bacteria (VFDB) wurden die Sequenzen wichtiger Virulenzgene fir intestinal und
extraintestinal pathogene E. coli (EXPEC) heruntergeladen (Tabellen 19 und 20) und deren
Prasenz mit Hilfe des blastn-Algorithmus von NCBI in den ermittelten DNA-Sequenzen
geprift. Alle Ergebnisse mit eine Identity von > 99%, einer Query Coverage von = 95 % und
einem E-Wert = 0 wurden als Treffer (= Gen/Operon vorhanden) gewertet. Als Virulenzfaktor
bzw. Virulenz-assoziierter Faktor wurde in dieser Studie ein Gen z. B. pic bzw. ein Operon
z. B. Aerobactin (lucABCD/IutA) bezeichnet. Ein Operon wurde nur als vorhanden bezeichnet,
wenn alle dazu gehdrigen Gene nach den eben genannten Kriterien nachweisbar waren.
Zunachst wurde die Prdsenz von Virulenzfaktoren der etablierten Pathovare ETEC, STEC,
EPEC, EAEC, EIEC, DAEC nach Kaper et al. Gberprift (Kaper et al., 2004). AnschlieRend
wurden zusatzlich EXPEC-Virulenzfaktoren getestet, da die liberwiegende Zahl der E. coli-
Isolate aus Proben gewonnen wurde, die auf eine extraintestinale Lokalisation der Infektion

schlieBen lielen (Urin, Abstriche aus dem Urogenitaltrakt, BAL).

Analyse der Resistenzgenmuster

Informationen Uber die Herkunft der lIsolate (Mensch, Hund, Pferd, Katze etc.), die
entsprechenden Bakterienarten (E. coli, K. penumoniae etc.) sowie die identifizierten
Resistenzgene (blatenm, blasyy, blacrxm etc.) wurden in einer Excel-Datei zusammengestellt.
Die Daten wurden anschlieBend auf der Analyse-Plattform GENE-E analysiert (GENE-E, 2014).
Mit Hilfe der Plattform wurden Heat Maps erstellt, welche die Verteilung der Resistenzgene
in Bezug auf die Herkunft und die Bakterienspezies darstellen. Die Visualisierung der Daten

diente der Identifizierung bestimmter Resistenzgenkombinationen.
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3.2.16 Statistik

Analyse der Risikofaktoren fiir einen erhéhten larviziden Effekt

Ziel der Analyse war es, Faktoren zu identifizieren, die fiir einen starkeren larviziden Effekt in
Galleria mellonella-Larven verantwortlich sind. Zu diesem Zweck wurde die schrittweise Cox-
Regressionsanalyse verwendet. Bei diesem Regressionsmodell wird der Effekt mehrerer
EinflussgréRen auf eine Zielvariable, in diesem Fall die Uberlebenszeit, untersucht. Mit dem
Modell wird untersucht, ob das Vorhandensein bestimmter Virulenzgene oder
Virulenzgenkombinationen einen Einfluss auf die Uberlebenszeit der Larven hat. Eine
schrittweise Auswahl von Faktoren, die die Uberlebensrate beeinflussen, erfolgte mit Hilfe
des Akaike Informationkriterium (AIC). Dies ist ein MaR fir die Gite von Modellen und wird
zum Vergleich einzelner Modelle untereinander herangezogen, um das passendste Modell
auszuwahlen. AnschlieRend wurden die jeweiligen Faktoren kombiniert, die durch die
schrittweise Anpassung des Modells die Verkiirzung der der Uberlebenszeitenam besten
erklaren.

Wichtig flr die weitere Auswertung der Ergebnisse sind die Hazard Rate und die Hazard
Ratio. Mit Hazard (Gefahr, Risiko) ist die Wahrscheinlichkeit gemeint, mit der eine Larve, die
fiir eine bestimmte Zeit unter Beobachtung steht, in dieser Zeit verstirbt. Die Hazard Rate
h(t) wird dabei als Risiko pro Zeiteinheit fiir das Sterben zur Zeit t interpretiert. Sie wird

folgendermaRen beschrieben:

Anzahl der Larven mit Zielereignis im Intervall das bei t beginnt
(Anzahl der Larven, die Uberlebten) x Intervallbreite

h(t) =

Bei der Hazard Ratio werden verschiedene Hazard Rates in Beziehung zueinander gesetzt.
Unter Rate versteht man die Anzahl der Ereignisse in einer bestimmten Zeit. Die Rate in
einer Gruppe wird dann mit der Rate in einer anderen Gruppe verglichen. Eine Hazard Ratio
von 1 (HR = 1) bedeutet, dass es keinen Unterschied zwischen zwei Gruppen gibt. Liegt die
HR Uber 1, ist das Risiko fir die beobachtete Gruppe groRer, in einer bestimmten Zeit ein
Ereignis zu haben. Liegt die HR unter 1, ist das Risiko fiir die beobachtete Gruppe kleiner als
in der Vergleichsgruppe. Die Berechungen wurden mit dem Programm R von Anita Holand

aus dem Institut flir Medizinische Informatik der JLU GieBen durchgefiihrt.
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4, Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der ESBL-verdachtigen Bakterienisolate

Insgesamt wurden 207 Tierisolate und 183 Humanisolate als ESBL-verdachtig eingestuft und
weiter charakterisiert. Alle untersuchten Isolate kamen aus der Region GieRen und waren im

Zeitraum von 2009 bis 2011 isoliert worden.

41.1 Haufigkeitsverteilung der Isolate nach dem Probenmaterial

Beziglich der Herkunft des Probematerials zeigten sich deutliche Unterschiede. Wahrend die
Humanisolate liberwiegend aus Urin (53 %) und Rektalabstrichen (19 %) isoliert worden
waren, stammte mehr als die Halfte der Tierisolate (51 %) aus Kotproben (Abbildung 6). Die
Bandbreite des Herkunftsmaterials war bei den Tierisolaten deutlich groRer, als bei den

Humanisolaten.

Humanisolate Tierisolate
| Urin (n=97) | Abstrich Rektum (n = 35) W Kot (n = 106) B Urin (n = 15)
# Bronchialsekret (n=5) EAbstrich Leiste (n = 6) ® Abstrich Wunde {n = 9) i Leber (n=7)
@ Abstrich Cervix (n=5)  mVerschiedenes (n=22) W AbstrichZVK {n=7) W Abstrich Abszess (n = 5)
m Unbekannt (n = 13)  Abstrich Haut (n=5)  m Verschiedenes {n=44)

I Unbekannt (n=9)

4,3%

51,2%

2,4%
2,4%
34% ¥

7.2%

Abbildung 6 Relative Haufigkeit des Probenmaterials, aus dem die untersuchten Human- (n = 183)
und Tierisolate (n = 207) isoliert worden waren, Verschiedenes: s. Tabellen 32 und 33 im Anhang
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4.1.2 Haufigkeitsverteilung der Isolate nach der Erkrankung der Patienten

Bei den Humanisolaten kann keine Aussage liber die Erkrankung der betroffenen Patienten
gemacht werden. Eine Zuordnung ware nur anhand des Materials oder der Herkunft der
genommenen Probe moglich und daher vage. Allerdings ist eine Unterteilung in Isolate von
ambulant behandelten und stationdar aufgenommenen Patienten moglich. So stammen
55 Isolate (30,1 %) von ambulant behandelten und 128 (69,9%) von stationar
aufgenommenen Patienten. Bei den veterinarmedizinischen Isolaten kann eine genauere
Einteilung der vorliegenden Erkrankung des Tieres vorgenommen werden. Den groRten
Anteil machen mit 49 % gastrointestinale Leiden aus, gefolgt von 11 % Hauterkrankungen,

10 % urogenitalen und 7 % respiratorischen Erkrankungen (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Einteilung der untersuchten Tierisolate (n = 207) anhand des urspriinglich erkrankten
Organsystems

4.1.3 Haufigkeitsverteilung der Isolate nach taxonomischer Zugehorigkeit

Die Abbildung 8 zeigt die Haufigkeitsverteilung der charakterisierten 390 Human- und
Tierisolate nach ihrer taxonomischen Zugehorigkeit. Den grofSten Teil der Isolate machte die
Art E.coli (73,8 %) aus. Ebenfalls ofter vertreten waren K.pneumoniae (17,7 %) und
Enterobacter cloacae (4,4 %) (Abbildung 8). Dabei war die Verteilung von E. coli und

K. pneumoniae in beiden Gruppen (Human- und Tierisolate) ahnlich (E. coli: Humanisolate
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77 %, Tierisolate 71 %; K. pneumoniae: Humanisolate 15,8 %, Tierisolate 19,3 %). Des
Weiteren wurden bei den Humanisolaten die Spezies Klebsiella oxytoca und Morganella
morganii nachgewiesen. Bei den Tierisolaten konnten vereinzelt die Spezies Klebsiella
oxytoca, Enterobacter intermedius, Citrobacter freundii, Providencia stuartii, Enterobacter

gergoviae und Proteus mirabilis identifiziert werden.

® Humanisolate  m Tierisolate Gesamt
2
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-
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-
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Escherichia  Kiebsiello Klebsletla  Enterobocter Enterobacter Enterobocter  Proteus Providencia Citrobacter Morgonelio
coli pneumoniae  oxytota cloacoe gergovioe  Intermedius  mirobilis stuortii [reundii morganii
Bakterienspezies

Abbildung 8 Verteilung der ESBL-verdachtigen Bakterienisolate nach ihrer taxonomischen
Zugehorigkeit zu Spezies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae. Klebsiella oxytoca, Enterobacter
cloacae, Enterobacter gergoviae, Enterobacter intermedius, Proteus mirabilis, Providencia startii,
Cltrobacter freundii und Morganella morganii

4.1.4 Resistenzquoten

Neben der Resistenz gegen B-Laktame zeigen ESBL-Produzenten oft auch Resistenzen gegen
andere Antibiotikaklassen. Daher wurden die in dieser Arbeit untersuchten Isolate auf ihre
Resistenz gegen die folgenden Antibiotika getestet: Ampicillin, Ceftazidim, Cefotaxim,
Cefepim, Ertapenem, Imipenem, Gentamicin, Amikacin, Ciprofloxacin,
Trimethoprim/Sulfmethoxazol, Chloramphenicol, Tetracyclin und Naldixinsdure. Die
Beurteilung ihrer MHK erfolgte nach den Kriterien des European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST) von 2012 mit Ausnahme der MHKs fir Nalidixinsdure und
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Tetracyclin, da fiir diese Wirkstoffe bis jetzt keine Breakpoints angegeben wurden. Daher
wurden fir diese beiden Antibiotika die Kriterien des Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) von 2012 angewendet.

Humanisolate

Amgicitlin ‘ /100,0%
Ceftazidim 52,5%
Cefotaxim : 78,7%
Cefepim 99,0%
Ertapenem - 24,0%
Imipenem | 2,2%

Gentamicin 35.0%

Getestete Antibiotika

Amikacin 14,8%
Ciprofiexacin ‘ 76,5%
Trimethoprim/Sulfmethoxazol 100,0%

Chloramphenicol 88,0%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0%  40,0%  50,0% 60,05 70,0%  800%  90,0%  1000%
Resistenzquoten (%)

Abbildung 9 Resistenzquoten der ESBL-verdadchtigen Humanisolate (n = 183) Die Interpretation
(resistent/sensibel) der MHK erfolgte nach den Kriterien des European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) von 2012.

Die Resistenzquoten fiir die Humanisolate werden in Abbildung 9 dargestellt. Alle getesteten
Isolate (n = 183) zeigten Resistenz gegen Trimethoprim/Sulfmethoxazol und Ampicillin. Fur
die Cephalosporine der 3. und 4. Generation wurden Resistenzquoten von 52,5%
(Ceftazidim), 78,7 % (Cefotaxim) und 99 % (Cefepim) nachgewiesen. In der Gruppe der
Carbapeneme zeigten sich deutliche Diskrepanzen. Eine Resistenz gegen Imipenem lag nur in
2,2 % der Falle vor. Im Gegensatz dazu waren ein Viertel aller Isolate (24 %) gegen
Ertapenem resistent (einschlieBlich der 4 Imipenem-resistenten Isolate). In der Gruppe der
Aminoglykoside, vertreten durch Amicazin und Gentamicin, traten Resistenzquoten von
14,8 % (Amikacin) und 35 % (Gentamicin) auf. Gegen das Fluorchinolon Ciprofloxacin wurde
Resistenz bei 76,5 % aller Isolate festgestellt. Fiir Chloramphenicol lag die Quote resistenter
Isolate bei 88 %. Fiir Nalidixinsdure wurde eine Resistentquote von 83,6 % nachgewiesen.

Fir Tetracyclin lag sie bei 60,7 %.
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Tierisolate

Amgicilin ‘ 100,0%
Ceftazidim 754%
Cefotaxim 99,5%
Cefepim 99,0%
2 _
8
B Ertapenem 16,9%
2
€
< Imipenem | 1,0%
£
E Gentamicin 61,4%
@
© Amikacin | 4,8%
Ciprofioxacin ‘ 68,1%
Trimethoprim/Sulfmethoxazol ‘ 100,0%
Chloramphenicol 95,2%
0,0% 20,0% 40,0% 60,00 80,0% 100,0%
Resistenzquoten (%)

Abbildung 10 Resistenzquoten der ESBL-verdachtigen Tierisolate (n = 207) Die Interpretation
(resistent/sensibel) der MHK der einzelnen Isolate erfolgte nach den Kriterien des European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) von 2012.

Die Resistenzquoten fiir die untersuchten Tierisolate sind in Abbildung 10 dargestellt. Alle
getesteten Isolate (n = 207) waren resistent gegen Trimethoprim/Sulfmethoxazol und
Ampicillin. Die Resistenz gegen Cephalosporine zeigte folgende Auspragungen: 75,4 %
Resistenz gegen Ceftazidim, 99,5 % Resistenz gegen Cefotaxim und 99 % Resistenz gegen
Cefepim. Auch hier war ein deutlicher Unterschied in der Gruppe der Carbapeneme zu
verzeichnen. Nur 1% der lIsolate war resistent gegen Imipenem, aber 16,9 % waren
Ertapenem-resistent, was aber nur 2 der 4 Imipenem-resistenten lIsolate einschloss.
Amikacinresistenz war bei 4,3 % und Resistenz gegen Gentamicin bei 61,4 % zu finden. Eine
Unempfindichkeit gegen Ciprofloxacin trat bei 68,1 % der Isolate auf und Resistenz gegen
Chloramphenicol bei 95,2 %. Nalidixinsaure 76,8 %. Die Resistenzquoten fur Nalidixinsaure

und Tetracylin lagen bei 76,8 % und 76,3 %.

In ihren Resistenzquoten waren sich die Human- und Tierisolate in den meisten Fallen sehr
ahnlich, wenn nicht sogar identisch wie in den Fallen von Ampicillin und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol (100 % resistent) sowie Cefepim (99% bzw. 99,5 %
resistent). Unterschiede waren insbesondere bei den Cephalosporinen Ceftazidim und

Cefotaxim auszumachen. Hier war die Quote resistent getesteter Isolate in der Gruppe der
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Tierisolate (75,4% und 99,5 %) deutlich hoher als bei den Humanisolaten (52,5%
und 78,7 %). Ein &hnlicher Unterschied lief sich bei dem Aminoglykosid Gentamicin
feststellen, bei dem 61,4 % der Tier- aber nur 35 % der Humanisolate resistent waren.
Umgekehrte Verhaltnisse fanden sich allerdings bei Amikacin. Dort waren nur 4,3 % der
Tierisolate resistent, aber 14,8 % der Humanisolate. Wahrend die Resistenzquoten fiir
Imipenem ist in beiden Gruppen niedrig war (2,2 % vs. 1,0 %), waren gegen Ertapenem

immerhin 24 % der Human- und 16,9 % der Tierisolate resistent.

4.1.5 Nachweis und Klassifizierung von B-Laktamasen bei Cephalosporin-resistenten

Isolaten

4.1.5.1 Identifizierte ESBL-/AmpC-Produzenten

Die Detektion von ESBL-Produzenten unter den Human- und Tierisolaten erfolgte mit dem
DDST. Isolate, die in diesem Test keine Ghost zone aufwiesen, aber bei keinem
Antibiotikaplattchen einen Hemmbhof zeigten, wurden ebenfalls weiter charakterisiert, da
hier Verdacht auf ein Carbapenemase-produzierendes Isolat oder einen anderen
Resistenzmechanismus bestand wie z. B. der Produktion einer AmpC in Kombination mit
einem Porinverlust. Durch die parallele Untersuchung aller Isolate auf MH-Platten mit
Flucloxacillin-Zusatz und und MH-Platten ohne diesen Zusatz konnte eine relativ sichere

Identifikation von AmpC-bildenden Isolaten erfolgen.

Tabelle 21 Ubersicht {iber die Ergebnisse der untersuchten Isolate auf ESBLs und AmpC mittels DDST
und MAST AmpC Detection Set

Anzahl an Bakterienisolaten

Merkmal
vom Menschen von Tieren
Gesamtanzahl untersuchter Isolate 200 313
DDST
verdachtig auf ESBL-Bildung 183 207
verdachtig auf ESBL- und AmpC-Bildung 16° 23°

%in allen Fallen wurde die Produktion einer AmpC mittels MASTDISCSTM AmpC Detection Set D69C nachgewiesen

Humanisolate
Von den insgesamt 200 unteruschten Humanisolaten, die Resistenz gegen ein oder mehrere
Cephalosporine der 3. Generation zeigten, wiesen 183 (91,5 %) ein positives Ergebnis im

DDST auf und waren somit verdachtig, eine ESBL zu bilden. Ein Teil dieser 183 Isolate (n = 16;
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8,7 %) wurde per DDST auBerdem als AmpC-Produzent identifiziert. Dieses Ergebnis wurde in

allen 16 Fallen mit dem MAST AmpC Detection Set bestétigt (Tabelle 21).

Tierisolate

Von 313 urspriinglich aus der Stammsammlung des Institutes fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere stammenden lIsolaten, reagierten 207 (66 %) im DDST
positiv. Diese 207 Isolate wurden zur weiteren molekularbiologischen Charakterisierung
herangezogen. Im DDST gaben 23 der 207 Isolate Hinweise auf eine AmpC-Bildung. Diese
207 Isolate wurden deshalb der weitergehenden molekularbiologischen Charakterisierung
unterzogen. Im DDST waren 23 (11,1 %) der 207 DDST-positiven Isolate aullerdem
verdachtig, neben einer ESBL auch eine AmpC zu bilden. Bei allen 23 Isolaten wurde die

AmpC-Bildung mit dem MAST AmpC Detection Set bestatigt (Tabelle 21).

