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I. Einleitung 

I.1 Antibiotika und Resistenz 

Die Entdeckung und therapeutische Anwendung von Antibiotika ist eine der bedeutendsten 

Entwicklungen in der Medizingeschichte. Mit diesen Substanzen, die ausschließlich und selektiv 

auf Bakterien wirken, wurde es möglich, Krankheitserreger gezielt zu bekämpfen, ohne dabei den 

menschlichen Organismus zu schädigen. 

Das durch Paul Ehrlich 1910 in der Syphilis-Therapie eingeführte Arsphenamin, mit dem 

Handelsnamen Salvarsan, zählt zu den ersten erfolgreich eingesetzten Antibiotika. Diese 

synthetische organische Arsenverbindung erwies sich als therapeutisch wirksam in der 

Behandlung von Spirochäten-Infektionen (Lloyd et al. 2005). Das erste Antibiotikum mit breitem 

Wirkungsspektrum wurde 1935 auf den Markt gebracht. Die Substanz Sulfonamidochrysoidin mit 

dem Handelsnamen Prontosil war der erste therapeutisch eingesetzte Vertreter der Sulfonamide, 

die sich von den Azofarbstoffen ableiteten. Die antibakterielle Wirkung wurde von Gerhard 

Domagk untersucht und beschrieben, wofür er 1939 den Nobelpreis für Medizin erhielt (Domagk 

1935). 

Eine weitere herausragende Bedeutung kommt der Entdeckung der antibakteriellen Wirkung von 

Substanzen von Schimmelpilzen zu. Nachdem diese durch Alexander Fleming 1928 an dem 

Ascomyceten Pennicillium notatum untersucht und beschrieben wurde, sollte es jedoch noch bis 

zum Jahr 1942 dauern, bis die antibakteriell wirksame Substanz Penicillin in ausreichender 

Menge isoliert und therapeutisch eingesetzt werden konnte. Auch Alexander Fleming wurde für 

seine Untersuchungen 1945 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet (Fleming 1929). 

Penicillin, der erste Vertreter der β-Lactam Antibiotika, war das erste nicht-synthetisch 

hergestellte Antibiotikum. Auch die danach folgenden Wirkstoffe Streptomycin, entdeckt durch 

Schatz, Bugle, und Waksman (1944) und das erste Tetracyclin Aureomycin, beschrieben von 

Duggar (1948), wurden biotechnologisch hergestellt aus Streptomyces-Arten (Madigan and 

Martinko 2006; Gupta, Rodrigues, and Soman 2015). 

Doch Antibiotika wirken nicht immer und auch nicht gegen jeden Krankheitserreger. Vielmehr 

gibt es eine Vielzahl natürlicher Resistenzen, die Bakterien gegen ganze Substanzklassen 

unempfindlich machen. Diese Beobachtung wurde für Penicillin bereits 1940 noch lange vor der 

ersten therapeutischen Nutzung gemacht. Ebenso waren zur selben Zeit auch bereits Sulfonamid-

Resistenzen bekannt (Davies and Davies 2010). 

Eine Resistenz erwächst aus natürlich vorhandenen Resistenzfaktoren, z. B. übertragbaren 

Resistenzgenen auf mobilen DNA-Elementen wie Plasmiden, oder auch aus Mutationen in Genen 
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für z.B. die Angriffsziele der Antibiotika. Derartige Resistenzfaktoren liegen unabhängig von einer 

Antibiotikatherapie in geringer Zahl zufällig und natürlich vor. So erkannte man schon früh, dass 

dem Erfolg in der Antibiotika-therapie Grenzen gesetzt sind. Heute sind für alle Antibiotikaklassen 

Resistenzen bekannt. Eine Übersicht therapeutisch genutzter Antibiotika verschiedener Klassen, 

deren Wirkort und der entsprechend bekannten Resistenzmechanismen ist in Tabelle I-1 

aufgeführt. 

 

Tabelle I-1: Übersicht der Wirkorte und bekannter Resistenzmechanismen therapeutisch eingesetzter 
Antibiotika (nach Morar and Wright 2010) 

Substanzklasse Beispielsubstanz Wirkort Resistenz 

β-Lactame Penicilline, Cephalosporine, 

Peneme, Monobactame 

Peptidoglycan-

Biosynthese 

Hydrolyse, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Aminoglycoside Gentamicin Translation Phosphorylierung, Acetylierung, 

Efflux, Zielstrukturveränderung 

Glycopeptide Vancomycin Peptidoglycan-

Biosynthese 

Veränderte Peptidoglycan-

Biosynthese 

Tetracycline Minocyclin Translation Monooxygenierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Macrolide Erythromycin Translation Hydrolyse, Glycosylierung, 

Phosphorylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Lincosamide Clindamycin Translation Nucleotidylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Streptogramine Synercid Translation C-O Lyase, Acetylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Oxacolidinone Linezolid Translation Efflux, Zielstrukturveränderung 

Chloramphenicol Chloramphenicol Translation Acetylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Chinolone Ciprofloxacin DNA-Replikation Acetylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Pyrimidine Trimethoprim C1-Metabolismus Efflux, Zielstrukturveränderung 

Sulfonamide Sulfamethoxazol C1-Metabolismus Efflux, Zielstrukturveränderung 

Rifamycine Rifampin Transkription ADP-Ribosylierung, Efflux, 

Zielstrukturveränderung 

Lipopeptide Daptomycin Zellmembran Zielstrukturveränderung 

Kationische Peptide Colistin Zellmembran Efflux, Zielstrukturveränderung 

 

Heute steht in Deutschland eine Bandbreite von insgesamt über 210 zugelassener Präparate und 

Darreichungsformen für die antibiotische Therapie zur Verfügung. Diese stammen jedoch aus 

weniger als 20 Substanzklassen (Internetquelle: “Rote Liste” 2016).  

Von der Entdeckung bis zur Zulassung als Arzneimittel müssen neue Substanzen einen 

vielstufigen Prozess der Prüfung durchlaufen. Unter einer Vielzahl bereits bekannter oder neu 



I. Einleitung 

 

3 

 

entdeckter antibakterieller Substanzen müssen diese ausgewählt und optimiert werden, die sich 

durch eine hohe Wirksamkeit, ein entsprechendes Wirkprofil und eine adäquate Wirkdauer 

auszeichnen und gleichzeitig eine geringe Toxizität bei einer therapeutischen Dosierung besitzen. 

Außerdem muss die Produktion wirtschaftlich sein. 

Diese Kriterien erfüllten in den letzten 30 Jahren lediglich Substanzen aus vier Substanzklassen, 

die jeweils einen andersartigen Wirkungsmechanismus aufwiesen und die Marktreife erlangten: 

die Oxazolidinone (Linezolid, im Jahr 2000), die Lipopeptide (Daptomycin, im Jahr 2003), dann 

2011 das Fidaxomicin gegen Clostridium difficile und das Diaylquinolin Bedaquilin in der 

Tuberkulosetherapie (Lewis 2013). 

Ein Beispiel für eine vielversprechende neue antibakterielle Substanz aus einer neuartigen 

Substanzklasse ist Lugdunin. Sie wird von Bakterien der Art Staphylococcus lugdunensis gebildet, 

die bei einem Teil der Bevölkerung als Kommensale die menschliche Nase besiedeln. Lugdunin 

zeigte eine wachstumshemmende Wirkung gegenüber Staphylococcus aureus, welcher ebenfalls 

die Nase besiedeln kann und im Falle einer Resistenz gegenüber Methicllin (MRSA) ein 

erhebliches Risikopotential übertragbarer schwer therapierbarer Infektionen birgt. Die Struktur 

gleicht keinem bekannten Antibiotikum. Auch wenn der Wirkungsmechanismus bislang 

unbekannt ist, ist doch zu erwarten, dass auch dieser andersartig ist. Die weitere Entwicklung 

wird zeigen, ob die Substanz die Kriterien eines Arzneistoffes erfüllen wird (Zipperer et al. 2016). 

Heute muss man davon ausgehen, dass bestimmte Resistenzmuster, also Kombinationen 

verschiedener Resistenzen, bei einer Vielzahl von Bakterienstämmen erst durch den Einsatz von 

Antibiotika entstehen konnten. Dieses kann eine Vielzahl von Gründen haben, wie z. B. die Wahl 

inadäquater Wirkstoffe auf Basis einer unzureichenden Diagnose oder eine zu geringe 

Wirkstoffdosis gepaart mit mangelnder Hygiene. Die Resistenzen entstehen dabei meist nicht 

während einer Antibiotikatherapie, sondern liegen bereits zu Beginn vor. Resistente 

Bakterienstämme besitzen dann unter einer Antibiose einen Selektionsvorteil und können 

persistieren. Es existiert also ein Reservoir an zufälligen Mutationen und Resistenzgenen in der 

Umwelt, in Krankenhäusern und auch in der Massentierhaltung.  

Man beobachtet heute außerdem, dass die Anzahl der Berichte von multiresistenten Keimen, also 

Bakterienstämme, die gegen die Antibiotika der Standardtherapie resistent sind, steigt, sowohl in 

den Entwicklungsländern als auch in den Industrienationen. Ein bedeutendes Beispiel sind 

bestimmte multiresistente Stämme des Erregers der Tuberkulose: Mycobacterium tuberculosis 

der Beijing Linie. Diese sind gegen die Antibiotika der ersten Wahl Rifampicin und Isoniazid 

resistent und haben sich bereits global ausgebreitet (Merker et al. 2015). 

Das wachsende Problem der Multiresistenzen wurde von Wissenschaft und Politik erkannt und 

es wird bereits darauf reagiert. So gibt es nationale wie weltweite Bestrebungen den Einsatz von 
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Antibiotika genau zu überwachen und zu begrenzen. Die EU-Kommission verabschiedete 2011, 

auf einen Beschluss des Europaparlamentes hin, einen Aktionsplan zur Bekämpfung der 

wachsenden Bedrohung durch Antibiotikaresistenzen (“Action plan against the rising threats 

from Antimicrobial Resistance”). Dieser machte es sich zur Aufgabe, den richtigen und sinnvollen 

Einsatz von Antibiotika bei Mensch und Tier zu sichern und zu überwachen, den Ausbruch von 

Infektionskrankheiten und deren Verbreitung einzudämmen, die Entwicklung neuer Substanzen 

zu fördern und auch die Ausbildung sowie die Kommunikation und den Austausch zwischen 

medizinischem und wissenschaftlichem Fachpersonal zu fördern (Internetquelle: “Action at EU 

Level - European Commission” 2016). 

Teil dieses Aktionsplanes der EU-Kommission ist auch das Programm „NewDrugs4BadBugs“. 

Dieses fördert die Zusammenarbeit zwischen öffentlichen und privaten Partnern, wie 

universitären Forschungseinrichtungen, Kliniken und Arzneimittelfirmen. Ziel ist es, die 

Erforschung neuer Antibiotika voran zu bringen, Erfahrungen aus der Forschung und 

Entwicklung auszutauschen, Zulassungsstudien zu verbessern sowie ökonomische Modelle zu 

entwickeln, um auch finanzielle Anreize für die kostenintensive Entwicklung neuer Arzneistoffe 

zu schaffen (hier speziell in der Themengruppe „DRIVE-AB“). Insbesondere die Kostenintensität 

ist eine große Herausforderung. Mit Antibiotika können im Gegensatz zu Medikamenten zur 

Behandlung von chronischen Erkrankungen wie Diabetes oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

geringere finanzielle Erfolge erzielt werden. So wird mit Antibiotika nur über einen 

verhältnismäßig kurzen Zeitraum von Tagen bis Wochen pro Patient therapiert, nämlich bis die 

Infektion überwunden ist. In dem oben genannten Aktionsplan der EU-Kommission ist deshalb 

auch eine finanzielle Forschungsförderung enthalten, welche die Kooperation zwischen 

Pharmaunternehmen und Forschungsinstituten mit über 220 Mio Euro unterstützt 

(Internetquelle: "Combating Antibiotic Resistance: New Drugs 4 Bad Bugs (ND4BB)” 2016). 

Speziell die Überwachung des richtigen Einsatzes von Antibiotika wird in sogenannten 

Surveillance Programmen wie die DART2020 (Internetquelle: „Deutsche Antibiotika-

Resistenzstrategie“ 2020) realisiert. Das Ziel dabei ist es Antibiotika nur dann einzusetzen, wenn 

sie wirklich benötigt werden und nicht etwa bei Viruserkrankungen oder bei absehbarem 

niedrigen Therapieerfolg durch natürlich vorliegende Resistenzen der Krankheitserreger. Somit 

soll einem übermäßigen Gebrauch entgegengewirkt werden. Ein weiteres Ziel ist es, bestimmte 

Antibiotikaklassen nur als Reservesubstanzen einzusetzen, wenn andere Therapiemaßnahmen 

versagt haben. Außerdem wird in entsprechenden Programmen der geografische Ursprung und 

die Verbreitung von Resistenzen genau überwacht, um möglichst effektive Maßnahmen dagegen 

ausloten zu können (Internetquelle: BMG 2016). 

Surveillance-Programme und auch Forschungsförderungen sind allerdings Maßnahmen, die noch 
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überwiegend in den entwickelten Industrieländern greifen können, da hier entsprechende 

Infrastrukturen und Gesetze bestehen, die den Einsatz von Antibiotika beispielsweise durch eine 

Verschreibungspflicht von Vornherein regeln. Entgegengesetzt liegt der größte Verbrauch von 

Antibiotika eher in Ländern wie China, Brasilien und allen voran Indien, in denen die Abgabe von 

Arzneimitteln inklusive Antibiotika an den Endverbraucher weniger stark reguliert und somit 

auch eine Überwachung des Einsatzes von Antibiotika vielfach eine größere Herausforderung ist, 

als in den westlichen Industrienationen (Van Boeckel et al. 2014). Es ist eine große 

Herausforderung angewendete Therapiekonzepte zu harmonisieren, um die Wirkung von 

Antibiotika zu erhalten. 

Ein weiterer wichtiger Bestandteil für die Erhaltung der Wirkung der Antibiotika ist die 

Grundlagenforschung zur Entstehung von Resistenzen und der zugrunde liegenden 

Resistenzmechanismen. Nur wenn diese genau verstanden werden, wird es auch in Zukunft 

möglich sein, entscheidende Ursachen für den Wirkungsverlust eines Antibiotikums und auch die 

Ausbreitung von Resistenzen zu identifizieren und entsprechend reagieren zu können. Zu diesem 

Verständnis soll die hier vorliegende Dissertationsarbeit beitragen. 

I.2 Grundlagen der Antibiotikaresistenz 

Als „Antibiotika“ werden therapeutisch eingesetzte Substanzen bezeichnet, die schon in geringer 

Konzentration eine selektive Toxizität gegenüber Mikroorganismen besitzen und auf diese 

wachstumshemmend oder bakterizid wirken. Dabei wurden früher unter dem Begriff 

„Antibiotikum“ lediglich diejenigen Antiinfektiva bezeichnet, die als natürliche 

Stoffwechselprodukte aus anderen Mikroorganismen gewonnen wurden, also biologischen 

Ursprungs waren. Diesen war die Gruppe der synthetisch hergestellten Chemotherapeutika 

gegenübergestellt. Da Antiinfektiva heute vielfach auch halbsynthetisch hergestellt werden und 

ebenso Substanzen biologischen Ursprungs auch vollständig synthetisiert werden, hat diese 

Begriffsabgrenzung weitestgehend an Bedeutung verloren. Außerdem ist die Bezeichnung 

‚Chemotherapeutikum‘, die auch synonym für ‚Antiinfektivum‘ verwendet wurde, heute allgemein 

den Substanzen der Tumortherapie vorbehalten. 

Eine klinische Resistenz gegenüber einem Antibiotikum zeigt sich bei einer Unempfindlichkeit 

gegenüber der höchstmöglichen erreichbaren therapeutischen Serum- bzw. Gewebekonz-

entration dieser Substanz. Diese ist somit geringer, als die niedrigste Konzentration, bei der die 

Substanz noch hemmend wirkt, ausgedrückt durch die minimale Hemmkonzentration (MHK). Die 

Schwellenwerte der MHK, ab denen man von einer klinisch relevanten Resistenz spricht, werden 

von unabhängigen Organisationen wie dem Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), der 

British Society For Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) oder dem European Committee on 
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Antimicrobial Susceptability Testing (EUCAST) in Form von brake points veröffentlicht, die sich 

nach der therapeutisch eingesetzten Konzentration der jeweiligen Substanzen richten 

(Internetquelle: “Home Page - CLSI” 2015; “EUCAST: EUCAST” 2015; “BSAC - The British Society 

for Antimicrobial Chemotherapy” 2015). Bei der Betrachtung von Resistenzen ist somit 

grundsätzlich zwischen der Resistenz als Mechanismus, z. B. eine Mutation, und der Stärke der 

Resistenzausprägung zu differenzieren, die darüber entscheidet, ob eine klinische Resistenz 

vorliegt oder nicht. 

Antibiotika lassen sich grundsätzlich in zwei Typen einteilen: 1. bakteriostatisch wirksame, die 

eine weitere Vermehrung der Mikroorgansimen hemmen und 2. bakterizid wirksame, welche zu 

einer Abtötung und somit zu einer deutlichen Verringerung der Anzahl der lebenden 

Mikroorganismen führen. Per Definition führen bakterizide Antibiotika zu einer Reduktion der 

Lebendzellzahl um 99,9 % innerhalb von 18-24 Stunden (Pankey and Sabath 2004). Dabei muss 

berücksichtigt werden, dass prinzipiell alle Antibiotika bei Erreichen einer genügend hohen 

Konzentration eine bakterizide Wirkung haben. Diese als minimale bakterizide Konzentration 

(MBK) bezeichnete Konzentration ist bei den bakteriostatisch wirksamen Antibiotika deutlich 

höher als die MHK, während bakterizide Antibiotika schon mit Erreichen der MHK zu einer 

signifikanten Keimreduktion führen. 

Prinzipiell kann die Resistenz einer Spezies generell existieren (primäre Resistenz) oder aber 

erworben sein (sekundäre Resistenz). Dabei kann sich eine Resistenz über drei verschiedene 

Mechanismen ausprägen: A) durch eine Veränderung der Zielstruktur, also des Wirkortes der 

jeweiligen Substanz, B) durch eine enzymatische Inaktivierung der Substanz und C) durch eine 

verringerte Konzentration in der Zelle. Letztere kann in Folge eines erniedrigten Influx sowie 

eines erhöhten Efflux zustande kommen (Tenover 2006). Alle drei Prinzipien sind in Abbildung 

I-1 schematisch dargestellt. 
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Abbildung I-1: Schematische Darstellung grundsätzlicher Mechanismen der Antibiotikaresistenz. 
A: enzymatische Veränderung oder Degradation des Antibiotikums, B: Veränderung des Wirkortes des 
Antibiotikums, C: Veränderung der Zellpermeabilität durch verringerten Influx und gesteigerten Efflux. Zu 
den Mechanismen sind jeweils Beispiele betroffener Antibiotikaklassen genannt (Abbildung erstellt nach 
Tenover (2006)). 

 

Alle bekannten Resistenzmechanismen gehen dabei auf eine genetische Veränderung im 

Bakterium zurück. Diese können chromosomal- oder plasmidkodierte Gene betreffen. 

Insbesondere Resistenzgene, die für Enzyme kodieren werden häufig auf Plasmiden zwischen 

Bakterienzellen durch Konjugation übertragen. Darüber hinaus können Ereignisse wie 

Phageninfektionen, homologe Rekombinationen oder auch die Mobilisierung von Genen durch 

Transposasen vom Chromosom zu Plasmiden zu einer Übertragung von Resistenzeigenschaften 

zwischen Bakterienzellen führen (Shousha et al. 2015). Alle Mechanismen der Resistenzbildung 

werden im folgenden Kapitel am Beispiel der Gruppe der Fluorchinolone dargestellt. 

I.2.1 Mechanismen der Antibiotikaresistenz am Beispiel der Fluorchinolone 

Chinolone sind Hemmstoffe der bakteriellen Gyrase, weswegen sie auch als Gyrasehemmer 

bezeichnet werden. Es handelt sich um synthetisch hergestellte Substanzen, die eine bakterizide 

Wirkung haben. Die wirksameren Fluorchinolone unterscheiden sich von den älteren 

nichtfluorierten Vertretern durch ein breiteres Wirkspektrum, eine allgemein verbesserte 

Pharmakodynamik, eine höhere Wirkstärke sowie eine erschwerte Resistenzentwicklung. 

Die modernen Chinolone und Fluorchinolone eint ein Chinolon Grundgerüst, das sich vom 

Chinolin ableitet und ein Stickstoff-Atom enthält. Sie unterscheiden sich darin von dem ersten 

Chinolon, der Nalidixinsäure, die noch ein Naphthyridingrundgerüst mit zwei Stickstoff-Atomen 

besitzt und somit streng genommen ein Naphtyridon ist. Nalidixinsäure wurde 1962 bei der 

Synthese des Malariawirkstoffes Chloroquin entdeckt (Lesher et al. 1962). Durch eine geringe 

systemische Bioverfügbarkeit infolge eines schlechten Resorptionsverhaltens nach oraler Gabe, 
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war der Gebrauch der Nalidixinsäure auf die Behandlung von Harnwegsinfekten beschränkt. Die 

Wirksamkeit war auf gramnegative Erreger begrenzt. Danach folgte eine schrittweise 

Weiterentwicklung der Substanz, die zu einer stetigen Verbreiterung des Wirkspektrums und der 

Verstärkung der Wirksamkeit führte. Zu den ersten Veränderungen gehörte der Wechsel vom 

Naphthyridingrundgerüst zum Chinolingrundgerüst, die Fluorierung an Position 6 und das 

Anfügen eines Piperazinylrestes an Position 7. Damit war das erste Fluorchinolon im engeren 

Sinne entstanden, das Norfloxacin. 

Heute unterscheidet man vier Generationen der Fluorchinolone: 1. Harnwegstherapeutika mit 

schlechter Gewebegängigkeit und Wirkung gegenüber gramnegativen Stäbchen inklusive 

Pseudomonaden, z. B. Norfloxacin und Pefloxacin; 2. Standardfluorchinolone mit verbreitertem 

Wirkspektrum und stärkerer Wirkung gegenüber gramnegativen Stäbchen, Pseudomonaden und 

einigen grampositiven, z. B. Ciprofloxacin, Ofloxacin und Enofloxacin; 3. Fluorchinolone mit 

erhöhter Wirksamkeit gegen grampositive und atypische Bakterien wie Mykobakterien und 

Chlamydien, z. B. Levofloxacin und Sparfloxacin; 4. Fluorchinolone mit zusätzlicher Wirkung 

gegenüber Anaerobiern, z. B. Moxifloxacin und Gatifloxacin. Die Fluorchinolone der 2., 3. und 

4.  Generation werden neben der Therapie von Harnwegsinfekten auch bei Pneumonien, Gastritis 

und nosokomialer Infektionen eingesetzt (Naber and Adam 1998; Blondeau 2000; Blondeau 

2004; Appelbaum and Hunter 2000; Oliphant and Green 2002; Emmerson and Jones 2003). 
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Abbildung I-2: Typische Vertreter der vier Generationen der Fluorchinolone und die Muttersubstanz 
Nalidixinsäure (nach Mutschler et al. 2001). 

 

Fluorchinolone interagieren mit der bakteriellen Topoisomerase II (Gyrase) und 

Topoisomerase IV, die an der Verwindung und Entwindung der DNA-Doppelhelix beteiligt sind. 

Beide Prozesse finden während der DNA-Replikation oder der Transkription statt und 

ermöglichen es, die DNA-Doppelhelix dichter und somit raumsparender in der Zelle zu packen. 

Eine lokale Entwindung wiederrum ermöglicht es dann z. B. der DNA-Polymerase während der 

Transkription an der DNA zu binden.  

Beide Topoisomerasen sind Typ 2 Topoisomerasen, die unter ATP-Verbrauch eine Öffnung des 

Doppelstrangs vermitteln. Dabei wird die Phosphodieseterbindung eines Einzelstranges 

gespalten, die beiden Einzelstränge verwunden und anschließend wieder verschlossen. Die 

Gyrase vermittelt ein negatives supercoiling der DNA-Helix und besteht aus einem Tetramer der 

beiden Untereinheiten GyrA und GyrB. Die Untereinheiten der Topoisomerase IV, ParE und ParC, 

bilden ebenso ein Tetramer und vermitteln die Trennung beider Tochterchromosomen nach der 

Replikation der bakteriellen chromosomalen DNA (Hooper 1999; Blower et al. 2016; Bellon et al. 

2004, Laponogov et al. 2009; Laponogov et al. 2010). 

Die Fluorchinolone wirken im sogenannten ternären Komplex. Dieser besteht aus der Gyrase bzw. 

der Topoisomerase IV, der DNA und dem Antibiotikum. So binden die Fluorchinolone im GyrAB-

DNA-Komplex zwischen den beiden Basenpaaren, die den Doppelstrangbruch flankieren (Blower 
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et al. 2016). Das Fluorchinolon bewirkt dabei, dass der Enzym-DNA-Komplex im Zustand der 

gespaltenen DNA, dem sogenannten cleavage complex, stabilisiert und dadurch arretiert wird. Der 

ablaufende Prozess der Replikation oder Transkription ist dann blockiert (Cheng et al. 2013). 

Somit häufen sich bei fortlaufender DNA-Replikation die Doppelstrangbrüche, was letztlich 

wahrscheinlich durch die Folgen einer übersteigerten Stressantwort zum schnellen Tod der Zelle 

führt (Kohanski et al. 2007; Peter Heisig 2009). 

Eine Resistenzentwicklung kommt primär durch die Veränderung der Zielstruktur zustande. 

Dabei handelt es sich um Punktmutationen in den Genen gyrA, gyrB, parE und parC, die in ganz 

bestimmten Bereichen, den quinolone resistance determining regions (QRDR), zu Aminosäure-

substitutionen führen. Insbesondere die Aminosäuren Serin 83 und Aspartat 87 der QRDR von 

GyrA, die Aminosäure Serin 464 in GyrB sowie die Aminosäurepositionen Serin 80 und Glutamat 

84 in ParC sind häufig durch Punktmutationen in den entsprechenden Codons der jeweiligen Gene 

verändert. Die genannten Aminosäuren in GyrA befinden sich sterisch in der Umgebung des 

aktiven Zentrums, welches das offene 5´-Phosphatende im cleavage complex bindet, wenn auch 

die genaue Bedeutung der einzelnen Aminosäuren noch nicht bekannt ist (Hooper 1999; Blower 

et al. 2016).  

Im Prozess der Entwicklung von hochresistenten Bakterienstämmen kommt es zur schrittweisen 

Akkumulation von Zielstrukturmutationen, wobei Veränderungen in ParC und ParE erst bei 

vorangegangener gyrA-Mutation zu einer erhöhten Resistenz beitragen (P Heisig 1996; P. Heisig 

and Tschorny 1994). 

Ein weiterer Resistenzmechanismus gegenüber Fluorchinolonen, die durch eine chromosomale 

genetische Veränderung zustande kommt, ist die dauerhaft erhöhte Expression von Effluxpumpen 

mit breitem Substratspektrum. Die wichtigste Effluxpumpe in diesem Zusammenhang ist bei 

E. coli der dreiteilige Proteinkomplex AcrAB-TolC. Die vermehrte Bildung dieser Pumpe führt 

dazu, dass das Antibiotikum verstärkt aus der Zelle ausgeschleust und dessen Konzentration am 

Wirkort somit deutlich verringert wird. Dieses kann mit einer gleichzeitig verringerten 

Expression von Porinen in der Zellmembran einhergehen, wodurch bereits die Aufnahme der 

Substanz in die Zelle verringert wird. Das veränderte Efflux/Influx Verhältnis kommt durch 

chromosomale Mutationen in den Genen der Transkriptionsfaktoren zustande, welche die 

Expression der Porine und der Effluxpumpe steuern. Diese betreffen vor allem die 

Transkriptionsfaktoren MarA, SoxS, Rob und bei Salmonella und Klebsiella auch RamA. Dabei sind 

die genannten Gene meist nicht selbst mutiert, sondern vielmehr deren Regulatoren. So führt 

beispielsweise eine Deletion in ramR, dem Repressor von ramA, zur Aufhebung der negativen 

Transkriptionskontrolle. Infolge dessen wird ramA stärker exprimiert, was dann wiederum eine 

stärkere Expression der Effluxpumpe zur Folge hat (Hooper 1999; Davin-Regli et al. 2008). Auf 
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die genannte Regulationskaskade wird im Folgenden detaillierter eingegangen, da sie den 

Rahmen für die Untersuchungsobjekte dieser Arbeit stellt. 

Neben den Resistenzmechanismen, die durch eine chromosomale Genveränderung verursacht 

werden, sind für Fluorchinolone auch verschiedene auf Plasmiden übertragbare bekannt (PMQR 

– plasmid mediated quinolone resistance). Zum einen sind das die Qnr-Proteine, welche die 

Topoisomerasen vor der Arretierung im ternären DNA-Topoisomerase-Fluorchinolon Komplex 

schützen bzw. diesen auflösen. Sie weisen eine DNA-ähnliche repetitive Pentapeptidstruktur auf 

und man nimmt an, dass sie in ihrer Bindung mit der DNA konkurrieren. Der genaue 

Wirkungsmechanismus ist bislang ungeklärt. Heute sind mit QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, QnrS und 

QnrVC sechs verschiedene Proteine unterschiedlichen Ursprungs bekannt, für die bereits jeweils 

mehrere Varianten beschrieben sind (Jacoby, Strahilevitz, and Hooper 2014; Rodríguez-Martínez 

et al. 2010). 

Ein weiterer PMQR-Mechanismus, der eine enzymatische Inaktivierung von Fluorchinolonen 

vermittelt, ist mit der AAC(6´)-Ib-cr Acetyltranferase bekannt. Die Acetylierungen durch 

Acetyltransferasen ist ein typischer Resistenzmechanismus gegenüber Aminoglykosiden wie 

Kanamycin oder Amikacin. Durch die zwei Substitutionsmutationen, Tryptophan 102 zu Arginin 

und Aspartat 179 zu Tyrosin, sind die Acetyltransferasen auch aktiv gegenüber den 

Fluorchinolonen Ciprofloxacin und Norfloxacin, die beide ein sekundäres Amin am 

Piperazinylrest besitzen. Dieser wird von der Acetyltransferase acetyliert (Jacoby, Strahilevitz, 

and Hooper 2014). 

Der dritte heute bekannte PMQR-Mechanismus beruht auf den übertragbaren Effluxpumpen 

QepA der major facilitator (MFS) Familie und OqxAB der resistance-nodulation-division (RND) 

Familie. Während QepA eine gesteigerte Unempfindlichkeit spezifisch gegenüber 

Fluorchinolonen, insbesondere Ciprofloxacin und Norfloxacin, vermittelt, umfasst das 

Substratspektrum von OqxAB auch Chloramphenicol, Trimethoprim und vor allem Olaquindox, 

welches namensgebend für die Effluxpumpe war (Jacoby, Strahilevitz, and Hooper 2014). 

Resistenzen gegenüber Chinolonen, die durch Mutationen in der Gyrase verursacht werden, 

wurden bereits in der frühen Phase nach der Einführung der Substanzklasse 1960 berichtet 

(Gellert et al. 1977; Andersson and MacGowan 2003). Dagegen wurde die erste übertragbare 

PMQR erst 1998 beschrieben (Martinez, Bartolomé, and de la Cruz 1988). Dieses zeigt, dass im 

weiteren Verlauf der Anwendung der Fluorchinolone immer das Risiko der Entstehung neuer 

Resistenzmechanismen bestehen wird. 

Weiter können auch Mechanismen, die nicht zu einer klinischen Resistenz aber, wohl aber zu 

einer erhöhten Toleranz gegenüber einem Antibiotikum führen, das Zeitfenster deutlich 

vergrößern, in dem die Bakterien teilungsfähig sind und somit die Selektion von weiteren 
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Zielstrukturmutationen begünstigen (Jacoby 2005). 

I.2.2 Multiple drug resistance 

Mikroorganismen, die Resistenzen gegenüber mehreren Antibiotika aufweisen, werden als 

multiresistent bezeichnet (engl. multiple drug resistant, MDR). Eine exakte Definition wurde von 

Magiorakos et al. (2012) vorgeschlagen. Danach werden Bakterienstämme, die mindestens 

gegenüber jeweils einer Substanz aus drei Substanzklassen unempfindlich sind, als multiple drug 

resistant bezeichnet. 

Hierbei handelt es sich häufig um pathogene Keime, in denen sich mehrere 

Resistenzeigenschaften akkumuliert haben. Infolge dessen bleiben bei einer Infektion nur noch 

wenige oder gar keine Therapieoptionen mit Antibiotika mehr offen. Die Gefahr besteht vor allem 

durch entsprechende Bakterienstämme in Krankenhäusern, die sich hier schneller übertragen 

und dann ausbreiten können. Diese bieten somit ein Reservoir für genetische 

Resistenzeigenschaften, die wiederrum auf andere Bakterienstämme übertragen werden können. 

Ein Beispiel hierfür ist die Beijing Linie des Tuberkuloseerregers Mycobacterium tuberculosis. 

Diese MDR-Erreger sind resistent gegen die Antibiotika der ersten Wahl für eine Behandlung: 

Rifampicin und Isoniazid. Ihre Ausbreitung lässt sich durch modernste Methoden der 

Genomsequenzierung weltweit nachvollziehen und in klonale Subgruppen unterteilen. Dabei 

wird die Genomsequenz der Bakterienstämme analysiert und auf übereinstimmende Muster 

geprüft. Aus diesen Übereinstimmungen lässt sich dann wiederrum ein Stammbaum der 

Bakterienstämme erstellen, der dann Aufschluss über den Ursprung ihrer Ausbreitung gibt. 

Dieses wurde z. B. für die Bakterienstämme der Beijing Linie des Tuberkuloseerregers 

Mycobacterium tuberculosis durchgeführt (Merker et al. 2015). 

I.3 Multiple Antibiotikaresistenz bei verändertem Efflux/Influx Verhältnis 

Von allen Mechanismen, die zu einer Antibiotikaresistenz führen, stellt die Zellmembran die 

basale Abwehr gegenüber toxischen Substanzen dar. Da die Lipid-Doppelschicht auch Substanzen 

ausgrenzt, welche die Zelle für den Stoffwechsel benötigt, wird die unspezifische Aufnahme von 

Vitaminen, Zuckern und Aminosäuren durch Porine gewährleistet. Die in der äußeren Membran 

der gramnegativen Bakterien lokalisierten outer membrane proteins (OMPs oder auch Porine) 

bilden Poren in der äußeren Membran, durch welche wasserlösliche Substanzen in die Zelle 

gelangen können. Um toxische Stoffwechselprodukte oder durch Porine aufgenommene 

Substanzen oder Signalmoleküle aus der Zelle ausschleusen zu können, besitzen alle 

Gramnegativen mehrere Transportersysteme für den Efflux. Da diese zumeist ein breites 

Substratspektrum aufweisen, spielen sie bei der Resistenzbildung gegenüber Antibiotika eine 
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wichtige Rolle. So kann ein gesteigerter Efflux bei simultan reduziertem Influx zu einer 

Verringerung der Empfindlichkeit gegenüber mehreren Antibiotika verschiedener 

Substanzklassen führen, was auch als multiple-drug-resistance (MDR) Phänotyp bezeichnet wird 

(Davin-Regli et al. 2008; H. Nikaido and Pagès 2012; Delmar, Su, and Yu 2014). Die Ausbildung des 

MDR-Phänotyps einzig über einen gesteigerten Efflux führt häufig nicht zu einer klinisch 

relevanten Resistenz. Jedoch verschafft er unter dem Selektionsdruck einer 

Antibiotikaeinwirkung einen Vorteil, durch den eine größere Anzahl an Bakterien überlebt. Somit 

steigt auch die Wahrscheinlichkeit der Entstehung weiterer Mutationen, die wiederum zu einer 

erhöhten Resistenz führen und somit erneut einen Selektionsvorteil verschaffen können. Das 

Hervorbringen von Zielstrukturmutationen und die Entstehung hochresistenter Stämme unter 

Antibiotikatherapie kann somit durch den MDR-Phänotyp begünstigt werden. Insbesondere 

Resistenzen gegenüber Fluorchinolonen tauchen häufig in Kombination mit einem MDR-

Phänotyp auf (Oethinger et al. 2000; Baucheron et al. 2002; Jacoby 2005). 

Eine weitere wichtige Rolle spielen Effluxpumpen für das Ausschleusen von Signalmolekülen für 

die Zell-Zellkommunikation (Yang, Lopez, and Zechiedrich 2006), für die Ausprägung von 

Virulenzeigenschaften (Webber et al. 2009) sowie für die Zellteilung (Lau and Zgurskaya 2005). 

I.3.1 Die Effluxpumpen der Enterobakterien 

Man teilt die heute bekannten Effluxpumpen aufgrund von Aminosäure-Sequenzhomologien, 

Funktionsmechanismus und Substratspezifität in fünf Superfamilien ein: 1. die adenosine 

triphosphate (ATP) binding cassette (ABC) Transporter, z. B. Sav1866 aus Staphylococcus, 2. Die 

major facilitator superfamily (MFS), z. B. EmrD aus E. coli, 3. die resistance-nodulation-division 

(RND) Superfamilie, z. B. AcrB aus E. coli, 4.  die small multidrug resistance (SMR) Superfamili, z. B. 

EmrE aus E. coli und 5. die multidrug and toxic compound extrusion (MATE) Superfamilie mit als 

NorM-VC aus Vibrio cholera als Beispiel (Higgins 2007; Delmar, Su, and Yu 2014; He et al. 2010). 

Während die Effluxpumpen der ABC-Superfamilie die Energie für den Transport direkt aus der 

Hydrolyse von ATP ziehen, transportieren die MFS-, SMR- und RND-Pumpen abhängig vom 

Protonengardienten, der sich über der inneren Zellmembran erstreckt. Transporter der MATE-

Superfamilie funktionieren ebenfalls gradientenabhängig über einen H+ oder Na+-Antiport. Einzig 

die RND-Transporter überspannen dabei die innere und äußere Membran und können Substrate 

aus dem Cytosol direkt über den periplasmatischen Spalt hinweg in das umgebende Milieu 

transportieren. Die Superfamilien sind in Abbildung I-3 schematisch dargestellt. 
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Abbildung I-3: Schematische Darstellung der fünf Superfamilien bakterieller Effluxpumpen (Delmar, Su, 
and Yu 2014). 

Die RND-Transporter lassen sich weiter in zwei Unterfamilien einteilen: 1. die hydrophoben 

sowie amphiphilen Efflux RND-Pumpen (HAE-RND), zu denen die AcrB Pumpe zählt und 2. die 

Schwermetall RND-Pumpen (heavy metal, HME-RND), zu denen die Pumpe CusA gehört, die eine 

Toleranz gegenüber den toxischen Metallen Kupfer und Silber vermittelt (Long et al. 2010). Da in 

dieser Arbeit insbesondere die Bedeutung einer veränderten Regulation der RND-Effluxpumpe 

AcrAB-TolC für der Ausprägung einer erhöhten Antibiotikatoleranz im Fokus steht, wird im 

Folgenden auf diese detailliert eingegangen. 

I.3.2 Die MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC 

Die Effluxpumpe AcrAB-TolC aus E. coli und anderen gramnegativen Enterobakterien wie 

Salmonella enterica bildet zusammen mit der ebenfalls dreiteiligen Pumpe MexAB-OprM aus 

Pseudomonas aeruginosa den Archetyp der RND-Transporter. Ihre dreiteilige Struktur, bestehend 

aus den Komponenten AcrA, AcrB und TolC überspannt den periplasmatischen Raum vollständig, 

wobei die eigentliche Pumpe AcrB in der inneren Membran und der Tunnel TolC transmembral in 

der äußeren Membran lokalisiert sind (siehe Abbildung I-4). AcrA stellt ein stabilisierendes 

Verbindungsstück zwischen AcrB und TolC dar. Wenngleich auch von allen drei Komponenten, 

AcrA, AcrB und TolC die Proteinstrukturen bekannt sind (Mikolosko et al. 2006; Murakami et al. 

2002; Koronakis et al. 2000), gelang die kristallografische Darstellung des gesamten Komplexes 

bislang nicht. Stöchiometrische Analysen ergaben jedoch, dass die Komponenten 

AcrB : AcrA : TolC in einem Verhältnis von 3 : 6 : 3 vorliegen (Janganan et al. 2011). 
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Abbildung I-4: Die dreiteilige MDR Effluxpumpe AcrAB-TolC. Nach Seeger et al. 2008. 

 

AcrB bildet demnach ein Trimer in der inneren Membran und besitzt eine Transmembrandomäne, 

bestehend aus 12 α-Helices und eine porenförmige TolC-Bindedomäne, die mit drei zentralen 

α-Helices eine Art Trichter bildet, auf dem das TolC-Trimer aufsitzt (Tamura et al. 2005; 

Murakami et al. 2002). Beim Transportvorgang kommt dem AcrB-Trimer die Aufgabe der 

Substrataufnahme und –selektion sowie die Substratweitergabe an den TolC-Tunnel zu. Dabei 

durchlaufen die AcrB-Monomere in rotierender Folge drei Konformationsstufen: L (locker/frei, 

engl. loose), T (eng/gespannt, engl. tight) und O (offen, engl. open) (Pos 2009; Murakami et al. 

2006) (siehe Abbildung I-5). In der L-Konformation kommt es zur Bindung des Substrates, 

welches hin zur T-Konformation durch einen sich öffnenden helicalen Tunnel in eine hydrophobe 

Substrattasche innerhalb von AcrB transportiert wird. Diese Tasche besteht ausschließlich in der 

T-Konformation. In der sich anschließenden O-Konformation kommt es zur Freigabe des 

Substrates in den TolC-Tunnel. Die Substrataufnahme findet an einer lateralen Tasche von AcrB 

in der L-Konformation statt, die sich direkt über der inneren Membran auf der periplasmatischen 

Seite befindet. Nach wie vor ist ungeklärt, ob sämtliche Substrate dort aus der inneren 

Zellmembran oder dem Periplasma aufgenommen werden. Eine Substrataufnahme direkt aus 

dem Cytosol ist jedoch unwahrscheinlich (Pos 2009). 
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Die Energie für den Transport und die Konformationsänderungen innerhalb des AcrB-Trimers 

stammt aus dem Protonengradienten. Dessen elektrochemisches Energiepotential wird über 

einen H+/Substrat-Antiport in eine physische Bewegung umgewandelt. Die Protonen werden 

dabei aus dem Periplasma von AcrB in der L-Konformation aufgenommen. Eine transiente 

Protonierung führt dann zur Bildung der T- und O-Konformation. Der Vorgang der 

anschließenden Deprotonierung ist bislang jedoch unverstanden (Murakami et al. 2006; 

Sennhauser et al. 2007). Im Gegensatz zur ATPase findet bei der funktionellen Rotation der 

AcrB-Konformationsstufen sehr wahrscheinlich keine physische Drehbewegung statt (Pos 2009). 

 

 

Abbildung I-5: Schematische Darstellung des Pumpmechanismus bei der Substrataufnahme aus der 
inneren Membran oder dem Periplasma und Weitergabe an den TolC-Tunnelkomplex A) in der 
Seitenansicht der AcrAB-TolC-Effluxpumpe und B) in der Aufsicht auf das AcrB-Trimer. AcrB-
Konformationsstufen: L: Substratbindung (locker/frei, engl. loose), T: Substrataufnahme (eng/gespannt, 
engl. tight) und O: Substratfreigabe (offen, engl. open). Die Konformationsänderung in AcrB wird durch AcrA 
auf den TolC-Tunnel übertragen und verursacht in diesem eine peristaltische Bewegung der Monomere 

(Seeger et al. 2008). 

 

Die Substratspezifität kommt wahrscheinlich durch die genannte hydrophobe Substrattasche der 

T-Konformation von AcrB zustande (Elkins and Nikaido 2002; Murakami et al. 2006; Pos 2009). 

Das Substratspektrum umfasst eine Vielzahl an Substanzen unterschiedlicher Größe strukturell 

nicht verwandter Stoffgruppen (siehe Abbildung I-6). Zu diesen gehören kurzkettige 
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Kohlenwasserstoffe, aromatische Verbindungen, Farbstoffe, Detergenzien und Antiseptika wie 

das Acriflavin, welches namensgebend für die Acr-Proteine war (Nakamura 1965; Nakamura 

1968). Daneben umfasst das Substratspektrum auch diverse Antibiotika aus verschiedenen 

Substanzklassen wie Ciprofloxacin (Fluorchinolone), Minocyclin (Tetracycline), Oxacillin 

(β-Lactam) und Erythromycin (Macrolide) (Seeger et al. 2008). Eine Gemeinsamkeit lässt sich 

jedoch im überwiegend lipophilen Anteil der Substanzen finden (Seeger et al. 2008). Für 

β-Lactamantibiotika wurde gezeigt, dass diese nur bei genügender Lipophilie der Seitenkette 

durch die AcrAB-TolC Pumpe transportiert werden können (H. Nikaido et al. 1998). Aktuellere 

Untersuchungen haben ergeben, dass die Substratspezifität auch abhängig von AcrZ ist. Dieses 

kleine nadelförmige Protein ist konserviert in den Enterobakterien und bildet einen Komplex mit 

AcrB. Die genaue Bedeutung ist jedoch noch ungeklärt (Hobbs et al. 2012; Du et al. 2014). 

 

 

Abbildung I-6: Beispiele für Substanzen des Substratspektrums der AcrAB-TolC-Effluxpumpe. Nach Pos 
2009. 

 

Der Tunnel durch das Periplasma und über die äußere Membran besteht aus einem TolC-Trimer. 

Die Transmembrandomäne besteht aus β-Faltblättern, die eine Fassstruktur (engl. β-barrel) 

bilden und so eine Pore in der äußeren Membran formen. Die AcrB proximale Tunneldomäne 
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besteht dagegen aus parallelen α-Helices. Liegt das TolC-Trimer isoliert vor, ist dieser helicale 

Tunnel durch eine Verschraubung der Helices geschlossen. Der Vorgang der Öffnung vollzieht sich 

sehr wahrscheinlich durch die direkte Interaktion mit AcrA bei der Assemblierung des AcrA-AcrB-

TolC Pumpenkomplexes, indem der TolC-Tunnel dauerhaft geöffnet ist (Koronakis et al. 2000; 

Bavro et al. 2008; Janganan et al. 2013; Du et al. 2014). Die durch AcrB in den TolC-Tunnel 

transportierten Substrate passieren diesen sehr wahrscheinlich nicht einzeln, sondern aufgereiht 

in direkter Folge hintereinander weg (Pos 2009), wobei sie, unterstützt durch eine peristaltische 

Bewegung der TolC-Monomere aus der Zelle geschleust werden (Vaccaro, Scott, and Sansom 

2008). 

Diese Peristaltik wird dabei sehr wahrscheinlich über die AcrA-Monomere von der funktional 

rotierenden AcrB-Pumpe auf die TolC-Tunnelproteine übertragen (Seeger et al. 2006) (siehe 

Abbildung I-5). Weiter kommt AcrA eine stabilisierende Rolle des gesamten Pumpenkomplexes 

zu, indem es einen Trichter um die AcrB-TolC-Kontaktregion herum formt. Darüber hinaus ist im 

Prozess der Assemblierung der gesamten Pumpe eine Konformationsänderung in AcrA in der 

membranproximalen Domäne, die an AcrB bindet, entscheidend für die Ausbildung des 

funktionalen AcrAB-TolC Komplexes. Die exakte Reihenfolge der Assemblierung ist noch nicht 

genau verstanden. Auf Grund von Interaktionsstudien wurde postuliert, dass zunächst AcrB und 

TolC einen Komplex bilden, an den dann das AcrA-Hexamer bindet (Tikhonova, Yamada, and 

Zgurskaya 2011). Die Ausbildung des dreiteiligen Gesamtkomplexes benötigt keine weitere 

Energie und geschieht substratunabhängig (Tikhonova and Zgurskaya 2004). 

Der AcrAB-TolC Effluxpumpe wird neben der Funktion der Abwehr von toxischen Substanzen wie 

Gallensalzen, die das Überleben der Enterobakterien im Darm ermöglicht (Thanassi, Cheng, and 

Nikaido 1997) auch eine wichtige Rolle bei der Ausprägung der Virulenz pathogener Salmonella 

enterica oder Pseudomonas aeruginosa Stämme zugesprochen (Piddock 2006; H. Nikaido and 

Pagès 2012; E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008). Ebenso wird vermutet, dass der Transport 

von Signalmolekülen des quorum sensing eine wichtige Funktion der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

darstellt (Rahmati et al. 2002). Von entscheidender klinischer Bedeutsamkeit ist jedoch, dass 

Antibiotika der unterschiedlichsten Substanzklassen zu ihrem Substratspektrum gehören und 

eine gesteigerte Expression der Pumpenkomponenten zur Ausbildung eines MDR-Phänotyps 

führt (Davin-Regli et al. 2008). Unter allen Effluxpumpen sind die MDR Transporter AcrAB-TolC 

und MexAB-TolC am häufigsten durch eine Überproduktion an der Resistenzbildung klinisch 

relevanter Isolate beteiligt, die mit humanen Infektionskrankheiten assoziiert sind (H. Nikaido 

and Pagès 2012). Auch bei der Ausbildung von Fluorchinolonresistenzen in hochresistenten 

Bakterienstämmen spielt der AcrAB-TolC abhängige MDR-Phenotyp eine entscheidende Rolle. So 

führt die verringerte Empfindlichkeit eines Bakteriums mit MDR-Phänotyp alleine zwar nicht zu 
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einer klinischen Resistenz gegenüber dem Antibiotikum, jedoch begünstigt sie die Entstehung von 

Mutationen in den Zielstrukturen der Fluorchinolone und somit das Hervorbringen klinisch 

relevanter Resistenzen (Oethinger et al. 2000; Baucheron et al. 2002; Jacoby 2005). 

Die Mechanismen, die zu einer Überproduktion der MDR-Pumpe AcrAB-TolC und in Folge dessen 

zu einem erhöhtem Efflux und der Ausbildung des MDR-Phänotyps führen, beruhen zumeist auf 

chromosomalen Mutationen im Regulationsnetzwerk der Gene der Pumpenkomponenten acrAB 

und tolC (Davin-Regli et al. 2008). Auf dieses Regulationsnetzwerk soll im Folgenden genauer 

eingegangen werden. 

I.4 Regulatoren der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

Die Zellen der Enterobakterien sind in der Lage das Efflux/Influx Verhältnis an ihren Membranen 

dynamisch zu modulieren, wodurch sie sich wechselnden Umgebungsbedingungen anpassen 

können. Diese Anpassung erfolgt maßgeblich über eine vermehrte Expression von Efflux-Pumpen 

bzw. über eine verminderte Expression von Porinen (Davin-Regli et al. 2008). Das Verhältnis 

zwischen Efflux und Influx ist also nicht fest vorgegeben, sondern vielmehr das Resultat 

ineinander greifender Regulationsmechanismen, in denen unterschiedliche Regulationsfaktoren 

verschiedenste Reize aus dem Zelläußeren aber auch –inneren wahrnehmen und weitergeben. 

Durch ihr breites Substratspektrum spielt die AcrAB-TolC Effluxpumpe dabei eine entscheidende 

Rolle.  

Nach dem heutigen Kenntnisstand wird ein erhöhter Efflux und die damit einhergehende erhöhte 

Resistenz maßgeblich durch den Expressionsstatus der Pumpengene beeinflusst. So findet man in 

klinischen MDR-Isolaten häufig eine erhöhte Expression der Gene acrA und acrB (Swick et al. 

2011). Der Effluxstatus wird dabei maßgeblich durch die genetische Regulation bewirkt (Li and 

Nikaido 2004; Grkovic, Brown, and Skurray 2002; H. Nikaido and Pagès 2012). Bei den 

Regulatoren kann unterschieden werden zwischen jenen, die lokal und jenen, die global in der 

Zelle aktiv sind. Das Regulon, also die Gesamtheit der von ihnen regulierten Gene, beinhaltet bei 

den lokalen Regulationsfaktoren ausschließlich die Gene der Pumpe. Dagegen ist das Regulon der 

globalen Regulationsfaktoren sehr viel umfassender. Über diese Regulatoren ist die Zelle in der 

Lage den Efflux sowohl zu stimulieren als auch zu vermindern. 

I.4.1 Lokale Regulatoren der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

Der lokale Transkriptionsregulator der acrA- und acrB-Expression ist das Protein AcrR (Ma et al. 

1996). Dessen Gen acrR wird konstitutiv exprimiert und ist in einem Operon mit den Genen acrA 

und acrB organisiert (siehe Abbildung I-7). Letztere werden ausgehend von einem 

Promotorbereich transkribiert, der eine Bindestelle für AcrR enthält. Gebunden an diese 
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Operatorsequenz auf der DNA wirkt AcrR als Repressor der acrAB-Expression, da er das 

Voranschreiten des RNA-Polymerasekomplexes bei der Transkription blockiert (Routh et al. 

2009). AcrR gehört zur Familie der TetR-Transkriptionsfaktoren und ist in der homodimeren 

Form aktiv, wobei die 28 bp lange Bindestelle 5´-TTTACATACATTTGTGAATGTATGTACC-3´ von 

zwei AcrR-Homodimeren gebunden wird (Su, Rutherford, and Yu 2007). Diese Bindung wird 

durch die Interaktion mit verschiedenen Substanzen inhibiert, was für Ethidium, Proflavin und 

Rhodamin 6G gezeigt werden konnte (Su, Rutherford, and Yu 2007; Su, Nikaido, and Yu 2007). 

AcrR ist also auch ein Sensor chemischer Signale, der die Expression der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

beeinflusst. Mutationen, die zu einem Funktionsverlust von AcrR führen, sind mit einer 

dauerhaften Überexpression und somit auch mit der Bildung eines MDR-Phänotyps assoziiert. 

Dieses wurde auch in klinischen MDR-Isolaten beschrieben (Pradel and Pagès 2002; Olliver et al. 

2004). 

Ein weiterer lokaler Repressor ist AcrS, dessen Gen acrS in einem Operon mit den Genen acrE und 

acrF lokalisiert ist. Letztere kodieren für die Komponenten der AcrEF-TolC Effluxpumpe, die in 

weiten Teilen homolog zur AcrAB-TolC Effluxpumpe ist (Ma et al. 1993), als 

Multisubstrattransporter in Zusammenhang mit Antibiotikaresistenzen jedoch eine 

untergeordnete Rolle spielt (Nishino and Yamaguchi 2004; Sulavik et al. 2001). Untersuchungen 

haben gezeigt, dass AcrS potentiell auch als Repressor im acrRAB-Operon aktiv sein kann und an 

die gleiche Bindestelle wie AcrR bindet. Die physiologische Bedeutung ist bislang noch 

unzureichend geklärt, die Interaktion der Regulatoren beider Pumpensysteme deutet jedoch 

darauf hin, dass über die kreuzweise Repression eine für die Zelle unvorteilhafte Übersteigerung 

des Efflux verhindert werden kann (Hirakawa et al. 2008). 

I.4.2 Globale Regulatoren der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

Eine Überexpression von acrAB und tolC als Reaktion der Wechselwirkung mit einer sehr viel 

größeren Zahl und Diversität an Substanzen aus der Zellumgebung aber auch mit Stoffwechsel-

metaboliten aus dem Zellinneren ist von globalen Transkriptionsfaktoren abhängig. Die 

Regulatoren mit dem größten Einfluss in den Enterobakterien sind MarA, SoxS, Rob und RamA, 

wobei letzterer z. B. in Salmonella, Klebsiella und Enterobacter, nicht aber in E. coli vorhanden ist 

(Ruiz and Levy 2013; Davin-Regli et al. 2008). Alle gehören zur Proteinfamilie der AraC/XylS-

Transkriptionsfaktoren (Gallegos et al. 1997). Diese bestehen aus zwei strukturellen Domänen: 

der meist C-terminalen DNA-Bindedomäne und der Effektor- oder auch Multimerisie-

rungsdomäne. Während die DNA-Bindedomäne eine konservierte Aminosäuresequenz besitzt, 

die für zwei Helix-Turn-Helix Motive kodiert, ist die zweite Domäne sehr variabel unter den 

verschiedenen Regulatoren. Ebenso die Interaktionspunkte mit der RNA-Polymerase (RNAP) 
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(Gallegos et al. 1997; Robert G Martin and Rosner 2001). Funktionell können die Regulatoren in 

drei Gruppen eingeteilt werden: 1. Regulatoren des Katabolismus von Kohlenstoffquellen (z. B. 

AraC aus E. coli), von Aminosäuren (z. B. MmsR aus Pseudomonas aerugiosa), Nitroverbindungen 

(OruR aus Pseudomonas aerugiosa) und Benzen-Derivaten (z. B. XylS aus Pseudomonas putida), 

2. Regulatoren der zellulären Stressantwort (z. B. MarA und SoxS aus E. coli) und 3. Regulatoren 

der Expression spezifischer Virulenzgene (z. B. PerA aus enteropathogenen E. coli Stämmen) 

(Ibarra et al. 2008). Die Regulatoren der AcrAB-TolC Effluxpumpe MarA, SoxS, Rob und RamA sind 

Transkriptionsaktivatoren der zweiten Gruppe. Sie binden alle jeweils als Monomere an dieselbe 

20 bp lange DNA-Bindungssequenz in den Promotorbereichen von acrAB und tolC, der 

sogenannten marbox (Duval and Lister 2013). Die Spezifität der Bindungssequenz kommt durch 

eine Konservierung der DNA-Bindedomänen in MarA, SoxS und Rob zustande, was durch 

entsprechende Strukturanalysen gezeigt werden konnte (R. G. Martin et al. 1999; Kevin L Griffith 

and Wolf 2002; Kwon et al. 2000). Bei der DNA-Interaktion binden die Monomere immer einseitig 

an der DNA-Helix und zwar auf derselben Seite, auf der auch die -10 Region des jeweiligen 

Zielpromotors lokalisiert ist (R. G. Martin et al. 1999). 

Die Regulation der Transkriptionsfaktoren unterliegt mit MarR für MarA, SoxR für SoxS und RamR 

für RamA wiederum lokalen Repressoren, die jeweils in einem Operon mit ihrem Zielgen (marA, 

soxS bzw. ramA) organisiert sind. MarA, SoxS und RamA werden also nicht konstitutiv sondern de 

novo bei einer entsprechenden Freigabe durch ihre lokalen Repressoren gebildet. Diese steht in 

direktem Zusammenhang mit der Wechselwirkung verschiedener Substrate aus der Umgebung 

der Zelle. Damit die Wirkung der Transkriptionsfaktoren nicht dauerhaft erhalten bleibt, werden 

diese proteolytisch wieder degradiert. Nachweislich werden alle MarA, SoxS und RamA durch 

LonA, eine ATP abhängige Protease, abgebaut, wobei jeweils die N-terminale Domäne der 

Proteine eine bedeutende Rolle bei der Erkennung spielt (Ricci, Blair, and Piddock 2013; Kevin L. 

Griffith, Shah, and Wolf 2004; Shah and Wolf 2006). Dieses macht die zeitlich begrenzte 

Anpassung gegenüber wechselnden äußeren Einflüssen möglich.  

SdiA (Suppressor of Division Inhibition) ist ein weiterer Regulator, der mit einer Überexpression 

der AcrAB-TolC Effluxpumpe assoziiert ist. Dieser ist maßgeblich an der Regulation der Zellteilung 

beteiligt über eine direkte Interaktion mit dem Promotor des ftsQAZ Genclusters. Diese Gene sind 

essentiell für die Zellteilung. Das Gen sdiA stimuliert die Expression der ftsQAZ Gene, was mit einer 

erhöhten Zellteilungsrate einhergeht (Wang, de Boer, and Rothfield 1991). Die Regulation tritt 

dabei in Wechselwirkung mit der Zelldichte über ein quorum sensing Mechanismus (Sitnikov, 

Schineller, and Baldwin 1996). Eine Abhängigkeit der acrAB-Expression von SdiA spricht dafür, 

dass die Pumpe AcrAB-TolC auch im Transport von Signalmolekülen eine bedeutende Rolle spielt 

(Rahmati et al. 2002). Eine Beteiligung einer Überexpression von sdiA bei der Ausprägung einer 
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Multiresistenz wurde für E. coli bereits beschrieben (Tavío et al. 2010). 

Da insbesondere die Regulationssysteme marRAB, soxRS, rob und ramRA mit der Entstehung von 

multiplen Antibiotikaresistenzen assoziiert sind, werden sie in den folgenden Kapiteln detailliert 

vorgestellt. In Abbildung I-7 ist das Regulationsnetzwerk der globalen und lokalen 

Transkriptionsfaktoren der AcrAB-TolC Effluxpumpe schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung I-7: Schematische Darstellung der Regulation der AcrAB-TolC Effluxpumpe unter Einfluss 
globaler (grün) und lokaler (grau) Transkriptionsfaktoren. Die Pfeile zeigen die jeweilige Interaktion der 
entsprechenden Regulatoren mit der DNA-Sequenz an (→: positive, ⟞: negative Stimulation der acrAB-
Expression). Die Zahlen geben die Position auf der DNA im Bezug auf das Start-Codon von acrA an. Nach 
Nishino, Nikaido, and Yamaguchi (2009). 

