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Einleitung

A  Einleitung
1 Antibiotika und Resistenzen

1.1 Einleitung

Durch eine verbesserte frihzeitige Erkennung unkaBelung von bakteriell verursachten
Infektionskrankheiten konnte in den letzten 60 d&amhrine deutliche Reduktion der
Sterblichkeit erzielt werden. Dies ist unter anderauch auf eine verbesserte Einsicht in
Vorgange auf molekularer Ebene, aber auch auf digviEklung neuer antibakterieller
Wirkstoffe zurtckzufiihren. Mit deren Hilfe ist esdglich, die Infektion zu bek&dmpfen und
den Erreger gezielt zu eliminieren.

Das 1929 durch Sir Alexander Fleming (St. Mary spital, London) entdeckte Penicillin G
(1) und das 1935 von Gerhard Domagk (Bayer AG, Veédpp synthetisierte Sulfonamid
Prontosil (2) waren die ersten verfigbaren antdraddlen Wirkstoffe. Diese Wirkstoffe
standen aufgrund beschréankter Produktionsmoglitdrkeind hoher Kosten fiir eine Therapie
zunachst nicht unbegrenzt zur Verfigung. Deshalbdemn diese fur die Behandlung von
Wunden wahrend des zweiten Weltkrieges resenientch die Entdeckung und Entwicklung
neuer Antibiotika und die Vereinfachung von Produksprozessen wurde die antibakterielle
Therapie erleichtert und die Anwendung konnte sisgedehnen. Eine tragische Konsequenz
daraus war die Behandlung von trivialen, haufighhisakteriell bedingten Infektionen mit
Antibiotika (3).

Fleming selbst hatte in einem Interview in der Zditift "The New York Timéschon im
Jahr 1945 davor gewarnt, dass der unangemessemauGelvon Penicillin zu der Selektion
resistenter "Mutanten” vorStaphylococcus aureufilhren kénne. Er sollte mit seiner
Behauptung recht behalten, denn wenige Jahre nacoh alusgedehnten Gebrauch von
Penicillin waren mehr als 50 % all§r aureudsolategegentuber Penicillin resistent und heute
nahezu 90 % (4).

Die Situation hat sich in den letzten Jahren nigrbessert, vielmehr wird immer haufiger
beobachtet, dass zuvor empfindliche BakterienspeRisistenzen gegentber verschiedenen
Antibiotikaklassen entwickeln. Eine weitere besisgrregende Beobachtung ist die
zunehmende Verbreitung von nosokomialen, also imankenhaus erworbenen
Krankheitserregern auch in offentlichen Bereichi@iese verursachen in gesunden Patienten
ohne erkennbare Risikofaktoren schwere Infektioneéie, nur mit enormem Aufwand

behandelt werden kénnen (5). Zusétzlich hat sichSddwerpunkt solcher Problemkeime in
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der Klink oder im ambulanten Bereich in den letzlahren verschoben. Waren es zu Beginn
Uberwiegend Gram-negative Erreger, die mit nosoktami Infektionen in Verbindung
gebracht wurden, so liegt der Schwerpunkt heut&hbam-positiven Erregern (6).

Die Liste der Bakterienstamme, welche im Laufe dire Resistenzen erworben haben ist
lang und beeindruckend. So ist die schon erwdhetacHin-Resistenz beb. aureuszu
nennen, sowie das Auftreten vdiLactamase-produzierendedaemophilus influenzae
Stammen und Methicillin-resistentéh aureug§MRSA) Isolaten. Besorgniserregend ist die
Isolierung von Gram-negativen Erregern vwBalmonellasp. mit Fluorchinolon-Resistenz
oder das Vorkommen vdascherichia colundKlebsiella pneumoniaksolaten, welche durch
Expression von ,Extended-Spectrum-Beta-Lactamas¢€SBL) in der Lage sind
Cephalosphorine der dritten Generation zu hydretgsi (4, 7). Mit der Isolierung von
Enterokokken- und Staphylokokken Isolaten mit Ressen gegenidber den wichtigen
Reserve-Antibiotika Vancomycin und Linezolid ergebesich besonders groRRe
Schwierigkeiten in der Therapie solcher als ,,supgsh klassifizierter Krankheitserreger (8).
Insbesondere der Erwerb multipler Resistenzen dgdmnverschiedenen Substanzklassen
erschwert die erfolgreiche Therapie solcher Infaken, die dariber hinaus haufig mit extrem
erhohten Kosten und auch einer hoheren Sterblitdrkét verbunden sind.

Die Hoffnung vieler Mediziner Mitte des 20. Jahrderts, mit Hilfe von Antibiotika in der
Lage zu sein, Infektionskrankheiten génzlich ausrozu kdnnen, erfillte sich nicht und wird
es mit groRer Wahrscheinlichkeit auch in der weirteZukunft der Antibiotikatherapie nicht
tun (9).

Der explosionsartigen Entwicklung von Resistenzegeguber Antibiotika in den letzten
Jahrzehnten steht eine standig sinkende Zahl dexWEssungen von Antibiotika gegentber
(10). So erhielten in den Jahren 1998 bis 2003weun Antibiotika durch die amerikanische
Behorde FDA eine Zulassung, von denen jedoch nugi,z@aptomycin und Linezolid
wirklich neuartige Wirkmechanismen aufweisen konrn(®).

Die Zulassung und Entwicklung von Antibiotika mieuartigem Wirkmechanismus wird
jedoch die mit Resistenzen gegenuber Antibiotikebwedenen Probleme allein nicht 16sen
konnen. Vielmehr erscheint es aul3erdem noétig, dafireden und die Verbreitung von
Infektionskrankheiten durch die Anwendung bessetiagnostischer Methoden bei einer
gleichzeitig rationalen Verwendung von AntibiotikausschlieBlich bei bakteriellen
Infektionen zu vermeiden, um die Fehler aus dendAgén der antibiotischen Ara nicht zu

wiederholen.
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1.2 Einteilung von Antibiotika und Ubertragung von Resistenz-
Mechanismen

Die fur die Bekampfung von bakteriellen Infektioném der Therapie am haufigsten
verwendeten Antibiotika kdnnen leicht durch ihrenrkhechanismus eingeteilt werden,

wodurch diese in vier grof3e Klassen unterteilt warkbnnen (Tabelle 1).

Tabelle 1 Einteilung verschiedener Antibiotika bzgl. ihres rWiechanismus und
ausgewahlte Vertreter dieser Klassen modifiziechn@)

Storung der Zellwand-Syntheg&1l actam-Antibiotika, Glykopeptide, Lipoglykopeptide
Unterdrickung der Protein-Synthese: AminoglykosMekrolide, Oxazolidinone
Stoérung der Nukleinsaure-Synthese: Fluorchinol@ufonamide

Storung des bakteriellen Membran-Potentials: Lipdiple

Einige Bakterienspecies sind naturlicherweise gélgen einer Klasse von Antibiotika
resistent, da sich diese durch die Aneignung di€sgenschaft einen Vorteil gegeniber
anderen Species verschafft haben (natlrliche RegistHaufig sind diese Species in der
Lage selbst Antibiotika zu produzieren und schitgieh so vor dem von ihnen gebildeten
Antibiotikum.

Von grol3erer Bedeutung ist jedoch die erworbeneskesz, durch welche einzelne Vertreter
einer Species, welche urspringlich einem Antibiotikgegeniber empfindlich waren, eine
Unempfindlichkeit erlangen. Dadurch verschaffenhs@nzelne Vertreter dieser Species
gegenuber den restlichen Stammen der Species ¥orégil bei Vermehrung und Wachstum
und kénnen so bevorzugt wachsen.

Diese Unempfindlichkeit kann durch eine zufélligautstion entstehen, welche dann dem
Vertreter der Species unter Selektionsdruck wahesner Therapie mit einem Antibiotikum
einen Wachstumsvorteil verschafft. Diese genetisdheranderungen kénnen dann innerhalb
dieser Mutanten von Mutterzelle zu Tochterzelletergiegeben werden (Vertikale Evolution)
oder sich durch Weitergabe der Resistenzdeterngnaininerhalb der gleichen Generation
verbreiten (Horizontale Evolution).

Als wichtige biochemischen Mechanismen, die einasiftenz dieser Zellen einer Species

vermitteln kdnnen, sind dabei zu nennen:
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. Inaktivierung des Antibiotikums durch Enzyme

. Verringerung der Antibiotikum-Konzentration in d2elle durch vermehrte
Expression von Efflux-Pumpen

. Veréanderung der Zielstruktur zu einer neuen, gelgendem Antibiotikum

unempfindlichen oder Aneignung einer ganzlich nezietstruktur

Der horizontale Austausch der Genabschnitte fisedMechanismen kann sowohl zwischen

Zellen der gleichen Species als auch verschiededywecies durch drei Mechanismen

stattfinden:
. Transduktion
. Konjugation
. Transformation

Bei der Transduktion erfolgt der Austausch genbgsdnformationen durch Bakteriophagen,
welche die bakterielle Zelle infizieren. Dadurchrdvderen genetisches Material inklusive der
neuen genetischen Information fur die AusbildunteeiResistenz in die Zelle eingeschleust
und in dessen Genom integriert. Haufig wird gleeitig die eigene virale DNA des Virus
integriert, welche das Replikationssystem der bakten Zelle Gbernimmt und somit die
Zelle zu einer gesteigerten Produktion neuer Phayengt, bis diese stirbt und bei der
Autolyse die neu gebildeten Phagen freisetzt. DiEsem des Austausches genetischer
Informationen beschrankt sich jedoch nur auf dieettagung genetischer Informationen
zwischen bestimmten Bakterien untereinander.

Eine wesentlich groRere Rolle bei der Ubertraguog Resistenzdeterminanten bei Gram-
negativen Species spielt die Konjugation. Dabeidwdler Transfer von Resistenz-
Determinanten durch Plasmide vermittelt, welche denetische Information fir die
Expression einer Resistenz extrachromosomal eathaEine Moglichkeit des Transfers
dieser Genabschnitte kann durch Ausbildung eindss Piwischen Bakterien erfolgen,
welcher diese kurzfristig miteinander verbindete [@intsprechenden Genabschnitte wurden
zuvor aus dem Plasmid geschnitten und nach erfolgtensfer in die DNA der Wirtszelle
integriert (semikonservativer Prozess).

Bei der Transformation erfolgt die Aufnahme ,nackteNA-Fragmente, welche zuvor von
Bakterienzellen nach ihrem Tod freigesetzt wordesrew, durch kompetente Bakterien-

Zellen.
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Durch das Vorhandensein mobiler, genetischer Eléaneso genannter Transposons auf
Plasmiden oder der chromosomalen DNA, kann der sfeanvon Genabschnitten fur die
Expression von Resistenzen leichter und schneliimigen. Die erwéhnten Transposons
enthalten bestimmte terminale Genabschnitte, welihdransposasen und Rekombinasen
codieren, diese wiederum den Ein- und Ausbau vomaB&chnitten in spezifische Bereiche
des Genoms erleichtern (11). Ein weiterer Mechamssmder den Transfer von
Genabschnitten fir die Expression von Resistendeitletert ist die Existenz von Integrons.
Diese enthalten eine Ansammlung von Genen in sarggan Genkassetten, die durch das
Protein (Integrase) klassifiziert werden, welches Rekombination dieses Genabschnitts
vermittelt (12). Diese Genkassetten haben die Mbgeit sich stabil in Regionen anderer
genomischer DNA zu integrieren, um so die Expresaguer Resistenzen zu erméglichen.
Durch den erleichterten Austausch und Einbau gsriedr Informationen durch die
erwahnten Mechanismen koénnen Bakterienzellen eingempfindlichkeit gegenuber
verschiedenen Klassen von Antibiotika gleichzegigangen und somit phanotypisch eine
multiple Resistenz zeigen. Besitzt eine Bakteriensgs gegenuber drei oder mehr
verschiedenen Antibiotikaklassen eine phénotypifRbsistenz, so wird dies als Multiple-

Antibiotika-Resistenz definiert (,multiple-drug-rietance” oder ,mdr) (5, 13).

1.3 Antibiotika-Klassen und spezielle Resistenzmech  anismen

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Arbeitvesideten Antibiotikaklassen vorgestellt
werden und die fur die untersuchten Bakteriensgecgtevanten Resistenzmechanismen

gegenuber diesen Klassen erlautert werden.