4.1.5.2 Identifizierte B-Laktamase und ESBL Allele

Alle Isolate mit einem positiven Ergebnis im DDST wurden mittel PCR auf das Vorkommen
eines bla-Gens untersucht. In allen positiven Fdllen wurde das Amplikon sequenziert.
Zusatzlich wurden alle Isolate einer spezifischen PCR-Untersuchung auf die Prdsenz von
blaoxa1 unterzogen, wobei die etwaigen PCR-Amplikons nicht sequenziert wurden.
Insgesamt wurden die Gene fir 20 verschiedene B-Laktamase-Gene gefunden, darunter

4 Penicillinasen, 15 ESBLs und eine Carbapenemase.

Humanisolate

Beim Uberwiegenden Teil der weiter untersuchten ESBL-verdachtigen Isolate (n = 183) war
mittels PCR mindestens ein bla-Gen nachweisbar. Dabei wurden 153 Isolate (83,6 %) als
Trager eines ESBL-Gens identifiziert. Das mit Abstand am haufigsten gefundene ESBL-Gen
war blacry.m, das bei 147 Isolaten vorhanden war (80,3 % der 183 lIsolate bzw. 97,3 % der
151 ESBL-Gen-positiven Isolate). Dabei kodierten 28,6 % dieser 147 Isolate fiir blacrx.m-1 und
65,3 % fur blacrxm-1s. Ferner wurden die CTX-M-Gene blacrx.m-32 (2 Isolate), blactxm-3s
(1 Isolat), blacrx-m-79 (4 Isolate) blacrx-m-97 (1 Isolat) und blacrx-m-115 (1 Isolat) gefunden. Aus
der Gruppe der Penicillinasen wurde sowohl blasyy.1 (3 Isolate) als auch blargwm.1 (85 Isolate)

gefunden. Ein blarem-Gen konnte bei insgesamt 88 (48,1 %) der 183 untersuchten
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Humanisolate nachgewiesen werden, wobei es sich in 96,6 % der Falle um blarem.1 handelte.
Das Gen fir die Penicillinase OXA-1 wurde bei 30,1 % der Isolate gefunden. Bei 20 Isolaten
konnte trotz positivem DDST mit den hier eingesetzten Primern, kein bla-Gen detektiert

werden.

® Isolate von ambulanten Patienten (n = 55) ® Isolate von stationaren Patienten (n = 128)
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Abbildung 11 Haufigkeit der identifizierten B-Laktamase-Sequenztypen bei den ESBL-verdachtigen
Humanisolaten (n = 183). Viele Isolate kodierten fiir mehr als eine B-Laktamase. ESBL-Subtypen sind
unterstrichen

Beim Vergleich der Isolate nach ihrer Herkunft von ambulant behandelten oder stationar
aufgenommenen Patienten liefen sich nur geringe Unterschiede feststellen. Mit 58,2 %
wurde blarem.1 prozentual haufiger bei Isolaten von ambulanten Patienten nachgewiesen als
bei den Isolaten von stationdren Patienten (41,4 %). Das Gen blacrxm-1 War unter den
Isolaten von ambulant behandelten Patienten haufiger vertreten als bei solchen von
stationar aufgenommenen Patienten (32,7 % vs. 18,8 %), wogegen bei der Verteilung von
blactx.m-15 kaum Unterschiede zu verzeichnen waren (stationdr 51,6 % vs. ambulant 54,5 %).
Die Pencillinase TEM-1 wurde innerhalb der Isolate von ambulant behandelten Patienten

haufiger als blaoxa.1 gefunden (TEM-1 58,2 % vs. OXA-1 23,6 %). In der Gruppe der Isolate
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von stationar aufgenommenen Patienten sind die Unterschiede nicht so grof8 (TEM-1 41,4 %

vs. 32,8 %). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 11und in der Tabelle 22 dargestellt.

Tierisolate

Auch hier konnte bei der Uberwiegenden Anzahl der untersuchten ESBL-verdachtigen
Bakterienisolaten (196 von 207 Isolaten; 94,7 %) mindestens ein bla-Gen detektiert werden.
Ein ESBL-Gen wurde bei 187 (90,3 %) aller 207 ESBL-verdachtigen lIsolate nachgewiesen
(Abbildung 12 und Tabelle 22). Wie bei den Humanisolaten, so war CTX-M auch bei den
Tierisolaten der am haufigsten kodierte ESBL-Typ. Die beiden am haufigsten gefundenen
CTX-M-Gene waren auch hier blactx.m-15 (46,9 %) und blacrem-1 (27,5 %). Das blacrx.m-—Gen
war mit 7,7 % ebenfalls ofter vertreten. Zusatzlich identifizierte Gene waren blactx-m-g
(4 1solate), blactx-m-14 (1 Isolat), blactxm.79 (2 Isolate) und blacrym-g7 (3 Isolate). Das Gen blasyy
wurde bei 10,6 % aller 207 untersuchter Tierisolate identifiziert, wobei 68,2 % der blasuy-
positiven Isolate Trager von blasyy.; waren. Zusatzlich wurden die ESBL-SHV-Gene blasyy.,
(3 Isolate) und blasyy.s (4 Isolate) gefunden. Bei 131 lIsolaten (63,3 % aller Tierisolate)
wurden blamgm-Gene gefunden. Davon konnten 99,2 % dem Subtyp blatem.: zugeordnet
werden. Bei einem Isolat wurde die Penicillinase-Variante blatem-190 identifiziert. Das Gen
blaoxa.1 wurde bei 86 Isolaten, also bei 41,5 % aller Tierisolate nachgewiesen. Bei 11
Stammen konnte mit den verwendeten Primern kein bla-Gen nachgewiesen werden. Die
Pencillinase TEM-1 wurde in hohem Malie bei Isolaten von Hunden (62,7 %), Pferden (67 %)
und Rindern (81,8 %) detektiert. Die blasy,-Gene waren am haufigsten in den Hundeisolaten
zu finden (blaskv-1, blasky.z, blasyy2s; 14 von 67 Isolaten). Die hochste Quote von blacrx.m-15-
positiver Isolate war bei den Isolaten von sonstigen Tierarten (Kaninchen: n=3,
Meerschweinchen: n =2, Kanarienvogel: n =2, Ratten:n=1, Mause: n=1, Lowen: n=1,
Hihner: n = 1) zu verzeichnen (72,7 %), gefolgt von 59,7 % bei den Hunde- , 45,5 % bei den

Rinder-, 38 % bei den Pferde- und 36,4 % bei den Katzenisolaten.
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Abbildung 12 Haufigkeit der identifizierten B-Laktamase-Sequenztypen bei den ESBL-verdachtigen
Tierisolaten (n = 207). Viele Isolate kodierten fir mehr als eine B-Laktamase. Die Gruppe der
,anderen Tierarten” (n=11) wurde der Ubersicht halber nicht dargestellt. ESBL-Subtypen sind
unterstrichen

Im Gegensatz zu blacrx.m.15 (59,7 %) wurde das ESBL kodierende blacry.m.1 nur bei 16,4 % der
Hundeisolate identifiziert. Unter den Pferde- und Rinderisolaten hielten sich die
Nachweisquoten fiir blacrx.m-1 (Rind: 45,5 %, Pferd: 37 %) und blacrx.m.1s (Rind: 45,5 %, Pferd:
38 %) die Waage. Die Variante blacrx.m.; trat fast ausschliefllich bei Isolaten von Pferden auf
(93,8 % aller blactx.m-2-positiven Isolate). Ebenso auf diese Tiergruppe beschrankt war der
Nachweis von blacrxme7. OXA-1 wurde Uberwiegend bei den Hunde- (59,7 %), Katzen-

(45,5 %) und Pferdisolaten (29 %) gefunden.

Vergleich der Humanisolate mit den Tierisolaten

Insgesamt zeigte sich bei beiden Gruppen ein relativ dhnliches Bild was die Haufigkeit der
einzelnen B-Laktamasegene betrifft (Tabelle 22). In beiden Gruppen war blacry.m-15s das am
haufigsten gefundene ESBL-Allel (52,5 % der Humanisolate, 46,9 % der Tierisolate), gefolgt
von blacrx.m-1 (23 % der Humanisolate, 27,5 % der Tierisolate). Das Allel blatgm.1 wurde haufig

bei Hundeisolaten (62,7 %), Isolaten von ambulant behandelten Humanpatienten (58,2 %)
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sowie bei Rinder- (81,8 %) und Pferdeisolaten (67 %) gefunden. Die insgesamt in beiden
Gruppen am haufigsten identifizierten B-Laktamaseallele sind blaem.: mit 215 Isolaten
(55,1 % aller Isolate), blactx.m-15s mit 193 Isolaten (49,5 %), blaoxa.1 mit 141 Isolaten (36,2 %)
und blacrx.m1 Mit 99 Isolaten (25,4 %). In beiden Gruppen gab es Isolate die zwar im DDST
eine positive Reaktion gezeigt haben, bei denen aber mit den in dieser Studie verwendeten
Primerpaaren kein Nachweis eines bla-Gens moglich war (20 Humanisolate, 11 Tierisolate).
Folgende ESBL-Subtypen wurden nur in der Gruppe der Humanisolate gefunden: TEM-52,
SHV-5, SHV-11, CTX-M-32, CTX-M-38 und CTX-M-117. Wohingegen die ESBL-Subtypen
SHV-2, SHV-28, CTX-M-2, CTX-M-9 und CTX-M-14 nur bei den Tierisolaten nachgewiesen

worden sind.

4.1.6 Eigenschaften der Carbapenem-resistenten Isolate

Im Resistenztest hatten sich insgesamt 85 untersuchte Bakterienisolate (48 Humanisolate,
37 Tierisolate) als Imipenem- und/oder Ertapenem-resistent gezeigt. Alle diese phanotypisch
als Carbapenem-resistent beurteilten Isolate wurden mit dem Carbapenemase Detection Set
Uberpruft. Dieser Kit erlaubt es, zwischen der Produktion einer Carbapenemase und der
Kombination aus AmpC-Produktion und Porinverlust zu differenzieren. Beide bakteriellen
Eigenschaften konnen sich phanotypisch als Carbapenemresistenz dullern. Die Prasenz der
Carbapenemase blaoxa.4s Wurde mit einer spezifischen PCR getestet. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind in der Abbildung 13 dargestellt.

Unter den Humanisolaten konnte mit dem Carbapenemase Detection Set bei 26 Isolaten
(54,2 %) die Kombination aus AmpC-Bildung und Porinverlust nachweisen. Das
Carbapenemasegen blaoxass War bei keinem der 48 untersuchten Humanisolate

nachweisbar.

Im Gegensatz zu den Befunden bei Humanisolaten konnte die Kombination aus
AmpC-Bildung und Porinverlust bei keinem der Tierisolate gefunden werden. Stattdessen
wurde blaoxa4g bei 23 der 37 getesteten Tierisolate (62,2 %) nachgewiesen. Der groRte
Anteil der blaoya 4g-positiven Isolate stammte von Hunden (n = 16; 69,6 %). AuRerdem war
das Gen bei 2 Katzen-, einem Pferde-, einem Meerschweinchen-, einem Kaninchen-, einem
Ratten und einem Mausisolat vorhanden. Die Carbapenem-resistenten Humanisolate
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gehorten hauptsachlich den Spezies E. coli (30 Isolate, 62,5 %) und K. pneumoniae (9 Isolate,
18,8 %) an. Im Gegensatz dazu war bei den Carbapenem-resistenten Tierisolaten
hauptsachlich K. pneumoniae (24 Isolate, 64,9 %) und Enterobacter cloacae (12 Isolate,
32,4 %) vertreten. Bei den Ubrigen 22 Human- und 13 Tierisolaten kann der Phanotyp der
Carbapenemresistenz durch Carbapenemasen hervorgerufen worden sein, deren Prasenz in

dieser Studie nicht Gberprift worden ist.

Gesamt W Tierisolate  m Humanisolate

Pt
o

AmpC + Porinverlust | 0

23
O¥A-48 23
0

Pud
o

Anzahl der positiven Isolate

Abbildung 13 Anzahl von Isolaten mit AmpC-Bildung und Porinverlust oder OXA-48-Gen unter den
untersuchten Carbapenem-resistenten Bakterienisolaten (48 Humanisolate, 37 Tierisolate).
Ergebnisse im Carbapenemase Detection Set und in der OXA-48-PCR.

4.1.7 Eigenschaften der Ciprofloxacin-resistenten Isolate

Alle Bakterienisolate, bei denen fir Ciprofloxacin eine MHK von 1 ug/ml oder groRer
ermittelt wurde, galten gemalR EUCAST-Grenzwerten als resistent (EUCAST, 2012) und
wurden nachfolgend mittels PCR auf die Prasenz von PMQR-Genen getestet. Dies betraf

insgesamt 140 Human- und 141 Tierisolate.

Humanisolate

Der grofRere Teil der Ciprofloxacin-resistenten Humanisolate war von stationar behandelten
Patienten isoliert worden (stationdre Patienten: 98 Isolate, ambulante Patienten: 42 Isolate).
Bei 47 Isolaten (33,6 %) wurde ein PMQR-Gen detektiert. Den Uberwiegenden Anteil bildete
dabei das Gen fiur die Aminoglycosid-6'-N-Acetyltransferase-Variante AAC(6')-1b-cr, die auch

Chinolone acetylieren kann. Das Gen wurde bei 39 Isolaten, also bei 27,9% der
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Ciprofloxacin-resistenten lIsolate gefunden. AuBerdem wurden die Gene gnrB (3 Isolate;

2,1 %) und gnrS (5 Isolate; 3,6 %) nachgewiesen (Abbildung 14 und Tabelle 23).

2,1% 3,6%

27,9% mgnr8
WgnrS
8 aac(6')-1b-cr
B keine PMQR nachweisbar

Abbildung 14 Relative Haufigkeiten der detektierten PMQR Gene bei den phanotypisch
Ciprofloxacin-resistenten (MHK > 1 ug/ml) Humanisolaten (n = 140)

Tierisolate

magnrA

Wgnr8

magnrD

®agnrs

W aac(6')-1b-cr

M keine PMQR nachweisbar

Abbildung 15 Relative Haufigkeiten der detektierten PMQR-Gene bei den phanotypisch
Ciprofloxacin-resistenten (MHK > 1 ug/ml) Tierisolaten (n = 141)

Bei den Tierisolaten trugen 74 (52,5 %) ein PMQR-Gen. Auch hier war mit 50 Isolaten
(35,5 %) das Gen aac(6')-1b-cr am haufigsten, gefolgt von gnrB und gnrD mit jeweils
8 Isolaten (je 5,7 %). AuRerdem waren auch gnrS (5 Isolate; 3,5 %) und gnrA (3 Isolate, 2,1 %)
nachweisbar. Bei 47,5 % der Isolate konnte kein PMQR-Gen nachgewiesen werden. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 15 und Tabelle 23 dargestellt.
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Vergleich der Humanisolate mit den Tierisolaten

In beiden Gruppen war das am haufigsten nachgewiesene PMQR-Gen das Gen fir die
Aminoglycosid-6'-N-Acetyltransferase-Variante AAC(6')-1b-cr (27,9 % der Humanisolate und
35,5 % der Tierisolate). Im Vergleich mit den Humanisolaten (5,7 %) kamen die die gnr-Gene
bei den Tierisolaten (17,0 %) fast dreimal so haufig vor. Unter den Tierisolaten war das
Spektrum an gnr-Genen auch groBer. Wahrend bei den Humanisolaten nur die Varianten
gnrB und gnrS auftraten, kamen bei den Tierisolaten auerdem auch gnrA und gnrD vor. Das

Gen fiir die Effluxpumpe gepA wurde in keiner von beiden Gruppen detektiert (Tabelle 23).

Tabelle 23 Relative Haufigkeiten der identifizierten PMQR-Gene bei den phanotypisch Ciprofloxacin-
resistenten Human- (n = 140) und Tierisolaten (n = 141)

Relative Haufigkeit der PMQR-Gene [%] (Isolatanzahl)

Herkunft un:er:':z::!te qnrA qnrB qnrC qnrD qnrS qepA aac(6')-Ib-cr
Isolate
Humanisolate
Ambulant 42 4,8 (2) 19 (8)
Stationar 98 3,1(3) 3,1(3) 31,6 (31)
Gesamt 140 2,1(3) 3,6 (5) 27,9 (39)
Tierisolate
Hunde 63 1.6(1) 7,9(5) 48(3) 1,6(1) 49,2 (31)
Katzen 10 20(2) 20(2) 40 (4)
Pferde 49 10,2(5) 8,2 (4) 20,4 (10)
Rinder 8 12,5 (1)
Schweine 2 50 (1)
Ti’::ftr:n 9 11,1 (1) 33,3 (3)
Gesamt 141 2,5(3) 5,7 (8) 5,7 (8) 4,1(5) 35,5 (50)
Gesamtanzahl 281 1,1(3) 3,9(11) 2,8(8) 3,6(10) 31,7 (89)

4.1.8 Kombination zwischen B-Laktamase- und PMQR-Typen

Aus der Fachliteratur ist bekannt, dass verschiedener B-Laktamase-Subtypen in ein und
demselben Bakterienstamm vorkommen kdnnen. Da sie meist Plasmid-kodiert sind, ist es
dariiberhinaus moglich, dass sie bei vielen Bakterienstimmen auch in Kombination mit

PMQR-Genen auftreten. Deshalb wurde die Kombination aller detektierten B-Laktamase-
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(blatem, blasny, blaoxa-1, blacrem und blaoyxa.as) und PMQR- (gnrA, qnrB, gqnrD, gnrS, und
aac(6')-1b-cr) Gene in den bearbeiteten Human- und Tierisolaten untersucht. Eine vorlaufige
Erkennung und Visualisierung von Clustern und/oder Resistenzmustern im Kontext von Isolat
Herkunft und Bakterienart wurde unter Verwendung des Programmes GENE-E (GENE-E,
2014) durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Form von sogenannten Heatmaps in
der Abbildung 16 dargestellt. Die Daten wurden anschlieRend durch Analyse der absoluten
und relativen Zahlen (Prozentsidtze) bestatigt (Tabelle 24). Die Vergesellschaftung
bestimmter Resistenzgene konnte auf eine moglicherweise vorhandene Multidrug-

Resistance-(MDR)-Kassette oder -Region im Plasmid hindeuten.