 

Ein Efflux vermittelter MDR-Phänotyp kann folglich durch drei Arten von Mutationen im 

Regulationsnetzwerk zur Überexpression der AcrAB-TolC Pumpe führen: 1. Mutationen, die zum 

Funktionsverlust eines lokalen Repressors führen (in AcrR oder AcrS), 2. Mutationen, die zum 

Funktionsverlust eines Repressors eines globalen Transkriptionsaktivators führen (z. B. in MarR 

oder RamR) und 3. Mutationen in den Bindestellen der Repressoren, die zu einem Verlust der 

Negativregulation der Pumpe oder eines ihrer Transkriptionsaktivatoren führt (z. B. AcrR-

Bindestelle im pacrAB oder MarR-Bindestelle im pmarRAB) (Piddock 2006a). 

I.4.2.1 Regulation durch MarA 

Der Transkriptionsfaktor MarA ist ein Aktivator der Gene acrAB und tolC und bindet in deren 

Promotorbereich als Monomer (127 Aminosäuren) an eine spezifische DNA-Erkennungssequenz, 

die marbox. Die Bindung wird durch zwei Helix-Turn-Helix Motive bewerkstelligt, die in die zwei 

benachbarten großen Furchen der DNA-Helix hineinragen, welche die 20 bp umfassende 

degenerierte marbox enthält (siehe I.4.2.5). Bei dieser Bindung wird die DNA-Helix um ca. 35° 
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gebogen (Rhee et al. 1998). Das Protein umfasst weiter eine Domäne zur Interaktion mit der 

C-terminalen Domäne der α-Untereinheit (α-CTD) der RNA-Polymerase (RNAP). Es wird 

vermutet, dass sich MarA-RNAP-Komplexe bilden, die dann durch die sequenzspezifische Bindung 

an die marbox zu den jeweiligen Zielpromotoren auf der DNA geführt werden und so die 

Transkriptionsrate der Zielgene gesteigert wird (Ishihama 1992; Bindi Dangi et al. 2004; Robert 

G. Martin et al. 2002). 

Dabei korreliert die transkriptionsaktivierende Wirkung durch MarA direkt mit der 

Expressionsrate seines Genes marA, dessen Überexpression mit der Ausbildung eines MDR-

Phänotypes in E. coli und anderen Enterobakterien assoziiert ist (mar: multiple-antibiotic-

resistance) (Hachler, Cohen, and Levy 1991; Cohen, Yan, and Levy 1993). Die Expression von marA 

wird durch den Repressor MarR negativ reguliert, dessen Gen marR mit marA und marB, einem 

Gen bislang unbekannter Funktion, im marRAB Operon lokalisiert (siehe Abbildung I-8) (Grkovic, 

Brown, and Skurray 2002). Die Bedeutung von marC, einem weiteren Gen welches 

entgegengesetzt der Gene marRAB orientiert ist, ist ebenfalls noch unbekannt. Es wurde jedoch 

gezeigt, dass es keinen direkten Einfluss auf den MDR-Phänotyp hat (McDermott et al. 2008). Die 

Gene marR und marA unterliegen beide der negativen, bzw. positiven Selbstregulation durch 

MarR bzw. MarA. Beide binden im Promotorbereich des marRAB Operons, dem mar-Operator 

(marO) sequenzspezifisch. MarR bindet als Homodimer stromabwärts der -10 Region des 

pmarRAB-Promotors an zwei MarR-Bindemotive, wodurch die Transkription blockiert wird (R G 

Martin and Rosner 1995). MarA bindet an eine weiter upstream gelegene marbox. Eine verstärkte 

Bildung von MarA führt somit auch immer zu einer verstärkten Bildung von MarR, wodurch eine 

Überexpression beider Gene reversibel ist (M N Alekshun and Levy 1997). Die Promotorkontrolle 

durch MarR wird durch die Interaktion mit Substraten spezifisch aufgehoben. Dieses wurde für 

Natriumsalicylat (Cohen et al. 1993), Plumbagin und 2,4-Dinitrophenol (Michael N. Alekshun and 

Levy 1999), Menadion (Seoane and Levy 1995), 2,3-Dihydroxybenzoat (Chubiz and Rao 2010) 

sowie kürzlich auch für eine Interaktion mit Kupfer nachgewiesen (Hao et al. 2014). Der Bericht 

über eine Protein-Protein-Interaktion zwischen MarR und GyrA sowie der Transketolase A stellte 

sich als falsch bzw. nicht gesichert heraus und wurde zurückgezogen (Domain and Levy 2011). 

Die Tatsache, dass MarA im Gegensatz zu anderen Transkriptionsfaktoren der AraC/XylS Familie 

lediglich eine DNA-Bindedomäne, jedoch keine Effektor-Interaktionsdomäne besitzt, 

unterstreicht die Bedeutung von MarR als Steuerelement der mar-abhängigen AcrAB-TolC 

Regulation. 

Mutationen in MarR, die zu einem Verlust der Repressoreigenschaften und somit zu einer 

dauerhaft erhöhten marA Expression führen, wurden in klinischen Isolaten mit MDR-Phänotyp 

mannigfaltig beschrieben (M N Alekshun and Levy 1997; Oethinger et al. 1998). Auch bei der 
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Entstehung hochgradiger Fluorchinolonresistenzen können mar-Mutationen einen 

entscheidenden Anteil haben (Kern et al. 2000). So wurde in vitro Untersuchungen beobachtet, 

dass bei der Selektion resistenter Bakterienstämme Zielstrukturmutationen in gyrA und parC 

(siehe I.2.1) mit Mutationen im mar-Lokus stufenweise einhergehen (Grkovic, Brown, and 

Skurray 2002; Piddock 2006a). 

Das gesamte Regulon von MarA umfasst ca. 60 Gene, wobei marboxen in über 30 Promotoren 

nachgewiesen wurden. Neben den Genen acrAB und tolC ist auch micF für die Ausbildung eines 

MDR-Phänotyps von Bedeutung. Dieses Gen kodiert für eine small RNA (sRNA), die als antisense 

RNA komplementär zur mRNA von ompF ist, dem Gen des outer-membrane-porins F (OmpF). 

Durch eine Hybridisierung beider RNAs wird die Expression von OmpF gehemmt, was zu einer 

verringerten Anzahl an Porinen in der äußeren Membran führt. Der daraus resultierende 

verminderte Influx trägt zusätzlich zu einer verringerten Antibiotikaempfindlichkeit bei (Guillier, 

Gottesman, and Storz 2006). 

 

 

Abbildung I-8: Regulation im marRAB Operon, nach Duval et al. (2013). MarR-BS: MarR-Bindestelle. Die 
Pfeile zeigen die jeweilige Interaktion der entsprechenden Genprodukte mit der DNA-Sequenz an 
(+: positive, -: negative Stimulation der marRAB-Expression). Die Zahlen geben die Entfernung in bp zum 
Transkriptionsstart an. 

 

I.4.2.2 Regulation durch SoxS 

SoxS ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor der AraC/XylS-Proteinfamilie und weist in seiner 

Aminosäuresequenz deutliche Homologien zu MarA auf (107 Aminosäuren, 41 % Identität und 

67 % Ähnlichkeit) (Duval and Lister 2013). So besitzt er eine ähnliche DNA-Bindedomäne mit 

zwei Helix-Turn-Helix Motiven. Wie MarA unterscheidet er sich von anderen Vertretern der 
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Proteinfamilie durch das Fehlen einer Dimerisierungsdomäne (Gallegos et al. 1997). Die DNA-

Interaktion erfolgt durch die Bindung eines SoxS-Monomers an der soxbox, einem 20 bp langen, 

degenerierten Bindemotiv. Dieses stimmt mit der marbox etlicher Promotoren überein, wodurch 

sich die Regulons von MarA und SoxS deutlich überlappen (Pomposiello, Bennik, and Demple 

2001; R. G. Martin et al. 1999). 

Die Expression von SoxS wird von dem lokalen Regulator SoxR gesteuert, dessen Gen in 

entgegengesetzter Orientierung im soxRS-Operon vorliegt. SoxR ist ein Sensor für oxidativen 

Stress (sox: superoxide response) und besitzt eine DNA-Bindedomäne sowie eine 

Dimerisierungsdomäne. C-terminal besitzt der Regulator außerdem einen Eisen-Schwefel-

Komplex [2Fe-2S], der an Cystein-Resten gebunden ist. In der reduzierten Form [Fe2+] bindet SoxR 

als Homodimer an den Promotor psoxS und unterbindet so die Transkription. Im oxidierten 

Zustand [Fe3+] wird SoxR zum Aktivator der soxS Expression. Eine schematische Darstellung der 

Regulation durch SoxR befindet sich in der Abbildung I-9.  

Zu einer Oxidation und somit zur Aktivierung der SoxS-Expression führen die redox-aktiven 

Substanzen Paraquat, Stickstoffmonoxid, Napthochinone und diverse Xenobiotika. Diese führen 

zur Bildung von Superoxid-Anionen in der Zelle und setzen diese somit einem oxidativen Stress 

aus (Duval and Lister 2013). Die Oxidation der Eisen-Schwefel-Komplexe wird dabei 

wahrscheinlich nicht durch die gebildeten Superoxide verursacht, sondern durch die direkte 

Reduktion der Substanzen am Fe2+ (Gu and Imlay 2011). 

Der Wechsel in SoxR vom Repressor zum Transkriptionsaktivator kommt durch eine Konforma-

tionsänderung zustande, die im SoxR-DNA-Komplex zu einer Verkürzung des Abstandes zwischen 

-10 und -35 Region des Promotors führt. Hierdurch wird die Bindung der RNA-Polymerase 

(RNAP) begünstigt und so die Transkription positiv reguliert (Pomposiello and Demple 2001). 

Zum gemeinsamen Regulon von SoxS und MarA gehören neben Genen der zellulären Antwort 

gegenüber oxidativem Stress, wie z. B. sodA (Superoxid-Dismutase A), sowie des Energiestoff-

wechsels, wie acnA, fumC (Aconitase A bzw. Fumarase C des Citratzyklus) und zwf (Glucose-6-

Phosphatdehydrogenase des Pentose-Phosphat-Weges) auch die Gene acrAB und tolC der AcrAB-

TolC Effluxpumpe sowie micF (Pomposiello and Demple 2001). 
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Abbildung I-9: Regulation im soxRS Operon, nach (Duval and Lister 2013). RNAP: RNA-Polymerase, BS: 
Bindestelle, TS: Transkriptionsstart. Die Pfeile zeigen die jeweilige Interaktion der entsprechenden 
Genprodukte mit der DNA-Sequenz bzw. die Umwandlung von SoxR vom Repressor in einen Aktivator oder 
die Bildung des Genproduktes an (+: positive, -: negative Stimulation der Expression). 

 

I.4.2.3 Regulation durch Rob 

Der Transkriptionsfaktor Rob ist ebenfalls ein Mitglied der AraC/XylS Familie, der erstmals über 

seine Bindung an den Replikationsursprung des Chromosoms oriC beschrieben wurde (Rob: right 

origin binding) (Skarstad et al. 1993, 199). Bis heute gibt es jedoch keine Hinweise darauf, dass 

Rob an der Replikation beteiligt ist (Duval and Lister 2013). 

Rob unterscheidet sich deutlich von MarA und SoxS durch seine Größe (289 Aminosäuren). Neben 

der N-terminalen DNA-Bindedomäne besitzt Rob eine C-terminale Domäne zur Protein-Protein-

Interaktion (Kwon et al. 2000). Die DNA-Bindedomäne besteht wie in MarA und SoxS aus zwei 

Helix-Turn-Helix-Motiven mit homologer Aminosäuresequenz (51 % Sequenzidentität und 71 % 

Sequenzähnlichkeit des N-Terminus zu MarA). Rob bindet ebenfalls spezifisch an die 

mar/sox/robbox, wodurch sich das Regulon weitgehend mit dem von MarA und SoxS 

überschneidet (Jair et al. 1996). Anders als bei MarA und SoxS ragt jedoch nur ein Helix-Turn-

Helix-Motiv in eine große Furche der DNA-Helix, während das zweite HTH-Motiv lediglich 

sequenzunspezifisch am Phosphat-Rückgrat der DNA bindet. Bei der Bindung kommt es nicht zur 

Krümmung der DNA-Helix wie bei MarA und SoxS (Kwon et al. 2000; Duval and Lister 2013). 

Im Gegensatz zu MarA und SoxS wird Rob konstitutiv gebildet und liegt in einer inaktiven Form 

abgeschieden (sequestriert) in der Zelle vor. Die C-terminale Domäne ist wahrscheinlich an der 

Sequestration beteiligt, die unter Einwirkung der Signalstoffe Dipyridyl und Gallensalze 

aufgehoben und das Protein so in die aktive Form überführt wird (siehe Abbildung I-10). So 

stimuliert Rob auch die Expression von acrA und führt dadurch zu einer reduzierten 

Antibiotikaempfindlichkeit und zur Ausbildung eines MDR-Phänotypes (Ariza et al. 1995). Die 

Expression von rob wird durch SoxS, MarA und Rob selbst negativ reguliert (Kevin L. Griffith et al. 
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2009; Duval and Lister 2013; Rosner et al. 2002). 

 

 

Abbildung I-10: Posttranslationale Regulation von Rob, nach (Duval and Lister 2013). 
TS: Transkriptionsstart. Die Pfeile zeigen die jeweilige Interaktion der entsprechenden Genprodukte mit 
der DNA-Sequenz an (-: negative Stimulation der rob-Expression). 

I.4.2.4 Regulation durch RamA 

Auch der Transkriptionsfaktor RamA ist ein Regulator der AcrAB-TolC Effluxpumpe, der an der 

Ausbildung eines MDR-Phänotyps maßgeblich beteiligt sein kann. Erstmals wurde sein Genlokus 

in einem Enterobacter cloacae Isolat entdeckt. Dessen Chromosom wurde in kleine Fragmente 

zerteil, diese in Plasmide integriert und ein E. coli Stamm mit diesen transformiert. Einige 

Transformanden wiesen eine erhöhte Resistenz gegenüber Chinolonen, β-Lactamen, 

Chloramphenicol und Tetracyclin auf. Die Autoren führten diesen Effekt auf die reduzierte 

Bildung der Porine der äußeren Membran OmpA, OmpC und insbesondere OmpF zurück, weshalb 

das Gen romA genannt wurde (engl.: reduction of outer membrane protein) (Komatsu et al. 1990; 

Komatsu et al. 1991). Spätere analoge Untersuchungen identifizierten romA ebenfalls in einem 

multiresistenten Klebsiella pneumoniae Isolat. Hierbei wurde jedoch festgestellt, dass für die 

Ausbildung eines MDR-Phänotyps ein dem romA benachbartes Gen notwendig ist. In Anlehnung 

an marA wurde dieses ramA genannt (engl.: resistance antibiotic multiple). Die Untersuchungen 

ergaben ebenfalls, dass auch in den zuvor beschriebenen Plasmiden des Enterobacter cloacae 

Isolates das ramA Gen neben romA vorlag und für die Induktion des MDR-Phänotyps 

verantwortlich war (George, Hall, and Stokes 1995). Tatsächlich ist die Bedeutung von romA 

bislang völlig unklar. Ebenso ist unbekannt, ob es zur Translation und Bildung eines RomA 

Proteins kommt. 

Später wurden ramA homologe Gene auch in Enterobacter cloacae, Salmonella enterica serovar 

Paratyphi B und S. enterica serovar Typhimurium beschrieben (Chollet et al. 2004; Yassien et al. 

2002; van der Straaten et al. 2004). In S. enterica wurde das Gen zunächst rma genannt und später 

in Anlehnung an die homologen Gene in anderen Enterobacteriaceae in ramA unbenannt. In allen 

Untersuchungen wurde beschrieben, dass ein MDR-Phänotyp durch die Expression von ramA auf 
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einem multicopy Plasmid in den Ausgangsstämmen aber auch in E. coli induzierbar ist. Dieses war 

auffällig, da E. coli das ramA Gen selbst nicht auf seinem Genom besitzt. Der MDR-Phänotyp wurde 

hier durch eine heterologe Expression auf einem Plasmid induziert. 

Außerdem wurde festgestellt, dass abweichend von Klebsiella und Enterobacter das Gen romA in 

Salmonella nicht vorhanden ist. Ebenso wurde ramA in Citrobacter freundii nachgewiesen und 

seine Rolle für einen MDR-Phänotyp in klinischen Isolaten untersucht (Pott 2011). 

Schon früh wurde die hohe Homologie von RamA zu MarA und SoxS festgestellt und eine 

Überlappung der Regulons vermutet, was durch die direkte Bindung von RamA aus S. enterica 

serovar Typhimurium an der marbox des marO-Operators aus E. coli bestätigt wurde (George, 

Hall, and Stokes 1995; Yassien et al. 2002). Später wurde eine direkte DNA-Interaktion auch an 

den marboxen der Promotoren für tolC und acrAB in einem Salmonella enterica Stamm mittels 

electro mobility shift assay (EMSA) gezeigt (H. Nikaido and Pagès 2012). Beide Gene sowie auch 

die Gene acrEF der Effluxpumpe AcrEF-TolC werden bei einer ramA-Überexpression verstärkt 

transkribiert. Dagegen wird ompF vermindert exprimiert. Eine Bindung am pmicF Promotor ist 

bislang jedoch nicht belegt. 

Eine Autoregulation von RamA wurde als möglich beschrieben. In DNA-Interaktionsexperimenten 

mittels EMSA konnte eine Bindung von RamA im Promotorbereich von ramA festgestellt werden, 

auch wenn eine definierte Bindestelle bislang nicht identifiziert werden konnte (Rosenblum et al. 

2011). In Zellen mit konstitutiver Überexpression von ramA wurde ebenfalls eine verringerte 

Expression von ramR, dem Gen des lokalen Repressors von RamR, beobachtet (Bailey et al. 2010). 

Ob dieses durch einen direkten Einfluss von RamA auf die Transkriptionsrate von ramR zustande 

kommt, ist nicht bekannt. 

RamR wurde erstmals in Salmonella enterica als RamR beschrieben und ist in allen bislang 

untersuchten ramA-tragenden Spezies konserviert (Abouzeed, Baucheron, and Cloeckaert 2008). 

Das Gen ramR ist in einem Operon mit den Genen romA und ramA organisiert, wobei nicht alle 

Spezies mit ramRA-Operon auch das Gen romA enthalten. Der offene Leserahmen von ramR liegt 

in entgegengesetzter Richtung zu denen vom romA und ramA vor (siehe Abbildung I-11). RamR 

ist ein Repressor der TetR-Proteinfamilie. Bei der Regulation binden zwei Homodimere an eine 

definierte RamR-Bindestelle im Promotorbereich von ramA in Salmonella bzw. von romA-ramA in 

Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae und Citrobacter freundii. Da diese mit der -10 

Region des pramA-Promotors überlappt, wird vermutet, dass durch die Bindung das Andocken 

der RNAP und somit auch die Transkription von ramA blockiert wird (Baucheron et al. 2012). 

Ebenso wird die Transkription von ramR gehemmt, da der Promotor pramR mit dem 

Bindungsbereich von RamR überlappt und es so zu einer Selbstregulation kommt (siehe 

Abbildung I-11) (Baucheron et al. 2014).  
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Abbildung I-11: Topologie des ramRA-Operons in verschiedenen Spezies und signalstoffabhängige 
Regulation. Die RamR-Bindestelle (BS) ist in allen Spezies hoch konserviert und überlappt mit den 
Promotoren pramR und pramA. Graue Pfeile zeigen die Bildung des Genproduktes an. Schwarze Pfeile 
zeigen die jeweilige Interaktion der entsprechenden Regulatoren mit der DNA-Sequenz an (→: positive, ⟞: 
negative Stimulation der Expression). Die Zahlen geben die Position auf der DNA im Bezug auf den 
Transkriptionsstart des jeweiligen Promotors an. Nach Baucheron et al. (2014) und Yamasaki et al. (2013). 

 
 
Wie SoxR, MarR und AcrR ist auch RamR ein Sensor für chemische Signale. Durch die Bindung von 

Signalmolekülen wird die Repressoreigenschaft aufgehoben und so eine gesteigerte 

Transkription am pramA-Promotor ermöglicht. Eine ramA abhängige Induktion eines MDR-

Phänotypes wurde für die Substanzen Indol und Gallensalze wie Cholat und Desoxycholat 

beschrieben (E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008). Beides sind Substanzen, die natürlicher 

Weise im Magendarmtrakt vorkommen und zum Substratspektrum der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

gehören. Diese wird in Salmonella enterica durch Indol in Abhängigkeit von RamA, nicht aber SoxS, 

MarA, SdiA, AcrR oder Rob induziert. Wahrscheinlich kommt es in Folge einer Bindung an RamR 

zu einer Derepression der Transkription am pramA-Promotor (E. Nikaido et al. 2012). Der genaue 
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Mechanismus einer Interaktion mit Gallensalzen ist bislang ungeklärt. Untersuchungen von 

Baucheron et al. (2014) haben gezeigt, dass es zu einer verminderten Bindung von RamR an den 

pramA-Promotor unter der Einwirkungen von Gallensalzen kommt, jedoch auch, dass eine 

verstärkte Expression von ramA auch RamR-unabhängig induziert werden kann. Ebenso wurde 

eine direkte Interaktion von Gallensalzen mit RamA diskutiert, die zu einer postranslationalen 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors führen könnte (E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008). 

Im Unterschied zu E. coli, wo Gallensalze vor allem über Rob zu einer Induktion der AcrAB-TolC 

Effluxpumpe führen, scheint dieses in Salmonella maßgeblich von RamA abhängig zu sein (E. 

Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008; Baucheron et al. 2014; Rosenberg et al. 2003). 

In einem strukturanalytischen Ansatz gelang die kristallografische Darstellung des RamR-Dimers 

sowohl allein, als auch in Kombination mit den Substanzen Ethidiumbromid, Rhodamin 6G, 

Berberin, Kristalviolett und Dequalinum. Die Zugabe dieser Substanzen hatte eine Überexpression 

von ramA zur Folge (Yamasaki et al. 2013). 

Ein RamR Monomer hat eine molekulare Masse von 21 kDa und besteht aus neun α-Helices (siehe 

Abbildung I-12). Die N-terminale DNA-Bindedomäne umfasst die Helices α1-3 und weist 

deutliche Homologien zu anderen Vertretern der TetR Transkriptionsfaktorenfamilie auf. Die 

Dimerisierung geschieht maßgeblich durch H-Brückenbindungen und hydrophobe 

Wechselwirkungen zwischen den C-terminalen Helices α8 und α9 zweier Monomere. Bei der 

Untersuchung der Substratinteraktion wurde weiter beobachtet, dass die Interaktionspunkte 

weit über die Helices α3-9 verteilt sind, sich zwischen den Liganden unterscheiden und 

offensichtlich keine spezifische Substratbindetasche existiert. Dennoch führten alle Substrate zu 

einer Konformationsänderung von RamR, die eine Vergrößerung des Abstandes der Helix-Turn-

Helix Motive in der N-terminalen DNA-Bindedomäne zur Folge hat. Der größere Abstand 

resultierte dann wiederrum in einer verminderten DNA-Affinität (Yamasaki et al. 2013). Eine 

weitere nachgewiesene Interaktion besteht zwischen dem Phenazin Chlorpromazin, welches zu 

einer Induktion der ramA Expression führt. Gleichzeitig unterdrückt die Substanz jedoch auch die 

Expression von acrB und somit der gesamten AcrAB-TolC Effluxpumpe, für die Chlorpromazin 

einen Inhibitor darstellt (Bailey, Paulsen, and Piddock 2008). Die physiologische Bedeutung der 

gezeigten Interaktionen ist bis auf Indol und die Gallensalze fraglich, die strukturelle Vielfalt 

unterstreicht jedoch die Bedeutung in der zellulären Antwort gegenüber chemischen 

Stresszuständen unterschiedlichster Art. 
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Abbildung I-12: Kristallstruktur des RamR-Dimers (Yamasaki et al. 2013) 

 

Eine RamR-Interaktion, bzw. ramA stimulierende Wirkung für Chloramphenicol, Ciprofloxacin, 

Tetracyclin, Erythromycin, Rifampicin, Trimethoprim und weiteren Antibiotika verschiedener 

Klassen konnte je nach Untersuchung nicht oder nur sehr schwach festgestellt werden (Yamasaki 

et al. 2013; Lawler et al. 2013). Demnach bietet das RamRA-Regulationssystem keine direkte 

Anpassungsmöglichkeit gegenüber Antibiotika. Dennoch spielt es bei der Akkumulation von 

Resistenzmutationen offensichtlich eine entscheidende Rolle. So wurden Mutationen in ramR und 

der RamR-Bindestelle, die zu einem Funktionsverlust von RamR, bzw. zu einer ineffizienten 

Repression der ramA-Transkription führen, in einer Vielzahl klinischer multiresistenter 

Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae und Enterobacter cloacae Stämme beschrieben 

(Baucheron et al. 2012; Zheng, Cui, and Meng 2009; Abouzeed, Baucheron, and Cloeckaert 2008; 

Hentschke et al. 2010; Rosenblum et al. 2011; Pérez et al. 2012). 

Im Vergleich mit den Regulatoren MarR, SoxS und Rob wird RamA in Spezies, die das ramRA-

Operon enthalten, eine übergeordnete Rolle im Zusammenhang mit einer verringerten 

Antibiotikaempfindlichkeit zugeschrieben und als Hauptregulator der acrAB Expression 

diskutiert. So fand man in klinischen Isolaten und bei in vitro selektierten Mutanten mit MDR-

Phänotyp bei Salmonella und Klebsiella eine Überexpression der AcrAB-TolC Effluxpumpe. Dieses 

war im Gegensatz zu E. coli am häufigsten durch eine Beteiligung von RamR/RamA und in 

vereinzelten Fällen von SoxR/SoxS begründet und nicht von MarR/MarA (Abouzeed, Baucheron, 

and Cloeckaert 2008; Usui et al. 2013; E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008; Zheng, Cui, and 

Meng 2009; T. Schneiders, Amyes, and Levy 2003). 

Durch die Überlappung der Regulons der Transkriptionsfaktoren MarR/MarA, SoxR/SoxS, Rob 
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und RamR/RamA ist eine Wechselwirkung im Regulationsnetzwerk anzunehmen. Für E. coli 

wurde dieses, entsprechend ohne RamA, beschrieben, wonach MarA die Expression von soxS und 

rob hemmt, Rob wiederrum die Expression von marA stimuliert und die von soxS hemmt und SoxS 

die Expression von marA stimuliert und gleichzeitig die Expression von rob hemmt (Chubiz, 

Glekas, and Rao 2012). Entsprechende experimentelle Daten für Salmonella enterica weisen 

darauf hin, dass RamA ebenso die Expression von rob und soxS hemmt (O’Regan et al. 2009; E. 

Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008). In Enterobacter aerogenes konnte eine Bindung von 

RamA an die marbox des marRAB Operons und in Folge dessen eine Überexpression der mar-Gene 

von E. coli nachgewiesen werden (Chollet et al. 2004). Auch existieren Hinweise dafür, dass eine 

Inaktivierung von acrB oder tolC zu einer Überexpression von ramA führt (Webber et al. 2009). 

Nach wie vor ist die Interaktion jedoch nicht ausreichend geklärt. Ebenso ist unbekannt, ob es zu 

einer Regulationskaskade zwischen den Transkriptionsfaktoren der AraC/XylS Familie, 

beispielsweise bei der Stressantwort auf Gallensalze, kommt. 

I.4.2.5 Die Interaktion an der marbox 

Die Regulons der Transkriptionsfaktoren MarA, SoxS und Rob weisen deutliche Überlappungen 

auf. So regulieren diese in E. coli denselben Satz von über 40 Genen (Robert G. Martin and Rosner 

2011). Auch das Regulon von RamA in Salmonella enterica weist teilweise Überlappungen auf, 

wozu insbesondere Gene acrAB, tolC, ompC, ompF und ompX zählen (Bailey et al. 2010; Zheng et 

al. 2011). Alle vier Regulatoren binden im Promotorbereich der Gene acrAB und tolC am selben 

DNA-Bindemotiv, der marbox, einem degenerierten asymmetrischen Bindemotiv von 20 bp 

Länge. Dennoch weisen die Regulons auch offensichtliche Abweichungen auf. Ebenso ist die 

Tragweite Ihres Einflusses an den marboxen unterschiedlicher Gene verschieden. So kommt es zu 

einer differenzierten Regulation derselben Gene durch die jeweiligen Regulatoren. Dieses kommt 

durch die spezifische Protein-DNA Interaktion abhängig von den Aminosäuren in den jeweiligen 

DNA-Bindemotiven sowie der DNA-Sequenz der jeweiligen marbox zustande (E. Nikaido, 

Yamaguchi, and Nishino 2008; Zhang et al. 2008; R. G. Martin et al. 1999; Nishino, Nikaido, and 

Yamaguchi 2009; Robert G. Martin and Rosner 2011). Auch wenn die verschiedenen 

Transkriptionsfaktoren unterschiedliche Bindungsaffinitäten an derselben marbox aufweisen, 

korreliert diese jedoch nicht mit der Stärke der Transkriptionsaktivierung oder –reprimierung (R. 

G. Martin et al. 1999; R. G. Martin, Gillette, and Rosner 2000). 

Entscheidend für die Regulation sind ebenfalls die Orientierung der marbox sowie deren Abstand 

zu den -35 und -10 Regionen der Promotoren. Hiervon ist abhängig, ob es zu einer verstärkten 

oder verminderten Expression des Zielgenes kommt. So können die marboxen in unterschiedliche 

Klassen eingeteilt werden, die für MarA beschrieben wurden (Thamarai Schneiders and Levy 
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2006; Duval et al. 2013). Klasse I marboxen liegen upstream der -35 Region in der B-Orientierung 

vor (engl.: backward), also entgegengesetzt der Leserichtung des Zielgens. MarA bindet dabei mit 

dem N-terminalen Ende der Leserichtung des Gens zugewandt (siehe Abbildung I-13) und 

aktiviert dessen Transkription. Ebenso aktivierend wirken marboxen der Klasse II, die in 

umgekehrter Orientierung, der F-Orientierung (engl.: forward), vorliegen und mit der -35 Region 

überlappen. Die marboxen Typ I und Typ II, die zu einer Reprimierung der Transkription führen, 

liegen in der B-Orientierung überlappend mit der -35 oder mit -35 und der -10 Region vor. Der 

Promotor pacrA gehört zur Klasse I und wird von MarA, SoxS, Rob und RamA aktiviert (R. G. 

Martin, Gillette, and Rosner 2000; E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008). 

 

 

Abbildung I-13: Klassifizierung von Promotoren nach Lage und Orientierung der marbox. Diese ist durch 
Pfeile angegeben. Die Ausrichtung von gebundenem MarA ist durch die Lage des N-Terminus angegeben. 
Die Pfeile geben die Orientierung von MarA relativ zur Leserichtung des jeweiligen Gens und dessen 
Promotors an. Nach Thamarai Schneiders and Levy (2006). 

 

I.5 Bakterien der Gattung Citrobacter 

I.5.1 Allgemeine Klassifizierung von Citrobacter Spezies 

Die Gattung Citrobacter umfasst insgesamt 11 Spezies. Ihre Vertreter sind gramnegative, 

stäbchenförmige, fakultativ anaerobe, peritrich begeißelte Bakterien, die nicht in der Lage sind 

Sporen zu bilden. Sie können aus Wasser-, Boden- oder auch Nahrungsmittelproben isoliert 

werden und gelten als ubiquitär verbreitet. Als Kommensale der menschlichen Darmflora und 

aufgrund des negativen Oxidase-Tests bei der biochemischen Charakterisierung werden sie den 

Enterobakterien zugeordnet. Phylogenetisch gehören sie zur Gruppe der γ-Proteobakterien 

(Dworkin and Falkow 2006). 

Der Name der Gattung ist auf die Fähigkeit einzelner Vertreter zurückzuführen, Citrat als einzige 

Kohlenstoffquelle verwerten zu können und wurde durch Werkman und Gillen (1932) eingeführt. 
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Dabei wurden insgesamt sieben Spezies vorgeschlagen, von denen heute nur noch die Spezies 

Citrobacter freundii besteht. Die aktuelle Einteilung in 11 Spezies basiert auf einer Abgrenzung 

durch DNA-Hybridisierung (Genomospezies) und umfasst neben C. freundii die Arten C. koseri, 

C. amalonaticus, C. farmeri, C. youngae, C. braakii, C. werkmanii, C. sedlakii (Brenner et al. 1993), 

C. rodentium (Schauer et al. 1995) und C. gillenii sowie C. murliniae (Brenner et al. 1999). 

Bei der Beschreibung der Spezies wurde gezeigt, dass sich die untersuchten Stämme auch nach 

ihren Reaktionsprofilen in ausgewählten klassischen biochemischen Tests in die vorgeschlagenen 

Arten einteilen lassen. Bis heute ist die biochemische Charakterisierung neben der DNA-

Hybridisierung die einzige valide Methode zur sicheren Speziesidentifizierung in der Gattung 

Citrobacter, da bislang für keine andere Methode eine umfangreiche Studie mit einem 

vergleichbar großem Kollektiv von Referenzstämmen existiert, deren Spezieszugehörigkeit 

eindeutig geklärt ist. 

I.5.2 Klinische Bedeutung 

Vertreter der Gattung Citrobacter tauchen vereinzelt als Erreger vor allem nosokomialer 

Infektionen bei immungeschwächten Personen auf. Neben selteneren Wund-, Atemtrakt- oder 

Knocheninfektionen sowie Bakteriämien sind sie häufiger bei Infektionen des Harntraktes zu 

finden. Unter allen nosokomialen Infektionserregern sind Citrobacter Isolate mit einem Anteil von 

ca. 2 % vertreten (Lipsky et al. 1980; Lavigne et al. 2007; Samonis et al. 2009). In einer Studie in 

einem Universitätskrankenhaus mit 700 Betten in Heraklion, Griechenland wurden in einem 

Zeitraum von 12 Jahren insgesamt 78 Patienten mit Citrobacter Infektionen behandelt. Von diesen 

hatten 52,5 % Harnwegsinfektionen, 14,1 % intraabdominale Infektionen und jeweils weniger als 

8 % Wund-, Atemtrakts-, Haut- und Schleimhautentzündungen sowie 5,1 % eine Bakteriämie. Die 

am häufigsten vertretene Spezies war C. freundii (71,8 %), gefolgt von C. koseri (23,1 %) und 

C. braakii (3,8 %) (Samonis et al. 2009). 

Des Weiteren spielen insbesondere C. koseri Stämme immer wieder als Erreger besonders 

schwerer Formen von Meningitis bei Neugeborenen eine Rolle, bei denen es im Vergleich zu 

anderen Meningitiserregeren mit einer stark erhöhten Wahrscheinlichkeit zu Abszessen im 

Hirngewebe kommt (Doran 1999; Townsend et al. 2003). Die Verbreitung geschieht dabei meist 

während nosokomialer Ausbrüche. Eine Studie an Hirnabszessen in Ratten hat gezeigt, dass vor 

allem Makrophagen von C. koseri infiziert werden, in denen sich die Bakterien replizieren können. 

Dabei entgehen sie auch in menschlichen Makrophagen der Lyse in den Phagolysosomen, was die 

Wahrscheinlichkeit einer chronischen Infektion des zentralen Nervensystems erhöht (Townsend 

et al. 2003). 

Bakterien der Art C. rodentium besitzen Virulenzgene, die homolog zu denen des locus of 
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enterocyte effacement (LEE) in E. coli sind. Die Expression dieser als pathogenic island 

organisierten und transferierbaren Gene führt in enteropathogenen und enterohemorrhagischen 

E. coli Stämmen (EPEC bzw. EHEC) zur Anhaftung und Zerstörung von Enterozyten des 

Intestinaltraktes beim Menschen. C. rodentium ist ein natürlicher Mauspathogen, der bei einer 

Infektion im Intestinaltrakt zu Diarrhoe und Colonhyperplasie führt. Da hierbei die Gene des LEE 

beteiligt sind, ist C. rodentium ein etablierter Modellorganismus zur Untersuchung der Virulenz 

von EPEC und EHEC (Dong, Coombes, and Schellhorn 2009). 

I.5.3 Antibiotikatherapie und Resistenzlage 

Infektionen mit Stämmen von Citrobacter-Spezies werden mit Aminoglykosiden, 

Cephalosporinen, Fluorchinolonen oder Trimethoprim/Sulfamethoxazol überwiegend 

erfolgreich therapiert. C. koseri Isolate zeigten sich bislang häufig empfindlicher als C. freundii 

Isolate und wurden bei Infektionen des zentralen Nervensystems auch mit Chloramphenicol 

behandelt (Doran 1999). C. freundii Isolate weisen häufig Resistenzen gegenüber 

Cephalosporinen aller Generation auf. In der oben genannten Krankenhausstudie (Samonis et al. 

2009) waren jeweils ca. zwei Drittel der untersuchten C. freundii Isolate resistent gegenüber 

Ceftriaxon (3. Generation), Ceftazidim (3. Generation) und Cefepim (4. Generation) aber auch 

Trimethoprim/Sulfamethoxazol. Dagegen waren sämtliche C. koseri Isolate empfindlich 

gegenüber den genannten Antibiotika. Weiter waren alle Citrobacter Stämme empfindlich 

gegenüber Colistin und Fosfomycin und Imipenem. Wegen der Verbreitung von induzierbaren 

β-Lactamasen in allen Citrobacter Spezies stellt Amoxicillin keine Therapieoption dar, in vielen 

Fällen auch in Kombination mit Clavulansäure nicht (Samonis et al. 2009; Doran 1999). 

Spezies der Gattung Citrobacter besitzen wie erwähnt chromosomal kodierte β-Lactamasen, die 

Ihnen eine natürliche Resistenz gegenüber Aminopenicillinen wie Ampicillin und Amoxicillin 

verleiht. So tragen die Spezies C. freundii, C. braakii, C. werkmanii, C. youngae und C. murliniae die 

chromosomal kodierte, induzierbare Klasse C Serin β-Lactamase AmpC, welche schlecht durch 

Clavulansäure inhibiert werden kann und auch Cephalosporine der ersten und zweiten 

Generation hydrolysiert (Naas et al. 2002). Die Spezies C. sedlakii, C. amalonaticus, C. farmeri und 

C. rodentium tragen mit SED1 eine induzierbare Klasse A Serin β-Lactamase, die eine natürliche 

Resistenz gegenüber Amoxicillin sowie Cephalosporinen der ersten und zweiten Generation 

vermittelt (Petrella et al. 2001). Die Spezies C. koseri enthält dagegen mit CKO eine im Genus 

einzigartige Klasse A Serin β-Lactamase mit nur 41 % Identität zu SED-1 und besitzt ein ähnliches 

Wirkspektrum (Petrella et al. 2006). 

Weiter spielen Citrobacter Stämme eine Rolle als Quelle übertragbarer plasmidvermittelter 

Chinolonresistenzen (PMQR) durch qnr-Gene. Diese kodieren für ein Protein mit repetetiver 
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Pentapeptidstruktur, die eine Schutzfunktion für die bakterielle Gyrase übernimmt, welche die 

Zielstruktur der Chinolone ist. Als Träger von Plasmiden mit qnrB Allelen tragen sie allgemein zur 

Verbreitung dieser Gene innerhalb der Enterobakterien bei (Jacoby, Griffin, and Hooper 2011). 

Multiresistente Citrobacter Stämme mit Plasmiden auf denen qnrB4-Allele im Verbund mit 

β-Lactamasen der Klassen A, C und D sowie mit einer Aminoglycosidacetyltransferase 

(aac(6´)-1b-cr) (siehe I.2.1) vorkommen, wurden bereits aus Abwässern isoliert (Yim et al. 2013). 

Hierdurch wird die Gefahr der Akkumulation von Resistenzgenen deutlich und auch, dass diese 

ebenfalls in weniger virulenten Bakterienstämmen, wie z. B. solche der Gattung Citrobacter, 

stattfindet, wenn sie mit virulenten Keimen kokolonisieren. 

Citrobacter Isolate mit plasmidkodierten Carbapenemasen des KPC-Typus (Klebsiella 

pneumoniae-Carbapenemasen), die Resistenzen gegenüber Imipenem und Meropenem 

vermitteln, beides sind Reserveantibiotika der Gruppe der Carbapeneme für die Behandlung 

komplizierter nosokomialer Infektionen, wurden auch in Deutschland zunehmend beobachtet 

(Kaase and Hauri 2014). Auch hierin wird deutlich, dass Citrobacter Stämme als MRGN-Keime 

(multiple resistant gram negative) auftauchen und ein Reservoir für übertragbare 

Resistenzmechanismen darstellen können. 
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I.6 Ziel der Arbeit 

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss des Transkriptionsfaktors RamA bei der Ausprägung einer 

multiplen Antibiotikaresistenz bei Bakterienstämmen der Gattung Citrobacter zu untersuchen. 

Dazu sollten die DNA-Sequenzen der ramR-romA-ramA Gene analysiert und beschrieben werden 

und molekulare Grundlagen der Protein-DNA Interaktion zwischen RamA und seiner Ziel-DNA 

eingehender untersucht werden. Die Erkenntnisse sollten so zu einem besseren Verständnis dafür 

beitragen, wie durch genetische Veränderungen im ramRA-Operon Antibiotikaresistenzen 

entstehen können. 

Ausgangspunkt der Arbeit war, dass eine Präsenz der ramRA-Gene bislang nur in sehr wenigen 

Spezies bekannt und beschrieben war. Dieses waren Klebsiella pneumoniae (George, Hall, and 

Stokes 1995), Enterobacter aerogenes (Chollet et al. 2004) und Salmonella enterica (Yassien et al. 

2002). In ihrer Dissertation hatte Frau Dr. Kühn (geb. Pott) die DNA-Sequenz der ramRA-Gene 

erstmals in Stämmen der Spezies Citrobacter freundii beschrieben und nachgewiesen, dass 

Mutationen in ramR bei klinischen Isolaten zur Resistenz gegen Fluorchinolone und Chloram-

phenicol beitragen (Pott 2011; Pott, Heisig, and Heisig 2011). Weiter fand sie Hinweise für die 

Existenz von ramRA-Genen in Stämmen anderer Citrobacter Spezies, wie C. farmeri, C. braakii, 

C. amalonaticus und C. werkmanii. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die DNA-Sequenzen 

in diesen Stämmen bestimmt und die Operonstrukturen analysiert werden. 

Außerdem sollte der Einfluss des Gens ramA auf die Antibiotikaresistenz in den untersuchten 

Citrobacter Spezies untersucht werden. Aus Daten von George, Hall, and Stokes (1995), Chollet et 

al. (2004) und Yassien et al. (2002) war bekannt, dass eine veränderte Regulation der ramA-

Expression, die zu einer vermehrten Bildung des Transkriptionsfaktors RamA führt, einen 

Einfluss auf die Resistenz gegenüber Antibiotika hat. Um dieses auch für Stämme verschiedener 

Spezies der Gattung Citrobacter zu überprüfen, sollte der Einfluss einer ramA-Überexpression in 

ausgewählten Stämmen untersucht werden. Anschließend sollte die Auswirkung auf die 

Antibiotikaresistenz der Bakterien analysiert werden. Im Falle der Beobachtung eines MDR-

Phänotypes galt es zu prüfen, ob die MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC bei der Ausprägung beteiligt 

ist. 

In einem weiteren Ansatz sollte geprüft werden, ob sich durch die bekannte Homologie zwischen 

den Aminosäuresequenzen von RamA und dem Transkriptionsfaktor MarA, für dessen Struktur 

und Bindungseigenschaften an der DNA bereits umfangreiche experimentelle Daten veröffentlicht 

wurden, Rückschlüsse auf die Funktionsweise und den DNA-Bindungsmodus von RamA in silico 

ziehen ließen. Hinweise auf relevante Interaktionspunkte zwischen RamA und der DNA sollten 

dann experimentell untersucht werden. 
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II. Material und Methoden 

II.1 Material 

II.1.1 Oligonukleotide 

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle II-1 aufgeführt. 

Tabelle II-1: Auflistung verwendeter Oligonukleotide (Lettercode für variable Basenpositionen: Y: C/T, H: 
A/C/T; R: A/G, B: C/G/T, S: G/C, K: G/T, M: A/C, W: A/T). 

Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) Anwendung Referenz 

[A1] ramA_uniEnt+3-for ATGACBATTTCYGCTCAGG ramRA-Seq. Pott 2011 

[A2] ramA_uniEnt+272-rev CGSGTAAAGGTYTGYTGC ramRA-Seq. Pott 2011 

[A3] ramA_uniEnt_+61_rev GATTCAAATTATCATCAATCC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[A7] ramA_uniEnt+320-rev TCTTTGCGATAAGCGCCCGGCGGC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[A8 2519] ramA_5´_+76  ACGAGATCGCACGCCATGCGG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[A8 2552] ramA_5´_+153  GGACGCTACATCCGCGAGCG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[A8 708] ramA_5´_+171  CGTAAACTGCTGCTGGCGGCG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[downA1] ramA_3´_+372-
3´downstream 

CGGCGCTGGTTCTCGCTGGC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[downA2] ramA_3´_+537-
3´downstream  

CTCTCCTGCCTGCTGCTGCC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[downA3] ramA_3´_+483-
3´downstream  

AAGAAGCAAACCACTCCACGCC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[downR1] ramR_5´_+639-
3´downstream 

CGAACGGCCAGCAGTGTTC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[R1] ramR_uniEnt+560-for GCGYKCCACATBGMYTC ramRA-Seq. Pott 2011 

[R2] ramR_uniEnt+1-rev GTGGCWCGTCCRAAGAGTG ramRA-Seq. Pott 2011 

[R4] ramR_uniEnt_+127_rev CRTTGTTTCGCTATTTCGCG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[R5] ramR_uniEnt_+146_for CGCGAAATAGCGAAACAAYG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro1 1189+2519] 
romA_3´_+225_C.amal+farm 

GACCAGAAACTCCCACCATG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro1 2552] 
romA_3´_+133_C.braakii 

TGACGGACTGTTCAAACTGG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro1 708] 
romA_3´_+184_C.werk 

CGGTATAGCCCGGTGTTGG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro2 2519] 
romA_5´_+61_C.farm 

CGTTTGTCCTCAATGCGGG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro2 2552] 
romA_5´_+61_C.braakii 

CGTTTGTCCTCAATGCTGGC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro2 708] 
romA_5´_+42_C.werk 

GCCGCTGCTACAAGTTTACC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro3 1189+2519] 
romA_3´_+889_C.amal+farm 

GTCTCTTCCGGCATCATGTG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro3 2552] 
romA_3´_+893_C.braakii 

GTTTCCTCCGGCATCATGTG ramRA-Seq. Diese Arbeit 
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Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) Anwendung Referenz 

[ro3 708] 
romA_3´_+893_C.werk 

GTCTCTTCCGGCATCATGTG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro4 2519] 
romA_5´_+798_C.farm 

ATTGGCGAACAGTTTGGCGG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro4 2552] 
romA_5´_+797_C.braakii 

GATTGGCGAACAGTTTGGCG ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro4 708] 
romA_5´_+797_C.werk 

CATTGGCGAGCAGTTTGGCT ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro6 c] romA_5´_-
181_Citrobacter 

GACGAGCCACTACACTTTACC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

[ro7 c] 
romA_3´_+956_Citrobacter 

CCCAGCTATGCTTTGCCAGC ramRA-Seq. Diese Arbeit 

5´gyrA MPC +209 TGGTGACGTAATCGGTAAATAC gyrA-Seq. Laborbestand 

acrA_3_+68_Entero CTGTTTGTCGTCACATCCTG pacrA-Seq. Diese Arbeit 

acrA_5_-367_Entero GGGAATTTTGCCTGATACTC pacrA-Seq. Diese Arbeit 

cat_AatII_pACYC184_5´_-190 TACTCGGACGTCGCCGAATAAATACCTGT
GACG 

Klonierung Diese Arbeit 

cat_BsaI_pACYC184_3´_+670 ATTATACCGCGAGACCTAAGGGCACCAAT
AACTGCC 

Klonierung Diese Arbeit 

gyrA 3-1 GGAATTTTGGTTGGCATGACGTCCGGA gyrA-Seq. Laborbestand  

gyrA 5-1 CCGAATTCGGGATACAGTAGAGGGATAG
C 

gyrA-Seq. Laborbestand 

gyrA-GA2 AACCGTTCACCAGCAGGTTAGG gyrA-Seq. Laborbestand 

gyrB_Citrobacter_3´_+1032 CAGCAGGTATTCGCTCAGC gyrB-Seq. Diese Arbeit 

gyrB_Citrobacter_5´_+132 AGATAACGCTATCGACGAAGC gyrB-Seq. Diese Arbeit 

pUC19_cat_ramA_del-
lacZ_3´_+1 

ATGACGATTTCTGCTCAGGTAATTGATA
CGATTGTTGAATGG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

pUC19_cat_ramA_del-
lacZ_5´_+20 

ACCTGAGCAGAAATCGTCATAGCTGTTTC
CTGTGTGAAATTG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

ramA_3´_+61 ATATCCCGCATGGCGTGCAATATCATCAA
TGCGCAATGGTTG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

ramA_5'_-83 GAGTTAGCTCACTCATTAGGC ramA-Seq. Diese Arbeit 

ramA_Cfreu_3_313 TCGGCTATGATTTTCTTTGCG ARMS-PCR/ 
ramA-Seq. 

Diese Arbeit 

ramA_Cfreu_5_+104_R41-
ARMS 

CAAAATGGCACCTGCAGCGT ARMS-PCR Diese Arbeit 

ramA_Cfreu_5_104_R41A-
ARMS 

CAAAATGGCACCTGCAGGCA ARMS-PCR Diese Arbeit 

ramA_Cfreu_5_91_W37A-
ARMS 

CATGCGGGATATTCAAAAGCA ARMS-PCR Diese Arbeit 

ramA_Cfreu_5_91_W37-
ARMS 

CATGCGGGATATTCAAAATGG ARMS-PCR Diese Arbeit 

ramA_HindIII_C_freu_5´_-10 AGTGAAGCTTATGACGATTTCTGCTCAG
G 

Klonierung Diese Arbeit 

ramA_NdeI_C_freu 3´_+328 TCAACATATGAGCTGTTAATGCGTTCGGC Klonierung Diese Arbeit 

ramA_pUC19_3´_+459 GTCACAGCTTGTCTGTAAGC ramA-Seq./ 
SSM-PCR 

Diese Arbeit 
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Bezeichnung Sequenz (5´- 3´) Anwendung Referenz 

ramA_pUC19_5´_-83 GAGTTAGCTCACTCATTAGGC ramA-Seq./ 
SSM-PCR 

Diese Arbeit 

ramA-R41A_5´_+81 TATTGCACGCCATGCGGGATATTCAAAA
TGGCACCTGCAGGCACTTTTTATGCAG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

ramA-W37A_5´_+81 TATTGCACGCCATGCGGGATATTCAAAA
GCACACCTGCAGCGTCTTTTTATGCAG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

ramA-W37A+R41A_5´_+81 TATTGCACGCCATGCGGGATATTCAAAA
GCACACCTGCAGGCACTTTTTATGCAG 

SSM-PCR Diese Arbeit 

II.1.2 Plasmide 

Plasmide, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden sind in Tabelle II-2 aufgeführt. 

Tabelle II-2: Verwendete Plasmide. 

Plasmid Größe 
[bp] 

Kurzbeschreibung Herkunft 

pACYC177 3941 AmpR (Ampicillin-Resistenz), KanR 
(Kanamycin-Resistenz), p15A ori 

(Chang and Cohen 
1978) 

pACYC184 4245 CmR (Chloramphenicol-Resistenz), TetR 
(Tetrazyclin-Resistenz), p15A ori 

(Chang and Cohen 
1978) 

pHPAR177-01.1 5980 pacrA-luc KanR diese Arbeit 

pHPAR19-01.1 2769 pUC19 bla::cat diese Arbeit 

pHPAR19-01.2 2858 pUC19 bla::cat plac-ramA diese Arbeit 

pHPAR19-01.3 2835 pUC19 bla::cat plac-ramA ΔlacZ diese Arbeit 

pHPAR19-01.4 2835 pUC19 bla::cat plac-ramA ΔlacZ W37A diese Arbeit 

pHPAR19-01.5 2835 pUC19 bla::cat plac-ramA ΔlacZ R41A diese Arbeit 

pHPAR19-01.6 2835 pUC19 bla::cat plac-ramA ΔlacZ W37A+R41A diese Arbeit 

pPHB331 6400 pBR322::pacrAB-luc (Matthiessen 
2007) 

pUC19 2686 AmpR (Ampicillin-Resistenz), lacZα, ColE1 ori Invitrogen 

 

II.1.3 Bakterienstämme 

Bakterienstämme, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind in der folgenden 

Tabelle II-3 aufgelistet. 
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Tabelle II-3: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeter Bakterienstämme. GK: laborinterne fortlaufende 
Stammbezeichnung (Glycerinkultur). * Stamm der Sammlung des Universitätsklinikums Eppendorf. 

GK Spezies Stamm Charakteristika Referenz 

 -* Escherichia coli ATCC35218 - American Type Culture 
Collection 

4085 Escherichia coli R7 ΔtolC Dissertation Katja Carstens 

94 Klebsiella 
pneumoniae 

II-4-60 - Laboreigener Stamm 

100 Citrobacter 
freundii 

III-1-3 - Laboreigener Stamm 

489 Enterobacter 
cloacae 

NCTC10005 - National Collection of Type 
Cultures 

501 Salmonella 
enterica 
Typhimurium 

ATCC14028 - American Type Culture 
Collection 

571 Escherichia coli WT Stuhlisolat eines gesunden 
Probanden, der nie FQ 
eingenommen hatte 
(Wildtyp) 

(P. Heisig and Tschorny 
1994) 

617 Escherichia coli C600 F´; tonA21; thi-1; thr-1; leuB6; 
lacY1; glnV44; rfbC1; fhuA1 λ- 

(Appleyard 1954) 

623 Escherichia coli JM109 endA1; recA1; gyrA96; thi; 
hsdR17 des ; relA1; supE44; 
#( lac-proAB); [F´ traD36, 
proAB, laqIqZ#M15] 

Promega 

708 Citrobacter 
werkmanii 

2943564-2 - Laboreigener Stamm 

1189 Citrobacter koseri 54752/96 - Laboreigener Stamm 

1253 Citrobacter 
rodentium 

1253 - Laboreigener Stamm 

1263 Citrobacter 
amalonaticus 

1263 - Laboreigener Stamm 

2519 Citrobacter 
farmeri 

16-01-02 - Laboreigener Stamm 

2552 Citrobacter 
sedlakii 

16-01-01 - Laboreigener Stamm 

3839 Citrobacter 
freundii 

100 ramR::CAT ΔramR (Pott 2011) 

4039 Citrobacter 
amalonaticus 

DSM4593 - Deutsche Stammsammlung 
von Mikroorganismen und 
Zellkulturen 

4052 Escherichia coli BW25113 WT-Keio-Collection (Baba et al. 2006) 

4064 Escherichia coli JW5249-1  ∆marA (Baba et al. 2006) 

4065 Escherichia coli JW4359-1 ∆rob (Baba et al. 2006) 

4066 Escherichia coli JW4023-5  ∆soxS (Baba et al. 2006) 

4089 Citrobacter 
werkmanii 

DSM17579 - Deutsche Stammsammlung 
von Mikroorganismen und 
Zellkulturen 
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II.1.4 DNA-Größenstandards 

In der vorliegenden Arbeit wurden zum Größenabgleich von DNA-Fragmenten in der 

Agarosegelelektrophorese die Größenstandards 1kb DNA Ladder Quick-Load (Fa. NEB), O´Gene 

Ruler 100 bp plus (Fa. Fermentas), O´Gene Ruler 1kb DNA-Ladder (Fa. Fermentas, Thermofisher 

Scientific), Gene Ruler 1kb Plus (Fa. Fermentas Thermofisher Scientific) und GeneRuler 100 bp 

DNA Ladder (Fa. Thermofisher Schientific) verwendet. 

II.1.5 Verwendete Kits 

Fertige Enzym/Puffer-Kits, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind in der 

folgenden Tabelle II-4 aufgelistet. 

Tabelle II-4: Verwendete Kits. 

Kit Verwendung Hersteller 

GenomeLab DTCS Quick Start 
Kits 

DNA-Sequenzierung Beckmann 
Coulter 

Hi Yield PCR-Clean-Up & Gel-
Extraction Kit 

DNA-Aufreinigung nach PCR oder aus 
Agarose 

SLG 

Luciferase Assay System Kit Lumineszenzmessung Promega 

 

II.1.6 Enzyme 

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle II-5 aufgeführt. 

Tabelle II-5: Auflistung aller verwendeter Enzyme unter Angabe des jeweiligen Puffersystems und des 
Herstellers (*: ohne speziellen Puffer eingesetzt, **: Zusammensetzung durch Hersteller nicht 
veröffentlicht). 

Enzym Puffer Hersteller 

PstI 10x Puffer O 
1x Puffer: 
50 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 
37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM 
NaCl, 0.1 mg/ml BSA. 

Thermo Scientific 

DpnI 10x NEB Puffer I 
1x Pufer: 
10mM Bis-Tris-Propan-HCl, 
10 mM MgCl2, 1 mM DTT, pH 
7.0 bei25°C 

New England Biolabs 

HincII 10x Puffer Tango 
1X Puffer:  
33 mM Trisacetat (pH 7.9 bei 
37°C), 10 mM 
Magnesiumacetate, 66 mM 
Kalium acetat, 0,1 mg/ml BSA. 

Thermo Scientific 

AatII 10x Puffer Tango Thermo Scientific 
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Enzym Puffer Hersteller 

Zusammensetzung siehe oben 

Eco31I 10x Puffer G 
1x Puffer: 
10 mM Tris-HCl (pH 7,5 bei 
37°C), 10 mM MgCl2, 50 mM 
NaCl, 0.1 mg/ml BSA. 

Thermo Scientific 

FastDigest® EcoRI 10x FastDigest® Puffer** Thermo Scientific 

NdeI 10x Puffer O 
Zusammensetzung siehe oben 

Thermo Scientific 

FastDigest® HindIII 10x FastDigest® Puffer** Thermo Scientific 

DreamTaq® DNA-
Polymerase 

10x DreamTaq® Puffer** Thermo Scientific 

Exonuklease I  -* Thermo Scientific 

Fast AP Alkalische 
Phosphatase 

-* Thermo Scientific 

Antarctic Phosphatase 10x Antarctic Phosphatase 
Puffer 
1x Puffer: 
50 mM Bis-Tris-Propan-HCl, 1 
mM MgCl2, 0,1 mM ZnCl2, pH 
6,0 bei 25°C 

New England Biolabs 

Phusion® HF DNA-
Polymerase 

5x GC-Puffer** Finnzymes 

T4 DNA-Ligase 10x T4 Ligase Puffer Thermo Scientific 

Lysozym -* Carl Roth 

RNase A -* Qiagen 

II.1.7 Nährmedien 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nährmedien sind in Tabelle II-8 aufgelistet. 

Tabelle II-6: Verwendete Nährmedien. 

Medium Herstellung Hersteller 

LB-Agar Trypton 1%, Hefeextrakt 0,5%, NaCl 1%, Agar-Agar 1,5%, pH-
Wert 7,0 ±0,2 

Carl Roth 

LB-Medium Trypton 1%, Hefeextrakt 0,5%, NaCl 1%, pH-Wert 7,0 ±0,2 Carl Roth 

Müller-Hinton-
Medium  

Rinder-Infus 0,2%, Pepton aus Casein (saures Hydrolysat) 
1,75%, Maisstärke 0,15%,  
pH-Wert 7,4 ±0,2 

Carl Roth 

SOB-Medium  0,5 % Hefeextrakt, 2 % Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 
mM MgCl2, 10 mM MgSO4 

Eigene 
Herstellung 

SOC Medium  0,5 % Hefeextrakt. 2 % Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 
mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose 

Eigene 
Herstellung 
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II.1.8 Puffer und Lösungen 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tabelle II-7 aufgelistet. 

