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Einleitung
Antibiotika sind Medikamente, die fiir die Behandlung bakterieller Infektionen eingesetzt werden.

Thre Wirkmechanismen sind vielfdltig. Manche greifen die Zellwand an, andere hingegen greifen bei
der DNA-Replikation/-Synthese bzw. beim Folsduremetabolismus an.
Im Jahre 1928 wurde das erste Antibiotikum von dem englischen Bakteriologen Alexander Fleming
entdeckt, ndmlich das Penicillin (O"Neill, 2014). Durch diese Entdeckung wurde das Zeitalter der
Antibiotika eingeldutet. Man glaubte durch diese Substanzen bakterielle Infektionen endgiiltig
eindimmen zu konnen. Allerdings wurden die Antibiotika mit der Zeit immer unwirksamer, da
Bakterien anfingen, Resistenzen gegen diese Antibiotika zu entwickeln. Die Erreger besaflen zudem
das Potenzial, diese Resistenzen iiber mobile genetische Elemente, den Plasmiden, auf andere Arten
zu lbertragen. Dies bezeichnet man als horizontalen Gentransfer. Dieser Mechanismus wurde
erstmals in der Arbeit von Watanabe in Japan bei Shigellen und Escherichia coli in den 1960er Jahren
beschrieben (Hawkey & Jones, 2009). In den letzten Jahren haben sich die Antibiotikaresistenzen
rasant weiterentwickelt, wahrend die Entwicklung neuer Antibiotika langsam voranschreitet. Zudem
steigt auch der Verbrauch der zur Verfiigung stehenden Antibiotika, was zusétzlich die Entstehung
neuer Antibiotikaresistenzen fordert. Momentan fordern Antibiotikaresistenzen in Europa und in den
USA allein jahrlich 50.000 Tote. Auch wenn Unterschiede zwischen der regionalen Verteilung der
Antibiotikaresistenzen existieren, sind Antibiotikaresistenzen als ein globales Problem anzusehen,
welches jede Nation ernst nehmen muss (O 'Neill, 2014).
Diese Arbeit beschiftigt sich speziell mit multiresistenten Keimen, die Extended-Spektrum Beta-
Laktamase (ESBL)-Enzyme enthalten. ESBLs kommt bei Gram-negativen Bakterien vor. Diese
Enzyme hemmen die Wirkung von Beta-Laktam-Antibiotika, indem sie deren Beta-Laktam-Ring
durch Hydrolyse spalten. Dadurch werden Infektionen mit ESBL-Produzenten schwer behandelbar.
Als Reserveantibiotikum koénnen Carbapeneme eingesetzt werden.
Die Ubertragungswege von ESBL-kodierenden Enterobakterien sind ein intensiv erforschtes Thema.
Anhand von Ganzgenomanalysen versucht man den Ursprung einzelner Bakterienstimme zu
ermitteln. Circa 5 % der humanen ESBL-E. coli stammen vom Tier (Niedrig, M, Eckmanns, T, Wieler,
LH. (2017 Durch den Transfer von ESBL-Resistenzgenen uber Plasmide bzw. tiber andere mobile
genetische Elemente ist es schwierig, Ubertragungswege und Urspriinge der Bakterienklone zu
detektieren (Valentin et al., 2014a).
Die ESBL-codierenden Enterobacteriaceae werden in verschiedene Subtypen unterteilt. Am meisten
bekannt sind ESBLs vom Typ CTX-M. Als Gegenmittel helfen bei diesen Keimen nur noch
Carbapeneme (Reserveantibiotika) und Beta-Laktamase-Inhibitoren wie z.B. Clavulanséure. 1989
wurde diese ESBL-Enzymklasse erstmals in E. coli entdeckt. Inzwischen sind etwa 251 CTX-M-
Typen bekannt (http://bldb.eu/, Stand 03.01.2022). Das Gefédhrliche an diesen multiresistenten
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Keimen ist ihr enormes Ausbreitungspotenzial. Weltweit am meisten verbreitet sind die Genotypen
CTX-M-15 und CTX-M-14 (Bevan et al., 2017). Als wesentliche Ursache ist die erfolgreiche
Verbreitung von CTX-M-15 bildenden ESBL-Isolaten der klonalen Linie ST131 O25b:H4 [9-11]
anzufiihren, wie es in Deutschland z.B. der Fall ist (Pfeiffer et al., 2013).

Warum diese Entwicklung ernstzunehmen ist, zeigt auch eine Statistik aus den USA. Jihrlich sind
140.000 Patienten mit Enterobacteriaceae infiziert. Bei 26.000 Patienten ist ein ESBL-Enzym
vorhanden. Von diesen 26.000 Patienten versterben jdhrlich 1.700 Patienten. Pro Infektion mit
Enterobacteriaceae entstehen medizinische Mehrkosten in Hohe von 40.000 $ (CDC. Antibiotic
Resistance Threats in the United States, 2019. Atlanta). Das bedeutet, dass jéhrlich insgesamt 104
Millionen $ Mehrkosten fiir die Behandlung dieser Patienten investiert werden miissen. An diesen
Zahlen merkt man, dass die ESBL-kodierenden Bakterien nicht nur ein Gesundheitsproblem, sondern
auch ein Kostenproblem darstellen.

Das Auftreten von ESBL-produzierenden Erregern nicht nur auf nosokomiale Infektionen und
Krankenhéduser limitiert, man findet auch in Lebensmitteln, Tierproben und auch in der gesunden
Allgemeinbevolkerung (RESET: Pfeiffer et al, 2012).

Wihrend man anfangs der Auffassung war, dass Enterobacteriaceaec mit ESBLs hauptsichlich gegen
Beta-Laktam-Antibiotika resistent sind, vermeldete der Eurosurveillance-Report im Jahre 2008 einen
Ausbruch von neuen ESBL-kodierenden Enterobacteriaceae mit Resistenz gegen Carbapeneme
(Wilson, H., Torok, M.E., 2018). Griinde hierfiir sind ein tibermaBiger Antibiotikagebrauch bei
Menschen und Tieren, mangelnde Hygienemaflnahmen in Krankenhdusern, Ausbreitung der
Bakterien iiber die Nahrungskette und Menschen- und Warenstrome zwischen verschiedenen Léndern.
Gewisse Enterobacteriaceae-Klone sind in der Lage, mehrere ESBL-kodierende Plasmide
aufzunehmen und auf andere Bakterienstimme zu iibertragen.

Die WHO hat aufgrund der globalen Zunahme von Antibiotikaresistenzen eine Kategorisierung von
Antibiotika ins Leben gerufen, die dieses Problem aufgreifen soll. Diese Kategorisierung trégt das
Akronym AWaRe (https://aware.essentialmeds.org/groups). Es werden drei Kategorien
zusammengefasst, ndmlich Access, Watch und Reserve. In der Access-Gruppe werden Antibiotika
erfasst, die entweder Erst- bzw. Zweitwahl sind und aufgrund eines gezielten Erregerspektrums das
Risiko fiir Antibiotikaresistenzen minimieren.

In der Watch-Gruppe kommen Antibiotika zum Einsatz, wenn bestimmte Infektsituationen auftreten.
Dies erfordert jedoch ein intensives Monitoring und ein Antibiotic Stewardship. Antibiotika der
Reserve-Gruppe werden nur bei Patienten mit multiresistenten Keimen verwendet. Dieses
Patientenkollektiv erfordert eine noch engmaschigere Uberwachung und die Kontrolle durch ein
Antibiotic Stewardship, um eine effektive Antibiotikatherapie zu gewéhrleisten.

Es gibt sechs pathogene Bakterienarten, die aufgrund ihrer Multiresistenzen gegeniiber Antibiotika


https://aware.essentialmeds.org/groups

von besonderer Bedeutung sind. Diese werden mit dem Akronym ,,ESKAPE*“ zusammengefasst.
Hierunter zdhlen folgende Keime: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. Diese
Bakterien stellen aufgrund ihrer Resistenzen gegen gewdhnliche Antibiotika, wie z.B. Penicillin, und
Reserveantibiotika, wie Vancomycin und Carbapeneme, eine Gefahr dar. Wichtige
Resistenzmechanismen sind zum einen die Synthese von Enzymen, die die Struktur von Antibiotika
zerstoren, eine Modifikation der Bindestellen der Antibiotika, die Bildung von Effluxpumpen sowie
Biofilmproduktion.

Angesichts der rasanten und unkontrollierten Zunahme dieser resistenten Bakterienisolate ist es
enorm wichtig, deren Ubertragungswege zu verstehen und auch zu iiberwachen. Aufgrund der
Mehrfachresistenzen sind ein gut {iberlegter Einsatz von Antibiotika und eine sorgfiltige
Uberwachung von klonalen Ausbriichen erforderlich. Nach dem Ansatz des ,,One Health -
Konzepts® muss man Menschen, Tiere, Lebensmittel und die Umwelt als ein ganzes System
betrachten. Das bedeutet, wenn man Mallnahmen zur Kontrolle der Antibiotika-Resistenz einleiten
will, muss man alle eben genannte Bestandteile des Systems beriicksichtigen. Der
Antibiotikaverbrauch muss sowohl bei Menschen und Tieren reguliert werden. Um dieses Ziel zu
erreichen, ist eine enge Zusammenarbeit zwischen Human- und Veterindrmedizin zwingend
notwendig.

Jedes Jahr sterben in Landern der Européischen Union nach Schétzungen der WHO 25.000 Menschen
durch Infektionen mit multiresistenten Erregern, die in Gesundheitseinrichtungen aufgetreten sind
(http://www.euro.who.int/de/health-topics/disease-prevention/antimicrobial-resistance/antibiotic-
resistance).

In diesem Zusammenhang wurde beispielsweise in Deutschland vom Bundesgesundheitsministerium
in Zusammenarbeit mit den Bundesministerien fiir Erndhrung und Landwirtschaft sowie Bildung und
Forschung die Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie ,,DART 2020 erstellt. Die ,,DART
2020 beinhaltet MaBnahmen, die die Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen einddmmen soll.
Hierbei werden entsprechend dem ,,One Health-Ansatz® Human- und Veterindrmedizin
gleichermallen in das Konzept einbezogen. Die Ziele der ,,DART 2020* sind folgende: One Health-
Konzept fordern, Resistenzentwicklungen friihzeitig detektieren, Therapieoptionen mit Antibiotika
verbessern, Entstehung von Infektionen verhindern, Bewusstsein fiir einen sachgerechten Umgang
mit Antibiotika stdrken sowie Forschung unterstiitzen
(https://www.bundesgesundheitsministerium.de/themen/praevention/antibiotika-
resistenzen/antibiotika-resistenzstrategie.html).

Wenn der Ausbruch von multiresistenten Bakterien aufler Kontrolle gerdt, droht der gesamten

Menschheit eine postantibiotische Ara, in der leichte Verletzungen fiir die Betroffenen tédlich enden
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konnen (WHO, 2014).

2. Escherichia coli- ein Keim mit vielen Eigenschaften

2.1. Die Familie der Enterobacteriaceae

Enterobakterien stellen eine Familie dar, die aus mehreren Gattungen Gram-negativer Stdbchen
besteht. Enterobakterien bevorzugen als Lebensraum den Magen-Darm-Trakt von Mensch und Tier
(Kayser et al, 2013). Gemeinsames Merkmal dieser Bakterien ist die Fahigkeit, sich sowohl aerob als
auch anaerob vermehren zu konnen. Ein wichtiges Charakteristikum von Enterobakterien ist die
Féhigkeit, Laktose abzubauen. Laktose-positive Enterobakterien werden der Gruppe der koliformen
Enterobakterien zugeordnet. Laktose-negative Enterobakterien sind z.B. Salmonellen und Shigellen.
Morphologisch sind Enterobakterien durch ihre plumpe Form mit abgerundeten Enden
gekennzeichnet. Vielen Arten tragen eine peritriche BegeiBlelung. Enterobakterien sind auf einfachen
Nihrmedien wie z.B. Luria Bertani (LB)-Agar anziichtbar. In vitro betrdgt ihre mittlere
Generationszeit 20-30 min. Als Selektivmedium eignet sich MacConkey-Agar, weil er nur das
Wachstum von Gram-negativen, Laktose-abbauenden Stibchenbakterien zuldsst.

Aufgrund der Vielzahl an verschiedenen Arten innerhalb der Enterobakterien ist ein Mittel zur
feineren Differenzierung hilfreich. Zur Klassifizierung innerhalb einer gleichen Art hat sich die
Methode der Serotypisierung bewéhrt. Anhand von Antigenen kann man verschiedene Serovare
unterscheiden. Als wichtigste Antigene gelten O-, K-, H- und F-Antigene. O-Antigene sind in der
Zellwand befindliche spezifische Polysaccharidketten des Lipopolysaccharidkomplexes der duleren
Membran. Wihrend H-Antigene aus Proteinen zusammengesetzte Geillelantigene sind, stellen K-
Antigene in der AuBenschicht der &uBeren Membran existierende lineare Polymere aus
Polysacchariden, die Kapsel, dar. Insgesamt bilden die Polysaccharide eine Schicht mit
unterschiedlicher Dicke und konnen dafiir sorgen, dass Antikorper nicht an das O-Antigen binden
konnen (Kayser et al, 2012). F-Antigene sind Bestandteil der Haftfimbrien, die aus Proteinen gebildet

werden.

2.1.1. Escherichia coli

Bei E. coli handelt es sich um Gram-negative, peritrich begeilelte Stidbchen, die iiber K-, O- und H-
und F-Antigene verfiigen. Unter Gasbildung ist E. coli in der Lage, Glukose, Laktose und Mannitol
zu vergéren und als Endprodukt Indol zu bilden (Kayser et al., 2013).

E. coli stellt innerhalb der Enterobakterien eine Spezies dar, die aus apathogenen, obligat pathogenen
und fakultativ pathogenen Stimmen zusammengesetzt ist. Die beiden letzteren tragen spezifische
Virulenzfaktoren, die auf mobilen genetischen Elementen wie z.B. Plasmiden, Phagen und

Pathogenitétsinseln kodiert sind (Suerbaum et al, 2012). Die fakultativ pathogenen und apathogenen



E. coli besiedeln den Magen- und Darmtrakt von Mensch und Tier. Deshalb gilt dieser Keim als
klassischer Fikalindikator. Das bedeutet, dass der Nachweis von E. coli im Trinkwasser oder auf
Gegenstdnden im Umfeld von Menschen ein Zeichen einer Kontamination durch menschliche bzw.

tierische Ausscheidungsprodukte ist (Hof et al, 2009).

2.1.1.1. Pathovare von E. coli
Bei einer Kolonisierung des Wirtes mit E. coli unterscheidet man extraintestinale (ExPEC) und

intestinale Pathogene.

Bei den intestinalen Pathogenen sind 5 Pathovare von grofler Bedeutung. Zu diesen gehdren EPEC,
ETEC, EHEC, EAEC und EIEC.

EPEC gilt als Ausloser der Sduglingsdiarrhoe (Kayser et al, 2013). Durch einen ,,EPEC Adhesion
Factor konnen diese Spezies an den Darmzellen anlagern und mittels eines Typ-III-
Sekretionssystem toxische Proteine abgeben (Kayser et al, 2013). Hierdurch werden die fiir EPEC
typischen Attaching and Effacing-(AE)-Lésionen an den Darmepithelzellen verursacht. Alle Proteine,
die fiir diesen Vorgang erforderlich sind, sind in der chromosomalen Pathogenititsinsel LEE (locus
of enterocyte effacement) kodiert (Jean Celli et al, 2000).

ETEC (Enterotoxische E. coli) ruft eine wiéssrige Diarrhoe in allen moglichen Altersgruppen hervor.
Dieser Keim ist besonders in tropischen Lidndern priasent und 16st das Krankheitsbild einer
,.Reisediarrh6*, welches der Cholera sehr stark dhnelt. Das hitzelabile Enterotoxin LT sowie das
hitzestabile Toxin ST zéhlen zu den wichtigsten Effektorproteinen (Kayser et al, 2013). Mittels
Fimbrien konnen sich ETECs fest an Darmepithelzellen binden und ihre Proteine in die Enterozyten
sezernieren (Hof et al, 2009). Bei Schweinen beispielsweise treten spezifische ETEC-Stimme vor,
die bei Saug- und Absatzferkeln das klinische Bild der wissrigen ,,Colidiarrhd* hervorrufen (Mayr et
al, 8. Auflage).

EHEC stehen in Verbindung mit den Erkrankungen hidmorrhagische Kolitis und hidmolytisch
urdmisches Syndrom (HUS). HUS ist durch drei Symptome gekennzeichnet: himolytische Anidmie,
Thrombozytopenie und Nierenversagen. Intimin und Shiga-/ike-Toxin zdhlen zu den entscheidenden
Proteinen von EHECs. Intimin ist ein Adhdrenzprotein und das Shiga-like-Toxin entspricht in seiner
Wirkung dem Shigatoxin von Shigella dysenteriae. Shigatoxin zerstdrt Darmepithelzellen, indem es
die Proteinsynthese hemmt.

EIEC (Enteroinvasive E. coli) gelten als Ausloser einer Erkrankung, die der bakteriellen Ruhr dhnlich
ist. Uber ein im Plasmid enthaltenes Invasin kénnen EIECs in die Enterozyten eindringen und diese

anschlieflend zerstoren.



EAEC (Enteroaggregative E. coli) sind in der Lage, sich mithilfe von besonderen Fimbrien an die
Darmmukosa festzusetzen. Bei einer Infektion durch diesen Erreger kommt es zu einer sekretorischen

Diarrhé (Kaper, 2004).

Wenn auBlerhalb des Darms Bedingungen herrschen, in denen sich E. coli vermehren konnen, dann
konnen sie extraintestinale Infektionen auslosen und werden als sogenannte ExPECs bezeichnet.
Klassische Erkrankungen sind untere Harnwegsinfektionen, Nierenbeckenentziindungen und
Meningitiden (Kayser et al, 2013). Infektionen der Harnwege sind auf uropathogene E. coli (UPEC)
zuriickzufiihren. Mittels P-Fimbrien binden sie an Uroepithelzellen und gelangen in die Mukosa
(Kayser et al, 2013). Meningitiden bei Neugeborenen werden hdufig durch neonatale Meningits E.
coli (NMEC) verursacht.

2.1.1.2. Verwandtschaftsanalyse von E. coli

E. coli kann 4 sogenannten phylogenetischen Gruppen (A, B1, B2 und D) zugeordnet werden (Carlos
et al,, 2010). Diese Einteilung basiert auf der Anwesenheit bzw. dem Fehlen von bestimmten
Stoffwechselenzymen. A und B1 sind Schwestergruppen, die als gemeinsamen Vorfahren Stimme
von der Gruppe B2 besitzen (Carlos et al., 2010). Wesentliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen spiegeln sich in den Nischen, in der Metabolisierung verschiedener Zucker, ihrer
Antibiotikaresistenzen und den Virulenzfaktoren wider. Die Genomgréf3en zwischen den Gruppen
variieren. So besitzen die Gruppen A und B1 kleinere Genome als B2 und D (Carlos et al., 2010).
Kommensale E. coli-Stimme werden der phylogenetischen Gruppen A und B1 zugeordnet,
wohingegen extraintestinal pathogene Stimme der Gruppe B2 angehdren (Derakhshandeh et al.,
2013). Stimme der Gruppe D sind hdufig enteropathogen (Derakhshandeh et al., 2013). In den
Stimmen der Gruppen B2 und D sind mehr Virulenzfaktoren als in den Gruppen Bl und A

vorzufinden (Clermont et al. , 2012).

Noch priziser ist die Klassifizierung nach sogenannten housekeeping Genen. Dieses Verfahren
bezeichnet man als Multilocus Sequence Typing (MLST), nach welchem E. coli Bakterien
phylogenetisch gruppieren werden kdnnen (Wirth et al., 2006). Bei dieser Methode werden E. coli
anhand von 7 Genen, die essentiell fiir den Bakterienstoffwechsel sind, sogenannten Housekeeping-
Genen, klassifiziert. Hierbei wird nach Austausch von einzelnen Nukleotiden in den DNA-Sequenzen,
den sogenannten Polymorphismen, geschaut. Als Housekeeping-Gene wurden die Gene adk
(Adenylat-Kinase), fumC (Fumarat-Hydratase), gyrB (DNA-Gyrase), icd (Isocitrat/Isopropylmalat-
Dehydrogenase), mdh (Malat-Dehydrogenase), pur4A (Adenylosuccinat-Dehydrogenase) und recA
(DNA-Reparatur-Enzym, ATP/GTP Binding Motif) ausgewidhlt. Aus der Gesamtsumme der
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Polymorphismen in den 7 einzelnen Genloci werden einzelne Sequenztypen abgeleitet. STs, die sich

in der Sequenz eines Allels unterscheiden, werden einem sogenannten Sequenztypcluster (STC)

zugeordnet. Aus den STCs kann Informationen dariiber gewinnen werden, aus welchem
gemeinsamen Vorfahren die einzelnen zugehodrigen Isolate entstanden sein konnten. Fiir

epidemiologische Analysen von E. coli-Stammen ist das MLST ein sehr hilfreiches Mittel.