1.3.1 Antibiotika mit Wirkung auf die Zellwand-Synt  hese

Die Wirkung der Vertreter dieser Antibiotikaklasdeeruht auf der Hemmung der
Zellwandsynthese. Als verwendete Klassen sind3diactam-Antibiotika, die Glykopeptide

und die Lipoglykopeptide zu nennen.

1.3.1.1B-Lactam-Antibiotika

Die Klasse def-Lactam-Antibiotika umfasst jene antibakteriell kiamen Substanzen, die
alle als ein gemeinsames Strukturmerkmal eigdractam-Ring enthalten, welcher fur die
antibakterielle Aktivitat dieser Gruppe essentisd] In der Gruppe de-Lactam-Antibiotika

wird je nach strukturellen Modifikationen, die urgehiedliche Auswirkungen auf das
antibakterielle Spektrum und die Pharmakokinetikbdm zwischen vier weiteren

Untergruppen unterschieden:
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. Penicilline

. Cephalosphorine
. Carbapeneme

. Monobactame

Innerhalb dieser Gruppe kann wiederum durch chédmaiddodifikationen eine Veranderung
der pharmakokinetischen Eigenschaften sowie dekspéktrums erlangt werden (14).

Der Schwerpunkt der weiteren Erlauterungen sol saf die im Rahmen dieser Arbeit
verwendetenp-Lactam-Antibiotika beschranken. Dazu gehdren ghkactam-Antibiotika
Benzylpenicillin (Penicillin G), als Ursubstanz deenicilline, Ampicillin als Vertreter der
strukturellen Weiterentwicklung der Aminopenicitinund Oxacillin als Vertreter der
penicillinasefesten Penicilline.

Allen drei verwendetenp-Lactam-Antibiotika ist der bizyklische Penam-Gruacdper
gemeinsam, welcher sich biogenetisch aus der a@gstein und D-Valin entstandenen 6-

Amino-Penicilliansaure ableitet (Tabelle 2).

Tabelle 2 Strukturformeln der verwendet@dlactam-Antibiotika und IUPAC-Bezeichnung

Benzylpenicillin (Penicillin G)

(2S,5R,6R)-3,3-Dimethyl-7-0x0-6-(2-phenylacetamiithia-1-azabicyclo[3.2.0]heptan-2-

carbonséaure
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Ampicillin

@#ﬁ%

(2S,5R,6R)-6-[(R)-2-Amino-2-phenylacetamido]-3 Bwelihyl-7-ox0-4-thia-1-
azabicyclo[3.2.0]heptan-2-carbonséaure

/O
7 }\OH

(2S,5R,6R)-3,3-Dimethyl-6-(5-methyl-3-phenylisokdzglcarboxamido)-7-oxo-4-thia-1-

azabicyclo[3.2.0]heptan-2-carbonséaure

Oxacillin

Das als erstes therapeutisch verwendete Benzylpen{€enicillin G) weist eine sehr hohe
Aktivitat gegenuber Gram-positiven Kokken auf, kanedoch aufgrund seiner
Saureinstabilitat nur parenteral verabreicht werdam3erdem zeichnet es sich durch eine
hohe Instabilitdt gegentbptLactamasen aus.

Als strukturelle Weiterentwicklungen zeichnet sighpicillin mit einer erhdhten Aktivitat
gegeniber Enterokokken und Gram-negativen Entetebak aus, wahrend es ein &hnliches
bakterielles Spektrum und Instabilitdt gegenilbeactamasen wie Benzylpenicillin aufweist.
Die Verabreichung erfolgt wie beim Benzylpenicilparenteral.

Durch Modifikationen mit einer Oxazol-Seitenkettddt das oral verfligbare Oxacillin eine
Stabilitat gegentber den von Staphylokokken getali@-Lactamasen. Die Aktivitat von
Oxacillin ist im Vergleich zu Benzylpenicillin ddigh geringer (15).

Die B-Lactam-Antibiotika entfalten ihre Wirkung durch ediHemmung der Zellwand-
Synthese. Diese besteht aus quervernetzten Pegtdagchichten, welche durch den

alternierenden Einbau von N-Acetylglucosamin undd®étylmuraminsdure entsteht. Diese
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Schichten sind wiederum entweder direkt oder duRdptidbricken, wie z. B. durch
Pentaglycin-Ketten beb. aureusmiteinander verknipft. Die Quervernetzung erfalgtch
die Penicillin-Binde-Proteine (PBP) Transglycoselasind Transpeptidasen, welche aktiv an
der Zellwandsynthese beteiligt sind und so fir Aigsbildung eines dreidimensionalen
Netzes, dem Mureinsacculus, sorgen. Dieser gildesoZelle Formstabilitat und Resistenz
gegeniber wechselnden osmotischen Bedingungenn dkese ausgesetzt ist. Weitere PBP
sind Endopeptidasen, welche den Abbau nicht memdtigger Peptidoglycanstrangen
katalysieren und Carboxypeptidasen, die wiederurdesirRegulation des Vernetzungsgrades
von Peptidoglycan beteiligt sind (16).

Das Hauptziel dep-Lactam-Antibiotika sind diese PBP. Durch die Binduderp-Lactam-
Antibiotika an PBP werden diese am Ab- oder Auflir Zellwand beteiligten Enzyme
gehemmt. Als Konsequenz der gehemmten Zellwandsgathrfolgt eine Cytolyse durch den
hohen osmotischen Druck, dem die Zelle durch dfekde Zellwand nicht mehr standhalten
kann. Durch das Zellwandabbauende Enzym Lysozym e Cytolyse weiter beschleunigt.
Diese Bindung kann erfolgen, @a_actam-Antibiotika eine strukturelle Ahnlichkeitindem
endstandigen D-Alanyl-D-Alanin-Restes des Peptidessitzen, welches an die N-
Acetylmuraminsaure geknipft vorliegt und somit dieds falsches Substrat von den PBP
gebunden werden (16).

Gegenubeg-Lactam-Antibiotika bestehen bei Gram-positivenelgern zwei hauptsachliche
Resistenzmechanismen.

Zum einem kann es zur Bildung vdiLactamasen kommen, die ddhLactam-Ring
hydrolysieren und somit das Antibiotikum inaktiveer Dieser Resistenzmechanismus spielt
vor allem bei Staphylokokken eine wichtige Rolle, mahezu 90 % aller klinischen Isolate
Produzenten voifi-Lactamasen sind (8, 16). 8. aureustragen diese einen Genabschnitt
(blaZ), welcher flur die Expression vgiiLactamasen codiert. Dieses Gen wird durch einen
Repressor und einen Signal-Transduktor reguliegtche durch die entsprechendlal- und
blaR1-Gene codiert werden Insgesamt konnervier verschiedene3-Lactamase Typen
unterschieden werden (A, B, C, D). Die Typen A,r@ D sind tblicherweise plasmidcodiert,
wahrend der Typ B chromosomal vorliegt. Die IndoktidesblaZz-Gens erfolgt durclf-
Lactam-Antibiotika (17).

Ein weiterer Resistenzmechanismus ist die Expressia PBP mit geringerer Affinitat Zi+
Lactam-Antibiotika. Dieser Mechanismus tragt seho3g@ Bedeutung bei der Resistenz
gegenuber Methicillin bes. aureuswelche durch dasiecAGendeterminiert wird (18, 19).
Das mecAGen befindet sich dabei auf einem zusatzlichen il@lgenetischen Element
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SCQnec (Staphylococcal_@sette_@romosomemeq, welches zur Expression des PBP2a
fuhrt. Dieses kann aufgrund seiner 1.000fachemgeren Bindungsaffinitat fi-Lactam-
Antibiotika, die Zellwandsynthese aufrechterhaltend somit eine Resistenz gegeniber
Methicillin und allen anderefr-Lactam-Antibiotika vermitteln (20, 21).

Neben demmecAGen, besitzt das S@acElement ein negativ- regulatorisches genetisches
Element fhecl-mecRLund eine Gen-Kassette fur die Rekombinatioer)( welche fur die
Integration und Ausschneiden des 3$@¥&Elements verantwortlich ist. Abhéangig von der
GroRe des SQ@ecElements kdnnen mindestens funf verschiedenens&E&lemente (Typ
I-V SCC) charakterisiert werden (22, 23). Die Intlok desmecAGens erfolgt dabei durch
B-Lactam-Antibiotika, wobei Methicillin und Oxacillinur sehr schwache Substrate fir eine
Induktion sind (8).

MRSA Isolate spielen in der Klink eine wichtige Rplda sich diese Stdmme sehr haufig
durch eine phanotypisch multiple Resistenz auspeithdie wichtige Antibiotikaklassen wie
Fluorchinolone, Makrolide, Aminoglykoside und Telyaline umfassen und somit die
therapeutischen Moglichkeiten sehr stark eingesdtiréind (23). Die beobachtete multiple
Resistenz erklart sich durch das Vorhandsein deorzarwdhnten verschiedenen Typen an
SCQOmecElementen. So beinhalten die Typen Il und Ill img&esatz zu dem Typ |
zusatzliche genetische Abschnitte fir multiple Resizen gegenuber niclg-Lactam-
Antibiotika (22).

Fur einige Staphylokokken wird eine Resistenz ddieempfindlichkeit bei einem niedrigen
Wert der minimalen Hemmkonzentration (MHK) gegemnilkethicillin beobachtet, obwohl
bei diesen Isolaten kein positiver Nachweis descAGen erbracht werden konnte. Diese
Beobachtung beruht auf der Uberexpression f«mactamasen oder Bildung von PBP mit
Mutationen, welche so eine Resistenz oder Unemiufimceit vortauschen kénnen. Diese
MRSA lIsolate werden auch als ,borderline-resistaphylococci“ (BORSA) bezeichnet und
spielen in der Klinik eine eher untergeordnete & 1).

Von immer gréRerer Bedeutung dagegen ist die Béubag, dass zuvor nur in der Klinik
isolierte MRSA auch auR3erhalb dieser Einrichtungen Patienten gefunden werden, die
keine direkten Kontakt zu Patienten mit MRSA-Bekiaed hatten und bei denen keine
nachweisbaren Risikofaktoren fur Infektion mit diesaufgezeigt werden konnten (24). Die
als ,community-acquired MRSA" (ca-MRSA) bezeichmetsolate, zeichnen sich gegenuber
den in der Klinik isolierten ,hospital-acquired MRS(ha-MRSA) durch ein anderes, meist
etwas gunstigeres Resistenzprofil ohne multiple ifRmwzen aus (z. B. gegeniber
Fluorchinolonen). Diese Beobachtung erklart sichrcdudas fir ca-MRSA typische
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Vorhandensein eines Typ IV S@@cElements. Dieses besitzt im Gegensatz zu demaiir h
MRSA Uberwiegend charakteristischen Typen Il und kiéine zusatzlichen genetischen
Abschnitte fur multiple Resistenzen (25). Jedochdviiei diesen ca-MRSA haufig ein Gen
nachgewiesen, welches fiur die Expression von Pavitdentin-Leukozidin verantwortlich ist
(26). Dieses Cytotoxin kann Leukozyten-Schadigund Gewebs-Nekrose hervorrufen, die
in Verbindung mit Haut- und Weichteilinfektioneneken (27). Gerade die vermehrte
Isolierung von ca-MRSA bei Kindern in Tagesstatteiie haufig ein nicht vollstandig
aufgebautes Immunsystem besitzen, ist besorgniserde (28). Dartber hinaus kénnen
wirkungsvolle Mal3hahmen zur Eingrenzung einer ltiiégk mit MRSA, die in der Klinik
Anwendung finden wirden, nur schwer eingehalterdemrwie zum Beispiel Isolierung von
Patienten und Desinfektionsplane bei einer Infektiot ca-MRSA (23).

MRSA Isolate in der Klinik und in immer steigendeial3 auch ca-MRSA (29) sind weltweit
verbreitet, jedoch ist deren Auftreten und Haufigkegional sehr uneinheitlich. So sind laut
einer Studie aus dem Zeitraum von 1997 bis 199%mUSA 34,2 % alle®. aureudsolate
als ha-MRSA identifiziert worden, wahrend in Kanad& Rate nur 5,7 % betragt.
Gleichzeitig konnte in den Landern Argentinien uBicsilien eine Haufigkeit von 42,7 %
und 33,7 % festgestellt werden (30).