Humanisolate

Bei 10,9 % (n =20) der Isolate wurde kein Resistenzgen identifiziert. Ca. ein Viertel der
Isolate (25,1 %, n =46) trug nur ein Resistenzgen. Am haufigsten waren Isolate mit 2 oder
mehr Resistenzgenen (63,9 %, n=117). Davon entfielen 39,9 % (n=73) auf Isolate mit
2 Resistenzgenen, 14,8 % (n = 27) auf Isolate mit 3 Resistenzgenen und 8,7 % (n = 16) auf
Isolate mit 4 Resistenzgenen. Ein Isolat kodierte 5 Resistenzgene (Tabelle 24 und Abbildung
16). Die am haufigsten vertretene Kombination war die der Pencillinase TEM-1 mit einer
ESBL vom CTX-M-Typ (Muster 1). Sie wurde bei 28,4 % (n = 52) der Humanisolate gefunden
und war mit 94,2 % fast nur bei E. coli-Isolaten vorhanden. Ebenfalls oft detektiert wurden
das Muster 8, die Kombination aus einer CTX-M-B-Laktamase, der Pencillinase OXA-1 und
einem PMQR-Gen (10,9 %, n = 20) und das Muster 4 (TEM-1/0XA-1/CTX-M/PMQR) mit 7,1 %
(n =13). Dabei war Muster 8 ebenfalls fast nur bei E. coli-Isolaten zu finden (85 % der Isolate
mit Muster 8). AuBerdem wurde die Kombination aus CTX-M und OXA-1 (Muster 11) bei
6,6 % (n=12) der Humanisolate detektiert. Seltene Kombinationen bei Humanisolaten
waren: TEM-1/PMQR (n=3), SHV-11/CTX-M-15/0XA-1/PMQR (n=1), SHV-1/CTX-M-15
(n=1), TEM-1/SHV-1/0XA-1/PMQR (n=1), TEM-1/SHV-11/CTX-M-1 (n=1),
TEM-52/CTX-M-15 (n = 1) und TEM-52/0XA-1 (n = 1).
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Tierisolate

In dieser Gruppe trugen 5,3 % (n = 11) der Isolate keines der gesuchten Resistenzgene. Der
Prozentsatz der Isolate mit nur einem Resistenzgen betrug 19,3 % (n = 40). Isolate mit 2 oder
mehr Resistenzgenen waren auch hier am haufigsten vertreten (75,4 %, n=156). Hier
entfielen 33,8 % (n =70) auf Isolate mit 2 Resistenzgenen, 19,8 % (n = 41) auf Isolate mit
3 Resistenzgenen, 12,1 % (n = 25) auf Isolate mit 4 Resistenzgenen, 6,8% (n = 14) auf Isolate
mit 5 Resistenzgenen und 6 Isolate trugen sogar eine Kombination von 6 Resistenzgenen
(2,9 %) (Abbildung 16 und Tabelle 24). Weiterhin ist eine Unterscheidung zwischen den
einzelnen Tiergruppen der Heimtiere (Hunde, Katzen), Pferde, Nutztiere (Rinder, Schweine)
und anderer Tierarten notig.

Die groRte Vielfalt an Resistenzgenkombinationen war bei den Enterobacteriaceae-lsolaten
von Heimtieren vorhanden, da hier insgesamt 19 verschiedene Muster nachweisbar waren.
Das Muster 4 (TEM-1/OXA-1/CTX-M/PMQR) trat hier mit 12,8 % der Isolate (n=10) am
haufigsten auf. Die Muster 1 (TEM-1/CTX-M), 7 (TEM-1/CTX-M/OXA-1/0XA-48/PMQR) und
8 (CTX-M/OXA-1/PMQR) wurden jeweils bei 9 % der Hunde- und Katzenisolate gefunden. Bei
6,4 % (n =5) wurde kein Resistenzgen und in 14,4 % (n = 10) nur ein einziges Resistenzgen
identifiziert. Die Resistenzgenkombinationen mit der Carbapenemase OXA-48 (n =24,
Muster 6, 7 und 9) wurde mit einer Ausnahme (ein K. pneumoniae-lsolat vom
Meerschweinchen) nur bei Isolaten von Hunden und Katzen gefunden. AuBerdem war der
OXA-48-Nachweis auf K. pneumoniae- und Enterobacter cloacae-lsolate begrenzt.

Bei den Pferdeisolaten wurden die Muster 1 (TEM-1/CTX-M) mit 36 % (36) und Muster 3
(TEM-1/CTX-M/OXA-1) mit 12 % (n=12) haufig detektiert. Beide Muster konnten fast
ausschlieBlich bei E. coli-Isolaten gefunden werden. Auch in dieser Gruppe kodierte knapp
ein Viertel der Isolate (24 %, n = 24) nur ein einziges der gesuchten Resistenzgene.

Bei den Nutztierisolaten wurde das Muster 1 (TEM-1/CTX-M) mit 38,9% (n=7) am
haufigsten gefunden. Ahnlich wie bei Pferden trugen auch hier 27,8 % (n = 5) der Isolate nur
ein einziges der gesuchten Resistenzgene. Bei den Isolaten von der anderen Tierarten
wurden (iberwiegend (36,4 %, n = 4) seltene Kombinationen identifiziert.

Seltene Kombinationen in der Gruppe der Tierisolate waren TEM-1/PMQR (n=1),
TEM-1/OXA-1 (n=1), OXA-1/PMQR (n =2), SHV-2/0OXA-48 (n=2), TEM-1/CTX-M/OXA-48
(n=2), TEM-1/CTX-M/OXA-1/OXA-48 (n=1), TEM-1/SHV-1/CTX-M/OXA-1 (n=2),
TEM-1/SHV-2/0XA-48/PMQR (n=1), TEM-1/SHV-28/CTX-M/OXA-1/0OXA-48 (n=2),

TEM-1/SHV-28/CTX-M/OXA-1 (n = 1),.
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Vergleich der Humanisolate mit den Tierisolaten

In 7,9 % aller untersuchten Isolate konnte keines der gesuchten Resistenzgene und bei ca.
einem Funftel (22,1 %) der Isolate nur ein einziges dieser Resistenzgen identifiziert werden.
Bei 70 % aller in dieser Arbeit untersuchten Isolate traten diese Resistenzgene dagegen in
Kombination auf. Die haufigste Kombination war Muster 1 (TEM-1 und eine B-Laktamase des
CTX-M-Typs) und betraf 26,2 % aller Isolate. Andere vielfach detektierte Varianten waren das
Muster 3 (TEM-1/CTX-M/OXA-1) mit 5,9 %, das Muster 4 (TEM/CTX-M/OXA-1/PMQR) mit
7,7 %, das Muster 8 (CTX-M/OXA-1/PMQR) 7,9 % und das Muster 11 (CTX-M/PMQR) 5,6 %.
Beim Vergleich der Human- und Tierisolate fallt zundchst die groRe Anzahl an
Kombinationen bei den Hunde- und Katzenisolaten auf. Dort sind alle 14 haufig gefundenen
Muster sowie 8 seltene Muster vertreten, bei den Humanisolaten nur 11 haufige und
7 seltene Muster. Eine Erklarung konnte das relativ haufige Auftreten von K. pneumoniae
unter den Heimtier-Isolaten liefern. Zwar wurde bei Isolaten von stationar aufgenommenen
Patienten ebenfalls o6fter K. pneumoniae nachgewiesen, allerdings trugen diese
Humanisolate meist kein Resistenzgen, nur ein Resistenzgen oder das haufige Muster 1
(TEM-1 und CTX-M-B-Laktamase). Die K. pneumoniae-Tierisolate kodierten eher fiir seltene
Kombinationen und Kombinationen mit dem Gen fiir die Carbapenemase OXA-48. Die
kleinste Anzahl an Varianten wiesen die Nutztierisolate mit nur 6 verschiedenen
Kombinationsmustern auf. Allerdings war diese Gruppe mit nur 18 Isolaten recht klein. In
allen Gruppen (Ausnahme: Heimtiere) war das haufigste Muster die Kombination von TEM-1
mit einer CTX-M-B-Laktamase (Humanisolate: 28,4 %, Pferdeisolate: 36 % und
Nutztierisolate: 38,9 %). Isolate, die nur fiir ein einzelnes, gesuchtes Resistenzgen kodierten,
traten in allen Gruppen (Ausnahme: Andere Tierarten) ebenfalls haufig auf
(Humanisolate: 25,1 %, Heimtierisolate: 14,1 %, Pferdeisolate: 24 % und Nutztierisolate:
27,8 %). Die Gruppe der anderen Tierarten zeichnete sich vor allem durch die hohe Prasenz
an ungewodhnlichen Kombinationen aus (36,4 %). Kombinationen von mehr als 2 Genen
konnten haufiger bei humanen E. coli-Isolaten und insbesondere bei den K. pneumoniae-
Isolaten von Tieren beobachtet werden (Abbildung 16). Die Carbapenemase OXA-48 wurde
meistens in Verbindung mit mehreren anderen Resistenzgenen wie TEM-1, CTX-M und
PMQR gefunden. Dariliber hinaus wurde sie ausschlieBlich in den K. pneumoniae-und
Enterobacter cloacae-lsolaten von Tieren, nicht aber in den Bakterienisolaten von Menschen
nachgewiesen. Aullerdem ist feszuhalten, dass beinahe alle bei Humanisolaten gefundenen

Resistenzgenkombinationen auch bei den Isolaten von Tieren vorkamen (Ausnahme sind die
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6 seltenen Kombinationen: SHV-11/CTX-M-15/0XA-1/PMQR, SHV 1/CTX-M-15, TEM-1/SHV-
1/0OXA-1/PMQR, TEM-1/SHV-11/CTX-M-1, TEM 52/CTX M 15 und TEM-52/0XA 1. Umgekehrt
gab es aber auch 3 Muster (Muster 6, 7 und 9) sowie 10 seltene Kombinationen (TEM-
1/0XA-1, OXA-1/PMQR, SHV-2/0OXA-48, TEM-1/CTX-M/OXA-48, TEM-1/CTX-M/OXA-1/OXA-
48, TEM-1/SHV-1/CTX-M/OXA-1, TEM-1/SHV-2/0OXA-48/PMQR, TEM-1/SHV-28/CTX-M/OXA-
1, TEM-1/SHV-28/CTX-M/OXA-1/PMQR und TEM-1/SHV-28/CTX-M/OXA-1/OXA-48 ), die nur

bei den Isolaten von Tieren zu beobachten zu waren.

4.1.9 Phylogenetische Gruppen unter den Escherichia coli-Isolaten

Der Anteil von E. coli betrug unter den Humanisolaten 77 %, unter den Tierisolaten 71 % und
unter allen ESBL-verddchtigen Bakterienisolaten (n = 390) in dieser Ph.D.-Thesis 73,8 %. Alle
in dieser Arbeit identifizierten E. coli-lsolate vom Menschen (n = 141) und von Tieren
(n =147) wurden mit der PCR-basierten Methode von Clermont et al. einer der 4 bekannten

phylogenetischen Gruppen A, B1, B2, und D zugeteilt (Clermont et al., 2000).

15,6%

30,5%
Gruppe A

Gruppe Bl
Gruppe B2

26,2%
Gruppe D

27,7%

Abbildung 17 Verteilung der humanen E. coli-Isolate (n = 141) entsprechend der phylogenetischen
Gruppen A, B1, B2 und D nach Clermont et al. (Clermont et al., 2000)

Humanisolate

Von den 141 untersuchten E. coli-Humanisolaten gehorten 30,5 % der phylogenetischen

Gruppe A an. Den Gruppen B1 und B2 wurden 27,7 % bzw. 26,2 % der Isolate zugeteilt. Der
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Gruppe D gehorten 15,6 % der Isolate an (Abbildung 17). Zwischen den Isolaten von
ambulant und stationar behandelten Patienten bestehen hinsichtlich  der
Haufigkeitsverteilung der 4 Gruppen nur zwischen 1,2 und 2,7 Prozentpunkten Unterschied

(Abbildung 17 und Tabelle 25).

Tierisolate

Insgesamt wurden 147 E. coli-Isolate von verschiedenen Tierarten (Abbildung 18 und
Tabelle 25) untersucht. Davon konnten 44,2 % der Gruppe A und 36,1 % der Gruppe B1
zugeordnet werden. Auf die Gruppe D entfielen 16,3 % der Tierisolate. Auffallig war die mit
3,4 % sehr geringe Quote der phylogenetischen Gruppe B2, die nur bei 5 Isolaten detektiert

wurde (2 Pferdeisolate, 2 Hundeisolate, 1 Rinderisolat).

75
® Hunde (n = 35)
65 = Katzen (n = 5)
= Pferde (n=86)
53 ® Rinder (n=11)
§ <0 u Schweine (n=7)
é u Tiere gesamt (n = 147)
g 35
8. 24
= 5 u
4]
c
< 16
12
8
N B S
- m- 0 RE
Al ) B ;
A B2 D
Phylogenetische Gruppe

Abbildung 18 Verteilung der E. coli-Isolate (n = 147) von Tieren entsprechend der phylogenetischen
Gruppen A, B1, B2 und D nach Clermont et al. (Clermont et al., 2000). Die Gruppe der sonstigen
Tierarten (n = 3; Meerschweinchen, Léwe, Huhn) wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt.
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Vergleich der Humanisolate mit den Tierisolaten

Wahrend E. coli-Isolate der Gruppen B1 und D in beiden Isolategruppen ahnlich haufig waren
(nur 8,4 bzw. 0,7 Prozentpunkte Unterschied), traf das auf E. coli-Isolate der Gruppen A und
B2 nicht zu, da hier Unterschiede von 13,7 (A) und 22,8 (B2) Prozentpunkten bestanden.

Tabelle 25 Verteilung der untersuchten E. coli-Isolate von Menschen (n = 141) und Tieren (n = 147)
auf die phylogenetischen Gruppen A, B1, B2 und D nach Clermont et al. (Clermont et al., 2000).

Anteil der postiven Isolate [%] (Isolatanzahl)

Anzahl
untersuchte
Isolatherkunft Isolate A B1 B2 D
Menschen
Ambulante Patienten 48 31,3 (15) 29,2 (14) 25 (12) 14,6 (7)
Stationéare Patienten 93 30,1 (28) 26,9 (25) 26,9 (25) 16,1 (15)
Gesamt 141 30,5 (43) 27,7(39) 26,2 (37) 15,6 (22)
Tiere
Hunde 35 45,7 (16) 25,7 (9) 5,7 (2) 22,9 (8)
Katzen 5 60 (3) 20 (1) 20 (1)
Pferde 86 40,7 (35) 43 (37) 2,3(2) 14 (12)
Rinder 11 45,5 (5) 27,3 (3) 9(1) 18,2 (2)
Schweine 7 71,4 (5) 28,6 (2)
Andere Tierarten® 3 33,3 (1) 33,3 (1) 33,3 (1)
Gesamt 147 44,2 (65) 36,1 (53) 3,4 (5) 16,3 (24)
Gesamtanzahl 288 37,5 (108) 31,9(92) 14,6 (42) 16 (46)

® Andere Tierarten: Meerschweinchen (n = 1), Léwe (n = 1), Huhn (n = 1)
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4.2 Ndhere Charakterisierung von ausgewdhlten CTX-M-1- und CTX-M-15-

bildenden E. coli-lsolaten

Eine Stichprobe von 20 ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten (10 Humanisolate und

10 Tierisolate) wurde eingehender charakterisiert. Dabei wurden ihre genetischen

Verwandtschaftsbeziehungen, Plasmide und deren Eigenschaften, Resistenzgene und
Virulenzeigenschaften genauer untersucht. Primares Auswahlkriterium der Isolate war die
Prasenz eines Gens, das entweder fiur eine CTX-M-1- oder eine CTX-M 15-ESBL kodierte.
Unter beiden Gruppen (Human- und Tierisolate) wurden deshalb jeweils 5 blacrx.m.1- und
5 blacry.m-15-positive Isolate ausgewahlt. Bei den Tierisolaten wurden aulRerdem nur Isolate
von Heimtieren, also Hunden und Katzen, eingeschlossen. Die Humanisolate stammten zur
Halfte von ambulant und zur Hdlfte von stationdar behandelten Patienten aus dem
Universittsklinikum GieRen und Marburg (UKGM). Eine Ubersicht tiber die ausgewéhlten

Isolate gibt die Tabelle 26.

Tabelle 26 Herkunft, Probenmaterial, kodierter ESBL-Typ, phylogenetische Gruppe, Sequenztyp (ST)
und Sequenztyp-Cluster (SCM) der 20 weitergehend charakterisierten E. coli-Isolate von Menschen
und Heimtieren (Hunde und Katzen)

Isolat Herkunft Probematerial Erkrankung WGl Phylogen. ST STC
ESBL-Subtyp Gruppe

H1 Ambulant (H) Urin unbekannt CTX-M-1 B1 453 86
H44 Ambulant (H) Urin unbekannt CTX-M-1 B1 10 10
H75 Stationar (H) Urin unbekannt CTX-M-15 B2 131

H92 Stationar(H) Penisabstrich unbekannt CTX-M-15 A 10 10
H93 Ambulant (H) Urin unbekannt CTX-M-15 B1 156 156
H115 Stationar (H) Urin unbekannt CTX-M-1 A 744

H131 Stationar (H) Urin unbekannt CTX-M-1 B2 131

H132 Ambulant (H) unbekannt unbekannt CTX-M-15 B2 131

H139 Stationar(H) Urin unbekannt CTX-M-1 A 88 23
H152 Ambulant (H) Rachenabstrich unbekannt CTX-M-15 B1 224

V63 Hund Uterusinhalt Pyometra CTX-M-1 B1 162 469
V70 Hund Urinkatheter unbekannt CTX-M-15 A 361

V74 Hund Sperma unbekannt CTX-M-15 B1 617 10
V76 Hund Rachenabstrich Pneumonie CTX-M-1 B1 1056
V105 Hund Urin unbekannt CTX-M-1 A 10 10
V143 Katze Kot unbekannt CTX-M-1 88 23
V161 Hund unbekannt Enteritis CTX-M-15 410 23
V210 Katze unbekannt unbekannt CTX-M-15 A 410 23
V260 Hund Urin Cystitis CTX-M-15 B2 131
V288 Hund BAL Pneumonie CTX-M-1 D 354 354

H: Humanisolat, BAL: Brochoalveolare Lavage; ST: Sequenztyp; STC: Sequenztyp-Cluster
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4.2.1 Sequenztypen

Die Zuordnung der einzelnen E. coli-lsolate zu Sequenztypen (ST) und ST-Clustern (STC)
erfolgte durch Multi-Locus Sequence Typing (MLST). Die allelbasierte Verwandtschaft
zwischen den ermittelten Sequenztypen wurden in Abbildung 20 in Form eines Minimum
Spanning Tree (MST) grafisch dargestellt. Dieser Darstellung liegt die Interpretation der
MLST-Daten zugrunde, dass zwei Isolate umso enger miteinander verwandt sind, an je mehr
Genloci der 7 untersuchten Housekeeping-Gene sie dasselbe Allel besalRen. Kodierten sie an
allen 7 Genloci fir jeweils dasselbe Allel, dann gehorten sie dem gleichen ST an. Je weiter
2 Isolate in dieser Grafik voneinander entfernt sind, umso geringer ist ihr
Verwandschaftsgrad. STC sind Gruppen von STs die héchstwahrscheinlich einmal aus einem
einzigen lIsolat bzw. Klon hervorgegangen sind. Daher sind ein grofer Teil ihrer
7 Housekeeping-Gene identisch. Sie wurden in Abbildung 19 nach dem ST benannt aus dem

sie wahrscheinlich hervorgegangen sind z. B. STC10.