2.2. Antibiotika

Antibiotika sind entweder aus Mikroorganismen gewonnene oder kiinstlich hergestellte Wirkstofte,
die das Wachstum von prokaryontischen Mikroorganismen stoppen bzw. diese abtdten konnen.
Aufgrund dieser Wirkung sind sie ein hédufig eingesetztes Mittel in der Human- und Tiermedizin zur
Therapie bakterieller Infektionen. Es gibt zwei verschiedene Gruppen von Antibiotika hinsichtlich
thres Wirkmechanismus. Zum einen gibt es Antibiotika, die bakteriostatisch wirken. Das bedeutet,
sie konnen das Wachstum von Bakterien hemmen, aber diese nicht abtoten. Zum anderen existieren
bakterizide Antibiotika, die Bakterien abtoten durch beispielsweise Lyse der Zellwand. An beiden
Wirkprinzipien wird deutlich, dass Antibiotika beim Stoffwechsel oder an zelluldren Strukturen der
Bakterien ansetzen.

Je nach Wirkmechanismus oder Angriffsort werden verschiedene Gruppen von Antibiotika
unterschieden (siche Abbildung 1). In dieser Dissertation wird der Fokus auf die Beta-Laktam-
Antibiotika gelegt. Diese hemmen die Zellwandsynthese der Bakterien. Sie binden im aktiven
Zentrum der Transpeptidase kovalent an das Serin. Dadurch wird das Enzym irreversibel blockiert
und die Zellwandsynthese verhindert. Aufgrund ihres Wirkmechanismus haben Beta-Laktam-
Antibiotika nur auf vermehrende Bakterienpopulationen Einfluss. Bei ruhenden Bakterien konnen
diese ihre Wirkung nicht entfalten. Die Beta-Laktam-Antibiotika werden in verschiedene Klassen

unterteilt, auf die im Folgenden ndher eingegangen wird (siehe auch Abbildung 2).
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Abbildung 1 Wirkmechanismen der jeweiligen Antibiotikaklassen (Fritsche, 2016)
2.2.1. Beta-Laktam-Antibiotika
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Abbildung 2 Aufbau therapeutisch eingesetzter f-Laktam-Verbindungen (Forth und Aktories, 2005)
2.2.1.1. Penicilline

Die Penicilline lassen sich in vier Gruppen unterteilen, ndmlich dem Penicillin G, den
Isoxazolylpenicillinen, Aminopenicillinen und Acylaminopenicillinen. Das Penicillin G kommt
hiufig als Natriumsalz-Depotform nach Infektion mit Gram-positiven Erregern (Streptokokken,
Pneumokokken) zum Einsatz (Aktories et al, 2005).

Durch den Einbau von Aminoresten in der Benzylseitenkette von Penicillinen konnten auch die



Wirksamkeit auf Gram-negative Keime erweitert werden. Aminopenicilline sind sehr gut wirksam
gegen Haemophilus influenzae, Listerien, Enterokokken, ca. 60% der E. coli-Stdimme und {iber 90%
der Proteus mirabilis-Stimme. Das in den 1960er Jahren entwickelte Ampicillin wird heutzutage
durch Amoxicillin und Ampicillin-Ester bei der Therapie verdriangt (Aktories et al, 2005). Dies liegt
an der deutlich besseren Resorption nach oraler Gabe.

Zu den bekanntesten Acylaminopenicillinen zdhlen Mezlocillin und Piperacillin. Diese Antibiotika
sind gegen Gram-positive Kokken dhnlich wirksam wie Ampicillin, haben gegen Gram-negative
Stdbchenbakterien einen groBBeren Effekt (Aktories et al, 2005).

Isoxazolylpenicilline sind unter allen Penicillinen die einzigen Vertreter, die gegen Penicillinasen von
Staphylococcus aureus resistent sind. Ein Angriff der Penicillinasen auf den B-Laktamring wird durch
langere, polare Seitenketten schwergemacht. Ein Nachteil dieser Gruppe ist jedoch die schwéchere
Wirkung gegen penicillinempfindliche Staphylokokken-Stdmme im Vergleich zu Penicillin G und
dessen verwandte Substanzen (Aktories et al, 2005). Bei Infektionen mit Staphylococcus aureus gilt
Flucloxacillin als Standardantibiotikum, weil es sowohl oral als auch parenteral verabreicht werden

kann.

2.2.1.2.  Cephalosporine

Cephalosporine repriasentieren eine Gruppe von Beta-Laktam-Antibiotika, die halbsynthetisch
produziert werden. Die chemische Grundstruktur wurde urspriinglich aus dem Pilz Cephalosporium
acremonium gewonnen. Modifikationen am molekularen Grundgeriist der Cephalosporine finden an
Substituenten an den Stellen 3 und 7 statt. Klinisch kdnnen Cephalosporine zur parenteralen Gabe
und in solche, die oral gegeben werden, gegliedert werden. Pharmakologisch existiert eine Einteilung
in 5 Generationen hinsichtlich ihres Wirkungsspektrums (Aktories et al., 2005).

Zu den Cephalosporinen der 1. Generation gehdren Cefazolin, Cefadroxil und Cefalexin. Sie wirken
gegen S. aureus einschlieBlich der Penicillinase-produzierenden Stimme. Gegen Gram-negative
Erreger besitzen diese Wirkstoffe dagegen eine schwache Aktivitit. Gegen Gram-negative Erreger
besitzen dagegen Cephalosporine der 2. Generation eine bessere Wirksamkeit. Vertreter dieser
Gruppe sind Cefuroxim, Cefalozin und Cefoxitin. Cephalosporine der 3. Generation fungieren als
Breitspektrumantibiotika gegen Gram-negative und Gram-positive Keime. Typische Substanzen
dieser Gruppe sind Ceftriaxon, Cefoperazon und Ceftiofur. Cephalosporine der 4. Generation, zu
denen beispielsweise das Cefepim gehort, sind gegeniiber p-Laktamasen von Gram-negativen
Bakterien stabil, jedoch sind sie gegen einige Gram-positive wie Staphylokokken schwicher wirksam
(Aktories et al, 2005). Zu den Cephalosporinen der 5. Generation gehort das Ceftobiprol. Von der
Wirkung ist es vergleichbar mit den Cephalosporinen der 3. Generation. Zusétzlich ist es gegen

MRSA einsetzbar (https://www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=+Ceftobiprol.).



2.2.1.3. Carbapeneme
Carbapeneme sind im Gegensatz zu allen anderen Beta-Laktam-Antibiotika sehr stabil gegeniiber fast
allen B-Laktamasen und sind gegen ein gro3es Spektrum an bakteriellen Erregern wirksam. Im Ser-
Ring der Carbapeneme ist statt dem Schwefelatom ein Kohlenstoffatom gebunden, was auch in
Abbildung 2 zu sehen ist (Aktories et al, 2005). Dartiber hinaus liegt eine Doppelbindung zwischen
C2 und C3 vor. Am C6-Atom ist eine Hydroxyethylseitenkette angelagert. Diese funktionelle Gruppe
unterscheidet das erste Carbapenem Thienamycin von Cephalosporinen und Penicillinen, die an
dieser Position eine Acylaminogruppe tragen. Die Hydroxyethylseitenkette hat Einfluss auf die
Wirksamkeit von den Carbapenemen. Thienamycin hat sich nach seiner Entdeckung in den 1960er
Jahren nicht lange bewihrt, weil es in wéssriger Losung instabil ist. Dadurch entstanden neue
Wirkstoffe wie Imipenem, Meropenem und Panipenem. 1985 wurde Imipenem als erstes Carbapenem
gegen komplexe mikrobielle Infektionen eingefiihrt. Mittlerweile sind Abkdmmlinge wie Doripenem,
Ertapenem und Meropenem verfiigbar. Insgesamt sind diese Antibiotika gegen Gram-negative

Bakterien besonders wirkungsvoll (El Gamal et al., 2017).

2.2.2. Chinolon-Antibiotika
Chinolone sind Antibiotika mit bakterizider Wirkung. Als Ausgangssubstanz fiir die Synthese dieser
Antibiotika gilt die Nalidixinséure. Chinolone weisen Unterschiede im Hinblick auf ihr chemisches
Grundgeriist und auf die Substituenten auf. Bei den Fluorchinolonen wie Norfloxacin wird durch das
Fluoratom eine weitere Aktivitétssteigerung erzielt. Angriffspunkt der Chinolone sind die bakteriellen
Topoisomerasen. Von denen sind entweder Topoisomerase II (Gyrase) oder Topoisomerase 1V
betroffen. Beide Enzyme sind fiir die Spiralisierung der DNA zustindig, damit die Replikation
stattfinden kann. Durch die Chinolone wird dieser Prozess verhindert, sodass die DNA nicht
abgelesen werden kann. Es kommt folglich zum Absterben der Bakterienzelle. Die Chinolone lassen
sich in 4 Gruppen mit unterschiedlichem Angriffspunkt gliedern. Klassische Substanzen sind

Ciprofloxacin, Enoxacin, Levofloxacin und Moxifloxacin (Aktories et al, 2005).

2.2.3. Aminoglykoside
Aminoglykoside besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal ein zentrales 2-Desoxystreptamin,
welches glykosidisch mit zwei Aminozuckern verkniipft ist. Die OH-Gruppen verleihen den
Aminoglykosiden hydrophile Eigenschaften. Durch die Aminogruppen werden sie im neutralen und
alkalischen Milieu basisch und nucleophil. Sobald sich die Aminoglykoside im Cytoplasma der
Bakterienzelle befinden, binden sie an die 30S-Untereinheit der Ribosomen und verursachen

Fehlablesungen bei der mRNA. Dadurch kommt es zur Entstehung fehlerhafter Proteine, was letztlich
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zum Absterben der Bakterien fiihrt. Aufgrund ihres breiten Wirkungsspektrums konnen
Aminoglykoside bei vielen bakteriellen Infektionen verwendet werden. Wichtigste Vertreter dieser

Antibiotikaklasse sind Streptomycin, Tobramycin und Amikacin (Aktories et al, 2005).

2.2.4. Tetrazykline
Diese Antibiotika wurden erstmals in Streptomyces-Arten entdeckt. Tetracycline sind durch vier
Sechserringe gekennzeichnet. Die in der Therapie gebrauchlichen Derivate sind durch verschiedene
Substituenten an den Ringpositionen 5,6 und 7 modifiziert. Tetracycline besitzen eine
bakteriostatische Wirkung, indem sie sich zwischen der groBen und kleinen Untereinheit der 70S-
Ribosomen von Bakterien binden. Dadurch wird eine Anlagerung der Aminoacyl-tRNA an die kleine
Untereinheit verhindert. Dies hat einen vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese zur Folge, was
letztlich zum Untergang der Bakterienzelle flihrt. Tetracycline sind gegen Gram-negative und Gram-
positive Bakterien gleichermaBen wirksam. Dariiber hinaus kann man sie auch gegen obligat
zellwandlose Bakterien wie Mykoplasmen einsetzen. Héufig verwendete Tetracycline sind

Minocyclin und Doxycyclin (Aktories et al, 2005).

2.2.5. Colistin

Colistin ist ein als Antibiotikum wirkendes Polypeptid, welches 1947 in dem Bakterium
Paenibacillus polymyxa erstmals entdeckt wurde. Colistin ist in zwei Formen erhiltlich, ndmlich
Colistinsulfat und Colistinmethansulfonat. Seit 1959 wird Colistin bei der Behandlung von
Infektionen durch multiresistente Gram-negative Erreger eingesetzt. Aufgrund seiner neurotoxischen
und nephrotoxischen Nebenwirkungen wurde dieses Antibiotikum vor 50 Jahren durch
Aminoglykoside ersetzt. Aufgrund einiger Patientenberichte iiber schwere Nierenschidden wurde die
Anwendung von Colistin ab den frithen 1970-er Jahren komplett eingestellt. Heutzutage greift man
auf Colistin als Reserveantibiotikum bei Patienten, die mit hochresistenten Gram-negativen Bakterien
infiziert sind zuriick, wenn alle anderen Antibiotika unwirksam sind (Andrade et al., 2020).

Die chemische Strukturformel ist in Abbildung 3 dargestellt. Das Grundgertist besteht aus einem
Heptapeptid und einer Tripeptidkette, welches am N-terminalen Ende mit einem Fettsdurerest
verbunden ist.

Das Ziel von Colistin ist die bakterielle Zellmembran. Es bindet spezifisch an das Lipid A des
Lipopolysaccharids (LPS) in der dufleren Membran Gram-negativer Bakterien. Durch die Bindung
werden zweiwertige Kationen wie Mg?* oder Ca?* verdringt. Durch das Fehlen dieser Ionen verliert
die dullere Membran ihre Stabilitit, wodurch sich Poren bilden. Im zweiten Schritt wird Colistin in
die innere Membran eingebaut und die innere Membran wird dadurch aufgeldst. Dadurch gelangen

Partikel aus dem Cytoplasma in die Peripherie. Es kommt letztlich zum Tod der Bakterien (Andrade
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etal., 2020).
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Abbildung 3 Chemische Strukturformel von Colistin:
Colistin ist ein Polypeptid, bestehend aus einer Heptapeptid und einer Tripeptidkette, welches am N-
terminalen Ende mit einem Fettsdurerest verbunden ist. X: Fettsdurereste; Y: Aminogruppe (-NH2);
Z: D-Leucin (Poirel et al., 2017)

2.3 Plasmide

Plasmide sind extrachromosomale, zirkuldre und doppelstringige DNA-Molekiile, die im
Zytoplasma von Bakterien vorkommen. Plasmide sind im Vergleich zum Chromosom relativ klein
und sind selbst in der Lage, sich unabhingig zu replizieren. Dies wird durch einen
Replikationsursprung (origin of replication, ori) ermdglicht. Bei Bakterien gibt es eine Unterteilung
der Plasmide in drei Subtypen:
1. F-Faktoren (Fertilititsfaktoren) unterscheiden Bakterien in Donor- bzw. Rezeptorzelle bei
der Ubertragung von Genen.
2. Colicinogene Faktoren besitzen Gene fiir die Synthese von Proteinen, mit denen andere E.
coli-Bakterien abtoten konnen. Zudem konnen auch F-Pili gebildet werden.
3. Resistenzfaktoren sind im Besitz von Resistenzgenen gegen Antibiotika oder
Umweltchemikalien. Gleichzeitig sind auch Gene gespeichert, die fiir den Transfer dieser

Resistenzfaktoren in andere Zellen codieren.
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Abbildung 4 Beispiel eines Plasmids (pUC19): ori (Replikationsursprung), amp
(Ampicillinresistenz), lacZa (Betagalaktosidasegen) (https://de.wikipedia.org/wiki/PUCI19 )

2.4 Mechanismen des horizontalen Gentransfers

Die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen geschieht durch verschiedene Mechanismen des
Gentransfers und der DNA-Rekombination. Durch {ibermiBigen Verbrauch von Antibiotika wird ein
Selektionsdruck auf die Bakterien ausgeilibt, der diese zur Entwicklung von resistenten und
multiresistenten Formen veranlasst. Antibiotikaresistenz-Gene konnen iiber Plasmide (Mechanismus
Konjugation), Bakteriophagen (Mechanismus Transduktion), Transposons und Genkassetten
(Mechanismus Transformation).

Aufgrund dieser Vielzahl an Mechanismen breiten sich die multiresistenten Bakterien rasch aus. All
diese Komponenten des DNA-Transfers werden als mobile genetische Elemente zusammengefasst

(Partridge et al. , 2018).

}* [08"\).( 8,
:
(& ) (W)

Abbildung 5 Mechanismen fiir horizontalen Gentransfer: A) Transformation B) Konjugation C)
Transduktion
(https://www.helmholtzmuenchen.de/fileadmin/HZM/pdf/publikationen/mensch_und umwelt_spezi
al/Heft17/59 64 Hartmann.pdf)

Anhand der Abbildung 5 sollen die verschiedenen 3 Mechanismen fiir horizontalen Gentransfer
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veranschaulicht werden. In Abbildung 5A ist die Transformation abgebildet. Die freie DNA ist in
dieser Abbildung rot dargestellt. Diese wird von den Bakterien {iber die Zellmembran aufgenommen.
Hierfiir ist eine natiirliche Kompetenz zur Aufnahme von fremder DNA des Bakteriums erforderlich.
Sollte das Bakterium nicht dazu in der Lage sein, muss man chemisch kompetente Zellen herstellen.
Dies kann durch eine Vorbehandlung der Bakterienzellen mit Calciumchloridlosung und
anschlieBender Hitzeschockreaktion herbeigefiihrt. Ein anderes Verfahren ist die Elektroporation. Der
genaue Mechanismus, wie durch diese Verfahren die Zellmembran durchlissig fiir die freie DNA
wird, ist momentan immer noch unklar. Die Konjugation ist in Abbildung 5B zu sehen. Diese ist ein
Verfahren, bei dem zwischen zwei verwandten Bakterien der Genaustausch iiber sogenannte Pili
erfolgt. Die Fremd-DNA kann in Form von Plasmiden oder Transposons iibertragen werden. Bei einer
Transduktion (Abbildung C) handelt sich um einen Gentransfer von einer Spenderzelle auf eine

Empféngerzelle mittels Bakteriophagen.

2.5 Beta-Laktamasen

Beta-Laktamasen sind Enzyme, die den Beta-Laktamring hydrolysieren. Diese Enzyme werden nach
ihrem aktiven Zentrum in zwei Gruppen unterteilt, ndmlich die Serin-Beta-Laktamasen und die
Metallo-Beta-Laktamasen (Di Guilmi, Dessen, Dideberg, & Vernet, 2003; Kohlrausch & Holtje,
1991). Serin-Beta-Laktamasen hydrolysieren Beta-Laktame unter Ausbildung eines Acyl-Enzym-
Komplexes. Hierdurch wird der Beta-Laktamring aufgeldst. Anschlielend wird Wasser durch
Deacetylierung abgespalten und die Wirksamkeit des Antibiotikums aufgehoben (Di Guilmi et al.,
2003). Die Gene fir diese Beta-Laktamasen waren ursprunglich im Chromosom lokalisiert,
inzwischen befinden sie sich auch auf Plasmiden. Das Gen fiir eine Beta-Laktamase wird als bla-
(beta-lactamase)-Gen bezeichnet. Der spezifische Beta-Laktamase-Typ/-Subtyp ist tiefergestellt in
der Beschreibung aufgefihrt. So bedeutet z. B. blactx-m das es sich um ein Beta-Laktamase-Gen des
CTX-M-Typs handelt. Neue Allele kdénnen sich durch Punktmutationen ausbilden. Letztere werden
dann mit Zahlen benannt d. h. blactx-m-15 steht fiir das Gen des Subtyps 15 der CTX-M-Beta-
Laktamase.

Durch den Einbau in Plasmide hat eine schnelle Ausbreitung der Beta-Laktamase-Gene innerhalb der
Enterobakterien stattgefunden. Inzwischen sind mehr als 7000 Beta-Laktamasen definiert worden
(http://bldb.eu/, 2022). Die grolRe Zahl an Beta-Laktamasen mit gleichem Angriffspunkt, aber
unterschiedlichen Substratspektren, weist verschiedene Sensibilitditen gegen Beta-Laktamase-
Inhibitoren und unterschiedliche Primarstrukturen auf. Dies fuhrte zur Einflihrung von verschiedenen
Klassifizierungsschemata. Am héufigsten verwendet wird das System von Bush (Bush & Jacoby,

2010), welches auf der Enzymaktivitat gegen verschiedene Beta-Laktame basiert, und das System
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von Ambler (Ambler, 1980), welches die Beta-Laktamasen basierend auf ihrer Aminosauresequenz
in 4 Substanzklassen (A, B, C und D) einteilt (Tabelle 1). Das System nach Bush teilt die Beta-
Laktamasen ebenfalls in 4 Gruppen ein. Die Gruppe 1 beinhaltet Cephalosporinasen der
Molekiilklasse C, die nicht durch Clavulanséure gehemmt werden. In Gruppe 2 sind Penicillinasen
und Cephalosporinasen der Molekiilklassen A und D, die durch Clavulansaure in ihrer Wirkung
aufgehoben werden, zu finden. Metalloenzyme, die der Molekiilklasse B angehdren und nicht durch
Clavulanséure inhibierbar sind, sind in der Gruppe 3 zugeordnet. In Gruppe 4 sind Penicillinasen
eingeordnet, die keiner Ambler-Molekiilklasse zugeordnet sind und die nicht durch Clavulanséure
inhibiert werden (Bush & Jacoby, 2010). Die Einteilung nach Ambler ist &quivalent zu der
Klassifizierung in Serin- (Gruppe A, C, D) und Metalloproteinasen (Gruppe B) (Ambler 1980).