Tabelle II-7: Verwendete Puffer und Lösungen. 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

GTE-Puffer  50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 200 μg/mL RNase A; pH 
8,0 

TE-Puffer 150 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA; pH 8,0 

Lysispuffer 200 mM NaOH, 1 % SDS 

Neutralisationspuffer 3 M Kaliumacetat; pH 4,8 

3 M Natriumacetatlösung 
(pH 5,2) 

3 M Natriumacetat; pH 5,2 

TAE-Puffer 50x 2 M Trisacetat, 50 mM EDTA; pH 8,0 mit HCl 

Bromphenolblau-Ladepuffer 
(6x)  

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 15 % Polysucrose 

Fällungslösung 2 μL 3 M Natriumacetat pH 5,2, 2 μL 100 mM EDTA pH 8,0, 1 μL 
Glykogen 20 mg/mL 

EDTA-Lösung 100 mM EDTA, pH 8,0  

RNase-Lösung 10 mg/mL RNase 

TFB1 Puffer 0,5 g Kaliumacetat, 1g MgCl2, 0,75 g KCl, 1,6 mL 1M CaCl2, 17 mL 
Glycerin (87 %), H2O ad 100 mL 

TFB2 Puffer 0,1 g MOPS, 3,8 mL 1 M CaCl2, 37,5 mg KCl, 8,5 mL Glycerin (87%), H2O 
ad 50 mL 

Lumineszenz-Probenpuffer 1 M K2HPO4, 20 mM EDTA, pH 7,8 

Lumineszenz-Lysis-Mix 0,15 mL 25 mg/mL Lysozym, 600 µL CCLR (5x) (aus Kit Luciferase Assay 

System, Fa. Promega), 0,75 mL 10 mg/mL BSA, 1,5 mL H2O 

 

II.1.9 Chemikalien 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle II-8 aufgelistet. 

Tabelle II-8: Verwendete Chemikalien. 

Stoffbezeichnung Hersteller 

Bromphenolblau Bio-Rad 

BSA (Bovine Serum Albumin) Carl Roth 

Ampicillin-Natrium Sigma-Aldrich 

Calciumchlorid-Dihydrat Merck 

Chloramphenicol Sigma-Aldrich 

Ciprofloxacin-HCl Bayer 

Desoxynukleosidtriphosphate Thermo Fisher Scientific 

Dikaliumhydrogenphosphat Merck 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roche 
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Stoffbezeichnung Hersteller 

Ethanol 70 % Merck 

Ethanol 99,8 % Merck 

Ethidiumbromid 1 % in H2O Merck 

Ethylendiamin-Tetra-Acetat (EDTA) Carl Roth 

Glucose Monohydrat Merck 

Glycerin Carl Roth 

Glykogen Thermo Fisher Scientific 

Hefeextrakt Carl Roth 

IPTG (Isopropyl-1-Thio-β-D-Galactopyranosid) Carl Roth 

Isopropanol Carl Roth 

Kaliumacetat Merck 

Kaliumchlorid Merck 

Kanamycin Sigma-Aldrich 

Magnesiumchlorid Hexahydrat Merck 

Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck 

MOPS Sigma-Aldrich 

Nalidixinsäure-Natrium Sigma-Aldrich 

Natriumacetat Merck 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva 

Natriumhydroxid Grüssing 

Natriumsalicylat Carl Roth 

PAβN (Phenyl-Arginyl-β-Naphthylamin)  Sigma-Aldrich 

PeqGold Universal Agarose Peqlab 

Polysucrose Sigma-Aldrich 

Puromycin Dihydrochlorid Carl Roth 

Roti-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) Carl Roth 

Salzsäure 37 % Merck 

Tetracylin-HCl Sigma-Aldrich 

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris-Base) Carl Roth 

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan-Hydrochlorid (Tris-
HCl) 

Carl Roth 

Xylencyanol Merck 
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II.1.10 Geräte 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle II-9 aufgelistet. 

Tabelle II-9: Verwendete Geräte. 

Gerät Hersteller 

Autoklav Systec 3870 ELV Systec 

Autoklav Systec Media prep® Systec 

Brutschrank Heraeus function line B12, B20 Heraeus 

Elektrophorese Spannungsgeber Biometra 

Elektroporator GenePulser® BioRad 

Feinwaage Sartorius LA120S Sartorius AG 

GenomeLabTM GeXP Genetic Analysis System Beckmann Coulter 

Hitzesterilisator Heraeus 

Luminometer Anthos Lucy2 

Magnetrührer MR3001 Heidolph 

Magnetrührer RCT basic IKAMAG® safety control IKA-Werke 

Milli-Q RiOs™ 5 Millipore 

Milli-Q Synthesis Millipore 

Multistep-Pipette Labopette elektronic 50-1000 μL Hirschmann 

pH-Meter inolab WTW 

Photometer Cary 50 Bio Varian 

Photometer Varian Cary 100 Spectrophotometer Varian 

Pipette LabMate Abimed 

Pipette Pipetman® P10 Gilson 

Pipette Pipetman® P100 Gilson 

Pipette Pipetman® P1000 Gilson 

Pipette Pipetman® P2 Gilson 

Pulse Controller II Biorad 

Thermocycler T personal, T gradient, T3 Thermocycler Biometra 

UV-Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000 Thermofisher Scientific 

Videodokumentationsanlagen BioDoc Analyze Ti5 Biometra 

Videodokumentationsanlagen Biovision 1500/3M Vilber 

Vortexer Scientific Industries 

Zentrifugen Biofuge fresco, strato, pico Heraeus 
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II.1.11 Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle II-10 aufgeführt. 

Tabelle II-10: Verwendetes Verbrauchsmaterial. 

Material Hersteller 

Microamp Fast 96 Well Reaction Plate Applied Biosystems 

Glasperlen Bastelbedarf 

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN!3Cell BioRad 

Elektrophoresekammer Comphor Mini/ Midi Biozym 

Mikrotiterplatten für Luminometer Dynatec 

Elektroporationsküvetten 2mm Eurogentec 

Glasstäbe Glasbläserei Uni HH 

Einmal-Spritzen Omnifix, 10 mL 5 mL Merck 

Parafilm M Peske 

Einmalküvetten 10 mm Sarstedt 

Kryoröhrchen Cryo Pure Sarstedt 

Petrischalen Sarstedt 

Pipettenspitzen Sarstedt 

Pipettenspitzen Biosphere Sarstedt 

Probenröhrchen 0,2 ml, Multiply® -Pro Sarstedt 

Probenröhrchen 0,5 ml, Multiply® -Pro Sarstedt 

Probenröhrchen 1,5 mL SafeSeal Micro Tubes Sarstedt 

Probenröhrchen 15 mL Sarstedt 

Probenröhrchen 2 mL SafeSeal Micro Tubes Sarstedt 

Probenröhrchen 50 mL Sarstedt 

Impföse VWR 

Mikrotiterplatten 96 well VWR 
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II.1.12 Software 

Die in dieser Arbeit verwendete Software ist in Tabelle II-11 aufgeführt. 

Tabelle II-11: Auflistung verwendeter Software. 

Software Hersteller Quelle Referenz 

LucySoft 1.6 Anthos Hersteller 
 

Nanodrop® ND-
1000 V3.5.2 

Thermo Scientific Hersteller 
 

Varian Cary Win 
UV series 

Varian Hersteller 
 

Vector NTI 
Advance™ 11 

Invitrogen Hersteller 
 

Phylogeny.fr Laboratoire 
d´Informatique, de 
Robotique et de 
Microelectronique de 
Montpellier 

www.phylogeny.fr (Dereeper et al. 
2008) 

SyntTax 
 

www.archaea.u-psud.fr/synttax/ (Oberto 2013) 

Genome Synteny 
Analyzer  

Institut deGénétique et 
Microbiologie, 
Université Paris-Sud 

www-archbac.u-
psud.fr/genomics/syntenizer.html 

 

AMBER Version 11 
 

www.ambermd.org (D. A. Case et al. 
2014) 

MODELLER 
Version 9.10  

University of 
California, San 
Franzisco, USA 

www.salilab.org/modeller/ (Fiser and Sali 
2003) 

VMD Version 1.9.1 University of Illinoisat 
Urbana-Champaign, 
USA 

www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ (Humphrey, Dalke, 
and Schulten 1996) 

 

II.2 Methoden 

II.2.1 Mikrobiologische Methoden 

II.2.1.1 Kultivierung von Bakterien 

Die Zellanzucht der verschiedenen Bakterienstämme in Flüssigkulturen wurde volumenabhängig 

in Reagenzgläsern (für 3 mL) oder in Erlenmeyerkolben (10 mL und mehr) mit vier- bis 

fünffachem Fassungsvermögen durchgeführt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C schüttelnd mit 

130-180 rpm. Kulturen, die in der stationären Phase weiterverarbeitet wurden, wurden über 

Nacht inkubiert. Das jeweilige Medium, zumeist LB, wurde dazu mit Zellmaterial von frischen 

Festkulturen mit einem sterilen Glasstab beimpft, bzw. bei größeren Kulturvolumen mit einem 

1 %igen (V/V) Inokulum einer frischen über Nacht inkubierten Flüssigkultur. 

Festkulturen wurden auf agarhaltigem LB-Medium in Petrischalen angelegt. Beimpft wurden 

diese durch einen Dreiösenausstrich mit sterilen Glasstäben oder Impfösen mit Zellmaterial von 
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Festkulturen. Inokula aus Flüssigkulturen wurden in Volumina zwischen 20 und 400 µL 

gleichmäßig mit sterilen Drigalskispateln oder Glasstäben auf den Agarplatten verteilt. Die 

Inkubation erfolgte über Nacht oder länger bei 37°C mit dem Deckel der Petrischale nach unten.  

Die Anzucht von plasmidtragenden Bakterienstämmen wurde in Flüssig- oder Festmedien unter 

Selektionsdruck mit entsprechenden Antibiotikazusätzen durchgeführt. 

II.2.1.2 Lagerung von Bakterienkulturen 

Die Lagerung von Kulturen über maximal vier Wochen erfolgte bei 4°C auf Festmedien in 

Petrischalen, die mit Parafilm versiegelt wurden. Für die Langzeitlagerung wurden Dauerkulturen 

in 2 mL-Kryokulturgefäßen angelegt. Diese wurden mit einem Dauermedium, bestehend aus 

Standard-I-Flüssigmedium und 87 %igem Glycerol im Verhältnis 1:2 befüllt, sowie mit ca. 20 

Glasperlen. Die Beimpfung erfolgte mit Zellmaterial von 3-5 Kolonien frischer Festkulturen mit 

sterilen Glasstäben. Nach einer 30 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde der 

Flüssigkeitsüberstand abgenommen und das Kulturröhrchen bei -80°C eingefroren. Die 

Reaktivierung der Dauerkultur erfolgte aus einer angetauten Kultur durch die Entnahme einer 

Glasperle, mit der dann eine Festkultur beimpft wurde. 

II.2.1.3 Überwachung des Kulturwachstums mittels optischer Dichte 

Bakterienkulturen für die Herstellung von kompetenten Zellen oder in der Lumineszenzmessung 

wurden zu einer definierten Zelldichte angezogen. Die indirekte Bestimmung der Zelldichte 

wurde photometrisch durch Messung der optischen Dichte (OD) durchgeführt. Die Zellsuspension 

wurde in Einwegküvetten überführt und in einem Photometer die Extinktion bei einer 

Wellenlänge von 600 nm (OD600) gegen einen Nullwert mit jeweiligem Ausgangsmedium 

bestimmt. Bei Extinktionswerten von über 0,8 wurde die Suspension mit Medium verdünnt. 

II.2.1.4 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration 

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist definiert als die niedrigste Konzentration eines 

Antibiotikums, die unter definierten Bedingungen ein sichtbares Bakterienwachstum verhindert. 

Die Durchführung entspricht den Vorgaben des CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 

2012) für das Mikrodilutionsverfahren (Bouillondilutions¬verfahren). 

Für die Bestimmung wurden 96-well Platten verwendet, in denen serielle Verdünnungsstufen in 

1:2 Schritten der eingesetzten Antibiotika vorgelegt wurden. Die Verdünnungen wurden in 

Müller-Hinton-Medium in zweifacher Endkonzentration angelegt. Die Kavitäten der 96-well 

Platte wurden mit jeweils 50 µL der entsprechenden Antibiotikalösung befüllt und bei der 

Beimpfung mit 50 µL Bakteriensuspension 1:2 auf die Endkonzentration verdünnt. Die Platten 
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wurden nach der Herstellung sofort verwendet oder am nächsten Tag und bis dahin abgedeckt 

mit einer sterilen leeren Mikrotiterplatte bei 4°C gelagert. Für die Impfsuspension wurden Zellen 

einer frischen über Nacht inkubierten Flüssig- oder Festkultur verwendet. Zunächst wurde eine 

Zellsuspension in physiologischer Kochsalzlösung hergestellt und auf einen McFarland Standard 

von 0,5 eingestellt. Diese Suspension wurde dann 1:100 in Müller-Hinton Medium verdünnt und 

die Kavitäten der Mikrotiterplatte mit 50 µL dieser Suspension befüllt. 

In Versuchen mit dem Effluxpumpeninhibitor (EPI) PAßN (Phenyl-Arginyl-β-Naphthylamin) 

wurde dieser in einer Endkonzentration der 1/8 MHK des jeweiligen Stammes entsprechend 

eingesetzt. Dazu wurde zunächst die MHK für PAßN nach der oben beschriebenen Methodik 

bestimmt. Der EPI wurde zu der entsprechenden doppelten Endkonzentration der 

Animpfsuspension in Müller-Hinton-Medium zugegeben und bei der Auftragung auf die 

Mikrotiterplatte auf die Endkonzentration verdünnt. 

Die beimpften Platten wurden dann für 18-24 h bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch 

eine visuelle Begutachtung des Wachstums. Konzentrationsstufen, für die keine sichtbare 

Trübung in der entsprechenden Kavität zu verzeichnen war, wurden als hemmend eingestuft. 

II.2.1.5 Stammtypisierung mittels biochemischer Reaktionsprofile 

Die biochemische Charakterisierung von Bakterienstämmen wurde mit dem Multitestsystem 

Micronaut E (Fa. Merlin – Gesellschaft für Mikrobiologischen Diagnostika mbH) zur Identifikation 

von Enterobakterien und anderen Gram negativen durchgeführt. Die Teste wurden nach 

Herstellerangaben durchgeführt. 

II.2.1.6 Stammtypisierung mittels massenspektrometrischer Profile 

Die Stammtypisierung wurde mittels Massenanalyse im „Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionisation – Time Of Flight (MALDI-TOF) Verfahren am Universitätsklinikum 

Eppendorf, Hamburg durchgeführt. Die Messung wurde in einem MALDI Biotyper LT der Firma 

Bruker daltonics nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Proben wurden im Direktauftrag 

vermessen und in einer Matrix bestehend aus 50 % (V/V) α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure in 

Acetonitril und 2,5 % (V/V) Trichloressigsäure eingebettet. Die Auswertung wurde mit der 

Software Biotyper 3.0 der Firma Bruker durchgeführt. 

II.2.2 Molekularbiologie Methoden 

II.2.2.1 Isolierung der Gesamt-DNA aus Bakterien 

Von einer frischen Übernachtkultur auf einer Agarplatte wurden ca. 3-5 Kolonien mit einem 

sterilem Glasstab aufgenommen und die Zellen anschließend in 100 µL dH2O suspendiert. 
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Anschließend wurde die Suspension für 15 min auf 100°C erhitzt und die Zelltrümmer dann mit 

13.000 rpm für 5 min bei RT abzentrifugiert. Der Überstand wurde dann in ein neues steriles 

Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C gelagert. Diese DNA-Lösung wurde dann in der 

Polymerasekettenreaktion eingesetzt. 

II.2.2.2 Plasmidisolierung und –aufreinigung 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden Bakterienzellen in einer flüssigen Übernachtkultur in 

LB-Medium unter Verwendung geeigneter Antibiotika bis zum Erreichen der stationären 

Wachstumsphase kultiviert. Je nach angestrebter DNA-Menge bzw. Kopiezahl der Plasmide in der 

Zelle wurde ein mini-prep bzw. ein midi-prep Ansatz durchgeführt. 

II.2.2.2.1 Mini-Prep Ansatz 

Drei mL einer Übernachtkultur wurden geerntet und das Pellet in 100 µL kaltem GTE-Puffer mit 

einem Zusatz von 200 mg/mL RNase A in einem 1,5 mL Rektionsgefäß suspendiert. Für den 

Zellaufschluss wurden dann 200 µL Lysispuffer zugegeben und das Reaktionsgefäß mehrfach 

invertiert. Nach drei min auf Eis wurden 150 µL kalter Neutralisationspuffer hinzugegeben, sofort 

mehrfach invertiert und erneut drei min auf Eis inkubiert. Die Abtrennung der in der Lösung 

enthaltenen Plasmid-DNA von der ausgefallenen chromosomalen DNA sowie von den übrigen 

Zellbestandteilen wurde das Gemisch bei RT für 5 min mit 15.000 rpm zentrifugiert und der klare 

Überstand anschließend in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Für eine Anwendung der 

isolierten DNA in nachfolgenden Klonierungsprozessen wurde die DNA-Lösung an dieser Stelle 

durch eine Phenol/Chloroform/Isoamylaklohol-Fällung zusätzlich von Polysacchariden und 

Proteinen bereinigt. Dazu wurde die Lösung mit gleichem Volumen einer 

Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1) Mischung versetzt und mehrfach invertiert. Nach 

der Zentrifugation für 2 min mit 13.000 rpm bei RT wurde die klare obere wässriger Phase in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt, ohne dabei Präzipitat an der Phasengrenze zu verschleppen. 

Diese Extraktion wurde anschließend solange wiederholt, bis kein weißes Präzipitat an der 

Grenzschicht mehr vorhanden war. Danach wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe des doppelten 

Volumens an 100 %igen Ethanols ausgefällt und durch die Zentrifugation mit 13.000 rpm bei RT 

für 10-20 min abgeschieden. Der Überstand wurde dann vorsichtig entnommen. Zur Waschung 

des Präzipitates wurde 1 mL 70 %iger Ethanol zugegeben und erneut für 1 min mit 13.000 rpm 

bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde dann erneut vorsichtig entnommen und der 

Waschschritt einmal wiederholt. Der Überstand wurde dann durch vorsichtiges Pipettieren 

nahezu vollständig entfernt und das Präzipitat bei 37°C im offenen Reaktionsgefäß getrocknet. 

Anschließend wurde es in 10 bis 50 µL 1:10 verdünnten TE-Puffer aufgenommen. Die Lösung des 
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Präzipitates wurde durch das Erwärmen auf 60°C beschleunigt. Die Lösung wurde bei -20°C 

gelagert. 

Bei Isolierungen von Plasmiden aus E. coli (nicht bei anderen Stämmen), die nicht in 

Klonierungsschritten verwendet werden sollten, wurde auf den 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Reinigungsschritt verzichtet und die DNA nach der 

Neutralisation direkt durch die Zugabe von Ethanol gefällt. 

II.2.2.2.2 Midi-Prep-Ansatz 

Um größere Mengen Plasmid-DNA zu erhalten, wurden größere Volumina von Kulturflüssigkeit 

verarbeitet. Für die Isolierung aus 100 mL bewachsenen LB-Medium wurde dieses in zwei 

Schritten in einem 50 mL Reaktionsgefäß mit 4.000 rpm bei RT für 5 min zentrifugiert. Das 

erhaltene Zellpellet wurde dann in 5 mL kaltem GTE-Puffer mit einem Zusatz von 25 mg/mL 

Lysozym suspendiert durch gleichmäßiges Auf- und Abpipettieren. Anschließend wurden 10 mL 

Lysispuffer zugegeben und das Gemisch mehrmals invertiert, bis die Puffer gleichmäßig 

durchmischt waren. Der Ansatz wurde dann bei RT für maximal 5 min inkubiert, bis die 

Flüssigkeit etwas klarer geworden ist. Dann wurden 7,5 mL Neutralisationspuffer hinzugefügt, 

sowie 1 mL eines Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1)-Gemisches, durch welches die 

Abscheidung von SDS durch die Ausfällung mit Kalium begünstigt wurde. Das Gemisch wurde 

erneut durch Invertieren gründlich homogenisiert und dann bei RT mit 4.000 rpm für 10 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dann in ein neues 50 mL Reaktionsgefäß überführt und die 

DNA durch die Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol ausgefällt. Das Präzipitat wurde dann über 

15 min bei 4.000 rpm bei RT abzentrifugiert, der Überstand entfernt und das erhaltene Pellet 

direkt in 2 mL 1:10 verdünnten TE-Puffer gelöst. Die Lösung wurde dann in ein 15 mL 

Reaktionsgefäß überführt, mit 100 µL RNase-Lösung (10 mg/mL) versetzt und für mindestens 

30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Lösung mit gleichem Volumen einer 

Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1) Lösung versetzt und mehrfach invertiert. Nach der 

Zentrifugation für 5 min mit 4.000 rpm bei RT wurde die klare obere wässriger Phase in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, ohne dabei Präzipitat an der Phasengrenze zu verschleppen. Diese 

Extraktion wurde anschließend solange wiederholt, bis kein weißes Präzipitat an der 

Grenzschicht mehr vorhanden war. Danach wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,1 

Volumen einer 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,2) und dem doppelten Volumen 100 %igen 

Ethanols gefällt und anschließend für 15 min bei RT mit 4.000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand 

wurde vorsichtig abgesaugt und das erhaltene Pellet mit 1 mL einer wässrigen 70 %igen Ethanol-

Lösung versetzt und erneut für 2 min mit 4.000 rpm bei RT zentrifugiert. Der Überstand wurde 

dann erneut vorsichtig entnommen und der Waschschritt einmal wiederholt. Im Anschluss daran 
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wurde der Überstand durch vorsichtiges Absaugen nahezu vollständig entfernt und das Präzipitat 

bei 37°C im offenen Reaktionsgefäß getrocknet. Abschließend wurde es in 100 µL 1:10 

verdünnten TE-Puffer aufgenommen. Die Lösung des Präzipitates wurde durch das Erwärmen auf 

60°C beschleunigt. Die Lösung wurde bei -20°C gelagert. 

II.2.2.2.3 Mini-Prep-Ansatz mit kommerziellem Kit 

Plasmid-DNA wurde z.T. auch mit Hilfe des Hi-Yield® Plasmid-Mini-Kits der Firma Südlabor 

präpariert. Die DNA-Isolierung und –Aufreinigung wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Die DNA wurde am Ende in 1:10 verdünnten Elutionspuffer des Kits eluiert und bei -20°C gelagert. 

II.2.2.3 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration einer Lösung 

II.2.2.3.1 Photometrische Bestimmung im NanoDrop 

Für die photometrische Bestimmung der Konzentration gereinigter Plasmid-DNA-Lösungen 

wurde das UV-Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000 der Firma Thermo Fisher Scientific für 

Mikrovolumina verwendet. Die Bestimmung wurde mit 1-2 µL der DNA-Lösung durchgeführt, 

wobei das Absorptionsspektrum kontinuierlich für den Wellenlängenbreich von 220-750 nm 

gemessen wurde. Die Auswertung erfolgte mit der zugehörigen Firmensoftware, welche die 

Nukleinsäurekonzentration berechnete. Die Reinheit wurde über den Quationten der 

Absorbtionswerte bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm berechnet. Als ausreichend 

gereinigte DNA wurde ein Quotient von 1,8-1,9 anerkannt. Geringere Werte deuteten auf Protein- 

und höhere auf RNA-Verunreinigungen hin. 

II.2.2.3.2 Konzentrationsabschätzung auf dem Agarosegel 

Die Konzentration von PCR-Produkten konnte nicht photometrisch bestimmt werden, da hierbei 

immer die Gesamtnukleinsäuremenge bestimmt wird. Bei PCR-Produkten ist jedoch nur der 

Anteil polymerisierter Nukleinsäuren der Lösung von Interesse. Deshalb wurde die Konzentration 

von PCR-Produkten in der Agarosegelelektrophorese (siehe II.2.2.4) durch den Vergleich der 

Bandenintensität mit einem Größenstandard bekannter Konzentration verglichen und die 

Konzentration abgeschätzt. Diese Methode wurde bei Plasmid-DNA nur mit zuvor linearisierten 

Plasmiden durchgeführt, um eine definierte Bande zu erhalten. 

II.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Überprüfung erzeugter PCR Produkte, isolierter Plasmide und von Restriktionsverdauen 

wurden diese in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Größenstandard 

verglichen. Die Agarose wurde in 0,5x TAE-Puffer einer Mikrowelle bis zur Homogenität der 
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Lösung gekocht. Nach kurzem Abkühlen wurde Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 

0,01 µg/mL zugegeben und das Gel in einen abgedichteten Gelträger gegossen. Das erstarrte Gel 

wurde dann mit 0,5x TAE-Puffer überschichtet. Die Proben wurden mit 1/6 Volumen 

Bromphenolblau-Ladepuffer (6x) vermischt auf das Gel aufgetragen. Ebenso wurde ein geeigneter 

Größenstandard aufgetragen (siehe II.1.4). Die Elektrophorese wurde bei mit einer Spannung von 

3-8 V/cm Gellänge durchgeführt. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Banden mit UV-Licht 

(302 nm) in einer Geldokumentationsanlage sichtbar gemacht und fotografiert. 

II.2.2.5 Restriktionsverdau 

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA-Molekülen erfolgte enzymatisch im 

Restriktionsverdau. Hierbei wurden die unter II.1.6 aufgeführten Typ-II-Restriktionsenzyme 

verwendet. Die Reaktionen wurden jeweils nach Herstellerangaben in den mitgelieferten Puffern 

durchgeführt. Analytische Verdaue zur Prüfung des Restriktionsschnittmusters wurden in 20 µL, 

Präparative Verdaue für die nachfolgende Isolierung einzelner Fragmente oder zur Vorbereitung 

von PCR-Produkten für die Ligation wurden der jeweils eingesetzten DNA-Menge entsprechend 

in größere Volumina von bis zu 50 µL durchgeführt. Alle hier verwendeten Enzyme wurden nach 

dem Restriktionsverdau durch Hitze nach Herstellerangaben inaktiviert, bevor die 

Reaktionsprodukte weiterverwendet wurden. 

II.2.2.6 Dephosphorylierung 

Mit Restriktionsenzymen behandelte Plasmide oder PCR-Produkte mit blunt ends wurden einer 

Dephosphorylierung der endständigen 5´-Phosphatgruppen unterzogen, um einer Religation 

vorzubeugen. Dazu wurden alternativ zwei Enzyme verwendet: Antarctic Phosphatase (Fa. New 

England Biolabs) bzw. die FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fa. Lifetechnologies). 

Die Reaktion wurde jeweils nach Herstellerangaben durchgeführt und ggf. mitgelieferte Puffer 

verwendet. Vor der Weiterverarbeitung der Lösung wurden die Enzyme nach Herstellerangaben 

durch Hitze inaktiviert. 

II.2.2.7 Ligation 

Um lineare DNA-Fragmente an ihren Enden kovalent miteinander zu verknüpfen, wurden diese 

enzymatisch ligiert. Hierfür wurde die T4 Ligase des Phagen T4 verwendet. Für die Ligation von 

linearisierter Vektor-DNA mit einem Insert-Fragment wurden diese im molaren Verhältnis von 

1:3 bis 1:5 eingesetzt. Für 100 ng Plasmid-DNA wurden 1 U der T4 Ligase verwendet. Die Reaktion 

fand nach Herstellerangaben im mitgelieferten Puffer statt. Ligationen von blunt ends wurden 

über Nacht bei 4°C durchgeführt. DNA-Fragmente mit komplementären sticky ends wurden über 
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1 h bei 22°C ligiert. Die Inaktivierung der Ligase erfolgte durch eine 10 min Inkubation bei 65°C. 

Der Ligationsansatz wurde anschließend direkt zur Transformation chemisch kompetenter Zellen 

eingesetzt. Ansätze für die Transformation durch Elektroporation wurden zusätzlich über eine 

Silikatsäule wie unter II.2.2.13.1 beschrieben aufgereinigt. 

II.2.2.8 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation 

Um Plasmid in Bakterienzellen einzuschleusen wurden diese mit der DNA transformiert. Hierfür 

wurden mit der Hitzeschocktransformation und der Elektroporation zwei verschiedene 

Methoden verwendet. Für beide mussten die zu transformierenden Zellen jeweils unterschiedlich 

aufbereitet werden, um diese entsprechend kompetent zur Aufnahme der DNA zu machen. 

II.2.2.8.1 Herstellung CaCl2-kompetenter Zellen 

Für die Transformation mittels Hitzeschock nach Hanahan (1983) wurden die Zellen mittels Ca2+ 

uns Mg2+ Ionen behandelt, um ihre Membranen für größere DNA Moleküle durchgängig zu 

machen. Dazu wurde mit einem Inokulum einer frischen über Nacht inkubierten 3 mL 

Flüssigkultur in LB-Medium eine größere 100 mL Kultur in SOB-Medium im Verhältnis 1:100 

beimpft. Diese wurde bei 37°C mit 130 rpm schüttelnd bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 

inkubiert (siehe II.2.1.3). Die Kultur wurde dann vollständig in ein 50 mL Reaktionsgefäß 

überführt, für 10 min auf Eis inkubiert und die Zellen mit 4.000 rpm bei 4°C über 10 min 

abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 mL eiskaltem TFB 1-Puffer aufgenommen und erneut nach 

10 min Inkubation auf Eis abzentrifukgiert. Anschließend wurde das Pellet in 2 mL eiskaltem 

TFB 2-Puffer aufgenommen und die Suspension zu 200 µL Aliquots in 1,5 mL Reaktionsgefäße 

überführt. Durch den in TFB 2 enthaltenen Glycerol-Anteil konnten die Zellen bei -80°C bis zu 

ihrer Verwendung gelagert werden. 

II.2.2.8.2 Hitzeschocktransformation chemisch kompetenter Zellen 

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen mit Plasmid-DNA wurden diese auf Eis für ca. 

10 min aufgetaut, 200 µL Zellsuspension mit 50-100 ng Plasmid-DNA bzw. entsprechendem 

Ligationsansatz (siehe II.2.2.7) versetzt, vorsichtig durchmischt und für mindestens 30 min auf 

Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im Wasserbad für 90 sec einem Hitzeschock von 

42°C ausgesetzt und sofort wieder auf Eis gestellt. Nach 3 min wurde die Suspension mit 1 mL SOC 

Medium versetzt und für 45 min bei 37°C schüttelnd mit 130 rpm inkubiert. Dann wurden die 

Zellen zu Aliquots von 50-200 µL auf agarhaltigem LB-Medium mit entsprechenden 

Antibiotikazusätzen zur Selektion der transformierten Plasmide ausplattiert. Die Festkulturen 

wurden bei 37°C über Nacht inkubiert, die erhaltenen Kolonien auf gleiche Nährböden überimpft 
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und erneut über Nacht inkubiert. 

II.2.2.8.3 Herstellung elektrokompetenter Zellen für die Elektroporation 

Zellen für die Elektroporation wurden in salzfreie Suspensionen überführt, um diese unter hohe 

Spannung setzen zu können. Die Zellen wurden in 50 mL SOB-Medium, beimpft mit einer frischen 

über Nacht inkubierten 3 mL Flüssigkultur in LB-Medium im Verhältnis 1:100, bis zu einer OD600 

von 0,5 (siehe II.2.1.3) bei 37°C mit 130 rpm schüttelnd inkubiert. Die Kultur wurde dann 

vollständig in ein 50 mL Reaktionsgefäß überführt, für 10 min auf Eis inkubiert und die Zellen mit 

4.000 rpm bei 4°C über 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann zunächst in 5 mL eiskaltem 

sterilem dH2O und nach weiteren zwei Zentrifugationsschritten in 2 mL und dann in 0,5 mL 

eiskaltem sterilem dH2O aufgenommen. Diese Suspension wurde dann entweder direkt zur 

Elektroporation eingesetzt oder für die Lagerung mit 87 %igem Glycerol im Verhältnis 1:2 

vermischt und in 50 µL Aliquots in 1,5 mL Reaktionsgefäßen bis zur Verwendung bei -80°C 

gelagert. 

II.2.2.9 Elektroporation 

Ein Aliquot von 50 µL elektrokompetenten Zellen wurde mit 20 – 200 ng Plasmid-DNA bzw. mit 

entsprechendem Ligationsansatz (siehe II.2.2.7) versetzt, durchmischt und für 10 min auf Eis 

inkubiert. Dieser Ansatz wurde dann in auf Eis gekühlte Elektroporationsküvetten mit einem 

Elektrodenabstand von 2 mm überführt. In einem Elektroporator (GenePulser®, Fa. BioRad 

Laboratories) wurden die Zellen für ca. 1 sec einem elektrischem Impuls ausgesetzte, wobei eine 

Spannung von 2,5 kV, eine Kapazität von 25 µF und ein Widerstand von 200 Ω vorgegeben 

wurden. Danach wurde die Suspension sofort mit 1 mL SOC Medium versetzt und für 45 min bei 

37°C schüttelnd mit 130 rpm inkubiert. Dann wurden die Zellen zu Aliquots von 50-200 µL auf 

agarhaltigem LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikazusätzen zur Selektion der 

transformierten Plasmide ausplattiert. Die Festkulturen wurden bei 37°C über Nacht inkubiert, 

die erhaltenen Kolonien auf gleiche Nährböden überimpft und erneut über Nacht inkubiert. 

II.2.2.10 PCR 

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde die Methode der Polymerasekettenreaktion nach 

Mullis et al. (1986) angewendet. Für Standardamplifikationen wurde dazu die DreamTaq®-DNA-

Polymerase (Fa. Thermo Fisher Scientific) bzw. für Amplifikate, die nachfolgend in der 

Plasmidkonstruktion verwendet werden sollten, die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Fa. 

New England Biolabs) mit niedrigerer Fehlerrate verwendet. Dabei wurden die jeweils vom 

Hersteller mitgelieferten Polymerase-Puffer mit voreingestellter Mg2+ Konzentration verwendet. 



II. Material und Methoden 

 

57 

 

Weiter wurden Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) der Fa. Roche verwendet. Die Reaktionen 

wurden je nach verwendeter Polymerase in einem entsprechenden Standardprotokoll (siehe 

Tabelle II-12 und Tabelle II-13) in einem Thermocycler unter den in Tabelle II-14 aufgeführten 

Reaktionsbedingungen durchgeführt. Die Reaktionstemperatur der annealing-Phase Tann wurde 

dabei der Schmelztemperatur Tm der Primer angepasst. Diese wurde näherungsweise nach 

folgender Formel berechnet: 

 
1 T

m 
= (Σ A+T) x 2°C + (Σ G+C) x 4°C 

 

Die annealing-Temperatur wurde wie folgt berechnet: 

 

2 T
ann 

= 
(Tm Primer 1

+ Tm Primer 2
)

2
 –  5 °C 

 

Tabelle II-12: Standard-PCR Reaktionsansatz für die DreamTaqTM-DNA-Polymerase (Fa. Lifetechnologies). 

DreamTaq®-Puffer.(10x) 2 μL 

dNTPs (2 mM) 2 μL 

Primer 1 (10 μM) 0,4 μL 

Primer 2 (10 μM) 0,4 μL 

Polymerase (5 U/μL) 0,1 μL 

Template-DNA 10 pg-10 ng 

dH2O. ad 20 μL 

 

Tabelle II-13: Standard Standard-PCR Reaktionsansatz für die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 
(Fa. New England Biolabs). 

Phusion® HF-Puffer.(5x) 10 μL 

dNTPs (2 mM) 5 μL 

Primer 1 (10 μM) 2,5 μL 

Primer 2 (10 μM) 2,5 μL 

Polymerase (2 U/μL) 0,5 μL 

Template-DNA 10 pg-10 ng 

dH2O. ad 50 μL 
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Tabelle II-14: Reaktionsbedingungen der Polymerasekettenreaktion für die DreamTaqTM-DNA-
Polymerase (Fa. Lifetechnologies) und die PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase (Fa. New England 
Biolabs). Die annealing Temperatur wurde dem jeweiligen Primerpaar gemäß der Formeln 1 und 2 
angepasst. 

 DreamTaqTM-DNA 
Polymerase 

Phusion® High-Fidelity 
DNA Polymerase 

Initiale Denaturierung 2 min 94°C 30 sec 98°C 

 Denaturierung 30 sec 94°C 5 sec 98°C 

30 x annealing 30 sec X°C1 30 sec X°C 

 Elongation 1 min/1 kb 72°C 30 sec/1 kb 72°C 

Finale Elongation 10 min 72°C 10 min 72°C 

 ∞ 4°C ∞ 4°C 
 

Zur Optimierung der PCR-Reaktionsbedingungen wurde die Gradienten-PCR angewendet. Hierbei 

wurden mehrere identische PCR-Reaktionen angesetzt (siehe Tabelle II-12) und parallel mit 

verschiedenen annealing-Temperaturen durchgeführt in einem Biometra T Gradtienten 

Thermocycler. Die Reaktionszeiten und –Temperaturen der Reaktionsschritte wurden nach dem 

in Tabelle II-14 beschriebenen Protokoll verwendet. 

 

II.2.2.11 Site-Specific-Mutagenesis (SSM) PCR 

Um gezielte Substitutions- und Deletionsmutationen an spezifischen Bereichen der DNA-Sequenz 

von Plasmiden einzuführen, wurde eine spezielle Variante der PCR Reaktion nach Jones and 

Howard (1991) eingesetzt. Bei dieser site specific mutagenesis (SSM) PCR wurden die Plasmide in 

voller Länge mit Primern amplifiziert, die exakt an dem zu verändernden DNA-Sequenzbereich 

banden. Die Primer beinhalteten die zu veränderte Sequenz, bzw. bei Deletionsmutationen 

deckten sie den zu deletierenden Sequenzbereich nicht ab, wohl aber die flankierenden Bereiche. 

Weiter waren die Primer in einer Länge von ca. 20 bp an ihren 5´-Enden komplementär zu 

einander. Die PCR-Reaktion wurde wie unter II.2.2.10 beschrieben in 50 µL Ansätzen mit der 

PhusionTM High-Fidelity DNA Polymerase (Fa. New England Biolabs) durchgeführt. Als Template-

DNA wurde 1 µL einer 1:1000 verdünnten Plasmid-Lösung eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde 

anschließend mittels Kit aufgereinigt (siehe II.2.2.13.1) und einem Restriktionsverdau mit dem 

Enzym DpnI (Fa. New England Biolabs) unterzogen wie unter II.2.2.5 beschrieben. Hierbei wurden 

spezifisch die aus den Bakterienzellen stammende methylierte Template-DNA abgebaut, die nicht 

die gewünschten Mutationen enthielt. Die linearen PCR-Produkte wurden dann in der 

Transformation von chemisch kompetenten Zellen eingesetzt (siehe II.2.2.8). Die 

Rezirkularisierung der Plasmid-DNA erfolgte enzymatisch durch zelleigene Mechanismen. 
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II.2.2.12 ARMS-PCR 

Um Mutationen in der DNA-Sequenz spezifisch nachweisen zu können wurde die ARMS-PCR 

(Amplification Refractory Mutation System) nach Newton et al. 1989 eingesetzt. Bei der 

Amplifikation wurde ein Primer so gewählt, dass er mit den drei letzten Basen des 3´-Endes 

komplementär zu den mutierten Basen war. Zur Kontrolle wurde ebenfalls eine Primervariante 

entworfen, die dem nicht mutierten Template entsprach. Die PCR wurde dann wie unter II.2.2.10 

beschrieben mit der DreamTaq®-DNA-Polymerase (Fa. Thermo Fisher Scientific) mit beiden 

Primervarianten in getrennten Ansätzen durchgeführt. Als Template-DNA wurde die Gesamt-DNA 

der jeweiligen Zellen eingesetzt (siehe II.2.2.1). Ein entstandenes PCR-Produkt zeugte von der 

Anwesenheit der jeweils durch die eingesetzte Primervariante geprüften Template-Variante. 

II.2.2.13 Aufreinigung von PCR- und Restriktionsverdauprodukten 

II.2.2.13.1 Aufreinigung mittels kommerziellem Kit 

Für die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR- oder Restriktionsreaktionen wurde das Hi 

Yield® PCR-Clean-Up & Gel-Extraction Kit (Fa. SLG) verwendet. Dabei wurde nach mitgeliefertem 

Protokoll vorgegangen und alle im Kit enthaltenen Lösungen, Silikatsäulen und Gefäße 

verwendet. 

II.2.2.13.2 DNA-Aufreinigung nach Isolierung aus Agarosegelen 

Insbesondere um einzelne DNA-Fragmente nach vorangegangenem Restriktionsverdau aus 

einem Fragmentgemisch zu isolieren, wurden diese zunächst im Agarosegel wie unter II.2.2.4 

beschrieben elektrophoretisch ihrer Größe nach aufgetrennt. Das gewünschte Produkt wurde 

unter Fluoreszenzanregung unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel isoliert. Für die 

Aufreinigung der DNA aus dem Gelstück wurde das Hi Yield® PCR-Clean-Up & Gel-Extraction Kit 

(Fa. SLG) verwendet, wobei nach Herstellerangaben vorgegangen wurde. 

II.2.2.13.3 Aufreinigung von PCR-Produkten für die Sequenzierung 

Die Aufreinigung von PCR-Produkten zur Sequenzierung erfolgte enzymatisch. Hierbei wurden 

die nach der PCR im Reaktionsansatz verbliebenen Oligonukleotide mit der Exonuclease ExoI (Fa. 

Thermo Fisher Scientific) und einzelne Nukleotide mit der alkalischen Phosphatase FastAP (Fa. 

Thermo Fisher Scientific) abgebaut (nach Werle et al. 1994). Jeweils 5 µL PCR-Produkt wurden 

mit 10 U ExoI und 1 U FastAP versetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die Enzyme wurden dann 

bei 85°C über 15 min hitzeinaktiviert. Die so aufgereinigte DNA-Lösung wurde direkt für die DNA-

Sequenzierung eingesetzt. 
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II.2.2.14 Sequenzierung 

DNA-Sequenzierungen wurden nach einer Weiterentwicklung der Methode der 

Kettenabbruchreaktion nach Sanger (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977) durchgeführt (Beckman 

Coulter Inc 2012). Hierbei werden in einer Cycle Sequencing Reaktion fluoreszenzmarkierte DNA-

Fragmente unterschiedlicher Länge erzeugt, die dann in einer Kapillarelektrophorese der Länge 

nach aufgetrennt werden. Die Auftrennung und Detektion der markierten Fragmente erfolgte in 

dem Gerät GenomeLabTM GeXP Genetic Analysis System (Fa. Beckmann Coulter). 

Als Template für die Reaktion wurden PCR-Produkte verwendet, die wie unter II.2.2.13.3 

beschrieben aufgereinigt wurden. Für die Sequenzierung von Produkten einer Größe von bis zu 

400 bp wurden 5 - 40 ng DNA, von Produkten einer Größe von bis zu 1000 bp 30 – 100 ng DNA in 

der Cycle Sequencing Reaktion eingesetzt. Weiter wurden 1 µL des Primers (10 pmol/µL) sowie 

1 µL DMSO hinzugefügt. Weiter wurde der Quick Start Mix, bestehend aus DNA-Polymerase, 

dNTPs und fluoreszenzmarkierten dNTPs sowie der Reaktionspuffer des GenomeLabTM DTCS 

Quick Start Kits (Fa. Beckmann Coulter) nach Herstellerangaben verwendet, wobei die Größe des 

Templates berücksichtigt wurde. Das Reaktionsvolumen wurde mit dH2O auf 20 µL aufgefüllt. Die 

anschließende Cycle Sequencing Reaktion wurde in einem Thermocycler nach in Tabelle II-15 

aufgeführtem Reaktionsprotokoll durchgeführt. 

Die Reaktionsprodukte wurden dann in einer Ethanol-Fällung aufgereinigt. Hierzu wurden zu 

jedem 20 µL Ansatz 5 µL Fälllösung, bestehend aus 2 µL einer 3 M Natriumacetatlösung (pH 5,2), 

2 µL einer 100 mM EDTA-Lösung (pH 8) und 1 µL Glykogen, hinzugefügt sowie 60 µL absoluten 

Ethanols. Das Gemisch wurde dann für 15 min bei RT mit 13.000 rpm zentrifugiert und das Pellet 

in zwei Waschritten mit 200 µL 70% igem Ethanol und anschließender Zentrifugation (1 min, 

13.000 rpm, RT) von restlichen Salzen bereinigt. Das Pellet wurde abschließend in 30 µL Sample 

Loading Solution des GenomeLabTM DTCS Quick Start Kits aufgenommen und in der 

Sequenzierung eingesetzt. Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte mit dem 

Softwarepaket Vector NTI AdvanceTM Version 11.5. 

 

Tabelle II-15: Reaktionsbedingungen der Cycle Sequencing Reaktion.1Die annealing Temperatur wurde 
dem jeweiligen Primerpaar gemäß der Formeln 1 und 2 angepasst. 

 Denaturierung 20 sec 96°C 

30 x annealing 20 sec X°C1 

 Elongation 4 min 60°C 
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II.2.3 Lumineszenzmessung 

Die Bestimmung der Lumineszenz wurde unter Verwendung des Kits Luciferase Assay System 

(Fa. Promega) und den darin enthaltenen Reagenzien durchgeführt. Das Probenmaterial wurde 

zuvor wie folgt aufbereitet: Zunächst wurden Übernachtkulturen der zu untersuchenden Stämme 

in LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum angelegt. Aus diesen wurden dann 50 mL Kulturen 

in 250 mL Erlenmeyerkolben in LB-Medium ohne Antibiotikum angeimpft, jeweils mit einem 

100 µL Inokulum. Die Kulturen wurden dann bei 37°C und 220 rpm permissiver Rotation 

inkubiert bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 (siehe II.2.1.3). Anschließend wurden 45 µL der 

Bakterienzellsuspension entnommen und mit 5 µL Lumineszenzprobenpuffer vermischt, 

gevortext und dann bei -80°C für mindestens 30 min eingefroren. Daraufhin wurde die 

Suspension rasch unter Wärmeeinwirkung aufgetaut und mit 150 µL Lumineszenz-Lysismix 

vermischt, gevortext und 10 min bei RT inkubiert. Dann wurden je Probe jeweils dreimal 2,5 µL 

des Gemisches mit 22,5 µL LAR (Luciferase Assay Reagent, im Kit enthalten) in einer 

Mikrotiterplatte vermischt, wobei das LAR vorgelegt wurde.Eine Minute nach der letzten LAR-

Zugabe wurde die Lumineszenz mit Hilfe des Luminometers Lucy2 (Fa. Anthos) unter 

Verwendung der Messsoftware Lucisoft, Version 1.6 (Fa. Anthos) bestimmt. Aus den drei 

Biolumineszenz-Einzelwerten einer Probe wurde ein Mittelwert gebildet. Die spezifische Aktivität 

wurde durch Division des Mittelwertes durch den OD600-Wert der Kultur zum Zeitpunkt der 

Probenentnahme errechnet. 

II.2.4 Bioinformatische Methoden 

II.2.4.1 Sequenzdatenverarbeitung und Stammbaumberechnung 

Die Verarbeitung von DNA- oder Aminosäuresequenzdaten wurde primär mit dem 

Softwarepacket Vector NTI Version 11.5 (Fa. Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Dazu zählten 

die Analyse von Elektropherogrammen der DNA-Sequenzierungen, die Translation von DNA- in 

Aminosäuresequenzen, das Alignment mehrerer DNA- bzw. Aminosäuresequenzen, die 

Konstruktionsplanung von Plasmiden sowie der Entwurf von Oligonukleotiden. 

Der Abgleich von DNA-Sequenzen mit Datenbanken publizierter Sequenzen wurden mittels des 

Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) durchgeführt (Altschul et al. 1990) auf der 

Internetpräsenz des National Center for Biotechnology Information (NCBI) unter 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 

Für die Analyse von Syntenien mittels BLAST-Algorythmen wurden die online verfügbaren 

Programme SyntTax (Oberto 2013) und Genome Synteny Analyzer verwendet (siehe II.1.12) 

unter der Verwendung der Standardparameter. 

Die Berechnung von Stammbäumen auf Basis von Sequenzalignments wurde mit dem 
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Softwarepacket Vector NTI 11.5 nach der Neighbor Joining Methode (Saitou and Nei 1987) 

berechnet, bzw. mit der online Software Phylogeny.fr (Dereeper et al. 2008) (siehe II.1.12), wobei 

die Alignments mit MUSCLE und die Bäume mit PhyML erstellt wurden. In beiden Fällen wurden 

die Stammbäume unter Verwendung der Standardparameter berechnet. 

II.2.4.2 3D-Strukturmodellierung und Modellbewertung 

Mit Hilfe des Homology Modelling ist es möglich in silico dreidimensionale Strukturmodelle für 

Proteine und Nukleinsäuren zu erstellen, für die keine experimentellen Strukturdaten zur 

Verfügung stehen. Die Modellierung erfolgt dabei auf Basis von Template-Strukturen, die mittels 

Kristallografie oder NMR-Spektroskopie beschrieben sind und eine möglichst hohe 

Sequenzhomologie bzw. –identität zu dem darzustellenden Protein oder Nukleinsäure aufweisen 

(Fiser and Sali 2003). 

Das Homology Modelling wurde mit dem Programm MODELLER in der Version 9.10 nach dem 

Standardprozess durchgeführt (Sali and Blundell 1993). Die Qualitätsbewertung der erstellten 

Modelle hinsichtlich einer möglichst realistischen Abbildung von Bindungslängen und –winkel, 

sowie aller elektrostatischen Wechselwirkungen erfolgte anschließend automatisiert über die 

Berechnung eines consus scores beschrieben durch (Kruggel and Lemcke 2009). 

II.2.4.3 Dynamiksimulation in 3D-Strukturmodellen 

Für die in silico Simulation von Moleküldynamiken ausgehend von Strukturmodellen wurde das 

das Softwarepaket AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) in der Version 11 

verwendet (Case et al. 2014). Die Simulation erfolgte im AMBER ff99SB Kraftfeld, welches der 

Berechnung auf experimentellen Daten basierende Werte für die Parameter Bindungslänge und –

winkel, Torsionswinkel und elektrostatische sowie Van der Waals-Wechselwirkungen zu Grunde 

legt (Lindorff-Larsen et al. 2010). Der virtuelle periodische Reaktionsraum wurde durch 

oktaedrische oder quaderförmige Boxen definiert, in denen sich die jeweiligen 3D-Modelle in 

einem Abstand von mindestens 8 Å zum Rand befanden. Die Hohlräume in den Boxen wurden 

durch TIP3P-Wasser aufgefüllt. Dieses ist ein Wassermodell, welches die sterischen und 

elektrostatischen Eigenschaften des Wassers bei minimaler Rechenkapazität ausreichend 

darstellt. Die Gesamtladung des Systems wurde mittels einfach geladenen Ionen mit der 

Bezeichnung CIO, die in ihren Parametern dem Na+-Ion entsprechen auf 0 eingestellt. 

Anschließend wurde das gesamte System mit dem Programm SANDER des AMBER-

Softwarepakets energetisch minimiert, um den stabilsten Ausgangszustand herzustellen 

(Energetische Konvergenz). Daraufhin wurde die Dichte im System auf einen Wert von 1 g/cm³ 

angepasst. Im nächsten Schritt wurde die potentielle Energie ausgehend von einem 10 K 
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entsprechenden Wert auf 300 K erhöht, welches die Standardtemperatur für die 

Dynamiksimulation darstellt. Dann wurde die Boxgröße verändert, um wieder der vorgegebenen 

Dichte zu entsprechen und das System equilibriert. Von diesem Punkt an wurde bei der 

Berechnung das NPT-Ensemble eingehalten, bei dem die Stoffmenge, der Druck sowie die 

potentielle Energie in Form der Temperatur konstant ist. Die nachfolgende klassische 

Dynamiksimulation erfolgte mit dem Programm PMEMD des AMBER-Softwarepakets über einen 

Zeitraum von 14 ns. Die visuelle Darstellung der Simulation erfolgte mit dem Programm VMD 

(Visual Molecular Dynamics) Version 1.9.1 (Humphrey, Dalke, and Schulten 1996). 
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III. Ergebnisse 

III.1 Analyse der DNA-Sequenz des ramRA-Operons in Citrobacter 

Zu Beginn dieser Arbeit waren die Gene ramR, romA und ramA in der Gattung Citrobacter lediglich 

in der Spezies C. freundii eingehend beschrieben worden (Pott 2011). Für einige andere Species 

der Gattung Citrobacter lagen PCR-Nachweise vor. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher die 

entsprechenden DNA-Sequenzen bestimmt und mit der bekannten Sequenz von C. freundii 

verglichen werden. Hierzu wurden vier Citrobacter Referenz-Stämme ausgewählt, welche die 

laborinternen Bezeichnungen GK1189, GK2519, GK2552 und GK708 trugen. Dafür wurde 

zunächst die angebenene Speziesidentität überprüft. 

III.1.1 Speziesidentifizierung der verwendeten Citrobacter-Stämme 

Die in dieser Arbeit verwendeten Citrobacter-Stämme waren aufgrund einer frühren 

Spezieszuordnung ausgewählt worden. Für die nachfolgenden Analysen sollte diese Zuordnung 

mit verschiedenen, auch molekularen Verfahren überprüft werden. Die Stämme sind in Tabelle 

III-1 aufgelistet. Die Überprüfung erfolgte zunächst anhand biochemischer Reaktionsprofile. Da 

bekannt war, dass nicht alle Stämme der gleichen Art zwangsläufig dasselbe Reaktionsprofil 

aufweisen müssen, war eine Überprüfung der Ergebnisse mittels anderer Messmethoden 

erforderlich. Dazu wurde eine massenspektrometrische Analyse durchgeführt und die erzeugten 

Spektren jeweils mit Referenzspektren verschiedener Citrobacter-Arten abgeglichen. In einem 

dritten Testansatz wurde die Identität partieller DNA-Sequenzen der Gene gyrA und gyrB der 

Stämme mit entsprechenden Referenzsequenzen verschiedener Citrobacter-Arten zum Vergleich 

herangezogen. 
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Tabelle III-1: Ursprüngliche Spezieszuweisung der verwendeten Citrobacter-Stämme zu Beginn der Arbeit 
sowie Referenzstämme mit bekannter Speziesidentifikation. GK-Nr.: Glycerinkulturnummer, 
[RS]: Referenzstamm der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (“DSMZ” 2015) mit 
eindeutiger Spezieszuweisung 

GK-Nr. Spezies 

100 Citrobacter freundii 

708 Citrobacter werkmanii 

1189 Citrobacter amalonaticus 

1253 Citrobacter rodentium 

2519 Citrobacter farmeri 

2552 Citrobacter braakii 

4039 [RS] Citrobacter amalonaticus DSM4593 

4089 [RS] Citrobacter werkmanii DSM17579 

 

III.1.1.1 Biochemische Stammcharakterisierung 

Zur Bestimmung der Spezies wurde für jeden Stamm eine Reihe von Standardtests durchgeführt, 

die auf verschiedenen enzymatisch katalysierten Redoxreaktionen oder Fermentationsstests 

beruhen. Dafür wurde das kommerzielle Messsystem Micronaut-E® der Firma Merlin wie unter 

II.2.1.5 beschrieben angewendet und anschließend per Sichtkontrolle nach Vorgabe des 

Benutzerhandbuches manuell ausgewertet. Die Stämme wurden jeweils in einer 

Doppelbestimmung charakterisiert. Zur weiteren Stützung der Identifizierung wurden mit 

Citrobacter amalonaticus DSM4593 (GK4039) und Citrobacter werkmanii DSM17579 (GK4089) 

zwei Stämme definierter Speziesidentität hinzugezogen. Beides sind Typstämme, also diejenigen, 

an denen die jeweilige Art erstmalig beschrieben worden ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle III-2 

dargestellt. 

Die Testergebnisse der jeweiligen Stämme wurden dann mit den durch Brenner et al. (1999) 

beschriebenen Reaktionsprofilen sämtlicher Spezies der Gattung Citrobacter abgeglichen. Diese 

sind in Tabelle III-3 abgebildet. Hier ist jeweils der prozentuale Anteil des je Art untersuchten 

Stammkollektives angegeben, der im entsprechenden Test positiv reagiert hat. Für die 

Speziesidentifizierung wurden Übereinstimmungen im Reaktionsverhalten nur dann 

berücksichtigt, wenn der jeweilige Test in mindestens 66 % der Stämme des Referenzkollektivs 

einheitlich ausfiel. Für eine positive Reaktion entspricht das einer Angabe von größer oder gleich 

66 %, für eine negative einer von kleiner oder gleich 33 %. 

Die Ergebnisse des Profilabgleichs sind in Tabelle III-4 dargestellt, in der für jeden Teststamm 

die Anzahl der Abweichungen vom jeweiligen Referenzprofil der Stammkollektive bzw. der hier 

vermessenen Typstämme aufgelistet sind. Als Schwellenwert einer Speziesübereinstimmung 

wurde hier eine Abweichung in einem Test toleriert. Der Abgleich zeigt, dass bis auf GK2519 die 

Stämme jeweils zu mehreren Spezies dieses Kriterium erfüllen und sich demnach nicht eindeutig 
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bestimmen lassen. 

Wie die prozentualen Referenzwerte in Tabelle III-3 zeigen, sind Abweichungen im 

Reaktionsverhalten zwischen Stämmen derselben Spezies möglich, weshalb über die 

biochemische Charakterisierung allein keine eindeutige Spezieszuweisung möglich ist. Auffällig 

war, dass sich der vorab als Citrobacter amalonaticus identifizierte Stamm GK1189 deutlich vom 

Typstamm GK4039 dieser Art unterschied, insbesondere durch das Vermögen Malonat (MAL) als 

einzige Kohlenstoffquelle verwerten zu können. Dieses ist ein wichtiges Unterscheid-

ungsmerkmal für diese beiden Spezies. Eine weitere deutliche Abweichung in der 

Spezieszuweisung ergab sich für den Stamm GK2552, der zuvor als C. braakii identifiziert war, 

hier jedoch zwei Abweichungen zu dem entsprechenden Reaktionsprofil aufwies. Dagegen konnte 

die Identifizierung von Stamm GK708 als Citrobacter werkmanii untermauert werden. Zwar wies 

das Reaktionsprofil des Stammes zwei Unterschiede vom Referenzkollektiv auf, doch teilte er 

diese Eigenschaft mit dem Typstamm C. werkmanii DSM17579 (GK4089), mit dem er zu 100 % 

übereinstimmte (siehe auch Tabelle III-2).  
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Tabelle III-2: Biochemische Profile der untersuchten Citrobacter-Stämme. Angegeben sind die GK-
Nummern der Untersuchungsstämme. Die Bestimmung erfolgte unter Verwendung des kommerziellen 
Messsystems Micronaut E® der Firma Merlin. Die Auswertung erfolgte per Sichtkontrolle. Die 
Stammbezeichnung der Teststämme entspricht jeweils der GK-Nummer. 
+/-: positive/negative Reaktion, TDA: Tryptophan-Deaminase, H2S: Schwefelwasserstoffproduktion, ESC: 
Esculin-Hydrolysierung, IND: Indol-Produktion, URE: Urease, LDC: Lysindecarboxylase, ODC: 
Ornithindecarboxylase, ADH: Argininhydrolase, GLUF: Glucose-Abbau, CIT: Citrat-Abbau: MAL: Malonat-
Abbau, VP: Voges-Proskauer-Test zum Nachweis der Bildung von Acetoin, RHAF: Rhamnose-Abbau, SUCF: 
Saccharose-Abbau, ADOF: Adonit-Abbau, INOF: Inosit-Abbau, XYLF: Xylose-Abbau, SORF: Sorbit-Abbau, 
ONPG: o-Nitrophenyl-β-Galaktopyranosid-Test zum Nachweis der β-Galactosidase, ONPX: o-
Nitrophenylen-β-Xylosid-Test zum Nachweis der β-Xylosidase, PGUR: p-Nitrophenylen-β-Glucuronid-Test 
zum Nachweis der β-Glucuronidase 
 

 Teststämme Referenzstamm 

Test 100 708 1189 1253 2519 2552 4039 4089 

TDA - - + - + + + - 

H2S + + - - - - - + 

ESC - - - - - - - - 

IND - - + - + + + - 

URE + - - - - - + - 

LDC - - - - - - - - 

ODC - - + + + + + - 

ADH - - + - - + - - 

GLU + + + + + + + + 

CIT + + + + - + + + 

MAL - + + + - + - + 

VP - - - - - - - - 

RHAF + + - + + + + + 

SUCF - - - - + - - - 

ADOF - - + - - - - - 

INOF - - - - - + - - 

XYLF + + + + + + + + 

SORF + + + + + + + + 

ONPG + + + + + + + + 

ONPX - - + - - + - - 

PGUR - - - - - - - - 
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Tabelle III-3: Referenzwerte biochemischer Reaktionsprofile sämtlicher Spezies der Gattung Citrobacter 
nach Brenner et al. (1999). Angegeben sind die prozentualen Anteile des jeweils vermessenen 
Stammkollektivs einer Art, für die der entsprechende Test positiv ausgefallen ist. Die Anzahl der Stämme, 
die das jeweilige Stammkollektiv umfasst, ist in Klammern angegeben. Abkürzungen der Tests: siehe 
Tabelle III-2. Testergebnisse, in denen weniger als 66 % des entsprechenden Stammkollektives einheitlich 
positiv oder negativ im jeweiligen Test reagiert haben, wurden für die Speziesidentifizierung nicht 
berücksichtigt und sind in Klammern abgebildet. 