In Europa variiert die Rate ahnlich und es zeighseine sehr hohe Pravalenz in den
sudeuropaischen Landern. So sind nach einer Uctauag, welche die Jahre 1997-1998
umfasst (30), 54,4 % all&. aureudsolate in Portugal als MRSA einzustufen. Eine &itel
hohe Rate konnte in Italien mit 50,5 % beobachtetden. Gleichzeitig konnte in den
Niederlanden und in der Schweiz die geringste Reavamit je 2,0 % und 1,8 % gezeigt
werden. In Deutschland ist die MRSA-Rate mit 4,:8&6h deutlich geringer als in England
(27,5 %) und Frankreich (21,4 %). Eine andere $tadis den Jahren 2002 bis 2004 zeigt
ahnliche Ergebnisse (31). Jedoch kénnen diese Rateim innerhalb der genannten Lander
noch regional stark variieren.

Enterokokken haben gegenube-Lactam-Antibiotika eine natirliche verminderte
Empfindlichkeit durch Expression des chromosomalieden PBP5 mit geringerer Affinitat
zu B-Lactam-Antibiotika. Eine Unempfindlichkeit (,Higlevel-resistance”) kann durch

Punktmutationen und/oder Uberexpression diesesePBRehen (16).

10
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1.3.1.2Glykopeptide und Lipoglykopeptide

Glykopeptide und Lipoglykopeptide sind zyklischeponiplexe und hochmolekulare
Verbindungen. Als Vertreter der Glykopeptide singicbplanin und Vancomycin (14, 15),
sowie als semisynthetisches Lipoglykopeptid Dalbaira zu nennen (Tabelle 3), welches
sich zur Zeit in der Zulassung durch die FDA bednd32, 33). Teicoplanin wird aus
Kulturen vonActinoplanes teichomyceticggwonnen, wahrend Vancomycin aus Stammen

von Streptomyces orientalisoliert wird.

Tabelle 3 Strukturformeln der verwendeten Glykopeptide uibhlykopeptide

Teicoplanin
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Vancomycin besitzt gegeniiber nahezu allen bedeetsdBnam-positiven aeroben Erregern
einschlieBlich MRSA Aktivitat. Teicoplanin zeigt geniber empfindlichen Erregern
zusatzlich eine etwas héhere Aktivitat als Vancamy€eicoplanin und Dalbavancin kdnnen
sich durch ihre apolare Seitenkette in der bakteneMembran ,verankern* und damit ihre
Wirkung durch eine verlangerte Interaktionszeitstéken (34, 35). Dalbavancin besitzt
zusatzlich durch seine hohe Halbwertszeit von 17@Rk2die fur die Klinik interessante
Option einer nur einmaligen Verabreichung pro Wo¢B2). Durch ihre hohe Aktivitat
gegenuber klinisch relevanten Erregern gelten\adiereter dieser Antibiotikaklasse nicht als
Mittel der Wahl bei Infektionen (,first line*) somin werden als Reserveantibiotika (,last
resort”) eingestuft.

Die Glykopeptide hemmen wie dig-Lactam-Antibiotika die Zellwandsynthese. Durch
Komplexbildung mit dem endstandigen D-Alanyl-D-AjdnRest des Peptidoglykan-
Vorlaufers wird die durch Transpeptidasen und Tghik®sylasen katalysierte
Quervernetzung des Peptidoglykans verhindert (34, 1

Resistenzen gegenuber Glykopeptiden bei Enterokoldmnen durch Erwerb einesan
Gencluster mittels Konjugation entstehen. DurchElpression voiwan Genen kommt es zu
der Bildung eines D-Alanyl-D-Lactat Restes als RiEglykan-Vorlaufer, welcher eine
geringere Affinitat zu Glykopeptiden aufweist. V&edeutung sind hierbei die GemanA
undvanBbeiEnterococcus faecalisndEnterococcus faeciuii8).

Verminderte Empfindlichkeit gegentber Glykopeptidkann bei in der Klinik selten
auftretenden Enterokokkenspecies auch konstituiniegen. Durch Expression einganC
Gens wird ein D-Alanyl-D-Serin Rest als Peptidoglyikorlaufer gebildet, der ebenfalls eine
verringerte Affinitdt zu Glykopeptiden zeigt. Vamtan des vanC Gens kdnnen
speciesspezifisch zwischaranC1 bei Enterococcus gallinarumvanC2 bei Enterococcus
casseliflavusindvanC3bei Enterococcus flavescensiterschieden werden.

Phanotypisch lassen sich die drei verschiedenenklimdch interessanten Gen-Klassen bei
Enterokokken durch ihren-vitro Empfindlichkeit gegeniiber Teicoplanin und Vancomyc

charakterisieren (Tabelle 4).

Tabelle 4 Phéanotypische und genotypische Eigenschaften vo& URd deren Einteilung
durch MHK-Werte gegeniber Teicoplanin und Vancomyunbdifiziert nach (36)

Genotyp MHK TEC [mg/L] MHK VAN [mg/L]
vanA 16-512 64->1024
vanB 0,25-2 4-1024
vanC 0.12-2 2-32

TEC = Teicoplanin, VAN = Vancomycin

13
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Infektionen in der Klink mit Vancomycin-resistenté&mterokokken (VRE) stellen genauso
wie Infektionen mit MRSA ein stetig wachsendes Reob fur die Therapie von
Infektionskrankheiten dar, da fur die erfolgreigddehandlung dieser Erreger nur noch wenige
Antibiotika zur Verfligung stehen.

Bei Staphylokokken ist es ratsam zwischen Stamménvarminderter Empfindlichkeit
gegeniber Glykopeptiden (GISA =lyGopeptide_mtermediateSaphylococcus @areus und
Stammen mit einer echten Glykopeptid-Resistenz (@RS Glycopeptide _esistant
Saphylococcus areug zu unterscheiden.

Der genaue genetische Mechanismus fir die verntmdaenpfindlichkeit bei GISA Isolaten
ist noch nicht vollstandig geklart, aber eine Mdolgkeit scheint die Synthese einer dickeren
Zellwand und damit einem vermehrtem Mald an falschiefstrukturen fir Glykopeptide in
der Zellwandperipherie zu sein (37, 38). Gleichgeitird dies durch die Repression des
PBP4 untersttitzt, welches bei normaler Expressioretknipfte D-Alanyl-D-Alanyl Reste
abbaut (39). Durch diese beiden Mechanismen winh d&ykopeptid die Mdoglichkeit
entzogen, sein eigentliches Ziel auf der Zellmembza erreichen. Bei VRSA-Stammen
hingegen beruht der Resistenzmechanismus auf deohtalen Ubertragung einesnA
Gens aus VRE.

Interessanterweise traten erst 30 Jahre (1987) dasken Entdeckung die ersten Falle
Vancomycin-resistenter Enterokokken (40) auf, walireundchst 1997 in Japan et
aureuslsolat mit verminderter Empfindlichkeit gegentubéncomycin beschrieben wurde
(41). Im Jahr 2002 wurde dann der erSteaureusStamm mit einer echten Vancomycin-
Resistenz in den USA isoliert (42, 43). Die Beoltash der erst sehr spaten Resistenz-
Entwicklung kdnnte mit der restriktiven Verwendwign Vancomycin ausschlief3lich in der
Klinik erklart werden.

Wie MRSA Isolate ist das Auftreten von VRE weltwedgrbreitet und zeigt eine ahnliche
starke Variation der Pravalenz. So konnte in derA WS den Jahren 1997 bis 1999 ein
Anstieg der VRE-Rate von 14 % auf 17 % beobach&rtlen, wéhrend in Kanada sich die
Rate von 2 % auf 0 % verringerte. Ein ahnlichem@r&onnte in Europa beobachtet werden
wo sich die Pravalenz von 3 % auf 1 % reduziert®.(dedoch variiert auch die Pravalenz
von VRE in Europa sehr stark und zeigt ein hohe$kdmmen in den sideuropaischen
Landern. So konnte in einer anderen Studie von-2002 (31) ein sehr hohes Auftreten von
VRE mit 19,4 % (Griechenland), 15,7 % (ltalien) ub®,4 % (Israel) beobachtet werden.
Interessanterweise wurde die hochste Rate mit 24.,bh Irland gezeigt. In Deutschland

konnten insgesamt 4,2 % aller isoliertemterococcuspp. als VRE identifiziert werden. Die
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niedrigste Rate mit 100 % Empfindlichkeit gegentk@ncomycin wurde in der Schweiz

beobachtet.

1.3.2 Antibiotika mit Wirkung auf die Proteinsynthe se

Die Vertreter dieser Antibiotikaklassen entfaltdmei Wirkung Uber die Hemmung der
Proteinsynthese. Als wichtige im Rahmen dieser Arnbetersuchte Stoffklassen sind dabei

die Aminoglykoside, die Makrolide und die Oxazatidhe zu nennen.

1.3.2.1Aminoglykoside

Aminoglykoside sind cyclische Aminoalkohole, dietmwei Aminozuckern O-glykosidisch
verbunden sind. Die verschiedenen Aminoglykosidéenscheiden sich dabei durch die
Zusammensetzung der Aminozucker. Aminoglykosideclmen sich durch ein breites
Wirkungsspektrum gegeniber Gram-negativen- undtipesi Erreger aus, besitzen als
grof3en Nachteil jedoch eine sehr geringe theraghdiBreite. Als wichtigster Vertreter der
Aminoglykoside zu Therapie nosokomialer und ambigiainfektionen mit Gram-positiven
Erregern ist das im Rahmen dieser Studie untersuBlentamicin zu nennen, welches sich
aus einem Gemisch von Gentamicin C1, Gentamicinu@taGentamicin C2 zusammensetzt
(14, 15) (Tabelle 5).

15
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Tabelle 5Strukturformeln der verwendeten Aminoglykoside WdBAC-Bezeichnung

Gentamicin

R1 = R2 = CH; : Gentamicin C1
R1 = CH;; R2 = H : Gentamicin C2
R1=R2=H : Gentamicin C1,

Gentamicin C1
0-(2-Amino-2,3,4,6,7-pentadexoy-6-(methylaminojalp-riboheptopyranosyl)-(1-4)-0-3-
deoxy-4-C-methyl-3-(methylamino)-beta-L-arabinopyrsyl-(1-6)-2desoxy-D-streptamin

Gentamicin Cla
0-3-Deoxy-4-C-methyl-3-(methylamino)-beta-L-aralpy@nosyl-(1-6)-0-2,6-diamino-
2,3,4,6-tetradeoxy-alpha-D-erythro-hexopyranosy#ji2-deoxy-D-Streptamin

Gentamicin C2
0-3-Deoxy-4-C-methyl-3-(methylamino)-beta-L-aralpy@nosyl-(1-6)-0-2,6-diamino-
2,3,4,6,7-pentadeoxy-alpha-D-ribo-heptopyranosy#2-deoxy-D-Streptamin

Gentamicin wird bei oraler Gabe nicht resorbied, dass die Anwendung in der Klinik
parenteral erfolgt. In der ambulanten Therapiedmdehr haufig lokale Zubereitungen wie
Augentropfen oder topische Applikationen in Fornm\&alben Verwendung.
Um an ihren Wirkort in der Zelle zu gelangen, béygit sie einen aktiven ATP-abhangigen
Transport durch die Membran in die Zelle. Dort l@ingsie an die 16S rRNA der ribosomalen
30S Untereinheit und verursachen uber Interaktidndem Ribosom die Bildung von nicht
funktionellen Proteinen durch ungenaues Ablesenisfgading”) der mRNA. Als eine
Konsequenz entstehen fehlerhafte Strukturen invlanbran der Zellwand, die ein weiteres
Eindringen der Aminoglykoside in die Zelle ermogkn. Durch die so wachsende
Konzentration des Antibiotikums in der Zelle verkt&ich der Effekt des Antibiotikums und
fuhrt schlie3lich zum Zelltod (8).
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Bei der Therapie von Infektionen mit Gram-positivEregern in der Klink, wie z. B.
Enterokokken wird haufig eine Kombination aus Gentan und anderen, die
Zellwandsynthese blockierenden Antibiotika, widBz Ampicillin eingesetzt, da diese beiden
Antibiotika eine synergistische Wirkung besitzerasp-Lactam-Antibiotikum Ampicillin
erleichtert durch Stoérung der ZellwandsyntheseEladringen des Gentamicins in die Zelle
(14, 15).