2.5.1. Wichtige Vertreter der Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBL)

Extended-Spectrum Beta-Lactamasen (ESBLS) sind bakterielle Enzyme, die Penicillinabkdmmlinge
und Aminopenicilline sowie Beta-Laktame mit einer Oxyimino-Gruppe (z. B. Ceftazidim, Cefotaxim)
und Monobaktame (Aztreonam) abbauen kodnnen. Allerdings sind sie gegen Cephamycine und
Carbapeneme wirksam und werden gewohnlich von Beta-Laktamase-Inhibitoren wie Clavulanséure
gehemmt (Bush & Jacoby, 2010). Die meisten ESBLs gehdren der Ambler-Klasse A und der Bush-
Gruppe 2be an (Tabelle 1). Kennzeichnend fiir ESBLSs ist deren Fahigkeit, eine groRere Anzahl an
Beta-Laktam-Antibiotika hydrolysieren zu kénnen als die Enzyme (z. B. TEM-1, TEM-2 oder SHV-

1), von denen sie abstammen.

2.5.2. TEM-ESBLs

Die TEM-Typ-Beta-Laktamasen stammen von den Subtypen TEM-1 und TEM-2 ab. 1965 wurde
zum ersten Mal TEM-1 von einem Patienten namens Temoneira in Athen, Griechenland, isoliert. Nur
wenige Vertreter der TEM-Typ-Beta-Laktamasen gehoren den ESBLs an. Die meisten Subtypen, wie
z.B. TEM-1 und TEM-2, hydrolysieren nur Penicillinderivate wie Ampicillin oder Piperacillin (Bush
et al., 2020). Ein Beispiel einer ESBL TEM ist blatem-s2.

2.5.3. SHV-ESBLs

Die Bezeichnung SHV bedeutet sulfhydryl variable. Aus Klebsiella spp. stammen alle SHV-Enzyme
und der Subtyp SHV-1 gilt gemeinhin als Ursprung aller heute bekannten Plasmid-kodierten SHV-
Abkdémmlinge (Bush et al., 2020). Genauso wie bei den TEM-Typ-Beta-Laktamasen gehdrt nur ein
sehr kleiner Teil der SHV-Subtypen ebenfalls den ESBLs an. Ein Beispiel einer ESBL-SHV ist

blashv-12.
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2.5.4. CTX-M-ESBLs

Zunachst waren TEM und SHV bei Klinischen Enterobacteriaceae-Isolaten die am hé&ufigsten
vorkommenden ESBLs. Inzwischen sind allerdings ESBLs vom CTX-M-Typ zahlenmallig am
wichtigsten. Im Gegensatz zu TEM und SHV-Enzymen sind alle CTX-M-Typ Beta-Laktamasen
EBSLs. CTX-M-Typ-Beta-Laktamasen sind in der Lage, Cefotaxim (CTX) &uRerst effektiv zu
hydrolysieren. An diese Fahigkeit ist auch der Begriff Cefotaximase angelehnt. Der Buchstabe M in
,CTX-M*“ist an die Stadt Minchen angelehnt. Dort erfolgte der erste Nachweis einer Cefotaximase
(Bauernfeind et al., 1990). Aufgrund von phylogenetische Analysen wird die Herkunft dieser Enzyme
im Chromosom von Kluyvera spp. vermutet, von wo aus sie maoglicherweise mittels mobiler
genetischer Elemente auf Plasmide Ubertragen wurden (Canton et al. , 2012). Momentan existieren
etwa 251 verschiedene CTX-M-Beta-Laktamasen (http://bldb.eu/, 2022). Bedingt durch ihre
Aminosduresequenz 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 aller
Wahrscheinlichkeit nach chromosomalen Genen von Kluyvera ascorbata, wahrend die Herkunft der
Gruppen 8, 9 und 25 in Genen von Kluyvera georgiana moglicherweise sein konnte. Verschiedene
mobile genetischen Elemente sind im Besitz des Resistenzgen blactx-m. Jedoch befindet es sich
haufig auf groRen Multiresistenzplasmiden. Die Insertionssequenz ISEcpl ist oft fur die initiale
Mobilisation verantwortlich, was jedoch nicht immer der Fall sein muss (Bush et al. , 2020).

Tabelle 1 Klassifikation der bakteriellen Beta-Laktamasen nach Bush und Ambler (Bush & Jacoby,

ZI%SOF{ Molekulare Bevorzugtes Substrat Hemmbar durch: Représentative
Jacoby- Klasse Enzyme
Medeiros (Subklasse) CA! EDTA
Gruppe
1 C Cephalosporine - - E. coli AmpC,
CMY-2,
FOX-1
le C Cephalosporine - - GC1, CMY-37
2a A Penicilline + - | PC1
2b A Penicilline, + - | TEM-1,  TEM-2,
Cephalosporine SHV-1
2be A Penicilline, Schmal- und + - | TEM-3, SHV-2,
Breitspektrumcephalosporine, CTX-M-15
Monobaktame
2br A Penicilline +/- - | TEM-30, TEM-36
2ber A Breitspektrumcephalosporine, | + - | TEM-50
Monobaktame
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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, - + | IMP-1, VIM-1
Carbapeneme
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1
3b B (B2) - + | CphA, Sfh-1
4 Unbekannt

1: Clavulansiure

2.6 Galleria mellonella-Modell

Mechanismen der angeborenen Immunantwort nach einer bakteriellen Infektion sind bei Menschen
und Insekten vergleichbar. Daher werden Insekten sehr gerne als Tiermodell fiir Infektionsversuche
verwendet, um die Virulenz von bestimmten Erregern zu untersuchen. Am Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie der JLU Gielen wurde die Larve der Groflen Wachsmotte Galleria mellonella
erfolgreich als Modellorganismus etabliert. Beispielsweise konnten Frick et al (2018) in einer Arbeit
darlegen, dass die angeborene Immunantwort von Sidugetieren und Insekten auf pathogene
Darmbakterien vergleichbar mit der Immunantwort von Galleria mellonella ist. Hierzu wurden
vergleichende Analysen hinsichtlich der Bildung von Rezeptoren zur Bindung der Bakterien sowie
der Expression von reaktiver Sauerstoff- und Stickoxidspezies und antimikrobieller Peptide
durchgefiihrt. Es wurden Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Erkennung von pathogenen Bakterien im
Gastrointestinaltrakt und der Bildung von Effektormolekiilen zur Induktion einer oxidativen

Stressreaktion sowie Produktion antimikrobieller Peptide.
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Abbildung 6 Ubersicht iiber die angeborene Immunantwort von Siugetieren und Insekten auf
pathogene und symbiotische Bakterien (Frick et al., 2018)

Es wurden bereits verschiedene Listeria monocytogenes-Stimme hinsichtlich ihrer Virulenz
untersucht (Mukherjee et al., 2009). In der Doktorarbeit von Frau Dr. Judith Schmiedel (2015) wurde
dieses Modell erfolgreich zur Analyse von E. coli-Isolaten verwendet. Man kann Unterschiede in der
Virulenz zwischen den verschiedenen Stammen feststellen. Dies zeigt, dass Galleria mellonella ein
praktisches Modell fiir Infektionsstudien ist. In dieser Doktorarbeit wurde das Modell angewandt, um

die Virulenz von verschieden ESBL-kodierenden Bakterienstimmen zu testen.
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3. Problemdarstellung

Wie eingangs erwéhnt, gewinnen multiresistente Gram-negative Bakterien weltweit als Ausldser von
nosokomial und ambulant erworbenen Infektionen eine dramatisch zunehmende Bedeutung. In
diesem Kontext spielt die Resistenz gegen B -Laktam-Antibiotika eine tragende Rolle, die vor allem

durch den Erwerb von Beta-Laktamase-Gen-tragenden Plasmiden hervorgerufen wird (Peirano et al. ,
2019). Beta-Laktamase-produzierende Erreger, insbesondere ESBL-kodierende Isolate, vermindern
die Mdglichkeiten der Antibiotikatherapie vor allem auf Intensivstationen und bei
immunsupprimierten Patienten. International am haufigsten vorzufinden sind die Beta-Laktamase-
Typen TEM, SHV und CTX-M (Bush et al, 2020). Weil ESBLs meist in Plasmiden befindlich sind,
kann eine Ubertragung zwischen den Vertretern verschiedener Spezies stattfinden. Die Situation wird
dadurch erschwert, dass ESBL-kodierende Plasmide neben dem ESBL-Gen meistens auch noch
andere Resistenzgene sowie Faktoren enthalten, welche die Mobilitat der Resistenzgene fordern
(Partridge et al. , 2018). Diese werden als Insertionselemente bezeichnet. Durch diese wird die
Ubertragbarkeit der ESBL-Gene von Plasmid zu Plasmid, aber auch von einem Plasmid in das
bakterielle Chromosom und umgekehrt, in Gang gesetzt. Sobald das ESBL-Gen tragende mobile
genetische Element in ein konjugatives Plasmid inseriert ist, kann sich das Gen uber Konjugation
schnell horizontal ausbreiten. Bakterielle Speziesgrenzen kdnnen problemlos tiberwunden werden.
Identische Plasmide lassen sich dann in verschiedenen Bakterienspezies nachweisen, welche alle ein
ahnliches in vitro-Resistenzmuster zeigen (Yao et al. , 2014). Im Vergleich zu z.B. MRSA, der sich
bei Ausbriichen ausschliellich klonal ausbreitet, zeigt sich hierdurch ein anderes Verteilungsmuster.
Die Resistenz wird in diesem Fall nicht nur von der Donor- auf die Spenderzellen, sondern kann auch
auf Bakterien der gleichen oder verwandten Spezies transferiert werden.

In einigen Studien wurde auch der Frage nachgegangen, ob eine Ubertragung von ESBL-kodierenden
Bakterien zwischen Menschen und Tieren stattgefunden haben konnte (Meyer etal. , 2012; Schmiedel
et al. , 2014; Valentin et al. , 2014b). Schmiedel et al. und Valentin et al. waren in der Lage, die
gleichen ESBL-Gene in Human- und Tierisolaten zu detektieren.
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Schema der Ubertragung antibiotikaresistenter Bakierien zwischen Tier und Mensch. Der tatséchliche Anteil der zwischen den einzelnen
Habitaten (bertragenen Infektionserreger lasst sich mittels NGS-basierter molekularer Surveillance ermitteln.

Abbildung 7 Hypothese zu den Hauptiibertragungswegen von Antibiotikaresistenzgenen zwischen
Menschen, Tieren, Lebensmitteln und der Umwelt nach dem One Health-Konzept
(http://mwww.bukopharma-online-lernbox.de/Antibiotika-Resistenzen/a2-one-world-one-health-csc-17.html)
In Abbildung 7 ist eine Hypothese zu den Hauptiibertragungswegen von Antibiotikaresistenzen
basierend auf dem sogenannten One Health-Konzept dargestellt. Durch die Verwendung von
Antibiotika bei Menschen und Tieren wird ein Selektionsdruck auf die dort existierende
Bakterienpopulation ausgeiibt. Es kommt zur Vermehrung von resistenten Bakterien und einem
Verbleiben der resistenzgen-tragenden Elemente (Plasmide, Transposons). Uber Abwasser, Mist und
Giille gelangen diese wiederum in die Umwelt, wo diese Resistenzgen-tragenden Elemente erneut
auf andere Bakterienspezies horizontal iibertragen werden kénnen. Uber Lebensmittel konnen diese
Erreger von den Menschen und Tieren aufgenommen und infolgedessen erneut in den
Erregerkreislauf gelangen. Dariiber hinaus kann auch eine Verbreitung {iber den Kontakt zwischen
Menschen und Tieren stattfinden. Diese verschiedenen Ubertragungswege erschweren eine
Aufdeckung, Uberwachung und Unterbrechung Ausbreitung der Antibiotikaresistenzen.

Einen wichtigen Baustein zur Kontrolle der Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen stellen
sogenannte Surveillance-Systeme von Resistenz- und Verbrauchsdaten in der Human- und
Veterindrmedizin dar. Auf der Grundlage dieser erhobenen Daten sollen Antibiotika rationaler

verordnet werden. Dieser Aufgabe widmet sich das sogenannte Antibiotic Stewardship. Das One-
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Health-Konzept ermoglicht eine interdisziplindre Analyse des Gebrauchs von Antibiotika und des

Auftretens von Antibiotikaresistenzen innerhalb der Human- und Veterindrmedizin.

4. Z1el der Arbeit

In dieser Doktorarbeit wurde der Frage nachgegangen, ob es eine Verwandtschaft zwischen 21
ausgewdihlten CTX-M-produzierenden Enterobacteriaceae Bakterienisolate aus Menschen und Tieren
in Mittelhessen gibt. Zur Ermittlung von Verwandtschaftsverhéltnissen wurden verschiedene
Analysen durchgefiihrt. Da ESBL-Gene in der Regel in Plasmiden enthalten sind, wurde ein
Plasmidprofil der Bakterienisolate erstellt. Hierzu wurde mittels S1-PFGE ermittelt, ob die
verschiedenen Isolate #hnliche Plasmide tragen. Uber Ganzgenomsequenzierung wurde das
komplette Genom der Bakterien entschliisselt. Bioinformatorische Analysen wurden angewandt, um
zu bestimmen, wie verwandt die Isolate von Menschen und Tieren sind. Das bedeutet, dass die Anzahl,
Grofe und Inkompatibilitits-Gruppen der Plasmide bestimmt wurden. Dariiber hinaus werden die
Isolate auf das Vorhandensein von Virulenz- und Resistenzgenen mittels Gendatenbanken tiberpriift.
Mit Hilfe des Tiermodells der groBBen Wachsmotte Galleria mellonella wurde die phénotypische
Virulenz ermittelt. Hierzu wird der larvizide Effekt bestimmt. Uber statistische Methoden wurden

diejenigen Virulenzgene bestimmt, die eine hohe Larviziditét hervorrufen.

Im Laufe der Arbeit wurde in den oben genannten CTX-M-produzierenden Isolaten das sogenannte
mcr-1-Gen gefunden. Das mcr-1-Gen ist ein Resistenzgen gegen das Polypeptidantibiotikum Colistin,
welches iiber Plasmide iibertragen wird. Bisherige Resistenzmechanismen waren bislang nur auf
Chromosomen kodiert gewesen. Das mcr-1-Resistenzgen wurde erstmals 2015 in China im Rahmen
einer Untersuchung von Antibiotikaresistenzen in E. coli- und K. pneumoniae-Isolaten von
Zuchttieren, die mit dem Reserveantibiotikum Colistin behandelt wurden. entdeckt. MCR-1 ist ein
Protein, welches zur Enzymgruppe der Phosphoethanolamintransferasen gehort. Durch dieses Enzym
wird ein Phosphoethanolamin auf das Lipid A der Bakterienzellmembran angelagert. Hierdurch wird
die Bindung von Colistin auf die Bakterienzellmembran verhindert. Die Ubertragung des mer-1-Gens
via Plasmid-vermitteltem Transfer konnte in einem Mausmodell nachgewiesen werden.

Aufgrund des Nachweises des mcr-1-Resistenzgens bei Enterobacteriaceae aus dieser Arbeit wurden
neun mcr-1-kodierende ESBL-produzierende Isolate aus der Datenbank des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie, die Ganzgenom-sequenziert wurden, in dieser Dissertation genau
charakterisiert. Mittels S1-PFGE wurden diese Isolate auf das Plasmidprofil und mittels

Konjugationsversuchen auf die Ubertragbarkeit der mcr-1-Gene untersucht.
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5. Material und Methoden

5.1 Chemikalien, Ndhrmedien, Puffer und Losungen

Die jeweiligen Ndahrmedien, Chemikalien, Puffer und Losungen sind in Tabelle 2-5 zusammengefasst.

Tabelle 2 Auiistuni der verwendeten Chemikalien

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

Essigsaure 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

Methanol Sigma Aldrich

Calciumchlorid Carl Roth GmbH+ Co. KG
Mangan(ll)chlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumsulfat Sigma Aldrich

Glucose Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Kaliumacetat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
100 % Glycerin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 3 Ubersicht der verwendeten VITEK 2 ® Antibiotikakarten und —teststreifen

Antimicrobial Susceptibility Testing Cards: BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

NST-214

Antimicrobial Susceptibility Testing Cards: BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich
NST-248

MIC test strip Colistin Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italien

Tabelle 4 Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Néhrmedien
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Luria-Bertani-(LB)-

NaCl 10,00 g/L(Sigma Aldrich), Trypton 10,00 g/L(Sigma Aldrich)
Hefeextrakt 5,00 g/L (Becton Dickinson)

Medium
Auffillen auf 1L mit VE Wasser
autoklaviert bei 121 °C, 2h

LB-Agar LB-Medium (1L)

Agar 15,00 g/L (Oxoid GmbH)
autoklaviert bei 121 °C, 2h

Midller-Hinton-Agar

Oxoid GmbH

Minimalmedium  (M9)

fur E. coli

150 mL Milli Q Wasser + 3 g Agar, autoklavieren
dazu 40 mL M9 Salzlésung, 400ul 1M MgSO4 X 7H,0, 4 mL 20 %-Glukose (steril

filtriert mit 0,22 pm Filter), 20uL 1M Calciumchlorid bei 60 °C hinzugeben

Tabelle 5 Herstellung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

TBE-Puffer-Stammldsung
(10x)

108 g TRIS (Sigma Aldrich), 55 g Borséaure (Sigma Aldrich), 20 mL 0,5 M
EDTA (pH 8,0) (Sigma Aldrich), ad 1L mit A. dest auffiillen

0,5MEDTApHB8.0

18,615 g EDTA (Sigma Aldrich), pH 8.0 mit NaOH (Carl Roth GmbH + Co.
KG) eingestellt, ad 1L mit A. dest auffiillen

1M TRIS-HCI pH 8.0

121,14 g TRIS (Sigma Aldrich), mit HCI auf pH 8.0 einstellen, ad 1L mit A.

dest auffiillen

Enzympuffer S1-Nuclease

Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH, Hampshire, U.K.

BSA 10 mg/mL

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

Natriumchloridlésung 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Aqua dest (10ml)

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 pL TRIS-HCI (pH 8,3) 200 mM, 20 pL KCI 250 mM (Carl Roth GmbH +
Co. KG), 250 pL MgCI2 20 mM (Carl Roth GmbH + Co. KG), 50 uL Tween
20 0,5 % (Sigma Aldrich), 100 pL Gelatine 1 mg/mL (Carl Roth GmbH + Co.
KG)

TE-Puffer (10x)

12,1 g TRIS (Sigma Aldrich), 37,2 g EDTA (Sigma Aldrich) pH 8 mit NaOH
(Carl Roth GmbH + Co. KG) eingestellt, ad 1L ml mit A. dest auffillen

Zelllysepuffer fir PFGE

25mL 1 M Tris-HCI, 50 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) (Sigma Aldrich), 50 mL 10
% Sarcosyl (Sigma Aldrich), ad 0,5 L mit A. dest auffullen

M9-Salzlésung

In 200mL: 8,54 g Na;HPO4 x H,0, 3,0 g KH,PO4, 0,5 g NaCl, 1,0 g NH.CI, pH

auf 7,2 einstellen und bei 121 °C autoklavieren fir 1h

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich
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5.2 DNA-Marker
In der Gelelektrophorese wurden die in Tabelle 6 erwahnten DNA-Marker verwendet.

Tabelle 6 Herkunft der verwendeten DNA-Marker

‘1kbplusDNALadder ~  Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Lambda Ladder PFGE Marker New England Biolabs GmbH
Salmonellenmarker Salmonella Braenderup H9812
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH,

Rockford, IL 61105 USA

5.3 Enzyme

Tabelle 7 stellt die Ubersicht iiber den Ursprung und den Zweck der verwendeten Enzyme dar.