Test Referenzspezies 

 C
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 [

4
9

] 
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] 
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[3
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] 
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 [
1

3
] 
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6
] 

C
. f
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1
4

] 

C
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u
m

 [
6

] 

C
. g

il
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n
ii

 [
6

] 

C
. m

u
rl

in
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e 
[8

] 

H2S (59) 0 12 74 (41) 92 0 0 0 83 75 

ESC 0 0 0 3 0 0 17 0 0 17 0 

IND 12 94 94 10 21 0 100 100 0 0 100 

URE (57) (59) 88 69 (38) 92 100 (43) 83 0 (63) 

ODC 12 100 94 3 88 0 100 100 100 0 0 

ADH (51) 94 76 (54) (54) 77 100 100 0 17 (50) 

GLUF 86 100 82 85 88 92 100 100 100 100 100 

CIT 80 100 100 74 75 92 83 0 0 (50) 88 

MAL 8 94 0 3 0 92 100 0 100 100 0 

SUCF 73 (47) 6 21 13 0 0 100 0 17 25 

ADOF 0 94 0 0 0-6 0 0 0 6 0 0 

ONPG 88 100 94 95 83 100 100 100 100 83 100 
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Tabelle III-4: Abgleich der biochemischer Reaktionsprofile zwischen Test- und Referenzstämmen. 
Angegeben ist jeweils die Anzahl der Abweichungen im Reaktionsverhalten, wobei Werte von 0 bis 1 blau 
hinterlegt sind. Die Stammbezeichnung der Teststämme entspricht jeweils der Glycerinkulturnummer. 

Referenzspezies Teststämme 

100 708 1253 1189 2519 2552 

n
a

ch
 B

re
n

n
er

 e
t 

a
l. 

1
9

9
9

 

C. freundii 1 2 3 5 3 4 

C. koseri 5 5 3 0 4 1 

C. amalonaticus 3 6 4 3 4 2 

C. youngae 0 2 4 6 6 5 

C. braakii 1 2 1 3 3 2 

C. werkmanii 1 2 4 5 8 4 

C. sedlakii 4 5 3 1 5 1 

C. farmeri 5 7 5 4 1 3 

C. rodentium 4 3 1 5 3 4 

C. gillenii 2 0 2 5 5 4 

C. murliniae 1 2 4 4 4 3 

T
yp

-
st

ä
m

m
e 

C. amalonaticus 
DSM4593 GK4039 

4 6 4 6 3 4 

C. werkmanii 
DSM17579 GK4089 

2 0 2 8 7 6 

 

III.1.1.2 Massenspektrometrische Stammcharakterisierung 

Zur Speziesidentifizierung durch eine alternative Methode wurde eine massenspektroskopische 

Analyse durchgeführt. Dabei wurden ganze Zellen untersucht und entsprechend Spektren 

erzeugt. Diese Methode hat sich in den letzten Jahren als Standardmethode zur schnellen 

Speziesdifferenzierung auch bei Enterobakterien in der Diagnostik etabliert (van Veen, Claas, and 

Kuijper 2010). Hierfür wurde das kommerzielle Messsystem der Firma Bruker Daltronics 

verwendet, welches auf der MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time Of 

Flight) Messmethode basiert. 

Die Spezieszuweisung erfolgte unter Abgleich mit Referenzstämmen, die in einer zugehörigen 

Datenbank enthaltenen waren. Die Spezies Citrobacter werkmanii war jedoch nicht vertreten. Als 

Maß für die Übereinstimmung lieferte das System einen scoring-Wert. Identifizierungen auf 

Speziesebene setzten einen scoring-Wert von 2 voraus (Erfahrungswert, Dr. Martin Christner, 

Universitätsklinikum Eppendorf, Hamburg). Als Kontrollen dienten die Stämme Escherichia coli 

ATCC35218 und Citrobacter amalonaticus DSM4593 (GK4039), deren Speziesidentität 

zweifelsfrei geklärt war. Die Messung wurde für jeden Stamm dreimal wie unter II.2.1.6 

beschrieben durchgeführt und die jeweiligen scoring-Werte gemittelt. Die Ergebnisse sind in 
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Tabelle III-5 dargestellt. 

Tabelle III-5: Ergebnisse der Speziesidentifizierung durch massenspektroskopische Analyse nach der 
MALDI-TOF-Methode. Angegeben sind die zu Beginn der Arbeit postulierten Spezieszuweisungen und die 
jeweils besten Treffer in der Datenbank (DB) nach Dreifachbestimmung. Die scoring-Werte aus den 
einzelnen Messungen wurden gemittelt. Die Stammnummer der Teststämme entspricht jeweils der 
Glycerinkulturnummer. 

Stamm Postulierte Identität Bester Treffer in DB Score 

100 Citrobacter freundii Citrobacter freundii 2,443 

708 Citrobacter werkmanii Citrobacter freundii 2,275 

1189 Citrobacter amalonaticus Citrobacter koseri 2,397 

1253 Citrobacter rodentium Citrobacter rodentium 2,142 

2519 Citrobacter farmeri Citrobacter farmeri 2,045 

2552 Citrobacter braakii Citrobacter sedlakii 2,199 

4039 Citrobacter amalonaticus Citrobacter amalonaticus 2,082 

 

Eine Falschzuweisung des Stammes GK708 durch diese Methode ist nicht auszuschließen, da die 

für diesen Stamm postulierte Spezies Citrobacter werkmanii nicht mit einem Referenzspektrum 

vertreten war. Wie bei der biochemischen Charakterisierung, weist der Stamm GK1189 die größte 

Übereinstimmung mit der Spezies Citrobacter koseri auf, abweichend von seiner 

vorangegangenen Identifizierung als Citrobacter amalonaticus. Die korrekte Bestimmung aller 

Stämme auf Gattungsebene wurde bestätigt. Die Zuweisung der Stämme GK1253 und GK2519 zu 

den Spezies C. rodentium bzw. C. farmeri wurde weiter untermauert. GK2552 weicht 

übereinstimmend mit der biochemischen Identifizierungsmethode von der Ausgangsspezies-

zuweisung C. braakii ab. 

III.1.1.3 Molekulargenetische Stammcharakterisierung 

In einem molekulargenetischen Ansatz zur Speziesdifferenzierung wurden die DNA-Sequenzen 

der Gene gyrA und gyrB in den untersuchten Stämmen mit entsprechenden publizierten 

Referenzsequenzen verglichen. Die Speziesidentifizierung sollte nach einer hohen prozentualen 

Sequenzübereinstimmung erfolgen, wobei keine klaren Grenzwerte für diese Gene vorlagen, da 

für die Spezies der Gattung Citrobacter bislang keine umfassenden phylogenetischen 

Untersuchungen auf Basis von DNA-Sequenzen verfügbar waren. Diese Analyse wurde deshalb 

lediglich zur Stützung der zuvor durchgeführten Analysen durchgeführt. 

Die Gene gyrA und gyrB wurden ausgewählt, da sie als housekeeping Gene, kodierend für die 

Gyrase-Untereinheiten A und B, streng konserviert sind und publizierte Referenzsequenzen für 

zumindest einige Citrobacter-Spezies vorlagen. Desweiteren wurde gyrB für phylogenetische 

Studien in Enterobakterien bereits verwendet, wobei unterschiedliche Bereiche des Genes 

analysiert wurden (Fukushima, Kakinuma, and Kawaguchi 2002 (139 bp Fragment); Delmas et al. 



III. Ergebnisse 

 

71 

 

2006 (506  bp Fragment)). Ein Vergleich der DNA-Sequenzen des 16S rRNA-Gens wurde hier als 

ungeeignet eingestuft, da die publizierten Referenzsequenzen der verschiedenen Citrobacter-

Spezies teilweise Übereinstimmungen von 100 % aufwiesen und somit für die 

Speziesdifferenzierung eine zu geringe Variabilität boten (wurde im Alignment der Sequenzen 

geprüft, siehe Tabelle IV-1). Eine 100 %ige Übereinstimmung der DNA-Basenpositionen im 16S 

rRNA-Gen wurde zwischen den Stämmen Citrobacter amalonaticus CECT 863 (NCBI Acc.nr.: 

NR_104823.1) und Citrobacter farmeri strain CDC 2991-81 (NCBI Acc.nr.: NR_024861.1) 

beobachtet sowie zwischen den Spezies Citrobacter murliniae strain CDC 2970-59 (NCBI Acc.nr.: 

NR_028688.1) und Citrobacter werkmanii strain CDC 0876-58 (NCBI Acc.nr.: NR_024862) und 

weiter auch zwischen Citrobacter braakii 167 (NCBI Acc.nr.: NR_028687.1) und Citrobacter 

freundii ATCC 8090 (NCBI Acc.nr.: NR_028894.1). Auch in publizierten Untersuchungen wurde die 

16S rRNA zur Speziesdifferenzierung in Citrobacter als ungeeignet eingestuft (Delmas et al. 2006, 

Kolínská et al. 2015).  

Teilbereiche der Gene gyrA und gyrB wurden sequenziert. Zur Amplifizierung von gyrA wurde 

dazu das Primerpaar gyrA-5-1 und gyrA-3-1 (letzterer als Sequenzierprimer) für die Stämme 

GK100, GK1189, GK2552 und GK708 verwendet, welches den 5´-Bereich sowie den upstream-

Bereich des Gens in einer Länge von 526 bp abdeckte (siehe Abbildung III-1). Für die Stämme 

GK4039 und GK2519 war eine Sequenzierung mit diesen Primern nicht möglich, weshalb hier das 

Primerpaar 5´gyrA_MPC_+209 und gyrA-GA2 (letzterer als Sequenzierprimer) verwendet wurde, 

dessen PCR-Produkt ebenfalls den 5´-Bereich des Genes 301 bp abdeckte (siehe Abbildung III-2). 

Die Sequenzierung von gyrB wurde für alle Stämme mit den Primern gyrB_Citrobacter_5´_+132 

und gyrB_Citrobacter_3´_+1032 durchgeführt, die einen 955 bp langen Bereich im 5´-Bereich des 

Gens abdeckten (siehe Abbildung III-3). Die Primersequenzen sind unter II.1.1 aufgeführt. PCRs 

wurden nach Standardprotokoll wie unter II.2.2.10 beschrieben durchgeführt. Die erhaltenen 

Sequenzen wurden zusammen mit den verfügbaren publizierten Referenzsequenzen in multiplen 

Sequenzalignments im Programm Vector NTI [Version 11.5] nach dem CLUSTAL W Algorithmus 

aligniert. Anschließend wurden die Sequenzenlängen auf die jeweils kürzeste Sequenz im 

Alignment angepasst. Für gyrA ergab sich daraus der Sequenzbereich +234 bis +420 (187 bp) und 

für gyrB der Sequenzbereich +328 bis +833 (506 bp). Aus den erzeugten Alignments wurde die 

prozentuale Übereinstimmung der Sequenzen im paarweisen Vergleich berechnet. Die 

Alignments sind im Anhang unter VIII.1.2.1 und VIII.1.2.2 aufgeführt. Die erhaltenen Prozentwerte 

für gyrA und gyrB sind in Tabelle III-6 und Tabelle III-7 abgebildet. In Tabelle III-8 sind die 

möglichen Spezieszuweisungen der Stämme basierend auf einer Basenübereinstimmung von 

größer oder gleich 95 % aufgeführt. 
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Abbildung III-1: Ergebnis der gyrA-PCR mit den Primern gyrA-5-1 und gyrA-3-1 nach der 
Gelelektrophorese. Aufgetragen wurden 5 µL PCR Produkt und 5 µL des Markers 100 bp DNA Ladder RTU 
(Genedirex). Die angegebene Produktgröße entspricht der berechneten Größe. 

 

 

Abbildung III-2: Ergebnis der gyrA-PCR mit den Primern 5´gyrA_MPC_+209 und gyrA-GA2 nach der 
Gelelektrophorese. Aufgetragen wurden 5 µL PCR Produkt und 5 µL des Markers 100 bp DNA Ladder RTU 
(Genedirex). Die angegebene Produktgröße entspricht der berechneten Größe. 
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Abbildung III-3: Ergebnis der gyrB-PCR nach der Gelelektrophorese. Aufgetragen wurden 3 µL PCR 
Produkt und 1 µL des Markers Gene Ruler 1 kb Plus (Fermentas). Die angegebene Produktgröße entspricht 
der berechneten Größe. 

 

Tabelle III-6: Prozentuale Übereinstimmung in der DNA-Sequenz des Gens gyrA in den untersuchten 
Citrobacter-Spezies. Werte größer oder gleich 95 % sind blau hinterlegt. Die Untersuchungsstämme sind 
mit ihrer GK-Identifikationsnummer angegeben. Referenzsequenzen sind mit dem Namen der jeweiligen 
Spezies angegeben. [C.a.] Citrobacter amalonaticus DSM4593 (Referenzstamm GK4039), [C.f.]: Citrobacter 
freundii Q15 (NCBI Acc.nr.: JN384162), [C.k.] Citrobacter koseri ATCC-BAA895 (NCBI Acc.no.: NC_009792), 
[C.r.]: C. rodentium ICC168 (NCBI Acc.nr.: NC_013716), [E.c.]: Escherichia coli K12 MG1655 (NCBI Acc.nr.: 
CP009685), [S.e.] Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 (NCBI Acc.nr.: AE006468). 

Stamm/ 

Spezies [C.f.] GK100 GK708 [C.r.] GK2552 GK1263 [C.a.] GK2519 [C.k.] GK1189 [E.c.] [S.e.] 
[C.f.]  
C. freundii 100 99 98 85 86 84 84 83 86 85 84 86 

GK100   100 99 84 86 84 84 83 87 86 84 86 

GK708     100 83 86 84 84 83 86 84 83 85 
[C.r.] C. 
rodentium       100 97 91 90 91 90 89 89 90 

GK2552         100 90 89 90 91 90 89 91 

GK1263           100 100 96 87 87 86 85 
[C.a.] C. 
amalon.             100 96 87 87 86 84 

GK2519               100 86 86 86 88 
[C.k.]  
C. koseri                 100 99 92 91 

GK1189                   100 91 90 
[E.c.]  
E. coli                     100 91 
[S.e.]  
S. enterica                       100 
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Tabelle III-7: Prozentuale Übereinstimmung in der DNA-Sequenz des Gens gyrB in den untersuchten 
Citrobacter-Spezies. Werte größer oder gleich 95 % sind blau hinterlegt. Die Untersuchungsstämme sind 
mit ihrer GK-Identifikationsnummer angegeben. Referenzsequenzen sind mit dem Namen der jeweiligen 
Spezies angegeben. C.b.: Citrobacter braakii DSM 17596 (NCBI Acc.no.: HG798914), C.f.: Citrobacter freundii 
ATCC8090 (NCBI Acc.nr.: AJ300528), C.k.: Citrobacter koseri ATCC-BAA895 (NCBI Acc.no.: NC_009792), C.r.: 
C. rodentium ICC168 (NCBI Acc.nr.: NC_013716), C.y.: Citrobacter youngae ATCC 29220 (NCBI Acc.nr.: 
ABWL02000023), C.w.: Citrobacter werkmanii DSM17579 (Referenzstamm GK4089), E.c.: Escherichia coli 
K12 MG1655 (NCBI Acc.nr.: CP009685), S.e.: Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 (NCBI Acc.no.: 
AE006468). 

 C.k. 1189 C.r. 2552 C.a. 2519 S.e. E.c. C.b. C.f. 100 C.w. C.y. 708 

[C.k.] 100 100 93 93 92 91 89 89 86 87 87 86 88 87 

GK1189  100 93 93 91 91 89 89 86 87 87 86 88 87 

[C.r.]   100 92 90 91 90 89 86 86 85 85 86 85 

GK2552    100 91 92 88 89 84 85 85 84 85 84 

[C.a.]     100 94 90 88 84 84 86 85 87 86 

GK2519      100 89 88 86 86 85 85 86 86 

[S.e.]       100 89 86 86 86 85 86 85 

[E.c.]        100 87 87 86 86 87 86 

[C.b.]         100 96 95 92 94 93 

[C.f.]          100 97 94 95 95 

GK100           100 93 94 94 

[C.w.]            100 96 95 

[C.y.]             100 97 

GK708              100 

 

Tabelle III-8: Spezies mit Sequenzübereinstimmungen von mindestens 95 % mit den 
Untersuchungsstämmen in den partiellen gyrA- und gyrB-Sequenzen. Angegebene Prozentwerte 
entsprechen dem Anteil übereinstimmender Basen in paarweise verglichenen Sequenzen gleicher Länge 
der Untersuchungsstämme mit publizierten Referenzsequenzen der angegebenen Spezies. 

Untersuchungs-
stämme 

Speziesübereinstimmung 
nach gyrA 

Speziesübereinstimmung 
nach gyrB 

GK100 C. freundii (99 %) C. freundii (97 %) 

GK708 C. freundii (98 %) C. youngae (97 %) 
C. freundii (95 %) 
C. werkmanii (95 %) 

GK1189 C. koseri (99 %) C. koseri (100 %) 

GK1263 C. amalonaticus (100 %) - 

GK2519 C. amalonaticus (96 %) keine Zuweisung möglich 

GK2552 C. rodentium (97 %) keine Zuweisung möglich 
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Die analysierten Sequenzen wiesen in den gewählten Bereichen beider Gene ausreichend 

Variabilität auf (84 – 100 % Sequenzübereinstimmung) und waren somit grundsätzlich für die 

Speziesidentifikation geeignet. Die durchgeführten Analysen zeigen, dass sich Sequenzüber-

einstimmungen in gyrA einzelner Stämme nicht in gyrB wiederfinden ließen und umgekehrt, 

zumindest nicht in den analysierten Bereichen.  

Die Spezieszuweisungen der biochemischen und massenspektrometrischen Analysen für die 

Stämme GK100 und GK1189 als Citrobacter freundii bzw. Citrobacter koseri konnte bestätigt 

werden. Die Stämme GK1253, GK2519 und GK2552 lieferten nur im gyrA Sequenzvergleich 

signifikante Werte für eine Speziesidentifizierung. Diese widersprachen jedoch denen der 

vorangegangenen Tests. Die Ausgangszuweisung des Stammes GK2552 als C. braakii konnte nicht 

bestätigt werden, was mit den biochemischen und massenspektrometrischen Analysen-

ergebnissen übereinstimmt. Die aus diesen Tests postulierte Spezies C. sedlakii konnte jedoch 

nicht überprüft werden, da für beide Gene keine Referenzsequenzen dieser Spezies verfügbar 

waren. Gleiches gilt für den Stamm GK2519 und der Spezies C. farmeri. Eine mögliche Option zur 

Absicherung beider Spezies wäre die Sequenzierung von gyrA und gyrB in entsprechenden 

Referenzstämmen gewesen. 

Für den Stamm GK708 zeigen sich in gyrA Übereinstimmungen von 98 % und 99 % mit C. freundii 

bzw. den als C. freundii identifizierten Stamm GK100. In gyrB besitzt er hingegen 95 % und höhere 

Sequenzübereinstimmungen mit den Referenzsequenzen der Spezies C. freundii, C. werkmanii und 

C. youngae. Die durch die biochemische Analyse postulierte Spezies C. werkmanii ist für diesen 

Stamm durch die Sequenzanalysen nicht widerlegt, eine eindeutige Zuweisung ist jedoch ebenfalls 

nicht möglich. 

Die Analysen zeigen weiter, dass die Spezies C. freundii, C. werkmanii und für gyrB auch C. youngae 

eine Gruppe besonders hoher Sequenzübereinstimmungen bilden. Für diese Spezies ist eine 

Speziesidentifikation über den gyrA und gyrB Sequenzvergleich also nur bedingt möglich. 

Außerdem zeigen die Ergebnisse, dass eine Abgrenzung zwischen den Spezies der Gattungen 

Citrobacter, Salmonella und Escherichia über den gyrA und gyrB Sequenzvergleich allein nicht 

möglich ist, da sie nicht signifikant niedrigere Sequenzübereinstimmungen aufweisen als diverse 

Citrobacter-Referenzspezies untereinander. Die Ergebnisse dieser Methode waren somit nur in 

Kombination mit den zuvor durchgeführten Tests aussagekräftig. Dieses zeigt die Grenzen der 

Speziesbestimmung mittels Sequenzvergleich einzelner Gene auf. Eine größere Trennschärfe 

bietet da der Vergleich verschiedener Gene beispielsweise in einem multi locus sequence typing 

(MLST). Jedoch besteht nach bestem Wissen des Autors bis heute keine umfassende publizierte 

Untersuchung, die einen MLST-Ansatz zur Unterscheidung der Citrobacter-Spezies geprüft hat 

und somit hier als Referenz zur Bestimmung dienen könnte. Dazu wäre ein umfassendes 



III. Ergebnisse 

 

76 

 

Stammkollektiv notwendig, welches Arten enthielt, die nach den für Citrobacter-Spezies 

herkömmlich eingesetzten Methoden eindeutig bestimmt wurden. Gleiches gilt für die 

Anwendung anderer Standardmethoden, wie z.B. die Pulsfeld-Gelelektrophorese und das 

Serotyping oder auch das Ribotyping. Weiter werden letztgenannte Methoden eher zur 

Stammtypisierung für epidemiologogische Untersuchungen angewendet, da sie es ermöglichen 

Stämme unterhalb der Speziesgrenze zu differenzieren. 

III.1.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Speziesidentifizierung 

Von den durchgeführten Untersuchungen zur Spezieszugehörigkeit basiert lediglich die 

biochemische Charakterisierung auf Referenzdaten umfangreicher Stammkollektive eindeutig 

bestimmter Spezies (Brenner et al. 1999). Die Stämme wurden dort nach Verwandtschaftsgrad 

der genomischen DNA, bestimmt durch DNA-Hybridisierung, in die bestehenden 11 Spezies der 

Gattung Citrobacter eingeteilt und biochemisch charakterisiert. Eine vergleichbare Basis an 

Referenzdaten existiert bis heute für keine andere Methode, weder für eine 

massenspektroskopische Analyse noch für einen DNA-Sequenzvergleich. Demnach wurde hier für 

die Spezieszuweisung der Untersuchungsstämme die biochemische Charakterisierung am 

stärksten gewichtet. Dieses kam vor allem für den Stamm GK708 zum Tragen. In der 

biochemischen Charakterisierung war dieser über die hier zur Identifizierung herangezogenen 

Tests hinaus auch in allen anderen Reaktionen des MICRONAUT-E Messsystems zu 100 % 

übereinstimmend mit dem Referenzstamm GK4039 C. werkmanii DSM17579. Dieser ist der 

Typstamm der Spezies C. werkmanii. In allen übrigen Tests war der Stamm GK708 nicht von der 

Spezies C. freundii unterscheidbar. 

Die abschließende Identifizierung der Spezies basierte auf mindestens einer Übereinstimmung 

der Speziesidentifikation in zwei verschiedenen Untersuchungsmethoden, welche in Tabelle 

III-9 zusammengefasst wurden. Demnach wurde für die Stämme GK100, GK1253, GK2519 und 

GK708 die Ausgangsspeziesidentifizierung als C. freundii, C. rodentium, C. farmeri und 

C. werkmanii bestätigt. Neu zugewiesen wurden die Stämme GK1189 und GK2552 den Spezies 

C. koseri und C. sedlakii. Für die nachfolgende DNA-Sequenzanalyse des jeweiligen ramRA-

Operons wurden in dieser Arbeit die Stämme GK2519, GK2552 und GK708 ausgewählt. Für alle 

übrigen hier identifizierten Spezies lagen bereits Sequenzinformationen zur Analyse vor. Dieses 

waren C. koseri (NCBI Acc.nr.: CP000822.1, Region 2395300..2400500), C. rodentium (NCBI 

Acc.nr.: FN543502.1, Region: 631700..635000) und C. freundii (Pott 2011). 
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Tabelle III-9: Abschließende Speziesidentifizierung der untersuchten Citrobacter Stämme nach 
Ergebnissen der biochemischen (BC), massenspektromestrischen (MS) und molekulargenetischen (MG) 
Charakterisierung. Die postulierte Spezies Citrobacter werkmanii für den Stamm GK708 war mittels MS-
Analyse nicht prüfbar, weshalb das Ergebnis hier eingeklammert ist. Die abschließende Zuweisung basierte 
auf mindestens einer Übereinstimmung der Speziesidentifikation in zwei verschiedenen Untersuchungs-
methoden. 

GK Spezies nach BC Spezies nach MS Spezies nach MG 
Abschließende 
Zuweisung 

100 C. youngae 
C. freundii 
C. braakii 
C. werkmanii 
C. murliniae 

C. freundii C. freundii C. freundii 

1189 C. koseri 
C. sedlakii 

C. koseri C. koseri C. koseri 

2519 C. farmeri C. farmeri C. amalonaticus C. farmeri 

2552 C. sedlakii 
C. koseri 

C. sedlakii C. rodentium C. sedlakii 

708 C. werkmanii 
C. gillenii 

(C. freundii) C. youngae 
C. freundii 
C. werkmanii 

C. werkmanii 

1253 C. rodentium 
C. braakii 

C. rodentium - C. rodentium 

 

III.1.2 Sequenzierung des ramRA-Operons in drei Citrobacter Spezies 

Für die Analyse der DNA-Sequenzen des ramRA-Operons wurden die drei Citrobacter-Stämme 

C. farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552 und C. werkmanii GK708 ausgewählt. Für diese Spezies 

waren zu Beginn dieser Arbeit noch keine Sequenzinformationen publiziert. Für alle drei Stämme 

war ein positiver Nachweis des ramA Genes mittels PCR in der dieser Arbeit vorangegangenen 

Dissertation erbracht worden (Pott 2011). Das ramRA-Operon wurde in diesen Stämmen 

stufenweise vollständig sequenziert. Die dazu verwendete Methode ist unter II.2.2.14 

beschrieben. Die zu sequenzierenden Sequenzabschnitte wurden mittels PCR amplifiziert (siehe 

II.2.2.10). Die dafür notwendigen Primer wurden abgeleitet aus Alignments bereits bekannter 

DNA-Sequenzen der Stämme Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (NCBI Acc.no: CP000822, Region: 

2395300..2400500), Citrobacter rodentium ICC168 (NCBI Acc.no.: FN543502, Region 

631700..635000), Citrobacter freundii GK100 (NCBI Acc.nr.: JF802197.1), Salmonella enterica 

subsp. enterica Paratyphi A str. ATCC 9150 (NCBI Acc.nr.: CP000026, Region 2242800..2244800), 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi str. CT18 (NCBI Acc.nr.: AL513382, Region: 

621800..623800), Enterobacter aerogenes EA1509E (NCBI Acc.nr.: FO203355, Region: 
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2563200..2566500), Cronobacter turicensis z3032 (NCBI Acc.nr.: FN543093, Region: 

3059800..3062200) und Klebsiella pneumoniae 342 (NCBI Acc.nr.: CP000964, Region: 

4085500..4089000). 

In den ersten Sequenzierungsschritten wurden degenerierte Primer verwendet. Diese setzten 

sich aus verschiedenen Fraktionen zusammen, bei denen einzelne Basenpositionen gezielt 

voneinander abwichen. Daher war es möglich eine Primerbindung auch in einer unbekannten 

jedoch erwarteten Bindungssequenz zu erreichen und somit ein sequenzierfähiges PCR-Produkt 

zu erzeugen. Auf diese Weise wurden zunächst zentrale Bereiche in den offenen Leserahmen 

(open reading frames, ORFs) der Gene ramR und ramA sequenziert. Aus den erhaltenen DNA-

Sequenzen wurden dann Primer für den intergenischen Bereich entworfen und aus dessen 

Sequenzinformation dann erneut Primer abgeleitet. 

Die Sequenzierung der nichtkodierenden Randbereiche, die in den Alignments der 

Referenzsequenzen nur wenig bis gar nicht konserviert waren, wurden durch den Einsatz 

verschiedener degenerierter Primer vervollständigt. Für alle drei Stämme wurde das ramRA-

Operon somit vollständig sequenziert, wobei jeder Bereich mindestens zweifach abgedeckt 

wurde. Die Sequenzen der Stämme C. farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552 und C. werkmanii GK708 

sind zusammen mit der Auflistung der für die jeweiligen reads verwendeten Primer im Anhang 

unter VIII.1.1 aufgeführt. 

In Abbildung III-4, Abbildung III-5, und Abbildung III-6 sind die erhaltenen reads aus den 

Sequenzierungen für die jeweiligen Stämme schematisch dargestellt. Die Bezeichnung der reads 

entspricht dabei den bei der Sequenzierung verwendeten Primern. Diese sind unter II.1.1 

aufgelistet. 
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Abbildung III-4: Contig der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter farmeri GK2519. Sämtliche 
reads sind im Anhang unter VIII.1.1.1 mit den jeweils verwendeten Primern aufgeführt. Die erzeugte Contig-
Sequenz wurde an jeder Stelle durch mindestens zwei reads abgedeckt und ist orange eingefärbt. Die 
schematische Darstellung des Operons ist im Vergleich zur Anordnung der reads in umgekehrter 
Orientierung angegeben. 
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Abbildung III-5: Contig der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter sedlakii GK2552. Sämtliche 
reads sind im Anhang unter VIII.1.1.2 mit den jeweils verwendeten Primern aufgeführt. Die erzeugte Contig-
Sequenz wurde an jeder Stelle durch mindestens zwei reads abgedeckt und ist orange eingefärbt.  
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Abbildung III-6: Contig der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter werkmanii GK708. Sämtliche 
reads sind im Anhang unter VIII.1.1.3 mit den jeweils verwendeten Primern aufgeführt. Die erzeugte Contig-
Sequenz wurde an jeder Stelle durch mindestens zwei reads abgedeckt und ist orange eingefärbt. Die 
schematische Darstellung des Operons ist im Vergleich zur Anordnung der reads in umgekehrter 
Orientierung angegeben. 

 

In den analysierten Sequenzbereichen waren jeweils drei ORFs vorhanden. Diese waren homolog 

zu denen der Gene ramR, romA und ramA in C. freundii GK100 (Pott 2011), was sich im Alignment 

aller vier Sequenzen zeigte (siehe Abbildung III-7). Das Alignment wurde im Programm Vector 

NTI Version 11.5 durchgeführt unter Verwendung des ClustalW Algorithmus. Ebenfalls konnte die 

durch Baucheron et al. (2012) in Salmonella enterica beschriebene RamR-Bindestelle durch einen 

Sequenzvergleich identifiziert werden. Diese ist in der Darstellung der Elektropherogramme in 

Abbildung III-9 detailliert aufgezeigt. 
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Abbildung III-7: Alignment der analysierten DNA-Sequenzen der Stämme C. farmeri GK2519, C. werkmanii 
GK708 und C. sedlakii GK2552 und der Referenzsequenz von C. freundii GK100 (Pott 2011). Die offenen 
Leserahmen für ramR, romA und ramA sind für jeden Stamm unterhalb der Sequenzen angegeben. 
Identische Basenpositionen sind gelb hinterlegt, Positionen, an denen nur eine der vier Sequenzen 
abweicht, sind blau hinterlegt und Positionen, die bei zwei der vier Sequenzen identisch sind, sind grün 
hinterlegt. Bereiche, für die jeweils die Elektropherogramme in den folgenden Abbildungen dargestellt sind, 
wurden durch gestrichelte Linien über den Sequenzen hervorgehoben.  
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Fortsetzung Abbildung III-7. 
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Fortsetzung Abbildung III-7. 

 

Ein Vergleich der Längen der ORFs zeigte, dass die für ramR in allen untersuchten Stämmen mit 

582 bp gleich lang waren und dass der für ramA in C. sedlakii GK2552 mit 348 bp um sechs bp 

länger war als die ORFs in den anderen Stämmen (siehe Tabelle III-10). Die Länge des ORF für 

romA ist mit 1134 bp bzw. 1113 bp für jeweils zwei der vier Stämme identisch. In 

C. farmeri GK2519 und C. sedlakii GK2552 überlappte jeweils das 3´-Ende des ORFs von romA mit 

dem 5´-Ende des ORFs von ramA. Das Startcodon für ramR war in allen Stämmen GTG statt ATG. 

Ein Vergleich des intergenischen Bereiches zwischen ramR und romA zeigte, dass auch dieser 

nichtkodierende Bereich stark konserviert war, insbesondere im Bereich der genannten RamR-

Bindestelle. Dieses wurde anhand der Rohdaten der Sequenzierung (Elektropherogramme) 

vergleichend dargestellt: 5´ upstream Bereich von ramR (siehe Abbildung III-8), RamR-

Bindestelle (siehe Abbildung III-9), 5´ upstream von ramA (siehe Abbildung III-10) und 3´ down 

stream von ramA (siehe Abbildung III-11).  
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Tabelle III-10: Vergleich der Längen der offenen Leserahmen (ORF) und des gesamten Operons ausgehend 
vom 3´-Ende von ramR bis zum 3´-Ende von ramA. 

 ORF [bp]   

Spezies ramR romA ramA Operon 

C. farmeri GK2519 582 1134 342 2246 

C. sedlakii GK2552 582 1134 348 2249 

C. werkmanii GK708 582 1113 342 2244 

C. freundii GK100 (Pott 2010) 582 1113 342 2243 

 

 

 

Abbildung III-8: Elektropherogramme der DNA-Sequenzierung im 5´ upstream Bereich von ramR. Der open 
reading frame für ramR sowie die Leserichtung sind durch einen blauen Pfeil markiert. Nicht 
übereinstimmende Basenpositionen sind durch einen Stern markiert. Dargestellt sind Ausschnitte der 
folgenden reads: GK2519: R5 06_09_11 ramR fw; GK708: R5 06_09_11 romA fw 708; GK2552: R5 10_05_12 
romA fw 2552. 
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Abbildung III-9: Elektropherogramme der DNA-Sequenzierung im Bereich der RamR-Bindestelle. Das 
Alignment zeigt den upstream Bereich von RamR (-113 bis -139 bp bei Citrobacter farmeri GK2519). Die 
TATAA-Box im Promotor von romA (-10 uptream vom Transkriptionsstart) ist durch eine gepunktete Linie 
hervorgehoben. Die inverted repeats sind ebenfalls markiert. Alle Sequenzmotive wurden in Abgleich mit 
den durch Baucheron et al. (2012) publizierten Daten identifiziert. Dargestellt sind Ausschnitte der 
folgenden reads: GK2519: R5 06_09_11 ramR fw; GK708: R5 06_09_11 romA fw 708; GK2552: 
R5 06_09_11 romA fw 2552.  

 

 

Abbildung III-10: Elektropherogramme der DNA-Sequenzierung im 5´ upstream Bereich von ramA. Die 
open reading frames sowie die Leserichtungen sind für ramA durch einen dunkelblauen Pfeil und für romA 
jeweils durch einen hellblauen Pfeil markiert. Nicht übereinstimmende Basenpositionen sind durch einen 
Stern markiert. Dargestellt sind Ausschnitte der folgenden reads: GK2519: A7 21_12_11 ramA rv 2519; 
GK708: A7 21_12_11 ramA rv 708; GK2552: A7 21_12_11 ramA rv 2552. 
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Abbildung III-11: Elektropherogramme der DNA-Sequenzierung im 3´ down stream Bereich von ramA. Die 
open reading frames sowie die Leserichtungen sind für ramA durch einen hellblauen Pfeil markiert. 
Übereinstimmende Basenpositionen sind durch einen Kreis markiert. Dargestellt sind Ausschnitte der 
folgenden reads: GK2519: A8 15_02_12 ramA fw 2519; GK708: A8 15_02_12 ramA fw 708; 
GK2552: A8 17_02_12 ramA fw 2552. 

 

Aus den DNA-Sequenzen der hier sequenzierten Stämme GK2519 Citrobacter farmeri, GK2552 

Citrobacter sedlakii und GK708 Citrobacter werkmanii wurden jeweils die Aminosäuresequenzen 

für RamA, RamR und RomA abgeleitet und mit den abgeleiteten Sequenzen von GK100 Citrobacter 

freundii (Pott 2011) verglichen. Die Alignments sind in Abbildung III-12, Abbildung III-13 und 

Abbildung III-14 dargestellt. Sie zeigen eine sehr hohe Übereinstimmung in RamA in allen 

Bereichen des Alignments. Zu erkennen ist die um zwei Aminosäuren längere Sequenz in GK2552 

C. sedlakii. Für RamR ist vor allem im 5´-Bereich eine sehr hohe Übereinstimmung im Alignment 

zu erkennen, während die zentralen Bereiche zum Teil variabel sind. Das Startcodon GTG wurde 

zu Valin übersetzt. Das Alignment für RomA weist sowohl hochkonservierte als auch variable 

Bereiche auf. Insbesondere das 3´-Ende wies jedoch eine hohe Variabilität auf, wobei die Stämme 

GK2552 C. sedlakii und GK259 C. farmeri eine um sieben Aminosäuren längere Sequenz besaßen 

als die Stämme GK 708 C. werkannii und GK100 C. freundii. 
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Abbildung III-12: Alignment der aus den DNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen für RamA. 
Gelb hinterlegt: identische Aminosäuren, blau hinterlegt: mindestens in 3 der 4 Sequenzen identische 
Aminosäure, grün: Aminosäure ähnlicher Eigenschaften, blaue Schrift: Aminosäuren mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften. 

 

 

Abbildung III-13: Alignment der aus den DNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen für RamR. 
Gelb hinterlegt: identische Aminosäuren, blau hinterlegt: mindestens in 3 der 4 Sequenzen identische 
Aminosäure, grün: Aminosäure ähnlicher Eigenschaften, blaue Schrift: Aminosäuren mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften.  
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Abbildung III-14: Alignment der aus den DNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen für RomA. 
Gelb hinterlegt: identische Aminosäuren, blau hinterlegt: mindestens in 3 der 4 Sequenzen identische 
Aminosäure, grün: Aminosäure ähnlicher Eigenschaften, blaue Schrift: Aminosäuren mit schwach ähnlichen 
Eigenschaften. 

 

III.1.3 Prüfung der Operonstruktur in C. rodentium 

Eine Analyse mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, siehe II.2.4) der ramRA-

Sequenzen in der publizierten Genomsequenz von C. rodentium ICC168 (NCBI Acc.nr.: FN543502) 

zeigte, dass dieser Stamm im Vergleich zu den anderen Citrobacter Stämmen einen verkürzten 

intergenischen Bereich zwischen ramR und ramA besaß. In diesem war kein ORF für romA 

enthalten. Um zu überprüfen, ob das Fehlen des ORFs für romA lediglich eine spezifische 

Eigenschaft des Stammes C. rodentium ICC168 war, wurde der Stamm C. rodentium GK1253 der 

Laborstammsammlung (Speziesidentifizierung siehe III.1.1.4) daraufhin untersucht. In der 

durchgeführten Test-PCR wurde der Forward-Primer [R5] ramR_uniEnt_+146_for gewählt, der 

im ORF für ramR bindete und der Reverse-Primer [A3] ramA_uniEnt_+61_rev im ORF für ramA 
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platziert. Das PCR-Produkt der Größe von 469 bp war identisch mit dem entsprechenden 

Sequenzbereich in C. rodentium ICC168 (Cit02) (siehe Abbildung III-15) und bestätigt somit 

einen verkürzten intergenischen Bereich zwischen ramR und ramA. Eine nachfolgende 

Sequenzierung des PCR-Produktes bewies die Sequenzhomologie des Stammes GK1253 mit dem 

C. rodentium Stamm ICC168 des Referenzkollektives. Die analysierte DNA-Sequenz ist in 

Abbildung III-16 aufgeführt. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass das Fehlen des romA-Gens in 

C. rodentium konserviert ist. 

 

 

Abbildung III-15: Ergebnis der ramR-ramA-PCR in Citrobacter rodentium (GK1253) mit den Primern 
[R5] ramR_uniEnt_+146_for im ORF für ramR und der Reverse-Primer [A3] ramA_uniEnt_+61_rev nach der 
Gelelektrophorese. Aufgetragen wurden 5 µL PCR Produkt und 3 µL des Markers O´Gene Ruler 100 bp 
(Fermentas). Die angegebene Produktgröße entspricht der berechneten Größe. 
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Abbildung III-16: DNA-Sequenzalignment im Bereich zwischen ramR und ramA in dem hier sequenzierten 
Stamm Citrobacter rodentium GK1253 und dem entsprechendem Abschnitt im Genom von Citrobacter 
rodentium ICC168 (NCBI Acc.nr.: FN543502). Die offenen Leseraster der Gene ramR und ramA sind 
markiert. 

 

III.1.4 In silico Untersuchungen des Transkriptionsfaktors RamA aus Citrobacter koseri 

Auf Basis der Aminosäuresequenzinformation ist es möglich, die 3D Struktur eines Proteins 

computergestützt vorherzusagen. Vorraussetzung dafür ist die Vorlage einer bekannten Struktur 

durch ein geeignetes homologes Protein. Diese war durch die Kristallstruktur des Transkriptions-

faktors MarA gegeben. Auf die Homologie zwischen RamA und MarA wird in den Kapiteln IV.2.2.8 

und IV.4.1 ausführlich eingegangen und wird im Alignment der Sequenzen in Abbildung III-18 

deutlich. Um erste Hinweise auf eine mögliche Struktur des Transkriptionsfaktors RamA und 

somit zu dessen Funktionsweise zu erhalten, wurde mit Hilfe bioinformatischer Methoden ein 3D-

Strukturmodell erstellt. Anschließend wurden die molekularen Interaktionen in einer 

Dynamikberechnung simuliert. Die Modellierung und die Dynamiksimulation wurden 

dankenswerter Weise mit Unterstützung durch Dr. Daniel Hasenpusch der Arbeitsgruppe 

Dr. Thomas Lemcke für Molecular Modelling und Medizinische Chemie am Institut für Pharmazie 

des Fachbereichs Chemie der Universität Hamburg durchgeführt. 

Das Modell sollte auch Hinweise für wichtige Aminosäuren liefern, die sehr wahrscheinlich bei 

der DNA-Interaktion involviert sein würden und entsprechend experimentell untersucht werden 

könnten. Bei der Modellanalyse handelte es sich um eine in silico Auswertung und nicht um 

experimentelle Daten. Eine ausführliche Beschreibung des Modelles ist deshalb in der Diskussion 

unter IV.4 aufgeführt. Da die folgenden Experimente jedoch auf den Ergebnissen der 

Modellanalyse aufbauten, wird an dieser Stelle nur kurz auf die Modellanalyse eingegangen. 
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Das berechnete Modell umfasst eine simulierte 3D-Struktur von RamA, gebunden an eine 

DNA-Doppelhelix mit marbox aus dem marAB-Operon aus E. coli. Die Berechnung wurde auf Basis 

der Aminosäuresequenz von Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (NCBI Acc.nr.: CP000822, Region 

2395300..2400500). Die Modellierung wurde mit der Methode des Homology Modellings 

durchgeführt (Fiser and Sali 2003). Als Template diente die durch Rhee et al. (1998) publizierte 

Kristallstruktur von MarA aus einem E. coli Stamm, gebunden an ein 22 bp langes DNA-Fragment 

des marRAB-Operons aus E. coli mit MarA-Bindemotiv (PDB-ID: 1BL0). An dem Modell wurde 

anschließend eine Dynamiksimulation durchgeführt, die sämtliche Interaktionen zwischen den 

Atomen des Proteins und der DNA über einen Zeitraum von 14 ns zeigt. Auf diese wird ebenfalls 

in der Diskussion unter IV.4 eingegangen. 

Für die sequenzspezifische DNA-Interaktion wurden anhand des Modelles und der 

Dynamiksimulation folgende Aminosäuren als wichtig eingestuft: Tryptophan 37 (W37) und 

Arginin 41 (R41) im N-terminalen HTH-Motiv sowie Glutamin 87 (Q87) und Arginin 91 (R91) im 

C-terminalen HTH-Motiv. Diese ragten besonders tief in die jeweilige große Furche der DNA 

hinein und formten in der Dynamiksimulation eine stabile Bindung mit den Basen der 

Desoxyribonukleinsäuren. Das zu Q87 benachbarte Q86 zeigte keine basenspezifische Interaktion 

mit der DNA. Die beiden Arginine R41 und R91 bildeten H-Brückenbindungen zwischen den 

positivierten H-Atomen des Guanidiniumrestes und den Sauerstoffen der DNA-Basen aus. 

Gleiches galt für die H-Atome der endständigen Aminogruppe des Q87. Beim W37 dagegen wurde 

eine stabile π-Kationenbindungen beobachtet, die sich vom delokalisierten π-Elektronensystem 

des Indolrestes mit einem positivierten H-Atom der Base eines Cytosins bildete. Alle Bindungen 

sind in Abbildung III-17 dargestellt. Alle vier genannten Aminosäuren waren in RamA in den 

untersuchten Citrobacter-Spezies als auch in MarA in E. coli konserviert, was in Abbildung III-18 

gezeigt wird. 
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Abbildung III-17: Räumliche Darstellung der DNA-Interaktionspunkte im RamA-Modell. Aminosäuren in 
Interaktion mit den Basen der Nukleotide waren N-terminal in der Helix α3 (A und B) und C-terminal in der 
Helix α6 (C und D) lokalisiert. H-Brückenbindungen in A, C und D sind durch Linien gekennzeichnet 
zwischen den interagierenden Atomen (rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, hellblau: Kohlenstoff, weiß: 
Wasserstoff). Tryptophan 37 (B) bildete eine pi-stacking Bindung aus, bei der eines der beiden H-Atome 
der Aminogruppe der Pyrimidinbase des Cytosins 140 stets zentral über dem Fünfring der aromatischen 
Indolgruppe lokalisiert war. Die Abbildungen wurden mit der Software Visual Molecular Dynamics (VMD) 
erzeugt. 

 

 



III. Ergebnisse 

 

94 

 

 

Abbildung III-18: Alignment der aus den DNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RamA 
verschiedener Citrobacter Spezies und MarA aus E. coli (PDB-ID: 1BL0). C. koseri: Citrobacter koseri 
ATCC BAA-895 (NCBI Acc.nr.: CP000822); C. rodentium: Citrobacter rodentium ICC168 (NCBI Acc.nr.: 
FN543502), C. freundii: Citrobacter freundii GK 100 (Pott 2011) (NCBI Acc.nr.: JF802197.1); C. farmeri: 
Citrobacter farmeri GK2519 (diese Arbeit), C. sedlakii: Citrobacter sedlakii GK2552 (diese Arbeit), 
C. werkmanii: Citrobacter werkmanii GK708 (diese Arbeit). Die Aminosäurepositionen W37, R41, Q87 und 
R91 sind durch blaue Dreiecke markiert (Nummerierung nach Position in C. koseri). Gelb hinterlegt: 
identische Aminosäuren, blau hinterlegt: mindestens in 3 der 4 Sequenzen identische Aminosäure, grün: 
Aminosäure ähnlicher Eigenschaften. 

 

III.2 Untersuchung der DNA-Interaktion im N-Terminus von RamA in vitro 

Anhand der röntgenkristallographischen Struktur von MarA, gebunden an ein DNA-Fragment mit 

Bindemotiv, waren Aminosäurepositionen bekannt, die eine tragende Rolle für die 

sequenzspezifische DNA-Interaktion spielen. Dieses waren unter anderem Tryptophan 42 (W42) 

und Arginin 46 (R46) in der N-Terminalen Domäne (NTD) sowie Glutamin 92 (Q92) und R96 in 

der C-terminalen Domäne (CTD) (Rhee et al. 1998). Analog war für das zu MarA homologe RamA 

eine Interaktion mit der nahezu gleichen DNA-Sequenz denkbar. Im RamA-Strukturmodell waren 

die Aminosäuren W37 und R41 in der NTD sowie Q87 und R91 in der CTD an einer 

sequenzspezifischen DNA-Interaktion beteiligt (siehe III.1.4). Zur Überprüfung der Hypothese 

einer analogen DNA-Protein-Interaktion von RamA mit einer marbox sollte exemplarisch der 

Einfluss der zwei Aminosäuren W37 und R41 der NTD auf die Funktion als Transkriptions-

aktivator untersucht werden. 

Dafür wurde ein auf zwei kompatiblen Plasmiden basierendes Messsystem entworfen, in dem der 

Einfluss einer Überexpression verschiedener Varianten von RamA auf die Aktivität des pacrAB-

Promotors mittels Luziferase-Reporter quantifiziert werden konnte. Dieser Promotor wurde 

gewählt, da für ihn in Salmonella bereits eine Bindestelle für RamA beschrieben worden ist und 

weiter dessen Bindung durch RamA zu einer Aktivierung der acrAB-Expression führt (E. Nikaido, 
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Yamaguchi, and Nishino 2008). Zudem sollte der Einfluss der Mutationen auf die Ausprägung 

eines MDR-Phänotypes mittels Bestimmung der MHK untersucht werden. 

Zur Untersuchung der Aminosäuren W37 und R41 sollten diese jeweils einzeln und in 

Kombination gegen Alanin ausgetauscht werden und mit dem Wildtyp verglichen werden. Alanin 

wurde gewählt, da der Methylrest sterisch die Anordnung der umgebenden Aminosäuren nicht 

behindert, dabei im Vergleich zur kleineren Aminosäure Glycin jedoch die Eigenschaft der 

Chiralität besitzt und somit ähnliche Eigenschaften für die Struktur des Rückgrates beibehält. 

Außerdem können über die unpolaren H-Atome keine H-Brückenbindungen gebildet werden, 

wodurch der Funktionsverlust der substituierten Aminosäuren sichergestellt werden sollte. 

Die Alanin-Substitutionsmutationen sollten in ein RamA-Überexpressionsplasmid eingeführt 

werden, dessen ramA-Wildtypvariante aus Citrobacter freundii (GK100) stammte und gleichzeitig 

als Kontrolle dienen würde. Als Bakterienstamm für die Messung wurde ebenfalls C. freundii 

(GK100) gewählt. 

Die dem Messsystem zugrunde liegende Hypothese war, dass die Überexpression der Wildtyp-

Form von RamA-WT einen aktivierenden Effekt auf die acrA-Expression hätte, der bei 

entsprechender Überexpression der mutierten Formen RamA-W37A, RamA-R41A sowie RamA-

W37A+R41A deutlich geringer ausfiele, sofern die entsprechenden Aminosäuren von relevanter 

Funktion wären. Dass der Messstamm selbst die Wildtyp Form chromosomal kodiert, ist dabei 

irrelevant, da nur die Zustände bei einer RamA-Überexpression und somit nur die jeweiligen 

aktivierenden Effekte verglichen werden. Als Kontrolle und Bezugsgröße diente die pacrA-

Promotoraktivität ohne ramA-Überexpression. 

III.2.1 Konstruktion des ramA-Überexpressionsplasmides pHPAR19-01.3 

Für die Überexpression von ramA aus Citrobacter freundii wurde hier der Vektor pUC19 

ausgewählt. Dieser besitzt ein Replikon des ColE1-Typus, dessen stringente Replikationskontrolle 

durch eine Deletion des Repressorproteins Rop sowie durch eine Punktmutation im RNAII Primer, 

welcher für die Replikationsinitiation essentiell ist, ausgeschaltet ist. Die genannte Punktmutation 

führt dazu, dass der Negativregulator, eine antisense RNA (RNAI), nicht mehr effektiv an die RNAII 

binden und somit für die Replikationsinitiation nicht blockieren kann (Lin-Chao, Chen, and Wong 

1992). Auf diese Weise wird das Plasmid bis zu einer Kopiezahl von 500-700 in der Zelle repliziert 

(Sambrook and Russel 2001). Weiter sollte ramA unter die Kontrolle des placZ-Promotors gestellt 

werden, welcher prinzipiell durch die Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 

induzierbar ist. Dieses basiert auf der Aufhebung einer Repression der Transkription durch den 

lac-Repressor, das Genprodukt von lacI. Im Normalzustand bindet dieser in den 

Operatorbereichen des placZ-Promotors und blockiert somit die Transkription. Zugegebenes 
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IPTG bindet an den lac-Repressor, der daraufhin eine Änderung seiner Konformation erfährt und 

somit nicht mehr an die DNA-binden kann. Die Repression ist somit aufgehoben (Graw 2006). 

Das Ausgangsplasmid pUC19 besaß eine AmpR Resistenzkassette, deren bla-Gen für eine 

β-Lactamase kodiert, die eine Resistenz gegenüber Ampicillin vermittelt. Da der verwendete 

Citrobacter freundii Stamm selbst bereits eine natürliche Resistenz gegenüber Ampicillin aufwies, 

musste in das Plasmid eine andere Resistenzkassette eingefügt werden. Hierfür wurde die ChlR 

Resistenzkassette des Vektors pACYC184 ausgewählt, dessen Gen cat für eine Chloramphenicol-

Acetyltransferase kodiert und eine Resistenz gegenüber Chloramphenicol vermittelt (Chang and 

Cohen 1978). 

Dafür wurden beide Plasmide zunächst isoliert und aufgereinigt (II.2.2.2.3). Anschließend wurde 

die ChlR Kassette aus pACYC184 mittels Phusion-PCR wie unter II.2.2.10 beschrieben mit den 

Primern cat_AatII_pACYC184_5´_-190 und cat_BsaI_pACYC184_3´_+670 (siehe II.1.1) amplifiziert 

(siehe Abbildung III-19). Das 956 bp lange Produkt umfasste den vollständigen open reading 

frame (ORF) des cat Genes sowie 210 bp des 5´-Bereiches, der den als „p5“ bezeichneten 

Promotorbereich beinhaltete (Stuber and Bujard 1981). Die Primer enthielten die Schnittstellen 

für die Enzyme AatII bzw. BsaI (=Eco31I). Das PCR-Produkt sowie das Plasmid pUC19 wurden 

anschließend mit diesen Enzymen wie unter II.2.2.5 beschrieben verdaut. Das für das Plasmid 

erhaltene 1825 bp Fragment wurde über eine Agarose-Gelelektrophorese mit anschließender 

Extraktion (siehe II.2.2.13.2) isoliert (siehe Abbildung III-20). Das PCR Produkt wurde nach dem 

Verdau direkt aufgereinigt (siehe II.2.2.13). Die Konzentration der Fragmente wurde dann über 

eine Agarose-Gelelektrophorese abgeschätzt (siehe II.2.2.4) und anschließend wie unter II.2.2.7 

und II.2.2.8 beschrieben erst ligiert und dann in kompetente E. coli JM109 Zellen mittels 

Hitzeschock transformiert. Die Selektion erfolgte auf Chloramphenicol haltigen LB-Agarplatten. 

Da bei der Klonierung die AmpR Resistenzkassette zerstört wurde, wurden die erhaltenen 

Transformanden auch auf den Verlust der Ampicillin-Resistenz überprüft. Aus Transformanden 

mit korrektem Resistenzprofil wurde dann mittels alkalischer Lyse (siehe II.2.2.2) die Plasmid-

DNA isoliert und mittels EcoRI Verdau auf ein korrektes Restriktionsmuster hin überprüft (siehe 

Abbildung III-22, Fragmentgrößen: 894 bp und 1875 bp). Das erhaltene Plasmid pHPAR19-01.1 

aus dem Transformand 1 wurde in den späteren Experimenten als Kontrollplasmid eingesetzt. 

Eine Plasmidkarte ist in Abbildung III-21 dargestellt. 
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Abbildung III-19: PCR-Produkt der cat-Kassette von pACYC184 mit den Primern 
cat_AatII_pACYC184_5´_-190 und cat_BsaI_pACYC184_3´_+670. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach 
Elektrophorese (Bahn 1). M: DNA-Größenstandard 100 bp DNA Ladder RTU (Fa. Genedirex). Die 
angegebene Produktgröße entspricht der berechneten Größe. 

 

 

Abbildung III-20: pUC19 nach Verdau mit AatII und BsaI (A) und anschließender Extraktion des 1825 bp 
Fragmentes mittels Extraktionskit (siehe auch II.1.5). UV-Aufnahme eines Agarosegels nach Elektrophorese 
(Bahn 1). M: DNA-Größenstandard 1 kb DNA ladder Quick-Load (Fa. New England Biolabs). Die angegebene 
Produktgröße entspricht der berechneten Fragmentgröße. 
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Abbildung III-21: Plasmidkarte des Vektors pHPAR19-01.1. 

 

 

 

Abbildung III-22: Plasmid pHPAR19-01.1. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach elektrophoretischer 
Auftrennung der DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau mit EcoRI. 1: Plasmid-DNA aus Transformand 7, 
gespalten mit EcoRI ; 2: Plasmid-DNA aus Transformand 7, ungespalten; 3: Plasmid-DNA aus Transformand 
8, gespalten mit EcoRI; 4: Plasmid-DNA aus Transformand 8, ungespalten. M: DNA-Größenstandard 1kb 
DNA Ladder Quick-Load (Fa. NEB). Das hell leuchtende Material in den Auftragsslots stammte von 
verbliebener genomischer DNA. Die angegebene Produktgröße entspricht der berechneten Fragmentgröße. 

 

Im zweiten Schritt der Klonierung sollte das ramA-Gen in das Plasmid pHPAR19-01.1 integriert 

werden. Dazu wurde dieses aus dem Citrobacter freundii Stamm GK100 mittels Phusion-PCR 

amplifiziert, wobei die Primer ramA_HindIII_C_freu_5´_-10 und ramA_NdeI_C_freu 3´_+328 

verwendet wurden, in denen die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme HindIII bzw. 

NdeI enthalten waren (siehe II.1.1). Das PCR-Produkt (siehe Abbildung III-23) sowie das 
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aufgereinigte Plasmid pHPAR19-01.1 wurden mit beiden Enzymen verdaut und das PCR-Produkt 

anschließend direkt aufgereinigt. Das nach dem Verdau des Plasmides mit NdeI und HindIII 

erhaltene 2506 bp Fragment (263 bp wurden ausgeschnitten) wurde über eine Agarose-

Gelelektrophorese isoliert und dann aus dem Gel extrahiert (siehe Abbildung III-24). Im 

nächsten Schritt wurden PCR-Produkt und Vektorfragment miteinander ligiert und anschließend 

in CaCl2-kompetente Zellen des Stammes E. coli JM109 transformiert. Transformanden wurden 

mit Chloramphenicol auf LB-Agarplatten selektiert. Die Plasmid-DNA der erhaltenen 

Transformanden wurde dann mittels alkalischer Lyse isoliert und über einen Restriktionsverdau 

mit EcoRI und PstI auf das korrekte Restriktionsmuster hin überprüft (918 bp und 1940 bp). Das 

Ergebnis ist in Abbildung III-25 dargestellt. Das konstruierte Plasmid pHPAR19-01.2 aus dem 

Transformand 1 wurde isoliert und aufgereinigt (siehe II.2.2.2.3). 

 

 

Abbildung III-23: PCR-Produkt der Amplifikation des ramA-Gens aus Citrobacter freundii (GK100) mit den 
Primern ramA_HindIII_C_freu_5´_-10 und ramA_NdeI_C_freu 3´_+328 (Bahn 1). UV-Aufnahme eines 
Agarosegels nach Elektrophorese. M: DNA-Größenstandard 100 bp plus (Fa. Fermentas). Die angegebene 
Produktgröße entspricht der berechneten Fragmentgröße. 
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Abbildung III-24: Gereinigtes Fragment des Plamides pHPAR19-01.1 (Bahn 1) und gereinigtes ramA-PCR-
Produkt aus Citrobacter freundii (GK100) der nach HindIII und NdeI Verdau. UV-Aufnahme eines 
Agarosegels nach Elektrophorese. M: DNA-Größenstandard 100 bp plus (Fa. Fermentas). Die angegebene 
Produktgröße entspricht der berechneten Fragmentgröße. 

 

 

Abbildung III-25: Plasmid pHPAR19-01.2 aus Transformand 1. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach 
elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau (Enzyme sind in der 
Abbildung angegeben) M: DNA-Größenstandard O´Gene Ruler 100 bp (Fa. Fermentas). Die angegebene 
Produktgröße entspricht der berechneten Fragmentgröße. 
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Abbildung III-26: Plasmidkarte des Vektors pHP19-01.2. 

 

Bei der Insertion des ramA-Gens wurde lacZ unvollständig deletiert. Dabei blieben im 5´-Bereich 

von ramA 23 bp des ORFs erhalten. Im letzten Konstruktionsschritt sollten diese eliminiert 

werden, um eine optimale Expression des Gens zu gewährleisten. Dazu wurde eine Site Specific 

Mutagenesis (SSM)PCR wie unter II.2.2.11 beschrieben durchgeführt, bei der das ganze Plasmid 

bis auf den zu eliminierenden 23 bp Bereich amplifiziert wurde. Der Forward-Primer 

pUC19_cat_ramA_del-lacZ_5´_+20 wurde dafür so entworfen, dass er unmittelbar vor dem ATG-

Startcodon von lacZ bindet. Der reverse-Primer pUC19_cat_ramA_del-lacZ_3´_+1 sollte direkt am 

ATG-Startcodon von ramA binden. Beide Primer enthielten einen zu einander komplementären 

Sequenzbereich von 20 bp Länge. Das 2855 bp lange PCR-Produkt wurde mit der Phusion-

Polymerase erzeugt (siehe II.2.2.10), bei der der Vektor pHPAR-01.2 in einer 1:1000 Verdünnung 

als Template eingesetzt wurde. Danach wurde die Phusion-Polymerase durch eine Aufreinigung 

des PCR-Produktes entfernt (II.2.2.13.1). Das PCR-Produkt ist in Abbildung III-27 dargestellt. 