E. coli-Isolate von Menschen

Unter den E. coli-Isolaten vom Menschen wurden insgesamt 7 STs gefunden. Vier STs
gehorten den vier bekannten ST-Clustern STC10, STC23, STC86 und STC156 an. Bei den
Isolaten der ambulant versorgten Patienten kamen ST10, ST156, ST131, ST224 und ST453 vor
und bei den stationaren Patienten ebenfalls ST10 und ST131 (2 Isolate) sowie auflerdem

ST88 und ST744 (Tabelle 26, Abbildung 19).

E. coli-Isolate von Tieren

Die 8 untersuchten Hundeisolate gehorten alle verschiedenen STs an: ST10, ST131, ST162,
ST354, ST361, ST410, ST617 und ST1056. Finf STs bei diesen Isolaten sind Mitglieder der vier
STCs STC10, STC23, STC354 und STC469. Die beiden Katzenisolate wurden als ST88 und
ST410 klassifiziert welche eng miteinander verwandt sind und zum STC23 gezahlt werden

(Tabelle 26, Abbildung 19).
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STC26
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Abbildung 19 Minimum Spanning Tree basierend auf dem MLST der untersuchten E. coli-Isolate von Menschen und Tieren
(n=je 10). Zu jedem lIsolat wurden die phylogenetische Gruppe, die kodierte CTX-M-B-Laktamase und, wenn vorhanden,
das entsprechende ST-Cluster eingetragen. So gehort z. B. das Isolat mit dem ST156 dem Cluster STC156 und der
phylogenetischen Gruppe B1 an und kodiert fir ein CTX-M-15-ESBL. Gehéren mehrere Isolate dem gleichen ST an, dann ist
dies durch einen groReren Kreis gekennzeichnet. Je naher 2 Isolate auf dieser Abbildung zusammenliegen, desto enger sind

sie genetisch miteinander verwandt.
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Vergleich der E. coli-lsolate von Menschen und Tieren

Die 20 ausgewdhlten CTX-M-1- und CTX-M-15-kodierenden E. coli-Isolate waren
phylogenetisch heterogen und verteilten sich auf insgesamt 13 STs. Nur 4 STs umfassten
mehr als ein Isolat, ndmlich ST131 (4 lIsolate), ST10 (3), ST88 (2) und ST410 (2). Mit
Ausnahme von ST410 traten diese STs sowohl bei Human- als auch bei Tierisolaten auf.
ST410 wurde nur bei 2 Tierisolaten detektiert. Aulerdem kdénnen insgesamt 8 Isolate dem
gleichen STC (STC10: Isolate H44, H92, V74, V105; STC23: Isolate H139, V143, V161, V210)
zugeordnet werden, was fiir eine nahere Verwandtschaft zwischen den Isolaten des
betreffenden Clusters spricht, obwohl sie bei verschiedenen Wirtspezies gefunden worden
waren.

Bis auf die 3 ST10-Isolate gehorten die Isolate, die denselben ST besallen, auch derselben
phylogenetischen Gruppe an (ST131: Gruppe B2; ST410: Gruppe A). Das Gleiche traf zu,
wenn die Isolate Mitglieder desselben STC waren (STC23: Gruppe A). Von den
3 ST10-Isolaten gehorten jedoch 2 der Gruppe A und eines der Gruppe B1 an.

4.2.2 Plasmidprofil

Die Anzahl und jeweilige GroBe der Plasmide bei den 20 ausgewahlten Human- und
Tierisolaten wurden mittels PFGE-Analyse bestimmt, nachdem die Plasmid-DNA zuvor durch
den Restriktionsverdau mit S;-Nuklease linearisiert worden war (Abbildung 21). Die GroRe
der linearisierten Plasmide wurde durch den Vergleich ihrer elektrophoretischen Mobilitat
mit derjenigen von DNA-Molekilen bekannter GroRe (DNA-Marker) ermittelt und in
Kilobasenpaaren (Kbp) angegeben (Tabelle 27). Die Typisierung und Zuordnung zu den
entsprechenden Inc-Gruppen erfolgte mittels Inc typing der E. coli-Plasmide (Syn. Plasmid-

based Replicon Typing).

E. coli-Isolate von Menschen

Bei 8 von 10 lIsolaten dieser Gruppe konnten 2 Plasmide identifiziert werden. Isolat H93
schien kein Plasmid zu besitzen und bei Isolat H1 wurden 4 Plasmide gefunden. Die
PlasmidgroRen variierten von 30 Kbp (kleinstes Plasmid) bis 200 Kbp (grofRtes Plasmid)
(Tabelle 27, Abbildung 20). IncFll wurde bei der Halfte (50 %) der Isolate identifiziert. Mit

40 % positiver Isolate konnten IncFIB und Incll am zweithaufigsten nachgewiesen werden,
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gefolgt von IncFIA und IncN mit je 30 % Nachweisquote. IncFIC wurden nur einmal bei
Isolat H1 detektiert. Kombinationen der verschiedenen Inc-Gruppen wurden bei 70 % der
Isolate beobachtet. Sowohl bei den Inc-Gruppen als auch beziglich der PlasmidgroRen
und -anzahlen, besaBen alle Isolate ein individuelles Muster. Somit reprasentierten die

Humanisolate 10 verschiedene Inc-Typ-Kombinationen und 10 verschiedene Plasmidprofile

Tabelle 27 Anzahl, GrofRe und Inc-Gruppen der bei den 20 ausgewahlten E. coli-Isolaten gefundenen
Plasmide

Isolat Herkunft K::;:;;?r ST Identifizierte Inc-Gruppe Plasmide e A
Subtyp FA FB FIC R 11 N (Anzahl; GroBein Kbp)

H1 Ambulant (H) 1 463 + + + + 200, 130, 100, 95
H44  Ambulant (H) 1 10 + 100, 90

H75  Stationar (H) 15 131 + + 130, 50

H92  Stationar (H) 15 10 + 200, 60

H93  Ambulant (H) 15 156 Keine Plasmide

H115  Stationar (H) 1 744 + + 120, 30

H131  Stationar (H) 1 131 + + 90, 36

H132 Ambulant (H) 15 131 + + + 130, 90

H139  Stationar (H) 1 88 + + 100, 36

H152 Ambulant (H) 15 224 + + + 140, 90

V63 Hund 1 162 + + + 145, 96

V70 Hund 15 361 + + + 160, 95, 47

V74 Hund 15 617 + + + 160

V76 Hund 1 1056 + + + + 145, 110, 97, 30

V105 Hund 1 10 + + + + 100, 80

V143 Katze 1 88 + + + 100, 80

V161 Hund 15 410 + + + 160, 60

V210 Katze 15 410 + + + 130, 110, 30

V260 Hund 15 131 + + 200, 160

V288 Hund 1 354 + + + 110, 50

(H), Humanisolat, Kbp = Kilobasenpaare
@ Die Inc-Gruppen IncFll und IncFIC wurden mit Hilfe der Software Plasmidfinder identifiziert

b Quantifizierung und GroRenbestimmung mittels PFGE-Analyse nach vorheriger S;-Nuklease-Restriktion

E. coli-Isolate von Tieren

In dieser Gruppe wurden 1 bis 4 Plasmide je Isolat nachgewiesen. Jeweils 40 % der Isolate
besallen 2 bzw. 3 Plasmide. Auch bei dieser Gruppe konnten Plasmide mit GrofRen zwischen
30 Kbp und 200 Kbp nachgewiesen werden. Bei keinem der untersuchten Tierisolate konnte
IncN identifiziert werden, wahrend im Gegensatz dazu IncFll bei allen Isolaten vorkam.Die
Typen IncFIB und IncFIA waren mit Nachweisquoten von 90 % und 60 % ebenfalls haufig.

Insgesamt konnten 5 verschiedene Inc-Typen-Kombinationen und 9 verschiedene
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Plasmidprofile beobachtet werden. Die Kombination aus IncFIA-, IncFIB- und
IncFll-Plasmiden wurde in 5 (50 %) der Isolate identifiziert, von denen 4 fiir CTX-M-15 und
eines fur CTX-M-1 kodierte. Die Kombination aus IncFIB-, IncFIC-, IncFlI- und Incl1-Plasmiden
wurde bei 2 Tierisolaten gefunden, ebenso die Kombination IncFIB/IncFIC/IncFll. Diese
4 |letztgenannten Tierisolate kodierten alle fir die CTX-M-1-B-Laktamase. Die beiden Isolate
mit identischem Plasmidprofil (V105, V143) kodierten zwar Ubereinstimmend fiir die
CTX-M-1-B-Laktamase waren hinsichtlich der Inc-Typen aber geringradig verschieden. Sie
gehorten auch verschiedenen Sequenztypen an (ST10, ST88).(Tabelle 27, Abbildung 20).
Somit stimmten unter den Tiersiolaten ebenfalls keine zwei Isolate in allen erhobenen

Plasmidmerkmalen Giberein.

Vergleich der E. coli-Isolate von Menschen und Tieren

Bis auf die Ausnahmen H93 (Humanisolat) und V74 (Tierisolat) trugen die untersuchten
Isolate mindestens 2 Plasmide. Die Variabilitat der PlasmidgroRen war in beiden Gruppen
relativ dhnlich (11 verschiedene GrolRen bei den Humanisolaten vs. 14 verschiedene GroRen
bei den Tierisolaten). Im Gegensatz zu Isolaten von den Humanpatienten konnten bei den
Hunde- und Katzenisolaten keine IncN-Plasmide nachgewiesen werden. Incll-Plasmide
wurden doppelt so haufig bei den Human- wie bei den Tierisolaten gefunden. Dagegen
kamen IncFIA-, IncFIB, IncFl- und IncFl-Plasmide jeweils ca. zwei- bis viermal so haufig bei
den Tierisolaten vor. Bei den Humanisolaten trug jedes einzelne Isolat eine andere
Kombination an Inc-Typen. Dagegen waren mehrere Tierisolate in diesem Merkmal
identisch. Die Kombination von IncFIA/IncFIB/IncFll, welche 5 Tierisolate kennzeichnete, war
aullerdem auch bei dem Humanisolat H152 vorhanden. Die Kombination IncFIB, IncFIC, IncFll
und Incll wurde bei 2 Tierisolaten und dem Humanisolat H1 gefunden. Weitere
Ubereinstimmungen gab es zwischen den Isolaten beider Gruppen nicht. Denn gerade
hinsichtlich der Plasmidprofile (Anzahl an Plasmiden je Isolat und deren GroRe) war die
Heterogenitat unter den 20 gepriiften Isolaten so groB, dass in diesem Merkmal insgesamt
nur 2 Tiersiolate Gibereinstimmten, wobei diese, wie oben beschrieben, im Incll und im ST
voneinander differierten.

Bei 2 Humanisolaten (H44, H92) wurden mittels PFGE-Analyse zwar jeweils 2 Plasmide
entdeckt, aber nur ein Inc-Typ nachgewiesen. Umgekehrt reagierten 2 Humanisolate (H131,
H152) und 6 Tierisolate (V63, V74, V105, V143, V161, V288) fir mehr Inc-Typen positiv als

Plasmide gefunden werden konnten.

96



Ergebnisse

‘uapueg-yNQ-pIWse|d UaaIzZI}I3udp] AP UDJISDIBW 3|19}d 3YIDM "dpInMm udsaImagyoeu day O€ 99049 JOP PIWSE|d UID S31249¢ WP 197 WWelsioge] Jaudaiul
UI3 1SI 9]|0JIUOYAINISOd BIP pun piwse|d uidy 38eJ1 (SS9T OIN ZT) //09 “F) 3jjosauosanesan a1q ‘sSunidsin usuewny gGTH SIq TH 218|0S| dIp pun 33e[0sI4al] puls
88TA SIJ €9/ 91e|0s| 31Q ualeeduaseqo|iy Ul 3gQISNY3SOIA JOp Sunwiwiisag Jnz (SIYdaJ) IJD-{d 43I} dBUDY MOT UBUIS pun (Syul|) JOYIDN D4d 13ppoT bpquin]
uaula s|Iomal uadiaz uainds usua8a|a8 udgNe USBDH UB|e jne 3IQ "MBISLEaUl| NEPISASUOIP|LIISIY-3SEIPINN-TS YdJnp Sunuuaiyny Jap JOA apinm aplwse|d
3lQ "UDJBIL PUN USYISUSA UOA USE|OS|-//0D J USPUIISIPON-STIN-XLD 43P0 -TIN-XLD ‘Uslyemasdsne Oz 199 o|yoidplwseld Jop asAleuy-194d 02 Sunpliqqy

w: A "I u,i.—

TSTH GETH ZETH TETH STTH E6H 6 "L o TH 882A 092X OTZA 19IA  EYTA SOTA 9ZA  WIA  OLA

3m0

Ty 1 B b == : | -—




Ergebnisse

4.2.3 Resistenzgene

Die Suche nach bekannten Resistenzgenen wurde in den 20 ermittelten Genomsequenzen
mit Hilfe des EDV-Programmes ResFinder und dessen Datenbank durchgefiihrt. Der
Nachweis der Desinfektionsmittel-Resistenzgene qackE delta erfolgte mit dem blastn-

Algorithmus. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der Tabelle 28 zusammengefasst.

E. coli-Isolate von Menschen

Bei den Humanisolaten wurden Resistenzgene gegen 8 verschiedene Antibiotikaklassen
sowie Desinfektionsmittel gefunden. Die meisten Resistenzgene (14) wurden bei dem Isolat
H92 festgestellt und die niedrigste Anzahl an Genen (5) bei dem lIsolat H93. Die
durchschnittliche Genanzahl betrug 9,0 Resistenzgene. Bei 9 von 10 Isolaten waren
mindestens 2 B-Laktamasegene vorhanden. Von den 5 CTX-M-1-Isolaten kodierten 4 Isolate
auch fur TEM-1.Die zweite haufig gefundene Kombination war die von blactx.m-15, blaoxa-1,
aac(6')lb-cr und dem am 3’-Ende teilweise deletierten catB3-Gen, welche bei 4 von 5
Isolaten auftrat. Die Genkombination blarey.;, strA. strB, mph(A), sul2 und qacE delta konnte
bei 3 Isolaten nachgewiesen werden. Allerdings besaRen alle 10 Isolate ein individuelles
Resistenzgenmuster und reprasentierten 10 verschiedene Kombinationen der untersuchten

Resistenzgene.

E. coli-Isolate von Tieren

In dieser Gruppe wurden Resistenzgene gegen dieselben 8 verschiedenen Antibiotikaklassen
wie bei den Humanisolaten sowie die Desinfektionsmittel-Resistenzgene qackE delta
identifiziert. Bei Isolat V288 wurden die meisten Resistenzgene gefunden (15) und bei den
Isolaten V76 und V105 mit jeweils 6 Genen die wenigsten. Durchschnittlich kodierten die
Tierisolate flir 10,6 Resistenzgene pro Isolat. Die Kombination aus blagxa1, aac(6')lb-cr und
dem teilweise deletierten catB3 wurde auch in dieser Gruppe nachgewiesen und betraf hier
sogar alle 5 CTX-M-15-kodierenden Isolate und keines der CTX-M-1-kodierenden Isolate. Bei
4 von 5 Tierisolaten war blacrx.m-15 zusatzlich mit tet(A) vergesellschaftet. Dafiir besallen alle
5 blacry.m.1-positiven Isolate die kompletten Gene strA und strB. Ein fast identisches
Resistenzgenmuster zeigte sich bei den Isolaten V161 und V210, die in 29 von 30 Genen

exakt Gibereinstimmten und im blaoxa. 1 teilweise (komplettes vs. inkomplettes blaoxa.1-Gen).
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Ansonsten gab es zwischen den einzelnen Isolaten groBe Unterschiede hinsichtlich der
kodierten Resistenzgene und Resistenzgenkombinationen. Somit reprasentierten die 10

Tierisolate 10 verschiedene Resistenzgenkombinationen

Vergleich der E. coli-Isolate von Menschen und Tieren

Insgesamt wurden 29 Antibiotikaresistenzgene und auch die beiden Desinfektionsmittel-
Resistenzgene qacE delta gefunden. Die Resistenzgene richteten sich gegen 8 verschiedene
Wirkstoffklassen. Das genetische Auswahlkriterium der 20 E. coli-Isolate, namlich die Prasenz
von blacrx.w-1 und blactx.m-1s konnte mit der genomweiten Sequenzanalyse in jedem Fall
verifiziert werden. Jedes Isolat beherbergte wenigstens 5 der gesuchten Resistenzgene.
Dabei wiesen aber alle Isolate eine jeweils eigene Resistenzgenkombination auf. Nur bei
2 Tierisolaten (V161 von einem Hund und V210 von einer Katze) zeigte sich ein fast
identisches Resistenzgenmuster. Bei 9 von 10 CTX-M-15-kodierenden Isolaten war das Gen
blactx.m-15 mit aac(6')lb-cr, blagya.1 und demselben teilweise deletierten catB3-Gen (Deletion
von 422 Basenpaaren am 3'-Ende) kombiniert. Bei 6 von 10 CTX-M-1-positiven Isolaten
zeigte sich blacryx.m.1 mit TEM-1 vergesellschaftet.

Von den 25 Resistenzgenen, die bei mehr als nur einem Isolat gefunden wurden, treten 7
ausschlieRlich in einer der beiden Isolategruppen auf. Dabei handelt es sich um aac(3)-/ld,
aph(3')-Ic, aadA2, mef(B), cmIA1, sul3 und dfrA12. Die Gene aadA2, mef(B), cmlA1, sul3 und
dfrA12 wurden nur in der Gruppe der Humanisolate gefunden. AadA2 und dfrA12 wurden in
der Kombination mit TEM-1 und mph(A) bei den Isolaten von zwei stationdr behandelten
Humanpatienten nachgewiesen.Die Gene aac(3)-/ld und aph(3')-Ic wurden nur in der Gruppe
der Tierisolate gefunden.