Der haufigste Resistenzmechanismus bei Aminoglgewsinicht nur gegenuber Gram-
positiven Klinischen Isolaten ist die struktureNerédnderung der Aminoglykoside durch
spezifische Enzyme, wodurch die Bindung zur Zialdtir beeintrachtigt wird. Ingesamt wird
zwischen drei Klassen von Aminoglykosid-modifizieten Enzymen unterschieden.

. Aminoglykosid-Nukleotid-Transferasen (ANTS)
. Aminoglykosid-Acetyl-Tranferasen (AACSs)
. Aminoglykosid-Phospho-Tranferasen (APHS)

Dabei erfolgt die Konjugation des Molekiils mit eideenyl-Gruppe (ANTS), einer Acetyl-
Gruppe (AACs) und einer Phosphoryl-Gruppe (APHse Dbertragung erfolgt durch die
Lokalisierung von Genabschnitten fur diese Infoioregn auf Transposons sehr leicht mittels
Konjugation. Enterokokken besitzen natirlicherweiséne intrinsische, verminderte
Empfindlichkeit gegeniber Aminoglykosiden und egan durch Aneignung von
Aminoglykosid-modifizierenden  Enzymen hohe Unemglichkeit (,High-Level-
Aminoglycoside-resistance”) gegenuber diesen. Vimf3gr Bedeutung fur die Resistenz von
Gentamicin gegenuber Enterokokken und Staphylokokkst das Aminoglykosid-
modifizierendes Doppelenzym AAC(6’)-APH(2“)mit gidizeitiger 6"-N-Acetyl- und 2°"-O-
Phosphotransferase Aktivitét (8).

Durch das Vorhandensein von Aminoglykosid-modifieredlen Enzymen geht der
gewinschte synergistische Effekt zwischen Aminogdylen und anderen die
Zellwandsynthese inhibierenden Antibiotika verlgramodurch die Therapie von Infektionen

mit Enterokokken in der Klink erheblich erschwertdy
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1.3.2.2Makrolide

Makrolide sind antibakteriell wirksame Substanzee)che als ein gemeinsames Struktur-
Merkmal ein aus 14, 15, oder 16 C-Atomen bestelrehdeton-Ring vereint. Dieser ist
glykosidisch mit mindestens zwei, héufig verschrese Zucker verbunden. Das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte Makrolid Erythromycin f€e 6) besitzt gute biologische
Eigenschaften und Aktivitdt im Gram-positiven Beteigegena- undf-hamolysierenden
Streptokokken, Streptococcus pneumonjaeMykoplasmen und Chlamydien, jedoch
eingeschrankte Wirkung im Gram-negativen Bereidk. \Dirksamkeit von Erythromycin bei
der Therapie von Infektionen mit Staphylokokken @ifgrund des weit verbreiteten

Auftretens von Resistenzen gegeniber Makrolidenstark eingeschrankt.

Tabelle 6 Strukturformeln der verwendeten Makrolide und ITURBEzeichnung

Erythromycin

130-Ethyl-30-(a-L-cladinosyloxy)-8,11a,125-trinydroxy-2x,45,6a,8¢,103,120 -hexamethyl-
9-ox0-:-(3,4,6-tridesoxy-3-dimethylamin®b-glycero-L-threo-hexopyranosyloxy)-13-
tridecanolid

Erythromycin besitzt aufgrund seiner oralen Verfidgieit als Alternative bei
Unvertraglichkeiten, z. B. gegenuber Penicillineam iambulanten Bereich eine grol3e
Bedeutung. Die parenterale Verabreichung in demiKlspielt besonders bei der Behandlung
von Infektionen mit intrazellularen Erregern wigegionellasp. oderChlamydiasp. eine
wichtige Rolle. Weiterhin ist die Anwendung von Empmycin in der Schwangerschaft bei

strenger Indikation ein wichtiger Aspekt (14, 15).
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Makrolide kdnne ihre Wirkung durch eine reversiBlemdung an die 50S Untereinheit des
Ribosoms entfalten und so die bakterielle Proteititse hemmen. Die Blockade des
Austritts der wachsenden Peptid-Kette aus dem Ribosrfolgt durch eine Interaktion der
Makrolide mit der Doméne V in der 23S rRNA der S08tereinheit im oberen Bereich des
Peptid-Austrittkanals. Ein weiterer mdoglicher Wirkomanismus konnte die sterische
Behinderung der korrekten Positionierung der PgptRINA beim Transfer von der
Aminoacyl-Bindungsstelle sein. Dies hat eine vdrigei Ablésung der Peptidyl-tRNA im
Zuge der Translokation des Ribosoms zur Folge.

Weiterhin kdnnen einige Makrolide die korrekte Zusaensetzung der 50S-Untereinheit der
Ribosomen verhindern, indem sie mit den Vorlaufemer 50S-Untereinheit
Wechselwirkungen eingehen und deren Abbau fordieth (

Der Wirkmechanismus der Makrolide Uberlappt mit dder strukturell unterschiedlichen
Gruppe der Lincosamine, mit den Vertretern Clindeimyund Lincomycin und dem der
Streptogramine der B-Gruppe (Tabelle 7). Somit rakissei der Betrachtung von Resistenzen

gegenuber Makroliden diese beiden Gruppen beridigiwerden (45, 46).

Tabelle 7 Strukturformeln von wichtigen Lincosamiden und Stogramine der B-Gruppe
sowie deren IUPAC-Bezeichnung

Clindamycin

/\/I":
‘., /
N

HN Cl
HO

HO O

7-chlor-6,7,8-tridesoxy-6-(trans-1-methyl-4-propyR-pyrrolidin-carboxamido)-1-thio-L-

threo-w-D-galacto-octopyranosid
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Lincomycin

N-[2-hydroxy-1-(3,4,5-trihydroxy-6-methylsulfanytam-2-yl)propyl]-1-methyl-4-propyl-
pyrrolidin-2-carboxamid

Quinupristin

H
N
I’}( &
N
HN o N
H H
N
T °
=

OH
N-[(6R,9S,10R,13S,15aS,18R,22S,24aS)-22-[p-(ditaetino)benzyl]-6-ethyldocosahydro-
10,23-dimethyl-5,8,12,15,17,21,24-heptaoxo-13-phedy["(3S)-3-
quinuclidinylthiolmethyl]-12H-pyrido[2,1-f]pyrrold2,1-1][1,4,7,10,13,16]

oxapentaazacyclononadecin-9-yl]-3-hydroxypicolinami

Resistenzen gegenuber Makroliden kdnnen durch seftiedliche phanotypische Resistenz-

Muster zwischen den einzelnen Klassen in folgendg@en unterteilt werden:
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. Resistenz gegenuber den 14- und 15-gliedrigen Mdkro(,M-Typ®)

. Resistenz gegeniber den 14- und 15-gliedrigen Nidkro und den
Streptograminen Gruppe der B (,M3yp*)

. Resistenz gegenuber allen Makroliden, den Streatoigren der Gruppe B
und Lincosamiden (,ML&Typ*)

Diese kbnnen Uber eine Veranderung der Zielstrukiuder rRNA, einen Transport der
Substanzen durch Effluxpumpen aus der Zelle oderchdudie Expression von
modifizierenden Enzymen erfolgen (47). Die Tabeflegibt einen Uberblick uber die
wichtigsten Mechanismen und deren Vorkommen beiwtgarsuchten Species.

Tabelle 8 Vorkommen von Genen, die Makrolid-Resistenz veehit bei Staphylokokken
und Enterokokken modifiziert nach (47)

Mechanismus Gen  Resistentphénotyp Vorkommen bei
Staphylokokken  Enterokokken

rRNA-Methyltransferase ermA MLSg + -
rRNA-Methyltransferase ermB MLSg + +
rRNA-Methyltransferase ermC MLSg + -
ATP-Transportersystem msrA MS + -
Esterase ereA M + -
Esterase ereB M + -
Phosphorylase mphC M + -

(+) = positiver Nachweis des Resistenz-Gens, (-negativer Nachweis des Resistenz-Gens

Ein weiterer in der Literatur beschriebener Mechams ist der Austausch eines Adenins in
den Genen der 23S rRNA an der Position 2@5&6l-Nummerierung) (48).

Der relevanteste Mechanismus fir die im Rahmenediégbeit untersuchte Resistenz
gegeniber Staphylokokken, ist die Modifikation dbosomalen Bindungsstelle dureim-
codierte rRNA-MethyltransferaserermA ermB und erm(Q. Dieser kann konstitutiv oder
induzierbar vorliegen (49).

In Staphylokokken kann eine post-transkriptionaleyenatische Modifizierung des Adenins
an Position 2058 durch spezifische Methyltranstamasrfolgen. Die daraus resultierende
Dimethylierung an dem Ndes Adenins hat eine verringerte Affinitat der &&bmen und
damit hohe Resistenz gegeniber den Antibiotika MEeSs-Gruppe zur Folge, wobei die
Namensgebung der Enzyme sich auytfgomycin_esistance ethylase” érm) ergibt. Die
Induktion dieses Mechanismus kann durch 14- undligslrige Makrolide erfolgen, wahrend

! Alle weiteren Angaben zu Nukleotid-Positionen inr 8S rRNA beziehen sich stets auf die coli
Nummerierung.
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die 16-gliedrigen Makrolide, Lincosamine, Streptogine der Gruppe B und die strukturelle
Weiterentwicklung der Makrolide, die Ketolide keilmeluktion bewirken (45).

Die Induktion der Resistenz und die damit verburdeérpression degrmA-undermGGene
erfolgt bei Staphylokokken durch einen Mechanisrdas translationalen Attenuation. Die
Lokalisierung der Resistenzgene ist im Fall der chureine ermGcodierte rRNA-
Methyltransferasen vermittelten Resistenz haufigsiplidcodiert, wahrend die genetischen
Informationen einerermA<odierten rRNA-Methyltransferase lberwiegend chrsonaal
vorliegen.

Dabei unterscheidet sich der genaue Mechanismudraeslationalen Attenuation beider
Gene leicht. Beiden Mechanismen haben die Intemakton Erythromycin als induzierende
Substanz mit sensiblen Ribosomen gemeinsam.

In Abwesenheit von Erythromycin nimmt das Ribosaneestabile Konformation ein, so dass
die Translation desrmGGens mit geringer Effizienz geschieht, da dieegrdieiden Codons
desermGGens AUG und AAU (f-Met und Asn) und die ribosom#8indungsstelle durch die
Ausbildung stabiler Sekundarstrukturen abgeschsitet. Durch Bindung des Erythromycins
an das Ribosom und den daraus verbundenen Konfomeahderungen kann die Translation
eines Leader-Peptids unmittelbar genaufwarts ef@sGGens in dessen Regulatorregion
erfolgen.

Im Fall der Expression des induzierbaemmGGens erfolgt dabei die Translation eines 19
Aminosauren langen Peptids, welches durch eine btlange Nukleotidsequenz codiert
wird. Durch einen stabilen Komplex aus Ribosom uadder-Peptid kann nun die vermehrte
Expression deesrmGGens erfolgen (50, 51).

Die Expression desrmAGen erfolgt &hnlich, jedoch ist hier die Tranglatzweier Leader-
Peptide entscheidend. Durch die Bindung von Erytiyon an das Ribosom kann die
Translation der ersten 15 Aminosauren langen LeBdptids erfolgen. Durch dessen
Interaktion mit dem Ribosom kann die Translatiors dsveiten 19 Aminosauren langen
Leader-Peptid erfolgen, welches wiederum durch rékteon mit dem Ribosom die
Expression desrmAGens durch Ausbildung eines stabilen Komplexeggiitht (52).