Dieses wurde anschließend mit DpnI verdaut, um die Template-DNA in der Lösung abzubauen 

und dann mittels Hitzeschock in CaCl2-kompetente Zellen des Stammes E. coli JM109 

transformiert. Die Transformanden wurden auf Chloramphenicol-LB-Agarplatten selektiert. Da in 

der eliminierten 23 bp Sequenz eine Schnittstelle für HindIII enthalten war, konnte die Plasmid-

DNA der Transformanden auf den Verlust dieser Schnittstelle geprüft werden. Die Plasmid-DNA 

wurde mittels alkalischer Lyse isoliert und in einem Doppelverdau mit EcoRI und HindIII 

untersucht. Korrekte Konstrukte wurden einfach geschnitten und zu einer Fragmentlänge von 

2830 bp linearisiert. Dieses wurde für Transformanden 1 und 11 bestätigt (siehe Abbildung 

III-28). Die Plasmidkarte mit den entsprechenden Schnittstellen ist in Abbildung III-29 zum 

Vergleich dargestellt. 
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Abbildung III-27: Produkt der SSM-PCR, bei dem das Plasmid pHPAR19-01.2 amplifiziert wurde mit den 
Primern pUC19_cat_ramA_del-lacZ_5´_+20 und pUC19_cat_ramA_del-lacZ_3´_+1 (Bahn 1). UV-Aufnahme 
eines Agarosegels nach Elektrophorese. M: DNA-Größenstandards. Die angegebene Größe entspricht der 
berechneten Fragmentgröße. 

 

 

Abbildung III-28: Plasmid pHPAR19-01.3. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach elektrophoretischer 
Auftrennung der DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau mit HindIII + AvaI bzw. EcoRI + BspHI. 
1: Plasmid-DNA aus Transformand 1, HindIII + AvaI verdaut; 2: Plasmid-DNA aus Transformand 1, EcoRI + 
BspHI verdaut; 3: Plasmid-DNA aus Transformand 1, unverdaut; 4: Plasmid-DNA aus Transformand 11, 
HindIII + AvaI verdaut; 5: Plasmid-DNA aus Transformand 11, EcoRI + BspHI verdaut; 6: Plasmid-DNA aus 
Transformand 11, unverdaut. M1: DNA-Größenstandard O´Gene Ruler 1kb DNA-Ladder (Fa. Fermentas, 
Thermofisher Scientific), M2: DNA-Größenstandard 1kb DNA Ladder Quick-Load (Fa. NEB). Die 
angegebenen Größen entsprechen den berechneten Fragmentgrößen. 
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Abbildung III-29: Plasmidkarte des Vektors pHPAR19-01.3. 

 

Die korrekte Eliminierung wurde anschließend durch eine Sequenzierung überprüft. Dazu wurde 

mit den Primern ramA_pUC19_5´_-83 und ramA_pUC19_3´_+459 ein 583 bp langes PCR-Produkt 

erzeugt, welches den eliminierten Bereich umfasste. Das Ergebnis der Sequenzierung ist in 

Abbildung III-30 dargestellt und bestätigt die korrekte Eliminierung der lacZ-Restsequenz. Die 

vollständige erzeugte Sequenz ist im Anhang unter VIII.1.1.5 aufgeführt. Die Plasmid-DNA des 

fertigen Konstruktes pHPAR19-01.3 wurde mittels Kit isoliert und aufgereinigt. 

 

 

Abbildung III-30: Prüfung der Eliminierung des lacZ-Sequenzbereiches im fertigen Konstrukt. Der ORF für 
ramA ist durch einen Pfeil angezeigt. Das Elektropherogramm zeigt das Ergebnis der Sequenzierung des 
Bereiches auf pHPAR19-01.3. 
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III.2.2 Erstellung von Plasmiden zur Überexpression von RamA mit den Alanin-

substitutionsvarianten W37A, R41A und W37A+R41A 

Auf dem unter III.2.1 beschriebenen Plasmid pHPAR19-01.3 war die hier als Wildtyp definierte 

Variante des ramA-Gens bereits enthalten. Diese wurde mittels gerichteter Mutagenese jeweils so 

verändert, dass sie für die Alanin-Substitutionsmutationen W37A, R41A sowie W37A+R41A 

kodierte. Dazu wurde eine SSM-PCR (siehe II.2.2.11) mit pHPAR19-01.3 als Template-DNA 

durchgeführt, bei der für die jeweiligen Varianten folgende forward-Primer eingesetzt wurden: 

ramA-W37A_5´_+81 (für W37A), ramA-R41A_5´_+81 (für R41A) und ramA-W37A+R41A_5´_+81 

(für W37A+R41A). Als reverse-Primer wurde jeweils ramA_3´_+61 eingesetzt. Das Ergebnis ist in 

Abbildung III-31 dargestellt. Die PCR-Produkte wurden anschließend aufgereinigt (siehe 

II.2.2.13) und in CaCl2-kompetente Zellen des Stammes E. coli JM109 mittels Hitzeschock 

transformiert (siehe II.2.2.8). Transformanden wurden auf Chloramphenicol haltigen LB-

Agarplatten selektiert. Auf korrekte Konstrukte wurde in Pools mittels ARMS-PCR geprüft (siehe 

II.2.2.12). Für die Mutation W37A wurden dafür die Primer ramA_Cfreu_5_91_W37A-ARMS und 

ramA_Cfreu_5_91_W37-ARMS, der die Wildtyp-Sequenzvariante trug, eingesetzt. Die 

entsprechenden forward-Primer für die Substitutionsmutation R41A waren 

ramA_Cfreu_5_104_R41A-ARMS und ramA_Cfreu_5_+104_R41-ARMS. Als reverse-Primer wurde 

ramA_Cfreu_3_313 verwendet. Die Doppelmutation wurde entsprechend separat auf beide 

Mutationen hin überprüft. Alle Primersequenzen sind unter II.1.1 aufgeführt. Es wurde pro 

Mutationsansatz ein Transformand mit korrekter DNA-Anpassung identifiziert. Das Ergebnis der 

ARMS-PCR ist in Abbildung III-32 dargestellt. 

Pro Mutationstypus wurde für jeweils ein Plasmid mit korrektem ARMS-PCR Ergebnis die DNA-

Sequenz zusätzlich mittels Sequenzierung nach Standardprotokoll analysiert (siehe II.2.2.14). 

Dazu wurden die Primer ramA_5'_-83 und ramA_C.freundii_3_+313 eingesetzt. Die PCR-Produkte 

zur Sequenzierung sind in Abbildung III-33 dargestellt. Wie in Abbildung III-34 gezeigt ist, 

enthielten die erzeugten Plasmide die korrekten Sequenzen für die entsprechenden 

Substitutionsmutationen. Die Plasmide wurden mit pHPAR19-01.4 (W37A), pHP19-01.5 (R41A) 

und pHP19-01.6 (W37A+R41A) benannt. 
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Abbildung III-31: Produkte der SSM-PCR zur Einfügung der ramA-Substitutionsvarianten. Das Template 
der PCR war die ramA-Wildtyp-Variante auf dem Vektor pHPAR19-01.3 (1:1000 verdünnt). Folgende 
forward-Primer wurden eingesetzt: ramA-W37A_5´_+81 (für W37A), ramA-R41A_5´_+81 (für R41A) und 
ramA-W37A+R41A_5´_+81 (für W37A+R41A). Als reverse-Primer wurde jeweils ramA_3´_+61 eingesetzt. 
UV-Aufnahme eines Agarosegels nach Elektrophorese. M: DNA-Größenstandard. Die angegebene Größe 
entspricht der berechneten Fragmentgröße. NTC: no template control. 

 

 

Abbildung III-32: Produkte der ARMS-PCR zur Kontrolle der ramA-Substitutionsvarianten nach der 
Transformation. Hier wurden zur besseren Übersicht die Bezeichnungen für den Aminosäureaustausch 
gewählt. Templates waren die isolierte DNA der Transformanden T2 (Substitutions-Ansatz W37A), T3 
(Substitutions-Ansatz R41A) und T9 (Substitutions-Ansatz W37A + R41A) sowie das Plasmid pHP19-01.3 
für die ramA-Wildtyp-Variante (WT-Kontr., 1:1000 verdünnt). Aufgetragen wurden jeweils die PCR-
Produkte aus den Mutations-Ansätzen (Primer zum Nachweis von W37A bzw. R41A), PCR-Produkte aus 
den Kontrollansätzen (Primer zum Nachweis von W37 bzw. R21). UV-Aufnahme eines Agarosegels nach 
Elektrophorese, im oberen Bildbereich sind DNA-Fragmente des DNA-Größenstandards eines anderen 
Experimentes zu sehen. M: DNA-Größenstandard, NTC: no template control. 
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Abbildung III-33: PCR-Produkte zur Sequenzierung der ramA-Substitutionsvarianten. Die verwendeten 
Primer waren ramA_5'_-83 und ramA_C.freundii_3_+313. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach 
Elektrophorese. M: DNA-Größenstandard, NTC: no template control. Die angegebene Größe entspricht der 
berechneten Fragmentgröße. 

 

 

Abbildung III-34: Ergebnisse der Sequenzierung der RamA-Überexpressionsplasmide pHPAR19-01.4, 
pHPAR19-01.5 und pHPAR19-01.5 mit den jeweiligen Substitutionsvarianten W37A, R41A und 
W37A+R41A. Jeweils sind die Wildtypvariante und die entsprechende Mutationsvariante dargestellt im 
Vergleich zur Sequenz der Plasmide mit dem entsprechenden Elektropherogramm der DNA-Sequenzierung. 
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III.2.3 Konstruktion eines pacrA-Luziferase Reporterplasmides 

Das Trägerplasmid des pacrA-luc–Reportergenkonstruktes sollte gleichzeitig mit dem Plasmid 

zur Überexpression von ramA pHPAR19-01.3, bzw. mit dem entsprechenden Kontrollplasmid 

pHPAR19-01.1 ohne ramA, im Messstamm Citrobacter freundii vorliegen. Darüber hinaus sollte 

das Reporterplasmid nur in geringer Kopienzahl vorliegen um die basale und allein von der 

Kopienzahl abhängige Expression des Reportergens so gering wie möglich zu halten. 

Es ist bekannt, dass mehrere Plasmide mit selben Replikationsmechanismus um die für die 

Replikation benötigten Enzyme und Ressourcen konkurrieren können, was zu einer 

inkonsistenten Kopienzahl bis hin zur vollständigen Verdrängung eines Plasmides führen kann 

(Sambrook and Russel 2001). Um dieses zu vermeiden, sollte für das Reporterplasmid ein zum 

Überexpressionsplasmid kompatiblen Replikationsmechanismus enthalten. Letzteres wurde in 

dem Vektorhintergrund pUC19 konstruiert (siehe III.2.1), welches als Derivat des Plasmides 

pBR322 einen ColE1-Replikon besaß und zur Plasmid-Inkompatiblitätsgruppe pMB1/ColE1 

gehörte. 

Für das Reporterplasmid wurde pACYC177 als Vektorhintergrund gewählt. Dieser besitzt das 

p15A-Replikon, welches ursprünglich einem gleichnamigen Plasmid entstammt (Chang and 

Cohen 1978) und ebenfalls ein ColE1-Typ Replikon ist. Dieses ist jedoch durch Punktmutationen 

in seinen Regulator-RNAs (RNAI und RNAII) mit dem der Plasmide pBR322 und pUC19 kompa-

tibel und gehört der Plasmidinkompatibilitätsgruppe p15A an (Davison 1984; Sambrook and 

Russel 2001). Beide Inkompatibilitätsgruppen sind wiederrum miteinander kompatibel, was 

experimentell bewiesen wurde (Lin-Chao, Chen, and Wong 1992).  

Weiter liegt pACYC177 in einer vergleichsweise niedrigen Kopienzahl in der Zelle vor (18-22, 

(Sambrook and Russel 2001)) und besitzt eine dem Transposon Tn903 entstammende KanR 

Resistenzkassette, deren Gen aphA1 für eine Aminoglykosid 3'-Phosphotransferase kodiert und 

eine Resistenz gegenüber Kanamycin vermittelt. Dieses machte es möglich gleichzeitig auf das 

Reporterplasmid und das ramA-Überexpressionsplasmid zu selektieren, welches eine ChlR 

Kassette enthält, deren Gen cat für eine Chloramphenicol-Acetyltransferase kodiert und eine 

Resistenz gegenüber Chloramphenicol vermittelt. 

In der Arbeitsgruppe bestand mit pPHB331 bereits ein Plasmid, in welchem ein Fusionsprodukt 

des pacrA-Promotor Bereiches mit dem luc Gen der Luziferase enthalten war (Matthiessen 2007). 

Da dieser jedoch aus dem Ausgangsplasmid pBR322 konstruiert wurde, welches das gleiche 

Replikon enthält wie das RamA-Überexpressionsplasmid, waren beide nicht miteinander 

kompatibel. Deshalb sollte das pacrA-luc Konstrukt als Einheit in pACYC177 umkloniert werden. 

Da der pacrA-Promotor jedoch aus E. coli stammte, wurde mittels Sequenzvergleich zunächst die 

Übereinstimmung zwischen E. coli und Citrobacter geprüft. Verglichen wurden dazu die bekannte 
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marbox für E. coli (R. G. Martin et al. 1999) mit der beschriebenen RamA-Bindestelle in Salmonella 

(E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008) und der entsprechenden Sequenzbereich in 

Citrobacter. Dafür wurde der pacrA-Promotorbereich aus dem Stamm Citrobacter freundii GK100 

zunächst nach einem Standardprotokoll wie unter II.2.2.14 beschrieben sequenziert. Für die 

Amplifizierung und die Sequenzierung wurden die Primer acrA_5_-367_Entero und 

acrA_3_+68_Entero verwendet (siehe II.1.1), die einen Bereich von 472 bp im upstream-Bereich 

von acrAB abdeckten und basierend auf einem multiplen Sequenzalignment verschiedener 

Enterobakterienspezies entworfen wurden sind. Die erzeugte Sequenz ist in Abbildung III-35 im 

Alignment mit dem pacrA-Promotorbereich aus E. coli, wie er im Plasmid pPHB331 enthalten war 

dargestellt. Außerdem ist der entsprechende Sequenzbereich in Salmonella enterica serovar 

Typhimurium dargestellt, für den die RamA-Bindestelle beschrieben worden ist (E. Nikaido, 

Yamaguchi, and Nishino 2008). Der Sequenzvergleich zeigte, dass die RamA-Bindungssequenz 

5´-TGTTTGGTTTTTCGTGCCAT-3´ im Citrobacter Stamm GK100 identisch zu der für Salmonella 

beschriebenen ist und diese darüber hinaus vollständig mit dem entsprechenden Sequenzbereich 

auf dem Reporterplasmid pPHB331 übereinstimmte. Die genannte Bindungssequenz ist identisch 

mit der für den pacrA-Promotor in E. coli beschriebenen marbox. 

 

Abbildung III-35: Sequenzalignment des pacrA-Promotorbereiches. Dargestellt sind die Sequenzen aus 
Citrobacter freundii GK100, aus dem pacrA-Luziferase-Reporterplasmid pPHB331 sowie aus Salmonella 
enterica serovar Typhimurium (GI:674281104 Region 501810..502344). Die Leserahmen der Gene acrR 
und acrA sind durch einen grünen bzw. einen blauen Pfeil angezeigt. Die RamA-Bindungsbox ist rot 
umrandet. 

 

Aufgrund der beschriebenen Übereinstimmung im pacrA-Promotor zwischen E. coli und 

Citrobacter wurde die pacrA-luc Kassette des Vektors pPHB331 für das hier erstellte 

Reporterplasmid als geeignet befunden und als Einheit in das Trägerplasmid pACYC177 

umkloniert. Dazu wurden die Plasmide pACYC177 und pPHB331 wie unter II.2.2.2.2 beschrieben 
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aus ihren Trägerstämmen isoliert und aufgereinigt. Die Umklonierung erfolgte über einen 

Restriktionsverdau (siehe II.2.2.5) mit dem Enzym PstI, bei dem die AmpR-Resistenzkassette 

zerstört wurde. Die entsprechenden Restriktionsfragmente wurden elektrophoretisch im 

Agarosegel aufgetrennt und wie unter II.2.2.13.2 beschrieben aus dem Gel isoliert und 

aufgereinigt. Die Enden des DNA-Fragmentes aus pACYC177 wurden dann dephosphoryliert, um 

eine Religation des Vektors in den folgenden Schritten zu verhindern (siehe II.2.2.6). 

Anschließend wurde die Konzentration der PstI-Produkte durch eine weitere Agarose-

Gelelektrophorese bestimmt (siehe Abbildung III-36). 

Die entsprechenden DNA-Fragmente des Trägerplasmides pACYC177 und der pacrA-luc Kassette 

wurden dann wie unter II.2.2.7 miteinander ligiert und in CaCl2-kompetente Zellen den Stammes 

E. coli JM109 mittels Hitzeschock transformiert (siehe II.2.2.8). Die Selektion der Transformanden 

erfolgte auf Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten. Aus 12 Transformanden wurde jeweils die 

Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse isoliert (siehe II.2.2.2) und in einem Restriktionsverdau mit 

dem Enzym HincII auf das korrekte Klonierungsprodukt hin untersucht. Dabei wurde auch auf die 

richtige Orientierung der pacrA-luc Kassette im Vektor geprüft. Diese sollte entgegengesetzt aller 

übrigen auf dem Plasmid vorliegenden ORFs orientiert sein (inklusive ehemaliger AmpR-

Resistenzkassette), um mögliche störende Effekte anderer Promotoren bei der Quantifizierung 

der pacrA-Promotoraktivität auszuschließen. Dieses war in Transformand T3 gegeben (siehe 

Abbildung III-38, HincII-Fragmente: 701 bp, 5279 bp; falsche Orientierung: 1934 bp, 4046 bp), 

aus dem das in Abbildung III-37 dargestellte fertige Konstrukt pHPAR177-01.1 mittels Miniprep-

Kit isoliert und aufgereinigt wurde (siehe II.2.2.2.3). 

 

Abbildung III-36: Plasmid und Insert-Fragmente nach PstI-Verdau und Gelextraktion zur Klonierung des 
Luziferase-Reporterplasmides. Das Insert pacrA-Luc stammt aus dem Vektor pPHB331 (Matthiessen 2007). 
UV-Aufnahme eines Agarosegels nach elektrophoretischer Auftrennung. M: DNA-Größenstandard. Die 
angegebenen Größen entsprechen den berechneten Fragmentgrößen. 
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Abbildung III-37: Vektorkarte des pacrA-luc Reporterplasmides pHPAR177-01.1. 

 

 

Abbildung III-38: Plasmid pHPAR177-01.1. UV-Aufnahme eines Agarosegels nach elektrophoretischer 
Auftrennung der DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau mit EcoRI und HincII. 1: Plasmid-DNA aus 
Transformand 3, EcoRI verdaut; 2: Plasmid-DNA aus Transformand 3, HincII verdaut; 3: Plasmid-DNA aus 
Transformand 3, unverdaut; M: DNA-Größenstandard Gene Ruler 1kb Plus (Fa. Fermentas Thermofisher 
Scientific). Die angegebenen Größen entsprechen den berechneten Fragmentgrößen. 

 

III.2.4 Analyse der RamA-Substitutionsmutationsvarianten auf die pacrA-

Promotoraktivität sowie die Ausprägung des MDR-Phänotyps 

Die erzeugten Plasmide wurden zunächst in den Teststamm Citrobacter freundii GK100 

eingebracht. Im ersten Schritt wurde das Reporterplasmid pHPAR177-01.1 mittels 

Elektroporation in entsprechend kompetente Zellen des Stammes transformiert (siehe II.2.2.8). 
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Die Selektion erfolgte durch Kanamycin. Im zweiten Schritt wurden diese Zellen ihrerseits 

elektrokompetent gemacht und jeweils mit den Überexpressionsplasmiden pHPAR19-01.4, 

pHPAR19-01.5 und pHPAR19-01.6 der verschiedenen RamA-Varianten W37A, R41A bzw. 

W37A+R41A sowie der Wildtyp-Variante pHPAR19-01.3 und dem Kontrollplasmid ohne RamA 

pHPAR19-01.1 transformiert. Die Selektion erfolgte gleichzeitig mit Kanamycin und Chloramphe-

nicol. Im Folgenden werden die jeweilig erzeugten Stämme „W37A“, „R41A“, „W37A+R41A“ sowie 

„pWT“ und Kontrolle genannt. 

Für alle erzeugten Stämme wurde die pacrA-Promotoraktivität über die Messung der 

Luziferaseaktivität bestimmt. Das unter II.2.3 aufgeführte Protokoll wurde für diese Anwendung 

in mehreren Testmessungen (hier nicht gezeigt) hinsichtlich des Erntezeitpunktes der Zellen aus 

der wachsenden Kultur, des verwendeten Messgerätes sowie den Messpositionen auf der 

Mikrotitermessplatte optimiert. Es sollte ein möglichst starkes Messsignal erreicht werden, um 

feinere Unterschiede zwischen den Untersuchungsstämmen abbilden zu können. Die Messung 

wurde in drei Versuchsreplikaten durchgeführt, also mit drei unabhängigen Kulturen für jeden 

Untersuchungsstamm. Weiter wurde die Lumineszenz für jede Kultur dreifach auf der Messplatte 

bestimmt, also in drei Messreplikaten. Die Ergebnisse sind in Abbildung III-39 dargestellt. Sie 

zeigen, dass es durch die Überexpression der Wildtyp Variante von ramA zu einer deutlich 

erhöhten Transkriptionsaktivität am pacrA-Promotor kam im Vergleich zum Kontrollstamm mit 

der Plasmidvariante ohne ramA. Die Überexpression der ramA-Mutationsvarianten führten 

dagegen zu einer deutlich geringeren Transkrisptionsaktivität, wobei dieser Effekt in den 

Varianten R41A sowie W37A+R41A wesentlich stärker ausgeprägt war als in der W37A Variante. 
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Abbildung III-39: Relative pacrA-Promotoraktivität der ramA-Überexpressionsvarianten im Verhältnis zur 
Kontrolle ohne ramA-Überexpression. Gemessen wurde die Lumineszenz im Luziferase-Reporterassay mit 
Citrobacter freundii Stämmen, die jeweils ein multy copy Plasmid zur Überexpression der unterschiedlichen 
Mutationsvarianten des ramA Gens trugen (WT: pHPAR19-01.3, W37A: pHPAR19-01.4, R41A: 
pHPAR19-01.5, W37A+R41A: pHPAR19-01.6). Das Promotor-Reportergenkonstrukt war auf einem 
zweiten Plasmid (pHPAR177-01.1) in den Zellen vorhanden. Die Messung erfolgte in drei unabhängigen 
Versuchen, deren Schwankung vom angegebenen Mittelwert durch die Standardabweichung beschrieben 
ist. 

 

Ein ähnliches Ergebnis lieferte der Vergleich der MHK für Ciprofloxacin und Tetracyclin zwischen 

den gleichen Stämmen. Die MHK wurde wie unter II.2.1.4 beschrieben bestimmt. Die Ergebnisse 

sind in Tabelle III-11 dargestellt. Die Überexpression der Wildtyp-ramA-Variante hatte jeweils 

eine 8 fache bzw. 16 fache Erhöhung der MHK von Ciprofloxacin bzw. Tetracyclin zur Folge, 

während die W37A Mutante für beide Antibiotika eine lediglich 4 fache MHK von beiden 

Antibiotika aufwies. Bei den Varianten R41A und W37A+R41A war überhaupt kein Effekt mehr 

zu sehen und die MHK blieb bei beiden Varianten auf Kontrollniveau. 

 

Tabelle III-11: Minimale Hemmkonzentration (MHK) der Antibiotika Ciprofloxacin und Tetracyclin in den 
ramA-Überexpressionsstämmen. Aus den jeweiligen MHK Werten wurden das Verhältnis zur Kontrolle 
ohne ramA-Überexpression berechnet und als fold change (FC, blau hinterlegt) angegeben. 

 [µg/mL] Kontrolle WT   W37A   R41A   W37A+R41  

  MHK MHK FC MHK FC MHK FC MHK FC 

Ciprofloxacin 0,004 0,032 8 0,016 4 0,004 1 0,004 1 

Tetracycline 0,5 8 16 2 4 0,5 1 0,5 1 

 

Die erhöhte Antibiotikaresistenz korrelierte also mit der Transkriptionsrate am pacrAB-

Promotor bei einer Überexpression von ramA. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass die 

analysierten Aminosäuren und insbesondere R41 eine essentielle Rolle für die Funktion von 

RamA als Transkriptionsfaktor spielen. 



III. Ergebnisse 

 

113 

 

III.3 Untersuchung des Einflusses einer ramA-Überexpression auf die Ausprägung 

eines MDR-Phänotypes in Citrobacter 

Um einen Einfluss des ramA-homologen Gens in Citrobacter freundii auf die Ausprägung eines 

MDR-Phänotyps zu prüfen, wurde das Gen überexprimiert und der Effekt auf die Antibiotika-

resistenz bestimmt. Dazu wurde das multicopy Plasmid pHPAR19-01.3 verwendet, dessen 

Konstruktion unter III.2.1 beschrieben wurde. Der Einfluss auf die Ausprägung eines MDR-

Phänotypes wurde zunächst in Citrobacter freundii und folgend nach verschiedenen Teilfrage-

stellungen in weiteren Stämmen anderer Enterobakterienarten geprüft, wofür jeweils das ramA-

Überexpressionsplasmid bzw. das Kontrollplasmid pHPAR19-01.1 (siehe III.2.1) ohne ramA in 

diese transformiert wurde. Dieses wurde für alle untersuchten Stämme in entsprechend 

kompetenten Zellen mittels Elektroporation durchgeführt (siehe II.2.2.8). Die Selektion der 

Transformanden erfolgte durch Chloramphenicol. Die minimale Hemmkonzentration (MHK) für 

die verschiedenen Antibiotika wurde wie unter II.2.1.4 beschrieben nach der Mikro-Bouillon-

Dilutionsmethode bestimmt. Dabei wurde während der Inkubationsphase nicht mit Chloramphe-

nicol selektiert. Alle Messungen wurden zusätzlich in Anwesenheit des Effluxpumpeninhibitors 

(EPI) Phenylalaninyl-Arginyl-β-Naphthylamid (PAβN) durchgeführt, der mit einer Konzentration 

entsprechend der 1/4 oder 1/8 MHK der Substanz selbst eingesetzt wurde. Zur Induktion des 

placZ-Promotors wurde Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) in einer Endkonzentration 

von 1 mM während der Inkubation eingesetzt. Alle Messungen wurden mindestens zweifach 

durchgeführt. Bei einer Abweichung der beiden ermittelten Messwerte, wurde die MHK ein drittes 

Mal bestimmt. Im Folgenden sind die MHK-Werte für den ramA-Überexpressionszustand (Zellen 

transformiert mit Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3) mit und ohne EPI sowie der 

Kontrollzustand (Zellen transformiert mit Kontrollplamsid pHPAR19-01.1) ohne ramA-

Überexpression nach Teilexperimenten aufgeführt. 

III.3.1 Prüfung eines ramA-abhängigen MDR-Phänotypes in Citrobacter freundii 

Um zu prüfen, ob die Überexpression von ramA in Citrobacter freundii einen Einfluss auf die 

Antibiotikaresistenz hat, wurde der Stamm GK100 mit dem ramA-Überexpressionsplasmid 

pHPAR19-01.3 und in einem weiteren Ansatz mit dem Kontrollplasmid pHPAR19-01.1 

transformiert. Anschließend wurde die MHK der Antibiotika Ciprofloxacin, Nalidixinsäure, 

Tetracyclin und Puromycin bestimmt. Alle Bestimmungen wurden zusätzlich in Anwesenheit des 

Effluxpumpeninhibitors PAβN durchgeführt. Desweiteren sollte getestet werden, ob sich die 

Stärke der Ausprägung eines MDR-Phänotyps mittels Aktivierung des placZ-Promotors weiter 

steigern ließe. Dazu wurde die Messung auch jeweils unter Zugabe von IPTG durchgeführt. Die 

Ergebnisse sind in Tabelle III-12 dargestellt. Sie zeigen, dass die Überexpression von ramA einen 
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MDR-Phänotyp induziert, da die Zellen simultan weniger empfindlich gegenüber den verschie-

denen Antibiotika unterschiedlicher Substanzklassen reagierten. Bei gleichzeitiger Zugabe des 

EPIs fielen die gemessenen MHK-Werte deutlich geringer aus. Für Nalidixinsäure und Puromycin 

waren diese sogar deutlich geringer, wenn Zellen nur mit dem Kontrollplasmid tranformiert 

waren. Durch die Verwendung von IPTG war keine zusätzliche Steigerung der MHK zu 

beobachten. 

 

Tabelle III-12: Ergebnisse der MHK-Bestimmung bei ramA-Überexpression in Citrobacter freundii GK100. 
Der Stamm wurde mit dem ramA-Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 bzw. dem Kontrollplasmid ohne 
ramA pHPAR19-01.1 transformiert. MHKs wurden im Mikro-Bouillon-Dilutionsverfahren bestimmt. EPI: 
Effluxpumpeninhibitor PAβN, eingesetzt in einer Endkonzentration entsprechend 1/4 der MHK, IPTG 
wurde in einer Endkonzentration von 1 mM eingesetzt. 

Citrobacter freundii GK100 MHK [µg/mL] 

 CIP TET NAL PUR 

pHPAR19-01.3 (ramA) 0,032 8 32,0 512 

pHPAR19-01.3 (ramA) + IPTG 0,032 8 32,0 512 

pHPAR19-01.3 (ramA) + EPI 0,008 2 0,5 32 

pHPAR19-01.1 (Kontrolle) 0,004 1 8,0 128 

 

III.3.2 Prüfung eines MDR-Phänotyps bei heterologer ramA-Überexpression in 

verschiedenen Enterobakterien 

Hierfür wurden fünf Citrobacter Stämme verschiedener Spezies ausgewählt sowie jeweils ein 

Stamm der Spezies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar 

Typhimurium sowie Enterobacter cloacae. Die Stammbezeichnungen sind in Tabelle III-13 bzw. 

Tabelle III-14 aufgeführt. Mit E. coli WT GK571 wurde ein in der Arbeitsgruppe als Wildtyp-

Stamm definiertes Isolat aus humanem Stuhl einer Testperson verwendet, die nie zuvor mit 

Chinolonen therapiert worden war (P. Heisig and Tschorny 1994). Auch die übrigen Stämme 

wurden im Bezug auf Antibiotikaresistenzen als Wildtyp-Stämme behandelt. Elektrokompetente 

Zellen wurden dazu mit den Plasmiden pHPAR-01.3 bzw. pHPAR19-01.1 transformiert. Die MHK-

Bestimmung erfolgte in E. coli für die Antibiotika Ciprofloxacin, Nalidixinsäure, Tetracyclin und 

Puromycin. Bei allen anderen Untersuchungen wurde die MHK lediglich für Ciprofloxacin und 

Tetracyclin durchgeführt. Für alle Stämme wurde der Einfluss des EPI PAβN getestet. Für E. coli 

wurde zusätzlich getestet, ob sich ein MDR-Effekt durch den Einsatz von IPTG (zur Aktivierung 

des placZ-Promotors) noch verstärken ließe. Die Ergebnisse für E. coli sind in Tabelle III-13 

aufgelistet. Sie zeigen auch hier, dass der MDR-Effekt durch eine heterologe Überexpression in 
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E. coli übertragbar ist. Dieser Effekt ließ sich wie zuvor für Citrobacter freundii beschrieben nicht 

signifikant durch IPTG steigern. In allen folgenden Experimenten wurde auf die Verwendung von 

IPTG verzichtet. Die Ergebnisse für die anderen Stämme in Tabelle III-14 zeigen, dass die 

heterologe Übertragbarkeit auch für alle getesteten Citrobacter Spezies aber auch für solche 

anderer Gattungen gilt, in denen die ramRA-Gene im Chromosomen präsent sind. Bei ramA-

Überexpression und gleichzeitiger Verwendung des EPIs kam es nicht zu einer gesteigerten 

Antibiotikaresistenz. 

 

Tabelle III-13: Ergebnisse der MHK-Bestimmung bei ramA-Überexpression in E. coli WT GK571. Der 
Stamm wurde mit dem ramA-Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 bzw. dem Kontrollplasmid ohne 
ramA pHPAR19-01.1 transformiert. MHKs wurden im Mikro-Bouillon-Dilutionsverfahren bestimmt. EPI: 
Effluxpumpeninhibitor PAβN, eingesetzt in einer Endkonzentration entsprechend 1/4 der MHK, IPTG 
wurde in einer Endkonzentration von 1 mM eingesetzt. 

E. coli WT GK571 MHK [µg/mL] 

Status CIP TET NAL PUR 

pHPAR19-01.3 (ramA) 0,032 4 32,0 256 

pHPAR19-01.3 (ramA) + IPTG 0,032 8 32,0 256 

pHPAR19-01.3 (ramA) + EPI 0,008 2 0,5 64 

pHPAR19-01.1 (Kontrolle) 0,016 1 8,0 64 
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Tabelle III-14: Ergebnisse der MHK-Bestimmung in verschiedenen Stämmen der Gattungen Citrobacter 
(C.), Klebsiella (K.), Enterobacter (E.) sowie Salmonella (S.). Die Stämme wurden mit dem ramA-
Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 (ramA-Überexpr.) bzw. dem Kontrollplasmid  ohne ramA 
pHPAR19-01.1 (Kontrolle) transformiert. MHKs wurden im Mikro-Bouillon-Dilutionsverfahren bestimmt. 
EPI: Effluxpumpeninhibitor PAβN, wurde in 1/8 MHK des jeweiligen Stammes eingesetzt 

  ramA-Überexpr.  Kontrolle   ramA-Überexpr. Kontrolle 

  (pHPAR19-01.3)  (pHPAR19-01.1)   (pHPAR19-01.3)  (pHPAR19-01.1) 
          

Spezies Stamm CIP +EPI   CIP      TET +EPI   TET 

C. koseri 1264 0,032 0,004 
  

0,004 
  

4,0 1,0 
  

0,5 

C. farmeri 2519 0,064 0,008 
  

0,008 
  

4,0 2,0 
  

1,0 

C. sedlakii 2552 0,064 0,008 
  

0,016 
  

16,0 4,0 
  

4,0 

C. werkmanii 4089 0,128 0,032 
  

0,032 
  

4,0 2,0 
  

1,0 

C. rodentium 1253 0,016 0,008 
  

0,004 
  

4,0 2,0 
  

1,0 
    

  
 

  
  

  
 

K. pneumoniae 94 0,128 0,032 
  

0,032 
  

16,0 1,0 
  

4,0 

E. cloacae 489 0,016 0,002 
  

0,002 
  

0,5 0,3 
  

0,5 

S. enterica 
Typhimurium 

501 0,064 0,004 
  

0,016 
  

8,0 2,0 
  

1,0 

 

III.3.3 Prüfung des Einflusses von marA, soxS und rob sowie tolC auf den ramA-abhängigen 

MDR-Effekt 

In einem analogen Experiment sollte geprüft werden, welche Rolle andere Transkriptions-

faktoren der AraC/XylS Familie bei der Ausprägung eines effluxabhängigen MDR-Phänotyps bei 

gleichzeitiger ramA-Überexpression spielen. Dieses waren MarA, SoxS und Rob. Entsprechende 

Mutanten mit knockout-Mutationen in jeweils einem der Gene marA, soxS und rob standen für 

E. coli in der „Keio Collection“ zur Verfügung (Baba et al. 2006). Hintergrund für dieses 

Experiment war die Fragestellung, ob die heterologe ramA-Überexpression und der damit 

verbundene MDR-Effekt in E. coli durch eine direkte Interaktion von RamA mit der DNA, oder über 

einen Kaskadeneffekt zustande kommt. Bei einem solchen Kaskadeneffekt könnte RamA die 

Expression oder die Aktivität eines anderen AcrAB-TolC – Regulators der AcrAB-TolC 

Effluxpumpe beeinflussen, der dann letztlich zu einem MDR-Effekt führt. 

Um eine Abhängigkeit des MDR-Effektes bei ramA-Überexpression von TolC-abhängigen 

Effluxpumpen zu prüfen, wurde die Untersuchung mit dem ΔtolC knockout-Stamm E. coli R7 

durchgeführt. Dieser war in der Arbeitsgruppe im Rahmen der Promotionsarbeit von Frau Katja 

Carstens aus einem E. coli C600 Stamm erstellt worden. Alle knockout-Mutanten sowie die 
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Wildtyp-Ausgangsstämme wurden mit den Plasmiden pHPAR19-01.3 bzw. pHPAR19-01.1 

transformiert und anschließend die MHK für die Antibiotika Ciprofloxacin und Tetracyclin 

bestimmt, auch unter Einfluss des Effluxinhibitors PAβN. 

Wie in den Ergebnissen in Tabelle III-15 zu sehen ist, wurde durch die heterologe ramA-

Überexpression auch in den knockout-Mutanten ΔmarA, ΔsoxS und Δrob ein effluxabhängiger 

MDR-Phänotyp induziert, was unter Einsatz des EPIs nicht der Fall war. Weiter ist zu sehen, dass 

im Vergleich zum Ausgangsstamm E. coli C600 in der ΔtolC-Mutante R7 unter gleichen 

Bedingungen kein MDR-Phänotyp induzierbar war. 

 

Tabelle III-15: Ergebnisse der MHK-Bestimmung in verschiedenen E. coli Mutanten. Die Stämme wurden 
mit dem ramA-Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 (ramA-Überexpr.) bzw. dem Kontrollplasmid ohne 
ramA pHPAR19-01.1 (Kontrolle) transformiert. MHKs wurden im Mikro-Bouillon-Dilutionsverfahren 
bestimmt. [K]: Stamm der Keio collection (Baba et al. 2006), EPI: Effluxpumpeninhibitor PAβN, wurde in 
1/8 MHK des jeweiligen Stammes eingesetzt. 

  ramA-Überexpr. Kontrolle   ramA-Überexpr. Kontrolle 

  (pHPAR19-01.3) (pHPAR19-01.1)   (pHPAR19-01.3) (pHPAR19-01.1) 
        

E. coli Stamm Mutation CIP +EPI   CIP     TET +EPI   TET 

BW25113 [K]    – 0,064 0,008   0,008   8,0 1,00   1,00 

JW5249-1 [K] ∆marA 0,064 0,008   0,008   4,0 2,00   1,00 

JW4359-1 [K] ∆rob 0,064 0,004   0,008   4,0 1,00   1,00 

JW4023-5 [K] ∆soxS 0,032 0,004   0,008   4,0 1,00   1,00 

C600    – 0,032 0,016   0,008   4,0 2,00   1,00 

R7 ∆tolC 0,002 0,001   0,002   0,3 0,13   0,25 

 
 
Weiter wurde geprüft ob sich ein MDR-Phänotyp in E. coli und C. freundii durch die gleichzeitige 

Überexpression von ramA und marA noch verstärken ließe. Dazu wurde die MHK für Ciprofloxacin 

und Tetracyclin bestimmt bei gleichzeitiger Anwesenheit von Natriumsalicylat in einer 

Endkonzentration von 580 µg/mL. Dieses Salz interagiert mit MarR, dem lokalen Repressor von 

marA. MarR wird daraufhin inaktiviert, was wiederrum zu einer verstärkten Bildung von MarA 

und zu einem MDR-Phänotyp in E. coli führt (R G Martin and Rosner 1995; Cohen et al. 1993). 

Verglichen wurden jeweils die Wildtyp-Stämme E. coli BW25113 (GK4052, WT-Keio-Collection) 

und C. freundii (GK100), die E. coli ΔmarA Mutante JW5249-1 der Keio Collection (GK4064), als 

Kontrollstamm für die Salicylat-Induktion, und eine C. freundii ΔramR Mutante (GK3839). Diese 

wurde im Rahmen der Promotionsarbeit von Franziska Kühn (geb. Pott) mittels gezielter 

Mutagenese erzeugt (Pott 2011) und weist eine ramA-Überexpression sowie einen MDR-
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Phänotyp auf. Für jeden Stamm wurde der Zustand unter ramA-Überexpression (mit Plasmid 

pHPAR19-01.3) mit der Kontrollvariante (mit Plasmid pHPAR19-01.1) und den Ausgangs-

stämmen ohne Plasmid verglichen. Für den Stamm GK3839 wurde die MHK ausschließlich ohne 

Plasmid bestimmt, da dieser konstruktionsbedingt eine Chloramphenicolresistenz trug. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung III-40 dargestellt. Sie zeigen, dass sich allein durch die Zugabe 

von Salicylat eine erhöhte MHK in E. coli GK4052 (WT-Keio-Collection) und C. freundii GK100 

(WT) induzieren ließ (B, B +Sal). In E. coli WT waren die MHK-Werte für CIP und TET jeweils 

zweifach erhöht. In dem C. freundii Stamm waren die Werte für CIP und TET noch stärker erhöht 

um Faktor acht bzw. vier. Dieses konnte in dem E. coli Kontrollstamm mit der ΔmarA Mutation 

nicht beobachtet werden, was die Abhängigkeit des Effektes von den marRAB-Genen bestätigte. 

Der Vergleich der MHK-Werte bei ramA-Überexpression (A) mit denen bei Salicylat-Zugabe ohne 

ramA-Überexpression (B +Sal) zeigt, dass der C. freundii Stamm etwas stärker auf das Salicylat 

reagierte als der E. coli Stamm. Weiter waren bei gleichzeitiger ramA-Überexpression und 

Salicylat-Zugabe die MHK-Werte für C. freundii GK100 höher als bei ramA-Überexpression bzw. 

Salicylat-Zugabe allein. Hier war also ein additiver Effekt zu beobachten. Diese Beobachtung 

konnte für den E. coli Stamm nicht gemacht werden. Auch in der C. freundii ΔramR Mutante 

GK3839 war eine Steigerung der MHK-Werte bei Salicylat-Zugabe zu beobachten, was zeigt, dass 

die Salicylat-Induktion in C. freundii nicht ramR-abhängig war. 
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Abbildung III-40: Ergebnisse der MHK-Bestimmung bei ramA-Überexpression sowie durch Salicylat 
induzierter marA-Überexpression in Escherichia  coli und Citrobacter freundii. Verglichen wurden die 
Wildtyp-(WT) Stämme E. coli GK4052 (WT-Keio-Collection) und C. freundii GK100 sowie die Mutanten E. 
coli ΔmarA GK4064 und C. freundii ΔramR (GK3839). Die Stämme GK4052 und GK4064 entsprechen den 
Stämmen BW25113 und JW5249-1 der Keio collection (Baba et al. 2006). Salicylat wurde als Natriumsalz 
in einer Endkonzentration von 580 µg/mL eingesetzt. A: Stämme mit ramA-Überexpressionsplasmid 
pHPAR19-01.3, B: Stämme mit Kontrollplasmid pHPAR19-01.1, 0: kein Plasmid. 
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IV. Diskussion 

IV.1 Zur Speziesidentifikation im Genus Citrobacter 

Grundlegend für die Beschreibung und Charakterisierung der ramRA-Gene war eine sichere 

Identifikation der verwendeten Citrobacter Stämme auf Speziesebene. Die hier analysierten 

Stämme hatten vor Beginn dieser Arbeit eine erste routinemäßige Spezieszuweisung erhalten, die 

auf einer biochemischen Charakterisierung basierte. Um diese für die nachfolgenden 

Untersuchungen zu prüfen, wurden die Stämme mit drei verschiedenen Methoden 

charakterisiert: über ihr biochemisches Profil (siehe II.2.1.5), über ihren massenspektro-

metrischen Fingerprint, der ribosomalen Proteine (siehe II.2.1.6) und über DNA-Sequenzanalysen 

ausgewählter Gene. Die Ergebnisse sind unter III.1.1 aufgeführt. 

Hierbei wurden die zuvor bestehenden Speziesidentifikationen der Stämme C. freundii GK100, 

C. farmeri GK2519, C. werkmanii GK708 und C. rodentium GK1253 bestätigt. Die Stämme GK1189 

und GK2552 wurden neu den Spezies C. koseri bzw. C. sedlakii zugewiesen, was die Notwendigkeit 

einer genauen Prüfung routinemäßiger Speziesidentifikation für spezielle Fragestellungen 

deutlich machte. 

Bei den Untersuchungen wurden auch die Grenzen der jeweiligen Methoden aufgezeigt. Die 

Aussagekraft dieser Methoden wird im Folgenden kurz beleuchtet und mit aktuellen 

Publikationen abgeglichen. 

IV.1.1 Prüfung einzelner Methoden zur Speziesidentifikation 

Bei den durchgeführten Untersuchungen wurde gezeigt, dass die jeweiligen Methoden allein 

häufig nicht ausreichen, um eine sichere Speziesbestimmung zu gewährleisten. So führte die 

biochemische Charakterisierung mit Ausnahme des Stammes GK2519 bei allen anderen Stämmen 

nicht zu einer eindeutigen Spezieszuweisung (siehe Tabelle III-4). Dieses war jedoch durchaus 

zu erwarten, da Variationen im Reaktionsverhalten zwischen verschiedenen Stämmen der selben 

Art bekannt sind (Brenner et al. 1999, siehe Tabelle III-3). 

Die massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF lieferte für alle Stämme eindeutige 

Ergebnisse. Da diese jedoch auf dem Abgleich mit einer begrenzten Referenzdatenbank beruhte, 

in der nicht alle Citrobacter Spezies vertreten waren, ist das Ergebnis dieser Methode für eine 

genaue Speziesbestimmung durch weitere Methoden zu prüfen. Erst zum Ende dieser Arbeit 

wurde eine umfangreiche Studie veröffentlicht, in der 152 Citrobacter Isolate mittels MALDI-TOF 

und biochemischen Reaktionsprofilen vergleichend charakterisiert wurden (Kolínská et al. 2015). 

Die Methode wurde als valide, sowie schneller und genauer als die biochemische 
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Charakterisierung befunden, wenngleich auch nicht alle der 11 bis dato anerkannten Citrobacter 

Spezies in der Untersuchung vertreten waren. Es bleibt abzuwarten, ab wann die bei dieser Studie 

erzeugten Messspektren als Referenzdaten für die Speziesidentifikation im Routineprozess in den 

kommerziellen MALDI-TOF Messsystemen zur Verfügung stehen werden. Im Allgemeinen bleiben 

valide Referenzdatenbanken weiterhin von entscheidender Bedeutung für eine sichere 

Speziesidentifikation mittels MALDI-TOF (Schaumann et al. 2013). 

Eine eindeutige Speziesbestimmung von Citrobacter Isolaten mittels DNA-Sequenzabgleich 

wurde ebenfalls zum Ende dieser Arbeit erstmals veröffentlicht (Clermont et al. 2015). Es wurden 

in einem MLST (multy locus sequence typing) Ansatz die house keeping Gene rpoB, fusA, pyrG und 

leuS partiell analysiert und mit den biochemischen Reaktionsprofilen der jeweiligen Stämme 

abgeglichen. Die Methode wurde ebenfalls als valide befunden und bildete alle 11 bis dato 

beschriebenen Citrobacter Spezies ab. Weiter wurde mit C. pasteurii eine neue Spezies 

beschrieben, deren Stämme sich in der Charakterisierung deutlich von den übrigen Spezies 

abhoben. 

Der in der vorliegenden Arbeit durchgeführte DNA-Sequenzvergleich von gyrA und gyrB, beides 

ebenfalls house keeping Gene, die in ähnlichen Untersuchungen an anderen 

Enterobakterienspezies bereits verwendet wurden (Fukushima, Kakinuma, and Kawaguchi 2002; 

Dauga 2002; Delmas et al. 2006) führte lediglich in den Stämmen GK100 und GK1189 zu einer 

eindeutigen Identifikation. So spiegelten sich hohe Sequenzübereinstimmungen für gyrA z. T. 

nicht in gyrB wider und umgekehrt. Weiter wurden die Stämme GK1253, GK2519 und GK2552 

deutlich abweichend von der Identifikation mittels biochemischer und massenspektrometrischer 

Charakterisierung bestimmt. Dieses macht deutlich, dass weitere umfangreichere Analysen 

notwendig sind, um zu prüfen, ob die Sequenzhomologien in gyrA und gyrB die 

Verwandtschaftsbeziehungen in einem größeren Referenzstammkollektiv für eine Spezies-

identifizierung geeignet wiedergeben. Prinzipiell wurden gyrA und gyrB in dieser Arbeit als dafür 

geeignet eingestuft, da sie ausreichend stark konserviert sind, um in allen Isolaten amplifiziert 

werden zu können, gleichzeitig aber auch noch variabel genug sind, um Unterschiede zwischen 

den verschiedenen Spezies darzustellen. 

Dieses ist für das 16S rRNA-Gen nicht der Fall. So wurden hier 100 %ige Sequenzüber-

einstimmungen auch zwischen verschiedenen Spezies der für jede Citrobacter Spezies zur 

Verfügung stehenden Referenzsequenzen festgestellt (C. amalonaticus und C. farmeri, C. murliniae 

und C. braakii, C. freundii und C. braakii, C. murliniae und C. werkmanii). Die prozentuale 

Sequenzübereinstimmung im paarweisen Vergleich der 16S-rRNA Seuqenzen ist in Tabelle IV-1 

gezeigt. Der Abgleich der 16S rRNA-Sequenzen wurde bereits vorher als ungeeignet zur 

Speziesidentifikation in Citrobacter eingestuft (Delmas et al. 2006; Kolínská et al. 2015). Daher 
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erstaunt es umso mehr, dass sich Ko et al. (2015) bei der Beschreibung einer weiteren neuen 

Citrobacter Spezies, C. bitternis, isoliert aus Vögeln (Dommeln, engl. bitterns), vor allem auf 

Ergebnisse von 16S rRNA-Sequenzanalysen stützen.  

 

Tabelle IV-1: Prozentuale Übereinstimmung publizierter DNA-Sequenzen der 16S-rRNA Gene in den 
verschiedenen Citrobacter Spezies im paarweisen Vergleich. Die Stämme sind in Tabelle IV-2 mit der 
jeweiligen NCBI Acc.nr. aufgeführt. 

Stamm ID Cit02 Cit01 Cit03 Cit04 Cit05 Cit06 Cit07 Cit08 Cit09 Cit10 Cit11 

Cit02 100 98 97 96 98 98 98 96 96 99 96 

Cit01  100 97 97 98 98 98 97 97 98 96 

Cit03   100 100 97 97 98 99 100 97 99 

Cit04    100 97 97 98 99 99 96 99 

Cit05     100 100 98 97 97 98 97 

Cit06      100 98 97 97 99 97 

Cit07       100 98 98 98 98 

Cit08        100 100 97 99 

Cit09         100 97 99 

Cit10          100 97 

Cit11           100 

 

Tabelle IV-2: Citrobacter Stämme des paarweisen Sequenzvergleiches der 16S-rRNA Seqeunzen mit 
Angabe der jeweiligen NCBI Acc.nr.. 

Stamm-ID Stamm NCBI Acc.nr. 

Cit01 Citrobacter koseri ATCC BAA-895 CP000822.1, Region 93795..95336 

Cit02 Citrobacter rodentium ICC168 FN543502.1, Region 3934001..3935542 

Cit03 Citrobacter braakii 167 NR_028687.1 

Cit04 Citrobacter freundii ATCC 8090 NR_028894.1 

Cit05 Citrobacter amalonaticus CECT 863 NR_104823.1 

Cit06 Citrobacter farmeri CDC 2991-81 NR_024861.1 

Cit07 Citrobacter youngae GTC 1314 NR_041527.1 

Cit08 Citrobacter werkmanii CDC 0876-58 NR_024862.1 

Cit09 Citrobacter murliniae CDC 2970-59 NR_028688.1 

Cit10 Citrobacter sedlakii I-75 NR_028686.1 

Cit11 Citrobacter gillenii CDC 4693-86 NR_041697.1 

 

IV.1.2 Zur Speziesbestimmung und -abgrenzung im Genus Citrobacter 

Die in der vorliegenden Arbeit berücksichtigten 11 Spezies der Gattung Citrobacter wurden bei 

ihrer Beschreibung basierend auf der Methode der DNA-Hybridisierung voneinander abgegrenzt 

(Brenner et al. 1993; Schauer et al. 1995; Brenner et al. 1999). Dabei wurde als Schwellenwert 

eine prozentuale Verwandtschaft von 70 % definiert. Da diese Methode zu komplex für ein 

Routinelabor im klinischen Bereich ist, wurden die zur Beschreibung der Arten verwendeten 
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Stämme auch biochemisch charakterisiert (Brenner et al. 1999). Die Spezies waren auch durch 

diese Methode voneinander abgrenzbar, jedoch zeigte sich, dass Stämme derselben Spezies z. T. 

deutliche Variationen in ihren Reaktionsprofilen aufwiesen (insbesondere C. freundii, siehe 

Tabelle III-3). Derartige Variationen waren auch bei der DNA-Hybridisierung zu beobachten. So 

wiesen bei den Untersuchungen die Stämme der Spezies C. braakii durchschnittlich lediglich 71 % 

Übereinstimmung zum deklarierten Typstamm auf. Dieser Wert wurde im paarweisen Vergleich 

unterschiedlicher Spezies sogar überschritten (z. B. 73 % Übereinstimmung zwischen 

C. amalonaticus 3314-73 und C. farmeri CDC 2991-81, siehe Brenner et al. 1993). 

Dieses zeigt, dass die Einteilung und Abgrenzung der Citrobacter Spezies im erheblichen Maße 

von der verwendeten Methode und den dabei festgelegten Grenzwerten abhängig ist. Deshalb 

sollten Speziesbeschreibungen möglichst mit einer validierten Methode durchgeführt werden, um 

gleiche Bedingungen für alle Stämme zu schaffen. Weiter sollte die Methode routinetauglich sein, 

um neue Isolate auch in der klinschen Anwendung sicher bestimmen zu können. Von einer 

solchen Harmonisierung ist man heute durch die Fülle der unterschiedlichen zur Verfügung 

stehenden Methoden sowie deren sehr verschiedenen Aufwand/Kosten-Verhältnisse noch 

entfernt. Angesichts der raschen Entwicklung der Methode der Genomsequenzierung und der 

damit verbundenen Aufwands- und Kostenminimierung könnten sich MLST-Analysen als 

Standardmethode durchsetzen. Allgemein wirft die Problematik der Speziesabgrenzung und –

identifikation die Frage nach der Sinnhaftigkeit einer weiteren Speziesbeschreibung im Genus 

Citrobacter auf. Letztlich entscheidet bei jeder Einteilung ein durch den Menschen gesetzter 

methodenabhängiger Schwellenwert für oder gegen eine Abgrenzung einer zumeist kleinen Zahl 

bekannter Isolate. Bei neu isolierten Citrobacter Stämmen mit Abweichungen zu den bisher 

beschrieben Spezies sollte geprüft und begründet werden, ob die Notwendigkeit besteht diese 

durch eine gesonderte Speziesbenennung direkt ansprechen zu können und ob sich eine 

Abgrenzung stützen lässt. 

 

IV.2 Analyse des ramRA-Operons im Genus Citrobacter im Vergleich zu anderen 

Spezies 

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Bestimmung und Analyse der DNA-Sequenz des ramRA-

Operons in verschiedenen Spezies der Gattung Citrobacter. Aus der Sequenzinformation ergaben 

sich weitere Fragestellungen nach der DNA-Sequenzvariabilität und der sich daraus ergebenden 

Aminosäuresequenzvariabilität, sowie nach der Verbreitung, der Topologie und der 

Genomposition des ramRA-Operons im Genus Citrobacter im Vergleich zu anderen Spezies. Die 

Beschreibung der Gene für diese Gattung war insofern von besonderem Interesse, da das ramRA-
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Operon im Zusammenhang mit der Ausbildung einer multiplen Antibiotikaresistenz bislang erst 

in einer verhältnismäßig kleinen Gruppe von Spezies der Gattungen Klebsiella, Salmonella und 

Enterobacter ausführlich beschrieben und publiziert worden ist (George, Hall, and Stokes 1995; 

Yassien et al. 2002; Chollet et al. 2004). 

Um die Variabilität des ramRA-Operon im Genus Citrobacter untersuchen zu können, wurde ein 

Sequenzkollektiv erstellt, welches mit C. koseri, C. rodentium, C freundii, C. farmeri, C. sedlakii und 

C. werkmanii verschiedene Citrobacter-Arten umfasste. In dieser Arbeit wurde dazu das ramRA-

Operon in den Stämmen Citrobacter farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552 und C. werkmanii GK708 

vollständig sequenziert. Für die übrigen genannten Spezies lagen bereits publizierte 

Sequenzinformationen z.T. aus Genomsequenzierung vor: Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (GB-

Acc.nr: CP000822, Region: 2395300..2400500), Citrobacter rodentium ICC168 (GB-Acc.nr.: 

FN543502, Region 631700..635000) und Citrobacter freundii GK100 (GB-Acc.nr.: JF802197.1) 

(Pott 2011). 

Für den gattungsübergreifenden Sequenzvergleich im ramRA-Operon wurde ein Kollektiv von 

Referenzsequenzen zusammengestellt, welches in den Datenbanken des NCBI (National Center 

for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) publizierte Sequenzen umfasste. Dazu 

wurde das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) verwendet (Altschul et al. 1990), womit 

nach homologen Bereichen in sämtlichen hinterlegten Sequenzen gesucht wurde. Für die Suche 

wurden die Operonsequenzen der Citrobacter Stämme C. farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552 und 

C. werkmanii GK708 verwendet. Aus den erhaltenen Treffern wurde dem Referenzsequenz-

kollektiv für jede Spezies mindestens eine Sequenz zugefügt. Dieses waren hier ausschließlich 

Genomsequenzen. Die ramRA-homologen ORFs der Sequenzbereiche wurden aligniert und auf 

Deletionen hin untersucht. Sequenzen, in denen die entsprechenden Leserahmen im Vergleich zu 

anderen Sequenzen derselben Spezies deutlich verschoben waren (stamm- aber nicht 

speziesspezifische Deletionen), wurden nicht in das Referenzkollektiv aufgenommen, um 

möglichst nur ORFs intakter Gene darin abzubilden. Das Kollektiv der Referenzsequenzen ist 

unter Nennung der Spezies und den jeweiligen Genomsequenzbereichen in Tabelle IV-3 

aufgelistet. Es stellt den Stand der Verbreitung der ramRA-Gene zum Zeitpunkt der Entstehung 

dieser Arbeit auf Speziesebene dar. Alle folgenden Sequenzanalysen wurden mit den Programmen 

des Software-Paketes Vector NTI in der Version 11.5 durchgeführt. Die Translation der DNA-

Sequenzen in die jeweiligen Aminosäuresequenzen sowie alle gezeigten Alignments, Diagramme 

zur lokalen Sequenzähnlichkeit und Operondarstellungen wurden ebenfalls im Programm Vector 

NTI Version 11.5 durchgeführt. 
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Tabelle IV-3: Referenzsequenzkollektiv für die Homologieanalyse im ramRA-Operon. Alle Sequenzen 
stammen aus den Datenbanken des National Center for Biotechnology Information (NCBI). Die 
angegebenen Regionen entsprechen der Position des ramRA-Operons sowie Bereiche der downstream- und 
upstream- Umgebung. Weiter ist angegeben, ob ein romA-Homolog im jeweiligen Sequenzbereich enthalten 
war (+) oder nicht (-). 
   