Die Gene strA und strB wurden eher bei den Tierisolaten identifiziert. Bei den Humanisolaten
gab es keine Uiberdurchschnittlich oft vertretenen Gene. Bei insgesamt 11 Isolaten wurden
aullerdem Gene der Desinfektionsmittel-Resistenz festgestellt (6 Humanisolate,
5 Tierisolate). Die Zahl der im Durchschnitt vorhandenen Resistenzgene lag bei den

Tierisolaten mit 10,6 geringfligig hoher als bei den Humanisolaten mit 9.

100



Ergebnisse

4.2.5 Virulenzgene und Virulenz-assoziierte Gene

Die laut Kaper et al. (2004) etablierten und gut untersuchten Pathovare der intestinal
pathogenen E. coli (InPEC) sind ETEC, STEC, EPEC, EAEC, EIEC, DAEC. Tragt ein E. coli-Stamm
eine der Pathovar-spezifischen Virulenzfaktorkombination (Kapitel 3.2.15, Tabelle 19), dann
wird er als diesem Pathovar zugehorig angesehen. Ein extraintestinal pathogener E. coli
(EXPEC) liegt nach den Definitionen von Johnson et al. und Kohler et al. dann vor, wenn ein
E. coli-Stamm mindesten 2 der im Kapitel 3.2.15 (Tabelle 20) gelisteten Virulenzfaktoren
bzw. Virulenz-assoziierten Faktoren bildet oder dafiir kodiert. Diese Faktoren lassen sich in
die Kategorien , Adhdsine, Toxine, Protektine” und ,Eisenstoffwechsel” einteilen. Die
Kategorie ,Verschiedenes” enthalt bakterielle Produkte, die keiner der genannten
Kategorien eindeutig zuzuordnen sind.

Die Suche nach den Genen der InPEC- und ExPEC-Virulenzfaktoren und Virulenz-assoziierten
Faktoren wurde in den 20 ermittelten Genomsequenzen mit Hilfe des EDV-Programmes
VirulenceFinder und dessen Datenbank sowie der Virulence Factors of Pathogenic Bacteria-
Datenbank und dem blastn Algorithmus von NCBI durchgefiihrt. Alle Ergebnisse mit eine
Identity von > 99%, einer Query Coverage von = 95 % und einem E-Wert = 0 wurden als
Treffer (= Gen/Operon vorhanden) gewertet. Ein Operon wurde nur als vorhanden
bezeichnet, wenn alle dazu gehdérigen Gene nach den eben genannten Kriterien nachweisbar
waren. Zum Vergleich wurde die publizierte genomische DNA-Sequenz des avirulenten
E. coli-Stammes K12 MG1655 (NCBI Accession number NC_000913.3) herangezogen.
Vereinzelt konnten fir einen INPEC charakteristische Gene gefunden werden, allerdings
fehlten bei diesen 8 Isolaten dann jeweils zusédtzliche fiir das Pathovar typische
Virulenzfaktoren. Daher ist eine eindeutige Zuordnung zu den entsprechenden Pathovaren
schwierig. Gemal} der oben zitierten Definition konnten 12 der untersuchten lIsolate als

ExPEC klassifiziert werden. Die Ergebnisse sind in der Tabellen 29 zusammengefasst.

E. coli-Isolate von Menschen

In der Kategorie , Toxine” wurden nur wenig Treffer erzielt (n =9). Mehr Treffer gab es in
den Kategorien ,Protektine” (n = 13), ,Eisenstoffwechsel” (n = 18) und , Adhasine” (n = 24).
Die meisten Treffer wurden in der Kategorie ,Verschiedenes” gefunden (n = 44) (Tabelle 29).
Alle untersuchten Isolate trugen das fim-Operon und 40 % der Isolate zusatzlich das Gen fur

Long Polar Fimbriae (IpfA). Bei den Isolaten mit dem Sequenztyp ST131 (H75, H131 und
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H132) waren das Adhéasingen iha und die Operons fir afa-/dr-Adhasine nachweisbar.In der
Kategorie ,Toxine” wurden, ebenfalls bei den ST131-lIsolaten die Gene fur die
Autotransporter pic und sat identifiziert. Zudem wurde bei den Isolaten H93 und H131 das
Gen astA fur das Toxin EAST-1 detektiert. Das iss-Gen determiniert eine erhdhte
Serumresistenz des betreffenden Bakteriums und konnte bei 50 % der Isolate nachgewiesen
werden. Zusatzlich wurde bei den Isolaten H75, H115 und H132 das Gen traJ gefunden,
welches ebenfalls die Fahigkeit zur erhohten Serumresistenz vermittelt. Bei allen
ST131-Isolaten wurden auBRerdem die Gene kpsDMT zur Kapselbildung und die am
Eisenstoffwechsel beteiligten Operone fir Aerobactin, Yersiniabactin, Hemin Aufnahme und
das Gen sitA nachgewiesen. Alle bzw. fast alle durchgemusterten Isolate waren Trager der
Gene ompA, ibeB (Ausnahme: H44) und ibeC. Die Gene malX und usp wurden nur bei den
ST131-Isolaten gefunden. Vier Isolate (H75, H93, H131, H132) konnten nicht eindeutig als
EXPEC klassifiziert werden, da bei ihnen die DAEC-spezifischen Gene aida-I und F1845 und
das EAEC/EPEC-spezifische Gen astA gefunden wurden. Allerdings war bei allen Isolaten

jeweils nur eines dieser Gene vorhanden und weitere Pathovar-spezifische Gene fehlten.

E. coli-Isolate von Tieren

Auch hier wurden in der Kategorie , Toxine” (n = 5) wenige und in den Kategorien , Adhasine”
(n=17) und ,Protektine” (n =14) mehr Treffer erzielt. Gene fiir den Eisenstoffwechsel
(n=29) und fir verschiedene andere Faktoren (n =37) wurden am haufigsten identifiziert
(Tabelle 29). Das fim-Operon ist auch hier bei allen Isolaten vertreten. Das Adhasin-
kodierende Gen iha wurde bei dem Isolat V260 und das bmaE-Gen bei dem lIsolat V288
identifiziert. In der Kategorie ,Toxine” wurden die Autotransportergene pic und sat bei
V260, das ETEC-speziefische Hitzestabiles Enterotoxin esta bei V70 und das EAEC/EPEC-
spezifische Gen astA bei den Isolaten V143 und V288 nachgewiesen. Das iss-Gen wurde bei
80 % der Isolate und ompT und traJ bei 30 % der Isolate gefunden. Die Kombination der
Operons fur Aerobactin, Yersiniabactin und das Gen sitA konnte bei 5 Isolaten detektiert
werden. In 3 Fallen wurde zusatzlich das Samochelin-Gen iroN nachgewiesen. AuRerdem
wurde das sitA-Gen bei 9 der 10 untersuchten Tierisolate gefunden, IbeB bei 6 Isolaten und
ibeC bei 7 Isolaten. Bei dem lIsolat V288 konnte zusatzlich das Gen ibeA nachgewiesen
werden. Bei den Isolaten V260 und V288 wurden des Weiteren die Gene malX und usp

detektiert. Das DAEC-spezifische Gen aida-I wurde bei Isolat V260 identifziert. Somit wurden
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4 |solate (V70, V143, V260 und V288) nicht eindeutig als EXPEC klassifiziert, da bei ihnen die
DAEC-spezifischen Gene aida-l, das EAEC/EPEC-spezifische Gen astA und das ETEC-
spezifische Gen esta gefunden wurden. Allerdings war auch hier bei allen Isolaten jeweils nur

eines dieser Gene vorhanden und weitere Pathovar-spezifische Gene fehlten.

Vergleich der E. coli-Isolate von Menschen und Tieren

Die Prasenz von 60 verschiedenen Virulenz- bzw. Virulenz-assoziierte Genen und Operons
wurde per in-silico Nukleotidsequenzanalyse getestet. In den 5 untersuchten Kategorien
konnten letztendlich 31 verschiedene Gene bzw. Operons nachgewiesen werden. Insgesamt
wurden bei allen 20 E. coli-Isolaten in der Kategorie ,Toxine” nur 14 Treffer erzielt. Etwas
mehr Treffer waren in den Kategorie ,Protektine” nachweisbar (n=27). Die Kategorien

Ill

»Adhasine” und , Eisensoffwechsel” waren mit jeweils 41 bzw. 47 Treffern vertreten. Fast
doppelt so viele Treffer wurden allerdings in der Kategorie ,,Verschiedenes” erreicht (n = 81).
Dennoch unterschied sich die Anzahl der insgesamt erzielten Treffer in beiden Gruppen nur
wenig (Humanisolate: 108 Treffer, Tierisolate: 102 Treffer).

Bei Analyse von Verteilung und Anzahl identifizierter Virulenzfaktoren (pro untersuchtem
Isolat) entfallt eine deutlich héhere Anzahl auf Isolate der phylogenetischen Gruppen B2 und
D. Dort wurden im Durchschnitt 19 Virulenzfaktoren gefunden. Bei Isolaten der Gruppen A
und Bl liegt die Zahl durchschnittlich identifizierter Virulenzfaktoren mit 7,5 deutlich
niedriger.

Das fim-Operon und das ompA-Gen wurde bei allen Isolaten nachgewiesen. Beim Vergleich
der Humanisolate mit den Tierisolaten in der Kategorie ,Adhdsine” zeigten sich
Unterschiede. Wahrend bei den Humanisolaten das Gen IpfA identifiziert werden konnte,
trat es bei den Tierisolaten nicht in Erscheinung. Allerdings war das Gen bmaE nur bei diesen
vorhanden. Der Nachweis von eatA und ibeA war ebenfalls auf die Tierisolate beschrankt.
Weitere nur bei den Humanisolaten gefundene Gene sind hra, H7 flic und F1845.

Das Serumresistenzgen iss war bei 50 % der Humanisolate und 70 % der Tierisolate
identifizierbar. Die Operons flir Aerobactin und das Gen sitA wurden deutlich haufiger in der
Gruppe der Tierisolate detektiert (90 % und 100 % vs. 50 % und 50 %, vgl. Tabelle 29). Die
Kombination der Operons bzw. Gene fiir Aerobactin, Yersiniabactin, Hemin Aufnahme und

sitA wurde bei 4 Humanisolaten und 5 Tierisolaten identifiziert. Die Gene ibeB und ibeC
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wurden ebenfalls bei Human- und Tierisolaten detektiert. Allerdings waren beide mit 100 %
vs. 60 % und 90 % vs. 70 % haufiger in der Gruppe der Humanisolate zu finden (Tabelle 29).
Bei den Isolaten, die dem Sequenztyp ST131 angehérten (H75, H131, H132, V260), wurde
eine Kombination verschiedener Virulenzfaktoren unterschiedlicher Kategorien festgestellt.
Dazu gehorten die Operons bzw. Gene fim, Aerobactin, Yersiniabactin, Hemin Aufnahme und
sitA. Des Weiteren zahlten die Gene iha, pic, sat, kpsDMT, malX, usp, aslaA und opmA dazu.
ST410-Isolate zeigten die Kombination fim-Operon, iss, Aerobactin-Operon, sitA und ompA.
Die Kombination der Gene bzw. Operons fim, ompT, Aerobactin, Yersiniabactin, iroN, sitA
und ompA wurde bei den Isolaten H1, V63, V76 und V143 gefunden.

12 Isolate kdnnen nach der oben genannten Definition als EXPEC klassifiziert werden. Bei
8 Isolaten (H75, H93, H131, H132, V70, V143, V260, V288) konnten DAEC-, EAEC/EPEC- und
ETEC-spezifische Virulenzgene nachgewiesen werden. Allerdings tragt jedes dieser Isolate
immer nur eines dieser Gene und andere Pathovar-spezifische Gene fehlen. Eine Zuordung
zu den genannten Pathovaren ist daher schwierig und nicht unbedingt eindeutig.

Der avirulente E. coli K12 MG1655 besaB im Vergleich zu den in dieser Ph. D.-Thesis
untersuchten Human- und Tierisolaten nur das fim-Operon sowie die Gene iss und ompA.
Per oben genannter Definition muss dieser Stamm daher auch als EXPEC angesehen werden.
Alle 20 Isolate besaRBen ein individuelles Virulenzgenmuster und reprasentierten
20 verschiedene Kombinationen der untersuchten Virulenzgene bzw. Virulenz-assoziierten

Gene.
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4.2.6 Virulenz im Galleria mellonella Modell

Galleria mellonella-Larven wurden per Injektion mit einer mittleren Infektionsdosis von
7x10° Kolonie bildendenden Einheiten (KbE) der 20 ausgewihlten ESBL-kodierenden
E. coli-Isolate infiziert (je 10 Larven in 3 Versuchen je Isolat). Die Uberlebensrate der Larven
wurde Uber 5 Tage untersucht. Die Testergebnisse sind in den Abbildungen 21 und 22 sowie

in der Tabelle 30 dargestellt.

E. coli-Isolate von Menschen

Die Halfte der getesteten Humanisolate zeichnete sich durch einen hohen larviziden Effekt
aus. So waren die Isolate H1, H92, H132, H139 und H152 (50 %) in der Lage jeweils
mindestens 95 % der Larven innerhalb eines Tages und 100 % der Larven innerhalb von
2 Tgen zu toten. Einen geringflgig geringeren larviziden Effekt zeigten die Isolate H93, H115
und H131 mit 13,3 %, 20 % und 3,3 % Uberlebenden am Tag 5. Lediglich bei den Isolaten H44
und H75 Gberlebten 80 % bzw. 100 % der Larven die Infektion tGber 5 Tage (Abbildung 21).

E. coli-Isolate von Tieren

Bei den untersuchten Tierisolaten waren 50 % der Isolate (V70, V74, V76, V161 und V210) in
der Lage, alle Larven innerhalb des ersten Tages zu toten. Die Isolate V63, V143, V260 und
V288 zeigten mit Uberlebensraten von 30%, 3,3%, 3,3% und 6,7% am Tag 5 einen
schwicheren, aber dennoch ausgeprigten larviziden Effekt. Nur die Uberlebensrate von

V105 war mit 96,7 % sehr hoch (Abbildung 22).
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Abbildung 21 Uberlebensraten von Galleria mellonella-Larven gemessen lber 5 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Humanisolaten (Abbildung A: H1 — H93, Abbildung B: H115 — H152
und E. coli K12). E. coli K12 MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm. 0,9% NaCl wurde als
Negativkontrolle verwendet. Pro Isolat wurden 30 Larven mit einer mittleren Infektionsdosis von
7 x 10° KbE infiziert und die Zahl der lebenden Larven nach jeweils 24, 48, 72, 96 und 120 h
dokumentiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM. p.i.: post injectionem
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Abbildung 22 Uberlebensraten von Galleria mellonella-Larven gemessen {iber 5 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli Tierisolaten (Abbildung A: V63 — V105, Abbildung B: V143 —V288 und
E. coli K12). E. coli K12 MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm. 0,9% NaCl wurde als
Negativkontrolle verwendet. Pro Isolat wurden 30 Larven mit einer mittleren Infektionsdosis von
7 x 10° KbE infiziert und die Zahl der lebenden Larven nach jeweils 24, 48, 72, 96 und 120 h
dokumentiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM. p.i.: post injectionem
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4.2.7 Risikofaktoren fiir einen hohen larviziden Effekt

Um Faktoren zu identifizieren, die moglicherweise fir einen starkeren larviziden Effekt der
E. coli-lsolate im Galleria mellonella-Modell verantwortlich waren, wurden die nachfolgend
genannten Parameter mit Hilfe der schrittweisen Cox-Regressionsanalyse auf ihre
Assoziation mit dem ermittelten larviziden Effekt geprift: Infektionsdosis, Anzahl der
Virulenzgene, Prasenz eines Toxingens, Kombination der Gene sitA/iucA/iss, das Gen IpfA,
das Gen traJ und die Zugehorigkeit zum ST131. In der Analyse wurde die mittlere
Uberlebenszeit der Larven als MaR des larviziden Effekts der E. coli-Isolate verwendet. Die

Analyseergebnisse sind in der Tabelle 31 zusammengestellt.

Die Auswahl von Faktoren, welche die Uberlebensrate beeinflussen, wurde mit dem
Akaike-Informationskriterium  vorgenommen (Kletting und Glatting, 2009). Der
E. coli-Kontrollstamm K12 MG1655) wurde von der Analyse ausgeschlossen. Die schrittweise
Auswahl der potentiellen EinflussgroRRen identifizierte die Genkombination sitA/iucA/iss, das
Vorhandensein eines Toxingens, die Zugehorigkeit zu ST131 und die Gene IpfA sowie traJ als
Risikofaktoren. Galleria mellonella-Larven, die mit Isolaten infiziert wurden, die die
Genkombination sitA/iucA/iss aufwiesen, verstarben mit einem 220 % hoheren Riskio
(Hazard Ratio — HR =2,2), als ohne die Kombination (Tabelle 31). BesaR ein E. coli-Isolat
eines der gesuchten Toxingene, dann verstarben die Larven mit einem 1,6-mal héheren
Risiko, als wenn das Isolat kein Toxingen besal3. Die Prasenz des Gens IpfA erh6ht das Riskio
zu versterben um das 2,9-fache, wahrend das Vorhandensein von traJ das Riskio um das
3-fache erhoht. Die Zugehorigkeit zu ST131 (HR =0,51) hingegen senkt das Risiko zu

versterben.