Tabelle 7 Herkunft und Verwendungszweck der verwendeten Enzyme

Lysozym Sigma Aldrich Zelllyse vor der PFGE
Proteinase K Carl Roth GmbH + Co KG Proteinverdau vor der PFGE
S;-Nuklease Thermo Fisher Scientific Biosciences GmbH  Restriktionsverdau
Tag-Polymerase Life Technologies PCR

5.4 Kits

Die Tabelle 8 fasst alle verwendeten Kits zusammen:

Tabelle 8 Kits

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

Nextera XT Sample prep Kit Illumina Netherlands, Eindhoven, Niederlande
PureLink®Genomic DNA Mini Kit  Invitrogen, 92008 Kalifornien, USA

5.5. Geriite

e Brutschrank: Heraeus
e Elektrophoresekammer: eine von der Institutswerkstatt hergestellte Kammer
e Geldokumentationsgerat: Biorad Universal Hood Il

e Kameras: Iphone 6S, Samsung Galaxy S5



Nanodrop: Nanodrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific

Pipetten: Biohit, Eppendorf Research

Pulsfeld-Gelelektrophorese: CHEF-DR Il, Bio-Rad

Thermo Cycler (PCR-Maschine): Applied Biosystems

Zentrifugen: Eppendorf, Heraeus

Schuttelinkubatoren: Infors HT Ecotron, IKA KS 4000i control

Automatische, gekiihlte Zentrifuge: Sorvall Superspeed RC2-B, Du Pont de Nemours
Tischzentrifuge: Megafuge 1.0 R, Heraeus

Vortexer: Vortex Genie 2, Scientific Industries

VWR Mini Star, Silverline
Polylabo (fiir PCR-Tubes)

Inkubation von Eppendorfgefalen: Thermomixer comfort (Eppendorf)
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5.6. Software

Lokal ausfithrbare Software:

Contig-Assemblierung: Spades Version 3.0 (Bankevich et al., 2012)
MAUVE (Darling et al. 2004)

MEGADS (Tamura et al. 2011)

Mendeley Desktop

Microsoft Office 2013

CLC Sequence Viewer 7 (CLC bio, Aarhus, Danemark,2015)
Harvest Suite Version 1.1.2

MEGAS5

Inkscape 0.91 (2015)

Web-basierte Software und Ressourcen:

Multi Locus Sequence Typing 1.8 (http://mist.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli)

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

EDGAR (Goesmann et al, 2009)

ResFinder 2.1 (2016) (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/)
PlasmidFinder 1.3 (2015) (http://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)
VirulenceFinder 1.5 (2015) (http://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/)

Restriction-Modification-Finder 1.1 (2015) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/Restriction-

ModificationFinder/history.php)
SerotypeFinder 1.1 (2015) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/)

CRISPRFinder (2014) (http://crispr.u-psud.fr/Server/)
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5.7 Bakterienstimme

Bakterienisolate von Menschen

Die untersuchten Bakterienisolate aus Menschen (n=6) stammen aus Ko6In. Diese wurden im Rahmen

der ANGEL-Studie isoliert. Diese wurden auf das Vorhandensein von ESBL gescreent.

Tabelle 9 Ubersicht iiber die Humanisolate

Bakterienisolat Ursprung Bakterienspezies
TO116 Mensch E. coli
TO119 Mensch E. coli
TO132 Mensch E. coli
TO152 Mensch E. coli
TO180 Mensch E. coli
TO184 Mensch E. coli

Tierische Bakterienisolate

Die Isolate aus Tierproben (n=21) wurden aus der Stammsammlung des Institutes fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Gielen entnommen. Zwischen 2009 bis 2011 waren alle
Gram-negativen Bakterienisolate gesammelt worden, die sich auf MacConkey-Agar mit Cefotaxim
als Antibiotikum (1 pg/mL) anziichten lieBen. Alle Isolate wurden aus klinisch kranken Tieren in den
Tierkliniken der JLU gewonnen und wurden als ESBL-Isolate klassifiziert. Die Isolate wurden im
Kontext der Dissertation von Dr. Judith Schmiedel vorcharakterisiert (sieche Schmiedel et al., 2015,

Uberpriifen auf ESBL-Status und ESBL-Gen).

Tabelle 10 Ubersicht {iber die Tierisolate

Bakterienisolat Ursprung Bakterienspezies
V40 Kalb E. coli
Vi1l Pferd E. coli
V130 Hund E. coli
V131 Huhn E. coli
V134 Hund E. coli
V163 Ferkel E. coli
V168 Kalb E. coli
V228 Pferd E. coli
V229 Pferd E. coli
V238 Pferd E. coli
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V268 Pferd E. coli
V271 Pferd E. coli
V273 Pferd E. coli
V283 Hund E. coli

5.7.1. Mcr-1-kodierende Enterobacteriaceae

Eine Datenbank von 577 Ganzgenom-sequenzierten Gram-negativen Bakterienisolaten des Institutes
fiir Mikrobiologie der JLU Giellen aus verschiedenen Quellen (Mensch, Tier, Lebensmittel) wurde
auf die Pridsenz des mcr-1-Gens untersucht. Es konnten 9 Bakterienisolate mit dem mcr-1-Gen

detektiert werden. Die Isolate sind in der Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 11 Ubersicht iiber mcr-1-positive Bakterienisolate

Isolat Quelle Bakterienspezies
RL145 Rindfleisch E. coli
RL158 Hahnchenfleisch | E. coli
RL465 Hahnchenfleisch | E. coli
RL138 Hahnchenfleisch | E. coli
142669 Kalbfleisch E. coli
NRZ14408 Mensch E. coli
V163 Schwein E. coli
R253 Schwein E. coli
112065 Schwein E. coli

Die mcr-1-kodierenden Enterobacteriaceae wurden im Rahmen dieser Dissertation eingehender

hinsichtlich ihrer Konjugationseffizienz und ihrer Plasmide analysiert

5.7.2. Bakterienanzucht

Die Bakterienstimme wurden unter einer Sterilwerkbank (Mikrobiologische Sicherheitskabine, Karl
Bleymehl Reinraumtechnik GmbH, Deutschland) mit einer sterilen Impfose von der Glycerinkultur
auf LB-Platten mit 2 ng/ml Cefotaxim bzw. 2 pg/ml Colistin als Antibiotikum ausgestrichen. Die
Platten wurden iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank (B6060 Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland) inkubiert.

5.7.3. Herstellung von Glycerinkulturen

Von jeder Reinkultur des jeweiligen Bakterienstammes wurde eine Glycerinkultur erstellt. Hierzu
wird in einem sterilen 100 mL-Erlenmeyerkolben 10 mL LB-Medium mit Zusatz von 2 pg/mL
Cefotaxim oder Colistin mit 2-3 Kolonien des Bakterienstammes angeimpft. Die Kultur wird iiber

Nacht in einem Schiittler (BBI — 8865027, Sartorius, Gottingen, Deutschland) bei 37°C bebrlitet.
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Nach der Inkubation wird 700 ul Ubernachtkultur mit 700 ul BHI mit 60 % Glycerin in einer 2ml
Micro-Schraubréhre (Sarstedt Ag & Co., Deutschland) vermischt. Die Glycerinkultur wird bei -80 °C

eingefroren.

5.8. Resistenztestung

Die minimale Hemmkonzentration (MHK)) der Bakterien mit Verdacht auf Colistinresistenz wurde
mittels dreier unterschiedlicher Methoden bestimmt. Hierbei wurden Kolonien der von den zu
untersuchenden Bakterienisolaten in 0,9 % NaCl-Lésung resuspendiert und auf eine Dichte von
McFarland 0,5 eingestellt. Danach wurde das VITEK2-System von Biomerieux und der E-Test
angewandt, um die MHK zu ermitteln. Mit den festgelegten Grenzwerten der European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) wurden die Bakterienstimme in sensibel (S),
intermedidr (I) und resistent (R) eingeteilt (EUCAST, 2012). Dariiber hinaus wurde die MHK mittels

eines Makrodilutionsverfahrens bestimmt.

5.8.1. VITEK2-System
Das VITEK ® 2 XL (BioM¢érieux, Marcy 1'Etoile, Frankreich) ist ein automatisiertes System, das auf

die Bestimmung der MHK von Bakterienisolaten gegeniiber Antibiotika ausgerichtet ist. Hierbei
werden sogenannte AST-Karten eingesetzt, die eine verkleinerte Version der Verdiinnungsreihe zur
Bestimmung der MHK nach der Mikrodilutionsmethode darstellen. Jede AST-Karte besitzt 64 Felder,
in denen bestimmte Mengen ausgewéhlter Antibiotika und Kulturmedien enthalten sind. Von einem
fraglichen Bakterienisolat wird eine Testsuspension in Natriumchloridlosung hergestellt. Hierzu wird
von einer iiber Nacht inkubierten Platte so viel Zellmaterial in 0,9%iger Natriumchloridlosung
resuspendiert, bis man 0,5 McFarland erhielt. Diese Suspension wird im VITEK2-System
automatisch in die Karten eingesogen und anschlieBend inkubiert. Das Gerdt misst tiber 24h das
Wachstum in den cinzelnen Feldern. Wenn die Inkubationszeit zu Ende ist, werden aus den
Wachstumsraten die MHK-Werte der Antibiotika von einem EDV-Expertensystem (Advanced Expert
System) bestimmt. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde das VITEK2-System hauptsachlich zur
MHK-Bestimmung von Colistin bei bestimmten Bakterienisolaten verwendet. Eine Limitation dieses
Verfahrens ist, dass die Ergebnisse bei Colistin nicht zuverldssig genug sind. Dies ist der Tatsache
geschuldet, dass das Colistin an den sich an den Plastikbereich der VITEK2-Karten bindet und somit
die MHK-Werte falsch ausgegeben werden.

5.8.2. E-Teststreifen
Der E-Test kam bei der MHK-Bestimmung des Antibiotikums Colistin zum Einsatz (MIC Test Strip,
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Liofilchem). Hierbei wurde eine Verdiinnung von dem zu untersuchenden Bakterienisolat mit einem
sterilen Wattetupfer auf einer Miiller-Hinton-(MH)-Platte ausgestrichen. Dabei wurde die Platte
dreimal im 90 °-Winkel gedreht, um eine gleichméBige Verteilung des Bakterienisolates zu erreichen.
Mit Hilfe einer Pinzette wurde der E-Teststreifen mittig auf die beimpfte MH-Platte gelegt. Die Platte
wird fiir 16 h bei 37°C inkubiert. Die MHK wird eine Position hoher gemessen, als der untere Rand

des elliptischen Hemmbhofs den Teststreifen schneidet.

5.8.3. Makrodilution

Die Makrodilution ist ein Verdiinnungsverfahren, bei der eine definierte Konzentration eines
Bakteriums mit verschiedenen Konzentrationen des Antibiotikums Colistin in einer Kultur (10 ml
LB-Medium + Bakteriensuspension) iiber Nacht bei 37°C bebriitet wird. Am néchsten Tag wird
kontrolliert, bis zu welcher Antibiotikakonzentration noch ein Bakterienwachstum stattgefunden hat.
Diese Konzentration stellt die MHK dar. In dieser Verdiinnungsreihe betrugen die Konzentrationen

von Colistin jeweils 2, 4, 8, und 16 pg/mL.

5.9 Polvymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren, die einen festgelegten Abschnitt (Template) einer DNA vervielfltigt.
Hierzu werden zum Start der PCR-Reaktion zwei Primer bendtigt, die an den Einzelstringen der DNA
komplementidr binden. Zur Synthese der komplementiren Stringe ist eine DNA-Polymerase
erforderlich, die bei hohen Temperaturen nicht denaturiert. Diese Bedingung erfiillt die sogenannte
Taqg-Polymerase. Als Bausteine fiir die synthetisierten Stringe werden
Desoxyribonukleosidtriphosphate verwendet. Um fiir die DNA-Polymerase ein geeignetes Medium
zu gewdhrleisten, wird eine Pufferlosung hinzugegeben.

Eine PCR besteht aus 20-50 Zyklen. Pro Zyklus werden drei Reaktionsschritte durchlaufen. Zu
Beginn findet eine Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 95 °C statt. Dabei werden die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Stringe zusammenhalten, aufgelost.
AnschlieBend erfolgt ein Annealing, bei dem die Primer sich an spezifische Sequenzen der
Einzelstrange binden. Die Annealingtemperatur ist von der Linge und der Sequenz der Primer
abhingig. Die Annealingtemperatur wird zwischen 30 - 60 s konstant gehalten, damit sich die Primer
anlagern konnen. Wéhrend der Elongation kniipft die DNA-Polymerase bei einer Temperatur von 72

°C zunichst an die Primer am 3’-Ende ein freies Nukleotid und folgt dann dem DNA-Strang.

Fiir die PCR wurden die Ansdtze nach dem in Tabelle 12 aufgefiihrten Rezept pipettiert und auf Eis
inkubiert. Als Template wurde entweder mit einem sterilen Zahnstocher ein wenig aus einer

Bakterienkolonie (Kolonie-PCR) entnommen oder 1-2 Kolonien mit einer sterilen Impfose in 150l
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destilliertem Wasser resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde anschliefend fiir 5 min bei
95°C inkubiert, und dann anschlieBend bei 11.000 g fiir 3 min abzentrifugiert. Der Uberstand enthilt
freie genomische DNA.

Ein Reaktionsansatz setzt sich aus den folgenden Reagenzien zusammen:

Tabelle 12 Reaktionsansatz fur die PCR

SuL DNA-Losung

Sul PCR-Puffer (10x)

2ul dNTP Mix (0,2 mM)

s Forward Primer (10 pmol/uL)
1L Reverse Primer (10 pmol/uL)
0,2uL Tag-Polymerase (5 U/uL)
35,8uL ddH20

Gesamtvolumen= 50pl

Falls in einen Reaktionsansatz statt SuL. DNA-Losung eine Kolonie hinzugefiigt wird, wird mit

40,8uL ddH20 auf ein Volumen von 50uL aufgefiillt.

Fiir alle PCRs wird das folgende Programm durchlaufen:

Tabelle 13 Ablauf der PCR

Schritt Nr. | Reaktionsschritt Temperatur Dauer

1 Initialisierung 95 °C 5 min

2 Denaturierung 95°C 1 min

3 Annealing variabel 0:30-1:00 min
4 Elongation 72°C 1 min

5 Finale Elongation 72°C 7 min

6 Ende 4°C 0

Die Schritte 2-5 werden jeweils 30x wiederholt.
5.10 DNA-Aufreinicung

Um nach einer PCR die amplifizierte DNA aufzureinigen, macht man sich das MSB® Spin PCRapace

(500) von ,,stratec molecular® zunutze. Je nach Volumen des PCR-Ansatzes wird ein bestimmtes

31



Volumen an Bindepuffer zugesetzt und iiber Vortexen gemischt. Bei Volumina bis zu 50 pl, fiigt man
250 ul Bindepuffer hinzu. Bei Volumina zwischen 50 bis 100 uL gibt man 500 pL Bindepuffer hinzu.
AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch auf eine Spin Filter Column {ibertragen, und fiir 3 Minuten
bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wird verworfen. Erneut wird bei 11.000 g fiir 2 Minuten
zentrifugiert. Danach wird der Spin Filter in ein neues 1,5-mL-Sammelgefaf3 tiberfithrt und 20 pL
ddH20 zum Eluieren in die Mitte des Spin Filters aufgetragen. Es folgt eine Inkubation bei
Raumtemperatur fiir | Minute. Danach wird bei 11.000 g fiir | Minute zentrifugiert. Im Eluat liegt
nun die aufbereitete DNA.

5.11 Agarose-Gelelektrophorese

Diese Methode dient dazu, DNA-Fragmente zwischen 100 — 10.000 bp Linge darzustellen,
insbesondere zum Nachweis von PCR-Produkten. Die Gelelektrophorese sorgt fiir eine Trennung
geladener Molekiile in einem elektrischen Feld. Die DNA-Fragmente wandern aufgrund der
Phosphatgruppen, die negativ geladen sind, in Richtung Anode. Das Gel fungiert als ein Filter,
welcher kleinere Molekiile schneller wandern lasst. Dadurch wird die Darstellung unterschiedlich
groBer DNA-Molekiille moglich. Fiir das Auftrennen von PCR-Fragmenten wird ein 1%iges
Agarosegel verwendet. Hierzu werden 4 g Agarose in 400 ml 1x TBE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht. Nach Aufkochen und Abkiihlen auf ca. 50 °C wird 25 pl Ethidiumbromid (5 mg/ml)
hinzugegeben und die Losung vermischt. Das noch fliissige Gel wird in einen Gelschlitten gegossen.
Nachdem das Gel fest geworden ist, wird es in eine Elektrophoresekammer, die mit 1 x TBE-Puffer
befiillt ist, gelegt. Von den PCR-Produkten werden jeweils 10 ul mit 6 pul Laufpuffer in eine Geltasche
pipettiert. Als Marker wird eine 1 kb plus DNA Ladder verwendet. Das Gel lauft fiir 1 Stunde bei 150
V. AnschlieBend wird das Gel mittels eines Transilluminators (Bio-Rad Universal Hood I Gel Imager,

Bio-Rad, Hercules, USA) abfotografiert und das Bild gespeichert.

5.12 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
Die Pulsfeldgelelektrophorese dient zur Bestimmung der Anzahl und Grée der Plasmide in einem

Isolat. Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wird zunichst ein Restriktionsverdau mit dem Enzym S1-

Nuklease vorgenommen und anschlieBend eine PFGE durchgefiihrt.

5.12.1 Herstellung von Agaroseblockchen
Von einer LB-Platte werden 2-3 Bakterienkolonien mit einer sterilen Impfose abgenommen und in

10mL LB-Fliissigmedium in einem 100mL-Erlenmeyerkolben angeimpft. Diese Fliissigkultur wird
tiber Nacht bei 37°C in einem Schiittler inkubiert.

Am nidchsten Tag wird die optische Dichte photometrisch bei 600nm bestimmt. Die
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Bakteriensuspension wird an eine optische Dichte von 1 (ca. 1 x 10° cfu/mL) angepasst. Das
errechnete Volumen wird in einem 1,5mL-Eppendorfgefdl bei Raumtemperatur fiir 5 min bei 6000
rpm abzentrifugiert (Zentrifuge 5418, Eppendorf, Deutschland). Der Uberstand wird abpipettiert und
anschlieend wird das Bakterienpellet 3x mit 400pL 1xPBS-Puffer gewaschen. Dabei wird fiir jeweils
5 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wird das Pellet in 384uL 1x TE-
Puffer resuspendiert und dann mit 16uL frisch angesetzter Lysozymlosung (50mg/mL) versetzt. Die
Losung wird nun fiir 30 min bei 37°C auf dem Thermoblock (Thermomixer comfort, Eppendorf,
Deutschland) inkubiert. Nach diesem Schritt wird mit dem Reaktionsgemisch 20uL Proteinase K
(20mg/mL) und 400uL 50°C warme 5 % ige Agarose (16mg/mL) durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren vermischt. Nun wird dieses Gemisch in vorgefertigte Gelblockchenformen (Disposable
Plug Mold, Bio-Rad, Hercules, USA) pipettiert. Die Blockchen werden fiir 5-10min im Kiihlschrank
gelagert. Nach Erstarren der Agarose werden die Blockchen mittels eines kleinen Spatels herausgeldst
und in 15mL Polypropylen-Rohrchen (Greiner BioOne, Kremsmiinster, Osterreich), die 5 mL
Zelllysepuffer und 25uL Proteinase K (20mg/mL) enthalten, gegeben. Die Blockchen werden iiber
Nacht bei 54°C in einem Wirmebad iiber Nacht inkubiert. Zusitzlich werden Flaschen mit Milli Q
Wasser und 1x TE-Puffer auf 54°C vorgewarmt. Nach der Inkubation werden die Blockchen 4 x mit
SmL Milli Q Wasser gewaschen, anschlieend 3 Mal mit SmL 1x TE-Puffer. Nach den Waschschritten
werden die Blockchen in SmL 1x TE-Pufter bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert.

5.12.2 Restriktionsverdau mit S1-Nuklease

Die S1-Nuklease ist ein Enzym, welches Einzelstrangregionen in doppelstrangiger DNA hydrolysiert.
Es werden nur Plasmide linearisiert. Zwar konnen auch chromosomale Regionen geschnitten werden,
allerdings wandern Plasmide aufgrund ihrer geringeren Grofle weiter unten im Gel. Durch diese
Methode und die anschlieBende PFGE kann die Anzahl und GroéBe der vorhandenen Plasmide
bestimmt werden.