Region im Genom 
 

ID Stamm NCBI Acc.nr. von bis romA 

Cit01 Citrobacter koseri ATCC BAA-895 CP000822.1 2395300 2400500 + 

Cit02 Citrobacter rodentium ICC168 FN543502.1 631700 635000 - 

Cro01 Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894 CP000783.1 884500 889200 - 

Cro02 Cronobacter turicensis z3032 FN543093.2 3059800 3062200 - 

Ent01 Enterobacter aerogenes EA1509E FO203355.1 2563200 2566500 + 

Ent02 Enterobacter aerogenes KCTC 2190 CP002824.1 2894000 2898000 + 

Ent03 Enterobacter cloacae EcWSU1 CP002886 1120300 1124500 + 

Ent04 Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 
13047 

CP001918.1 3217500 3220800 + 

Ent05 Enterobacter cloacae subsp. cloacae 
ENHKU01 

CP003737.1 1241726 1244548 + 

Kle01 Klebsiella oxytoca E718 CP003683.1 1620000 1625000 + 

Kle02 Klebsiella oxytoca KCTC 1686 CP003218.1 2945687 2950426 + 

Kle04 Klebsiella pneumoniae CG43 NC_022566 616400 620500 + 

Kle05 Klebsiella pneumoniae KCTC 2242 CP002910 1177700 1184700 + 

Kle06 Klebsiella pneumoniae subsp. 
pneumoniae NTUH-K2044 DNA 

AP006725.1 1429800 1432800 + 

Kle07 Klebsiella variicola At-22 CP001891.1 4019400 4022400 + 

Rao01 Raoultella ornithinolytica B6 CP004142.1 2695132 2696932 + 

Sal01 Salmonella bongori NCTC 12419 FR877557.1 552200 554500 - 

Sal02 Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Paratyphi A str. ATCC 9150 

CP000026.1 2242800 2244800 - 

Sal03 Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Typhi str. CT18 

AL513382.1 621800 623800 - 

Sal04 Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Typhi Ty2 

AE014613.1 2357200 2359400 - 

Sal05 Salmonella Typhimurium LT2 NC_003197 637000 640900 - 

Shm01 Shimwellia blattae DSM 4481 = NBRC 
105725 

CP001560.1 1740500 1743300 - 

 

IV.2.1 Analyse der ramRA-Operontopologie im Genus Citrobacter 

Die Topologie der Gene des ramRA-Operons in den sechs Citrobacter-Stämmen ist in Abbildung 

IV-1 dargestellt. In Tabelle IV-4 sind die Längen der ORFs vergleichend gegenübergestellt. Die 

Stämme C. farmeri GK2519 und C. sedlakii GK2552 wiesen eine Überlappung des 3´-Endes des 

ORFS von romA mit dem 5´-Ende des ORFs von ramA auf. Die ORFs für romA und ramA besaßen 

in allen untersuchten Spezies ein verschiedenes Leseraster. Der ORF für romA war somit im 

Gegensatz zu den anderen in seiner Länge weniger stark konserviert als die der Gene ramR und 

ramA. Die unterschiedliche Lokalisation des Stoppcodons lässt vermuten, dass die 11 

C-terminalen Aminosäuren keine wichtige Rolle für die Funktion von RomA spielen, wobei dieses 
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nicht überprüft werden konnte, da die Funktion von RomA bislang unbekannt ist. Weiterhin wies 

C. sedlakii GK2552 einen um sechs Basenpaare verlängerten ORF für ramA auf (siehe III.1.2). Auch 

hier ist es möglich, dass die C-terminalen Aminosäuren keine bedeutende Rolle für die 

Funktionalität spielen. Dieses könnte geprüft werden, indem man z. B. ramA dieses Stammes 

künstlich unter Einführen eines Stoppkodons um die DNA-Basen verkürzt, die für die sechs 

zusätzlichen C-terminalen Aminosäuren kodieren. Diese Variante sowie die Wildtyp-Variante 

könnten dann überexprimiert und die Auswirkung auf die Ausprägung eines MDR-Phänotypes 

untersucht werden, wie es in dieser Arbeit für C. freundii GK100 gezeigt worden ist. 

 

 

Abbildung IV-1: Übersicht der Topologie der ramR-, romA- und ramA-homologen Gene in den untersuchten 
Citrobacter-Stämmen. 
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Tabelle IV-4: Gegenüberstellung der Längen der ORFs von ramR-, romA- und ramA-homologen Genen 
sowie die des gesamten Operons (vom 3´-Ende des ramR-Gens bis zum 3´-Ende des ramA-Gens) in den 
untersuchten Citrobacter Stämmen. Von den Spezies Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae und 
Salmonella enterica serovar Paratyphi, für die ramRA-Gensequenzen bereits beschrieben worden sind 
(George, Hall, and Stokes 1995; Chollet et al. 2004; Yassien et al. 2002), ist jeweils ein Stamm aufgeführt. In 
Klammern sind die Abkürzungen der Bezeichnung für die entsprechenden Stämme im Kollektiv der 
Referenzsequenzen angegeben (siehe Tabelle IV-3). 

 ORF [bp]   

Spezies ramR romA ramA Operon 

C. farmeri GK2519 582 1134 342 2246 

C. sedlakii GK2552 582 1134 348 2249 

C. werkmanii GK708 582 1113 342 2244 

C. freundii GK100 582 1113 342 2243 

C. koseri ATCC BAA895 (Cit01) 582 1098 342 2244 

C. rodentium ICC168 (Cit02) 582  -  342 1185 

K. pneumoniae (Kle05) 582 1101 342 2249 

E. aerogenes (Ent02) 582 1125 342 2245 

S. Paratyphi A (Sal02) 582  -  342 1212 

 

 

Die Operontopologie des Stammes C. rodentium ICC168 unterschied sich deutlich von den übrigen 

Citrobacter Stämmen durch einen stark verkürzten ramR-ramA intergenischen Bereich und das 

Fehlen eines ORFs für romA (siehe III.1.3). Eine verkürzte Operonstruktur ohne ORF für romA ist 

bekannt bei Salmonella (Yassien et al. 2002). Diese Topologie wurde hier auch in den publizierten 

Sequenzen der Stämme Shimwellia blattae DSM 4481 (Shm01) sowie der beiden Cronobacter-

Stämme (Cro01 und Cro02) des Referenzkollektives festgestellt. Dieser Befund lässt weiter die 

Frage nach der möglichen Funktion des Genprodukts von romA offen und deutet darauf hin, dass 

romA für die Funktion der Gene ramR und ramA zumindest im Zusammenhang mit der 

Ausprägung einer multiplen Antibiotikaresistenz keine tragende Rolle spielt. 

 

IV.2.2 Homologievergleich der Gene des ramRA-Operons 

Um der Fragestellung nachzugehen, ob sich die ramRA-Gene der Citrobacter Spezies von denen 

anderer Gattungen unterscheiden und ob sie Besonderheiten aufweisen, wurden die DNA-

Sequenzen des gesamten Operons sowie die abgeleiteten Aminosäuresequenzen der drei ramRA-

Gene auf konservierte Bereiche geprüft und mit dem Referenzsequenzkollektiv verglichen. 

Die DNA-Sequenzhomologie im gesamten ramRA-Operon ist für die Citrobacter-Stämme 

C. farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552, C. werkmanii GK708, C. koseri (Cit01), C. rodentium (Cit02) 

und C. freundii GK100 in Abbildung IV-2 dargestellt. Sie gibt die prozentuale Übereinstimmung 
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der Basen an jeder Position im DNA-Alignment an (lokale Sequenzidentität). Das vollständige 

Alignment ist im Anhang unter VIII.1.2.3 aufgeführt. Die Abbildung spiegelt die Lage der ORFs der 

Gene ramR, romA und ramA wider. Im Vergleich der drei ORFs im Operon wies der des Genes 

ramA die geringste Variabilität auf. Es wird deutlich, dass bei der Spezies C. rodentium (Cit02) der 

ORF des Genes romA nicht im Operon enthalten ist. Auffallend für diese Spezies ist ein kurzes 

Fragment des ramR-ramA intergenischen Bereiches, der im Alignment isoliert vorlag und von 

großen nicht-homologen Bereichen umgeben war. An dieser Stelle zeigten sich Homologien zu 

einem kurzen Teilbereich von romA, der eine durch Rosenblum et al. (2011) postulierte zweite 

Promotorregion von ramA enthielt. Eine weitergehende Analyse dieses Bereiches ist unter 

IV.2.2.5 beschrieben. 

Der Bereich upstream von ramR war bei allen Spezies hoch konserviert. Im Detail betrachtet war 

der 5´-Bereich sowie der unmittelbare 5´-upstream Bereich (-15 bis +55 bp) von ramR sehr stark 

konserviert. Der weiter entferntere 5´-upstream Bereich wies einen zu 100 % identischen 

Sequenzabschnitt auf (-113 bis -139 bp bei Citrobacter farmeri GK2519). Dieser war homolog zu 

der durch Baucheron et al. (2012) beschriebenen RamR-Bindestelle für die sich unter IV.2.2.5 eine 

detailliertere Auswertung findet. 

 

 

Abbildung IV-2: Lokale Sequenzidentität im ramRA-Operon der untersuchten Citrobacter-Stämme. Die 
DNA-Sequenzen der Stämme C. farmeri GK2519, C. sedlakii GK2552, C. werkmanii GK708, C. koseri ATCC-
BAA895 (Cit01, NCBI Acc.nr.: CP000822.1), C. rodentium ICC168 (Cit02, NCBI Acc.nr.: FN543502.1) und 
C. freundii GK100 (Pott 2011) wurden mit der Software Vector NTI AlignX aligniert und dabei automatisiert 
die prozentuale Übereinstimmung jeder Basenposition berechnet. 

 

IV.2.2.1 Analyse der Sequenzvariation in RamA 

Wie oben festgestellt, war die Variabilität der DNA-Sequenzen im ORF für ramA sehr gering. 

Dieses bestätigte sich auch beim Vergleich der daraus abgeleiteten Aminosäuresequenzen. Wie 
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der Vergleich der prozentualen Ähnlichkeit (Anteil der Sequenzpositionen im Alignment, die mit 

der gleichen oder einer strukturell ähnlichen Aminosäure besetzt sind) in Tabelle IV-5 zeigt, war 

eine maximale Abweichung von 4 % zu beobachten. Weiter war eine 100 %ige Übereinstimmung 

auch zwischen unterschiedlichen Spezies selbst von verschiedenen Gattungen zu beobachten. 

Dementsprechend fanden sich im Diagramm der lokalen Sequenzähnlichkeit (Darstellung der 

prozentualen Ähnlichkeit an jeder Position des Alignments) (Abbildung IV-3) keine Regionen mit 

erhöhter Variabilität. Diese hohe Konservierung des nur 113 as langen Proteins RamA lässt darauf 

schließen, dass es eine wichtige Funktion erfüllt und dementsprechend einem hohen Selektions-

druck ausgesetzt ist. Die Sequenzen der Citrobacter Stämme wiesen keine auffälligen 

Besonderheiten auf im Vergleich zu Klebsiella, Enterobacter oder Salmonella.  

Tabelle IV-5: Prozentuale Ähnlichkeit der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RamA für die paarweise 
verglichenen Stämme. Die Translation aus den DNA-Sequenzen sowie die Alignierung und die Berechnung 
der Seuquenzübereinstimmung erfolgten mittels der Vector NTI Software (siehe II.2.4.1). 

 
Anteil identischer oder ähnlicher Aminosäurepositionen in RamA [%] 

Stamm Cit01 Cit02 GK2552 GK2519 Ent02 Kle05 GK100 GK708 Sal02 

C. koseri 
(Cit01) 

100 98 99 97 97 98 99 99 98 

C. rodentium 
(Cit02) 

 100 99 99 99 100 99 99 96 

C. sedlakii 
GK2552 

  100 98 98 99 100 100 97 

C. farmeri 
GK2519 

   100 98 99 98 98 96 

E. aerogenes 
(Ent02) 

    100 99 98 98 96 

K. pneumoniae 
(Kle05) 

     100 99 99 96 

C. freundii 
GK100 

      100 100 97 

C. werkmanii 
GK708 

       100 97 

S. Paratyphi A 
(Sal02) 

        100 
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Abbildung IV-3: Lokale Ähnlichkeit der abgeleiteten RamA-Aminosäuresequenzen der in Tabelle IV-5 
aufgeführten Spezies. Die Translation aus den DNA-Sequenzen sowie die Alignierung und der 
Ähnlichkeitssvergleich erfolgten automatisiert mittels der Vector NTI Software. 

 

IV.2.2.2 Analyse der Sequenzvariation in RamR 

Im Vergleich zu RamA wiesen die abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RamR eine deutlich 

höhere Variabilität in denselben Spezies auf (siehe Tabelle IV-6). Die Sequenzen der Citrobacter 

Spezies unterschieden sich hier insbesondere von den untersuchten Stämmen der Spezies 

Enterobacter aerogenes (Ent02) und Klebsiella pneumoniae (Kle05), deren Sequenzpositionen zu 

maximal 79 % mit denen der Citrobacter Spezies übereinstimmten, bzw. durch strukturell 

ähnliche Aminosäuren besetzt waren. Dagegen zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zu der 

Sequenz von Salmonella enterica serovar Paratyphi A (Sal02). 
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Tabelle IV-6: Prozentuale Ähnlichkeit der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RamR für die paarweise 
verglichenen Stämme. Die Translation aus den DNA-Sequenzen sowie die Alignierung und die Berechnung 
der Seuquenzübereinstimmung erfolgten mittels der Vector NTI Software (siehe II.2.4.1). 

 Anteil identischer oder ähnlicher Aminosäurepositionen in RamR [%] 

Stamm Cit01 GK100 GK708 Ent02 Kle05 Sal02 GK2519 Cit02 GK2552 

C. koseri 
(Cit01) 

100 93 94 76 76 91 94 92 91 

C. freundii 
GK100 

 100 99 77 77 90 91 90 90 

C. werkmanii 
GK708 

  100 77 77 90 92 90 90 

E. aerogenes 
(Ent02) 

   100 98 77 78 79 77 

K. pneumoniae 
(Kle05) 

    100 77 78 79 77 

S. Paratyphi A 
(Sal02) 

     100 92 91 89 

C. farmeri 
GK2519 

      100 94 92 

C. rodentium 
(Cit02) 

       100 94 

C. sedlakii 
GK2552 

        100 

 

Für das Protein RamR aus Salmonella enterica wurde von Yamasaki et al. 2013 eine 3D-Struktur 

veröffentlicht, die auf einer kristallografischen Analyse basiert. Somit war für den Vergleich der 

lokalen Sequenzähnlichkeit auch ein direkter Vergleich mit den Strukturelementen des RamR-

Proteins möglich. Es wurden dabei auch die beschriebenen Interaktionspunkte des RamR-

Proteins mit den Bindungspartnern Berberin, Kristallviolett, Dequalinium, Ethidiumbromid und 

Rhodamin 6G berücksichtigt (Yamasaki et al. 2013). Das Ergebnis des Vergleiches ist in Abbildung 

IV-4 dargestellt. In dieser ist schematisch ein Monomer des als Homodimer aktiven RamR-

Proteins abgebildet. Sie zeigt, dass insbesondere die N-terminale DNA-Bindedomäne mit den 

Helices α1, α2 und α3 hochkonserviert ist. In allen analysierten Spezies stimmte die Anomalie des 

Startcodons, CAC anstatt ATG, kodierend für Valin anstatt Methionin, zu 100 % überein. 

Im Kernbereich des Proteins war die Aminosäuresequenz dagegen weniger stark 

speziesübergreifend konserviert und besonders variabel in den Randbereichen der 

Strukturelemente bzw. zwischen den Helices α5, α6 und α7. Dennoch ist die Lage der Helices 

durch eine höhere Homologie in den zentralen Helixbereichen im Verlauf der Ähnlichkeits-

wertkurve zu erkennen. Die Helices α5, α6 und α7 bilden zusammen mit den Helices α8 und α9 

eine Tasche, in der die genannten Substanzen bei der Kristallisierung lokalisiert worden waren 

(Yamasaki et al. 2013). Die Interaktionspunkte der verschiedenen Bindungssubstrate erstrecken 

sich über die zentralen und C-terminalen Bereiche des Proteins. Von den markierten 

Aminosäuren, die an einer direkten Interaktion mit den Substanzen beteiligt sind, waren im 
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Alignment lediglich die Positionen L130, D152 und W185 zu 100 % identisch. 

Die breite Verteilung der Interaktionspunkte und die Tatsache, dass je nach Substanz z. T. andere 

Aminosäuren in Wechselwirkung mit den Bindungspartnern traten, sowie das breite 

Substratspektrum der strukturell sehr verschiedenen Substanzen, sprechen für eine relativ 

unspezifische Interaktion. Auch der hier durchgeführte Sequenzvergleich unterstützt diese 

Vermutung, da er keine stringente Konservierung der beteiligten Aminosäuren aufzeigt. 

Offensichtlich unterliegt die ramR Sequenz einem deutlich geringeren Selektionsdruck als die von 

ramA. Vermutlich bietet diese Variabilität ein Potential zur Veränderung und evolutiven 

Anpassung für die verschiedenen Stämme und Spezies in ihren jeweiligen Habitaten. 

 

 

Abbildung IV-4: Vergleich der Aminosäuresequenzen des Proteins RamR zwischen den untersuchten 
Citrobacter Spezies und dem Referenzsequenzkollektiv (siehe Tabelle IV-3) mit den Strukturelementen 
der durch Yamasaki et al. (2013) publizierten Kristallstruktur. Angegeben ist der prozentuale Anteil 
identischer Aminosäuren an jeder Position des Alignments. Aminosäuren, die mit den Substanzen Berberin, 
Kristallviolett, Dequalinium, Ethidiumbromid und Rhodamin 6G in den jeweiligen Kristallen interagierten, 
sind durch Dreiecke markiert. Die Aminosäure Phenylalanin F155 befand sich als einzige in einer apolaren 
Region, in der π-π-Elektronenwechselwirkung (pi-pi) vorhanden sind und ist rot markiert. Aminosäuren in 
Klammern interagieren nur mit maximal drei der fünf Substanzen, die übrigen mit mindestens vier. 
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IV.2.2.3 Analyse der Sequenzvariation in RomA 

Über das romA-Gen ist im Vergleich zu den anderen Genen des ramRA-Operons am wenigsten 

bekannt (siehe I.4.2.4). So weiß man bis heute nicht, ob das romA überhaupt für ein Protein 

kodiert. Die Homologieanalysen auf DNA- und Aminosäureebene haben gezeigt, dass die Sequenz 

des Gens und ebenso der Leserahmen konserviert ist. Lediglich die Position des Stopcodons 

variierte in den Analysen um bis zu 36 bp (Vergleich mit Tabelle IV-4). 

In Tabelle IV-7 ist gezeigt, dass die Aminosäuresequenzen gattungsübergreifend stärker 

konserviert sind als die von RamR, wobei die Sequenzen mit durchschnittlich 366 as deutlich 

länger sind als die von RamR (194 as). Der Selektionsdruck auf diese Gensequenz ist hier demnach 

größer und die Dichte der funktions- bzw. strukturrelevanten Nuklein- oder Aminosäuren 

möglicherweise höher. Die Verteilung der lokalen Sequenzähnlichkeit in Abbildung IV-5 zeigt, 

dass die N-terminalen sowie C-terminalen Bereiche weniger stark konserviert sind als die 

zentralen Bereiche. Weiter folgen die Bereiche hoher Sequenzähnlichkeit blockweise aufeinander, 

was auf eine Kodierung von mehreren Strukturelementen wie α-Helices oder β-Faltblätter 

hinweist. Die BLASTP-Analyse sowie die Suche nach konservierten Domänen in der NCBI 

Conserved Domain Database (CDD, www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) zeigte für Teilbereiche von 

RomA eine Homologie zur Beta-Lactamase-Superfamilien-Domäne auf (NCBI CCD-ID: 

pfam12706). 

Die Bedeutung des ORFs romA bleibt weiter ungeklärt. Eine Aufklärung der Funktion könnte eine 

Überexpression des Genes bringen. Dabei würde zunächst die Auswirkung auf die 

Antibiotikaresistenz geprüft werden, um zu testen, ob sich ein ähnlicher Effekt ergibt, wie für 

RamA. Weiter könnte eine gesamtheitliche Untersuchung des Phänotyps Hinweise auf eine 

mögliche Funktion geben, wenn sich beispielsweise die Zellform deutlich verändert. Ebenso wäre 

es möglich zu untersuchen, ob die Überexpression von romA einen Einfluss auf die Expression von 

ramA hat. Diese könnte zunächst in einem real time RT-PCR Experiment vergleichend quantifiziert 

werden. Auch ist es denkbar beide Gene, ramA und romA, überzuexprimieren und den Effekt auf 

die Antibiotikaresistenz zu analysieren. Sollte der Effekt beispielsweise schwächer ausfallen als 

bei der alleinigen Überexpression von ramA, wäre es denkbar, dass romA die Expressionsrate von 

ramA beeinflusst. 
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Tabelle IV-7: Prozentuale Ähnlichkeit der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RomA für die 
verglichenen Stämme. Die Translation aus den DNA-Sequenzen sowie die Alignierung und der 
Ähnlichkeitssvergleich erfolgten automatisiert mittels der Vector NTI Software. 

 Anteil identischer oder ähnlicher Aminosäurepositionen in RomA [%] 

Spezies Cit01 Ent02 Kle05 GK100 GK708 GK2519 GK2552 

C. koseri 
(Cit01) 

100 90 90 92 94 94 94 

E. aerogenes 
(Ent02) 

 100 95 89 90 88 88 

K. pneumoniae 
(Kle05) 

  100 88 89 90 88 

C. freundii 
GK100 

   100 95 91 90 

C. werkmanii 
GK708 

    100 93 91 

C. farmeri 
GK2519 

     100 94 

C. sedlakii 
GK2552 

      100 

 

 

Abbildung IV-5: Lokale Ähnlichkeit der abgeleiteten RomA-Aminosäuresequenzen der in Tabelle IV-5 
aufgeführten Spezies. Die Translation aus den DNA-Sequenzen sowie die Alignierung und der 
Ähnlichkeitsvergleich erfolgten automatisiert mit Hilfe der Vector NTI Software. Zusammenhängende 
Sequenzbereiche mit einer hohen Übereinstimmung (Hinweis auf Strukturelemente), sind gelb markiert. 

 

IV.2.2.4 Analyse des ramR-ramA intergenischen Bereiches in Spezies ohne romA-Gen 

Wie oben beschrieben, wiesen die Stämme der Gattungen Salmonella, Cronobacter, Shimwellia 

und der Spezies Citrobacter rodentium keinen ORF für romA auf. Um eine Homologie der 

verkürzten intergenischen Bereiche zu prüfen, wurden die Operonsequenzen aligniert und 

ebenfalls die lokale Sequenzidentität untersucht. Diese ist in Abbildung IV-6 dargestellt und zeigt 

eine auffällig niedrige Sequenzübereinstimmung in Teilbereichen des ramR-ramA intergenischen 

Bereichs an. Die ORFs der Gene ramR und ramA werden auch hier widergespiegelt. Der 
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angegebene Sequenzstammbaum wurde mit der Neighbor Joining Methode (Saitou and Nei 1987) 

im Programm Vector NTI erstellt und zeigt, dass die ramRA-Operonsequenz von C. rodentium 

ICC168 (Cit02) eine deutlich höhere Sequenzübereinstimmung zu den Salmonella Stämmen 

aufwies als zu den übrigen romA-negativen Stämmen. Der Vergleich mit dem Stammbaum der 

ramRA-DNA-Sequenzen aller Stämme des Sequenzkollektives in Abbildung IV-9 zeigt, dass 

sämtliche Citrobacter und Salmonella Sequenzen eine sehr hohe Homologie aufwiesen, während 

die Cronobacter und Shimwellia Sequenzen deutlich weniger nah verwandt waren. Trotz der 

gleichen Operontopologie ist somit keine Abstammungsgleichheit der ramRA-Sequenzen in den 

Spezies ohne romA zu vermuten. Vielmehr scheint es sich hierbei um einen analogen Verlust von 

romA zu handeln, da die Salmonella Sequenzen eine monophyletische Gruppe innerhalb der 

Citrobacter Sequenzen bildeten und sich mit den Cronobacter und Shimwellia Sequenzen 

paraphyletisch anordneten. 

Der intergenische Bereich von C. rodentium wiest in weiten Teilen keine Homologie zu allen 

anderen Spezies auf. Lediglich zwei kurze Sequenzabschnitte einer Länge von 47 bp und 57 bp 

wiesen Homologien zum 3´-Bereich von romA bzw. zum 5´-upstream Bereich von ramA auf (siehe 

Abbildung IV-8). Beide Abschnitte sind im Alignment durch eine Lücke von 55 bp voneinander 

getrennt. Weiter liegen in C. rodentium keinerlei Homologien zum 5´-Bereich von romA der 

anderen Spezies vor. Eine BLAST-Analyse der kurzen Sequenzabschnitte in den NCBI-

Datenbanken ergab keine signifikanten Treffer. Es ist möglich, dass die zu den übrigen Spezies 

homologen Sequenzabschnitte in C. rodentium im Alignment eine Restsequenz darstellt, die nach 

einem Deletionsprozess bestehen blieb. 
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Abbildung IV-6: Lokale Sequenzidentität im ramRA-Operon romA-negativer Stämme des Sequenz-
kollektives. Die DNA-Sequenzen des ramRA-Operons der Stämme Citrobacter rodentium ICC168 (Cit02, 
NCBI Acc.nr.: FN543502.1), Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894 (Cro01, NCBI Acc.nr.: CP000783.1), 
Cronobacter turicensis z3032 (Cro02, NCBI Acc.nr.: FN543093.2), Shimwellia blattae DSM 4481 (Shm01, 
NCBI Acc.nr.: CP001560.1), Salmonella enterica Paratyphi A ATCC9150 (Sal02, NCBI Acc.nr.: CP000026.1) 
und Salmonella enterica Typhimurium LT2 (Sal05, NCBI Acc.nr.: NC_003197) wurden mit der Software 
Vector NTI AlignX aligniert und dabei die prozentuale Übereinstimmung jeder Basenposition berechnet 
sowie ein Stammbaum erstellt. Dieser wurde mit der Neighbor Joining Methode (Saitou and Nei 1987) 
erstellt. 

IV.2.2.5 Analyse der Variation in regulatorischen Bereichen im ramRA-Operon 

Die Bindestelle des lokalen Transkriptionsregulators RamR im Promotorbereich von ramA wurde 

durch Baucheron et al. (2012) detailliert beschrieben (siehe I.4.2.4). Diese zeichnet sich durch 

eine exakt invers repetitive Sequenz von sieben Basenpaaren aus (inverted repeat, IR), welche 

durch drei Basenpaare getrennt voneinander sind. Ein Teil des IR überlappt mit der TATA-Box in 

der -10–Region des pramA-Promotors (hier als TATAAT Motiv ausgeprägt). 

Im Vergleich der IR-Sequenzen der hier untersuchten Citrobacter Stämme mit denen der Stämme 

des Referenzkollektives zeigte sich, dass diese in allen Spezies zu 100 % identisch sind (siehe 

Abbildung IV-7). Weiter ist das RamR-Bindemotiv über die IR-Sequenz hinaus hochkonserviert, 

was auch die angrenzende TATA-Box umfasst und ebenso die im pramA-Promotor weiter 

upstream gelegene -35–Region. Dieses ist auch bei den Spezies der Fall, welche keinen ORF für 

romA im Operon enthalten und einen deutlich verkürzten ramR-ramA intergenischen Bereich 
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aufweisen. Die Sequenzhomologie in diesem verkürzten Bereich erstreckte sich für diese Stämme 

bis unmittelbar an die RamR-Bindestelle. 

Sequenzvariationen wurden in der genannten TATA-Box beobachtet, die in den Klebsiella, 

Raoultella und Enterobacter Stämmen um ein Adenin zu TAATAAT (TATAAT in den übrigen 

Stämmen) verlängert war. Weiter unterschied sich der Sequenzbereich zwischen den IR-

Sequenzen insbesondere in den Cronobacter Stämmen von dem der übrigen. 

Ungeachtet der unter IV.2.2.2 beschriebenen Variationen in der RamR-Sequenz, der variierenden 

Präsenz des romA-ORFs sowie der weiter unten unter IV.2.2.6 analysierten Phylogenie der 

ramRA-Sequenzen in den untersuchten Spezies ist die RamR-Bindungssequenz in allen 

analysierten Sequenzen hoch konserviert. Dieses ist ein Hinweis darauf, dass auch der Modus der 

Transkriptionsregulation des ramA-Gens durch die Bindung des lokalen Repressors RamR an die 

beschriebene Bindesequenz in allen Spezies strikt konserviert ist. Dieses unterstreicht die 

Bedeutung des Regulators RamR für das gesamte RamA-Regulationssystem. 

 

 

Abbildung IV-7: Multiples Alignment der ramRA-Sequenzen im pramA-Promotorbereich upstream des 
ORFs von romA. Die RamR-Bindestelle (RamR-BS) mit dem invertierten Sequenzmotiv (inverted repeat, IR) 
ist blau markiert. Die -10 bp und die -35 bp-Region des pramA-Promotors sind durch gepunktete Linien 
angezeigt. Das Alignment umfasst die Sequenzen der dieser Arbeit untersuchten Citrobacter-Stämme sowie 
die Sequenzen des Referenzkollektives (siehe Tabelle IV-3, C.: Citrobacter, Cr.: Cronobacter, E.: 
Enterobacter, K.: Klebsiella, R.: Raoultella, S.: Salmonella, Sh.: Shimwellia). 

 
Weiter wurden konservierte Bereiche upstream von ramA innerhalb des ORFs für romA auf 

mögliche regulatorische Motive hin untersucht. Das entsprechende Alignment ist in Abbildung 

IV-8 dargestellt. Es zeigt, dass der kodierende Bereich von romA in weiten Teilen hochkonserviert 
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ist, der Bereich von -40 bis -10 bp upstream von ramA jedoch sehr variabel. Für Citrobacter 

rodentium (Cit02) wurde hier festgestellt, dass trotz des oben beschriebenen Fehlens eines ORFs 

für romA ein Inselbereich mit hoher Homologie zu den übrigen Spezies innerhalb des ramR-ramA 

intergenischen Bereiches vorliegt (siehe Abbildung IV-8, umgeben von weiten Lücken im 

Alignment). Wie bereits oben genannt, ergab eine BLAST-Analyse keinen signifikanten Treffer für 

die 47 bp langen Inselsequenz, durch welchen deren Bedeutung hätte erklärt werden können.  

Weiter waren für C. rodentium im direkten upstream Bereich von ramA (-1 bis -60 bp) Homologien 

zu den übrigen Spezies zu beobachten. In allen Sequenzen des Alignments war insbesondere der 

Bereich -13 bis -7 bp upstream vom Startcodon von ramA stark konserviert. Zu 100 % identisch 

waren die Basen GAG (-9 bis -7 bp). In den Citrobacter-Spezies waren die Basen GGAG 

(-10 bis -7 bp) identisch. Hier ist vermutlich die Ribosomenbindestelle (Shine-Dalgarno Sequenz) 

der mRNA von ramA lokalisiert. Diese entspricht einer häufigen Variante der Shine-Dalgarno 

Sequenz (Malys 2012). 

Der Bereich von -57 bis -38 bp upstream vom Startcodon von ramA stimmte in allen Spezies im 

Alignment, inklusive C. rodentium, mit der durch Chollet et al. (2004) für Enterobacter aerogenes 

vorhergesagten marbox überein. Dieses könnte ein Hinweis auf eine mögliche Autoregulation von 

RamA in Citrobacter sein. Das Alignment zeigt jedoch auch, dass diese postulierte marbox (in 

schwarzer Box umrandet in Abbildung IV-8) nicht strikt in allen Stämmen konserviert ist. In der 

Literatur wurden keine weiteren Hinweise auf eine definierte marbox innerhalb des ramRA-

Operons gefunden. 

Ein weiteres regulatorisches Element einer möglichen Selbstregulation wurde von Rosenblum et 

al. (2011) ebenfalls im ramA upstream Bereich postuliert. Durch Protein-DNA Bindungsstudien ist 

gezeigt worden, dass RamA ein DNA-Fragment im intergenischen Bereich zwischen ramR und 

ramA bindet. Durch Sequenzanalyse und cDNA-Sequenzierung wurde dort neben dem zuvor 

beschriebenen pramA-Promotor mit RamR-Bindestelle (Baucheron et al. 2012) ein zweiter 

Promotorbereich ca. 310 bp upstream von ramA vorhergesagt (PII). Dieser zeichnete sich durch 

das Motiv einer degenerierten invertierten Sequenzwiederholung aus. Der Abgleich dieses 

Motives im Alignment zeigte eine relativ starke Konservierung in diesem Bereich zwischen den 

analysierten Spezies an, die sich jedoch nicht von den umgebenden Bereichen abhob (siehe 

Abbildung IV-8). 

Bei den Protein-DNA Bindungsstudien von Rosenblum et al. (Rosenblum et al. 2011) wurde 

gezeigt, dass RamA nicht an das ramR-ramA intergenische DNA-Fragment bindet, welches den 

postulierten Promotor PII nicht enthielt. Interessanter Weise enthielt das entsprechende nicht 

bindende DNA-Fragment jedoch die durch Chollet et al. postulierte marbox, was von den Autoren 

nicht angesprochen wurde. Dieses lässt vermuten, dass es zu keiner Autoregulation von RamA an 
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diesem entsprechenden Sequenzmotiv kommt, dessen Bedeutung fraglich ist. Ob es zu einer 

Interaktion an dieser Stelle durch einen anderen Transkriptionsfaktor der AraC/XylS-Familie 

kommt, wurde bislang nicht untersucht. 

Um weitere Informationen über die pramA-Promotorbereiche mittels bioinformatischer Analyse 

zu erhalten, wurde eine BLAST Suche der Sequenz von ramA in den NCBI Datenbanken 

durchgeführt, welche Sequenzen exprimierter Gene enthalten (TSA_NT: Transcriptome Shotgun 

Assembly, EST: Expressed Sequence Tags, GEO: Gene Expression Omnibus, RefSeq_rna: NCBI 

Transcript Reference Sequences). Diese ergab jedoch keine signifikanten Treffer, sodass hier 

keine unterstützende Aussage über die wahrscheinliche Transkriptlänge des ramA-Gens sowie 

die Lage eines zweiten Promotors gemacht werden kann. Die gleiche Beobachtung ergab sich bei 

einer entsprechenden BLAST-Suche mit der romA-Sequenz. Somit bleibt eine Autoregulation von 

RamA ungeklärt. Für eine Identifizierung einer RamA-Bindungsstelle müssten RamA-DNA 

Bindungsstudien durchgeführt werden, bei denen entsprechende DNA-Fragmente unterschied-

licher Teilbereiche des ramRA-Operons untersucht werden sollten.  
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Abbildung IV-8: Alignment der DNA-Sequenzen im Bereich 5´-upstream von ramA der untersuchten 
Citrobacter Spezies und des Referenzkollektives. Markiert sind die degenerierte invertierte 
Sequenzwiederholung (inverted repeat, IR) in dem durch Rosenblum et al. (2011) postulierten zweiten 
Promotorbereich von ramA (PII) sowie die durch Chollet et al. (2004) postulierte marbox (aus Enterobacter 
aerogenes ATCC 13048). Die Bezeichnungen der Bakterienstämme des Referenzollektives entsprichen 
denen der Tabelle IV-3 (C.: Citrobacter, Cr.: Cronobacter, E.: Enterobacter; K.: Klebsiella, R.: Raoultella, S.: 
Salmonella, Sh.: Shimwellia). Die gestrichelte Linie markiert den Bereich, der in den Protein-DNA 
Bindungsstudien publiziert durch Rosenblum et al. 2011 keine Bindung durch RamA in K. pneumoniae 
gezeigt hat (Rosenblum et al. 2011). Der ORF für ramA ist durch einen blauen Pfeil markiert. SD: mögliche 
Shine-Dalgarno Sequenz. 
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IV.2.2.6 Phylogenie der ram-Gene 

Um zu prüfen, ob sich in den DNA-Sequenzen entsprechende Hinweise dafür finden ließen, ob sich 

das ramRA-Operon in den Enterobakterien horizontal ausgebreitet hat, wurde eine vergleichende 

Stammbaumanalyse durchgeführt. Dazu wurde ein Stammbaum für die DNA-Sequenzen des 

gesamten ramRA-Operons erstellt und mit einem Stammbaum der 16S rRNA Sequenzen 

derselben Stämme verglichen. Die 16S rRNA kodiert für die ribosomale RNA der 30S Untereinheit 

der bakteriellen Ribosomen und wird wegen ihrer besonders starken Sequenzkonservierung 

standardmäßig für phylogenetische Analysen eingesetzt (Case et al. 2007). Die zu prüfende 

Hypothese war, dass sich die beiden Stammbäume deutlich voneinander unterscheiden müssten, 

sofern eine horizontale Ausbreitung der ramRA-Gene nach der Aufspaltung der einzelnen Spezies 

stattfand. Bei einer Übereinstimmung wäre ein vertikaler Gentransfer anzunehmen, der von 

einem gemeinsamen Vorfahren ausging. Die Stammbäume wurden wie unter II.2.4.1 beschrieben 

mit dem Web-basierten Programmpaket phylogeny.fr (Dereeper et al. 2008) erstellt. Für die 

Citrobacter Stämme wurden publizierte partielle 16S-Sequenzen verwendet. Die entsprechenden 

NCBI Acc.nr. sind in der Darstellung der Stammbäume angegeben. 

Der Vergleich beider Stammbäume (siehe Abbildung IV-9) zeigt, dass die ramRA-Sequenzen die 

Verwandtschaftsbeziehungen der 16S-Sequenzen und somit der Speziesgrenzen im Wesentlichen 

widerspiegeln. In beiden Stammbäumen bildeten die Cronobacter Spezies zusammen mit 

Shimwellia blattae eine Gruppe. Die Salmonella Spezies gruppierten nahe bzw. innerhalb der 

Citrobacter Spezies. Die Spezies der Gattungen Klebsiella, Enterobacter und Raoultella bildeten 

eine gemischte Gruppe, innerhalb derer sich die ramRA- und 16S-Sequenzen der Spezies 

Enterobacter cloacae am stärksten von den übrigen unterscheiden. Die einzige deutliche 

Abweichung zwischen beiden Stammbäumen findet sich bei den Spezies Citrobacter freundii und 

Citrobacter werkmanii, welche im ramRA-Stammbaum Teil der Citrobacter Gruppe sind, im 16S-

rRNA-Stammbaum jedoch innerhalb der Klebsiella, Enterobacter und Raoultella Spezies gruppiert 

wurden. Hier ist jedoch anzuzweifeln, ob die 16S rRNA-Sequenzen tatsächlich die 

Verwandtschaftsbeziehungen korrekt abbildet, da beide Citrobacter Stämme, Citrobacter freundii 

ATCC 8090 und Citrobacter werkmanii CDC 0876-58, Teil des Stammkollektives sind, an dem 

beide Spezies mittels DNA-Hybridisierungstechnik erstmals beschrieben wurden (Brenner et al. 

1993). 

Somit ist anzunehmen, dass die ramRA-Gene bereits in den Chromosomen der hier untersuchten 

Spezies vertreten waren, als diese sich im Lauf der Evolution voneinander abgegrenzt haben. Die 

Analyse legt einen gemeinsamen Vorfahr aller Spezies nahe, der die ramRA-Gene bereits enthielt. 
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Abbildung IV-9: Stammbäume der ramRA und 16S rRNA-Sequenzen im Vergleich. Die Stämme entsprechen 
denen in Tabelle IV-3. Die Berechnung wurde mit dem Web-Softwarepaket phylogeny.fr (Dereeper et al. 
2008) durchgeführt, wobei die Alignments mit MUSCLE und die Stammbäume mit PhyML erstellt wurden. 
Verzweigungen mit Bootstrap-Werten unter 50 % wurden aufgelöst. NCBI Acc.nr. für die 16S Sequenzen 
der Citrobacter Spezies sind jeweils nach dem Speziesnamen aufgeführt. 
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IV.2.2.7 Syntenie-Analyse in der Operonumgebung 

Um weitere Hinweise über die Art der Verbreitung des ramRA-Operons zu erhalten, wurde die 

Region um das Gen ramA in verschiedenen Spezies auf Konservierung der Genreihenfolge 

(Syntenie) untersucht. Dafür wurden die Genome der in Tabelle IV-3 aufgeführten Spezies des 

Referenzkollektives sowie eines Citrobacter freundii Stammes (Citrobacter_freundii_CFNIH1, 

NCBI Acc.nr.: CP007557) analysiert, welches für die vorherigen Analysen noch nicht zur 

Verfügung stand, da es noch nicht publiziert war. Für die Untersuchung wurden die beiden web-

basierten Programme SyntTax (Oberto 2013) und der Genome Synteny Analyzer des Institut de 

Génétique et Microbiologie, Université Paris-Sud verwendet (II.1.12). Diese arbeiteten beide mit 

einem BLAST Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool), mit dem in jedem analysierten 

Genom Homologe zu einem vorgegebenen Gen gesucht wurden. Hierbei wurden entsprechende 

Homologe zum Gen ramA aus Citrobacter freundii (GK100) gesucht. Da der Algorithmus mit einem 

Abgleich der Aminosäuresequenzen arbeitet, wurde die DNA-Sequenz von ramA im Programm 

Vector NTI (siehe II.2.4 ) zunächst translatiert. Zwischen den verschiedenen Genomen wurden 

dann die Gene automatisiert auf Homologie untersucht, die das jeweilige ramA homologe Gen 

umgaben. Dabei wurde jeweils ein Bereich von 15 kB analysiert. Die Ergebnisse beider 

Programme wurden abgeglichen und z. T. durch Sequenzvergleiche manuell überprüft. Aus der 

Ergebnisdarstellung von SyntTax wurde eine modifizierte Abbildung erstellt (Abbildung IV-10). 

In den Ergebnissen zeigte sich, dass es in den Genomen z. T. größere Übereinstimmungen mit 

taxonomisch weiter entfernt eingeordneten Spezies gibt als mit solchen derselben Gattung. So 

wies Klebsiella oxytoca mehr Übereinstimmungen zu Raoultella ornitholytica und Citrobacter 

koseri auf als zu Klebsiella pneumoniae. Ebenso war zu sehen, dass die Bereiche upstream und 

downstream zum ramRA-Operon unterschiedlich stark konserviert sind. So sind die beiden direkt 

an ramR angrenzenden ORFs (gelb und hellblau) mit der Annotation nfnB und ybdF („oxygen-

insensitive NAD(P)H nitroreductase“ bzw. „hypothetical protein“ in Sal02) in allen Genomen 

konserviert gewesen, mit Ausnahme von Cronobacter sakazakii (Cro01) und Shimwellia blattae 

(Shm01). Dagegen wies der direkt an ramA angrenzende Bereich eine höhere Variabilität auf. In 

der Syntenie des downstream Bereiches von ramA zeigten sich drei Gruppierungen: 1. Kle05 und 

Ent01, 2. Kle02, Rao01 und Cit01 und 3. C. freundii, Sal02 und Cit02. Es wird deutlich, dass auch 

die Citrobacter Stämme untereinander heterogen sind. Die in dieser Arbeit bearbeiteten 

Citrobacter Stämme der Spezies C. farmeri (GK2519) und C. sedlakii (GK2552) wiesen in der 

direkten Umgebung downstream von ramA eine Syntenie zu C. koseri (Cit01) auf. Somit lassen sich 

die Citrobacter Spezies C. koseri, C. farmeri und C. sedlakii mit Syntenie zu Roultella ornitholytica 

gruppieren. C. freundii weist eine umgekehrte Reihenfolge der ORFs downstream von ramA auf im 

Vergleich zu den genannten Citrobacter Spezies und zeigt somit größere Übereinstimmungen mit 
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Salmonella enterica (Sal02). Hier ist ein zusätzlicher ORF (CFNIH1_13005) inseriert, zu dem sich 

lediglich in C. rodentium mit dem ORF ROD_05741 eine schwache Homologie nachweisen ließ 

(36 % Aminosäurenidentität, BLAST Hit: „GCN5 family acetyltransferase“). C. rodentium wies bis 

auf die zwei jeweils upstream und downstream an das ramRA-Operon angrenzenden ORFs sowie 

dem genannten ORF ROD_05741 keine Übereinstimmung mit den übrigen analysierten Spezies 

auf. Die Spezies Cronobacter sakazaki und Shimwelia blattae sind als vollständig isoliert zu 

betrachten und zeigten weder Übereinstimmung zueinander noch zu allen übrigen Spezies. Dieses 

stimmt mit den Ergebnissen der Phylogenieanalyse unter IV.2.2.6 überein. 

Diese Beobachtungen lassen z. T. andere genetische Verwandtschaftsverhältnisse vermuten, als 

jene, die durch die reine Sequenzhomologie innerhalb des ramRA-Operons berechnet wurden. 

Hierbei ist jedoch zu beachten, dass auf Syntenien funktionell verschiedener Gene sehr 

wahrscheinlich ein geringerer Selektionsdruck lastet als auf den jeweiligen Genen selbst. Deshalb 

ist fraglich, ob sich Syntenien zur Verwandtschaftsanalyse in der Zukunft bewähren werden, da 

immer die Gefahr besteht Analogien statt Homologien zu betrachten. Deutlich wurde jedoch auch, 

dass die Gene ramR und ramA trotz aller Variabilität der genomischen Umgebung immer 

zusammen auftauchen und mit Ausnahme von romA auch immer im selben Abstand. 

Offensichtlich lastet auf der Anordnung der Gene ein hoher Selektionsdruck. Dieses ist sehr 

wahrscheinlich durch die starke Konservierung der RamR Bindestelle zu erklären, welche in den 

Promotorbereichen beider Gene, ramA und ramR, liegt und entscheidend für die Funktion des 

ramRA-Operons ist (siehe auch Homologieanalyse der RamR Bindestelle unter IV.2.2.5). 
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Abbildung IV-10: Syntenieanalyse im Bereich um das Gen ramA in den Genomen ausgewählter Spezies. 
Abgebildet ist ein Bereich von 15 kB um das zentrierte ramA Gen (pink, fett schwarz umrandet). Homologe 
Gene sind durch blaue Verknüpfungen markiert. Die Darstellung wurde mit dem Programm SyntTax erstellt 
und modifiziert. Die Spezies und Genome entsprechen denen des Referenzkollektives in Tabelle IV-3. Das 
Genom von Citrobacter freundii CFNIH1 mit der NCBI Acc.nr.: CP007557 wurde zusätzlich hinzugenommen. 
Die Genbezeichnungen entsprechen den Annotationen in den jeweiligen Genomen. 

 

Desweiteren wurden hier Syntenien zu E. coli untersucht. Im Chromosom von E. coli ist kein ramA 

homologes Gen vorhanden. Es stellte sich daher die Frage, ob es hier zu einem Verlust der ramRA-

Gene in einem konservierten Bereich gekommen ist oder ob die Genomstruktur gänzlich 

verschieden ist und niemals ramA enthielt. Dazu wurde eine entsprechende Analyse mit SyntTax 

durchgeführt bei der die Genome der Citrobacter Spezies mit dem von E. coli W3110 (NCBI 

Acc.nr.: NC_007779) verglichen wurden. Dabei wurde die Aminosäuresequenz des translatierten 

Gens ybdF aus C. koseri (Cit01) vorgegeben, welches in den zuvor untersuchten Stämmen stark 

konserviert war. Aus der Ergebnisdarstellung von SyntTax wurde eine modifizierte Abbildung 

erstellt (Abbildung IV-11). 

Es zeigte sich, dass das Gen ybdF auch in E. coli in einer Umgebung mit hoher Übereinstimmung 
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zu den übrigen Spezies lokalisiert war. Die ORFs der Gene ybdK, ybdJ, ybdF und nfnB folgen direkt 

aufeinander, während sie in den Citrobacter Spezies durch die ramRA-Gene zwischen ybdJ und 

ybdF unterbrochen sind. Die zuvor beobachteten ORFs downstream von ramA mit umgekehrter 

Reihenfolge in C. koseri im Vergleich zu C. freundii wiesen ebenfalls eine hohe Homologie zu dem 

Gen fepA (lila) in E. coli auf. Der weiter entferntere downstream Bereich von ybdF zeigte dagegen 

eine höhere Übereinstimmung mit den übrigen Spezies nur in dem Gen ybdG an. Die Gene ybdK 

(Glutamat-Cystein-Ligase Familie, PFAM Acc.nr.: pfam04107), ybdJ (Putatives Protein der inneren 

Membran, PFAM Acc.nr.: pfam06643), ybdF (Hypothetisches Protein, YjbR Superfamilie, PFAM 

Acc.nr.: pfam04237) und nfnB (Dihydropteridin-Reductase, PFAM Acc.nr.: pfam00881) sowie ihre 

Reihenfolge waren in den Spezies C. freundii, C. rodentium, S. enterica sowie E. coli konserviert. 

Während diese Gene in E. coli direkt aufeinander folgen, sind sie bei den anderen Spezies zwischen 

ybdJ und ybdF durch die ramRA-Gene getrennt. Ob diese bei E. coli deletiert wurden oder in einer 

der anderen Spezies an dieser Stelle inseriert wurden und sich dann bei der Aufteilung der 

einzelnen Arten in der Evolution etabliert hat, kann anhand dieser Ergebnisse nicht beantwortet 

werden. 

 

 

 

Abbildung IV-11: Syntenieanalyse im Bereich um das Gen ramA in den Genomen der Citrobacter Spezies 
mit dem entsprechendem Genombereich in E. coli W3110. Abgebildet ist ein Bereich von 15 kB um das 
zentrierte Gen ybdF (blau, fett schwarz umrandet). Homologe Gene sind durch blaue Verknüpfungen 
markiert. Die Darstellung wurde mit dem Programm SyntTax erstellt und modifiziert. Die Spezies und 
Genome entsprechen denen des Referenzkollektives in Tabelle IV-3. Das Genom von 
Citrobacter freundii CFNIH1 mit der NCBI Acc.nr.: CP007557 wurde zusätzlich hinzugenommen. Das 
E coli W3110 Genom hat die NCBI Acc.nr. NC_007779.1. Die Genbezeichnungen entsprechen den 
Annotationen in den jeweiligen Genomen. 
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Das Ergebnis der Analyse wirft die Frage auf, ob die bestehende Taxonomie der Spezies und 

Gattungen die tatsächlichen Verwandtschaftsverhältnisse widerspiegeln, da einzelne Stämme 

eine höhere Syntenie zu Vertretern einer anderen Gattung aufwiesen als zu Vertretern derselben 

Gattung. Bei der Analyse von Verwandtschaftsbeziehungen können lediglich Ähnlichkeiten 

ausgewählter Merkmale herangezogen werden. Die Auswahl anderer Merkmale führt unter 

Umständen zu einer anderen Bewertung der Verwandtschaftsbeziehung. Letztlich ist dieses 

Problem der Evolutionsforschung nie lösbar, da nur bestehende Merkmale empirisch untersucht 

werden können, nie aber der Verlauf einer Speziesentwicklung, die sich über einen sehr langen 

Zeitraum abspielt. 

IV.2.2.8 Homologievergleich von RamA mit Vertretern der AraC/XylS Proteinfamilie 

Das Genom von Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (NCBI Acc.nr.: CP000822) enthält mit den Genen 

marA, soxS, rob und ramA alle Gene der Transkriptionsfaktoren der AraC/XylS Proteinfamilie, die 

mit der Regulation der MDR Efflux Pumpe AcrAB-TolC assoziiert sind (siehe I.4.2). Der Vergleich 

der abgeleiteten Aminosäuresequenzen aller vier Transkriptionsfaktoren zeigt eine hohe 

Homologie vor allem in den für die Proteinfamilie typischen Helix-Turn-Helix Motiven an (siehe 

Abbildung IV-12). Der paarweise Vergleich der Konservierung der einzelnen Aminosäure-

positionen unter den Transkriptionsfaktoren zeigt, dass über 60 % der Positionen durch 

Aminosäuren ähnlicher Eigenschaften besetzt sind (in Tabelle IV-8 angegeben durch die 

prozentuale Ähnlichkeit). Der Vergleich der einzelnen Transkriptionsfaktoren zwischen C. koseri 

und E. coli zeigt eine Ähnlichkeit von 97 % und höher für MarA, Rob und SoxS an. Diese 

Beobachtung lässt eine ähnliche Funktionsweise des Transkriptionsfaktors RamA aus Citrobacter 

vermuten, wie sie für MarA und Rob jeweils anhand der Kristallstrukturen beschrieben worden 

ist (Rhee et al. 1998 bzw. Kwon et al. 2000). Diese Feststellung wurde im weiteren Verlauf der 

vorliegenden Arbeit zur Grundlage einer in silico Strukturmodellierung von RamA aus C. koseri 

genommen, anhand derer weitere funktionelle Untersuchungen folgten. 
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Abbildung IV-12: Multiples Sequenzalignment der abgeleiteten Aminosäuresequenzen der 
Transkriptionsfaktoren RamA, MarA, Rob und SoxS aus Citrobacter koseri ATCC BAA895 (NCBI Acc.nr.: 
CP000822). Die Gene wurden mittels BLAST Analyse in dem Genom des Stammes identifiziert und mit der 
Software Vector NTI translatiert und aligniert. Die angegebenen Helix-Turn-Helix- (HTH) Motive wurden 
durch den Abgleich in der NCBI Conserved Domains Datenbank vorhergesagt. 

 

Tabelle IV-8: Prozentualer Anteil im paarweisen Vergleich übereinstimmender oder ähnlicher Positionen 
der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von RamA, MarA, Rob und SoxS aus Citrobacter koseri ATCC-
BAA895 (NCBI Acc.nr.: CP000822) (Ck) und E. coli (Ec) (MarA PDB Acc.nr.: 1BL0, Rob NCBI Acc.nr.: 
CDL38740, SoxS NCBI Acc.nr.: CDL37793). Die Translation aus den C. koseri DNA-Sequenzen sowie die 
Alignierung und der Ähnlichkeitssvergleich erfolgten automatisiert mittels der Vector NTI Software. 

 RamA Ck MarA Ck MarA Ec Rob Ck Rob Ec SoxS Ck SoxS Ec 

RamA C. koseri 100 67 67 65 65 76 76 

MarA C. koseri  100 98 62 62 64 65 

MarA E. coli   100 62 62 64 65 

Rob C. koseri    100 97 70 71 

Rob E. coli     100 70 71 

SoxS C. koseri      100 97 

SoxS E. coli       100 

 

 

IV.3 RamA und multiple drug resistance (MDR) in Citrobacter spec. 

Die hohe Homologie der DNA-Sequenz für ramA aus Citrobacter freundii GK100 zu denen anderer 

Enterobakterien wurde bereits durch die Dissertation von Franziska Pott gezeigt (Pott 2011). Der 

weitergehende Vergleich der Sequenzen in der vorliegenden Arbeit hat gezeigt, dass diese hohe 

Homologie auch zwischen verschiedenen Arten der Gattung Citrobacter besteht. Dieses ließ auf 

eine ähnlich Bedeutung von ramA für die potentielle Ausprägung eines multiple drug resistance 
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(MDR) Phänotypes in Citrobacter schließen, wie sie für Salmonella enterica, Klebsiella pneumonia 

und Enterobacter aerogenes beschrieben worden ist (George, Hall, and Stokes 1995; Yassien et al. 

2002; Chollet et al. 2004). Für all diese Stämme wurde gezeigt, dass eine erhöhte Expression von 

ramA zur Ausprägung eines MDR-Phänotypes führte, bei dem simultan die MHK-Werte für 

verschiedene Antibiotika unterschiedlicher Klassen erhöht waren. Ähnliches ließ sich auch in dem 

klinischen Citrobacter freundii Isolat 1392 nachweisen. In der Dissertation von Franziska Pott 

wurde gezeigt, dass dieser Stamm eine knockout-Mutation in ramR trägt und eine erhöhte 

Expression von ramA und dem Gen acrB der MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC aufweist. Die 

Komplementation mit dem Wildtyp-Gen führte zu einer deutlich geringeren Expression beider 

Gene (Pott 2011). 

Um zu klären, ob eine gezielte Überexpression von ramA auch in C.  freundii zur Ausprägung eines 

MDR-Phänotyp führte, wurde das Gen aus dem Stamm C. freundii GK100 isoliert und in einen 

Überexpressionsvektor kloniert. Dieser wurde dann in den Stamm C. freundii GK100 

transformiert und anschließend ein Antibiotikaresistenzprofil erstellt. Weiter sollte geprüft 

werden, ob eine heterologe Expression von ramA in Stämmen anderer Enterobakterienarten, u. a. 

auch E. coli, welcher kein ramA-homolges Gen im Genom trägt, zur Ausprägung eines MDR-

Phänotypes führte. Dabei wurden auch E. coli Mutanten ausgewählt, die knockout-Mutationen in 

den Genen marA, soxS und rob trugen. Darüber sollte geprüft werden, ob sich Rückschlüsse auf 

etwaige Interaktionen dieser Gene bzw. deren entsprechenden Genprodukte mit dem heterolog 

exprimierten ramA aus C. freundii ziehen ließen. 

IV.3.1 Zur Überexpression von ramA in Citrobacter und anderen Enterobakterien 

Zellen des Citrobacter freundii Stammes GK100, die mit dem ramA-Überexpressionplasmid 

pHPAR19-01.3 transformiert waren, wiesen im Vergleich zu den mit dem Referenzsplasmid 

pHPAR19-01.1 für alle getesteten Antibiotika eine 2-8fach erhöhte MHK auf (siehe Tabelle 

III-12). Hierdurch wurde gezeigt, dass das ramA-homologe Gen in C. freundii mit der Ausbildung 

eines MDR-Phänotypes assoziiert ist. 

Bei dem Experiment hat sich gezeigt, dass es durch die Zugabe von Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid (IPTG) zu keiner Verstärkung des MHK-steigernden Effektes kam. Dieses 

deutet daraufhin, dass entweder die ramA-Expression von dem Plasmid ausgehend durch die 

Zugabe von IPTG nicht weiter gesteigert werden konnte oder, dass es durch eine weitere 

Expressionssteigerung nicht zu einer verstärkten Wirkung des Transkriptionsfaktors kam. 

Betrachtet man die Regulation der IPTG vermittelten Induktion der Transkriptionsrate am plac-

Promotor, ist jedoch zu vermuten, dass sich der Expressionsstatus bereits ohne IPTG-Zugabe auf 

höchstem Niveau befand. So bindet IPTG den LacI-Repressor und inaktiviert diesen, wodurch er 
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nicht mehr in den Operator-Bereichen des plac-Promotors binden kann. Durch die hohe Kopiezahl 

des Plasmides reicht jedoch die Anzahl natürlich gebildeten LacI-Repressors sehr wahrscheinlich 

nicht aus, um die Transkription effektiv zu unterbinden. Deshalb sollte für eine Kontrolle des plac-

Promotors durch IPTG auf pUC18 Plasmidderivaten das Gen des Repressors LacI ebenfalls 

überexprimiert werden (Stark 1987). Für die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit war 

dieses nicht von Interesse. Auf die Verwendung von IPTG wurde deshalb im weiteren Verlauf 

verzichtet. 

Eine Steigerung der Resistenz gegenüber den Antibiotika CIP und TET wurde bei der 

Überexpression von ramA aus C. freundii auch in den Citrobacter Stämmen C. koseri GK1189, 

C. sedlakii GK2552, C. farmeri GK2519, C. werkmannii GK708 und C. rodentium GK1253 

beobachtet, die mit dem ramA Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 transformiert waren. Das 

entsprechende Experiment mit den Stämmen K. pneumoniae GK94, E. cloacae GK489 und 

S. enterica Typhimurium GK501 (siehe Tabelle III-14) sowie mit E. coli GK571 (siehe Tabelle 

III-13) zeigte, dass selbst bei einer gattungsübergreifenden heterologen Expression des ramA-

Gens aus C. freundii GK100 der MDR-induzierende Effekt zu beobachten war. Ledliglich der 

E. cloacae Stamm zeigte ausschließlich für CIP eine erhöhte MHK, nicht jedoch für TET. Die 

Ursache hierfür ist unbekannt. Es sind weitere Untersuchungen mit anderen Antibiotika andere 

Substanzklassen nötig, um einen MDR-induzierenden Effekt zweifelsfrei zu prüfen. 

Für die jeweiligen ramA-Gene in den Chromosomen von Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 

aerogenes und auch Salmonella enterica serovar Paratyphi wurde ebenfalls eine Übertragbarkeit 

des MDR-induktiven Effektes in E. coli gezeigt (George, Hall, and Stokes 1995; Chollet et al. 2004; 

Yassien et al. 2002). Dieses war bereits bei der ersten Entdeckung insofern überraschend, als dass 

das E. coli Genom die ramRA-Gene nicht enthält und der Organismus somit auch keine natürliche 

Regulationskaskade über diese Transkriptionsfaktoren verfügt. Es ist anzunehmen, dass in allen 

untersuchten Stämmen der heterologe Transkriptionsfaktor RamA funktionsfähig gebildet wird 

und seine resistenzsteigernde Wirkung entfaltet. 

Der Literaturabgleich der MHK-Unterschiede zwischen Zellen mit ramA-Überexpression und der 

entsprechenden Kontrollzellen (siehe Tabelle IV-9) zeigte, dass die für Citrobacter freundii 

ermittelten Werte niedriger ausfielen als für Klebsiella, jedoch mit einzelnen Ausnahmen 

vergleichbar mit denen für Enterobacter und Salmonella waren (George, Hall, and Stokes 1995; 

Chollet et al. 2004; Yassien et al. 2002). Die deutlich größeren MHK-Unterschiede, die bei der 

ramA-Überexpression mittels multicopy Plasmid in einem Klebsiella pneumoniae Stamm 

publiziert wurden (George, Hall, and Stokes 1995), könnten in der unterschiedlichen Methode der 

Bestimmung der MHK-Werte begründet sein. So wurden diese in der vorliegenden Arbeit mit dem 

Mikrodilutionsverfahren stufenweise mit definierten Antibiotikakonzentrationen bestimmt. In 
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der angesprochenen Publikation wurden die MHK-Werte über eine Agar-Gradientenmethode 

bestimmt, bei der ein kontinuierlicher Antibiotikagradient in einem festen Nährmedium zugrunde 

gelegt wurde (George, Hall, and Stokes 1995). Letztere muss als ungenauer eingeschätzt werden, 

da diese Gradientenplatten sehr wahrscheinlich nicht mit definierten Antibiotikakonzentrationen 

an jedem Punkt der Platten hergestellt werden können. Insofern sind die Werte zwischen der 

Untersuchung in Citrobacter und Klebsiella nicht direkt vergleichbar. In den übrigen Stämmen hat 

sich jedoch gezeigt, dass die Resistenz gegenüber allen untersuchten Antibiotika um 1-3 MHK 

Stufen erhöht war. Somit handelt es sich um eine leichte Resistenzerhöhung, die allein nicht für 

die Ausprägung einer klinisch relevanten Resistenz ausreicht. 