Tabelle 31 Ergebnisse der schrittweisen Cox-Regressionsanalyse fiir den larviziden Effekt der
E. coli-Isolate im Galleria mellonella-Modell

Gepriifte Variable Hazard Ratio 95 % :::2::::;";22’:" fir p-Wert (p < 0,001)
sitA/iucA/iss (ja/nein) 2,219 1,701 -2,893 0,000
Toxingen (ja/nein) 1,606 1,305-1,976 0,000
ST131 (ja/nein) 0,508 0,365 — 0,707 0,000
Gen IpfA (ja/nein) 2,860 2,106 — 3,885 0,000
Gen traJ (ja/nein) 2,975 2,273 3,893 0,000
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5 Diskussion

Wahrend der letzen Dekade wurde weltweit eine rasante Ausbreitung multiresistenter
ESBL-produzierender Enterobacteriaceae beobachtet. Das Vorkommen resistenter Erreger
ist dabei nicht auf den Bereich der Humanmedizin beschrankt. Inzwischen werden sie auch
regelmalig in von Tieren isolierten Stammen nachgewiesen (Hordijk et al., 2013; Guenther
et al., 2011). Ubertragungswege zwischen Mensch und Tier wurden daher wihrend der
letzten Jahre intensiv diskutiert (Meyer et al., 2012; Wieler et al., 2011, Schmiedel et al.,
2014; Valentin et al., 2014). Die Ausbreitung von Multiresistenzen kann durch die
Ubertragung mobiler genetischer Elemente wie z. B. Plasmide erkldrt werden. Sie sind in der
Lage Antibiotikaresistenzen innerhalb von Bakterienpopulationen Uber horizontalen
Gentransfer relativ schnell zu verteilen. ESBLs sind Ublicherweise Plasmid-kodiert und
konnen daher rasch weitergegeben werden. Diese Eigenschaft teilen sie mit den PMQRs.
Haufig konnen ESBL- und PMQR-kodierende Gene auf dem gleichen Plasmid gefunden
werden (Shahid et al., 2011). Diese Ph. D.-Thesis wurde konzipiert, um die Verteilung von
B-Laktamase- und PMQR-Genen bei Isolaten von Menschen und Tieren aus einem
abgegrenzten geografischen Gebiet in Deutschland, der Region Mittelhessen, zu
untersuchen. Der Schwerpunkt der Untersuchung lag dabei auf der Pravalenz von ESBLs mit
anschlieRender phanotypischer und genotypischer Charakterisierung der ESBL-verdachtigen
Isolate. Die entscheidende Frage war, ob dhnliche Resistenzeigenschaften (B-Laktamase-,
ESBL- und PMQR-Typen) bei Human- und Tierisolaten identifiziert werden kdnnen. Bereits
veroffentlichte Studien aus der Region GieRen demonstrieren im Bereich der Human- und
der Tiermedizin das Vorkommen multiresistenter Enterobacteriaceae (Mshana et al., 2009;
Stolle et al., 2013). Zusatzlich wurden Kombinationen von ESBL- und PMQR-Genen
untersucht. Eine mogliche Assoziation ESBL-kodierender E. coli von Menschen und Tieren
mit bestimmten phylogenetischen Gruppen von E. coli wurde ebenfalls untersucht. Den
Abschluss der Arbeit stellte eine eingehendere Charakterisierung von 20 ausgewahlten
E. coli-Isolaten von Menschen und Tieren dar. Sie wurden hinsichtlich vorhandener Plasmide
und deren Eigenschaften untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Charakterisierung ihrer
Virulenzeigenschaften auf Genomebene und die Untersuchung ihrer phanotypischen
Virulenz durch Infekionsversuche mit Galleria mellonella, da bis heute wenig (iber die

Virulenz von ESBL-produzierenden E. coli-Stammen bekannt ist.
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Insgesamt wurden 390 ESBL-verdachtige Isolate in dieser Studie genauer charakterisiert. Von
diesen stammten 183 Isolate von Menschen und 207 Isolate von verschiedenen Tierarten
(Hunde, Katzen, Pferde, Rinder, Schweine und anderen Tierarten). Innerhalb der Tierarten
waren die Gruppen der Heimtiere (Hunde und Katzen) und Pferde im Gegensatz zu den
Nutztierisolaten zahlenmaRig deutlich starker vertreten. Die Mehrzahl aller Isolate konnte
den Spezies E. coli (73,8 %) und K. pneumoniae (17,7 %) zugeordnet werden. Ahnliche Daten
wurden auch von der ECDC fiir den europadischen Raum erhoben (ECDC, 2012). Somit sind
diese Nachweishaufigkeiten kein lokales Phanomen, sondern spiegeln eine europaweite
Entwicklung wieder. Die Zuordnung der E. coli-Isolate zu den phylogenetischen Gruppen A,
B1, B2 und D zeigte folgende Verteilungen. In beiden Stammsammlungen weisen die
Gruppen Bl und D eine vergleichbare Verteilung auf. Innerhalb der Gruppe der Tierisolate
konnte jedoch nur eine sehr geringe Anzahl Isolate der Gruppe B2 (3,4 %) zugeordnet
werden und die Gruppe A ist hier prozentual am starksten vertreten (44,2 %). Im Gegensatz
dazu entfallen 26,2 % der Humanisolate auf die Gruppe B2 und 30,5 % auf die Gruppe A. Der
Ursprung des Primarprobenmaterials kénnte eine Erklarung fiir diese Diskrepanz sein.
Mehrere Studien deuten darauf hin, dass bestimmte phylogenetische Gruppen bei einigen
Probenmaterialien und Infektionsarten haufiger vorkommen (Yong et al., 2009; Stolle et al.,
2013). Zhang et al. zeigten ein Clustering der Gruppe B2 humaner E. coli-Isolaten aus Urin
(Yong et al., 2009). Die Tatsache, dass 53 % der Humanisolate dieser Studie aus Urin isoliert
worden sind, wahrend nur 19,1 % von Rektalabstrichen stammen, bekraftigt einen
Zusammenhang zwischen Gruppe B2 und der Herkunft ,Urogenitaltrakt des Menschen”. Im
Gegensatz zu den Humanproben war die Hauptquelle (51,2 %) fiir Tierisolate in dieser Arbeit
Kot von Tieren mit Enteritis, Diarrhoe und Kolik. Es ist fraglich, ob die untersuchten Isolate
tatsachlich fur die beobachteten Symptome verantwortlich sind. Sie kdnnten ebenso gut
Kommensalen-Stamme sein, die nur auf Grund ihrer Resistenz selektioniert worden sind.
Bekanntermalien gehéren kommensal lebende E. coli tyischerweise den phylogenetischen
Gruppe A und B1 an. Dieser Umstand wirde die starke Prasenz dieser beiden Gruppen,
sowie das fast komplette Fehlen der Gruppe B2 innerhalb der Tierisolate erklaren.

In dieser Ph.D.-Thesis wurde von allen lIsolaten ein Antibiogramm erstellt. Da ESBL-
Produzenten oft auch Resistenzen gegen andere Antibiotikaklassen zeigen wurden
Wirkstoffe verschiedener Antibiotikaklassen exemplarisch untersucht. Die Antibiogramme
erbrachten alarmierende, wenn auch nicht allzu liberraschende Ergebnisse. Alle Isolate

wurden nach dem vorlaufigen internationalen Expertenvorschlag fir Standarddefinitionen
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fiir erworbene Resistenzen des European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
als multiresistent kategorisiert (Magiorakos et al., 2012). Vorraussetzung fiir diese
Einordnung in diese Kategorie ist Resistenz gegen mindestens einen Wirkstoff aus drei oder
mehr Antibiotikaklassen unter Beobachtung (u.a. Aminoglykoside, Fluorchinolone,
Penicilline, Cephalosporine 1. -5. Generation, Carbapeneme). Wie zu erwarten, wurden hohe
Resistenzquoten gegen Cephalosporine und Penicilline beobachtet. Hier reichten die Quoten
von 52,5 % Ceftazidim-resistenten Humanisolaten bis zu 100 % Resistenz beider Gruppen
(Human- und Tierisolate) gegen Ampicillin. Sehr bedenklich ist die in den Tierisolaten
festgestellte Resistenz gegen die humanmedizinischen Reserveantibiotika Ertapenem und
Imipenem. Besonders die Ergebnisse fir Ertapenem mit Resistenzraten von 16,9 % bei den
Tier- und 24 % bei den Humanisolaten waren besorgniserregend. Insbesondere die
Resistenzquoten der Tierisolate sind nur bedingt erklarbar. Die Anwendung von
Carbapenemen ist in Deutschland bei Nutztieren verboten und der Einsatz bei Hobbytieren
wie Hunden, Katzen und Pferden ist nur bei ,Therapienotstand” nach Umwidmung moglich
und unterliegt strengen Regeln durch das Arzneimittelgesetz (AMG). Da fast alle Ertapenem-
resistenten Tiersolate (78,3%) von Hunden und Katzen stammen, konnte dies einerseits ein
Hinweis fiir eine Ubertragung resistenter Isolate bzw. Resistenzgen-tragender Elemente
(z. B. Plasmide) vom Menschen auf Tiere sein. Andererseits kann eine Umwidmung von
Carbapenemen fiir die Behandlung von Hobbytieren nicht komplett ausgeschlossen werden,
obwohl diese Wirkstoffe extrem kostspielig sind und ihr Einsatz eher selten ist. Zudem
wurden von anderen Arbeitsgruppen in GieRen erst kiirzlich Carbapenemase-produzierende
Enterobacteriaceae in Proben von Heimtieren nachgewiesen (Stolle et al., 2013). Um dieses
Phdanomen genauer zu untersuchen, wurden alle Carbapenem-resistenten Isolate aus dieser
Studie auf die genetische Prasenz der Carbapenemase OXA-48 durchgemustert. Laut Potron
et al. gilt Ertapenem als das am besten geeignete Carbapenem zur Erkennung von OXA-48-
Produzenten (Potron et al., 2013a). Das 21,8 % aller untersuchten Human- und Tierisolate
Resistenz gegen Ertapenem zeigten, macht die Prdsenz von blaoxa4s sehr wahrscheinlich.
Uberraschenderweise konnte aber ein Unterschied hinsichtlich des zugrundeliegenden
molekularen Resistenzmechanismus beobachtet werden. Keines der 48 getesteten
Humanisolate war positiv fir blaoxa.as, bei 26 dieser Isolate (54,2%) konnte aber eine
Kombination aus einer AmpC-B-Laktamase und einer Porindefizienz detektiert werden.
Dieser Mechanismus wurde bereits in AmpC-produzierenden K. pneumoniae von Shi et al.

beobachtet. Sie stellten fest, dass ein Porin-Verlust in Kombination mit Produktion einer
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AmpC zu eine verminderten Empfindlichkeit fiir Carbapeneme fiihren kann (Shi et al., 2013).
Im Gegensatz zu diesen Resultaten trugen 62,2 % der untersuchten Carbapenem-resistenten
Tierisolate eine OXA-48-Carbapenemase.

Beispielhaft fiir die Gruppe der Fluorchinolone wurden die Resistenzraten fiir Ciprofloxacin
bestimmt. Die gemessenen Resistenzquoten (Humanisolate: 76,5 %, Tierisolate: 68,1 %) sind
insofern bedenklich, da die Klasse der Fluorchinolon-Antibiotika in der klinischen Praxis
haufig angewendet wird, wenn die klassischen B-Laktam-Antibiotika wie Penicilline und
Cephalosporine nicht mehr wirksam sind (S2 Leitlinie HNO, 2008). Bei gleichzeitiger
Penicillin-, Cephalosporin- und Chinolonresistenz werden die therapeutischen Méglichkeiten
daher immer weiter eingeschrankt.

Letztendlich lieRen sich hinsichtlich der Resistenzquoten zwischen Human- und Tierisolaten,
bis auf wenige Ausnahmen, nur geringe Abweichungen feststellen. Viele Isolate beider
Gruppen zeigen die von Ostholm et al. beschriebene Co-Resistenz zwischen ESBL-
produzierenden Isolaten und Nicht-B-Laktamantibiotika. (Ostholm et al., 2013). Lediglich
einige wenige Antibiotika (Amikacin, Nitrofurantoin, Colistin, Tigecylin und Fosfomycin) sind
laut Ostholm et al. davon ausgenommen. Tatséchlich sind viele der hier untersuchten Isolate
noch empfindlich gegen Amikacin. Die Resistenzquoten liegen hier nur bei 4,3 % (Tierisolate)
und 14,8 % (Humanisolate), was im Vergleich zu den Resistenzquoten der anderen getestete
Antibiotika als niedrig zu beurteilen ist. Lediglich fir Imipenem liegen die gemessenen
Resistenzquoten bei beiden Gruppen noch niedriger (Humanisolate: 2,2 %, Tierisolate:
1,0 %).

Unter den 390 ESBL-verddchtigen Isolaten trugen 87,2 % ein ESBL-Gen. Kombinationen von
verschiedenen Resistenzgenen die fir Pencillinasen, ESBLs, Carbapenemasen und PMQRs
kodieren waren bei 70 % der Isolate prasent. Vorherrschende ESBL-Subtypen bei Human-
und Tierisolaten waren blacrx.ma und blacrx-m-is. Blacrx-m-is war der mit Abstand am
haufigsten nachgewiesene ESBL-Subtyp mit 49,5% positiven Isolaten (52,5% der
Humanisolate, 46,9 % der Tierisolate). Mit einer Gesamtnachweisrate von 25,4 % (23 % der
Humanisolate, 27,5 % der Tierisolate) war der Subtyp blactx.m.1 €benfalls hdufig vertreten.
Laut Livermore et al. 2006 wurde blactx.m-1s bisher eher mit Humanisolaten assoziiert
(Livermore et al., 2006). Blacrx.m-1 war der Gberwiegend bei Nutztieren (Schweinen, Rindern,
Geflugel) und Heimtieren gefundene CTX-M-Subtyp (Geser et al., 2012 Li et al.; 1994; Hordijk
et al., 2013). In der Zwischenzeit ist eine Zuordnung der oben genannten CTX-M Subtypen zu

Human- oder Tierisolaten nicht mehr haltbar. Mehr und mehr Studien aus Europa
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identifizieren blacrx.m.1 und blacrxm-1s in beiden Populationen (Grobner et al., 2009; Ewers et
al., 2012) und diese Ergebnisse dieser Ph.D.-Thesis bestatigen diese Entwicklung. Bei den
untersuchten Pferdeisolaten halten sich die Nachweisquoten fiir blactx.m.1 und blacrxm-1s die
Waage (blacrxm1 37 %; blactx-m-1s 38 %). Frihere Studien haben hauptsachlich blacrxw-1 als
vorherrschenden Subtyp bei Pferden identifiziert (Johns et al., 2012; Dierikx et al., 2012b),
der auch der am haufigsten nachgewiesene Subtyp bei Nutztieren ist. In Deutschland
werden Pferde (iberwiegend als Freizeittiere gehalten, normalerweise nahe bei oder in einer
Umgebung mit klassischen Nutztieren wie Rindern oder Schweinen. Jedoch haben sie in der
Regel engeren Kontakt zum Menschen und im Falle einer Erkrankung ist die medizinische
Versorgung deutlich intensiver als bei landwirtschaftlichen Nutztieren. Damit nehmen sie
eine besondere Stellung zwischen den klassischen Heimtieren Hund und Katze und den
Nutztieren wie Rind und Schwein ein. Dies kdnnte eine mogliche Erklarung fir die besonders
hohen Nachweisquoten von blacry.m.1s bei Pferdenisolaten in dieser Ph.D.-Thesis sein.
Ebenfalls interessant ist die Kumulation von blacrx.m-2 bei E. coli-Pferdeisolaten. Eine Studie
aus Belgien identifizierte blacrx.m-> ebenfalls als malRgeblichen CTX-M Subtyp bei klinisch
kranken Pferden (Rice, 1999). Die Tiere hatten eine langere Behandlung mit verschiedenen
Antibiotika erhalten und das blacrym2-Gen war in den Klasse-1-Integron-Komplexes ISCRy
integriert. Ferreira et al. konnten in ihrer Studie die gleiche Vergesellschaftung feststellen,
allerdings im Chromosom von E. coli-Isolaten von gesunden Masthahnchen aus Brasilien
(Ferreira et al., 2014). Weitere Untersuchungen der genetischen Umgebung von blactx-m-2
sind notwendig, um mogliche Zusammenhange mit dem Integron ISCR; bei den in dieser
Ph.D.-Thesis untersuchten Isolaten zu identifizieren. Laut der Literatur ist der Nachweis von
blacrx-m-2 ist nicht auf Pferde- bzw. Tierisolate beschrankt. Es war zuvor auch schon bei
Salmonella enterica Isolaten aus UK und E. coli-Isolaten aus Brasilien von klinisch kranken
Patienten detektiert worden (Berman et al., 2014; Burke et al., 2013). Innerhalb der Gruppe
der untersuchten Nutztierisolate konnte die gleiche Beobachtung wie bei den untersuchten
Pferdisolaten gemacht werden. Auch bei diesen wurden die Subtypen CTX-M-1 und
CTX-M-15 in ungefahr gleicher Zahl nachgewiesen (blacx.m-1: 6 Isolate, blacrxm.1s: 7 Isolate).
Diese Beobachtung unterstreicht ebenfalls die Studienergebnisse von Grobner et al. (2009)
und Ewers et al. (2012), wonach auch im Nutztierbereich vermehrt die ESBL CTX-M-15
nachgewiesen wird. Allerdings ist eine Beurteilung der Haufigkeiten in diesem Fall schwierig,
da die Zahl der in dieser Studie eingeschlossenen Nutztierisolate mit nur 18 Isolaten sehr
gering ist.
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Das Vorkommen verschiedener PMQR-Gene bei ESBL-produzierenden Enterobacteriaceae-
Isolaten wurde bereits mehrfach beschrieben (Donati et al., 2014; Veldman et al., 2013) und
durch Ergebnisse dieser Ph.D.-Thesis erneut bestdtigt. So wurde bei 33,6 % der
Ciprofloxacin-resistenten Humanisolate und 52,5 % der Ciprofloxacin-resistenten Tierisolate
ein PMQR-kodierendes Gen nachgewiesen. Der —cr Variante der
Aminoglykosid-Acetyltransferase AAC(‘6)-lb ist dabei der groRte Teil zuzurechnen
(Humanisolate: 27,9 %, Tierisolate: 35,5 %). Ahnliche Beobachtungen wurden auch von
Donati et. al bei Heimtieren in Italien gemacht (Donati et al., 2014). Verschiedene gnr-
kodierende Gene wurden ebenfalls identifiziert, wenn auch nur in geringem Mal3e (5,7 % der
Humanisolate und 17 % der Tierisolate). Die hohen Resistenzquoten fir Ciprofloxacin sind
mit diesen Zahlen allerdings nicht zu erklarenPMQRs, insbesondere gnr-Proteine, induzieren
in der Regel eine sogenannte Low Level-Chinolon-Resistenz die durch eine MHK von 2>
0,25 ug/ml fur Ciprofloxacin gekennzeichnet ist (Martinez-Martinez et al., 1998). Alle
Ciprofloxacin-resistenten Isolate die in dieser Ph.D.-Thesis untersucht wurden, zeigten aber
bereits eine MHK von mindesten 1,0 ug/ml. Die Prdsenz eines zusatzlichen
Resistenzmechanismus ist daher sehr wahrscheinlich. Bei vielen untersuchten Isolaten liegt
mutmaRBlich zusatzlich eine chromosomal bedingte Resistenz, klassischerweise eine
Mutation des gyrA- oder gyrB-Genes, vor (Jacoby, 2005). Um die Basis der
Chinolonresistenzen genauer zu untersuchen, sollten die gyrA- und gyrB-Gene der
Ciprofloxacin-resistenten Isolate sequenziert werden. Obwohl PMQR-Gene nur eine
Resistenz auf niedrigem Level vermitteln, beglinstigen sie dennoch die Selektion zusétzlicher,
chromosomal-kodierter, Chinolon-Resistenz-Mechanismen. Der Effekt beruht dabei auf einer
Absenkung der Antibiotikakonzentration ab der resistente Isolate selektiert werden. In
Anwesenheit von qnr-Proteinen, den Produkten der gnr-Gene, beginnt die Selektion
resistenter Isolate schon bei deutlich geringeren Antibiotikakonzentrationen. So kann die
Selektion Chinolon-resistenter Mutanten um mehr als das Hundertfache gesteigert werden.
Auf diesem Weg wird auch das Uberleben von Mutanten mit einem héheren Resistenzlevel
gegen Chinolone (Poirel et al., 2012) erleichtert. Daher stellen gnr-positive Isolate einen
glinstige Basis flir eine in-vivo Selektion zusatzlicher chromosomal-kodierter
Resistenzmechanismen (gnrA/qnrB-Mutationen) unter Fluorchinolontherapie dar (Poirel et
al., 2006). Zusatzlich konnen gnr-Proteine die Resistenz gegen Chinolone durch veranderte
Chinolon-Zielenzyme, die Aktivierung von Effluxpumpen oder den Verlust von