Jeweils ein Blockchen wird in einem 1,5 mL-Eppendorfgefdll fiir 20 min bei Raumtemperatur mit
300uL 1x S1-Nuklease-Puffer versetzt. AnschlieBend wird der Puffer abgenommen und durch 300pL
I1x S1-Nuklease-Puffer mit 20 Units S1-Nuklease ersetzt. Dieser Reaktionsansatz wird auf dem
Thermoblock fiir 2h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wird die Reaktion mit 50uL 0,5 M
EDTA-Losung fiir 30min bei Raumtemperatur beendet. Anschliefend werden die Proben 3-mal mit
300puL 0,5x TBE-Puffer gewaschen und in die Probenvertiefungen eines 1%igen Agarosegels in
einem speziellen PFGE-Schlitten gegeben. Die Blockchen werden mit fliissiger 1%iger Agarose
fixiert. Als Laufpuffer wird 3 L 0,5x TBE-Puffer verwendetet. Die Elektrophorese findet bei 6V, mit
einem Switch von 1 bis 25 s liber 18 h statt.

Nach dem Lauf wird das Gel fiir 10 min in einem Ethidiumbromidbad (1 Tropfen Ethidiumbromid
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auf 400ml 0,5 x TBE-Puffer) gefdrbt und anschlieBend fiir 20min in 0,5x TBE-Puffer entférbt.

5.13 DNA-Sequenzierung

Das Genom der Bakterienstimme, sprich das Chromosom und die vorliegenden Plasmide, wurde
mithilfe von Next Generation Sequencing (NGS) sequenziert. Als Sequenziergerdt kam der MiSeq
(Illumina, San Diego, USA) zum Einsatz.

Fiir die Sequenzierung muss zunéchst die DNA isoliert werden. Dazu wurden die Isolate in fliissigem
LB-Medium iiber 5 h bei 37°C inkubiert. Die Isolierung der DNA wurde mit dem PureLink®
Genomic DNA-Kit durchgefiihrt.

Es wurden 1 mL der Ubernachtkultur in einem Eppendorfgefif fiir 30 Minuten abzentrifugiert. Das
dabei entstehende Zellpellet wird anschlieend in 180 puL Verdauungspufter resuspendiert. Zusétzlich
wird 20 ul Proteinase K hinzugefiigt, um die Zellen zu lysieren. Das Reaktionsgemisch wird durch
einen Vortexer gemischt. Um die Lyse zu vervollstindigen, wird das Reaktionsgemisch fiir 30
Minuten bei 55 °C in einem Warmeblock erwiarmt. Nach diesem Schritt werden 20 uLL RNAse A zum
Lysat gegeben, kurz gemischt und bei Raumtemperatur fiir 2 min inkubiert. Nun fiigt man 200 pL
Lysepuffer hinzu und mischt sorgfiltig. Zum Schluss gibt man noch 200 uL 96-100 % Ethanol hinzu.
Damit ist die Lyse abgeschlossen.

Das Lysat wird in ein spezielles Gefdl3, der sogenannten Spin Column, {ibertragen. Die Spin Column
befindet sich zusitzlich einem Sammelgefdl3. Die Spin Column wird fiir eine 1 Minute bei 10.000 x
g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sammelgefal wird entfernt und durch eine neues ersetzt. In
die Spin Column werden nun 500 pL. Waschpuffer 1 pipettiert. Die Spin Column wird fiir eine 1
Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Man ersetzt das Sammelgefdl durch ein neues. Nun gibt man
500 pL Waschpuffer 2 hinzu. Die Spin Column wird fiir drei Minuten in Maximalgeschwindigkeit
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Spin Column wird in ein steriles 1.5-mL Microcentrifugegefal3
platziert. Man gibt man nun 100 uL Elutionspuffer. Es folgt eine anschlieBende Inkubation fiir eine
Minute bei Raumtemperatur. Die Spin Column wird danach fiir eine Minute bei
Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Das Sammelgefdl enthdlt nun aufgereinigte DNA.

Als néchster Schritt folgte die Erstellung einer sogenannten Library. Eine Library ist ein Pool von
DNA-Bruchstiicken, die nach einem bestimmten Protokoll hergestellt werden. In diesem Fall wurde
der Nextera XT Sample prep Kit benutzt. Die DNA-Probe (Template-DNA) wurde in kleine
Bruchstiicke zerlegt und an den Enden mit unspezifischen Adapter-Oligonukleotiden verbunden.
Nach einer Validierung wurde die Library auf eine Flowcell (Flusszelle) iibertragen. Uber spezifische
Adaptermolekiile wird die Template-DNA an die Flowcell gebunden. An der Flowcell erfolgt die

Sequenzierreaktion. Durch eine sogenannte Bridge-Amplifikation, die in ihrem Ablauf einer PCR
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ahnelt, werden Anhdufungen aus identischen Molekiilen produziert.

AnschlieBend findet die Sequenzierung in gleichen Zyklen statt. Es wird pro Zyklus ein
fluoreszenzmarkiertes Nukleotid komplementér zur Template-DNA eingebaut.

Die Fluoreszenzgruppen der Nukleotide geben durch zwei Laser, die auf sie gerichtet sind, ein
basenspezifisches Fluoreszenzsignal ab. Dieses wird von der Maschine erfasst. Danach werden die
Fluoreszenzgruppe und der mit ihr verkniipfte reversible Terminator, der eine Bindung weiterer
Nukleotide verhindert, entfernt. Im nichsten Zyklus wird dann das niachste Nukleotid angelagert. Aus

der Abfolge von Farbsignalen wird letztlich die DNA-Sequenz rekonstruiert.

5.14 Infektionsversuch mit Galleria mellonella

5.14.1 Anzucht der Larven

Die Larven wurden von der Firma Fauna Topics (Marbach, Deutschland) bestellt und in groB3en
Petrischalen (145/20 mm, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Osterreich) mit Futter, (=
zusammengesetzt aus Maismehl (22 %), Weizenkeimen (22 %), Trockenhefe (11 %), Bienenwachs

(17,5 %), Honig (11 %) und Glycerin (11 %)) bei 30°C lichtgeschiitzt gelagert.

5.14.2 Inkubation der Bakterienisolate

Die jeweiligen Bakterienisolate wurden iiber Nacht in 10 mL LB-Medium mit 2pg/mL Cefotaxim bei
37°C auf dem Schiittler inkubiert. Von diesen Ubernachtkulturen wurde am niichsten Tag eine 1:200
Verdiinnung in neuem LB-Medium ohne Antibiotikazusatz gemacht. Man lie§ die Kultur bei 37°C
solange inkubieren, bis eine ODsoo= 1 (£ 10° cfu/mL) erreicht wurde. AnschlieBend wurden von der
1000uL. Bakteriensuspension in 1,5 ml Eppendorfgefde iiberfiihrt und bei 6.000 rpm fiir Smin
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde mit 1000uL 1x PBS-Puffer
gewaschen und erneut bei 6.000 rpm fiir Smin zentrifugiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt.
Nach dem Waschen wurde das Bakterienpellet in 1000puL LB-Medium resuspendiert. Durch eine
logio-Verdiinnungsreihe in PBS-Puffer wurde die CFU der verwendeten Bakteriensuspension
ermittelt. Die Verdiinnungsreihen wurden auf LB-Platten ohne Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C
iiber Nacht inkubiert. Fiir die Injektion der Gallerienlarven wurde die Bakteriensuspension mit der

Konzentration von 108 cfu/mL verwendet.

5.14.3 Infektion der Larven

Aus dem Eppendorfgefi mit der Bakteriensuspension der Konzentration 10® cfu/mL wurden 10uL
ventral in die Leibeshohle gespritzt. Die Injektion erfolgte mit einer Feindosierungsspritze

(Omnican®F, B. Braun Melsungen AG, Kronberg im Taunus, Deutschland). Die Spritze wurde an
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einer Manual Microsyringe Pump (World Precision Instruments, Sarasota, USA) befestigt, um eine
prézise Injektion zu ermoglichen. Die Larve wurde mit einer Pinzette festgehalten und zwischen dem
letzten und vorletzten Ring mit 10uL der Bakteriensuspension infiziert. AnschlieBend wurden die
Larven in kleinen Petrischalen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Fiir jedes Bakterienisolat wurde
der Infektionsversuch dreimal mit jeweils 10 mittelgroen Larven durchgefiihrt. Als Negativkontrolle
dienten Larven, die mit 1x PBS-Puffer injiziert wurden, und der avirulente E. coli-Stamm K12
MG1655. Die Larven wurden im Zeitraum von 6 Tagen téglich gezihlt. Das bedeutet, es wurden tote
und lebende Larven ausgezéhlt. Als tot gilt eine Larve, die bei Beriihrung mit der Pinzette keine

Reaktion zeigt. Dariiber hinaus macht sich eine Schwarzfiarbung der Cuticula bemerkbar.

Abbildung 8 Infektionsversuch mit Galleria mellonella. A) Injektionsapparat, B) Vergleich
zwischen toter (schwarz) und lebender Larve (hell), C) und D) Injektion am letzten bzw. vorletzten
Ring (Ramarao et al., 2012).

5.15 Konjugation

Um die Ubertragbarkeit von den Plasmiden zu iiberpriifen, wurde eine Konjugation unter
Laborbedingungen durchgefiihrt. Die jeweiligen Bakterienstimme wurden als Donorstimme
behandelt, die mit dem Laborstamm E. coli J53 als Rezipient zusammengebracht wurden. E. coli 153

eignet sich fiir diesen Versuch, weil er selbst kein Plasmid besitzt und eine Natriumazid-Resistenz
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aufweist. Das heillt, wenn E. coli J53 ein Plasmid aufnimmt, welches ein Resistenzgen gegen
Cefotaxim besitzt, dann wéchst er in LB-Medium mit Cefotaximzusatz und Natriumazidzusatz. Man
kann durch diesen Versuch =zeigen, welche Bakterienstimme iiber Konjugation die
Cefotaximresistenz weitergeben kdnnen.

In 10mL fliissigem LB-Medium mit 2ug/mL Cefotaxim wurden eine Ubernachtkultur der jeweiligen
Bakterienstimme angesetzt. Diese Fliissigkultur wurde liber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert.

Von dieser Ubernachtkultur wird 1 mL entnommen und in 1,5 mL EppendorfgefiBe iiberfiihrt. Diese
Bakteriensuspension wird bei 6000 rpm fiir Smin zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen,
ohne dabei das Pellet zu beschddigen. Das Pellet wird 3x mit LB gewaschen (6000rpm, 5min) und
anschlieBend in 1 mL LB-Medium resuspendiert. Um die CFU der jeweiligen Bakterien zu
bestimmen, mit denen die Konjugation durchgefiihrt wird, wird eine Verdiinnungsreihe erstellt. Dazu
werden von jedem Stamm 100uL aus der Bakteriensuspension entnommen und in 900uL. PBS-Puffer
pipettiert. Um die Bakterien in der Losung gleichmifBig zu verteilen, wird kurz gevortext. Aus dieser
Losung werden im nichsten Schritt wieder 100puL in ein neues Eppendorfgefdl mit 900uL PBS-
Puffer gegeben. So hat man letztlich eine 1:100-Verdiinnung. Dieser Vorgang wird so lange
durchgefiihrt, bis man acht Verdiinnungsstufen erhédlt. Von der siebten und achten Verdiinnungsstufe
werden jeweils zweimal 100uL auf zwei LB-Platten (1,5% Agar) ausplattiert und bei 37°C mit dem
Deckel nach unten im Brutschrank inkubiert.

Fiir die Konjugation werden 100uL vom jeweiligen Donorstamm mit 200pL von E. coli J53 als
Rezipienten in einem Eppendorfgefdll gemischt. Von dieser Mischung werden 150uL mittig auf eine
LB-Platte (1,5% Agar) getropft und mit dem Deckel nach oben bei 37°C oder bei Raumtemperatur
tiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Nach der Inkubation wird der Bakterientropfen, in dem Donor und Rezipient gemischt waren, mit
einer sterilen Impfose komplett abgenommen und in ein Eppendorfgefal mit 1000 pL PBS-Puffer
uiberfiihrt. Es wird fiir 1 Minute gevortext, um den Bakterientropfen vollstdndig im Puffer zu 16sen.
Danach wird von dieser Ldosung eine Verdiinnungsreihe erstellt. Von den beiden hochsten
Verdiinnungsstufen werden jeweils zweimal 100 pL auf LB-Platten (1,5% Agar) mit den jeweiligen
Antibiotika ausplattiert. Als Antibiotika in dieser Arbeit werden jeweils Cefotaxim (Endkonzentration:
2 pg/mL) und Colistin (Endkonzentration: 2 pg/mL) verwendet. Natriumazid (Endkonzentration: 200
pg/mL) wird zusitzlich dazugegeben, weil der Rezipient E. coli J53 gegen diese Substanz resistent
ist. Das heiBt, mit Natriumazid und dem jeweiligen Antibiotikum, wovon die Ubertragbarkeit
nachgewiesen werden soll, werden auf den LB-Platten nur diejenigen E. coli J53-Bakterien wachsen,
die die jeweilige Antibiotikaresistenz vom Donor aufgenommen haben.

Die LB-Platten werden nach dem Ausplattieren der Bakterienstimme fiir 2 Tage bei 37°C inkubiert
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und nach dieser Inkubation die Kolonien gezdhlt.

5.16 Bioinformatorische Analysen

5.16.1. Internetdatenbanken zur Analyse von Virulenz- und Plasmid-kodierten
Resistenzgenen

Mit dem Programm Spades 3.0 (Bankevich et al. , 2012) wurden die Rohdaten aus der Sequenzierung
assembliert. Assemblierung beschreibt die Zusammenfiigung einzelner sich {iberlappender
Basenabfolgen, den sogenannten Reads, zu groBeren Genombruchstiicken. Diese Bruchstiicke
bezeichnet man als Contigs. Da die hierbei erzeugten Datenmengen sehr grof3 sind, werden dafiir
spezielle Computerprogramme, die Assembler, herangezogen. Meistens liegt das Problem vor, dass
die erhaltenen Contigs nicht zu einer zusammenhédngenden Basensequenz zusammengefiigt werden
konnen. Es entstehen sogenannte Gaps. Trotzdem kann man mit den Contigs die auf ihnen
existierenden Gene lokalisieren.

Die durch NGS erzeugten Contigs wurden im Hinblick auf Virulenz- und Plasmid-kodierten
Resistenzgenen untersucht. Hierzu wurden verschiedene Internetdatenbanken benutzt. Mittels des
Suchprogramms ResFinder wurden in allen Bakterienstimmen nach Plasmid-kodierten
Resistenzgenen gesucht. Zur Detektion von Virulenzgenen wurden die Contigs der Bakterienstimme

in der Datenbank VirulenceFinder hochgeladen und dort kontrolliert.

5.16.2. Mapping der Contigs mit dem Programm MAUVE

Durch das NGS werden sich Bruchstiicke des Genoms, sogenannte Contigs, erzeugt. Diese miissen
nun geordnet werden, um nédhere Informationen iiber das Genom der zu analysierenden
Bakterienstimme zu erhalten. Hierzu werden die Contigs mit dem bereits bekannten Genom eines
Referenzstamms mittels des Programms Mauve an eine Referenz geordnet. In dieser Arbeit wurde
als Referenzstamm E. coli K12 MG1655 verwendet. Nicht zu dem Referenzgenom passende contigs

(d.h. mogliche Plasmid-Contigs) werden mittels CLC Sequence Viewer in eine neue Datei iiberfiihrt.

5.16.3. EDGAR

EDGAR (,,Efficient Database framework for comparative Genome Analyses using BLAST score
Ratios®) ist ein Programm zum schnellen Vergleich der Pangenome mehrerer Bakterien-Isolate. Das
Pangenom beinhaltet alle Gene der untersuchten Isolate. Das Core-Genom bezeichnet alle Gene, die
in einem bestimmten Bereich (Cut-Off) identisch sind. Um eine komparative Analyse des
Bakterienisolates durchfiihren zu konnen, muss vorher das Genom annotiert werden. Das heif3t, man
leitet aus den Contigs die zugehorigen Gene ab. Diese Aufgabe wird mit dem Programm GenDB
bewerkstelligt (Goesmann et al. , 2003).

Das Core-Genom wird durch den Vergleich des Bakterienisolates mit einem Referenzisolat kalkuliert.
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Um eine Schwelle fiir zueinander homologe Gene zweier Bakterienspezies festzulegen, werden bei
EDGAR sogenannte BLAST Score Ratio Values (SRVs) ermittelt. Hierbei werden die Bitscores aus
dem BLAST mit dem Maximalscore ins Verhéltnis gesetzt. Der Maximalscore ist als ein Wert
definiert, der durch den Vergleich eines Gens mit sich selbst resultiert. Beim BLAST erhélt man 100%
Identitdt bei 100% Sequenzldnge. Dieser Wert gilt fiir den Referenzstamm. Beim Vergleich der
jeweiligen Bakterienstimme mit dem Referenzstamm, werden bei unterschiedlichen Scores
demzufolge verschiedene SRVs angezeigt. Diese SRVs werden in einem Histogramm abgebildet.
Dieses weist meist eine bimodale Verteilung auf. Aus den Peaks der einzelnen Genomkombination
wird anschlieBend die Schwelle fiir homologe Gene festgelegt. Alle SRVs, die unterhalb dieser

Schwelle sind, werden herausgefiltert.

5.16.4. Erstellen von Stammb&dumen

Die Stammbdume von den Bakterienisolaten wurden mittels des Programms ,Harvest
Suite* angefertigt. Dieses Programm vergleicht Bakterien auf der Grundlage ihrer Core-Genome, die
iiber einen Vergleich mit der Referenz bestimmt werden. Hierbei wird gezielt nach SNPs gesucht. Als
Input benotigt das Programm die Pseudogenome der Bakterienisolate. Das Programm basiert auf der
Bestimmung der sogenannten ,,maximal unique matches* (MUMs). MUMSs sind Sequenzen, die in
verwandten Bakterienspezies genau einmal vorkommen. Wenn Genome eine Grenze an erwiinschten
MUMs {iberschritten haben, werden sie beim Genomvergleich beriicksichtigt. Sobald das Programm
den Vergleich der Genome abgeschlossen hat, werden die Bakterienisolate basierend der Anzahl der
Core-SNPs sortiert und Stammbédume erstellt. Zur Visualisierung dieser Stammbédume wird das
Programm ,, MEGAS5* benutzt. Die Bakterienstimme sind nach ihren Sequenztypen sortiert. Mit dem
Programm ,Inkscape 0.91“ werden die Bakterienstimme mit ihrem Ursprung und ihren

Cefotaximresistenzgenen beschriftet, sodass man einen besseren Uberblick iiber ihre Verteilung hat.
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6. Ergebnisse

6.1 Multilocus-Sequenztypen

Die E. coli-Isolate wurden mittels Multi-Locus Sequence Typing (MLST) einzelnen Sequenztypen
(ST) zugeordnet. Die Isolate sind umso ndher miteinander verwandt, je mehr der 7 untersuchten
Housekeeping-Gene dasselbe Allel besitzen. Wenn jeweils alle Gene dasselbe Allel trugen, dann

gehorten sie zu dem gleichen Sequenztyp.

Anzahl Isolate
N

[EEN

1291

10 88 90 167 410 617

MLST

Abbildung 9 Absolute Haufigkeit der STs von Bakterienisolaten von Tieren

6.1.1. E. coli-Isolate von Tieren
Die Tierisolate lassen sich in Abbildung 9 7 verschiedenen Sequenztypen zuordnen: ST10, STS8S,

ST90, ST167, ST410, ST617 und ST1291. Den hochsten Anteil machen die Sequenztypen ST10 und
ST410 (47%) aus. Die Isolate mit dem ST88, 167 und 1291 machen jeweils 13 % der Isolate aus.
AnschlieBend kommen die Isolate mit dem ST90 und 671 mit jeweils 7 %.
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Anzahl Isolate
N

[EEN

88 410
MLST

Abbildung 10 Absolute Haufigkeit der STs von Bakterienisolate von Menschen

6.1.2. E. coli-Isolate von Menschen
Unter den 6 humanen Isolaten wurden 2 verschieden STs gefunden, ndmlich ST410 und ST8S. Die

Isolate TO116, TO119 und TO132 gehoren dem ST88 an. Zum ST410 wurden die Isolate TO152,
TO180 und TO184 zugeordnet (siche Abbildung 10).