 

Tabelle IV-9: Literaturangaben für MHK-Werte, die bei artifizieller ramA-Überexpression gemessen 
wurden. TET: Tetracyclin, NAL: Nalidixinsäure, PUR: Puromycin, n.v.: nicht verfügbar. 

Spezies ramA-Überexpr. TET NAL PUR   Quelle 

Klebsiella pneumoniae 
 +  16,5 35,0 >860   George et al. 

1995  – 1,6 1,2 7   

Escherichia coli 
 + (K. pneumoniae) 15,0 12,5 >860 

 George et al. 
1995  – 1,5 1,2 4 

 

Enterobacter aerogenes 
 +  16,0 32,0 n.v.   Chollet et al. 

2004  – 4,0 8,0 n.v.   

Escherichia coli 
 + (E. aerogenes) 16,0 128,0 n.v. 

 Chollet et al. 
2004  – 1,0 64,0 n.v. 

 

Salmonella Hadar 
 +  128,0 16,0 n.v.   Feuerriegel and 

Heisig 2008  – 8,0 1,0 n.v.   

Escherichia coli 
 + (S. Paratyphi) 4,0 n.v. n.v. 

 Yassien et al. 
2002  – 0,5 n.v. n.v. 

 

Citrobacter freundii 
 + 8,0 32,0 512  

Diese Arbeit 
 - 1,0 8,0 128  

Escherichia coli 
 + (C. freundii) 4,0 32,0 256  

Diese Arbeit 
 - 1,0 8,0 64  

 

In der Dissertation von Franziska Kühn (geb. Pott) wurde gezeigt, dass die Expression von ramA 

im Stamm C. freundii GK100 in Abhängigkeit von ramR steht (Pott 2011). In einer entsprechenden 

ΔramR knockout-Mutante war die ramA-Expression um Faktor 29 erhöht und die minimale 

Hemmkonzentration (MHK) für die Antibiotika Ciprofloxacin (4-fach), Tetracyclin (8-fach) und 

Florfenicol (8-fach) gesteigert. Die vergleichende Quantifizierung der Transkription des Gens 
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acrB zeigte, dass das Gen acrB der MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC um den Faktor 2,3 verstärkt 

exprimiert wurde (Pott 2011). Dieses waren starke Hinweise dafür, dass die Gene ramA und ramR 

eine bedeutende Rolle bei der Ausprägung einer multiplen Antibiotikaresistenz in den 

Citrobacter-Stämmen haben. Doch erst die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben eindeutig 

bestätigt, dass das ramA-Gen mit der Ausprägung eines MDR-Phänotypes assoziiert war, da dieses 

hier isoliert untersucht wurde. 

IV.3.2 Einfluss von Effluxpumpen 

Die Untersuchung des MDR-induzierenden Effektes einer ramA-Überexpression wurde auch 

unter Verwendung von Phenylalanin-Arginyl β-Naphthylamid (PAβN) durchgeführt. PAβN ist ein 

Substrat der AcrAB-TolC Effluxpumpe und bindet an die Proteinkomponente AcrB, was durch eine 

Kokristallisation gezeigt werden konnte (Yu et al. 2005). Die genaue Wirkungsweise des 

Inhibitors ist noch nicht geklärt, man vermutet jedoch, dass es zu einer Kompetition der Bindung 

von PAβN mit den Substraten der Effluxpumpe kommt, wodurch diese in der Zelle akkumulieren 

(Barbara Zechini 2009). Neuere Untersuchungen haben außerdem gezeigt, dass PAβN zu einer 

erhöhten Permeabilität der äußeren Zellmembran führt und somit ebenso die Sensitivität der 

Zelle steigert, wobei dieses auch vom jeweiligen Antibiotikum abhängig ist (Lamers, Cavallari, and 

Burrows 2013). 

Unter Zugabe des Effluxpumpeninibitors (EPI) PAβN waren bei gleichzeitiger ramA-

Überexpression in allen untersuchten Stämmen der verschiedenen Gattungen Citrobacter, 

Klebsiella, Enterobacter und Salmonella die MHK-Werte deutlich geringer als ohne PAβN und 

vielfach auf Kontrollniveau. Daher ist anzunehmen, dass der beobachtete ramA-abhängige Effekt 

der Ausbildung eines MDR-Phänotyps unter Beteiligung der AcrAB-TolC Effluxpumpe zustande 

kam. 

Weiter wurde beobachtet, dass unter Zugabe von PAβN insbesondere die Sensitivität gegenüber 

Nalidixinsäure (NAL) in den untersuchten ramA-überexprimierenden Stämmen der Arten 

Citrobacter freundii und E. coli deutlich gesteigert war. Die entsprechenden MHK-Werte waren 

sogar vielfach geringer als die der Kontrollgruppe ohne ramA-Überexpression (siehe Tabelle 

III-12 und Tabelle III-13). Dieses wurde für kein anderes Antibiotikum so deutlich beobachtet 

mit Ausnahme von CIP im Stamm Salmonella enterica Typhimurium. Aus den Beobachtungen ist 

zu schließen, dass NAL stärker in der Zelle akkumuliert bei der Hemmung der Effluxpumpen als 

die anderen Antibiotika, was den gewichtigen Anteil der Effluxpumpe bei der Resistenzbildung 

gegenüber dem Chinolon NAL unterstreicht. 

Eine Abhängigkeit des ramA-induzierten MDR-Phänotypes von Effluxpumpen konnte auch durch 

die entsprechende ramA-Überexpression in der E. coli ΔtolC-Mutante R7 gezeigt werden. Im 
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Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-Stamm E. coli C600 kam es nicht zur Ausbildung eines 

MDR-Phänotypes (siehe Tabelle III-15). In diesem Stamm war das Gen tolC inaktiviert, weshalb 

keine intakten tolC-abhängigen Effluxpumpen wie AcrAB-TolC oder AcrEF-TolC gebildet werden 

können. Damit wurde gezeigt, dass auch ramA aus C. freundii mit der Ausbildung eines von der 

Effluxpumpe AcrAB-TolC abhängigen MDR-Phänotypes assoziiert ist, wie es für die homologen 

Gene in K. pneumoniae, S. enterica und E. aerogenes bereits bekannt war (George, Hall, and Stokes 

1995; Chollet et al. 2004; Yassien et al. 2002; Feuerriegel and Heisig 2008). 

IV.3.3 Induktion des MDR-Phänotypes durch Überexpression in den E. coli ΔmarA, ΔsoxS 

und Δrob Mutanten 

Die Expression der MDR-Effluxpumpe AcrAB-TolC wird in E. coli reguliert durch die globalen 

Transkriptionsfaktoren MarA, SoxS und Rob, die im Promotorbereich von acrAB und tolC binden 

(siehe I.4.2). Der Regulator RamA ist im E. coli Genom nicht kodiert. Das hier durchgeführte 

Experiment, bei dem ramA aus C. freundii mit Hilfe des Plasmides pHPAR19-01.3 in E. coli 

heterolog überexprimiert wurde, hat gezeigt, dass es auch zur Ausbildung eines MDR-Phänotypes 

kommt (siehe Tabelle III-13). Diese resistenzsteigernde Wirkung war effluxabhängig, was durch 

den Einsatz des Effluxpumpenhemmers gezeigt wurde. Hierbei stellte sich die Frage, ob das 

heterolog exprimierte ramA-Genprodukt in E. coli eine direkte Interaktion mit dem pacrAB-

Promotor einging, wie es für RamA in Salmonella berichtet wurde (E. Nikaido, Yamaguchi, and 

Nishino 2008), oder ob es zu einer Interaktion mit MarA, SoxS oder Rob kam, die letztlich zu einem 

gesteigerten Efflux führte. 

In der vorliegenden Arbeit wurde dazu experimentell die ramA-Überexpression in drei E. coli 

Stämmen mit jeweils einer knockout-Mutation im Gen marA, soxS oder rob untersucht. Die 

Mutanten entstammten der „Keio collection“, einer Stammsammlung, die nahezu für jedes Gen in 

E. coli eine knockout-Mutante enthält (Baba et al. 2006). Diese wurden über eine gezielte 

Mutagenese durch homologe Rekombination hergestellt, bei der das entsprechende Gen durch 

eine Kanamycinresistenzkassette ausgetauscht und anschließend mittels Flippase eliminiert 

wurde. In allen drei hier untersuchten Stämmen war die Ausbildung eines MDR-Phänotypes zu 

beobachten, wenn diese mit dem ramA-Überexpressionsplasmid pHPAR19-01.3 transformiert 

wurden (siehe III.3.3.). Dieses macht deutlich, dass RamA seine effluxaktivierende Wirkung nicht 

in Abhängigkeit eines einzelnen der ausgeschalteten Transkriptionsfaktoren etabliert. Deshalb ist 

zu vermuten, dass die Effluxinduktion durch eine direkte RamA-DNA-Interaktion zustande 

kommt. Eine komplexe gleichzeitige Interaktion von RamA mit MarA, SoxS und Rob kann durch 

dieses Experiment jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dazu müssten jeweils Mutanten mit 

knockout-Kombinationen in den jeweiligen Genen untersucht werden. 
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Weiter wurde untersucht, ob eine gleichzeitige Überexpression mehrerer Transkriptionsfaktoren 

der AcrAB-TolC-Effluxpumpe eine weitere Steigerung der MHK-Werte zur Folge hat. Dazu wurden 

die Zellen mit ramA-Überexpression zusätzlich mit Natriumsalicylat induziert. Es ist bekannt, dass 

dieses Salz mit MarR, dem lokalen Repressor von marA, interagiert, woraufhin dieser inaktiviert 

wird. Das wiederrum führt zu einer verstärkten Expression von marA und somit zu einem MDR-

Phänotyp in E. coli (R G Martin and Rosner 1995; Cohen et al. 1993). Die Ergebnisse haben gezeigt, 

dass die gemessenen MHK-Werte für CIP und TET von C. freundii unter ramA-Überexpression 

durch Salicylat zusätzlich erhöht waren. Diese Beobachtung konnte im entsprechenden 

Experiment an E. coli Zellen nicht gemacht werden. Desweiteren wurde beobachtet, dass die 

ramA-Überexpression sowie die Salicylatzugabe jeweils ungefähr den gleichen Effekt im Bezug 

auf die MHK-Steigerung in C. freundii hatten. Dagegen war der MHK-steigernde Effekt durch 

ramA-Überexpression in E. coli stärker als durch Salicylatzugabe. Hier hat also das heterologe 

Protein RamA einen stärkeren Effekt als das zelleigene MarA. Da in dem Experiment nicht 

gewährleistet war, dass die ramA- und die marA-Überexpression quantitativ vergleichbar war, 

kann nicht ausgeschlossen werden, dass das plasmidkodierte ramA in E. coli durch die 

Salicylatzugabe deutlich stärker exprimiert war als marA. Eine bessere Vergleichbarkeit könnte 

hier die Überexpression von marA auf einem Plasmid bringen. 

Durch die Prüfung an den Mutanten C. freundii ΔramR und E. coli ΔmarA konnte bestätigt werden, 

dass der MDR-Phänotyp induzierende Effekt durch die Salicylat-Zugabe unabhängig vom ramRA-

Regulatorsystem ist. Somit kann davon ausgegangen werden, dass tatsächlich marA und ramA 

gleichzeitig in den entsprechenden Zellen überexprimiert waren. Aus den Ergebnissen kann 

geschlossen werden, dass sich die Überexpression mehrerer Transkriptionsfaktoren der 

AraC/XylS-Familie abhängig vom Stamm additiv auf den MDR-Phänotyp auswirken kann. Dieses 

unterstreicht das Risiko einer Akkumulation mehrerer Mutationen in verschiedenen Regulatoren 

der AcrAB-TolC MDR-Effluxpumpe für die Antibiotikaresistenzentwicklung. 

In jedem Fall hat das Experiment gezeigt, dass in C. freundii sowohl das marRA-Regulationssystem 

als auch das ramRA-Regulationssystem einen deutlichen Einfluss auf die Ausbildung eines MDR-

Phänotypes hat. Dieses widerspricht einer mehrfach publizierten Aussage, wonach in Stämmen, 

in denen ramA und marA im Genom präsent sind, ramA einen weitaus stärkeren Einfluss auf die 

Ausprägung des MDR-Phänotyps haben soll als marA (Abouzeed, Baucheron, and Cloeckaert 

2008; Usui et al. 2013; E. Nikaido, Yamaguchi, and Nishino 2008; Zheng, Cui, and Meng 2009; T. 

Schneiders, Amyes, and Levy 2003; Feuerriegel and Heisig 2008). 
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IV.4 Analyse der DNA-Interaktion von RamA aus Citrobacter koseri 

IV.4.1 Untersuchungen zur DNA-Interaktion im Stukturmodell in silico 

Zur Zeit der Entstehung dieser Arbeit waren die Struktur sowie die detaillierte Funktionsweise 

des Transkriptionsfaktors RamA unbekannt. Deutliche Homologien in der von der DNA-Sequenz 

abgeleiteten Aminosäuresequenz von RamA zu dem Transkriptionsfaktor MarA wiesen jedoch auf 

eine analoge Funktionsweise hin (siehe I.4.2 und IV.2.2.8). Zum besseren Verständnis der 

strukturellen Interaktion von RamA mit der DNA wurde deshalb ein computergestütztes 3D-

Modell des Transkriptionsfaktors auf Basis der Aminosäuresequenz erstellt.  

Grundlage für die Modellierung war eine hohe Homologie der Aminosäuresequenzen der 

Template-Kristallstruktur von MarA aus E. coli (PDB-ID: 1BL0) und RamA aus C. koseri ATCC BAA-

895 (NCBI Acc.nr.: CP000822, Region 2395300..2400500). Die Sequenzidentität betrug 44 % und die 

Sequenzähnlichkeit, also die Übereinstimmung von Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften 

betrug 67 %. Beides unterstützte die Hypothese einer Homologie zwischen den Genen. Zum 

Vergleich: die Aminosäure-Sequenzähnlichkeit beträgt für GyrA zwischen beiden Spezies 95 %, 

wobei 90 % der Positionen identisch sind (Referenzwert für die Sequenzähnlichkeit des gleichen 

Gens in Stämmen verschiedener Spezies). 

Die Modellierung wurde mit der Methode des Homology Modellings durchgeführt (Fiser and Sali 

2003) (siehe II.2.4.2). Für die Berechnung wurde das Softwarepaket MODELLER der Version 9.10 

verwendet. Die dafür notwendige Aminosäuresequenz wurde mit dem Programm Vector NTI 

Version 11.5 aus der DNA-Sequenz des ramA-Gens von Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (NCBI 

Acc.nr.: CP000822, Region: 2397642..2398022, locus_tag: CKO_02591) abgeleitet. Als Template 

diente die durch Rhee et al. (1998) publizierte Kristallstruktur von MarA aus einem E. coli Stamm, 

gebunden an ein 22 bp langes DNA-Fragment des marRAB-Operons aus E. coli mit MarA-

Bindemotiv (PDB-ID: 1BL0). Da diese Kristallstruktur die C- sowie N-terminalen Bereiche der 

MarA-Aminosäuresequenz nicht vollständig abbildet, wurde auch für die Modellierung lediglich 

ein verkürzter MarA-homologer Sequenzbereich von RamA einer Länge von 109 as verwendet, 

der um die ersten drei Aminosäuren Met1, Thr2 und Ile3 sowie die letzten zwei Aminosäuren 

Thr113 und His114 trunkiert war. Die verkürzten Sequenzen von MarA im Kristall sowie RamA 

im Modell sind im Vergleich zu den jeweils vollständigen Aminosäuresequenzen in Abbildung 

IV-13 dargestellt. 
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Abbildung IV-13: Alignment der Aminosäuresequenzen von MarA aus E. coli und RamA aus Citrobacter 
koseri. Abgebildet sind jeweils die vollständige Sequenz sowie die verkürzte Sequenz aus der 
Kristallstruktur (MarA E. coli Kristall) bzw. des Modells (RamA C. koseri Modell). MarA (vollständig und 
Kristall): PDB-ID: 1BL0, RamA: NCBI GenBank Acc.nr.: CP000822, Region: 2397642..2398022. Gelb 
hinterlegt: identische Aminosäuren, blau hinterlegt: mindestens in 3 der 4 Sequenzen identische 
Aminosäure, grün: Aminosäure ähnlicher Eigensschaften, blaue Schrift: Aminosäuren mit schwach 
ähnlichen Eigenschaften. 

 

Im Automodel-Routineprozess von MODELLER wurden 200 Strukturen für ein Modell von RamA 

gebunden an das 22 bp DNA-Fragment erzeugt. Aus diesen wurde über ein Bewertungssystem 

(siehe II.2.4.2) sowie unterstützend durch eine visuelle Begutachtung mit Hilfe des Programms 

VMD der Version 1.9.1 ein Modell für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. Dieses bekam die 

Bezeichnung r159. 

Bei der Modellierung wurden alle Aminosäuren von RamA in die 3D-Struktur des MarA-

Templates gebracht. Dabei wurden für die Ausrichtung der Seitenketten lediglich lokale 

Energieminima berücksichtigt. Das Modell gab daher keine Auskunft darüber, ob die 

vorhergesagte Struktur auch einem globalem Energieminimum entgegenstrebt und in diesem 

stabil sein würde. Deshalb wurde im Anschluss an die Modellierung eine Simulation der 

Interaktionen sämtlicher Atome im Modell über einen Zeitraum von 14 ns berechnet. Anhand 

dieser Simulation wurden dann in silico Untersuchungen zur Integrität des Proteins als Ganzes 

sowie zur Stabilität einzelner Interaktionspunkte mit der DNA durchgeführt. Diese 

Dynamiksimulation wurde wie unter II.2.4.3 beschrieben mit dem Softwarepaket AMBER Version 

11 unter Verwendung oktaedrischer Boxen berechnet. Die Visualisierung sowie alle weiteren 

Auswertungen wurden mit dem Programm VMD (Visual Molecular Dynamics) Version 1.9.1 

durchgeführt. In der Moleküldynamiksimulation wurde der Zeitraum von 14 ns in 713 Bildern 

(frames) dargestellt. 

Die Simulation der Moleküldynamik bestätigte, dass die berechnete Struktur unter 

Wechselwirkung sämtlicher Aminosäuren und Nukleinsäuren des Proteins und der DNA stabil in 
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ihrer Form blieben. Zur Darstellung dessen wurde hier ein RMSD (Root-Mean-Square-Deviation)-

Plot aufgezeichnet, der den durchschnittlichen Abstand zwischen den Atomen des 

Proteinrückgrates in Ångström [Å] über einen Zeitverlauf angibt. Dafür wurden zunächst alle 

Frames der Moleküldynamik auf die Proteinstruktur aligniert. Anschließend wurde der RMSD-

Plot für das Rückgrat des Proteins sowie für die DNA berechnet. Die Verläufe sind in Abbildung 

IV-14 dargestellt und zeigen, dass sich nach einer kurzzeitigen Schwankung zu Beginn der 

Berechnung alle Backbone-Atome sowie die Atome der DNA stabil um lediglich 1 Å bzw. 2 Å 

bewegen, was der Braun´schen Molekularbewegung entspricht. Das RamA-DNA-Modell befand 

sich also über den berechneten Zeitraum stabil in einer dem globalen Energieminimum 

entsprechenden vorhergesagten Struktur. 

 

 

Abbildung IV-14: RMSD-Plot des RamA-Proteins und der DNA aus der Moleküldynamiksimulation des 
Modells r159. Die angegebenen Frames der Moleküldynamik entsprechen einem Zeitverlauf von 14 ns. 

IV.4.2 Vergleich des RamA-Modells mit der Struktur von MarA 

Das Modell r159 sagte für den Transkriptionsfaktor eine Struktur bestehend aus sieben α-Helices 

(α1-α7) vorher (siehe Abbildung IV-15), von denen die Helices α1-3 ein N-terminales und die 

Helices α5-7 ein C-terminales Helix-Turn-Helix (HTH-) Motiv bildeten. Beide waren über α4 

miteinander verbunden. Die DNA wurde durch die Bindung der HTH-Motive in zwei benachbarten 

großen Furchen in einer gekrümmten Lage gehalten und blieb über den Zeitraum von 14 ns der 

Moleküldynamiksimulation stabil an das Protein assoziiert (siehe Abbildung IV-16). Ein direkter 

Vergleich zwischen dem MarA-Template und dem Modell r159 am Ende des simulierten 

Zeitraumes zeigte außerdem, dass die relative Lage der α-Helices zueinander im Modell 

weitestgehend mit der im Template übereinstimmte (siehe Abbildung IV-17). Bezogen auf die 

Lage der Helices im Alignment der Aminosäuresequenzen, wichen lediglich α1, α2 und α7 um 
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maximal zwei Aminosäuren zwischen RamA und MarA voneinander ab (siehe Abbildung IV-18). 

Es ist zu beachten, dass es sich bei der für RamA vorhergesagten Struktur um die durch MarA 

vorgegebene Struktur handelte. Die Tatsache, dass sich das RamA Modell stabil in der 

vorgegebenen Struktur hält, ist ein Hinweis dafür, dass die vorhergesagte Struktur der 

tatsächlichen nahe kommt. Dafür existieren auch weitere Hinweise. Dazu zählen die hohe 

Homologie beider Aminosäuresequenzen, angezeigt durch eine Sequenzidentität von 44 % und 

einer Übereinstimmung durch strukturell ähnliche Aminosäuren von 67 % (siehe Tabelle IV-8), 

sowie die ähnliche Länge der Sequenzen von 129 as und 114 as für MarA bzw. RamA. Auch die 

nachgewiesene Bindung beider Proteine an die marbox (R. G. Martin et al. 1999; E. Nikaido, 

Yamaguchi, and Nishino 2008) deutet auf eine ähnliche Funktionsweise hin. Ebenso auch der 

gleichermaßen hohe Einfluss auf die Regulation der AcrAB-TolC Effluxxpumpe, welche durch die 

Interaktion an der marbox reguliert wird (siehe I.4.2). Alle übereinstimmenden Eigenschaften 

zwischen MarA und RamA deuten daraufhin, dass auch die Strukturen beider Proteine ähnlich 

sind. 

 

 

Abbildung IV-15: 3D-Strukturmodell r159 von RamA gebunden an ein 22 bp langes DNA-Fragment. 
Strukturinformationen für Protein und DNA entstammen der Kristallstruktur eines MarA-DNA-Komplexes 
(PDB-ID: 1bl0). Vorhergesagte α-Helices sind der Reihenfolge vom N-Terminus beginnend nummeriert und 
verschiedenfarbig markiert. Die Abbildungen wurden mit der Software Visual Molecular Dynamics (VMD) 
erzeugt. 
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Abbildung IV-16: Positionsverlauf des RamA-Modells in der simulierten Moleküldynamik. Angezeigt ist 
jeder 50ste frame der Simulation im Farbverlauf von rot (frame 0) über weiß (frame 350) bis blau (frame 
700) von insgesamt 713 frames. Die Abbildungen wurden mit der Software Visual Molecular Dynamics 
(VMD) erzeugt. 
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Abbildung IV-17: Strukturalignment des RamA-Modells r159 (gelb) mit dem MarA-Template (PDB Acc.nr.: 
1bl0) in der Seitenansicht (A) und in der Aufsicht (B). Die hier gezeigte RamA-Struktur entspricht dem 
letzten Zustand in der Moleküldynamiksimulation nach 14 ns. Beide Strukturen wurden auf die Lage der 
DNA aligniert. Angezeigt ist hier lediglich die DNA aus dem MarA-Template 1bl0. Die Abbildungen wurden 
mit der Software Visual Molecular Dynamics (VMD) erzeugt. 

 

IV.4.3 Vergleich der DNA-Interaktionen von MarA und RamA 

Für den Vergleich zwischen MarA und RamA wurden sämtliche Interaktionspunkte zwischen dem 

Protein und der DNA im RamA-Modell untersucht. Im Programm VMD wurden dazu zunächst alle 

Aminosäuren analysiert, die sich in einem Abstand von bis zu 5 Ångström [Å] von Nukleinsäuren 

befanden. Diese Aminosäuren wurden dann einzeln auf Interaktionen mit Atomen der DNA 

untersucht. Als solche wurden Wassertoff-Brückenbindungen (im Folgenden H-

Brückenbindungen genannt) zwischen positivierten H-Atomen in R-NH oder R–OH Gruppen und 

freien Elektronenpaaren an schweren Atomen (N, O) oder π-Kationenbindungen definiert. 

Letztere sind Wechselwirkungen zwischen positivierten H-Atomen und delokalisierten 

π-Elektronensystemen, wie sie in den aromatischen Aminosäuren vorkommen. Als stabile 

Interaktionen wurden Bindungen bewertet, die über den Zeitverlauf der simulierten 
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Moleküldynamik in einem Abstand von maximal 3 Å vorlagen. Indirekte H-Brückenbindungen 

über Wassermoleküle wurden hier außer Acht gelassen, da diese nur sehr unsicher vorhersagbar 

waren. Als Van-der-Waals-Wechselwirkungen wurden solche Interaktionen eingestuft, bei der 

zwei unpolare H-Atome einen durchschnittlichen Abstand von 5 Å zueinander hatten. Bei der 

Bewertung der Interaktionen wurde außerdem unterschieden, ob es sich um eine Bindung zum 

Phosphat-Rückgrat der DNA und somit um eine sequenzunspezifische Interaktion handelte, oder 

um eine Wechselwirkung mit den Basen der einzelnen Nukleotide, was als sequenzspezifische 

DNA-Interaktion bewertet wurde. 

Alle im RamA-Modell vorhergesagten DNA-Interaktionspunkte sind in Tabelle IV-10 bezogen auf 

die DNA-Sequenz im Vergleich zu den durch Rhee et al. 1998 für MarA beschriebenen 

Wechselwirkungen dargestellt. In Abbildung IV-18 sind die entsprechenden Interaktionspunkte 

bezogen auf die Aminosäuresequenzen im Vergleich zwischen MarA und RamA dargestellt. Wie 

die Tabelle IV-10 zeigt, erstreckte sich die DNA-Interaktion bei MarA und RamA über 19 bp des 

DNA-Moleküls, wobei sich die meisten Interaktionspunkte im Bereich der Helix-Turn-Helix 

Motive befanden. Die Positionen der Wechselwirkungen waren alternierend über beide DNA-

Stränge verteilt, was durch die Windung der DNA-Doppelhelix und somit der wechselseitigen 

Zuwendung der Stränge zur bindenden Seite des Proteins zustande kam. Weiter alternierten auch 

die sequenzspezifischen (blau) und sequenzunspezifischen (hellorange) Wechselwirkungen über 

das DNA-Molekül hinweg. Hierin wird deutlich, dass das jeweilige Protein mit seinen HTH-

Motiven in die benachbarten großen Furchen der DNA-Doppelhelix hineinragte. Der Abgleich mit 

Abbildung IV-18 zeigt, dass sämtliche Aminosäuren, die sich in einer sequenzspezifischen 

Wechselwirkung mit der DNA befanden zwischen RamA und MarA konserviert sind. Dieses waren 

Tryptophan 37 (W37) und Arginin 41 (R41) in RamA und W42 und R46 in MarA im N-terminalen 

HTH-Motiv sowie Glutamin 86 (Q86), Q87, Tyrosin 90 (T90) und R91 in RamA und Q91, Q92, T95 

und R96 in MarA im C-terminalen HTH-Motiv. Von diesen wurde im RamA-Modell insbesondere 

W37 und R41 und Q87 und R91 als tief in die große Furche der DNA hineinragend und dadurch 

von besonderer Bedeutung für die Interaktion mit mehreren Basen bewertet (siehe Abbildung 

III-17). 

Unterschiede zwischen beiden Proteinen ergaben sich in den sequenzunspezifischen 

Wechselwirkungen insbesondere an den C-Termini der Proteine. Es zeigte sich, dass MarA und 

RamA in denselben Bereichen der DNA wechselwirkten, die beteiligten Aminosäuren zum 

größten Teil jedoch nicht konserviert waren zwischen beiden Proteinen. Ein Unterschied in den 

sequenzspezifischen Interaktionen ergab sich für Q87 in RamA und Q92 in MarA. Hier wurde im 

Modell eine starke H-Brückenbindung zwischen den positivierten H-Atomen der endständigen 

Aminogroppe des Glutamins und dem O4-Atom der Pyrimidinbase des Nukleosids Thymidin 115 
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festgestellt, welche für die publizierte Kristallstruktur von MarA nicht beschrieben war, sondern 

lediglich Van-der-Waals Interaktionen an der entsprechenden Position Q92 (Rhee et al. 1998). Die 

Lage der α-Helices war wie bereits zuvor beschrieben leicht versetzt. 

 

Tabelle IV-10: Aminosäuren in Wechselwirkung mit der DNA im RamA-Modell r159 und der 
Kristallstruktur von MarA (PDB Acc.nr.: 1bl0). Die interagierenden Aminosäuren sind dem jeweiligen 
Nukleotid beider DNA-Helices zugeordnet. Aminosäuren in unspezifischen Wechselwirkungen mit dem 
Phosphat-Rückgrat der DNA sind hellorange hinterlegt. Solche in spezifischen Wechselwirkungen mit den 
Basen der Nukleotide sind hellblau hinterlegt. Aminosäuren in Van der Waals-Bindungen sind mit runden 
Klammern angegeben. Durch Rhee et al. (1998) für MarA beschriebene Aminosäuren in H2O-Brücken-
bindungen (Wasserbrücken) sind in eckigen Klammern aufgeführt. W37 in RamA befand sich in einer 
π-stacking-Bindung und ist unterstrichen. Alle anderen Aminosäuren befanden sich über 
H-Brückenbindungen in Wechselwirkung mit der DNA. Die Helix-Turn-Helix (HTH-) Motive des N-
Terminus bzw. des C-Terminus im RamA-Modell sind schematisch dargestellt. Die Positionsnummerierung 
(Pos.) der DNA-Basen entspricht der im Modell vergebenen Nummerierung. 
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Abbildung IV-18: Vergleich der Aminosäuresequenzen von MarA aus E. coli und RamA aus Citrobacter 
koseri im Abgleich mit vorhergesagten Strukturelementen und Interaktionspunkten zwischen Protein und 
DNA sowie Protein und RNA-Polymerase (RNAP). Alle Angaben für MarA entsprechen der durch Rhee et al. 
(1998) publizierten Kristallstruktur (PDB Acc.nr.: 1bl0). Alle Angaben für RamA entsprechen dem Modell 
r159. Identische Positionen im Alignment sind gelb hinterlegt, Positionen mit strukturell ähnlichen 
Aminosäuren sind grün hinterlegt. Markierungen in der Leiste „DNA/RNAP-Interaktion“: RNAP-
Interaktionspunkte wurden durch Dangi et al. (2004) für MarA vorhergesagt. Die entsprechenden 
Aminosäuren in MarA sind grau markiert. Aminosäuren in Interaktion mit dem DNA-Phosphat-Rückgrat 
sind hellorange markiert. Spezifische Interaktionen zwischen Aminosäuren und den Basen der DNA sind 
hellblau markiert. Abweichungen in den DNA-Interaktionspunkten sind entsprechend mit „+“ für nur im 
RamA-Modell bzw. mit „*“ für nur in MarA beschrieben markiert. 

 

IV.4.4 Einfluss der Aminosäuren W37 und R41 in RamA auf die Aktivierung des 

pacrA-Promotors 

Das Strukturmodell r159 von RamA zeigte in der Dynamiksimulation starke sequenzspezifische 

Wechselwirkungen mit der DNA an den Positionen W37 und R41 HTH-Motiv des C-Terminus und 

Q87 sowie R91 im HTH-Motiv des N-Terminus an. Die Seitenketten dieser Aminosäuen ragten 

besonders tief in die jeweilige große Furche der DNA hinein und formten über den gesamten 

Zeitraum der Moleküldynamiksimulation stabile Bindungen mit den Basen der 

Desoxyribonukleinsäuren (siehe Abbildung III-17). Die Positionen W37 und R41 wurden 

experimentell untersucht, um deren vorhergesagte Bedeutung für die DNA-Interaktion zu prüfen. 

R41 bildete im Modell stabile H-Brückenbindungen zwischen den positivierten H-Atomen des 

Guanidiniumrestes und den Sauerstoffen der DNA-Basen aus. W37 bildete dagegen eine stabile 

π-Kationenbindungen zur DNA, die sich zwischen dem delokalisierten π-Elektronensystem des 
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Indolrestes und einem positivierten H-Atom der Base eines Cytosins etablierte. 

Im in vitro Testsystem wurden beide Aminosäuren in RamA durch ein Alanin ersetzt. Diese 

Varianten wurden W37A, R41A bzw. W37A+R41A in der Kombination genannt (siehe III.2.2). Es 

wurde ein Vergleich angestellt, bei dem die pacrA-Promotoraktivität bei gleichzeitiger 

Überexpression von Wildtyp RamA bzw. der mutierten Varianten bestimmt wurde. Desweiteren 

wurde die MHK der entsprechenden Stämme bestimmt. 

Die Ergebnisse (siehe Abbildung III-39 und Tabelle III-11) haben zunächst gezeigt, dass eine 

Überexpression von ramA aus Citrobacter freundii zu einer über 30fach erhöhten Aktivität am 

pacrA-Promotor aus E. coli führten und die MHK für CIP 8fach und für TET 16fach erhöht war. 

Dieses korreliert mit den zuvor beschriebenen Beobachtungen bei der heterologen 

Überexpression von ramA aus C. freundii in E. coli, die zur Ausbildung eines MDR-Phänotypes 

führte (siehe IV.3.1). Die bekannten Bindungsboxen für MarA aus E. coli und RamA aus Salmonella 

im pacrA-Promotor stimmen exakt überein und sind auch im pacrA-Promotor von C. freundii 

identisch vorhanden (siehe III.2.3 und Abbildung III-35). Deshalb ist anzunehmen, dass RamA 

seine transkriptionsaktivierende Wirkung auch in E. coli durch eine direkte Interaktion an der 

marbox im pacrA-Promotor etabliert. Einen eindeutigen Beweis dafür könnte eine Bindungs-

studie mit aufgereinigtem RamA-Protein und dem entsprechenden DNA-Fragment bringen. 

Die gemessene Aktivität am pacrA-Promotor bei gleichzeitiger Überexpression der 

R41A-Variante von ramA fiel deutlich geringer aus und war lediglich noch 4fach erhöht gegenüber 

der Kontrolle. Die MHK war sogar auf Kontrollniveau, die ramA-Überexpression hatte hier also 

keine Auswirkung mehr. Die Aminosäure R41 spielt demnach eine entscheidende Rolle bei der 

Etablierung der transkriptionsaktivierenden Wirkung von RamA, was die Vorhersagen am RamA-

Modell r159 bestätigt. Auch die Überexpression der Variante W37A führte zu einer deutlich 

geringeren Promotoraktivität, die gegenüber der Kontrolle noch 19fach erhöht war. Die MHK für 

CIP und TET waren gegenüber der Kontrolle lediglich jeweils 4fach erhöht. Die Auswirkung der 

Alaninsubstitution fiel damit geringer aus als bei der R41A-Variante weshalb anzunehmen ist, 

dass W37 für die Bindungsaffinität des gesamten Proteins an die DNA im pacrA-Promotor weniger 

relevant ist als R41. Die Promotoraktivität und die MHK der Variante W37A+R41A waren mit 

denen der Variante R41A vergleichbar. R41 limitierte hier offenbar die Bindungsaffinität. 

Ähnliche Beobachtungen wurden bei Versuchen mit Alaninsubstitutionsvarianten an MarA und 

SoxS gemacht (Gillette, Martin, and Rosner 2000; Kevin L Griffith and Wolf 2002). In diesen sind 

beide Aminosäuren an ihren entsprechenden Positionen streng konserviert (MarA: W42 und R46, 

SoxS: W36 und R40, siehe auch Abbildung IV-12). Die Varianten MarA R46A SoxS R40A wiesen 

eine starke Reduktion der Aktivität an den getesteten Klasse I Promotoren der Gene fpr und zwf 

von >80 % auf. Die Alaninsubstitution des Tryptophans hatte bei SoxS eine Reduktion von 30-
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55 % zur Folge und in MarA von >80 %. 

IV.4.4.1 In silico Analyse der RamA-Substitutionsmutationsvarianten im Modell 

Im in vitro Experiment wurde gezeigt, dass die Aminosäuren W37 und insbesondere R41 in der 

N-terminalen Domäne von RamA von Bedeutung sind für die Etablierung des 

transkriptionsaktivierenden Effektes des Proteins. Um weitere Informationen darüber zu 

erhalten, welche Auswirkungen die Alananinsubstitutionen auf die DNA-Interaktionen haben, 

wurden die entsprechenden Mutationsvarianten W37A, R41A und W37A+R41A auch in das 

bestehende RamA-DNA-Modell r159 eingefügt. Die Mutationsmodelle erhielten die 

Bezeichnungen r154 (W37A), r155 (R41A) und r156 (W37A+R41A). Anschließend wurden für 

jede Variante insgesamt vier Simulationen der Moleküldynamik über jeweils 14 ns durchgeführt. 

Diese erhielten die Bezeichnung r15x_v1-4. 

In der visuellen Auswertung war deutlich zu erkennen, dass sich in je einer Simulation von r154 

(W37A) und r156 (W37A+R41A) sowie in zwei Simulationen von r155 (R41A) die HTH-Struktur 

des N-Terminus deutlich vom DNA-Molekül entfernte. Die Doppelhelix relaxierte sich dabei aus 

der gekrümmten Form in eine lineare Ausrichtung. In Abbildung IV-19 ist dieses beispielhaft für 

die Simulation r155_v2 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung IV-19: RamA Mutationsvariante r155_v2 (R41A) nach 14 ns simulierter Moleküldynamik. Die 
α-Helix 3 ist rot eingefärbt. 
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Um die DNA-Affinität der Mutationsvarianten vergleichen zu können, wurden in jeder Simulation 

die Abstände zwischen ausgewählten Atomen gemessen. Für die Aminosäureposition 37 wurde 

die Distanz zwischen dem Cα-Atom von W37 bzw. A37 und dem N4-Atom in der Pyrimidinbase 

des Nukleotides C140 bestimmt. An der Position 41 wurde entsprechend der Abstand zwischen 

dem Cα der Aminosäure R41 bzw. A41 und dem N7-Atom in der Purinbase des Nukleotides G127 

über den Zeitverlauf gemessen. Diese Punkte sind beispielhaft für die Modellvariante r155 (R41A) 

in Abbildung IV-20 abgebildet. 

 

 

Abbildung IV-20: DNA-Interaktionspunkte in der N-terminalen Domäne von RamA beispielhaft in der 
Modellvariante r155 (W41A). Die Abbildung wurde mit der Software Visual Melocular Dynamics (VMD) 
erzeugt. 

 

In Abbildung IV-21 sind aus den Dynamiksimulationen die kalkulierten Abstände nach der 

jeweiligen Mutationsvariante dargestellt. Der Vergleich zeigt zunächst, dass sich die jeweiligen 

Varianten nicht in jeder Simulation gleich verhalten. Für alle Mutationsvarianten konnte in 

mindestens einer Simulation eine Vergrößerung des Abstandes zwischen N-Terminus und DNA-

Molekül bei gleichzeitiger Relaxierung der DNA-Doppelhelix beobachtet werden.  

Die Berechnungen unterstützen die Hypothese, dass die Aminosäuren an W37 und R41 einen 

erheblichen Anteil an der Aufrechterhaltung des RamA-DNA Komplexes haben und dass eine 

fehlende Interaktion an diesen Positionen nur z. T. durch die übrigen beschriebenen Bindungen 
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zwischen Protein und DNA ausgeglichen werden kann. Es kam in den Simulationen nicht zu einer 

Destabilisierung des gesamten Proteins durch die Mutationen. Dieses deutet daraufhin, dass auch 

im in vitro Experiment die gemessenen Effekte auf eine defiziente DNA-Interaktion zurück zu 

führen sind und nicht auf eine Fehlfaltung als Folge der eingefügten Mutation. 

 

 

Abbildung IV-21: Kalkulation der Abstände in den RamA-Modellvarianten zwischen dem Cα-Atom der 
Aminosäure an Position 37 bzw. 41 und dem N4-Atom des Cytosins 140 bzw. dem N7-Atom des Guanins 
127 in der Simulation der Moleküldynamik. A: RamA W37A, Simulationsreplikate r154 bis r154_v3, B: 
RamA R41A, Simulationsreplikate r155 bis r155_v3, C: RamA W37A+R41A, Simulationsreplikate r156 bis 
r156_v3. Bei der Simulation wurden 712 Bilder (frames) erzeugt, die einem Zeitintervall von 14 ns 
entsprechen. Teilweise unterbrochene Graphen resultierten aus einem Artefakt bei der Darstellung der 
Modelle, bei der die DNA-Helix aus einer oktaedrischen Box in die angrenzende überging. Die Messung 
wurde mit der Software Visual Molecular Dynamics (VMD) durchgeführt.  
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Bei allen Varianten wurde also in mindestens einer Simulation und bei R41A in sogar zwei 

Simulationen ein vollständiger DNA-Affinitätsverlust in Form des Ablösens der N-terminalen 

Domäne von der DNA beobachtet, was die Schlussfolgerungen aus dem in vitro Experiment weiter 

stützt. Dass beispielsweise für R41A nicht in allen vier Simulationen ein Affininitätsverlust zu 

beobachten war, könnte darin begründet sein, dass die Simulation im an die DNA gebundenen 

Zustand startet und der berechnete Zeitraum zu kurz war. Im in vitro Experiment ist dagegen zu 

erwarten, dass die N-terminale Domäne gar nicht erst an die DNA bindet, weswegen der 

gemessene Effekt im Reporter-Assay deutlich stärker ausgefallen ist als in der in silico 

Untersuchung (siehe Ergebnis der in vitro Untersuchung unter III.2.4). 

Es ist zu beachten, dass die Bewertung der Bindungseigenschaften der einzelnen Aminosäuren im 

RamA-DNA Modell r159 ausschließlich mit der DNA der marbox des marRAB Operons 

durchgeführt wurde. Die marbox im pacrA-Promotor, die im in vitro Experiment untersucht 

worden ist, weist dazu Unterschiede auf (siehe Abbildung IV-22). Die Interaktionspunkte der 

Aminosäuren W37 und R41 sind zwischen beiden marboxen jedoch konserviert. Außerdem 

gehören beide Promotoren der Klasse I an, in der die marboxen upstream der -35 Region 

lokalisiert sind und in der backward Orientierung vorliegen (siehe auch I.4.2.5). Somit ist zu 

erwarten, dass an beiden DNA-Fragmenten dieselben Aminosäuren in Interaktion mit den DNA-

Basen treten. 

 

 

Abbildung IV-22: DNA-Sequenzen der Marboxen des acrAB- und des marRAB-Operons im Vergleich. Fett 
gedruckte Basen befinden sich in Interaktion mit der Helix 6 der C-terminalen Domäne und unterstrichene 
Basen mit der Helix 3 der N-terminalen Domäne. Mit einer grünen bzw. orangenen Box umrandet sind die 
Basen der in der Konsensussequenz aller marboxen stark konservierten Bereiche (Recognition elements 2 
bzw. 1). Die Kennzeichnung R41 und W37 gibt die relative Lage der beiden Aminosäuren zum DNA-Molekül 
an. Nach B. Dangi et al. (2001) und K. L. Griffith and Wolf (2001). 

 

Es kann auf Basis der experimentellen Untersuchungen allerdings keine Aussage darüber 

getroffen werden, ob der Funktionsverlust von RamA durch eine Aufhebung der DNA-Interaktion 

zustande kam oder durch eine inkorrekte Faltung in Folge der Substitution. Um Letzteres 

möglichst zu vermeiden, wurde im Experiment eine Substitution der Aminosäuren mit Alanin 

vorgenommen und nicht etwa mit Glycin, welches mangels Seitenkette achiral ist. Alanin erhält 

dagegen die Chiralität der Ausgangsaminosäuren und somit auch die strukturbildenden 

Eigenschaften im Aminosäurerückgrat bei. Dieses war auch in der Simulation erkennbar. 
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Deshalb wurde eine Fehlfaltung als unwahrscheinlich eingeschätzt, da die Seitenketten von W47 

und R41 im RamA-Modell r159 keine erkennbaren Wechselwirkungen mit anderen Aminosäuren 

eingingen und in die Peripherie des Proteins ragten. Diese Beobachtung deckt sich mit der 

Ausrichtung der entsprechenden Aminosäuren W42 und R46 in der Kristallstruktur von MarA 

(PDB-ID: 1bl0) und wurde in der entsprechenden Publikation auch so beschrieben (Rhee et al. 

1998). 

Die in vitro und in silico Untersuchungen mit den Alaninsubstitutionsvarianten haben also gezeigt, 

dass einzelne Aminosäuren von ausschlaggebender Bedeutung für die transkriptionsaktivierende 

Wirkung von RamA an unerschiedlichen Promotoren sind. 
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IV.5 Ausblick 

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des Transkriptionsfaktors RamA in Citrobacter 

hinsichtlich seiner Verbreitung innerhalb des Genus Citrobacter, seiner genetischen Organisation 

im ramRA-Operon, seines Einflusses bei der Antibiotikaresistenzbildung sowie seiner möglichen 

Struktur und den daraus resultierenden Bindungseigenschaften bei der DNA-Interaktion an der 

marbox. Dabei wurden neue Erkenntnisse über die molekularbiologischen Grundlagen einer 

durch erhöhten Efflux vermittelten multiplen Antibiotikaresistenz erhalten, die zum Verständnis 

der Entstehung von Antibiotikaresistenzen beitragen. Diese Erkenntnisse lieferten gleichzeitig 

Ansätze neuer Fragestellungen, die in nachfolgenden Untersuchungen fokussiert werden sollten. 

Die Analyse des ramRA-Operons in verschiedenen Citrobacter Spezies hat gezeigt, dass die Gene 

in unterschiedlicher Topologie organisiert sind. So wurde in Citrobacter rodentium im 

Unterschied zu den übrigen untersuchten Spezies das Fehlen des Genes romA festgestellt. Ob 

dieses für die ganze Spezies zutrifft ist unbekannt und sollte anhand weiterer unabhängiger 

Stämme untersucht werden. Die Tatsache, dass ramA in allen untersuchten Stämmen der 

verschiedenen Citrobacter Spezies anwesend war, lässt vermuten, dass auch in den übrigen 

Spezies, die hier nicht untersucht worden sind, ramA im Genom konserviert ist. Eine klare 

Bestätigung kann nur der experimentelle Nachweis erbringen. Dieser wäre über ein PCR-

Experiment mit entsprechenden Referenzstämmen der jeweiligen Spezies realisierbar und durch 

eine anschließende Sequenzierung auch zu bekräftigen. 

Nach wie vor sind die ramRA-Gene nur in einer überschaubaren Anzahl an Genera verbreitet. Die 

fortschreitende Entwicklung der kostengünstigen Sequenzierung ganzer Genome und die daraus 

resultierende Anzahl zur Verfügung stehender DNA-Sequenzen wird es in Zukunft einfacher 

machen die generelle Verbreitung der ramRA-Gene zu überwachen. Durch eine größere Anzahl 

genetischer Informationen wird es auch möglich sein, die Abstammung und Verbreitung von 

ramA in den Enterobakterien besser zu beschreiben und genauer zu verstehen. Erste Ansätze 

dazu wurden in dieser Arbeit durch den Zugewinn neuer Sequenzinformationen gebracht. 

Aus diesen Sequenzinformationen wurden über eine computerbasierte Modellierung erste 

Vermutungen zum Aufbau und zur DNA-Interaktion des Transkriptionsfaktors abgeleitet. Aus 

dem daraus aufbauenden Experiment zur Transkriptionsaktivierung durch veränderte RamA-

Varianten konnte der Schluss gezogen werden, dass einzelne Aminosäuren für die Funktion von 

RamA als Transkriptionsfaktor essentiell sind. Dieses waren Tryptophan 37 und insbesondere 

Arginin 41. Da beide in der Peripherie des berechneten RamA-Strukturmodells lokalisiert waren 

und im Modell in einer sequenzspezifischen Interaktion mit der DNA standen, ist zu vermuten, 

dass beide Aminosäuren entscheidend sind für die DNA-Interaktion an der marbox, die Affinität 

des Proteins zur DNA sowie für die Selektivität der transkriptionsaktivierenden Wirkung von 
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RamA. Ein Beweis dafür kann letztlich nur die Aufklärung der tatsächlichen Proteinstruktur 

bringen. Experimentell ist dieses durch eine kristallographische Darstellung des Proteins möglich, 

wie sie schon für den nah verwandten Transkriptionsfaktor MarA besteht, auf dessen Struktur 

das hier erzeugte Modell basiert. Dazu ist es nötig das Protein durch eine gezielte Überexpression 

anzureichern, zu extrahieren und aufzukonzentrieren. Mit dem erhaltenen Protein sind auch 

Bindungsstudien an der DNA möglich: mit Hilfe eines EMSAs (electrophoretic mobility shift assay). 

Nur über eine solche Analyse ist es überhaupt möglich die bisher nur postulierte direkte DNA-

Interaktion von RamA in Citrobacter zu bestätigen. Sofern dieser Beweis erbracht werden sollte, 

wäre es möglich den genauen Bindungsmodus experimentell zu untersuchen mit der 

Fragestellung danach, welche Aminosäuren tatsächlich für eine sequenzspezifische Interaktion 

wischen RamA und der DNA relevant sind und wie durch diese die Sequenzspezifität gesteuert 

wird. Experimentell ist es möglich im EMSA das RamA-Protein mit einem DNA-Fragment 

verschiedener Varianten der marBox binden zu lassen. Das hier erzeugte Modell kann dabei 

unterstützen die Positionen einer Interaktion abzubilden. 

Ist die direkte DNA-Interaktion bestätigt, ist es auch möglich in dem hier erstellten 

Reportergensystem auf dem Plasmid pHPAR177-01.1 die Sequenzspezifität der Interaktion zu 

untersuchen. Sinnvoll ist es hier verschiedene marboxen, die aus den regulatorischen Bereichen 

unterschiedlicher Gene wie tolC, micF und marRAB stammen, mit dem Reportergen auf dem 

Plasmid zu fusionieren. Gleichzeitig kann ramA mit Hilfe des hier erzeugten Plasmides pHPAR19-

01.3 überexprimiert werden. Auf diese Weise könnte geklärt werden, ob RamA unterschiedliche 

Promotoren mit verschiedenen marboxen auch unterschiedlich stark reguliert. Mit einem 

weiteren Fusionsprodukt von Reportergen und dem Promotorbereich von ramA auf einem 

Plasmid wäre auch die Untersuchung einer Autoregulation des Transkriptionsfaktors möglich. 

Mit Hilfe eines Plasmides zur Überexpression von marA, analog zu dem Plasmid pHPAR19-01.3 

zur Überexpression von ramA, könnte auch ein Vergleich zwischen beiden Transktiptionsfaktoren 

MarA und RamA gemacht werden. Nach dem bisherigen Kenntnisstand ist ungeklärt, warum in 

einigen Enterobakterien mit MarA und RamA zwei Transkriptionsfaktoren mit scheinbar 

demselben DNA-Bindungsmotiv existieren. Das vorgeschlagene Vergleichsexperiment könnte 

Aufschluss darüber bringen, ob abhängig von einzelnen Aminosäuren in den Proteinen oder 

einzelner Basen in der Bindungsbox eine Diskriminierung zwischen den Regulons der beiden 

Transkriptionsfaktoren möglich ist. 

Mit einem Plasmid zur Überexpression von marA wäre auch eine weitere Fragestellung 

adressierbar: die nach der Gewichtung von marA und ramA für die Resistenzbildung bei Spezies, 

in denen beide Gene vorkommen, wie z. B. Salmonella enterica. So wurde bis heute von 

zahlreichen Mutationen in der Regulation von ramA und einer damit korrelierenden erhöhten 



IV. Diskussion 

 

172 

 

Resistenz berichtet, was für marA nicht der Fall ist. Über ein Vergleichsexperiment wäre prüfbar, 

ob marA in Citrobacter überhaupt das Potential besitzt einen erhöhten Efflux und damit eine 

erhöhte Antibiotikaresistenz zu verursachen. Erste Hinweise darauf, dass dies so ist, lieferte das 

hier durchgeführte Experiment der MHK-Bestimmung bei gleichzeitiger Salicylat-Induktion, die 

in E. coli Stämmen eine marA-Überexpression zur Folge hat. Hier konnte ebenfalls eine erhöhte 

Resistenz beobachtet werden. Um einen direkten Vergleich machen zu können, ist es jedoch 

wichtig beide Gene auf dieselbe Art überzuexprimieren. 

Neben diesen grundlegenden molekularbiologischen Fragestellungen zur Organisation der 

ramRA-Gene, der Regulation und der Funktionsweise des Transkriptionsfaktors RamA ist es 

ebenso von Interesse den Einfluss einer ramA-Überexpression auf die Entstehung klinisch 

relevanter Resistenzen zu betrachten. In einem mehrstufigen Selektionsversuch, bei dem 

beispielsweise gegen immer höhere Konzentrationen von Ciprofloxacin resistente Mutanten 

selektiert werden, könnte untersucht werden, ob Mutationen im ramRA-Operon auftauchen und 

ob solche Mutationen die Bildung klinischer Resistenzen begünstigen. In einem ähnlichen 

Experiment ließe sich das auch im Vergleich zweier Citrobacter-Stämme realisieren, von denen 

einer das Plasmid pHPAR1-01.3 zur ramA-Überexpression trägt und einer, der das 

Kontrollplasmid pHPAR19-01.1 enthält. Auf diese Weise könnten weitere Schlüsse zur Bedeutung 

der Überexpression von ramA und der damit verbundenen erhöhten Antibiotikatoleranz für die 

Entstehung klinisch relevanter Resistenzen gezogen werden. 

Die aus den vorgeschlagenen Experimenten gewonnenen Erkenntnisse würden so zu einem 

besseren Verständnis der mechanistischen Grundlagen der Resistenzentwicklung führen. Dieses 

wird in Zukunft immer wichtiger werden, um Maßnahmen gegen die wachsende Bedrohung 

durch die zunehmende Antibiotikaresistenzentwicklung ergreifen zu können. Speziell im Fall der 

multiplen Antibiotikaresistenzen, die sich durch einen erhöhten Efflux manifestieren, wird man 

in Zukunft wahrscheinlich effektiver mit Hilfe entsprechenden Efflux-Inhibitoren gegen die 

Resistenzbildung vorgehen können. Die Voraussetzung dazu schafft ein breiter Kenntnisstand zu 

den Mechanismen der Resistenzbildung, zu dem diese Arbeit ihren Beitrag leisten sollte. 
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V. Zusammenfassung 

Die Häufung von Antibiotikaresistenzen unter Erregern von Infektionskrankheiten stellt heute 

eine immer größer werdende Bedrohung für den Menschen dar. Dabei sind die zu-

grundeliegenden Mechanismen der Resistenzbildung häufig das Ergebnis eines mehrstufigen 

Prozesses, bei dem es zu einer Akkumulation von Resistenzfaktoren kommt. Einer davon kann ein 

erhöhter Efflux in den Bakterienzellen sein. Dieser erhöhte Efflux wird meist durch eine 

Veränderung in der Regulation solcher Gene verursacht, die den Efflux steuern. Eines davon ist 

ramA, welches in den Enterobakterien der Gattung Citrobacter im Fokus dieser Arbeit stand. 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals das ramR-romA-ramA Operon speziesübergreifend im 

Genus Citrobacter beschrieben. Über eine DNA-Sequenzierung konnten die entsprechenden DNA-

Bereiche in Stämmen der Spezies C. farmeri, C. sedlaakii und C. werkmanii eindeutig als homolog 

zu den für Salmonella, Klebsiella und Enterobacter beschriebenen Genen ramR, romA und ramA 

identifiziert werden. Über multiple Sequenzvergleiche mit den Sequenzen von C. freundii, C. koseri 

und C. rodentium, die bereits vor dieser Arbeit publizierten waren, konnte festgestellt werden, 

dass in allen Citrobacter Stämmen die Gene ramR und ramA hoch konserviert sind, jedoch nicht 

romA, welches einzig in der Spezies C. rodentium nicht vorhanden zu sein schien. Dieses konnte 

über eine Sequenzierung für einen Laborstamm bestätigt werden. Durch die Analyse der 

abgeleiteten Aminosäuresequenz von RamA konnte außerdem eine hohe Homologie mit den 

Efflux-induzierenden Transkriptionsfaktoren SoxS und Rob sowie insbesondere MarA bestätigt 

werden. 

Weiter wurde untersucht, inwiefern sich durch die Überexpression von ramA aus Citrobacter 

freundii ein multiple drug resistance (MDR)–Phänotyp induzieren lässt. Diese Untersuchung 

wurde analog zu den Beschreibungen des ramA Gens in Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 

aerogenes und Salmonella enterica durchgeführt, wobei das ramA Gen auf einem multicopy 

Plasmid in die zu untersuchenden Zellen eingebracht wurde. Dadurch konnte ein MDR-

induzierender Effekt für ramA aus C. freundii bestätigt werden. Weiter konnte über die 

Verwendung eines Effluxpumpenhemmers gezeigt werden, dass dieser Effekt vom Efflux 

abhängig ist. Außerdem ließ sich der Effekt durch eine heterologe Expression in andere 

Enterobakterien-Stämme verschiedener Arten und Gattungen übertragen. Mit den Versuchen 

wurde, zusammen mit den DNA-Sequenzvergleichen, die Homologie des ramA-Gens in Citrobacter 

und denen in Salmonella, Klebsiella und Enterobacter abschließend bestätigt. 

Um eine erste Vorstellung für eine räumliche Struktur des RamA Proteins zu bekommen, wurde 

dieses in silico auf Grundlage der publizierten Kristallstruktur von MarA, gebunden an ein 22 bp 

langes DNA-Fragment, dreidimensional modelliert. Das erzeugte Modell zeigte in der Simulation 
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der Moleküldynamik eine stabile räumliche Struktur in der Interaktion mit der DNA, die über 

einen Zeitraum von 14 ns erhalten blieb. Somit konnte das Strukturmodell als wahrscheinlich 

realitätsnah bewertet werden. Die Analyse der Protein-DNA Interaktionen im Modell wies auf 

eine Beteiligung von lediglich zwei Aminosäuren im N-Terminus und drei Aminosäuren im 

C-Terminus hin, die jeweils in einem Helix-Turn-Helix–Motiv lokalisiert waren und 

basenspezifische Wechselwirkungen mit der DNA eingingen. Um eine Wechselwirkung 

exemplarisch an den N-terminalen Positionen zu prüfen, wurde ein Reportergen-Assay 

entwickelt, der auf der bekannten aktivierenden Wirkung von RamA auf den pacrAB-Promotor 

basierte. Letzterer wurde auf einem Plasmid an ein Luziferase-Reportergen gekoppelt und die 

Promotoraktivität bei gleichzeitiger Überexpression von RamA auf einem Plasmid in Citrobacter 

freundii gemessen. Dabei wurde die Wildtyp Form mit RamA-Varianten verglichen, die 

Alanininsubstitutionen an den Positionen Tryptophan 37 und Arginin 41 kodierten. Beide 

Substitutionsvarianten zeigten eine deutlich verminderte Promotoraktivität im Vergleich zum 

Wildtyp, womit bestätigt werden konnte, dass beide Aminosäuren wie im Modell vorhergesagt, 

bedeutsam sind für die Funktion des RamA-Proteins als Transkriptionsaktivator. In 

entsprechenden Modellvarianten konnte dieses in der Simulation der Moleküldynamik 

insbesondere für die Position Arginin 41 bestätigt werden. Ein Vergleich der Aminosäure-

sequenzen von RamA, MarA und SoxS zeigte, dass diese Positionen in der Familie der AraC/XylS 

Transkriptionsfaktoren hoch konserviert sind, was die Hypothese der essentiellen Bedeutung 

dieser Aminosäurepositionen für die Etablierung der Funktion als Transkriptionsfaktor weiter 

untermauerte. In diesen Untersuchungen wurde ebenfalls die hohe Homologie der beiden 

Transkriptionsfaktoren RamA und MarA deutlich. 
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VI. Summary 

Antibiotic resistance is a growing threat to humans and the medical treatment of infectious 

diseases. Pathogens often become resistant through a stepwise process in which different 

mechanisms accumulate in the genome of one bacterium. A common mechanism is the increased 

efflux leading to a lowered concentration of antibiotic drugs within the cell. The cells efflux is 

regulated via a set of genes. The gene ramA encodes the regulator RamA in enterobacteria of the 

genus Citrobacter. 