AulRenmembranproteinen unterstitzen (Poirel et al., 2012).
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Bei den meisten untersuchten Isolaten lag eine Kombination verschiedenere Resistenzgene
vor. In 70 % aller Isolate wurden mindestens 2 Gene welche eine Resistenz gegen B-Laktame
oder Chinolone kodieren gefunden. Solche Kombinationen verschiedenener
B-Laktamasegene wurden schon haufiger innerhalb der Genome Gram-negativer Bakterien
beobachtet (Shahid et al.,, 2011; Munday, 2004). Ferner wurde die Co-Selektion von
B-Laktamasegenen und Genen fir die Resistenz gegen andere Antibiotika, wie z.B.
Fluorchinolone, als ein moglicher Mechanismus fiir die Ausbreitung dieser Gene postuliert
(Canton und Coque, 2006). Die in dieser Ph.D.-Thesis haufig beobachtete Kombination von
blacrx.m-1s und aac(‘6)-Ib-cr kann diese schon friher aufgestellte Co-Selektionstheorie
unterstlitzen (Sabtcheva et al., 2008). Die in 12,8% der Isolate gefundene
Resistenzgenkombination blarem.1/blaoxa-1/blacrxm-1s/aac(‘6)-1b-cr wurde bereits in anderen
Studien beschrieben (Sandegren et al., 2011; Woodford et al., 2009). Dort konnte eine
Vergesellschaftung der genannten Gene in einer Resistenzgenkassette mit den
Insertionselementen ISEcp1 und 1S26 in verschiedenen Transposons nachgewiesen werden.
Mit groBer Wahrscheinlichkeit ist diese Resistenzgenkassette auch bei den hier genannten
Isolaten vorhanden. Weitere Untersuchungen sollten sich gegebenenfalls damit
beschaftigen. Alarmierend ist die hier nachgewiesene Assoziation von blagxass mit
mindestens 2 anderen Resistenzgenen, wie z. B. den Penicillinasen TEM-1, SHV-1, SHV-2
oder OXA-1, einem PMQR-Gen oder manchmal sogar einem CTX-M-Gen. Eine raumliche
Vergesellschaftung von blacrxm.1s, der am haufigsten gefundenen ESBL dieser Studie, und
blaoxa4s wurde bereits beschrieben (Potron et al., 2013a). Weitere Untersuchungen von
Potron et al. konnten beiden Gene zusammen in einem Transposon nachweisen (Potron et
al., 2013b). Blacx.m-15 war dabei mit ISEcp1 und blaoxa.ag mit ISIR assoziiert. Da bei 56,5 %
der blaogxa.ag positiven Isolate ebenfalls ein blactx.m-Gen vorhanden war, ist die Prasenz der
von Potron et al. geschilderten Resistenzgenkassette moglich. Jedoch kénnten innerhalb der
Human- und Tierisolate noch andere Carbapenemasegene vorhanden sein,die hier nicht
getestet worden sind. Interessanterweise wurde das Carbapenemasegen blaoxa.ag nur in der
Gruppe der Tierisolate nachgewiesen. Hierbei kénnte es sich um ein lokales Phanomen
handeln. Eine andere in der Umgebung von GielRen durchgefiihrte unabhangige Studie hat
ebenfalls ESBL-produzierende OXA-48-positive K. pneumoniae-lsolate bei Hunden
nachweisen kénnen (Stolle et al., 2013). Die OXA-48-positiven Isolate dieser Studie sind zum

Uberwiegenden Teil auch K. pneumoniae. Herkunftsort der Isolate beider Studien sind die
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Kleintierkliniken der JLU GieRRen. Moglicherweise handelt es sich hier um einen Ausbruch von

OXA-48-tragenden K. pneumoniae.

Zwanzig ausgewahlte CTX-M-1- und CTX-M-15-produzierende E. coli-lsolate von Heimtieren
(Hunden, Katzen), stationar aufgenommenen und ambulanten behandelten Patienten
wurden eingehender hinsichtlich Verwandtschaft (MLST), Plasmiden und deren
Eigenschaften sowie Virulenzeigenschaften untersucht. Ferner wurde ihre phanotypische
Virulenz in Infektionsversuchen mit der groBen Wachsmotte Galleria mellonella getestet.
Der Vergleich des MLST zeigt eine heterogene Population, die mehrere Cluster enthalt. Es
wurde eine ganze Reihe verschiedener Sequenztypen (STs) beobachtet. Zwischen den
Human- und Tierisolaten wurden beziiglich der STs mehrere Uberschneidungspunkte
festgestellt. Vier STs konnten Isolate aus beiden Gruppen zugeordnet werden (ST10, ST88,
ST131 und ST410). Bei Betrachtung der ST-Cluster (STC) zeichnete sich eine noch groRere
Uberlappung ab. So bestanden STC10 und STC23 aus Isolaten von beiden Gruppen. Dies
kdnnte auf einen Austausch zwischen beiden Populationen hinweisen oder darauf, dass sich
die ESBL-E. coli Populationen bei Menschen und Tieren nicht grol unterscheiden. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, die sich mit dieser Thematik
beschaftigen (Overdevest, 2011; Dierikx et al., 2012b). Auch dort wurden ST10, ST88, ST131,
ST156 und ST617 bei ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten von Menschen, Heimtieren und
Pferden identifiziert. Abgesehen davon gibt es keine offensichtliche Verbindung zwischen ST,
STC und B-Laktamase-Typ/Subtyp. So tragen Isolate die dem gleichen STC angehdren, nicht
den gleichen CTX-M-Subtyp. Wieler et al. postulieren mehrere sich ausbreitende ESBL-E. coli
STs, die aus verschiedenen Quellen (Menschen, Nutztiere, Heimtieren und Umwelt) isoliert
wurden. Dazu gehoren die auch in unserer Studie vorhandenen ST10, ST224 und ST131
(Wieler et al., 2011).

Bei Analyse von Verteilung und Anzahl identifizierter Virulenzfaktoren und Virulenz-
assoziierten Faktoren (pro untersuchtem lIsolat) entfdllt eine deutlich hohere Anzahl auf
Isolate der phylogenetischen Gruppen B2 und D. Dort wurden im Durchschnitt 19
Virulenzfaktoren gefunden. Bei Isolaten der Gruppen A und B1 liegt die Zahl durchschnittlich
identifizierter Virulenzfaktoren mit 7,5 deutlich niedriger. Diese Ergebnisse decken sich mit
anderen Studien nach denen Isolate der Gruppen B2/D oft mehr Virulenzfaktoren tragen

(Maynard et al., 2004).
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Bemerkenswert ist die Prasenz von 4 Isolaten (20 %) die dem ST131 angehoéren.
Moglicherweise handelt es sich hierbei um den, inzwischen weltweit verbreiteten, E. coli-
Klon B2-025:H4-ST131, der eine CTX-M-15-B-Laktamase produziert (Peirano et al., 2014).
Die Zuordnung von Isolat H131 zu dieser Gruppe ist fraglich, da bei diesem lIsolat blacrx.m-1
statt blacrx-m-15 nhachgewiesen wurde. Dennoch zeigen alle 4 Isolate typische Eigenschaften
des oben genannten Klons. Dazu zahlt unter anderem die Prasenz der nach Rogers et al.
(Rogers et al., 2010) fur diesen Klon typischen Virulenz- bzw. Virulenz-assoziierten Faktoren:
iha (Adhasin-Siderophor-Rezeptor), fimH (Typ 1 Fimbrien), sat (Sezernierter
Autotransporter), kpsM (Kapselprotein), fyuA und iucA (Yersiniabacin und Aerobactin), usp
(Uropathogenic-specific Protein), traJ (Oberflachenexklusion, beglinstig Serumresistenz) und
malX (Pathogenitatsinsel-Marker). Zuséatzlich zu den oben genannten Faktoren konnten noch
die Gene pic (Sezernierter Autotransporter), sitA (Periplasmic Iron binding Protein) und das
Hemin Aufnahme-Operon nachgewiesen werden. Damit lasst sich bei den in dieser Studie
untersuchten ST131-Isolaten ein eindeutiges Virulenzfaktormuster erkennen. Eine
vergleichbare Beobachtung konnte nur bei einem anderen mehrfach vertretenen
Sequenztypen (ST10, ST88 und ST410) gemacht werden. Bei den beiden ST410-Isolaten
konnte die Virulenzfaktorkombination fim-Operon, iss, Aerobactin-Operon, sitA und
ompA nachgewiesen werden. Die beiden in dieser Ph. D.-Thesis untersuchten Isolate (V161,
V210) gehéren moglicherweise der klonalen E. coli ST410 Linie an (Fischer et al., 2014). Sie
zeigen die von Lépez-Cerero et al. beschriebenen typischen Eigenschaften. Das ist die
Kombination der Resistenzgene blatem.1, blaoxa-1, blacrim-1s, tet(A), catB3 und aac(‘6)-1b-cr,
das Aerobactin-Operon und das fim-Operon (Lépez-Cerero et al., 2011).

Die Untersuchung der Human- und Tierisolaten hinsichtlich Plasmidanzahl und -gréRe sowie
Inc-Gruppen erbrachte folgende Ergebnisse. In vielen Fallen konnte zwischen einer
bestimmten Inc—Gruppe und einem bestimmten CTX-M-Subtypen eine Vergesellschaftung
festgestellt werden. In 5 von 6 Fallen wurde bei E. coli-Isolaten, die ein Plasmid der Incl1-
Gruppe trugen, auch blacryx.m.1 nachgewiesen. Dieser Befund bestétigt die Schlussfolgerung
einer anderen Studie, wonach Incll-Plasmide mit der Ausbreitung von CTX-M-1 bei
Menschen und Hiihner verkniipft zu sein scheinen (Accogli et al., 2013). Bei 4 blacrx.m-1-
kodierenden Isolaten konnte aullerdem die Resistenzgenkombination
blacrx.m.1/aadA5/dfrA17 nachgewiesen werden. Diese Kombination von Aminoglykosid- und
Trimethoprimresistenzgenen konnten bereits von Wang et al. auf blacry.m.1-kodierenden

Incl1-Plasmiden nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte aber nur bei einem der 4
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Isolate mit der beschriebenen Resistenzgenkombination ein Incl1-Plasmid detektiert
werden. Daher ist nur bei diesem Isolat (V105) die Prasenz eines Incl1-Plasmids mit der von
Wang et al. beschriebenen Resistenzgenkombination denkbar. Bei den anderen Isolaten
liegen hochstwahrscheinlich andere Verhatnisse vor.

Die Inc-Gruppen FIA, FIB und FIl konnten in 5 von 6 Fallen bei Isolaten nachgewiesen
werden, die auch blacry.m-15-kodierten. Diese Vergesellschaftung wurde zuvor auch schon
von Carattoli et al. festgestellt (Carattoli et al., 2008). Zusatzlich wurden bei den blacrx.m.-15-
positiven Isolaten haufig blaoxa1 und aac(6°)-1b-cr identifiziert. Diese Genkombination wird,
hauptsachlich auf Plasmiden der IncF-Gruppe gefunden, was bei den hier untersuchten
Isolaten ebenfalls zutreffen wiirde, da bei allen Isolaten mit der eben genannten
Resistenzgenkombination auch IncF gefunden wurde (Carattoli 2009).

IncN-Plasmide wurden nur in der Gruppe der Humanisolate gefunden. Wie in der Literatur
beschrieben, wurden IncN-Plasmide bis jetzt bei E. coli-Isolaten von Menschen, Nutztieren,
Wildvogeln und Pferden nachgewiesen, bei Hunden und Katzen hingegen nur in
K. pneumoniae und nicht in E. coli (Dolejska et al., 2013; Donati et al.,, 2014). Bei
IncN-Plasmiden wurde auRerdem eine Vergesellschaftung mit blacrxm.1 nachgewiesen
(Carattoli, 2009), die mit Daten aus dieser Studie bestatigt wird. Alle Isolate, bei denen IncN
identifiziert werden konnte, waren ebenfalls Trager von blacrx.m-1.

Zwei von einer Katze und einem Hund isolierte CTX-M-15-positive E. coli-Isolate (V161 und
V210) trugen zwar Plasmide unterschiedlicher GroRe, allerdings konnten bei diesen Isolaten
identischen Inc-Gruppen (FIA/FIB/FIl) und eine fast identische Resistenzgen-Kombination
nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine gemeinsame Quelle dieser Plasmide oder auf
die Ubertragung und Integration der gleichen Resistenzgenkassetten in verwandte Plasmide
oder das Chromosom hin.

Obwohl noch andere identische Inc-Gruppen-Kombinationen beobachtet wurden
(FIB/FIC/FIl/11: V76, V105, H1; FIA/FIB/FII: V161, V210, V288, H152) unterschieden sich diese
deutlich in Resistenzgenmustern und PlasmidgroRe. Es wurden keine komplett identischen
Plasmide zwischen Mensch und Tier beobachtet, was auf eine Ubertragung dieser Plasmide
hinweisen wirde. Stattdessen reprasentieren alle 20 untersuchten E. coli-Isolate 20
verschiedene Resistengenmuster.

In dieser Ph. D.-Thesis generierte Daten dokumentieren die Prdsenz gleicher Plasmid-
kodierter Resistenzgenkombinationen in Human- und Tierisolaten. Diese Tatsache konnte

durch Co-Selektion der verantwortlichen Resistenzgene durch verschiedene Antibiotika
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erklart werden (Coque et al., 2008b). Eine haufig in beiden Gruppen auftretende
Kombination war blacrxm-15/blaoxa-1/aac(6')lb-cr. Diese wurde auch schon von anderen
Arbeitsgruppen beobachtet (Doumith et al., 2012). In der Literatur wird das Auftreten von
ahnlichen Plasmiden bzw. Plasmiden mit dhnlichen Resistenzgenkombinationen mit der
Existenz von epidemischen Plasmiden begrindet (Carattoli, 2013). Resistenzgene wie
blacrxm-1, blactx-m-1s, blavim.1 oder blaoxa4s werden haufig tGber solche epidemische Plasmide
verbreitet. Dies fihrt dazu, dass diese Resistenzgene hadufig in genetisch sehr
unterschiedlichen Stammen und in groRem geografischen Abstand voneinander identifiziert
werden kénnen. Sehr oft gehéren epidemische Plasmide zu den am haufigsten auftretenden
Plasmid-Familien wie Incll, IncN oder IncA (Carattoli, 2013). Wird ein Resistenzgen auf
einem erfolgreichen Plasmid-Typ integriert, so kann dies entscheidend zu seiner Ausbreitung
beitragen. Diese erfolgreichen Plasmide besitzen haufig ein sehr effizientes
Konjugationssystem (z. B. Incl1 und IncN), ein bereites Wirtsspektrum (z.B IncA/C) oder die
Fahigkeit, in trans durch Co-residente Plasmide mobilisiert zu werden. Wenn ein
Resistenzgen von einem solchen Plasmid aufgenommen wird, dann steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass es sich ausbreitet und unter verschiedenen Bedingungen und in
unterschiedlichen bakteriellen Wirtsspezies bestehen bleibt, stark an (Carattoli, 2013).

Von den 20 untersuchten Isolaten konnten 12 Isolate nach der Definition von Johnson et al.
(2005) und Kohler et al. (2011) als ExPEC klassifiziert werden. Bei 8 Isolaten (H75, H93, H131,
H132, V70, V143, V260, V288) konnten DAEC-, EAEC/EPEC- und ETEC-spezifische
Virulenzfaktoren nachgewiesen werden. Allerdings tragt jedes dieser Isolate immer nur
einen dieser Faktoren und andere Pathovar-spezifische Faktoren fehlen. Eine Zuordung zu
den genannten Pathovaren ist daher schwierig. Zudem tragen alle 8 Isolate jeweils mehr als
2 Faktoren die sie nach Johnson et al. (2005) und Kohler et al. (2011) als ExPEC klassifizieren
(Johnson et al.,2005; Kohler et al. 2011). Im Gegensatz zu den intestinal pathogenen E. coli
(InPEC), sind extraintestinale pathogene E. coli (ExPEC) fakultativ pathogene Erreger, die als
Kommensalen in der normalen Darmflora eines Teils der Bevolkerung leben. In den meisten
Fallen unterscheiden sie sich phylogenetisch und epidemiologisch eindeutig von InPECs, aber
nicht in allen Fallen. Daher ist eine Stammtypisierung nur basierend auf der Detektion von
einer begrenzten Anzahl von ExPEC-Virulenz- bzw. Virulenz-assoziierten Faktoren immer
mehrdeutig. Vier der oben genannten lIsolate (H75, H131, H132, V260) kdnnen aber
moglicherweise doch der Gruppe der EXPEC zugeordnet werden, da sie auf Grund der bei

ihnen nachgewiesenen Virulenzfaktoren und Virulenz-assoziierten Faktoren wahrscheinlich
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dem bereits erwdahnten E. coli- Klon B2 025:H4 ST131 angehdéren, der bereits als EXPEC
klassifiziert worden ist (Peirano et al., 2014). Bei den restlichen 4 Isolaten ist eine eindeutige
Zuordnung zu InPEC oder EXPEC nicht moglich.