6.1.3. Vergleich von Human- und Tierisolaten
Beim Vergleich von Isolaten aus Menschen und Tieren fillt auf, dass bei den Tierisolaten mehr

Sequenztypen (n=7) als bei den Humanisolaten (n=2) vorkommen. Eine Gemeinsamkeit flir beide
Gruppen ist die Tatsache, dass die Sequenztypen ST88 und ST410 hiufig vorkommen. Bei den
Tierisolaten machen die Sequenztypen zusammen einen Anteil von 33% an der Gesamtpopulation

aus. Bei den Humanisolaten sind es 100%.

6.2 Analyse der Antibiotika-Resistenzgene der Isolate
Die Analyse der Antibiotika-Resistenzgene ist in Abbildung 11 dargestellt. Es wurden Antibiotika-
Resistenzgene gegen acht unterschiedliche Antibiotika-Klassen (Aminoglykoside, Beta-Laktame,

Phenicole, Trimethoprime, Sulfonamide, Tetrazykline, Lincosamide, Makrolide) detektiert.

6.2.1. E. coli-Isolate von Menschen
Bei den Isolaten von Menschen wurden Resistenzgene gegen 7 verschiedene Antibiotikaklassen

entdeckt. Die hochste Anzahl an Resistenzgenen wurde bei dem Isolat TO180 (15) und die geringste
Anzahl beim Isolat TO119 (7) nachgewiesen. Die durchschnittliche Anzahl an Resistenzgenen betrug
11. Alle Isolate trugen mindestens 2 Gene fiir B-Laktamasen wiederfinden. Von 6 Humanisolaten
kodierten 5 Isolate auch fiir TEM-1. Zudem wiesen fast alle Isolate bis auf TO119 und TO152 die

Resistenzgene strd, strB, sull und sul? auf. Jedoch besitzen alle Isolate insgesamt verschiedene
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Resistenzgenmuster.

6.2.2. E. coli-Isolate von Tieren
In dieser Gruppe wurde wie bei den Humanisolaten 7 verschiedene Klassen von Antibiotika

identifiziert. Bei dem Isolat V168 wurden die meisten Resistenzgene (17) und bei Isolat V111 (1) die
geringste Anzahl an Resistenzgene gefunden. Im Durchschnitt kodierte ein Tierisolat ungefahr fiir 10
Resistenzgene. Bei den B-Laktamasen ist die Kombination aus blactx-m-15 und einem blatem-1
dominierend. Dariliber hinaus treten bei sehr vielen Isolaten Resistenzgene gegen Streptomycin,

Sulphonamide und Tetrazyklin auf.

6.2.3. Vergleich von Tier- und Humanisolaten
Beim Vergleich beider Populationen féllt auf, dass 71 % der Isolate eine CTX-M-15-Resistenz

aufweisen. Wenn man sich das Resistenzgenverteilungsmuster genauer anschaut, féllt ein anndhernd
homogenes Muster bei allen Bakterienisolaten mit dem ST410 hinsichtlich der Aminoglykosid-,
Betalaktam-, Phenicol- und Sulphonamidresistenzgene auf.

Alle Isolate von Menschen tragen ein blacrx-m-ESBL-Gen. Es wurden 5 verschiedene ESBL-Gene bei
diesen nachgewiesen: Blacrx-m-15(n=2), blacrx-m-1(n=1), blacrx-m-2 (n=1), blacrx-m-3 (n=1) und blacrx-
m-146 (n=1). Blacrx-m-15 und blacrx-m-14» wurden nur in ST410-Isolaten gefunden, wohingegen bei den
ST88-Isolaten jeweils blacrx-m-1,-2 und -3 vorkamen.

Bei den Isolaten von Tieren kamen im Gegensatz zu den humanen Isolaten 2 verschiedene blacrx-m-
Resistenzgene vor. Blactx-Mm-14b, cTX-M-2 oder crx-mM-3 waren bei keinem einzigen Tierisolat
nachweisbar. Blactx-m-1 wurde zweimal nachgewiesen, blactx-m-15 13-mal. Auffillig ist bei den ST40-
Tierisolaten, dass sie noch ein weiteres (Nicht-ESBL)-Beta-Laktam-Resistenzgen besitzen. 8 Isolate
besitzen zusétzlich das Resistenzgen blaoxa-1. Blatem-18 kommt ebenfalls bei 8 Isolaten von Tieren
und das Gen blatem-1c bei einem tierischen Bakterienisolat vor. Die Isolate V228 und V229, die den
Sequenztyp 1291 besitzen, weisen exakt das gleiche Resistenzgenmuster auf. Das kann als Beleg

dafiir gewertet werden, dass diese beiden Isolate einen gemeinsamen Ursprung haben.
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Abbildung 11 Verteilung von Resistenzgenen innerhalb der Bakterienisolate. Legende: weill: Gen nicht vorhanden, schwarz: Gen vorhanden, V=

Veterinarisolat, H= Humanisolat
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6.3 Virulenzgene
Zusiatzlich zu den Antibiotika-Resistenzgenen wurden die Virulenzgene und phylogenetischen

Gruppen der Isolate ermittelt (Abbildung 12).

Name V111 V163 |V238V273 | V279 | V283 | TOL16] TO119[ TO132 | VI3L | V4O V134 |V130 |V268 |V271 |T0O152 | TO180 |T0184| V168 V228 |V229
SequenztypdsT) 101212 2088 8] 8| 8| 90 [167 | 167 [410 (410 | 410 | 410 | 410 | 410 | 617 [ 1291 | 1291
Ursprung Vao|va jva |va |va |va |H [H |H |va [va [va |v@ |v@ [V [H H O O[H v |y |
Phylogenetische@ruppe A JA [A JA |C |C |C |C |C c |A JA [C [C [C [C C C A |A A
Adhdsine f17A

ofh |

iha
tsh

Toxine memA
mchF
sen

Protektine iss

Eisenaufnahmesystemd ireA
iroN

Stoffwechsel ceb
(ma
gad

astA

Abbildung 12 Virulenzgene der Human- und Tierisolate

Legende: weil}: Gen nicht vorhanden, schwarz: Gen vorhanden, H: Humanisolat, V: Veterindrisolat

6.3.1. E. coli-Isolate von Menschen
Es wurden Virulenzgene der Kategorien ,,Adhdsine®, ,,Toxine* und ,,Stoffwechsel* mit ungeféhr der

gleichen  Anzahl gefunden. Lediglich bei den »Protektinen* und den
»Eisenaufnahmesystemen‘ wurden weniger Treffer identifiziert. Alle untersuchten Isolate weisen das
gad-Gen auf. Das Ipf4-Gen ist als einziges Adhésin bei allen Humanisolaten vorhanden. Bei den
,,Joxinen“ wurde bei den ST88-Isolaten das mchF-Gen identifiziert. Ebenfalls konnte bei diesen
Isolaten das iss detektiert werden, welches als Protektin eine erhdhte Serumresistenz ermoglicht.
Dartiber hinaus verfiigten zwei Drittel der ST88-Isolate iiber die Eisenaufnahmegene ire4 und iroN.

Die ST410-Isolate besitzen keine Eisenaufnahmesysteme.

6.3.2. E. coli-Isolate von Tieren
Bei den Isolaten von Tieren sind, dhnlich wie bei den Isolaten von Menschen die meisten Treffer auf

die Kategorien ,,Adhdsine®, ,,Toxine* und ,,Protektine* zuriickzufiihren. Bei den ST88-Isolaten und
bei V130 (ST410) konnte das Ipf4-Gen detektiert werden. Dariiber hinaus wurden bei den Isolaten
V228 und V229 (beide ST1291) das Adhésingen iha nachgewiesen. Unter den Toxingenen waren das
Gen mcmA bei den Isolaten V228 und V229, bei V238, V273 und V279 das Gen mchF und des
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Weiteren bei den ST88-Isolaten das Gen senB vorzufinden. Einige Isolate mit dem ST 10, alle Isolate
mit den ST88 und ST167 tragen zusitzlich als Protektin das iss-Gen. Bei allen Isolaten kommt gad
als Stoffwechselgen vor.

6.3.3. Vergleich von Bakterienisolaten von Menschen und Tieren
Beim Vergleich beider Populationen fallt auf, dass bis auf die Isolate V268 und V271 das Ipf4-Gen

bei allen Isolaten mit dem ST410 vor. Dagegen besitzen alle ST88-Isolate das IpfA-Gen. Zudem ist
auch das iss-Gen bei allen Isolaten mit dem ST88 enthalten. Das Gen gad kommt sowohl bei allen
Isolaten von Menschen als auch allen Isolaten von Tieren vor.

Beim Vergleich zwischen Human- und Tierisolaten ist ein wesentlicher Unterschied, dass das IpfA-
Gen bei allen Humanisolaten vorkommt, jedoch bei den Tierisolaten nur das Isolat V130 dieses

Virulenzgen besitzt.
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6.4 Plasmidprofil

Von den 21 E. coli-Isolaten wurden die Anzahl und GroBe ihrer Plasmide durch PFGE-Analyse

ermittelt, nachdem die Plasmid-DNA mittels S1-Nuklease linearisiert wurde. Durch den Vergleich
mit einem DNA-Marker, bei dem die Grof3e der Banden bekannt ist, kann aus der elektrophoretischen
Beweglichkeit der jeweiligen Plasmide ihre Grofle bestimmt werden. Als GroBBeneinheit verwendet
man Kilobasenpaaren (Kbp). In Abbildung 13 ist beispielhaft veranschaulicht, wie fiir bestimmte
Isolate das entsprechende Bandenmuster aussieht. Alle anderen Originalabbildungen sind im Anhang

dargestellt.

Salmonellen Lambda V40 V131 V268 V271 V273 Lambda

—— _— e

- —— e - T

N, T — e »

Abbildung 13 Pulsfeldgelektrophorese mit Salmonellen- und Lambdamarker (Isolate: V40, V131,
V268, V271 und V273)
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Uber den CGE-Server wurden die Plasmid-Inkompatibilititsgruppen der Isolate bioinformatorisch

bestimmt.

Tabelle 14 Plasmidprofil der Human- und Tierisolate (V: Veterindrisolat, H: Humanisolat)

Isolat | CTX- ST Ursprung | FIA [ FIB |FIC |FIl {11 [N |Y | Ql | X4 | Plasmide
M- (Anzahl;
Subtyp Grof3e in

kbp)

Vil |1 10 |v + 120, 100,

62, 39

V163 |1 10 |v + | 85,40

V238 |15 10 |v B B 150, 95,

61
V273 |15 10 |v B B 153, 126,
94

V279 |15 88 |V I I I I 169

V283 |15 88 |v 165

TO116 | 2 88 | H [ [ 205, 163,

39, 18

70119 | 1 88 |H + 141,112

70132 | 3 88 | H | | 129, 112,

82
V131 |15 90 |V + |+ + 152
vao |15 167 |V I ' [T |} 152, 96,

45,17

V134 |15 167 |V + |+ |+ 125

V130 |15 410 |V + |+ 111, 93

V268 |15 410 |V + |+ [+ |+ + |+ 124,104

V271 |15 410 |V I T § ] + 116, 106

70152 | 15 410 |H + |+ + 124, 90

70180 | 15 410 |H + |+ + 112, 95

70184 [14b | 410 |H + 122,109

V168 |15 617 |V I 1§ 1} 160, 145,

80

v228 |15 1291 | Vv " B i 160, 91

V229 |15 1291 [V Y[R ¥ + 160, 91

Alle Isolate wiesen IncF-Plasmide auf. Hierbei ist bei sechs Isolaten (V279, V283, V268, V271 und
V168) die Plasmidkombination IncFIA/FIB/FIC/FII zu beobachten. Diese Kombination kommt nur
bei den Tierisolaten vor, jedoch in unterschiedlichen Sequenztypen. All diese Isolate haben auch eine
CTX-M-15-Resistenz.  Bakterienisolate mit gleichen Plasmidkombination wurden in
unterschiedlichen Farben hervorgehoben (siehe Tabelle 12).

Wenn man die Inc-Gruppen und die Plasmidprofile betrachtet, fallt auf, dass die Isolate V228 mit
V229 und V279 mit V283 ein dhnliches Muster aufweisen. Das Isolat V163 besitzt als einziges ein
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IncX4-Plasmid.

6.5 Konjugation

Die Tabelle 13 zeigt das Ergebnis der Konjugation der ausgewihlten Bakterienisolate mit dem Stamm
E. coli J53 als Rezipient. Als Positivkontrolle dient der Stamm E. coli H16. Dieser Stamm tragt
blacrx-m-1-kodierendes Plasmid und wurde von Frau Dr. Judith Schmiedel bearbeitet und
charakterisiert. Als Negativkontrolle wurde E. coli J53 ohne Zugabe eines Donors verwendet. Die
Konjugationseffizienz der einzelnen Bakterienisolate wurde berechnet, um das Ausmal} der

Ubertragbarkeit der CTX-Resistenz quantifizieren zu kénnen. Hierbei wird folgende Formel

herangezogen: Konjugationseffizienz=

Anzahl an Transkonjunganten

Anzahl an Bakterien vom Stamm J53

Tabelle 15: Konjugationseftfizienz der verwendeten Isolate bei 37°C

Stamm Ursprung | CTX-M-Subtyp | ST Konjugationseffizienz
V40 \% 15 167 4,84x 106
V111 A" 1 10 2,44x101
V130 v 15 410 0

V131 A" 15 90 0

V134 \Y 15 167 2,03x10°
V163 \% 1 10 1,87x107?
V168 A" 15 617 1,30x10°
V228 A" 15 1291 3,98x107
V229 A% 15 1291 7,76x103
V238 A" 15 10 0

V268 \Y 15 410 0

V271 A" 15 410 0

V273 A" 15 10 5,14x10°7
V279 A" 15 88 2,28x107
V283 \Y 15 88 8,37x10®
TO116 H 2 88 0

TO119 H 1 88 2,16x10©
TO132 H 3 88 0

TO152 H 15 410 0

TO180 H 15 410 5,18x 10°
TO184 H 14b 410 5,06 x 10”7
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Wie in Tabelle 13 dargestellt, ist zu erkennen, dass die Bakterienisolate V228, V229 (beides Isolate
mit dem ST1291), V111 und das Isolat V163 die hochsten Konjugationseffizienzen bei 37 °C
aufweisen. Bei den Humanisolaten sind die Konjugationseffizienzen vergleichsweise gering bzw.
haben den Wert 0, was bei TO152, TO116 und TO132 der Fall ist. Das bedeutet, dass keine

Konjugation unter den verwendeten Bedingungen stattgefunden hat.

6.6 Virulenz im Galleria mellonella Modell

Die Larven von Galleria mellonella wurden einer mittleren Infektionsdosis von 10° Kolonie
bildenden Einheiten (KbE) der 21 ESBL-kodierenden Bakterienisolate ausgesetzt. Hierbei hat man
jeweils mit einem Isolat 10 Larven in je 3 Versuchen infiziert. Die Uberlebensrate der Larven wurde
iiber 6 Tage nach der Infektion beobachtet und dokumentiert. Die Testergebnisse sind in den
Diagrammen (sieche Anhang) und in Tabelle 14 zusammengefasst. Anhand der Abbildung 14 mit den
Isolaten des ST10 soll demonstriert werden, wie die Uberlebensrate dargestellt wurde. Auf der x-
Achse sind die Tage post infectionem aufgetragen, auf der y-Achse ist die Uberlebensrate in %
abgebildet. Als Kontrollstamm dient E. coli MG1655. Zusitzlich gibt es eine weitere Kontrolle mit
Larven, denen nur PBS-Puffer injiziert wurde. Bei den Isolaten des ST10 fallt auf, dass Isolat V163
avirulent ist, bei V111 30 % der Isolate versterben und nach einem Tag bei Isolat V238 alle Isolate

verstorben sind.

100 - < < < = =
—8— Kontrolle
80 & \ (PBS)
—li—MG1655
.. 60
Uberlebensrate \ V111
0, *
[%] 40
\ V163
20
\' ——V238
0 H H > 3 H > 3
0 1 2 3 4 5 6
Tage p.i.

Abbildung 14 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion mit ESBL-

produzierenden E. coli-Isolaten. Dargestellt sind die Ergebnisse der Tierisolate V111, V163, V238, V273. E. coli
MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-Puffer als Negativkontrolle.
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6.6.1. E. coli Isolate von Menschen

Von den 6 Humanisolaten zeigen die Isolate TO116, TO132, TO180 und TO184 einen larviziden
Effekt von 100%. Dabei verstarben die Larven durch Infektion mit TO116 und TO132 nach 1,3 Tagen,
wohingegen die Larven durch TO180 und TO184 nach einem Tag nicht mehr iiberlebten. Einen
vergleichsweise leicht reduzierteren larviziden Effekt weisen die Bakterienisolate TO119 und TO152

mit 96,7% bei einer Uberlebensdauer der Larven von 2 Tagen auf.

6.6.2. E. coli Isolate von Tieren

Bei den 15 untersuchten Tierisolaten ergab sich bei 8 Bakterienstimmen (V40, V131, V134, V228,
V229,V268, V273 und V279) ein larvizider Effekt von 100%. Die Bakterienisolate V40, V134, V228,
V268 und V273 toteten nach einem Tag alle Larven. Nach einer Infektion mit den Stdmmen V131,
V229 und V279 betrug die Uberlebensdauer der Larven jeweils 1, 0,7 und 1,6 Tage.

Einen dhnlich hohen larviziden Effekt weisen die Bakterienisolate V130 mit 93 % und V283 mit
83,3 %. Die Uberlebensdauer bei V130 betrug 93 %, bei V283 liegt sie bei 6 Tagen. Weitaus geringer
sind die larviziden Effekte der Bakterienisolate V111, V168, mit 33 % und 40 %. Bei einer Infektion
mit den Bakterienisolaten V238 und V271 iiberlebten die Larven 2 Tage. Bei V168 iiberlebten die
Larven mit 5 Tagen und V111 mit 6 Tagen wesentlich lidnger. Als einziges apathogenes

Bakterienisolat hat sich V163 erwiesen, wo keine Larve verstarb.
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Tabelle 16 Herkunft, kodierter ESBL-Subtyp, eingesetzte Infektionsdosis im Galleria mellonella-Modell und der daraus resultierende larvizide Effekt

der Human- und Tierisolat

Isolat Material CTX-M | Phylo- Sequenz- Anzahl der Virulenz- und Infek- Mittlere Uberlebenszeit Larvi
Gruppe | typ virulenzassoziierten Gene tionsdosis der Larven (Tage) zider
(KBE/Larve) Effekt
(%)
V40 Kalb (Kot) 15 A 167 3 7 x 10° 0 100
V111 Pferd (Kot) 1 A 10 1 5,8x10° 6 33
V130 Hund (Fistel) 15 C 410 2 9,9 x10° 5,7 93
V131 Huhn (unbekannt) 15 C 90 2 1,1x 108 1 100
V134 Hund (Nase) 15 A 167 2 1x108 0 100
V163 Ferkel (Kot) 1 A 10 1 8,6 x10° 6 0
V168 Kalb (Kot) 15 A 617 4 7,8 x10° 5 40
V228 Pferd (Kot) 15 A 1291 4 8,8x10° 0 100
V229 Pferd (Kot) 15 A 1291 4 8,5x10° 2,3 100
V238 Pferd (Kot) 15 A 10 6 9,1x10° 2 100
V268 Pferd (Kot) 15 C 410 1 1,1x10°6 0 100
V271 Pferd (Kot) 15 C 410 1 9,9x10° 2 100
V273 Pferd (Kot) 15 A 10 6 8,4 x10° 0 100
V279 Hund (Urin) 15 C 88 5 106 0,7 100
V283 Hund (Urin) 15 C 88 4 9,1x10° 6 83,3
TO116 Mensch (Blutkultur) | 2 C 88 7 7,3x10° 1,3 100
TO119 Mensch (Blutkultur) | 1 C 88 4 3,3x10° 2 96,7
TO132 Mensch (Blutkultur) | 3 C 88 7 4,5x10° 1,3 100
TO152 Mensch (Blutkultur) | 15 C 410 2 6,4 x 10° 2 96,7
TO180 Mensch (Blutkultur) | 15 C 410 2 7,6 x 10° 0 100
TO184 Mensch (Blutkultur) | 14b C 410 2 8,4 x10° 0 100
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6.7 Risikofaktoren fiir einen hohen larviziden Effekt

Gewisse Faktoren, die fiir einen hohen larviziden Effekt verantwortlich waren, wurden mittels einer
Cox-Regressionsanalyse hinsichtlich ihres Zusammenhangs mit einer erhdhten Virulenz analysiert.
Dazu zéhlten Vorhandensein der Virulenzgene, die Sequenztypen, der jeweilige CC und das Gen Ipf4
als positive Variablen. Die mittlere Uberlebenszeit der Larven wurde fiir die Berechnung des
larviziden Effekts der E. coli-Isolate benutzt. Die statistische Auswertung wurde von Frau Dr. Anita
Windhorst aus dem Insitut fiir medizinische Informatik der JLU GieBen durchgefiihrt. Als Programm
fiir die Cox-Regressionsanalyse wurde das Programm Survival analysis verwendet. Dieses Programm
basiert auf dem Statistikprogramm R (Version 3.3.2). Mittels einer multinomialen logistischen
Regression wurde ermittelt, ob bestimmte Variablen, wenn sie in einer gewissen Kombination
vorkamen, einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Larviziditdt haben. Als Mal fir die
Virulenz zahlen die sogenannte Hazard Rate und die Hazard Ratio.