In this thesis, the set of genes ramR-romA-ramA has been described in species of the genus 

Citrobacter. Via DNA-sequencing, these genes could be identified in Citrobacter farmeri, 

C. sedlaakii and C. werkmanii and were shown to be homologues to the genes that had been 

described in Klebsiella, Enterobacter and Salmonella before. Multiple sequence alignments 

revealed ramR and romA to be conserved within the named Citrobacter species and also C. koseri, 

C. freundii and C. rodentium, for which genetic information was already published. The gene romA 

was present in all analysed strains, but not in C. rodentium. In this study, this was confirmed via 

DNA-sequencing in a C. rodentium strain. The amino acid sequence of RamA derived from the 

DNA-sequence of ramA also showed a strong homology with the transcription factors SoxS and 

Rob, but particularly with MarA, which all three also having an impact on the regulation of the 

efflux in the cell. 

Further the mechanisms with which overexpression of ramA from Citrobacter freundii was 

capable to induce a multiple drug resistance (mdr)-phenotype were analysed. Analogous to 

studies that have been published for Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes and 

Salmonella enterica, the ramA gene was inserted into the cells on a multi copy plasmid. Thus, it 

could be shown that overexpression of ramA from C. freundii was associated with the 

development of a mdr-phenotype in the C. freundii strain. Also strains of further Citrobacter 

species and other enterobacteria developed the mdr-phenotype under heterologous expression. 

Under usage of an efflux pump inhibitor no mdr-phenotype could be observed, that is indicated 

by the efflux dependency. 

Taken together the results from the DNA-sequence analyses and the ramA-overexpression 

demonstrated the homology of the ramRA genes in Citrobacter with those described for Klebsiella, 

Salmonella and Enterobacter. 

To gain a first impression of the structure of RamA a three-dimensional model of the transcription 

factor bound to a 22 bp DNA-fragment was set up in a computational approach. The structure of 

the model was based on the crystallographic structure information of MarA bound to the DNA-

fragment. Molecular dynamics were simulated over a 14 ns time period. The RamA model retained 
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structural integrity throughout the simulation, indicating the model to be close to the actual 

structure of the protein. The in silico analysis of the protein-DNA-interaction showed two amino 

acid positions in the N-terminal and three positions in the C-terminal helix-turn-helix domain to 

be involved in interaction with the DNAs base pairs. To examine the amino acids of the N-terminus 

in vitro, a reporter gene assay was set up based on the activating effect of RamA on transcription 

at the pacrAB-promotor. This promotor was linked to the reporter gene luciferase, and its activity 

was measured during simultaneous plasmid mediated over-expression of ramA in Citrobacter 

freundii. The wild type form of ramA was compared with variants encoding alanine-substitutions 

for tryptophan 37 and arginine 41. Both variants showed a considerable reduction of 

transcription activation at the pacrAB-promotor. This confirmed both amino acids to be critical in 

establishing the transcription activating properties of the protein. In addition, the simulation of 

the molecular dynamics of both variants showed a reduced affinity of the N-terminus to the DNA-

fragment, which confirmed the experimental observations. A comparison of the amino acid 

sequences of the transcriptions factors RamA, MarA and SoxS showed that these positions were 

strictly conserved within these members of the AraC/XylS-transcription factor family. Finally, 

these findings underlined the close relation of the two transcription factors RamA and MarA. 
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VIII. Anhang 

VIII.1 Ergänzende Sequenzdaten zur vorliegenden Arbeit 

VIII.1.1 Sequenzierung von ramRA in den Citrobacter Spezies: 

Im Folgenden sind die vollständigen DNA-Sequenzen der drei Stämme Citrobacter farmeri 

(GK2519), C. sedlakii (GK2552) und C. werkmanii (GK708) aufgeführt jeweils unter Angabe der 

eingesetzten Primer in den einzelnen reads der Sequenzierungen. 

VIII.1.1.1 Contig-Sequenz des ramRA-Operons in Citrobacter farmeri GK2519 

gelb: ramR, türkis: ramA, unterstrichen: romA 

CAGCGTTTTTTCGTCCATTATGCTTCCTCACGGGTGAGGGCGCGCCACATCGCTTCAAAGCCCAGGGAGATAAATTCGCTGGCGCGAGTCGGTTC

GCGAGCGGCAAATTCCATCGTCGTTTCTGCCAGCGTTAAAAACAGCGCATCGCCGAAGGCGCGATACTCATCGGACATAAAGACTGGCAGTACC

GAACGGTGACAGAGATCGCGTAGCTCGGGAAACAGATCGTCGGCTTTCTGTTCCGTCTCTTTGGTGATTTTTTCGCTGACTGCTAACTGGCGAA

TGGCGCGATGTCCCTGCGTATGGTTGAGACCCCAACTGATATAGTTGCTCCAGATGTAAAAGGTCAGCACTTTGTTATCCGTCAGTGAACGATC

GAGGTTTTCGATCAGCGACTGGCAAAGATCCTGTTTAAGATGAAGATAAAGTTCGTTGATTAACTCGTCTTTTGTCGCGAAATAGCGAAACAAC

GTTCCTTCCGCCACGCCTGCGTTACGGGCTATCACAGCGGTAGATGCCGCGATCCCGGATTGCGCAATAGCTGTGGTTGCAGCCTCCAGTAATGC

CTGTTTTTTGTCTTCACTCTTCGGACGAGCCACTACACTTTACCCTTAAGATTGTCTAAAAAGGTGATTGAAACACGGCCTTTGCAGCGCCGCAA

CGGTGAATGTCAAAGATTGAAAATCATCTTGACGCGAAACTTCCGATTTCTATAATGAGTGCTTACTCACTCATAATCAAGAGTCAGTCGCGCA

AACCATCGGACTGGAGCGCGTTTTACAGGTCAGGATATGAAGCCTCTCTCCGTTTGTGTGGTCGTTATTATGCTCATTGCCAGTGCAGCAACGTT

ACCGTTTGTCCTCAATGCGGGCTTCGGCCAGGCACCGCAGGGTGCTGAGCTTAGTCAGGTAGAGCAATCTGCGAACTACCGTGACGGGCAATTTC

ATAATCAGGTGCCAACGCCGGGCTATACCGGAAACAAAAGTATGCTCGCGGCATGGTGGGAGTTTCTGGTCGCGAAGCGTGAAAATGCGCGACC

AGCCCAGCCATTACCCCTGGTTGCCACCGATCTTGCCAGCCTGCCGGTTGAGCAGAATACCCTGATCTGGCTGGGGCACTCCTCGTGGTACCTGC

AACTGGGCGGCAAACGTATTCTGATCGACCCGGTTTTCAGCAGTTACGCCGCGCCGTTTTCGTTCCTCAACAAAGCGTTCGCCGGGGAGTATCCG

TGGACAGCACAGGCGATGCCGGAGATCGACCTGCTGATCGTTTCGCACGATCACTATGACCATCTGGATTACGCCACCATCACCGCATTAATGCC

GAAGGTGAAGCGCGTGCTTACGCCGCTTGGCGTCGGCTCGCATCTGCGTTACTGGGGAATGAATGGCGACATTATTGAAGAGCGTGACTGGAAT

CAGTCCGTCAGAGTCGATGATTCGCTGATGATCCACGTGCTGCCCGCACGACATTTTTCCGGGCGTGGCATCAAGCGCAACCAGACGCTGTGGGC

CAGTTTTCTGTTCGAAACACCGGAACAGAAGATTTATTACAGCGGTGACTCGGGCTATGGCCCGCATTTCAGGGCGATTGGCGAACAGTTTGGC

GGCATCGATCTTGCCATTATGGAGAACGGCCAATATGACCAGGACTGGAAGTATATTCACATGATGCCGGAAGAGACCGCGCAGGCCGCTCTGG

ATTTGCGGGCAAAAGCGATTTTGCCCGGTCATGCCGGACGCTTTGTGCTGGCAAAGCATAGCTGGGATGACCCTTACAAACGACTGGCACTGGCC

AGTCGAAATAAAGCGTACCGCCTGCTCACCCCGATGCAGGGTGAACCGGTGAAGCTGGACGATTCAGCGCAACGGTTTACCACATGGTGGGATC

AGGCAACATATTTGCAGGAGAGGAGTTCCGAATGACCATTTCTGCTCAGGTTATCGACAGCATTGTCGAGTGGATAGATGATAATTTGAATCAG

CCGCTGCGTATTGACGAGATCGCACGCCATGCGGGTTATTCCAAATGGCACTTGCAGCGCCTGTTTTTGCAGTACAAAGGGGAGAGCCTGGGGC

GCTACATTCGCGAGCGCAAACTGCTGCTGGCGGCGCGGGATCTGCGCGAATCCGACGCAAAAGTGTATGACATTTGTCTGCGCTACGGGTTTGAC

TCCCAGCAGACCTTTACCCGTATTTTTACCCGTACGTTTAACCAGCCGCCGGGTGCCTACCGTAAAGAAAATCACAGTCGGGCGCACTGATCCTT

TCCTGGTAGCGAGAGCTATCAGGAACGGTTTCCCTGTCTTAGCGTCTCTGCAATTGCCTAAATATTATTGCAAATAATTCCCATTTACATTAGCG

TGGCTAACAAATTTCATAAGGAATGGTTGGCCAATGAAGATGGCGTGGAGTGGTTTGCTTCTTGGGCTGGG 
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Tabelle VIII-1: Auflistung der Reads der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter farmeri GK2519 
mit den dafür jeweils eingesetzten Primern. 

Read Primer Seq Primer PCR 

A8 15_02_12 ramA fw 2519 A8(2519) A8(2519)/downA2 

downA2 10_02_12 ramA rv 2519 downA2 A8(2519)/downA2 

A7 21_12_11 ramA rv 2519 A7 ro4(2519)/A7 

ro4 21_12_11 romAramA fw 2519 ro4(2519) ro4(2519)/A7 

ro4 30_11_11 romAramA fw 2519 ro4(2519) ro4(2519)/A3 

A3 06_09_11 ramA rv 2519 A3 R5/A3 

ro3 23_11_11 romA rv 2519 ro3(1189+2519) ro2(2519)/ro3(1189+2519) 

ro2 23_11_11 romA fw 2519 ro2(2519) ro2(2519)/ro3(1189+2519) 

R5 06_09_11 ramR fw 2519 R5 R5/A3 

ro1 30_11_11 romAramR rv 2519 ro1(1189+2519) R5/ro1(1189+2519) 

R2 23_02_12 ramR rv 2519 R2 R3/R2 

R2 19_07_11 ramR rv 2519 R2 R1/R2 

R4 15_02_12 ramR rv 2519 R4 downR1/R4 

downR1 10_02_12 ramR fw 2519 downR1 downR1/R4 

ro6_c 10_05_12 romA fw 2519 ro6 c ro6 c/ro7 c 

ro7_c 10_05_12 romA rev 2519 ro7 c ro6 c/ro7 c 

 

VIII.1.1.2 Contig-Sequenz des ramRA-Operons in Citrobacter sedlakii GK2552  

gelb: ramR, türkis: ramA, unterstrichen: romA 

CAGCGTTTTATCATTCATCAGAATTCCTCGCGGGTGAGGGCGCGCCACATCGCTTCAAAACCGAGAGAGATAAACTCACTGGCGCGAGCCGGTTC

GCGAGTGGCAAACTCCATGGTGGTTTCGGCCAGAGTTAAAAACAGCGCGTCGCCGAAGGCGCGATATTCGTCTGACATAAAGACCGGCAGGACC

GCACGGTGGCAAAGATCGTGCAGCTCAGGAAACATGGCGTCGGCCTTTTGTTCTGTCTCTTTGGTGATTTTCTCGCTGACCGCCAGTTGGCGTAT

CGCGCGGTGCCCGTGCGTCTGTTCCAGCCCCCAGCGGATATAGCTGCTCCAGATATAAAAGGTCATCGCTTTGGCATCGGTCAGCGAACGATCCA

GCCTGGCGATCATTGACTGACACAGGCTGTGCTTAAGATGGAGGTAAAGTTCGTTAATTAACTCGTCTTTGGTCGCGAAATAGCGAAACAATGT

TCCTTCCGCCACGCCTGCATTGCGGGCAATCACGGCGGTAGAAGCCGCGATCCCGGACTGCGCGATTGCCGTGGTTGCTGCCTCCAGTAATGCCA

GTTTTTTGTCTTCACTCTTCGGACGAGCCACTACATTTTACCCTTATCAGTCTAAAACCCGAATTGAAACACGGCCTTTGCAGCGCCGCAACGGG

GAATGTCAAAGATTGAAAAACGTCTTGACGCGAAATTTCCGATTTCTATAATGAGTGCTTACTCACTCATAATCAAGAGTCAGCCGCGCAGACT

ACCGGACGGGAGCGCGTTTTCAGGTCAGGATATGAAGCGTCTCACAGTTTGTGTGGTTGTTATGATGATCATTGCCAGTGCCGCAACGTTACCG

TTTGTCCTCAATGCTGGCTTCGGTCAGGCGCCGCAAGGGGCTCAGCTCAGCCAGTTTGAACAGTCCGTCAATTATCGTGATGGGCAATTCCATAA

TCAGGTGCCAGGGCCGGGCTATACCGGAAATAAAAGTCTGCTGGCGGCCTGGTGGGAATTCCTGGTCGCAAAGCGAGAGAACGCGCGTCCGGCG

CAGCCGTTACCGCTGGTAGCGACCGATATTGCAGCTCTGCCCGCGGACAGGGACACGCTGATCTGGCTCGGCCACTCGTCGTGGTATTTGCAGCT

CGGCGGAAAACGCATTCTGATCGACCCGGTCTTCAGCCGTTATGCGGCGCCGTTTTCTTTTCTCAACAAAGCGTTTGTCGGCGATTACCCCTGGA

CCGCCCAGGCAATGCCGGCGATCGATCTGCTGATCATTTCTCACGATCATTATGACCATCTGGATTACGCCACCATCAAGGCGTTGATGCCAAAA

GTGAAGCGGGTGATTACGCCGCTCGGCGTCGGTTCGCATTTGCGGTACTGGGGTATGAACGGCGACATCATTGAGGAGCGTGACTGGCACCAGT

CTGTGCGGGTGGATGACGGGCTTTATATTCACGTACTGCCCGCCCGCCATTTTTCCGGACGCGGCATCAAGCGTAACCAGACGCTGTGGGCCAGT

TTTCTGTTTGAAACGCCGGAACAGAAAATTTACTACAGCGGCGACTCTGGCTACGGCCCGCACTTTCGGGCGATTGGCGAACAGTTTGGCGCGA

TCGACCTGGCGATCATGGAAAACGGTCAGTACGACCCGGACTGGAAATACATCCACATGATGCCGGAGGAAACCGCTCAGGCGGCACAGGATCT

GCGCGCCAGAGCCATCTTACCGGGGCATGCCGGACGTTTTGTGCTGGCGAAACACACCTGGGATGATCCTTATAAGCGGCTGGCGCTGGCCAGCC

GTCATAAACCCTACCGCCTGCTCACTCCGACGCTGGGCGAACCGGTGAAGCTCGACGATCCGGCGCAACAGTTCACGGCATGGTGGGAGAACACG

AGCAATTTGCAGGAGAGGAGTGCTGAATGACCATTTCTGCTCAGGTAATCGACACCATTGTCGAATGGATTGATGAAAATTTGAATCAACCGTT

GCGTATTGACGATATCGCCCGCCACGCGGGGTATTCCAAGTGGCATTTGCAGCGTCTTTTTATGCAGTACAAAGGGGAGAGTCTCGGACGCTAC
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ATCCGCGAGCGTAAGCTGCTGCTGGCGGCGCGGGATTTGCGCGAATCCGACGAAAAAGTATACGATATCTGTTTGCGCTACGGTTTTGATTCGC

AGCAGACGTTTACCCGCATCTTTACCCGCACGTTTAATCAGCCGCCGGGCGCCTACCGCAAAGAGAACCACAGCCGGACACACCCGGCATAGTGT

TATCAGGCCGCGACAGGCAGAGTAACATTCCGCTTACAAATCTTATTGCAAATCATTCCCATTTACATTAGCGTGGCTAACACATTTCTTCAGG

AACGGTTAGCCAATGAAAATGGCGTGGAGTGGTTTGCTCCTGGGGCTGGGAACCCTGTCGGCTCAGGCGATGCCCTGTTCGACTCCCTCGCTCTA

CGGCGAGCAGCAGGGAAAATTTGATGCCAGCGGCGAAGTCTGTTTTGTCCTTCCTCCGCTAAACGAAAACTATGTTTCCGCAACGCTGTCCGGCG

TCAC 

 

Tabelle VIII-2: Auflistung der reads der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter sedlakii GK2552 
mit den dafür jeweils eingesetzten Primern. 

Read Primer Seq Primer PCR 

A2 17_05_11 ramA rv 2552 A2 A1/A2 

A7 21_12_11 ramA rv 2552 A7 ro4(2552)/A7 

ro4 21_12_11 romA fw 2552 ro4(2552) ro4(2552)/A7 

ro4 30_11_11 romA fw 2552 ro4(2552) ro4(2552)/A3 

A3 06_09_11 romA rv 2552 A3 R5/A3 

ro3 23_11_11 romA rev 2552 ro3(2552) ro2(2552)/ro3(2552) 

ro2 23_11_11 romA fw 2552 ro2(2552) ro2(2552)/ro3(2552) 

R5 06_09_11 romA fw 2552 R5 R5/A3 

R5 21_12_11 ramR fw 2552 R5 R5/ro1(2552) 

ro1 30_11_11 romA rv 2552 ro1(2552) R5/ro1(2552) 

ro1 21_12_11 romA rv 2552 ro1(2552) R5/ro1(2552) 

R4 15_02_12 ramR rv 2552 R4 downR1/R4 

R4 23_02_12 ramR rv 2552 R4 downR1/R4 

R1 19_07_11 ramR fw 2552 R1 R1/R2 

R2 19_07_11 ramR rv 2552 R2 R1/R2 

downR1 23_02_12 ramR fw 2552 downR1 downR1/R4 

A8 10_05_12 ramA fw 2552 A8(2552) A8(2552)/downA3 

downA3 10_05_12 ramA rv 2552 downA3 A8(2552)/downA3 

R5 10_05_12 romA fw 2552 R5 R5/ro3 

ro3 10_05_12 romA rev 2552 ro3 R5/ro3 

2552-ramA-rev R4 R4 downR1/R4 

2552-ramR-fw dR1 downR1 downR1/R4 

 

  



VIII. Anhang 

 

195 

 

VIII.1.1.3 Contig-Sequenz des ramRA-Operons in Citrobacter werkmanii GK708 

gelb: ramR, türkis: ramA, unterstrichen: romA 

CGCAAGGCGCTTCGCGCAGACATGCAGTGTCTTTCCATCCATTATTTTTCCTCGCGGGTCAGGGCGCGCCACATGGCTTCAAACCCCAACGAAAT

GTATTCAGTCGCGCGGGCAGGGTTGCGGGCAGCGAATTCCATGGTTGTTTCTGCAAGTGTCAAAAAAAGTCCGTCGCCGAAGGCGCGATACTCG

TCCGACATAAATTCAGGTCGCACGGAGCGATGACAAAGATCGCGCAGTTCCGGGAACATATCGTCAGCCTGCTGTTCAGTTTCTTTGCTGATTTT

CTCGCTGACGGCCAACTGACGAATGGTGCGATGTCCGCAGGTATGATTCAGACCCCAGCTAATGTAGCTGTTCCAGATGTAGTGAGTCATGGTT

TTGGCATCGGTCACTGAACGGTCCAGATTGGCCATCATCGACTGGCAGAGATCGTGTTTTAAAAAGAGGTAAAGCTCGTTGATCAGATCATCTT

TGGTCGCGAAATAGCGAAACAACGTTCCCTCCGCAACCCCTGCATTGCGCGCGATTACGGCTGTTGAGGCCGCAATACCTGATTGTGCAAATGCT

GTGGTTGCAGCTTCCAGTAATGCCAGTTTTTTGTCTTCACTCTTCGGACGAGCCACTACACTTTACCCTTAAGTCTGTAAAAAACATGATTGAAT

CACGGCCTTTGCAGCACCGCAACGGAGAATGTCAAAGATTGAAAATCATCTTGACGGCGAACTTTCGATTTCTATAATGAGTGCTTACTCACTC

ATAATCAAGAGTCAGTCGCGCAAACCAGCGGAAAGGAGGCGCGTTTAAGGTCAGGATATGAAGCGTCTCACAGTTTGTGTGGTTGTTATTATGC

TTATTGCCGCTGCTACAAGTTTACCGTTTGTACTCAATGCCGGATTTGGCCAGGCGCCGCAAGGGGCACAACTGAGTCAGGTTGAACAGTCGCCA

CACTATCGTGATGGACAGTTTCATAATCAGGTGCCAACACCGGGCTATACCGGTAACAAAGGTATGCTGGCGGCCTGGTGGGAGTTTCTGGTCG

CTAAGCGTGAAAATGCGCGGCCAGCGCAGCCGTTACCGCTGGTGGCGAGCGATCTCGCCGGGTTACCGCCGCAGCAGGATACTCTGGTCTGGCTG

GGCCACTCCTCATGGTATTTGCAACTGGCGGGTCAACGCATCCTGATTGATCCGGTGTTCAGCAACTATGCCGCGCCGTTTTCATTTCTGAACAA

AGCCTTTGCCGGGGATTATCCGTGGACCGCGCAGACGATGCCGGAGATCGATCTGCTCATCATCTCGCACGATCATTATGACCATCTGGATCTCG

CCACCATCAAGGCGTTAATGCCGAAGATTAAACGGGTGATTACGCCGCTGGGTGTGGGGTCGCATCTGCGTTATTGGGGAATGCGCAGCGAGAT

AATCGACGAACGTGACTGGAATCAGTCCGTCAGAGTGACGGATTCACTGATTGTTCATGTTCTGCCAGCCCGCCATTTTTCGGGGCGAGGCATT

AAGCGTAATCAGACGCTGTGGGCCAGCTTTATGTTTGAAATGCCGGGGCAGAACGTTTATTACAGCGGGGATTCCGGCTACGGGCCGCATTTTA

AAGCCATTGGCGAGCAGTTTGGCTCGGTTGATTTGGCGATTATGGAGAACGGTCAGTATGACCAGGACTGGAAGTTTATTCACATGATGCCGGA

AGAGACGGCTCAGGCCGCGGCGGATCTGCATGCGAAAGCCGTTTTGCCCGGTCACGCAGGTCGTTTTGTTCTGGCGAAACATACCTGGGATGATC

CGTACAAACGACTGGCGCTTGCCAGCCGCCAACAAGATTACCGACTGCTGACGCCGATGCTGGGTGAACCGGTCATACTGTCCGAACCGGACCAA

ACGTTTACGGCCTGGTGGCAGCAGGCGAATCAATGAACACAGGGGAGAGCATGATGACGATTTCTGCTCAGGTAATTGATACGATTGTTGAATG

GATTGATGATAATTTGAATCAACCATTGCGCATTGATGATATTGCCCGCCATGCGGGTTATTCAAAATGGCACCTACAGCGTCTTTTTATGCAG

TACAAAGGCGAGAGCCTGGGGCGTTACATCCGTGAGCGTAAACTGCTGCTGGCGGCGCGCGATCTGCGCGATACCGATCAGAAAGTGTACGACA

TCTGTTTGAAGTACGGATTCGATTCACAGCAGACTTTTACGCGTATTTTCACCCGTACGTTTAGTCAACCGCCGGGCGCTTATCGCAAAGAAAA

TCATAGCCGAACGCATTAACGGTACCGGGTTCTCGCGGGT 
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Tabelle VIII-3: Auflistung der Reads der Sequenzierung des ramRA-Operons in Citrobacter werkmanii 
GK708 mit den dafür jeweils eingesetzten Primern. 

Read Primer Seq Primer PCR 

A8 15_02_12 ramA fw 708 A8(708) A8(708)/downA1 

downA1 10_02_12 ramA rv 708 downA1 A8(708)/downA1 

ro4 21_12_11 romA fw 708 ro4(708) ro4(708)/A7 

A7 21_12_11 ramA rv 708 A7 ro4(708)/A7 

A3 21_12_11 ramA rv 708 A3 ro4(708)/A3 

ro3 17_02_12 romA rv 708 ro3(708) ro2(708)/ro3(708) 

A3 06_09_11 romA rv 708 A3 R5/A3 

ro3 23_11_11 romA rv 708 ro3(708) ro2(708)/ro3(708) 

ro2 23_11_11 romA fw 708 ro2(708) ro2(708)/ro3(708) 

R5 06_09_11 romA fw 708 R5 R5/A3 

ro1 30_11_11 romA rv 708 ro1(708) R5/ro1(708) 

R4 23_02_12 ramR rv 708 R4 downR1/R4 

R1 19_07_11 ramR fw 708 (na) R1 R1/R2 

R2 19_07_11 ramR rv 708 R2 R1/R2 

downR1 10_02_12 ramR fw 708 downR1 downR1/R4 

708-ramR-rev R4 R4 downR1/R4 

708-ramR-fw dR1 downR1 downR1/R4 

 
 

VIII.1.1.4 Partielle Sequenz des ramRA-Operons in Citrobacter rodentium GK1253 

gelb: ramR, türkis: ramA 

ATAGCGAAACAACGTCCCTTCCGCCACGCCTGCGCTGCGGGCGATCGCGGCGGTAGAGGCCGCGAGCCCGGATTGCGCAACTGCTGCGGTTGCTG

CCTCCAGTAATGCCTGTTTTTTGTCTTCACTTTTCGGACGAGCCACTACGCTTTACCCTTAAATCAGTCTGAAAATGCGATTGAAACACGGCCTT

AAGCGTGTCGCAACGGTGAATGTCAAAGATTGAAATTCATCTTGACGGGAAACCTCCGATTTCTATAATGAGTGCTTACTCACTCATAATCAAG

AGTCAATCGCGCAGTCTGGATGGCGCTTATAAAGGTCTGTCGCGGGTCAGTCGTCCTAAAACACCCCTTTGGGGCAGGGGTGGGATAAGACGGC

TACTTTGCGGGAGAGGAGTTCTGAATGACCATTTCTGCA 

 

VIII.1.1.5 Analysierte DNA-Sequenz im Vektor pHPAR19-01.3 

ACCGCCTTTGAGTGAGCTGATNCCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCA

AACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAAT

GTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACAC

AGGAAACAGCTATGACGATTTCTGCTCAGGTAATTGATACGATTGTTGAATGGATTGATGATAATTTGAATCAACCATTGCGCATTGATGATAT

TGCACGCCATGCGGGATATTCAAAATGGCACCTGCAGCGTCTTTTTATGCAGTATAAAGGCGAAAGCCTCGGGCGTTACATTCGGGAACGCAAG

CTGCTACTGGCCGCGCGCGATCTACGCGATACCGACCAGAAAGTGTACGACATCTGTTTGAAATACGGATTCGATTCGCAGCAGACCTTTACGCG

TATTTTCACCCGTACGTTCAGCCAGCCGCCGGGCGCTTATCGCAAAGAAAATCATAGCCGAACGCATTAACAGCTCATATGGTGCACTCTCAGTA

CAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTT

ACAG 
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VIII.1.2 Alignments 

In den folgenden DNA- und Aminosäure-Alignments wurde einheitlich derselbe Farcode für Übereinstimmungen angewendet: Identische Positionen sind 

gelb hinterlegt, konservierte aber nicht zu 100 % identische Positionen, sind blau hinterlegt und blockweise durch ähnliche Aminosäuren besetzte 

Positionen bzw. Positionen, die die bei der Hälfte der DNA-Sequenzen identisch sind, sind grün hinterlegt. Alle Alignments wurden mit der Software Vector 

NTI Version 11.5 durchgeführt. 

VIII.1.2.1 gyrA-Alignment 

 

  

1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

TCCTCATGGTGATTCCGCGGTGTACGACACTATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA Citrobacter koseri ATCC BAA895 (1)

TCCTCATGGTGATTCTGCGGTGTACAACACTATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK1189 1189-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

CCCTCATGGTGATACCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA GK100 100-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

CCCTCATGGTGATATCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGCCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA GK708 708-gyrA-rev [gyrA 3-1] (c) (1)

TCCCCACGGCGATTCCGCGGTGTATGACACCATTGTACGTATGGCTCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA Citrobacter rodentium ICC168 (1)

CCCGCACGGCGACTCTGCGGTATATGACACCATTGTTCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATTGATGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCTAAGATpartial gyrA GK2519 2519-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

TCCCCACGGCGATTCCGCAGTGTATGACACCATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATpartial gyrA Salmonella Typhimurium str LT2 (1)

CCCGCATGGCGACTCTGCGGTATACGACACCATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK4039 4039-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (1)

-CNGCATGGCGACTCTGCGGTATACGACACCATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK1263 1263-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (1)

TCCTCACGGCGATTCCGCGGTGTATGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGCCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK2552 2552-gyrA-rev [GA-2] na (c) (1)

TCCCCATGGTGACTCGGCGGTCTATGACACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATpartial gyrA E. coli K12 rc (1)

CCCTCATGGTGATACCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGCTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA Citrobacter freundii str Q15 partial Seq (1)

1
9

7
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Fortsetzung gyrA Alignment 

 

 

VIII.1.2.2 gyrB-Alignment 

 

32 18740 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170(32)

ATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA Citrobacter koseri ATCC BAA895 (32)

ATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA GK1189 1189-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA GK100 100-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGCCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA GK708 708-gyrA-rev [gyrA 3-1] (c) (32)

ATTGTACGTATGGCTCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGCTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA Citrobacter rodentium ICC168 (32)

ATTGTTCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATTGATGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCTAAGATTGCCCATGAGTTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK2519 2519-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATCGCCCACGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA Salmonella Typhimurium str LT2 (32)

ATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGTTAATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK4039 4039-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (32)

ATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGTTAATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK1263 1263-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (31)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGCCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK2552 2552-gyrA-rev [GA-2] na (c) (32)

ATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA E. coli K12 rc (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGCTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA Citrobacter freundii str Q15 partial Seq (32)

1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

TCCTCATGGTGATTCCGCGGTGTACGACACTATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA Citrobacter koseri ATCC BAA895 (1)

TCCTCATGGTGATTCTGCGGTGTACAACACTATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK1189 1189-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

CCCTCATGGTGATACCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA GK100 100-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

CCCTCATGGTGATATCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGCCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA GK708 708-gyrA-rev [gyrA 3-1] (c) (1)

TCCCCACGGCGATTCCGCGGTGTATGACACCATTGTACGTATGGCTCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA Citrobacter rodentium ICC168 (1)

CCCGCACGGCGACTCTGCGGTATATGACACCATTGTTCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATTGATGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCTAAGATpartial gyrA GK2519 2519-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (1)

TCCCCACGGCGATTCCGCAGTGTATGACACCATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATpartial gyrA Salmonella Typhimurium str LT2 (1)

CCCGCATGGCGACTCTGCGGTATACGACACCATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK4039 4039-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (1)

-CNGCATGGCGACTCTGCGGTATACGACACCATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK1263 1263-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (1)

TCCTCACGGCGATTCCGCGGTGTATGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGCCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATpartial gyrA GK2552 2552-gyrA-rev [GA-2] na (c) (1)

TCCCCATGGTGACTCGGCGGTCTATGACACGATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATpartial gyrA E. coli K12 rc (1)

CCCTCATGGTGATACCGCCGTTTACGACACCATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGCTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATpartial gyrA Citrobacter freundii str Q15 partial Seq (1)

32 18740 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170(32)

ATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA Citrobacter koseri ATCC BAA895 (32)

ATCGTCCGTATGGCGCAGCCTTTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGCAACTTTGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCCGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA GK1189 1189-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA GK100 100-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGTTACATGCTGGTAGATGGCCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA GK708 708-gyrA-rev [gyrA 3-1] (c) (32)

ATTGTACGTATGGCTCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCCATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGCTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA Citrobacter rodentium ICC168 (32)

ATTGTTCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATTGATGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCTAAGATTGCCCATGAGTTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK2519 2519-gyrA-rev [gyrA 3-1] na (c) (32)

ATCGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTACATGCTGGTGGATGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATTGACGGCGACTCCGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAGATCCGTCTGGCGAAAATCGCCCACGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA Salmonella Typhimurium str LT2 (32)

ATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGTTAATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK4039 4039-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (32)

ATTGTCCGTATGGCTCAGCCGTTCTCGCTGCGATATATGCTGGTGGATGGCCAGGGGAACTTCGGTTCCATCGATGGCGATTCCGCGGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAGTTAATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK1263 1263-gyrA-rev [gyrA-GA2] na (c) (31)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCGTTTTCGCTGCGCTATATGCTGGTGGATGGCCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCTGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAGATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTGGAAAAApartial gyrA GK2552 2552-gyrA-rev [GA-2] na (c) (32)

ATCGTCCGCATGGCGCAGCCATTCTCGCTGCGTTATATGCTGGTAGACGGTCAGGGTAACTTCGGTTCTATCGACGGCGACTCTGCGGCGGCAATGCGTTATACGGAAATCCGTCTGGCGAAAATTGCCCATGAACTGATGGCCGATCTCGAAAAApartial gyrA E. coli K12 rc (32)

ATTGTTCGTATGGCGCAGCCATTCTCCTTGCGCTACATGCTGGTAGATGGTCAGGGTAACTTTGGTTCTGTCGATGGCGACTCCGCAGCGGCGATGCGTTATACGGAAATCCGTATGTCGAAAATCGCCCATGAGCTGATGGCTGACCTGGAAAAApartial gyrA Citrobacter freundii str Q15 partial Seq (32)

1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)
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1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)

1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)

157 312170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK1189 from genomic(157)

AAGACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCCTTCCTTAACTCCGGCGTCTCTATCCGTCTTAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAGCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(157)

AAAACCGGTACGATGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATCCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTCAACTCTGGCGTCTCTATTCGCTTGAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAApartial gyrB 2552 rc(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACTAACGTCACGGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAACit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCATGAAACCTTTACTAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTTTCCATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAApartial gyrB 2519 rc(157)

AAAACCGGCACGATGGTACGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAACGCCTGCGTGAACTGTCATTCCTGAACTCAGGCGTCTCCATCCGCCTGCGCGACAAGCGCGATGGCAAAGAASal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(157)

AAAACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(157)

GCGACGGGTACTCAGGTACGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAATGTCGTTGAGTTTGAATATGAGATTCTGGCTAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGTAAAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(157)

TTGACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGATATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(157)

ATGACGGGGACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB 100 rc(157)

GTTACGGGGACCCAGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATCCTGGCGAAGCGCCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGTGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGTGACGGCAAAGAApartial gyrB GK4089(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCATGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCATTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK708 rc(157)

1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)

157 312170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK1189 from genomic(157)

AAGACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCCTTCCTTAACTCCGGCGTCTCTATCCGTCTTAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAGCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(157)

AAAACCGGTACGATGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATCCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTCAACTCTGGCGTCTCTATTCGCTTGAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAApartial gyrB 2552 rc(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACTAACGTCACGGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAACit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCATGAAACCTTTACTAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTTTCCATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAApartial gyrB 2519 rc(157)

AAAACCGGCACGATGGTACGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAACGCCTGCGTGAACTGTCATTCCTGAACTCAGGCGTCTCCATCCGCCTGCGCGACAAGCGCGATGGCAAAGAASal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(157)

AAAACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(157)

GCGACGGGTACTCAGGTACGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAATGTCGTTGAGTTTGAATATGAGATTCTGGCTAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGTAAAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(157)

TTGACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGATATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(157)

ATGACGGGGACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB 100 rc(157)

GTTACGGGGACCCAGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATCCTGGCGAAGCGCCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGTGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGTGACGGCAAAGAApartial gyrB GK4089(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCATGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCATTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK708 rc(157)
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1 15610 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140(1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)

157 312170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACCGAATTTGAATACGAAATTCTGGCTAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGAAAGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK1189 from genomic(157)

AAGACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCCTTCCTTAACTCCGGCGTCTCTATCCGTCTTAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAGCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(157)

AAAACCGGTACGATGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCTGGAAACCTTCACCAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATCCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGCTGTCCTTCCTCAACTCTGGCGTCTCTATTCGCTTGAAAGACAAGCGCGACGGTAAAGAApartial gyrB 2552 rc(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACTAACGTCACGGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAACit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(157)

AAAACCGGTACGATGGTGCGTTTCTGGCCGAGCCATGAAACCTTTACTAACGTCACTGAGTTCGAATACGAGATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCTGGCGTTTCCATTCGCCTGAAAGACAAGCGCGATGGTAAAGAApartial gyrB 2519 rc(157)

AAAACCGGCACGATGGTACGTTTCTGGCCGAGCCACGAAACCTTCACCAACGTCACTGAATTTGAATATGAGATCCTGGCGAAACGCCTGCGTGAACTGTCATTCCTGAACTCAGGCGTCTCCATCCGCCTGCGCGACAAGCGCGATGGCAAAGAASal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(157)

AAAACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(157)

GCGACGGGTACTCAGGTACGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAATGTCGTTGAGTTTGAATATGAGATTCTGGCTAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCCATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGTAAAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(157)

TTGACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGATATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(157)

ATGACGGGGACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTTACCAACGTCGTTGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGTGAGCTGTCATTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB 100 rc(157)

GTTACGGGGACCCAGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATCCTGGCGAAGCGCCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGTGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGTGACGGCAAAGAApartial gyrB GK4089(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCACGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAACTGTCGTTCCTGAACTCCGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(157)

GTAACGGGTACTCAGGTCCGTTTCTGGCCAAGCCATGAAACCTTCACTAACGTGACCGAGTTCGAATACGACATTCTGGCGAAGCGTCTGCGCGAGCTGTCATTCCTGAACTCTGGCGTCTCTATTCGTCTGCGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAApartial gyrB GK708 rc(157)

313 468320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAAGCGTTTGTTGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAAGCGTTTGTTGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB GK1189 from genomic(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAACATCTTCTACTTCTCCACGGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(313)

GACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAAAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTATTTTTCTACAGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 2552 rc(313)

GACCATTTCCACTATGAAGGTGGCATCAGGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCAATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTTGCACTGCAATGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(313)

GATCATTTCCACTATGAAGGCGGCATCAGGGCGTTCGTAGAGTATCTGAATAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCGACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCACTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 2519 rc(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTGAACAAGAATAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTAGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(313)

GACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(313)

GACCATTTCCACTACGAAGGCGGCATTAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATTGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(313)

GACCATTTCCACTACGAAGGTGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 100 rc(313)

GATCATTTCCATTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACACCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGANAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB GK4089(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATTAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACCit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAATpartial gyrB GK708 rc(313)
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AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTTTCCGTGGTTAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTATGAGCATGGCGTACCGCAGGCGCCGCTGGCGGTGACTGGCGAAACTGATpartial gyrB GK1189 from genomic (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGCGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATTCACCGTCAGATCTACGTGCATGGCGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCCGTAACCGGCGACACCGACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168 (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCCGTGGTAAACGCCCTGTCCCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATTTATGAGCACGGCGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTGACCGGCGACACCGACpartial gyrB 2552 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTCTCCGTGGTGAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAATCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTTCCGCAGGCACCGCTGGCAGTCACTGGCGATACCGATCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2... (1)

AAAGTGTCCGGTGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTAGTAAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGCGATAACAAAGTCCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTCCCGCAGGCACCGCTGGCGGTAACCGGCGATACCGATpartial gyrB 2519 rc (1)

AAAGTCTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGCGTCTCGGTAGTCAACGCTCTGTCGCAAAAACTGGAACTGGTTATCCAGCGAGATGGCAAAATTCACCGTCAGATCTACGAGCACGGCGTGCCGCAGGCACCCCTGGCCGTCACTGGCGATACCGATSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc (1)

AAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTGTCCGTAGTAAACGCCCTGTCACAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17... (1)

AAAGTTTCCGGTGGTCTGCACGGCGTAGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACCGGCGAAACAGAACit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57... (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGTGTGGGTGTTTCCGTCGTTAACGCCCTGTCACAGAAGCTGGAACTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTTCGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCAGTAACTGGCGAAACAGAApartial gyrB 100 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTATGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACAGAGpartial gyrB GK4089 (1)

AAAGTTTCCGGCGGTCTGCACGGCGTGGGTGTCTCCGTGGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACGTACGTGCACGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACGGGCGAAACGGAACit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc (1)

AAAGTTTCCGGTGGTTTGCACGGCGTAGGTGTCTCCGTCGTTAACGCCCTGTCGCAGAAACTGGAGCTGGTGATTCGTCGTGAAGGCAAAGTGCATCAGCAAACTTACGTGCATGGTGTGCCGCAGGCGCCGCTGGCGGTAACAGGCGAAACGGAApartial gyrB GK708 rc (1)

313 468320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAAGCGTTTGTTGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAAGCGTTTGTTGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB GK1189 from genomic(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAACATCTTCTACTTCTCCACGGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(313)

GACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAAAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTATTTTTCTACAGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 2552 rc(313)

GACCATTTCCACTATGAAGGTGGCATCAGGGCGTTCGTTGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCAATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTTGCACTGCAATGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(313)

GATCATTTCCACTATGAAGGCGGCATCAGGGCGTTCGTAGAGTATCTGAATAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCGACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCACTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 2519 rc(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTGAACAAGAATAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTAGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(313)

GACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(313)

GACCATTTCCACTACGAAGGCGGCATTAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATTGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACCit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(313)

GACCATTTCCACTACGAAGGTGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB 100 rc(313)

GATCATTTCCATTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACACCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGANAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACpartial gyrB GK4089(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATTAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACCit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(313)

GATCATTTCCACTACGAAGGCGGCATCAAGGCGTTTGTTGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAATpartial gyrB GK708 rc(313)
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351 506360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490(351)

TGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(351)

TGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK1189 from genomic(351)

TGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAACATCTTCTACTTCTCCACGGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(351)

TGAGTATCTGAACAAAAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTATTTTTCTACAGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAATATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB 2552 rc(351)

TGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCAATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTTGCACTGCAATGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACTAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(351)

AGAGTATCTGAATAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCGACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCACTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCTCAGCGTGATGGpartial gyrB 2519 rc(351)

TGAATATCTGAACAAGAATAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTAGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGCGACGGSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(351)

TGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATTGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB 100 rc(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACACCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGANAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK4089(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAATATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK708 rc(351)

351 506360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490(351)

TGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit01 partial gyrB Citrobacter koseri ATCC BAA-895(351)

TGAGTACCTCAACAAGAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK1189 from genomic(351)

TGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAACATCTTCTACTTCTCCACGGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit02 partial gyrB Citrobacter rodentium ICC168(351)

TGAGTATCTGAACAAAAACAAAACGCCGATTCACCCGAATATCTTCTATTTTTCTACAGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCATTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAATATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB 2552 rc(351)

TGAGTATCTGAACAAGAACAAAACGCCAATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTTGCACTGCAATGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACTAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit05 gyrB part_seq Citrobacter amalonaticus ATCC 2...(351)

AGAGTATCTGAATAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCGACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTGGCACTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCTCAGCGTGATGGpartial gyrB 2519 rc(351)

TGAATATCTGAACAAGAATAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTATTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTGGAAGTAGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGCGACGGSal05 partial gyrB Salmonella Typhimurium LT2 rc(351)

TGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGEco01 partial gyrB Escherichia coli str. K-12 substr. M...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATTGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit03 partial gyrB part_seq Citrobacter braakii DSM 17...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit04 partial gyrB part_seq Citrobacter freundii CIP 57...(351)

TGAATACCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGATGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB 100 rc(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACACCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGANAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGTTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK4089(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCit06 partial gyrB Citrobacter youngae ATCC 29220 rc(351)

TGAATATCTCAACAAAAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGACGGTATCGGCGTTGAAGTTGCGCTGCAGTGGAACGACGGCTTCCAGGAAAATATCTACTGCTTCACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGpartial gyrB GK708 rc(351)
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VIII.1.2.3 Alignment der DNA-Sequenzen des ramRA-Operons in Citrobacter spec. 
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Fortsetzung ramRA Alignment 
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Fortsetzung ramRA Alignment 
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Fortsetzung ramRA Alignment 
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Fortsetzung ramRA Alignment 
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Fortsetzung ramRA Alignment 
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VIII.1.2.4 RamR-Alignment 

Rote Pfeile markieren die Substanzinteraktionspunkte mit den Substanzen Ethidiumbromid, Rhodamin 6G, Berberin, Kristalviolett und Dequalinum (nach 

Yamasaki et al. 2013). 
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Fortsetzung des RamR-Alignments 
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VIII.1.2.5 RomA Alignment 
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VIII.1.2.6 RamA Alignment 

 

1 12110 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110(1)

MTISAQVIDSIVEWIDDNLNQPLRIDEIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDAKVYDICLRYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------GK2519 RamA Citrobacter farmeri (1)

MTISAQVIDTIVEWIDENLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDEKVYDICLRYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRTHPA------GK2552 RamA Citrobacter braakii (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFSQPPGAYRKENHSRTH--------GK708 RamA Citrobacter werkmanii (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFSQPPGAYRKENHSRTH--------GK100 RamA Citrobacter freundii (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLRLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRTH--------Cit01 RamA Citrobacter koseri ATCC BAA895 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDENLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDEKVYDICLRYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Cit02 RamA Citrobacter rodentium (1)

MELPAQVIETLTDWIDDNLHKPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFHHHKGESIGRYIREKKLRLAAQDLRATNDRVLDISMKYGFDSQQTFTRLFTRKYRMSPGTWRKQGDAPTNH-------Cro01 RamA Cronobacter sakazakii (1)

MELPAQVIETLTDWIDDNLHKPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFHHHKGESIGRYIREKKLRLAAQDLRATNDRVLDISMKYGFDSQQTFTRLFTRKFQMSPGTWRKQGDAPTNH-------Cro02 RamA Cronobacter turicensis (1)

MNISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Ent01 RamA Enterobacter aerogenes EA1509E rc (1)

MNISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Ent02 RamA Enterobacter aerogenes KCTC 2190 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIEEIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDERVYDICLRYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRTH--------Ent03 RamA Enterobacter cloacae EcWSU1 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIEEIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDARVYDICLRYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Ent04 RamA Enterobacter cloacae ATCC 13047 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIEDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRESDERVYEICLRYGFESQQTFTRIFTRTFHQPPGAYRKENHSRTH--------Ent05 RamA Enterobacter cloacae ENHKU01 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle01 RamA Klebsiella oxytoca E718 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle02 RamA Klebsiella oxytoca KCTC 1686 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRVFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle04 RamA Klebsiella pneumoniae CG43 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRVFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle05 RamA Klebsiella pneumoniae KCTC 2242 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRVFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle06 RamA Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLHQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLLLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRVFTRTFNQPPGAYRKENHSRAH--------Kle07 RamA Klebsiella variicola (1)

MTISAQVIETIVGWIDDNLHQPLRIDDIARHSGYSKWHLQRLFLQYKGESLGRYIRERKLRLAARDLRDTDQRVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFHQPPGAYRKENHNRAH--------Rao01 RamA Raoultella ornithinolytica (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYVRERKLKLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNLPPGAYRKEKHSCTH--------Sal01 RamA Salmonella bongori (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYVRERKLKLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNLPPGAYRKEKHGRTH--------Sal02 RamA Salmonella Paratyhi A (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLRRYVRERKLKLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNLPPGAYRKEKHGRTH--------Sal03 RamA Salmonella Typhi CT18 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLRRYVRERKLKLAARDLRDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNLPPGAYRKEKHGRTH--------Sal04 RamA Salmonella Typhi Ty2 (1)

MTISAQVIDTIVEWIDDNLNQPLRIDDIARHAGYSKWHLQRLFMQYKGESLGRYVRERKLKLAARDLLDTDQKVYDICLKYGFDSQQTFTRIFTRTFNLPPGAYRKEKHGRTH--------Sal05 RamA Salmonella Typhimurium LT2 (1)

MDIPAQVIEELLVWIDKNLDKPLRIDDVARYAGYSKWHLQRMFVNHTGHNLARYIRERKLHLAARDLCTTSETVYQICSRYGFESQQSFTRIFTKTFSQPPGMYRKNCPFGRARPGAGQAAShm01 RamA Shimwellia blattae (1)
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VIII.2 Gefahrstoffverzeichnis 

In Tabelle VIII-4 sind die in dieser Arbeit verwendeten KMR-Substanzen aufgelistet. 

Tabelle VIII-4: Liste aller verwendeten KMR-Substanzen. 

Cas-Nr.  IUPAC-Bezeichnung  Kategorie  
67-66-3 Trichlormethan 

(Chloroform) 
Karzinogen; Kategorie 2; H351 

1239-45-8  3,8-Diamino-5-ethyl-6-
phenylphenanthridinium-
bromid (Ethidiumbromid)  

Keimzellmutagen; Kategorie 2; H341  

108-95-2  Benzenol (Phenol)  Keimzellmutagen; Kategorie 2; H341  

In Tabelle VIII-5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gefahrstoffe aufgelistet. 

Tabelle VIII-5: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Gefahrstoffe. 

Substanz 
Gefahren-
symbol 

GHS-Gefahrenhinweise 
(Hazard) 

GHS-Sicherheitshinweise 
(Precaution) 

Acetonitril 

 

 

H225-H302 + H312 + 
H332-H319 

P210-P261-P280-P305 + 
P351 + P338-P370 + P378-
P403 + P235 

Calciumchlorid-Dihydrat 

  

H319 P305 + P351 + P338 

Chloroform 

 

H302-H315-H319-H331-
H336-H351-H361d-H372 

P261-P281-P305 + P351 + 
P338-P311 

Ethanol 

 

 

H225 + H319 P210 + P240 + P305-P351-
P338 + P403-P233 

Ethylendiamintetra-acetat 

  

H319 P305 + P351 + P338 
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Substanz 
Gefahren-
symbol 

GHS-Gefahrenhinweise 
(Hazard) 

GHS-Sicherheitshinweise 
(Precaution) 

Isoamylalkohol 

 

 

H226-H315-H319-H332-
H335 

P210-P261-P280-P304 + 
P340 + P312-P337 + P313-
P403 + P235 

Isopropanol 

 

 

H225-H319-H336 P210-P261-P305 + P351 + 
P338 

Kaliumhydroxid 

 

 

H290-H302-H314 P280-P301 + P312 + P330-
P303 + P361 + P353-P304 
+ P340 + P310-P305 + 
P351 + P338 

Natriumdodecylsulfat 
(SDS) 

 

 

H228-H302 + H332-
H315-H318-H335-H412 

P210-P261-P280-P301 + 
P312 + P330-P305 + P351 
+ P338 + P310-P370 + 
P378 

Natriumhydroxid 

 

H290 + H314 P280 + P301-P330-P331 + 
P305-P351+P338 + P308-
P310 

Phenol 

 

H301 + H311 + H331-
H314-H341-H373-H411 

P260-P280-P303 + P361 + 
P353-P304 + P340 + P310-
P305 + P351 + P338 
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Substanz 
Gefahren-
symbol 

GHS-Gefahrenhinweise 
(Hazard) 

GHS-Sicherheitshinweise 
(Precaution) 

Salzsäure (37 %) 

 

H290-H314-H335 P260-P280-P303 + P361 + 
P353-P304 + P340 + P310-
P305 + P351 + P338 

Trichloressigsäure 

 

H314-H410 P260-P280-P303 + P361 + 
P353-P304 + P340 + P310-
P305 + P351 + P338 

Xylencyanol 

 

H315 + H319 + H335 P261 + P305-P351 + P338 

α-Cyano-4-
Hydroxyzimtsäure 

 

H315-H319-H335 P261-P305 + P351 + P338 

 

VIII.3 Abkürzungsverzeichnis 

In Tabelle VIII-6 sind alle allgemeinen Abkürzungen, in Tabelle VIII-7 alle Abkürzungen für 

Gene, in Tabelle VIII-8 die Abkürzungen für DNA-Basen und in Tabelle VIII-9 alle Abkürzungen 

für Aminosäuren aufgeführt, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. 

Tabelle VIII-6: Auflistung aller allgemeinen Abkürzungen, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 

Abkürzung Bedeutung 

® registrierter Markenname (englisch: registered trademark) 

°C Celsius 

ad auf (lateinisch) 

ADH Argininhydrolase 

ADOF Adonit-Fermentation 

AMP Adenosinmonophosphat 

AmpR/ApR Ampicillinresistenz 

APS Ammoniumpersulfat 

ARMS sequenzspezifische-PCR (englisch amplification refractory mutation system) 

as Aminosaure 
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Abkürzung Bedeutung 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare (englisch base pairs) 

BSA Rinderserumalbumin (englisch bovine serum albumin) 

bzw. beziehungsweise 

C Kohlenstoffatom 

Ca Calcium-Atom 

ca. circa 

CCLR englisch: cell culture lysis reagent 

ChlR Chloramphenicol-Resistenz 

CIP Ciprofloxacin 

CIT Citrat 

Cl Chloratom 

Da Dalton 

dH2O Reinstwasser 

DNA Desoxyribonukleinsaure (englisch desoxyribonucleic acid) 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

EB Elutionspuffer (englisch elution buffer) 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EPI Effluxpumpeninhibitor 

ESC Esculin-Hydrolysierung 

et al.  und andere (lateinisch: et alii) 

EtBr Ethidiumbromid 

Fa. Firma 

FC numerische Angabe eines Verhältnisses (englisch: fold change) 

for vorwärts (englisch: forward) 

g Gramm 

g Erdbeschleunigungskonstante 

GK Glycerinkulturnummer 

GLUF Glucose-Fermentation 

GTE-Puffer Glucose-Tris-EDTA-Puffer 

h Stunde/n 

H Wasserstoffatom 

H2S Schwefelwasserstoff 

HTH Helix-Turn-Helix - Motiv 

IND Indol 

inkl. inklusive 

INOF Inosit-Fermentation 

k kilo (1 x 103) 
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Abkürzung Bedeutung 

K Kaliumatom 

Kan Kanamycin 

kb Kilobasenpaare 

KBE koloniebildende Einheiten 

KPE-Puffer Kaliumphosphat-EDTA-Puffer 

L Liter 

LAR englisch luciferase assay reagent 

LB Luria-Bertani 

LDC Lysindecarboxylase 

Lsg. Lösung 

m milli (1 x 10-3) 

M Molar (mol/L) 

MAL Malonat 

max. Maximal 

MDR englisch: multiple drug resistance 

MFS englisch: major facilitator superfamily 

MHK minimale Hemmkonzentration 

min Minute/n 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mRNA englisch: messenger RNA 

MW molecular weight 

n nano (1 x 10-9) 

N Stickstoffatom 

Na Natriumatom 

NAL Nalidixinsaure 

NCBI Acc.nr. Accession number der NCBI Datenbanken 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

ng Nanogramm 

ns Nanosekunde/n 

NTC PCR-Kontrolle ohne DNA-Template (englisch: no template control) 

O Sauerstoffatom 

OD optische Dichte 

ODC Ornithindecarboxylase 

OMP englisch: outer membrane protein 

ONPG o-Nitrophenyl-β-Galaktopyranosid-Test zum Nachweis der β-Galactosidase 

ONPX o-Nitrophenylen-β-Xylosid-Test zum Nachweis der β-Xylosidase 

ORF offener Leserahmen (englisch: opern reading frame) 
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Abkürzung Bedeutung 

ori Replikationsursprung (englisch: origin of replication) 

p Promotor 

p.a. analysenrein (lateinisch: pro analysi) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction) 

PGUR p-Nitrophenylen-β-Glucuronid-Test zum Nachweis der β-Glucuronidase 

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PUR Puromycin 

QRDR Chinolonresistenz determinierende Region (englisch: quinolone resistance 

determining region) 

rev rückwärts (englisch: reverse) 

RHAF Rhamnose-Fermentation 

RLU Relative Lichteinheiten (engl. relative light units) 

RNA Ribonukleinsaure (englisch: ribonucleic acid) 

RNAse Ribonuklease 

RND englisch: resistance nodulation cell division 

rpm Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute) 

RS Referenzstamm 

RT Raumtemperatur 

s Sekunde/n 

Sal Salicylat 

SDS Natriumdodecylsulfat (englisch: sodium dodecyl sulfate) 

SORF Sorbit-Fermentation 

SSM site-specific mutagenesis (englisch: ortsspezifischen Mutagenese) 

SUCF Saccharose-Fermentation 

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TDA Tryptophan-Deaminase 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer 

TET Tetracyklin 

TFB englisch: tranformation buffer 

Tm Schmelztemperatur 

TM Markenname (englisch: trade mark) 

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 

U Einheiten (englisch: Units) 

URE Urease 

UV ultraviolett 

V Volt 
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Abkürzung Bedeutung 

VP Voges-Proskauer-Test zum Nachweis der Bildung von Acetoin 

XYLF Xylose-Fermentation 

μ mikro (1 x 10-6) 

μg Mikrogramm 

μl Mikroliter 

π-π molekulare Wechselwirkung zwischen delokalisierten Elektronen 

 

Tabelle VIII-7: Auflistung aller Gene und ihrer Genprodukte, die in dieser Arbeit Erwähnung fanden. 

Gen Genprodukt 

aac(6’)Ib kodiert für die Aminoglykosid-Acyltransferase AAC(6’)Ib 

acrA kodiert für das periplasmatische Adapterprotein AcrA der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

acrB kodiert für das Pumpenprotein AcrB der AcrAB-TolC Effluxpumpe 

acrE kodiert für das periplasmatische Adapterprotein AcrE der AcrEF-TolC Effluxpumpe 

acrF kodiert für das Pumpenprotein AcrF der AcrEF-TolC Effluxpumpe 

acrR kodiert für den lokalen Repressor AcrR von acrAB 

acrS kodiert für den Repressor AcrS von acrAB und acrEF 

aphA kodiert für eine Aminoglykosid-Phosphotransferase 

aphA1 kodiert für die Aminoglykosid 3'-Phosphotransferase 

cat kodiert für die Chloramphenicol-Acetyl-Transferase 

gyrA kodiert für die A-Untereinheit der Gyrase 

gyrB kodiert für die B-Untereinheit der Gyrase 

luc kodiert für die Luciferase 

marA kodiert für den globalen Transkriptionsfaktor MarA 

marB kodiert für ein unbekanntes Genprodukt 

marC kodiert für ein putatives Membranprotein unbekannter Funktion 

marO Operatorregion des mar Operons 

marR kodiert für den Repressor des mar Operons MarR 

micF kodiert für die nicht translatierte antisense RNA micF 

ompF kodiert für das Porin OmpF in der äußeren Membran 

parC kodiert für die A-Untereinheit der Topoisomerase IV 

parE kodiert für die B-Untereinheit der Topoisomerase IV 

qepA kodiert für die Chinolon-spezifische Effluxpumpe QepA 

qnr kodiert für das Schutzprotein der Topoisomerasen Qnr 

ramA kodiert für den globalen Transkriptionsfaktor RamA 

ramR kodiert für den Regulator RamR 

romA kodiert für ein unbekanntes Genprodukt 

soxR kodiert für den Regulator SoxR 

soxS kodiert für den globalen Transkriptionsfaktor SoxS 
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Gen Genprodukt 

tolC kodiert für das Porin TolC in der äußeren Membran 

topA kodiert für die A-Untereinheit der Topoisomerase I 

 

Tabelle VIII-8: Auflistung aller Abkürzungen für DNA-Basen in dieser Arbeit. 

Abkürzung Bedeutung 

A Adenin 

B C/G/T 

C Cytosin 

G Guanin 

H A/C/T 

K G/T 

M A/C 

N C/G/T/A 

R A/G 

S G/C 

T Thymin 

U Uracil 

W A/T 

Y C/T 
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Tabelle VIII-9: Liste aller Aminosäureanbkürzungen im Drei- und Einbuchstabencode. 

Aminosäure 3-Buchstabencode 1-Buchstabencode 

Alanin Ala A 

Arginin Arg R 

Asparagin Asn N 

Asparaginsäure Asp D 

Cystein Cys C 

Glutamin Gln Q 

Glutaminsäure Glu E 

Glycin Gly G 

Histidin His H 

Isoleucin Ile I 

Leucin Leu L 

Lysin Lys K 

Methionin Met M 

Phenylalanin Phe F 

Prolin Pro P 

Serin Ser S 

Threonin Thr T 

Tryptophan Trp W 

Tyrosin Tyr Y 

Valin Val V 
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