Die konstitutive Expression derermGene wird durch strukturdestabilisierende
Veradnderungen in dem Bereich der Regulatorregior \Wieletionen, Duplikationen,
Insertationen und Punkt-Mutationen erreicht (53, 54
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1.3.2.30xazolidinone

Die Oxazolidinone als eine neue Substanzklassehsiyather antibakterieller Wirkstoffe
wurden 1987 erstmals beschrieben, die weiteren chorgsarbeiten durch DuPont
Pharmaceuticals wurden jedoch wegen zu gerimgeitro Aktivitat eingestellt (55). Erst
Anfang der 90er Jahre wurden die Untersuchungen den Firma Pharmacia Upjohn
fortgesetzt und durch verbesserte Struktur-Aktigitiintersuchungen gelang die Synthese
zweier Substanzen mit verbesserter antibakteridlkeivitat, Eperezolid und Linezolid (56).
Weitere klinische Studien erfolgten wegen seinessbeen Pharmakokinetik zunéchst nur fur
Linezolid (57). Die Zulassung durch die FDA fur emvolid erfolgte im Jahre 2000, wahrend
es durch die européische Zulassungsbehdrde EME2ekzeit spater, 2001, die Zulassung
erhielt. Die Tabelle 9 zeigt die Strukturformel vionezolid.

Tabelle 9 Strukturformeln der verwendeten Oxazolidinone IWEAC-Bezeichnung

Linezolid

O/\\ 0

\\/N ( : N)J\O

F s
h—

O
(S)-N-{[3-(3-Fluor-4-morpholinophenyl)-2-oxooxaatih-5-yl|methyl}acetamid

Linezolid zeigt sehr gute antibakterielle Aktivig¢genuber Gram-positiven Erregern. Diese
bleibt auch bei solchen Erregern erhalten, welckgegiber anderen Substanzklassen
Unempfindlichkeiten oder multiple Resistenzen auder. So entfaltet es seine Wirkung
gleichermal3en bei Methicillin-sensibleé®. aureus(MSSA), aber auch bei nosokomialen
Krankheitserregern wie MRSA, VRE od&. pneumoniaanit Penicillin oder Makrolid-
Resistenz (6). Gegentber Gram-negativen Erregegh lzeezolid eine natirliche Resistenz.
Diese wird durch die gegentber Gram-positiven imfbAu unterschiedliche Zellwand,
welcher eine ausreichende hohe Wirkstoffkonzemtnaton Linezolid in der Zelle verhindert,
aber auch durch aktiven Efflux von Linezolid aus delle heraus bedingt (58).

Der Wirkmechanismus von Linezolid hebt sich von demderer antibakterieller Wirkstoffe,

welche die Proteinsynthese beeintrachtigen, durdnevollig neuartigen Ansatz ab.
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Linezolid bindet an die 50S Untereinheit des Rilmsound verhindert so eine weitere
Komplexbildung dieser mit der 30S Untereinheit éRbosom, mRNA, Initiationsfaktoren
und Formyl-Methionyl-tRNA. Diese Blockierung hattdie Ausbildung eines nicht
funktionsfahigen Initiationskomplexes zur Folge, leher fir die Proteinsynthese durch
Translation der mRNA essentiell ist (Abbildung 39).

In vitro activity of linezolid

MMET-
Initiation _m_ l (RNA

factors
308 +
mRNA
Linezolid blocks

| SJormation of the
- - | inifiation complex
|

NS mREMNA

ribosome - 508
ribosome

=

Peptide
provduct

TS
Initiation
complex

Elongation
Factors

Tetracyclines
macrolides, streptogramins

Figure 2. Mode of action of the oxazolidinones. Oxazolidinones combine with the 505 ribosomal subunit, preventing it from complexing with the
308 subunit, mENA, initiation factors and formylmethionyl-tRMNA . Consequently, no functional initiation complex 1s formed, and protein synthesis
is halted. Most other protein synthesis inhibitors block peptide elongation. Adapted from Kloss eral 18

Abbildung 1 Darstellung des Wirkmechanismus von Lirzolid in vitro nach (59)

Der Unterschied zu anderen die Proteinsynthese nioaehtigenden antibakteriellen
Wirkstoffen wie Chloramphenicol, Makroliden, Lin@wsiden oder Tetracyclinen besteht
darin, dass diese die Translation der mRNA zundwobginnen lassen, jedoch dann zu einem
spateren Zeitpunkt die Elongationsreaktion inhdmerwahrend Linezolid die Initiation der
Translation der mRNA voéllig unterbindet.

Durch diesen mechanistischen Unterschied besitzteZalid gegentber den anderen
Wirkstoffen zwei Vorteile. Zunachst scheint es miélgl dass die Therapie mit Linezolid eine
Bildung von Virulenzfaktoren wie Koagulasen, Haeysale und Protein A, welche durch
Staphylokokken und Pneumokokken gebildet werdenchdudiesen Wirkmechanismus
verhindern kann. Viel wichtiger jedoch ist die Take, dass Linezolid aufgrund seines
Wirkmechanismus eine Zielstruktur besitzt, die rk#iner der bisher bekannten und
verwendeten die Proteinsynthese inhibierenden aktgbiellen Wirkstoffe Uberlappt. So wird
Linezolid in seiner Wirkung nicht durch die Expriessvon rRNA-Methyltransferasen wie im

Fall der Makrolide, Lincosamine und Streptograntdee Gruppe B beeintrachtigt (59).
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Resistenz oder Unempfindlichkeit gegeniber Linekzkbinnte nach der Zulassung bisher nur
sehr selten beobachtet werden, jedoch wurden sdl9®® wahrend der Phase Il der
klinischen Zulassung Félle von Linezolid-resistenkEregern beobachtet (60). Dievitro
Selektion resistenter Mutanten erfolgt nur sehmsehg (56) mit einer geringen Rate fir das
Auftreten spontaner Mutationen (<1x3)0(61). Die Untersuchung diesirvitro selektierten
Mutanten ergab einen Zusammenhang zwischen Puntdtidien in der Doméane V der 23S
rRNA und einer Unempfindlichkeit bzw. Resistenz geigpber Linezolid. Die bei der
Entwicklung von Resistenz in klinischen Isolatem s¢ntrale Rolle spielende Veranderung ist
dabei ein Austausch von Guanin zu Uracil an Pasi##676 , welche auch in den-vitro
selektierten Mutanten gezeigt werden konnte (62).

Erste klinische Féalle von Resistenz gegenuber lalezwurden fir S. aureusund
Enterokokken 2001 beobachtet (63, 64). Interessmeitse wird fir Enterokokken ein
vermehrtes Auftreten von Resistenz gegenuber Llitebeobachtet als b&. aureusDieses
Phanomen wurde zunachst durch die Unterschiederinzahl der Copy-Gene fir die 23S
rRNA erklart, jedoch kénnen sowohl Staphylokokk&nachE. faeciumbis zu sieben Copy-
Gene der 23S rRNA besitzen. Die haufigere Resistamacklung gegentber Linezolid bei
Enterokokken kdnnte eher mit der Mdglichkeit eiatfizienteren homologen Rekombination
bei Enterokokken erklart werden. So kann bei Ekigtken die vorhandene Punktmutation
auf nur einem Copy-Gen der 23S rRNA die Wild-Tym&nz auf den anderen Copy-Genen
effizienter ersetzen und es so leichter zu einephigung einer Resistenz kommen (59).

Das Vorhandensein verschiedener Anzahlen von Ggnelioder 23S rRNA wird auch far
die langsame Resistenzentwickluimgvivo undin-vitro gegenuiber Linezolid verantwortlich
gemacht. So erschien es plausibel, dass eine Besisur dann auftreten kann, wenn eine
bestimmte Anzahl von Copy-Genen der 23S rRNA emmekEnutation aufweist (62, 65, 66).
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass durch\@@bandensein einer Punktmutation auf
nur einem Copy-Gen der 23S rRNA die Entwicklungeeihinezolid-Resistenz mit Hilfe
homologer Rekombination beschleunigt werden kar#). (Bndererseits wurde durch den
gleichen Mechanismus eine Reversion zurick zu lleEmpfindlichkeit beobachtet,
nachdem die Therapie nach Auftreten Linezolid-tesier Erreger mit einem anderen
antibakteriellen Wirkstoffe fortgeftihrt wurde (687

Grundsatzlich ist die Pravalenz von Resistenz gégemLinezolid in der Klinik noch sehr
gering. So konnte 2006 im Rahmen einer Studie uhPdi6 Gram-positiven Isolaten aus
insgesamt 16 verschiedenen Landern (ohne USA) if fsolate mit einer Linezolid-

Unempfindlichkeit beobachtet werden, wéhrend inezed Studien aus den Jahren 2004 und
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2005 (71, 72) keine Isolate mit verminderter Emgllithkeit gegenitber Linezolid
nachgewiesen werden konnten. Davon wurden dreSt&phylococcus epidermidisolate
und je eines alg. faecium(Deutschland) und aks. faecalis(China)-Isolat identifiziert. Eines
der Staphylococcus epidermidisolate stammte aus Italien, wahrend die Ubrigeiddn in
Brasilien isoliert wurden.

Eine weitere Studie beobachtete den Verlauf der flahchkeit gegentber Linezolid bei
Gram-positiven Erregern in den USA Uber den Zeitrawon 2004 bis 2006 (73) in 50
Krankenh&usern. Unter insgesamt 8806 getesttanreudsolaten tber einen Zeitraum von
drei Jahren stieg die Rate leicht von 0 % (2004)0a3 % (2006). Bei den Enterokokken
(1954 Isolate) hingegen zeigte sich ein dramatiséimstieg, indem sich die Rate 2004 von
0,8 % nach einem leichten Riickgang 0,64 % (2005mehr als das Doppelte, auf 1,83 %
im Jahr 2006 steigerte.

Durch die gute antibakterielle Aktivitdt gegenubdinisch relevanten Gram-positiven
Erregern wie MRSA und VRE, den bisher selten beloteten Félle von Resistenz und der
langsamen Entwicklung diesar-vitro undin-vivo stellt Linezolid als Vertreter einer neuen
antibakterielle Wirkstoffklasse eine unverzichtb@etion fur die Behandlung bakterieller
Infektionen dar. Insbesondere die orale Verfugharstellt eine enorme Erleichterung dar,
sollte jedoch trotzdem zu keinem leichtfertigendaitz in der Klinik fihren.

1.3.3 Antibiotika mit Wirkung auf die Nukleinsaures  ysnthese

Wirkstoffe mit Hemmung auf die Nukleinsduresynthdsaben einen Einfluss auf die
Proliferation der DNA. Dieses Target ist von besmeth Interesse, da die Zielstrukturen sich
bei Eukaryonten und Prokaryonten im Aufbau untegstdm und somit das Prinzip der
selektiven Toxizitat erfillt wird. Als wichtigste ertreter dieser Substanzklasse sind die

Fluorchinolone zu nennen.

1.3.3.1Fluorchinolone

Aus der seit den 60er Jahren verfugbare GruppeCi@nolone mit Nalidixinsaure als

Prototyp wurde mit Hilfe von strukturellen Modifitanen des Grundkérpers durch
Substitutionen mit Fluor- und Piperazin-Resten Klasse der Fluorchinolone entwickelt.
Diese zeichnen sich gegenlber den Chinolonen dareterheblich verbesserte Aktivitat mit
erweitertem Wirkungsspektrum, einer guten oralemfO¢garkeit und guter Vertraglichkeit

aus.

Fast allen klinisch relevanten Fluorchinolonen d&r Chinoloncarbonsaure-Grundkdrper

gemeinsam sowie einer Fluor-Substitution an demgfasition 6. Eine Ausnahme ist das
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Garenoxacin, welche an dieser Position keine FBudstitution aufweist. Wegen dieser
ungewdhnlichen Substitution bei gleichzeitiger gutentibakterieller Aktivitat wird
Garenoxacin auch als 6-Desfluorochinolon bezeichbaetch Variationen mit Hilfe weitere
Gruppen an verschiedenen Ring-Positionen kdnnenersgitiedliche antibakterielle
Aktivitdten und Veranderungen in der Pharmakokinetiangt werden (14). Die Tabelle 10
gibt einen Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arberwendeten Fluorchinolone.