Die Hazard Rate gibt das Risiko zu versterben, innerhalb einer bestimmten Zeit, was in diesem
Versuch innerhalb von Tagen berechnet wurde. Bei einer Hazard Ratio (HR) werden verschiedene

Hazard Raten miteinander verglichen. Hierbei gilt folgendes:

HR =1 — kein Unterschied zwischen zwei Gruppen
HR > 1 — das Risiko fir eine beobachtete Gruppe ist hoher, innerhalb einer bestimmten Zeit zu
versterben, als in der Vergleichsgruppe

HR > 1 — Risiko ist fur die beobachtete Gruppe geringer als in der Vergleichsgruppe
Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst:

Tabelle 17 Einfluss bestimmter Variablen auf die Larviziditit (Hazard-Ratio)
Gepriifte Variable | Hazard Ratio 95% p-Wert (p < 0,001)

Konfidenzintervall fur

das Hazard Ratio

CCz23 3,91 3,18-4,81 0
Phylogruppe C 2,8 2,36-3,33 0
IpfA 39,92 20,31-78,47 0
iss 28,64 14,55-56,35 0

Diese Tabelle zeigt, dass die Virulenzgene Ipf4 und iss mit Hazard-Ratios von 39,92 und 28,64 einen
groBen Einfluss auf die Larviziditidt haben. Auch die Zugehorigkeit zu dem CC23 fiihrt zu einem
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erhohten larviziden Effekt. Allerdings ist dort die Hazard-Ratios 3,91 im Vergleich zu den
Virulenzgenen deutlich geringer. Damit ist der Einfluss der Virulenzgene auf die Larviziditét groer

als die Zugehorigkeit zum CC23.

6.8 Stammbaum

Der Stammbaum (Abbildung 13) stellt die Verwandtschaftsverhédltnisse unter den Bakterienisolaten
aus 4 verschiedenen Urspriingen dar, ndmlich aus Nutztieren, Haustieren und menschlichen
Blutkulturen. Wenn man einen Blick auf die Sequenztypen wirft, fillt eine sehr nahe Verwandtschaft
zwischen einigen Human- und Tierisolaten mit dem ST410 auf. Dariiber hinaus sieht man bei den
Isolaten mit dem ST10, dass einige Isolate vereinzelt sehr nah miteinander verwandt sind. Als
Beispiele sind die Isolate V273 und V238 bzw. H122 und H92 anzufiihren. Jedoch stellt man beim
ST10 fest, dass die Isolate eine heterogene Gruppe bilden. Das heiflt, dass die Isolate einen
gemeinsamen Ursprung haben, sich jedoch voneinander unterscheiden im Gegensatz zu den Isolaten
mit dem ST 410. Im Gegensatz zu ST410 sind ST10-Isolate aus Tier und Mensch nicht so nah

verwandt. Das kann aus dem groBeren Abstand im Stammbaum geschlossen werden.
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Abbildung 15 Stammbaum der in dieser Arbeit untersuchten Isolate mit Referenzisolaten.

Bei der phylogenetischen Analyse wurden auch die SNPs analysiert. Diese sind tabellarisch nach
Sequenztypen (siche Abbildung 15) geordnet zusammengefasst. Bei den SNPs ist zundchst zu
erkennen, dass bei jedem einzelnen Sequenztyp die Isolate eine dhnliche Anzahl an SNPs aufweisen.
Zudem fillt auf, dass die Sequenztypen ST88 und ST410 iiber dhnlich viele SNPs verfiigen. Dies

konnte auf einen moglichen gemeinsamen Ursprung hindeuten.
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Tabelle 18 Darstellung der SNP-Zahlen im Vergleich zu E. coli MG1655

Isolat ST CTX-M- Ursprung SNPs zu E.
Subtyp coli MG1655

MG1655 | 10 1 V 0
V111 10 1 \Y 6465
V273 10 15 \Y 8503
H92 10 15 H 8696
H122 10 15 H 6489
V238 10 15 Vv 8511
V163 10 1 \Y 14019
V283 88 15 V 44191
TO116 88 2 H 44205
TO132 | 88 3 H 44525
TO119 88 1 H 44203
V279 88 15 Vv 44188
V131 90 15 Vv 43929
H130 90 15 H 44707
V134 167 | 15 Vv 11032
V40 167 | 15 Vv 7561
TO180 410 | 15 H 43977
RS153 410 | 15 H 44228
RS119 410 | 15 H 44230
RS288 410 | 15 H 44037
V271 410 | 15 V 44228
TO152 410 | 15 H 44321
RS254 410 | 15 H 43886
V268 410 | 15 V 44237
TO184 410 | 14b H 44251
V130 410 | 15 V 44225
24 410 | 15 H 43832
RS271 617 | 15 H 24931
V168 617 | 15 V 24945
V228 1291 | 15 V 7708
V229 1291 | 15 V 7710
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6.9 Mcr-1-produzierende Isolate

Colistin ist ein Polypeptid und gilt als ein Reserveantibiotikum, welches bei Infektionen mit
multiresistenten Gram-negativen Stibchenbakterien, bei multiresistenten Acinetobacter baumannii
und bei Atemwegsinfektionen mit Pseudomonas aeruginosa zum Einsatz kommt.

Durch eine chinesische Arbeitsgruppe wurde im Jahre 2015 ein neuartiges, Plasmid-lokalisiertes
Colistin-Resistenzgen publiziert, welches mcr-1 benannt worden ist, aus einem Escherichia coli-
Isolat vom Schwein nachgewiesen (Liu et al., 2016). Diese Entdeckung galt als bahnbrechend, da
zuvor nur Resistenzen gegen Colistin durch chromosomale Mutationen entstanden sind. Aufgrund
der Arbeit von Liu et al., 2016 begaben sich weitere mikrobiologische Institute weltweit auf die Suche
nach der Plasmid-vermittelten Resistenz gegen Colistin. In dieser Dissertation wurden alle 21 Isolate
und auch weitere Isolate der Ganzgenom-sequenzierten Bakterienstammsammlung des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie auf das mcr-1-Gen gescreent. Aus den 21 zu analysierenden
Bakterienisolaten kam das Resistenzgen im Tierisolat V163 vor. Insgesamt konnten im Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie der JLU Gieflen in weiteren acht Isolaten aus Tier, Mensch und
Nahrungsmitteln das mcr-1-Gen als erstes Institut in Deutschland nachgewiesen werden (Falgenhauer

etal., 2016).

6.9.1. Plasmidprofil und MHK

Zur Charakterisierung der mcr-1-kodierenden Isolate wurde zum einen die minimale
Hemmkonzentration gegeniiber Colistin mit drei unterschiedlichen Methoden (Makrodilution, E-
Test, VITEK) bestimmt, zum anderen die Anzahl und Grof3e der Plasmide in diesen Isolaten

bestimmt (siche Tabelle 17).
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Tabelle 19 Plasmidprofil, MHK und Interpretation der MHK der mcr-1-kodierenden Isolate

Isolat Ursprung Makrodilution E-Test VITEK Inc-Gruppe  Plasmide (Anzahl; Grofle in kbp)
V163 A% 4 mg/L (R) 2mg/L (S) 2mg/L (S) X4 85, 40

R253 v 8 mg/L (R) 4 mg/L (R) 8mg/L HI2 210, 111, 66, 35

NRZ14408 H 4 mg/L (R) 2mg/L (S) 2mg/L (S) HI2 210, 26

112065 A% >16 mg/L (R) 6mg/L(R) >l6mg/L (R) HI2 225,195, 135, 105, 50, 30

RL145 A% 8 mg/L (R) 3mg/L (R) 2mg/L (S) X4 156, 120, 102, 75, 62, 35

RL158 A% 8 mg/L (R) 3mg/L (R) 2mg/L (S) X4 196, 125, 35

RL465 \" 4 mg/L (R) 3mg/L (R) 2mg/L (S) Chromosomal 158, 95, 44

RL138 A" >16 mg/L(R) 3 mg/L(R) 2mg/L (S) HI2 221, 196, 98

142669 v >16 mg/L(R) 6 mg/L(R) >16mg/L (R) HI2 240, 196, 152, 99, 65
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Hierbei zeigt es sich, dass sich unter Verwendung unterschiedlicher Methoden die MHK sehr stark
unterscheidet. Nach EUCAST werden alle Isolate, die eine MHK von >2mg/L gegeniiber Colistin
zeigen, als resistent bezeichnet. Bei Verwendung der Makrodilution wiirden alle getesteten Isolate
als resistent klassifiziert werden, wohingegen im E-Test nur 7/9 Isolaten als resistent bezeichnet
wiirden. Dies stellt sich in der Untersuchung der MHK mittels VITEK sogar noch extremer dar, hier
wiren nur 3/9 Isolaten als resistent klassifiziert. Diese Ergebnisse zeigen, dass nur die
Makrodilution alle mcr-1-kodierenden Isolate als Colistin-resistent klassifiziert und somit keine
falsch-negativen Aussagen ergibt. Diese Ergebnisse decken sich mit den Empfehlungen des
EUCAST/CLSI, welches besagt, dass Colistin-Resistenz nur in Mikro- oder Makrodilution ermittelt
werden kann
(www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST files/General documents/Recommendations
_for MIC determination of colistin March 2016.pdf).

Die Anzahl der Plasmide in den mcr-1-kodierenden Isolaten ist sehr stark unterschiedlich, sie liegt
zwischen zwei und sechs Plasmiden. Auch die Grofen der Plasmide sind stark unterschiedlich, sie

liegen zwischen 26 und 240 kbp.
6.9.2. Konjugation (Mcr-1)

Die vorliegenden Daten =zeigen die Konjugation der ausgewihlten mcr-I-kodierenden
Bakterienisolate mit dem Stamm E. coli J53 als Rezipient. Als Positivkontrolle dienten die Stamme
E. coli V163 und R253 und als Negativkontrolle J53. Die Konjugationseffizienz der einzelnen
Bakterienisolate wurde berechnet, um das AusmaB der Ubertragbarkeit der Colistinresistenz
quantifizieren zu konnen. Die Konjugationseffizienz wurde nach obiger Formel berechnet (siche Kap.
5.5).

Tabelle 20 Konjugationsetfizienz der mcr-1-kodierenden Isolate

Stamm Inc-Typ Konjugationseffizienz (37°C) | Konjugationseffizienz
(RT)

112065 HI2 3,11x10® 3,36 x107?

NRZ14408 | HI2 2,33x10°7 0

RL465 Chromosomal | 0 0

142669 HI2 9,58x10°’ 1,98x108

R253 HI2 Nicht durchgefiihrt 4,84x107

V163 X4 5,53 x 103 3,60x10

RL138 HI2 5,92x10”7 2,85x103

RL145 X4 1,20x103 Nicht durchgefiihrt

RL158 X4 6,02x10* Nicht durchgefiihrt
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Die Konjugation wurde, wie der Tabelle 20 zu entnehmen ist, bei den meisten Isolaten sowohl in
Raumtemperatur als auch bei 37 °C durchgefiihrt. Ausgenommen sind die Isolate R253, RL145 und
RL158. In Tabelle 19 sind die Konjugationseffizienzen bei 37 °C und in Raumtemperatur
zusammengefasst. Unter den mcr-1 positiven Bakterienisolaten weisen die Isolate 112065 und R253
die hochste Konjugationseffizienz auf. Das Isolat NRZ14408 hat eine sehr niedrige
Konjugationseffizenz. Beim Isolat RL465 hat keine Konjugation der Colistinresistenz auf E. coli J53
stattgefunden. Von den Transkonjuganten wurde ebenfalls die MHK mittels der oben genannten

Methoden und die Plasmid-Anzahl und -Gr6f3e bestimmt.

Tabelle 21 Colistin-MHK-Bestimmung mittels Makrodilution, E-Test und VITEK und
Plasmidprofil der Transkonjuganten.

Transkonjugant von | Inc-Typ | Makrodilution | E-Test | VITEK | Plasmide [GroRe in kbp]
V163 X4 4 mg/L 2mg/L | 2mg/L | 35 (RT + 37 °C)
R253 HI2 8 mg/L 4mg/L | 2mg/L |35 (RT + 37 °C)
NRZ14408 HI2 4 mg/L 2mg/L | 2mg/L | 210 (RT)
112065 HI2 >16 mg/L 2mg/L | 2mg/L | 225 (RT + 37 °C)
RL145 X4 8 mg/L 3mg/L | 2mg/L | 35 (RT + 37 °C)
RL158 X4 8 mg/L 3mg/L | 2mg/L |35 (RT + 37 °C)
RL138 HI2 >16 mg/L 3mg/L |2mg/L | 221 (RT)
142669 HI2 >16 mg/L 2mg/L | 2mg/L | 240, 196, 152, 99 (bei
RT)
240 (37 °C)

Alle Isolate bis auf RL465 sind in der Lage, ihre Plasmide mittels Konjugation auf den Laborstamm
E. coli 153 zu tibertragen. Allerdings ist eine Konjugation des mcr-1-Gens (der Colistin-Resistenz)
bei den Isolaten NRZ14408 und RL138 nur bei Raumtemperatur mdglich. Bei 142669 sieht es bei
dem Transkonjuganten bei RT so aus, als ob ein Wildtyp-Isolat gepickt worden wire (enthilt die
identische Anzahl an Plasmiden).

Bei der Bestimmung der MHK zeigen sich bei den drei verwendeten Methoden wie auch bereits in
Abschnitt 0 gezeigt, deutliche Unterschiede. Mittels VITEK-Bestimmung wére nicht einer der
Transkonjuganten als Colistin-resistent eingestuft, wohingegen bei der Makrodilution alle
Transkonjuganten als Colistin-resistent eingestuft wéren.

Bei RL465 befindet sich das mcr-1-Gen im Chromosom. Daher wurde kein Konjugationsversuch

durchgefiihrt.
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7. Diskussion

Wihrend der letzten Jahre ist eine schnelle Ausbreitung multiresistenter ESBL-produzierender
Enterobacteriaceae zu beobachten. Dies ist nicht ausschlieflich ein Problem der Humanmedizin.
Auch in der Tiermedizin werden sie hiufig in Isolaten nachgewiesen, die von Tieren stammen. Eine
Erkldrung fiir die Ausbreitung von Multiresistenzen durch die Ubertragung mobiler genetischer
Elemente wie z. B. Plasmide. Sie konnen Antibiotikaresistenzen innerhalb von Bakterienspezies

durch horizontalen Gentransfer rasant verteilen. ESBLs sind tiblicherweise im Plasmid lokalisiert.

7.1. Genombasierte Analysen
21 ausgewihlte CTX-M-1-, CTX-M-2-, CTX-M-3-, CTX-M-14b und CTX-M-15-produzierende E.

coli-Isolate von Heimtieren (Hunden, Katzen) und von Patienten wurden eingehender hinsichtlich
Verwandtschaft (MLST), Plasmiden und deren FEigenschaften sowie Virulenzeigenschaften
untersucht. Dariiber hinaus wurde ihre Virulenz in Infektionsversuchen mit der groBen Wachsmotte
Galleria mellonella getestet.

Wenn man die MLSTs der Isolate betrachtet, féllt eine heterogene Gruppe auf. Es wurde eine Vielzahl
an STs beobachtet. Es fallen sogar zwischen Human- und Tierisolaten hinsichtlich ihrer STs
Uberschneidungen auf. Zwei STs konnten sowohl bei Human- und Tierisolaten nachgewiesen werden
(ST88 und ST410). Das konnte bedeuten, dass ein Austausch dieser Isolate zwischen den Habitaten
stattgefunden haben konnte. Wenn man den Stammbaum genaue betrachtet, fillt eine nahe
Verwandtschaft zwischen ST88 und ST410 auf.

Die Untersuchung der Human- und Tierisolate hinsichtlich Plasmidanzahl und -grof3e sowie Inc-
Gruppen fiihrte zu folgenden Resultaten: Beim Isolat V163 konnte als einziges das Plasmid IncX4
nachgewiesen werden. Alle Tierisolate mit der Plasmidkombination IncFIA/FIB/FIC/FII hatten auch
eine CTX-M-15-Resistenz. Diese Beobachtung konnte auch in einer Analyse bei Falgenhauer et al.

gemacht werden (Falgenhauer et al., 2014).

7.2 Galleria mellonella-Versuche
Bei der Analyse von Verteilung und Anzahl identifizierter Virulenzfaktoren und virulenzassoziierten

Faktoren macht sich eine deutlich héhere Anzahl dieser inlsolaten der phylogenetischen Gruppe C
mit dem CC88 bemerkbar. Dort kommen im Schnitt 6 Virulenzfaktoren im Vergleich zu Isolaten der
phylogenetischen Gruppe A mit lediglich 3 Virulenzfaktoren vor. Bei Isolaten der Phylogruppe C
konnte zu 75% das Ipf4-Gen (long polar fimbriae A) nachgewiesen werden. Uber das plfA-Protein
wird eine Adhésion der Bakterien an die Zellwand der Enterozyten vermittelt. Dariiber hinaus féllt
bei allen Isolaten mit dem ST88 eine Prasenz des Virulenzgens iss auf, welches eine Serumresistenz

vermittelt.
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In einem Tiermodellversuch mit G. mellonella wurde die phénotypische Virulenz der Isolate getestet.
Zwischen dem Immunsystem von G. mellonella und dem angeborenen Immunsystem von
Sdugetieren gibt es viele Ahnlichkeiten. Es bestehen homologe Eigenschaften wie humorale und
zellulaire Abwehrmechanismen. Zur Aufnahme von Krankheitserregern verfiigt G. mellonella iiber
Hamozyten. Diese Zellen toten Bakterien durch die Produktion von Sauerstoffradikalen genauso wie
neutrophile Granulozyten von Sdugetieren (Hoffmann, 1995). Aufgrund dieser Eigenschaft eignet
sich dieses Modell besonders zur Beurteilung von bakteriellen Infektionen bei Neugeborenen,
Frithgeborenen und Patienten, die immunsupprimiert sind. Gerade bei immunsupprimierten Patienten
besteht ein hohes Risiko fiir nosokomialen Infektionen mit multiresistenten Erregern, insbesondere
ESBL-Produzenten (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2002). Deshalb wurde in dieser Arbeit
die Virulenz ESBL-produzierender E. coli-Isolate analysiert. Letztlich sollten Faktoren nachgewiesen
werden, die eine hohere Virulenz hervorrufen.

Zunichst wurde versucht, eine Korrelation zwischen der Zahl der Virulenzfaktoren mit dem
beobachteten larviziden Effekt in G. mellonella herzustellen. Die Hypothese war, dass Isolate mit
mehr Virulenzfaktoren auch einen ausgeprégteren larviziden Effekt haben. Isolate mit einer gro3en
Anzahl an Virulenzfaktoren sind laut Williamson et al. in der Lage, G. mellonella-Larven schneller
und in groBerer Zahl zu toten. Dies konnte in dieser Arbeit nicht belegt werden. Es konnten zwar
einige Isolate mit vielen Virulenzfaktoren die infizierten Larven innerhalb der ersten 24 h toten. Ein
Teil der Isolate, die weniger Virulenzfaktoren tragen, zeigten auch einen geringeren larviziden Effekt.
Allerdings traten in beiden genannten Gruppen auch Ausnahmen auf. Bakterienisolate mit wenigen
Virulenzfaktoren waren auch fahig, viele Bakterien innerhalb eines Tages zu toten, wohingegen bei
einigen Isolaten mit vielen Virulenzfaktoren der larvizide Effekt vergleichsweise geringer ausgeprigt
war.

In einem anschlieBenden Schritt wurde mit Hilfe der Cox-Regression versucht, Faktoren zu finden,
die zu einem hoheren larviziden Effekt beitragen. Hierbei erwiesen sich Parameter wie Zugehorigkeit
zum CC23 sowie das Vorhandensein vom Adhésionsgen /pf4 als entscheidend. Gallerien, die von
Bakterien mit dem Virulenzgen /pf4 infiziert wurden, verstarben mit einem 39,9-fach erhéhten Risiko
als ohne dieses Gen. Wenn die Isolate dem CC 23 angehorten, erhdhte sich das Risiko um 3,91 fiir
die Larven, zu versterben. Bei Isolaten mit der Phylogruppe C betrug die Hazard Ratio 2,8.