Alle 20 Isolate besaBen ein individuelles Virulenzfaktormuster und reprasentierten
20 verschiedene Kombinationen der untersuchten Virulenzfaktoren bzw. Virulenz-
assoziierten Faktoren. Nur einige Gene waren jeweils auf die Gruppe der Human-(/pf, hra, H7
flic, F1845) bzw- Tierisolate (bmaE, eatA, ibeA) beschrankt. Gene bzw. Operons die fir den
Eisenstoffwechsel bendtigt werden (Aerobactin-Operon, Yersiniabactin-Operon, Hemin
Aufnahme-Operon, sitA) bzw. Serumresistenz vermitteln (iss, traJ, ompT), waren in beiden
Gruppen oft vertreten (Eisenstoffwechsel: 50 % der Humanisolate, 100 % der Tierisolate;
Serumresistenz: 70 % der Humanisolate, 80 % der Tierisolate). Diese Faktoren sind nach
Kohler et al. (2011) typisch fiir EXPECs. Wie bereits beschrieben wurden Kombinationen
bestimmter Virulenzfaktoren bei Isolaten des ST131 und ST410 beobachtet.

Die phanotypische Virulenz der Isolate wurde in einem Modell mit der groBen Wachsmotte
G. mellonella Uberprift. Das Immunsystem von G. mellonella ist dem angeborenen
Immunsystem von Vertebraten sehr dhnlich und hat homologe Eigenschaften wie humorale
und zelluldre Abwehrmechanismen. Hamozyten von Insekten phagozytieren und téten
Krankheitserreger durch die Produktion von Superoxid genauso wie neutrophile
Granulozyten von Saugetieren (Hoffmann, 1995). Diese Eigenschaft macht sie zu einem
idealen Modellorganismus zur Beurteilung von bakteriellen Infektionen bei Neugeborenen,
Frihgeborenen und immunsupprimierten Patienten. Gerade diese Patientengruppen sind
immer haufiger der Gefahr von nosokomialen Infektionen mit multiresistenten Erregern,
insbesondere ESBL-Produzenten, ausgesetzt (Gesundheitsberichterstattung des Bundes,
2002). Daher wurde in dieser Ph. D.-Thesis die Virulenz ESBL-produzierender E. coli-lsolate
untersucht. Ziel der Versuche war es Faktoren zu identifizieren, die fiir einen starkeren
larviziden Effekt verantwortlich sind d. h. eine héhere Virulenz zeigen.

Zunachst wurde versucht die Zahl der Virulenz- bzw- Virulenz-assoziierten Faktoren mit dem
beobachteten larviziden Effekt in G. mellonella zu korrelieren. Die Annahme war, dass Isolate
mit mehr Virulenz- bzw- Virulenz-assoziierten Faktoren auch einen starkeren larviziden
Effekt haben, da dies bereits in einer anderen Studie propagiert wurde. Laut Williamson et
al. sind Isolate mit einer hohen Virulenzfaktoranzahl in der Lage G. mellonella-Larven
schneller und in groBerer Zahl zu toten. Diese Annahme konnte in der vorliegenden Ph. D.-

Thesis nicht bestatigt werden. Einige Isolate mit vielen Virulenzfaktoren waren in der Lage
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die infizierten Larven innerhalb der ersten 24 h zu toten. Ein Teil der Isolate die weniger
Virulenzfaktoren tragen, zeigten auch einen geringeren larviziden Effekt. Allerdings konnten
in beiden genannten Gruppen auch Ausnahmen beobachtet werden. So toteten einige
Isolate mit wenig Virulenzfaktoren die Larven innerhalb von 24 h, wohingegen einige Isolate
mit vielen Virulenzfaktoren keinen larviziden Effekt zeigten.

In einem weiteren Ansatz wurde mit Hilfe der Cox-Regression versucht Parameter zu
identifzieren die fur einen héheren larviziden Effekt verantwortlich sind. Dabei konnten die
Parameter Prasenz eines Toxingens (astA), die Prasenz der Genkombination sitA/iucA/iss,
Zugehorigkeit zu ST131 und die Gene IpfA sowie traJ als als entscheidende Faktoren
identifiziert werden. Gallerien, die mit Isolaten infiziert wurden, die die Genkombination
sitA/iucA/iss aufweisen, verstarben mit einem 220 % hoheren Riskio, als ohne die
Kombination. Tragt ein Isolat ein Toxingen, dann versterben die Gallerien mit einem 1,6-mal
hoheren Risiko. Die Prasenz des Gens IpfA erhdht das Riskio um das 2,9-fache, wahrend das
Vorhandensein von traJ das Riskio zu Versterben um das 3-fache erhoht. Die Zugehdrigkeit
zu ST131 (HR = 0,51) hingegen senkt das Risiko zu versterben.

Der bei den Isolaten H44, H75, V105, K12 MG1655 beobachtete geringe larvizide Effekt kann
bei fast allen Isolaten erklart werden. Bei Isolat H44 wurde keiner der oben genannten
Risikofaktoren (Toxingen, Genkombination sitA/iucA/iss, Ipf, traJ) nachgewiesen. Das lsolat
V105 tragt nur die Gene sitA und iucA, aber kein iss. Bei dem E. coli K12 MG 1655 wurde
dagegen nur das Gen flr erhohte Serumresistenz iss nachgewiesen. Lediglich die Ergebnisse
fur Isolat H75 sind Uberraschend. Dieses lIsolat gehort dem ST131 an und tragt die
Genkombination sitA/iucA/iss. Dennoch lag der larvizide Effekt bei 0 %. Dieser Umstand und
die geringe Isolatanzahl bedingen wahrscheinlich die HR von 0,51 fiir die Zugehorigkeit zu
ST131. Diese sagt aus, dass Isolate die zu ST131 gehoren ein ein geringeres Risiko zu
versterben haben. Diese Ergebnisse widersprechen aber den anderen 3 ST131 Isolaten, die
alle Larven innerhalb von 24 h téten. Der nicht vorhandene larvizide Effekt kdnnte
verschiedene Ursachen und im Folgenden werden einige der moglichen Griinde diskutiert. In
dieser Studie wurde ein Gen als vorhanden definiert, wenn auf DNA-Sequenzebene eine
Identitdt von mehr als 98 % bestand. Die Moglichkeit einer Genmutation mit anschlielender
Funktionslosigkeit der untersuchten Gene kann daher nicht ausgeschlossen werden. Dieser
Umstand kdnnte den fehlenden larviziden Effekt erklaren. Eine andere Erklarung konnte ein
Unterschied zu den anderen ST131-Isolaten bieten. Im Gegensatz zu den lIsolaten H131,

H132 und V260 fehlen H75 die afa/dr-Adh&sine. Die Familie der afa/dr-Adhé&sine ist nach den
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P- und Typ-1-Fimbrien die am dritthdufigsten beobachtete Gruppe von
Kolonisationsfaktoren unter uropathogenen E. coli (Nowicki et al., 2001; Pichon et al., 2013).
Afa/dr-Adhéasine befiahigen E. coli zur Invasion von Hela-Epithelzellen (Nowicki et al., 2001)
und zur Bindung an neutrophile Granulozyten. Die Mutation dieser Adhasine fiihrte im
Gegensatz zu der Mutation von P- und Typ- 1- Fimbrien zu einem deutlichen
Uberlebensvorteil. Die Wirkung der afa/dr-Adhisine wurde bisher nicht im G. mellonella-
Modell getestet. Allerdings konnten Mil-Homens et al. einen dhnlichen Effekt bei einer
Burkholderia cenocepacia Mutante, die nicht in der Lage war, Trimeric Autotransporter
Adhesins (TAAs) zu exprimieren, in G. mellonella beobachen (Mil-Homens et al., 2012). Die
TAAs werden von vielen Gram-negativen Erregern exprimiert und sind Schliisselfaktoren fir
Anheftung und Invasion von Wirtszellen. Damit sind sie der Funktion von afa/dr-Adhasinen
sehr ahnlich. Der larvizide Effekt in G. mellonella war bei den TAA-Mutanten deutlich
abgeschwacht. Eventuell konnte das Isolat H75 durch das Fehlen der afa/dr-Adhésine
effektiv von der Abwehr der G. mellonella-Larven identifiziert und bekampft werden.

In den Isolaten H92, H115, H132 wurde ein hoher larvizider Effekt beobachtet, obwohl sie
keinen der Risikofaktoren tragen. Isolat H132 tragt nur die Kombination sitA/iucA und kein
iss kodiert viele andere Virulenzfaktoren. Es ist sehr wahrscheinlich, dass andere Faktoren
fur den hohen larviziden Effekt verantwortlich sind. So kodiert das H132 viele Faktoren die
fir die Eisenakquirierung verantwortlich sind wie das Yersinibactin-Operon und das chuA-
Operon. Diese Faktoren werden bei ExPEC traditionell als Virulenz-assoziierte Faktoren
betrachtet (Johnson et al., 2005; Kohler et al.,2011). Fir die Isolate H92 und H115 Iasst sich
keine befriedigende Erklarung finden. Beide Isolate tragen nur wenige der hier getesteten
Virulenzfaktoren. Das lasst vermuten, dass der hohe larvizide Effekt durch Faktoren
ausgeldst wird, die in dieser Studie nicht untersucht worden sind.

Insgesamt bietet das G. mellonella-Modell eine gute Moglichkeit die Virulenz extraintestinal
pathogener ESBL-E. coli zu beurteilen. Moglichweise konnten Risikofaktoren (Prdasenz eines
Toxingens, der Genkombination sitA/iucA/iss, des Gens IpfA oder des Gens traJ) gefunden
werden, die eine Vorhersage Uber die phanotypische Virulenz eines Isolates zulassen. Diese
Vermutung lasst sich nur mit weiterflihrenden Experimenten bestatigen. Zunachst muss eine
groRere Anzahl von Isolaten auf die Prasenz der gefunden Risikofaktoren durchgemustert
und die Isolate anschlieBend im G. mellonella-Modell getestet werden. Allerdings beruht der
larvizide Effekt hochstwahrscheinlich nicht immer nur auf den identifizierten Risikofaktoren,

sondern auch auf anderen hier nicht untersuchten oder noch nicht bekannten Faktoren.
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Det Vorteil dieses Verfahrens ist die direkte Testung der Isolate in einem in-vivo-Modell.
Diese Bedingungen konnen in-vitro nicht in ausreichendem MaRe simuliert werden. Das
Verhalten des Isolates in der Larve kann eine bessere Einschatzung des Verhaltens wahrend
einer Infektion in Mensch oder Saugetier liefern. Ein Abfragen moglicherweise relevanter
Virulenzfaktoren per PCR oder Genomsequenzierung kann diesen Hinweis nicht erbringen.
Wie in dieser Studie gezeigt kann die gleichzeitige Durchflihrung beider Methoden zur
Identifizierung von Risikofaktoren dienen die fiir eine starkeren larviziden Effekt bei
G. mellonella verantwortlich sind. In Zukunft kénnen diese Erkenntnisse dann fir die
Ubertragung auf ein Vertebratentiermodell (z. B. Maus) hilfreich sein und die Beurteilung

von ESBL-ExPEC-Infektionen beim Menschen erleichtern.

Schlussfolgerungen

Eine Beurteilung hinsichtlich der immer wieder beschriebenen méglichen Ubertragung von
ESBL-kodierenden Enterobacteriacae zwischen Menschen und Tieren bleibt schwierig. Zwar
wurden in beiden Populationen die gleichen Resistenzgene (blacrx.m-1, blactx-m-15 blatem-1,
blaoxa.1) in dhnlicher Haufigkeit identifiziert und auch die untersuchten Plasmide zeigen
dhnliche Eigenschaften (Inc-Typen, Resistenzgene). Allerdings wurden keine identischen
Plasmide zwischen Mensch und Tier gefunden, was ein starkes Indiz fiir eine Ubertragung
zwischen beiden Populationen ware. Weitere Studien sollten sich daher auf die
Ubertragungswege fokussieren, um den méglichen Austausch zwischen Menschen- und
Tierpopulationen zu erforschen. Um diesen Aspekt naher zu untersuchen ware in Zukunft
eine gleichzeitige Untersuchung von Haustieren/Nutztieren und/oder Besitzern, die positiv
fiir ESBL-produzierende Enterobacteriaceae sind, sinnvoll. Wenn in diesem Zusammenhang
identische Isolate bzw. Plasmide gefunden wiirden, dann ware dies ein Beweis fiir eine
Ubertragung. Eine solche Ubertragung &hnlicher Plasmide von Mensch- zu
Tierbakterienpopulationen und umgekehrt konnte bei Masthahnchen und Landwirten in den
Niederlanden bereits gezeigt werden (Dierikx et al., 2012a) und deutet darauf hin, dass eine
ahnliche Situation auch zwischen Haustier und seinem Besitzer existieren konnte. Da die hier
betrachteten Resistenzgene liberwiegend Plasmid-kodiert sind, ist es sinnvoll sich weiterhin
besonders auf diese zu konzentrieren. Insbesondere die mogliche Prasenz der von Caratolli
propagierten epidemischen Plasmide sollte untersucht werden.

Weitere Aspekte wie Kolonisierung und Persistenz in Mensch, Tier und Umwelt, sowie die
Adaption an bestimmte Wirte und Ubertragung zwischen verschiedenen Bakterienspezies
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miussen ebenfalls bei der zukiinftigen Untersuchung der Resistenz-tragenden Elemente bzw.
Bakterien bericksichtigt werden. Multiresistente Bakterien werden mit steigenden
Frequenzen aus Boden- oder Wasserproben und Proben von Wildtieren isoliert (Hartmann
et al., 2012). Einige Studien bezeichnen ESBL-produzierende E. coli bereits als eine Form der
Umweltverschmutzung (Guenther et al., 2011).

Auch wenn zwischen den Human- und Tierisolaten bezlglich der STs mehrere
Uberschneidungspunkte festgestellt worden sind, gibt es keine offensichtliche Verbindung
zwischen ST, STC und B-Laktamase-Typ/Subtyp. So tragen lIsolate die dem gleichen STC
angehéren, nicht den gleichen CTX-M-Subtyp, was gegen eine Ubertragung von
Bakterienstammen spricht, aber nicht gegen den mdglichen Austausch von Resistenzgen-
tragenden mobilen genetsichen Elementen. Die einzige Ausnahme bilden Isolate die dem
ST131 angehoren. Bei den ST131-Isolaten dieser Ph. D—Thesis wurden viele
Gemeinsamsamkeiten hinsichtlich der gefundenen Virulenzgene bzw. Virulenz-assoziierten
Faktoren festgestellt. Da viele dieser Faktoren chromsomal kodiert sind, handelt es sich
wahrscheinlich um den gleichen ST131-Klon. Die Daten zur Virulenz bzw. zu Virulenz-
assoziierten Faktoren ESBL-produzierender E. coli sind beunruhigend. Zwolf der eingehender
untersuchten 20 Isolate konnten als EXPEC klassifiziert werden, wenn auch mit deutlichen
Unterschieden hinsichtlich der Anzahl der Virulenzgene bzw. Virulenz-assoziierten Faktoren.
Alle 20 Isolate besaBen ein individuelles Virulenzfaktormuster und reprasentierten 20
verschiedene Kombinationen der untersuchten Virulenzfaktoren bzw. Virulenz-assoziierten
Faktoren was wiederum gegen einen Austausch zwischen Mensch und Tier spricht.
Gleichwohl war die Mehrzahl der Isolate aber in der Lage G. mellonella-Larven innerhalb von
24 h zu toten. Dieser Umstand betont die Gefahr, die insbesondere fiir Personen mit einem
schwachen oder noch nicht entwickelten Immunsystem, von ESBL-produzierenden lIsolaten

ausgehen kann.
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6 Zusammenfassung

Die Ergebnisse aus dieser Studie untermauern das alarmierende Auftreten und die
zunehmende Verbreitung von verschiedenen ESBL-produzierenden, multiresistenten
Enterobacteriaceae-Stammen in der Human- und Tierpopulation in der geografischen Region
Mittelhessen in Deutschland. Dieser Umstand zeigt sich unter anderem in sehr dhnlichen
Resistenzmustern und in beiden Gruppen gefundenen B-Laktamase- und PMQR-Genen. Die
haufigsten Bakterienarten in dieser Studie waren E. coli (73,8 %) und K. pneumoniae
(17,7 %). Die Untersuchung der phylogenetischen Gruppen der E. coli-Isolate ergab eine
Unterreprasentation der Gruppe B2 innerhalb der Tierisolate. In dieser Studie wurden
83,6 % der Humanisolate (n = 183) und 90,3 % der tierischen Isolate (n = 207) als Trager von
ESBL-Genen durch PCR und anschlieBende Sequenzierung der Amplikons bestatigt.
Vorherrschende ESBL-Subtypen in beiden Populationen waren CTX-M-15 (49,5 %) und CTX-
M-1 (25,4 %) Der Subtyp blacrxm2 wurde fast ausschlieBlich in Pferde- und nicht in
Humanisolaten gefunden. Die Carbapenemase OXA-48 wurde in dieser Studie in 23
Ertapenem-resistenten K. pneumoniae und Enterobacter cloacae Tierisolaten nachgewiesen.
Mit einer Nachweisrate von 27,9 % der Ciprofloxacin-resistenten Humanisolate und 35,5 %
der Ciprofloxacin-resistenten Tierisolate war aac('6)-Ib-cr das am haufigsten identifizierte
PMQR-Gen. Kombinationen von 2 bis zu 6 verschiedenen Resistenzgenen (Penicillinasen,
ESBL und PMQR) wurden in 70 % aller untersuchten Isolate nachgewiesen. Plasmide wurden
bei 95 % der eingehender charakterisierten Isolate (n=20) nachgewiesen und die Inc-
Gruppen FIA, FIB, FIC, FIl, 11 und N identifiziert, wobei das Vorkommen von IncN auf die
Humanisolate beschrankt war. Insgesamt konnten bei den untersuchten Plasmid-
assoziierten Sequenzen acht verschiedene Resistenzgenklassen detektiert und eine
Assoziation der Gene blacrxm-1s, blaoxa1 und aac('6)-1b-cr festgestellt werden. Zwolf der 20
Isolate wurden als extraintestinal-pathogene E. coli (ExPEC) klassifiziert, wobei eine
Kumulation von Virulenz- und Virulenz-assoziierten Faktoren bei den phylogenetischen
Gruppen B2 und D zu beobachten war. Die Kombination von Genomsequenzierung und
einem in-vivo Virulenzmodell (G. mellonella) konnte einige Risikofaktoren fiir einen einen
hoheren larviziden Effekt identifizieren (Prdsenz eines Toxingens, Prdsenz der

Genkombination sitA/iucA/iss, Prasenz der Gene IpfA und traJ).
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