Tabelle 10Strukturformeln der verwendeten Fluorchinolone UnBAC-Bezeichnung

Ciprofloxacin

HO

0 0
1-Cyclopropyl-6-fluor-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-pipetiayl)-3-chinolincarbonsaure

Gatifloxacin

HO

0 0
1-cyclopropyl-6-fluoro-1, 4-dihydro-
8-methoxy-7-(3-methyl-1-piperazinyl)-4-oxo-3-choraarbonsaure
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Garenoxacin

1-cyclopropyl-8-(difluoromethoxy)-7-[(1R)-1-mett;B-dihydro-1H-isoindol-5-yl]-
4-ox0-3-chinoloncarbonséaure

Moxifloxacin

ZT

HO

0 o} NH,
1-Cyclopropyl-6-fluor-1,4-dihydro-8-methoxy-7-[(4@&S)-octahydro-6H-pyrrolo[3,4-b]-
pyridin-6-yl]-4-oxochinolin-3-carbonsaure
Sparfloxacin

HO

T

0] o NH

5-Amino-1-cyclopropyl-7-(cis-3,5-dimethyl-1-pipeira#)-6,8-difluoro-

1,4-dihydro-4-oxo-3-chinoloncarbonsaure

Ciprofloxacin zeigt sehr gute Aktivitat gegentbEnterobacteriaceaewie E. coli, K.
pneumoniag Enterobacter spp., Salmonellaspp. sowie gute Aktivitdt gegeniiber Gram-
negativen Kokken Neisseria gonorrhoeaeH. influenzag jedoch nur maRige Aktivitat
gegenuber Gram-positiven Kokken. Zusatzlich zeitkiwh Ciprofloxacin durch eine erhdhte

Aktivitat gegenibePseudomonas aeruginosas.
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Die Fluorchinolone Gatifloxacin, Moxifloxacin undp&rfloxacin besitzen eine &hnliche
Aktivitdt wie Ciprofloxacin, weisen aber eine erb@hAktivitat gegenuber Gram-positiven
Kokken aus. Gatifloxacin und Sparfloxacin habenahieeitig eine gute Aktivitat gegeniber
Anaerobiern (14, 15).

Das sich zur in der Zulassung in der FDA befinddicBbesfluorchinolon Garenoxacin,
zeichnet sich ebenfalls durch gute Aktivitdt gedeniGram-positiven Kokken aus, besitzt
gegenuber MRSA und Fluorchinolon- und PenicillisisgenternS. pneumoniaeine deutlich

besserd\ktivitat (74). Enterokokken werden zu einem grof§eil auch erfasst.

Die Gruppe der Fluorchinolone zeigt ihre antibalktér Aktivitat durch Interaktion mit zwei
bakteriellen Enzymen als Zielstrukturen, den Topmisrasen Il und IV. Diese Enzyme
besitzen essentielle Funktionen bei der rdaumlicheardnung der DNA in der Zelle durch
Komprimierung der DNA und bei der Trennung von Ghosomen nach der Replikation.

Die bakterielle Topoisomerase IlI, auch Gyrase genatie aus zwei Untereinheitenpaaren
GyrA und GyrB besteht, katalysiert die SpaltungesibNA-Doppelstranges und ist somit in
der Lage ringformig geschlossene DNA-Molekiile, wieB. Plasmide, unter Verbrauch von
ATP aus einem energiearmen relaxierten in einemgereichen negativ superspiralisierten
Zustand zu versetzen

Aufgabe der Topoisomerase IV, bestehend aus deleiéinterheiten ParC und ParE (GrlA
und GriB bei S. aureuy ist die Trennung (Decatenierung) der bei der liRgfon
entstandenen Tochterchromosomen sowie die Rel@mgewon negativ superspiralisierter
DNA (75).

Abhangig vom Antibiotikum ist bei manchen Speciagweder die Gyrase oder die
Topoisomerase IV primares Ziel. So ist bei Stapkgkiken die Topoisomerase IV das
primare Ziel der meisten Fluorchinolone (76).

Resistenzen gegenuber Fluorchinolonen bei Grantip&si Erregern entstehen durch
Punktmutationen in der ,quinolone-resistance deitegmegion“ (QRDR) der chromosomalen
Gene welche fur die Gyrase oder Topoisomerase Ileken oder durch aktiven Efflux
mittels membranstandiger Pumpen, welche die Substaaus der Zelle transportieren (77).
Die plasmidvermittelte Inaktivierung von Fluorchiaoen durch Acetyl-Transferasen, wie sie
in der Literatur fir Gram-negative Species bestlemewurden (78), ist fur Gram- positive
Species bislang nicht beschrieben. Jedoch scheirbchutz der Gyrase durch Qnr-Proteine,
wie in Gram-negativen Species berichtet (79), eiehtige Rolle bei der intrinsischen

Resistenz von Enterokokken gegenuber Fluorchinolanespielen (80, 81).
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Fluorchinolon-resistente Staphylokokken weisen \sminderter Empfindlichkeit zunachst
nur Punktmutationen in der QRDR der Topoisomerage auf, wahrend durch die

Kombination von Punktmutationen in der QRDR in depoisomerase IV und der Gyrase
eine  hohe Resistenz gegenuber Fluorchinolonen ebntst Resistenz gegeniber
Fluorchinolonen bei Enterokokken entsteht &hnliche wei Staphylokokken durch

Punktmutationen in der QRDR der Topoisomerase I\ Iloei Enterokokken die

Topoisomerase |V primares Ziel der Fluorchinolonesegin scheint (8).

Die Tabelle 11 gibt einen Uberblick Uiber beobaehttinkt-Mutationen in der QRDR B

aureusund deren Auswirkung auf die Fluorchinolon-Empficikeit.

Tabelle 11 Auswirkungen von Punktmutationen in der QRDR aug &luorchinolon-
Resistenz modifiziert nach (82)

Mutationen in der QRDR

S. aureus MHK CIP [mg/L]

gyrA parC

WT - - 0,25
Mutante - 80 S»F 4
Mutante - 80 S>Y 4
Mutante - 84 E—K 4
Mutante 88 BE5K 80 S->Y 128
Mutante 84 S-L 80 S-»Y 256
Mutante 84 SsL 84 E->L 256

CIP = Ciprofloxacin

Neben diesem Resistenzmechanismus kann eine Ulbessign vonNorA, einer protonen-
abhangigen Efflux-Pumpe zu Fluorchinolon-Resistemmz S. aureus fuhren. Diese
Uberexpression kann durch Punktmutationen in demBterregion vorNorA entstehen,
beschréankt sich jedoch auf den Efflux von hydragtiFluorchinolonen wie Norfloxacin und
Sparfloxacin (83). Eine Uberexpression vélorA auRert sich durch eine verminderte
Empfindlichkeit gegentber diesen Fluorchinolonemdwedoch haufig durch gleichzeitig
vorhandene Punktmutationen in der QRDR der primadiefstrukturen verdeckt. Somit ist
eine Detektion in der Routine haufig nicht moglich.

Im Krankenhaus isolierte MRSA sind gegentber eifielzahl von Antibiotika verschiedener
Klassen resistent (,multiple drug resistance”),eurgnderem gegentber den Fluorchinolonen.
Es besteht eine enge Verknupfung zwischen dem &aftrvon MRSA und Fluorchinolon-
Resistenz, die sich vermutlich durch den vermehiemsatz von Ciprofloxacin bei der
Therapie einer Infektion mit MRSA begrindet. Beinge Einfihrung in den spaten 80er
Jahren war Ciprofloxacin lange Zeit das einzigd eegfligbare Antibiotikum mit einer guten

Aktivitat gegeniber MRSA. Ein Jahr nach der Zulagsuon Ciprofloxacin wurde jedoch ein
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dramatischer Anstieg der Fluorchinolon-Resisten2MieSA beobachtet (23). So waren 79 %
aller MRSA Isolate von im Krankenhaus behandeltatieRten gegenuber Ciprofloxacin
resistent, wahrend im gleichen Zeitraum die Ratelee MSSA Isolaten nur auf 13,6 % stieg
(84). Es konnte so gezeigt werden, dass der EingatzCiprofloxacin das Risiko fir eine

Infektion mit MRSA erhdht (85).

1.3.4 Antibotika mit Einfluss das bakterielle Membr an-Potential

Diese neue Substanzklasse zeichnet sich durch edti@nneuartigen Wirkmechanismus aus.

1.3.4.1Lipopetide

Daptomycin ist der bisher einzige Vertreter der arewBSubstanzklasse der Lipopeptide,
welches sich durch seinen vdllig neuartigen Wirkih@egsmus auszeichnet. Dieser
unterscheidet sich von denen aller anderen zurapeezugelassene Antibiotika grundlegend.
Die einzigartige Struktur von Daptomycin bestehts a@inem 13-gliedrigen cyclischen
Lipopeptid mit einer Decanoyl-Seitenkette, aus dieh der neuartige Wirkmechanismus
ergibt (Tabelle 12) (86).
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Tabelle 12Strukturformeln von Daptomycin und IUPAC-Bezeichgu

Daptomycin
H,N
HO o)
O o)
HN o) 0 OH 0 o »OH
N A N o N - NH
H H H
o) NH, O o) 00
2 o) NH o) o
H
(@] N N N
N
N H
o HO o) o
5 OH
NH

2
N-Decanoyl-L-tryptophyl-L-asparaginyl-L-aspartylthreonylglycyl-L-ornithyl-L-aspartyl-
D-alanyl-L-aspartylglycyl-D-seryl-threo-3-methyldlutamyl-3-anthraniloyl-L-alanirgl -

lacton

Die Gewinnung erfolgt durch Fermentation \®tmeptomyces roseospori¥xaptomycin zeigt
sehr gute Aktivitdt gegenuber Gram-positiven Erragmklusive Stammen mit multipler
Antibiotika-Resistenz und ist durch die FDA und EMEir die Therapie von komplizierten
Haut- und Weichteilinfektionen verursacht dur& aureus(MRSA und MSSA) und
Vancomycin-empfindlichenE. faecalis Isolaten zugelassen. Es zeigtvitro eine gute
Aktivitat auch gegentber Vancomycin-resistentereErkokken (87).

Daptomycin wird in Anwesenheit von €donen in die Zellmembran eingebaut, wobei die
Anwesenheit von Cé&lonen die Integration des Molekiils auf zwei Wegeerichtert. Durch
Bindung der C&-lonen mit zwei Aspartat-Resten des Daptomycinsibergich eine
Konformationsdnderung des Molekuls, die den liptgghiCharakter erhéht und somit eine

bessere Interaktion mit der Zellmembran ermégligtieiterhin tiberbriicken die &alonen
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die im Daptomycin enthaltenen negativ-geladenennsiuren und die negativ-geladenen
Phospholipide der Cytoplasma-Membran des Bakteriunt beglinstigen so den tieferen
Einbau in die Zellmembran (88).

Der weitere Einbau von Oligomeren in die Zellmembfiaghrt zur Ausbildung von Kanalen,

aus denen Kklonen ausstromen kénnen (Abbildung 2).

.+ Slep1 : { 3 k')
ca Slep - Step 2 Step (IA__{H.

-b(j;!r :-! - -h_

()
o
Figure 2. Daptomycin mechanism of action. Hypothetical steps: siep 1, dapiomycin binds to the cytoplasmic membrane in a calcium-dependent manner,
step 2, daptomycin oligomerizes, disrupting the membrane; step 3, the release of intracellular ions and rapid cell death,

Abbildung 2 Wirkmechanismus von Daptomycin nach (8B

Dieser Ausstrom hat eine Depolarisation der Zelltmem zur Folge. Diese allein bewirkt
noch keinen Zelltod, jedoch bewirkt das Fehlen demembranpotentials indirekt eine
Inhibition von fur die Zelle tberlebenswichtigenoPessen, wie z. B. DNA-, RNA- und
Protein-Synthese, wodurch letztendlich der Zeldhadgel6st wird (6, 86, 88).

Die genauen Mechanismen, die zum Absterben dee Zéhlren, sind jedoch noch nicht
vollstandig geklart.

Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb einerdt@8,9 % alle MRSA und MSSA durch
Daptomycin abgetdtet werden. Interessanterweisedsadabei zu keiner gleichzeitig rapiden
Zell-Lysis der Bakterien, worin ein weiterer Votteles Daptomycins liegt (89, 90). Die
fehlende Lysis der Bakterienzellen reduziert dassikRi fur eine Sepsis und fur
Entzindungsreaktionen als Folge der FreisetzungMolekilen aus dem Cytoplasma des
Bakteriums, wie zum Beispiel Entzindungsmediator&®gptidoglykanbausteinen oder
bakterieller DNA.

Weiterhin ist Daptomycin auch in der Lage nicht Baikterien abzutéten, welche sich in der
Wachstumsphase befinden, sondern auch solche istatesnaren Phase. Dadurch besitzt es

gegenuber anderen Antibiotika erneut eine interdesaption, da gerade Infektionen in tiefer
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gelegenen Geweberegionen wie z. B. eine Endocauatiter Osteomyelitis behandelt werden
kénnten, die durch Bakterien verursacht werdencheekich gréfitenteils in der stationaren
Phase befinden (88).