Bei den Isolaten V111, V163 und V168 wurde der geringste larvizide Effekt beobachtet. Das kann
auf der Tatsache beruhen, dass alle drei Isolate nicht der phylogenetischen Gruppe C angehdren und
nicht das Adhisingen /pf4 besitzen.

Insgesamt ermoglicht das G. mellonella-Modell eine gute Beurteilbarkeit der Virulenz von ESBL-E.
coli. Moglicherweise konnten Risikofaktoren (Prasenz der Virulenzgene IpfA4, iss, Zugehorigkeit zum

CC23) entdeckt werden, die eine Prognose iiber die phénotypische Relevanz erlauben. Zur
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Bestdtigung dieser Theorie sind jedoch weiterfiihrende Exerpimente zwingend erforderlich. Zunéchst
muss eine groflere Anzahl von Isolaten auf das Vorhandensein der entsprechenden Risikofaktoren
gescreent und anschlieBend im G. mellonella-Modell getestet werden. Allerdings resultiert der
larvizide Effekt eventuell nicht immer nur durch die identifizierten Risikofaktoren. Es miissen auch
Faktoren beriicksichtigt werden, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden bzw. unbekannt sind.
Ein Vorteil dieses Verfahrens ist die direkte Testung der Isolate in einem in einem lebenden Modell.
Diese Bedingungen kdnnen in vitro nicht ausreichend nachgestellt werden. Durch das beobachtete
Verhalten des Isolates in der Larve kann eine mogliche Infektion in Mensch oder Séugetier besser
eingeschitzt werden. Durch ein Abfragen potenzieller Virulenzfaktoren mittels PCR oder
Ganzgenomsequenzierung kann solch eine Erkenntnis nicht gewonnen werden.

Mit Hilfe dieser Studie konnte bewiesen werden, dass durch eine simultane Durchfiihrung beider
Methoden Risikofaktoren identifiziert werden konnen, die einen stirkeren larviziden Effekt bei G.
mellonella auslosen konnen. Kiinftig konnen diese Ergebnisse dann fiir die Anwendbarkeit in einem
Vertebraten-Tiermodell niitzlich sein. Hierdurch kénnen ESBL-E. coli-Infektionen beim Menschen

besser beurteilt werden.

7.3. Charakterisierung mcr-1-kodierender Isolate
Colistin ist ein kationisches, basisches Polypeptidantibiotikum, welches bereits seit den spiten

1940er- Jahren bekannt ist. Aufgrund einer stetigen Zunahme multiresistenter Gram-negativer
Bakterien wie z.B. Enterobacteriaceae, kam Colistin als Reserveantibiotikum immer mehr zum
Einsatz (Andrade et al. , 2020). Durch Wechselwirkung mit negativ geladenen
Lipopolysaccharidmolekiilen der AuBenmembran entfaltet dieses Antibiotikum seine Wirkung. Es
werden zweifach positive geladene Kationen, wie z.B. Mg?* und Ca?" von den Phosphatgruppen der
Membranlipide verdrdangt und somit die Durchlédssigkeit der Bakterienzellmembran gefordert. Dies
fiihrt letztlich zum Austritt intrazelluldrer Substanzen und infolgedessen zum Tod der Bakterien
(Hancock et al. , 1997).

Gram-negative Bakterien haben {iber die Zeit Resistenzmechanismen gegen Colistin entwickelt.
Diese beinhalten intrinsische, adaptive und iibertragbare Mechanismen (Munita et al., 2016).
Intrinsische Resistenzmechanismen beziehen sich auf eine Verdnderung der Lipopolysaccharide
durch Bindung von Aminozuckern oder einer iibermafligen Synthese von Auflenmembranproteinen.
Adaptive Resistenzmechanismen betreffen eine Aktivierung von LPS-verdndernden Operons durch
Mutation von Zweikomponentensystem wie beispielsweise dem PmrA/PmrB- und dem Pho/phoQ-
System oder der Expression von Effluxpumpen (Olaitan et al., 2014). Die Regulationsmechanismen

sind in der Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16 Regulationswege in Gram-negativen Bakterien zur Modifikation von
Lipopolysacchariden

Seit der Entdeckung des mcr-1 Gens in China im Jahre 2015 (Zhi et al. , 2016), welches eine Plasmid-
vermittelte und somit iibertragbare Resistenz gegen das Reserveantibiotikum Colistin darstellt, hat
sich die Problematik mit multiresistenten Erregern verschirft. Bislang waren lediglich chromosomale
Mutationen, die fiir eine Resistenz gegen Colistin verantwortlich sind, bekannt. Da die meisten dieser
multiresistenten E. coli in China bei Schweinen entdeckt wurden, ist dies einer unangemessene
Anwendung von Colistin in der Veterindrmedizin zuzuschreiben. Dass in der Arbeit von Liu et al.
auch mcr-1-positive Isolate aus Menschen gefunden wurden, beweist eine mdgliche stattgefundene
Ubertragung von dem Resistenzgen auf humane Bakterienisolate. Zudem konnten Wang et al. zeigen,
dass dieses Resistenzgen moglicherweise durch ein gemeinsames Transposon, ndmlich dem [SAp!/1,
mobilisiert werden konnte (Wang et al. , 2018).

Wie in den meisten Arbeiten verdffentlicht, zeigten sich auch in unseren Isolaten die IncHI2 und
IncX4 Plasmide als Tréger des mcr-1-Gens (Falgenhauer et al. , 2016). IncX4-Plasmide sind die am
hiufigsten vorkommende Plasmid-Gruppe in mecr-1-kodierenden Bakterienpopulationen. Die
Konjugationseffizienz mcr-1-kodierender IncX4-Plasmide liegt zwischen 10! bis 104, wie auch in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte.

Das MCR-1-Protein ruft durch Modifikation des Lipid A der bakteriellen Zellmembran mittels
Addition einer Phosphoethanolamingruppe eine Resistenz gegen Colistin hervor. Im Rahmen der
PhD-Thesis von Dr. Gwodzinski wurde interessanterweise nachgewiesen werden, dass in
Anwesenheit von Kalziumionen, welche in einer speziellen Losung vorlagen, die Wirkung des mcr-
1-Gens verstiarkt wird. Dies wurde durch Bestimmung der MHK von Colistin in den entsprechenden
Bakterienisolaten bestitigt (Gwozdzinski et al. 2018).

Mit dem Nachweis des mcr-1-Resistenzgens am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie der JLU

GieBen im Jahre 2016 weil man, dass die plasmidkodierte Colistinresistenz auch ein Problem in
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Deutschland respektive Europa ist. Das Bakterienisolat RL465 hat hierbei eine besondere Bedeutung,
weil es als einziges das mcr-1-Gen im Chromosom trigt (Falgenhauer et al., 2017). Das bedeutet,
dass es das Gen stabil an seine Nachkommen vererben kann. Dadurch wird die Verbreitung der
Resistenz rasanter und schwieriger zu kontrollieren sein. Deshalb muss man diese Entwicklung sehr
ernstnehmen, da moglicherweise weitere Kontinente von diesem Problem betroffen sein konnen.
Wenn sowohl von Veterindrmedizin als auch von Humanmedizin gemeinsam keine Anstrengungen
unternommen werden, strengere Indikationen fiir die Gabe von Antibiotika zu stellen und die
Ausbriiche von multiresistenten Darmkeimen genauer zu iiberwachen, droht uns eine sogenannte
,postantibiotische Ara“ (WHO, 2014). Das wire dann ein Zeitalter, in dem Antibiotika bei der

Behandlung von bakteriellen Infektionen nicht mehr helfen kénnen.
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8. Zusammenfassung

Aus den Ergebnissen dieser Doktorarbeit wird ersichtlich, dass das Vorkommen von ESBL-
produzierenden Enterobacteriaceae aus Menschen und Tieren ein ernstzunehmendes Problem ist.
Dies macht sich durch die Verteilung der Resistenzgene innerhalb der Human- und Tierisolate
bemerkbar. Die Isolate weisen hinsichtlich der phylogenetischen Gruppen A und C eine leichte
Uberreprasentation der Gruppe C auf. Die beiden ESBL-Subtypen, die am meisten vorlagen, waren
CTX-M-15 (n=15) und CTX-M-1 (n=3). Das am hdaufigsten identifizierte PMQR-Gen war
aac(6 ‘)-1b-cr mit einem Anteil von 50 % bei den Humanisolaten und 50 % bei den Tierisolaten.
Insgesamt konnten bei allen 21 untersuchten Bakterienisolaten Plasmide nachgewiesen werden. Am
hé&ufigsten kamen die Plasmid-Inc-Gruppen FIA, FIB, FIC, FII, I1, N, Y, Q1 und X4 vor.

Der Nachweis des mcrl-Gens in Deutschland zeigt eine plasmidvermittelte Resistenz gegen das
Reserveantibiotikum Colistin auf, welche zuvor chromosomal bekannt war. Fast alle Isolate stammen
aus Zuchttieren und Lebensmittel. Lediglich ein Bakterienisolat stammt aus dem Menschen. Das
Bakterienisolat RL465 enthélt das Resistenzgen in seinem Chromosom. Das ist ein Beleg dafiir, dass
dieses Resistenzgen in der Lage ist, sich in das Chromosom zu integrieren.

Aus den Ergebnissen des Infektionsmodells Galleria mellonella konnten einige Risikofaktoren flr
einen erhohten larviziden Effekt ermittelt werden (Prasenz der Virulenzgene IpfA4, iss, Zugehdorigkeit
zur Phylogruppe C und CC23).
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8. Summary

From the results of this thesis it is evident that the occurrence of ESBL-producing
Enterobacteriaceae from humans and animals is a serious problem. This becomes noticeable
through the distribution of the resistance genes within the human and animal isolates. With regard to
phylogenetic groups A and C, the isolates show a slight overrepresentation of group C. The two
most prevalent ESBL subtypes were CTX-M-15 (n=15) and CTX-M-1 (n=3). The most commonly
identified PMQR gene was aac(6') -Ib-cr, accounting for 50% in human isolates and 50% in animal
isolates.

In total, plasmids could be detected in all 21 bacterial isolates examined. The plasmid inc groups
FIA, FIB, FIC, FII, I1, N, Y, QI and X4 were the most common.

The detection of the merl gene in Germany shows a plasmid-mediated resistance to the reserve
antibiotic colistin, which was previously known chromosomally. Almost all isolates come from
breeding animals and food. Only one bacterial isolate comes from humans. The bacterial isolate
RLA465 contains the resistance gene in its chromosome. This is evidence that this resistance gene is
capable of integrating into the chromosome.

From the results of the Galleria mellonella infection model, some risk factors for an increased

larvicidal effect could be determined (presence of the virulence genes IpfA, iss, belonging to the

phylogroup C and CC23).
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11. Anhang

11.1 Rohdaten Konjugationsversuche

Tabelle 22 Ergebnisse der Konjugation der ESBL-Isolate bei 37°C

Stamm | Versuch | CFU (colony forming units) | Anzahl Transkonjuganten (37 °C) | Konjugationseffizienz
V40 1 1,21x10% 2,95x 10* 4,84x 106
V111 1 2,69x10%° 0 0

V130 |1 1,69x10% 0 0

V131 |1 3,55x10% 0 0

H16 1 1,50x10%° 1,45x10° 2,38x10°
J53 1 6,10x10° 0 0

V134 |2 9,28x10° 1,64x10° 2,03x10°
V168 |2 1,97x10%0 1,05x10° 1,30x10°
V228 |2 7,00x10° 0 0

H16 2 1,19 x10% 2,66x10° 3,29x10°
J53 2 8,08x109 0 0

V111 3 2,21x10%° 1,95 x10° 2,44x10
V163 |3 1,60x1010 1,50 x108 1,87x107
H16 3 1,75x10% 6,07 x10° 7,59x10°
J53 3 8,00x10° 0 0

V273 | 4 3,85x10° 2,68x103 5,14x10”
V279 |4 1,72x10% 1,19x108 2,28x102
V283 |4 1,62x10% 4,35x10* 8,37x10°
H16 4 1,52x10% 1,04x10° 2,00x10°
J53 4 5,20x10° 0 0

TO116 | 5 1,21x10% 0 0

TO119 | 5 1,47x10% 2,77x10* 2,16 x108
TO132 | 5 1,64x10% 0 0

H16 5 1,37x10% 1,45x10° 3,22 x10°®
J53 5 4,63x10° 0 0

TO152 | 6 1,38 x10%° 0 0

TO180 | 6 1,43 x10%° 3,60 x108 518 x10°
TO184 | 6 1,57 x10%° 3,52 x10* 5,06 x 10”7
H16 6 1,39 x10%° 1,93 x10° 2,78 x 10°®
J53 6 6,95 x10%° 0 0

Tabelle 23 Ergebnisse der Konjugation der ESBL-Isolate bei RT

Stamm | Versuch | CFU (colony forming units) | Anzahl Transkonjuganten RT | Konjugationseffizienz
V130 1 1,37 x10%° 0 0

V131 1 1,26 x10%° 0 0

V238 1 4,38 x10° 0 0

H16 1 1,55 x10%° 2,70 x10° 3,53 x10°®
J53 1 7,65 x10%° 0 0

V268 |2 1,51x10%° 0 0

V271 |2 1,67x10%° 0 0

TO116 | 2 1,21x10%° 1,75x10* 1,76x10®
V163 |2 1,21x10%° 5,40x10’ 5,43x10°
J53 2 9,95x10° 0 0

TO132 | 3 2,05x10% 2,17x107 1,35 x1073
TO152 | 3 2,17x10% 0 0

V163 |3 2,17x10%0 1,11x108 6,94 x10°3
J53 3 1,60x10%° 0 0
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Tabelle 24 Ergebnisse der Konjugation der mcr-1-Isolate bei 37°C

Stamm Versuch | CFU (colony forming units) | Anzahl Transkonjuganten | Konjugationseffizienz
(37 °C)

112065 1 1,03x10% 2,00x102 3,11x108
NRZ14408 | 1 7,90x10° 0 0

R253 1 1,44x10%° 2,00x10° 3,11x107
J53 1 6,43x10° 0 0

112065 2 1,03x10%° 2,00x10? 3,11x10°®
NRZ14408 | 2 7,90x10° 0 0

R253 2 1,44x10%° 2,00x10° 3,11x107
J53 2 6,43x10° 0 0

RL465 3 9,90x10° 0 0

V163 3 1,33x10%° 1,20x108 1,25x1072
J53 3 9,58x10° 0 0

142669 4 1,37x10%° 1,21x10* 9,58 x10”7
V163 4 1,41x10%° 6,05 x107 4,78 x10°®
J53 4 1,27x10%° 0 0

RL145 5 1,42x10%° 5x108 1,20x10°3
RL158 5 1,43x10%° 2,5x10° 6,02x10*
V163 5 1,71x10%° 5,4x107 1,30x1072
J53 5 4,15x10° 0 0

Tabelle 25 Ergebnisse der Konjugation der mcr-1-Isolate bei RT

Stamm Versuch | CFU (colony forming units) | Anzahl Transkonjuganten | Konjugationseffizienz
RT

112065 1 1,03x10% 2,16x108 3,36 X102
NRZ14408 | 1 7,90x10° 1,50 x10° 2,33 x10”7
R253 1 1,44x10% 3,11 x108 4,84 x10°?
J53 1 6,43x10° 0 0

RL465 2 9,90x10° 0 0

V163 2 1,33x10%° 9,50x10° 9,92x10*
J53 2 9,58 x10° 0 0

142669 3 1,37x10%° 2,50x10? 1,98x10®
V163 3 1,41x10%0 1,88x107 1,48x10°3
J53 3 1,27x10% 0 0
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11.2 Abbildungen PFGE ESBL-Isolate

Lambda V40 V131 V268 V271 V273 Lambda

Abbildung 17 Pulsfeldgelektrophorese mit Salmonellen- und Lambdamarker (Isolate: V40, V131,
V268, V271 und V273)

75



Lambda V168 V228 V229 V238

194kb
145,5kb

97 kb

‘ “‘ll

48,5kb

Abbildung 18 Pulsfeldgelektrophorese mit Lambdamarker (Isolate: V168, V228, V229 und V238)
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Marker H191 V111 V131 V268 V271 V279 Marker

L ———

216,9 kbp
138,9 kbp
104,5 kbp
78,7 kbp

54,7 kbp
33.3kbp

Abbildung 19 Pulsfeldgelektrophorese mit Salmonellenmarker (Isolate: H191, V111, V131, V268,
V271 und V279)
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' TO116 | To132 | TO152 @TO184

194kb

145,5kb

97 kb

48,5kb

Abbildung 20 Pulsfeldgelektrophorese mit Lambdamarker (Isolat: TO116, TO132, TO152, TO184)
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11.3 Galleria mellonella-Experimente

100 = = = = = =
—8— Kontrolle
80 & \ (PBS)
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.. 60
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0, *
[%] 40
\ V163
20
\' ——V238
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0 1 2 3 4 5 6
Tage p.i.

Abbildung 21 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST10. Dargestellt sind die Ergebnisse der
Tierisolate V111, V163, V238, V273. E. coli MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x
PBS-Puffer als Negativkontrolle. Fiir jedes Isolat wurden 30 Larven mit einer mittleren
Infektionsdosis von 7 x 10° KbE infiziert und die Zahl der lebenden Larven nach jeweils 1, 2, 3, 4, 5

und 6 Tagen dokumentiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +/- SEM. p.i.: post injectionem

—l— MG1655
—h— V279
Uberlebensrate ——\/283
[%]
2\§_§\I TO116
¢ 3 —Hk=TO119
—0—T0132
7 i &% ]

—&i— Kontrolle(PBS)

Tage p.i.

Abbildung 22 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST88. Dargestellt sind die Ergebnisse der
Tierisolate V279, V283 und Human-Isolate TO116, TO119, TO132. E. coli MG1655 diente als

avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-Puffer als Negativkontrolle.
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Abbildung 23 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST90. Dargestellt sind die Ergebnisse des
Tierisolates V131. E. coli MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-Puffer als

Negativkontrolle.
100 >Y4\ £t % - % % =4
80 \
.. 60 - MG1655
Uberlebensrate \
[+)
[%] 40 V40
\ —0—V134
20 \ —=—Kontrolle (PBS)
O |
0 1 2 3 4 5 6
Tage p.i.

Abbildung 24 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST167. Dargestellt sind die Ergebnisse
der Tierisolate V40, V134. E. coli MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm
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Abbildung 25 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST410. Dargestellt sind die Ergebnisse
der Tierisolate V130, V268, V271 und der Humanisolate TO152, TO180, TO184. E. coli MG1655

diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-Puffer als Negativkontrolle.

100
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%] 40
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~—MG1655
V168
—&— Kontrolle (PBS)

Abbildung 26 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST617. Dargestellt sind die Ergebnisse
des Tierisolates V168. E. coli MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-Puffer als

Negativkontrolle.
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Abbildung 27 Uberlebensrate von Galleria mellonella-Larven gemessen iiber 6 Tage nach Infektion
mit ESBL-produzierenden E. coli-Isolaten des MLST-Typs ST1291. Dargestellt sind die Ergebnisse
der Tierisolate V228 und V229. E. coli MG1655 diente als avirulenter Kontrollstamm und 1x PBS-
Puffer als Negativkontrolle.
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11.4 Abbildungen PFGE mcr-1-Isolate

Marker NRZ14408 T 112065 T

194,0kb

145,5kb

97,0kb

48,5kb

Abbildung 28 Pulsfeldgelelektrophorese mit Lambdamarker (Isolate: NRZ14408, Transkonjugant,
112065, Transkonjugant)
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Marker V163 T R253 T RLI145 T RL158 T Marker

e Team come maE

194,0kb

145,5kb

97,0kb

48,5kb

Abbildung 29 Pulsfeldgelektrophorese mit Lambdamarker( Isolate: V163, Transkonjugant, R253,
Transkonjugant, RL145, Transkonjugant, RL158 und Transkonjugant)
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1011607 ®1 f1013

194,0kb

145,5kb : ) .
97,0kb 4
48,5kb

Abbildung 30 Pulsfeldgelektrophorese mit Lambdamarker (Isolate: RLL138, Transkonjugant, 142669,
Transkonjugant, TO116, Transkonjugant, TO132, Transkonjugant)
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