Berichte Uber Resistenzen von Staphylokokken untérBkokken in klinischen Isolaten

gegeniber Daptomycin wurden schon beschrieben, abet noch sehr selten (91-96).
Wahrend der Phase Il und IIl der klinischen Zulagslag die Gesamtrate Daptomycin-
resistenteS. aureudsolate unter 0,2 % bei Uber 1000 behandelten iahg97).

Der genaue Resistenzmechanismus ist noch nichstéodig geklart, so dass es sinnvoll
erscheint von einer verminderten Empfindlichkeiggeiiber Daptomycin zu sprechen. Ein
Genom-Vergleich voim-vitro erzeugters. aureudsolaten mit verminderter Empfindlichkeit

gegenuber Daptomycin und den Daptomycin-empfindlichAusgangsisolaten zeigte
Punkmutationen auf, die zu einem Aminoséureaustaimsdrei bestimmten Proteinen fihrte

(98). Dabei wurden folgende Proteine identifiziert:

. MprF (Lysylphosphatidylglycerol-Synthetase)
. Yycg (Histidin-Kinase)
. RpoB und RpoC (b und b”-Untereinheit der RNA-Polyase)

Fur zwei dieser Proteine wurde auch in Kklinischeoldten mit verminderter Daptomycin-
empfindlichkeit nach einer Therapie Punktmutatiomen Insertionen gefunden, so dass es
maoglich scheint, dass diese Proteine bei der vetenian Daptomycinempfindlichkeit eine
Rolle spielen (Tabelle 13).

Tabelle 13Untersuchungen zu genetischen Veranderungéh sureusdie mit reduzierter
Empfindlichkeit gegentber Daptomycin korrelieremdifiziert nach (98)

Basenaustausch Aminosaurenaustausch Gen-Locus
C-T 295 S-L mprF
C-T 826 L-F mprF
Adenin-Insertion Leserahmen-Verschiebung yycG

Die Erzeugung vom-vitro selektierten Daptomycin-resistenten Mutanten esing@ch als ein
schwieriger und aufwendiger Prozess und ergab miedrige Frequenz fir das Auftreten
spontaner Mutationen (97, 99). Die Grunde fur diBsebachtungen mdgen zum einen in
dem vollig neuartigen Wirkmechanismus mit der bagten Zellmembran als Zielstruktur,
sowie in der komplexen noch nicht vollig aufgeldfirt nachgeschalteten Wirkung des
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Antibiotikums liegen. Es bleibt zu hoffen, dass hsieine Resistenz gegen diese
Substanzklasse langsamer entwickelt, als es barandler Fall war. Weiterhin kénnte der
einzigartige Wirkmechanismus dazu beitragen, das<£dtstehung von Kreuz-Resistenzen

ausbleibt.

2 Ziel dieser Arbeit

Die erfolgreiche Behandlung einer bakteriellen ktienskrankheit wird in groBem Ausmalf3
durch die Wahl des richtigen Antibiotikums bestimMteiterhin ist die Kenntnis Uber den
genauen molekularen Wirkmechanismus eines Antkiats, aber auch die schnelle
Detektion des molekularen ResistenzmechanismugifigZm bestimmten Erreger gegenuber
diesem Antibiotikum ebenfalls von grol3er Bedeuturfp kann die Kenntnis des
Wirkmechanismus Fehler in der Therapie verhindeswies die schnelle Detektion des
Resistenzmechanismus auf molekularer Ebene bei chgleitiger Kenntnis des
Wirkmechanismus eine alternative Therapie ermdghch

Ebenso ist fur die erfolgreiche Therapie einer Khée das Vorhandensein einer
Empfindlichkeitsprifung sowie einer korrekten Spseidentifizierung Grundvoraussetzung.
Liegen diese zum Beispiel im Fall einer lebensblelithen Infektion nicht vor und die
Therapie muss rasch erfolgen, so sollte nach ddéhnien anerkannter Fachgesellschaften
(100, 101) zunachst initial empirisch therapierrdes, bis der benodtigte Befund vorhanden
ist. Dann sollte die Therapie entsprechend fortgéseler modifiziert werden. Dabei sollte,
sofern dies maglich ist, auch die Mdglichkeit eitdmstellung von intravents applizierter
Medikation zu peroraler Therapie erwogen werden.

Diese Leitlinien sollen den rationalen Einsatz yontibiotika erleichtern. Dabei ergeben sich
die Basis zur Formulierung dieser empirischen Tieempfehlungen zusammen aus den
gesammelten Befunden der lokalen Kleinraumepidesgiel (z. B. Keimspektrum in der
eigenen Klinik) und uberregional  epidemiologisch hadrenen Befunden
(GroRraumepidemiologie).

An Klinischen Isolaten aus dem Raum Hamburg sallenVirksamkeiten neuerer Antibiotika
(Daptomycin und Linezolid) und eines in Deutschlaodh nicht eingeflihrten Antibiotikums
(Dalbavancin), im Vergleich zu Standard-AntibiotikAmpicillin, Penicillin G, Oxacillin,
Erythromycin, Gentamicin, Vancomycin, TeicoplaninCiprofloxacin, Gatifloxacin,
Moxifloxacin und Sparfloxacin) gegenuber klinisadavanten Gram-positiven Erreger®. (
aureus E. faecalis E. faecium in-vitro untersucht werden, um dabei Verbreitung und

Haufigkeit von Resistenzen zu beobachten.
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Anschlie3end soll fir ausgewahlte resistente Isotie¢ genetische Ursache ihrer Resistenz
sowohl identifiziert als auch charakterisiert werd®er Vorteil einer genetischen Analyse
gerade bei schweren, lebensbedrohlichen Infektianeder stationdren Behandlung sind
dabei die rasche Analysenzeit, das eindeutige Brgelind oft auch eine kostengulnstige
Analyse.

Dabei sind Erkenntnisse Uber Methicillin-ResistéezS. aureugDetektion desnecAGens
durch eine PCR) und Vancomycin-Resistenz Beterococcusspp. (Multiplex-PCR zur
Detektion des Resistenz-Gens) von besonderem $ser®iese beiden klinisch relevanten
pathogenen Keime werden mit Krankenhaus-bedingteiektionen am haufigsten in
Verbindung gebracht (102). Weiterhin soll die Liok2-Resistenz beiS. aureusund
Enterococcusspp mit Hilfe der Pyrosequencing™-Technologie detektiend untersucht
werden, um die Verbreitung und Entwicklung von B&sizen gegenlber diesem Reserve-
Antibiotikum schnell erfassen zu kdnnen. EbensdistHochresistenz gegenitber Gentamicin
bei Enterococcusspp. von besonderem Interesse. Diese durchadaé’)+aph(2")>Gen
vermittelte Resistenz spielt bei der Therapie vamaere Enterokokken-Infektionen wie der
Endocarditis eine wichtige Rolle, da durch die Egsion dieses Gens l&nterococcuspp.
der Synergismus zwischen Aminoglykosiden undlactam-Antibiotika verloren geht (103).
Schliel3lich soll die Makrolid-Resistenz gegenteraureuskatalysiert durch spezifische
erm-codierte rRNA-Methyltransferasen durch eine MuéiipPCR zur Detektion desrmA;
ermB- und ermGGens und desnsrAGens untersucht werden. Die charakterisier®&n
aureuslsolate sollen bei der Etablierung eines neuems®guencing™-basierten Verfahrens
verwendet werden, mit dessen Hilfe es méglich selh die Dimethylierung des Adenins an
Position 2058 der 23S rRNA . aureuskatalysiert durch spezifischerm-codierte rRNA-
Methyltransferasen zu detektieren und zu quargiferi. Auf diesem Weg soll eine durch
diese rRNA-Methyltransferasen vermittelte MakrdReésistenz inS. aureus genauer
charakterisiert werden, unabhangig vom jeweiligan-Typ.

AuBBerdem ist die Untersuchung der Fluorchinoloni®esz bei S. aureus durch
Sequenzierung degyrA- und parC-Gens von Interesse. Dabei interessiert ebenso die
Verbreitung von mdr verursacht durch eine erhéheréssion von Effluxpumpen und deren
maogliche Einwirkung auf Antibiotikaresistenzen. Sul eine MHK-Bestimmung in An- und
Abwesenheit von Inhibitoren von mdr-Effluxpumperiolgen, um die Bedeutung von mdr

bei Infektionen mitS. aureusu untersuchen (104).

36



Material

B  Material

1 Bakterienstamme

Die im Rahmen dieser Studie untersuchten klinisdselate sind in den Tabelle 14 bis Tabelle 17 alistet.

Tabelle

14Auflistung der Kklinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID-

DK-

CIp

DAL

DAP

ERY

GAR GEN GTX

LZD

MXF

OXA

PEN

SPX

TEC

VAN

Resistenz-Determinante

SPeCies  goseichnung Y N [mgl]  [mg/l]  [mg]  [mgl] [mg/]  [mgil] [mg/] [mgl] [mgl] [mg/] [mgi] [mg/] [mgl] [mg/] TMECA ErmA  ermB - erm msrA
S.aueus VA24655004 2004 BJO036  >32  nd. 025  >64 nd 025 8 1 2 64 >32 8 05 05 n - - , -
S.aueus VA24726/04 2004 BJ0037 025 nd. 025 05 nd 05 0125 2 0125 025 003 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA24795/04 2004 BJO093  >32  nd. 0,25 1 nd.<0,125 4 1 4 64 8 8 1 4 + ) - - -
S.aueus VA24801/04 2004 BJO135 0125 nd. 025 2 nd 05 025 2 006 025 32 003 05 05 nd - . . .
S.aueus VA24909/04 2004 BJOO38 05  nd. 025 05  nd 0250125 2 006 16 >3 05 05 1 + nd  nd nd nd
S.aureus VA25051/04 2004 BJ0039 025 nd. 0125 05 nd. 64 0125 2 0125 05 003 006 4 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA25145/04 2004 BJO082 >32  nd. 025  >64  nd.<0125 4 2 2 32 32 8 05 1 . ] . + .
S.aueus VA25157/04 2004 BJ0092 16  nd. 025 >64  nd. 32 4 2 2 64 32 8 1 05 o+  + : : :
S.aueus VA25319/04 2004 BJ0098 >32  nd. 05  >64  nd.<0125 4 4 4 64 >32 8 05 2 + - - + -
S.aueus VA25401/04 2004 BJ0040 025 nd. 025 05 nd 025 0125 4 0125 025 32 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA25405/04 2004 BJOO4L 025  nd. 025 05  nd. 0250125 4 006 025 32 003 05 05 nd nd nd.dn nd
S.aureus VA25407/04 2004 BJO042 025 nd. 05 05 nd. <0125 05 2 006 1 025 006 1 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VA25408/04 2004 BJOO43 025 nd. 05 05 nd 05,28 2 0125 05 32 0125 05 1 nd nd nd ndnd
S.aureus VA25409/04 2004 BJ0044 2 nd. 0125 05 nd 025 1 2 025 0125 2 025 05 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VA25410/04 2004 BJO0O45 >32  nd. 025 >4  nd. 025 8 1 4 8 >32 8 05 05 + - i + )
S.aureus VA25414/04 2004 BJO046 05 nd. 05 05  nd <0125 0125 2 0125 2 003 006 05 05 - nd nd nd nd
S.aueus VA25420/04 2004 BJO0A7 025  nd. 0125 05  nd. 502 0,06 2 006 05 >3 003 1 1 nd nd nd ndnd
S.aueus VA25423/04 2004 BJ0048 32  nd. 025 05  nd <0125 4 1 8 006 16 4 025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA25434/04 2004 BJOO51 0125 nd. 025 05  nd 502 006 2 006 025 4 003 05 05 nd nd nd dn nd
S.aueus VA25441/04 2004 BJOOS2 025 nd. 025 05 nd 025 006 2 006 006 05 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA25443/04 2004 BJOO53 0,25  nd. 025  >64  nd.<0,125 0,06 2 003 05 >3 003 05 1 nd - - . ;
S.aureus VA25447/04 2004 BJOOS4 0125 nd. 025 05 nd 025 006 2 006 006 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
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Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante

SPecies gogionnung 2" e, mgi] [mglll_(mgll [mgll [mgll [mgl [mgl) [mgh] [mgl] [mgl] [mgl] [mgl] [mgi] [mglj TMeCA SMA emB e msra
S.aureus VA25491/04 2004 BJO055 0,125 n.d. 0,5 1 n.d. 0,25 ,060 2 0,03 0,125 4 0,03 0,5 0,5 n.d. - - - -
S.aureus VA25511/04 2004 BJ0056 0,5 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,25 0,25 2 0,125 0,25 >32 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA25538/04 2004 BJO057 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,250,125 2 0,06 0,125 1 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. nd. .d. n nd.
S.aureus VA25567/04 2004 BJ0058 0,5 n.d. 0,25 >64 n.d. 0,25 0,125 2 0,125 0,125 >32 0,06 0,5 0,5 n.d. + - - -
S.aureus VA20392/05 2005 BJ0245 0,125 n.d. 0,25 0,25 n.d.<0,125 0,06 0,5 <0,03 0,125 0,5 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20394/05 2005 BJ0246 32 n.d. 0,125 64 n.d. 0,5 4 0,5 2 16 8 8 0,5 0,5 + S S + o
S.aureus VA20395/05 2005 BJ0247 0,125 n.d. 0,25 0,25 n.d.<0,125 0,06 0,5 <0,03 0,125 0,5 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20406/05 2005 BJ0248 >32 n.d. 0,25 0,25 n.d. 0,25 4 1 2 32 32 8 0,5 0,5 + n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20435/05 2005 BJ0249 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,25 0,06 1 0,06 0,5 >32 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d.n.d.
S.aureus VA20436/05 2005 BJ0250 32 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,25 4 0,5 1 0,25 16 8 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20438/05 2005 BJ0251 0,125 n.d. 0,125 0,25 nd. 5 0 0,06 1 0,03 0,125 2 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20442/05 2005 BJ0252 0,125 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,5 0,06 1 <0,03 0,125 2 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20445/05 2005 BJ0253 0,06 n.d. 0,25 16 n.d. 0,25 0,06 1 <0,03 0,25 32 <0,03 1 0,5 n.d. - - - +
S.aureus VA20481/05 2005 BJ0254 0,125 n.d. 0,25 4 n.d. 0,5 <0,03 1 <0,03 0,125 16 0,06 0,5 0,5 n.d. - - - -
S.aureus VA20541/05 2005 BJ0256 0,125 n.d. 1 0,125 n.d.<0,125 0,06 1 0,06 0,125 <0,03 0,06 0,5 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA20555/05 2005 BJ0257 0,25 n.d. 0,125 >64 n.d. 0,5 0,06 1 <0,03 0,25 >32 <0,03 0,5 0,5 n.d. + o o o
S.aureus VA20576/05 2005 BJ0259 0,25 n.d. 0,125 2 n.d. 0,5 ,060 1 <0,03 0,25 1 0,06 0,5 0,5 n.d. - - - -
S.aureus VA20578/05 2005 BJ0260 0,125 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 0,5 1 <0,03 0,125 1 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21106/05 2005 BJ0262 0,125 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 0,06 0,5 <0,03 0,125 32 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21236/05 2005 BJ0264 8 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 2 2 1 0,25 2 8 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21256/05 2005 BJ0265 0,25 n.d. 0,125 0,25 n.d. 5 0, 0,125 1 <0,03 0,125 16 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. nd. .nd
S.aureus VA21263/05 2005 BJ0268 0,25 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,25 0,125 1 0,06 0,5 1 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21291/05 2005 BJ0269 8 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,5 2 1 1 0,125 2 8 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21294/05 2005 BJ0270 0,125 n.d. 0,5 64 n.d. 0,5 0,06 0,5 <0,03 0,125 4 0,06 1 1 n.d. - - + o
S.aureus VA21546/05 2005 BJ0271 0,125 n.d. 0,25 0,5 n.d. 50,2 0,06 1 <0,03 0,25 2 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21554/05 2005 BJ0272 0,25 n.d. 0,125 0,25 n.d. 0,5 0,125 1 <0,03 <0,06 0,25 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA21750/05 2005 BJ0274 0,5 n.d. 0,125 0,25 n.d. 50,2 0,06 1 <0,03 0,125 >32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. nd. .nd
S.aureus VA21789/05 2005 BJ0275 0,5 n.d. 0,25 >64 n.d. 1 0,125 1 0,06 0,5 >32 0,125 <0,25 0,5 n.d. + = = =
S.aureus VA21835/05 2005 BJ0276 0,5 n.d. 0,125 0,25 n.d. 50,2 0,125 1 <0,03 0,125 >32 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. nd. d. n.
S.aureus VA21844/05 2005 BJ0277 0,125 n.d. 0,5 1 n.d. 0,5 0,06 1 0,06 0,25 16 0,125 0,5 0,5 n.d. - - - -
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Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID-

DK-

CIp

DAL

DAP

ERY

GAR

GEN GTX

LZD

MXF

OXA

PEN

Resistenz-Determinante

SPX TEC VAN

SPECies  goseichnung " Nr. [mgi]  [mg/l] [mgl] [mg/] [mg/] [mgil] [mg/l] [mgl] [mg/] [mg/] [mgi] [mg/] [mg/] [mg/y MECA €mA emB - erm msrA
S.aueus VA21912/05 2005 BJO279 1 nd. 025 05 nd 025 128, 2 <003 025 <003 0125 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA21914/05 2005 BJ0280 05 nd. 025 05 nd. 05 006 1 <003 <006 <003 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA21920/05 2005 BJO281 0,125 nd. 006 025  nd 250, <003 1 <003 025 >32 006 <025 05 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2681/05 2005 BJ0098 16  nd. 025 >64 nd. 64 4 2 4 025 1 8 1 1 nd - : + -
S.aueus VA3611/05 2005 BJO100 025  nd. 0125 025 nd 05 0,06 2 006 025 32 006 05 05 nd nd nd dn nd
S.aureus VA3647/05 2005 BJ0101 025 nd. 0125 025 nd. 05 <003 2 <003 0125 >32 <003 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3649/05 2005 BJO102 32 n.d. 1 >64  nd. 1 4 2 4 32 8 05 <025  + - . " -
S.aureus VA3652/05 2005 BJ0103 32  nd. 025 >64 nd. 025 4 2 1 4 16 4 1 05  + . . + .
S.aueus VA3686/05 2005 BJO104 025  nd. 0125 025  nd. 2 <003 2 <003 0125 32 0125 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3694/05 2005 BJ0105 >32  nd. 0125 >64 nd. 025 4 2 2 4 32 8 05 025  + . . + .
S.aueus VA3712/05 2005 BJ0106 025  nd. 0125 025  nd. 2 060 2 <003 <006 >32 <0,03 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA3723/05 2005 BJO0107 025 nd. 0125 025 nd. 025 006 2 006 <006 32 0125 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3727/05 2005 BJO108 025 nd. 025 025  nd. 1 060, 2 006 <006 32 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3731/05 2005 BJO109 4 nd. 0125 025  nd. 1 006 2 <003 <006 >32 1 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3737/05 2005 BJO110 025  nd. 025 025  nd 025003 2 <003 <006 >32 4 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA3738/05 2005 BJO111 >32  nd. 025 >64  nd. 1 4 2 2 8 32 8 05 05  + . . + .
S.aueus VA3742/05 2005 BJO112 006 nd. 025 025 nd 05 006 > <003 0125 4 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA3758/05 2005 BJO113 025 nd. 006 025 nd. 05 <003 2 <003 0125 32 003 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3780/05 2005 BJ0114 025 nd. 025 025 nd. 05 0,06 > <003 05 32 006 05 05 - nd. nd nd nd
S.aureus VA3798/05 2005 BJO115 >32  nd. 025  >64  nd. 1 8 2 4 32 >3 8 1 05  + . . + .
S.aureus VA3805/05 2005 BJO116 025  nd. 0125 64  nd.  05<003 2 006 025 16 006 05 05 nd - - + -
S.aureus VA3831/05 2005 BJO118 0125 nd. 025 05 nd. 025 <003 2 <003 <006 >32 006 05 <025 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3836/05 2005 BJO119 025 nd. 05 025 nd  05<003 2 <003 025 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA3853/05 2005 BJ0120 025 nd. 025 05  nd. 1 006 2 006 <006 <003 0125 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA3874/05 2005 BJO121 0125 nd. 025 05  nd 05 006 4 <003 <006 <003 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA3885/05 2005 BJ0122 >32  nd. 0125 >64 nd. 05 8 2 4 0125 32 8 05 <025 nd - : + .
S.aueus VA3918005 2005 BJ0123 025 nd. 025 05  nd. 1 600 2 <003 025 >32 0,03 1 05 - nd  nd nd nd
S.aueus VA3933/05 2005 BJO124 4 nd 05 05 nd 025 2 2 <003 <006 >32 0125 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA4278/05 2005 BJO125 8 nd. 025 64 nd  >128 4 250 4 64 >32 4 1 05 o+ o+ - . -
S.aureus VA4309/05 2005 BJ0126 0,125 nd. 025 025  nd. 1 <003 2 <003 0125 >32 0125 1 05 nd nd nd nd nd
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Material

Tabelle

14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID-

DK-

CIp

DAL

DAP

ERY GAR GEN GTX

LZD MXF OXA

PEN

SPX

TEC

VAN

Resistenz-Determinante

SPeCies  goseichnung " N [mgi]  [mg/l]  [mgl] [mg/] [mg/]  [mgil] [mg/l] [mgl] [mgl] [mg/] [mgi] [mg/] [mg/] [mgiy MECA €MA ermB - erm msrA
S.aueus VAL234006 2006 BJ0312 025 nd. 025 05  nd 025006 > <003 05 8 006 025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1295/06 2006 BJ0313 025 nd. 025 05 nd. 025 0125 2 006 025 >3 006 025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA1297/06 2006 BJ0314 025 nd. 0125 05  nd. 025006 4 006 <006 >32 006 025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL328/06 2006 BJ0315 025 nd. 025 05  nd <0125 0125 2 <003 0125 32 006 025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL356/06 2006 BJ0316 025  nd. 0125 64  nd. 0,250,125 2 006 025 32 0125 025 05 nd - - . )
S.aureus VA1357/06 2006 BJ0317 025 nd. 025 >64 nd. 025 006 4 <003 0125 <003 006 05 1 nd - : T
S.aueus VAL370/06 2006 BJO318 025 nd. 025 05  nd.  0,250,06 2> <003 025 <003 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL446/06 2006 BJ0319 006  nd. 1 64 nd. <0125 0125 1 <003 0125 2 006 05 05 nd - : : +
S.aureus VAL4684/06 2006 BJ0391 0125 nd. 025 025 0016 5 O 0,06 2 <003 4 8 <03 05 05 + nd nd nd nd
S.aureus VAL4850/06 2006 BJ0380 0,25 nd. 025 05 0016 025 006 2 <003 025 >3 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA14909/06 2006 BJO384 006  nd. 025 025 0008 250, <003 2 <003 025 32 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL4939/06 2006 BJ0387 05  nd. 025 025 003 025 006 2 <003 025 16 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA14948/06 2006 BJO388 16  nd. 025 05 0008 025003 2 <003 0125 >32 <003 <025 <025 nd nd nd nd -
S.aureus VAL4959/06 2006 BJ0390 05  nd. 025 025 003 025 006 2 <003 025 16 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL4964/06 2006 BJ0392 025 nd. 05 05 003 025006 2 006 025 16 006 05 05 nd nd nd .ndnd.
S.aureus VAL4965/06 2006 BJ0393 32  nd. 1 0125 05 05 2 025 1 4 16 4 1 05 + nd nd nd nd
S.aureus VAL4969/05 2006 BJ0394 05  nd. 025 025 003 0250125 2 006 0125 16 006 05 05 nd nd ndnd nd.
S.aureus VAL4978/05 2006 BJ0395 0,25 nd. 025 025 0016 025 006 2 <003 025 >3 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA14979/06 2006 BJO396 0,125 nd. 025  >64 0016 250, 0,06 2 <003 0125 8 0,06 1 05 nd  + - - -
S.aureus VAL4980/06 2006 BJ0397 025 nd. 025 025 0016 025 006 2 <003 0125 32 <003 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA14981/06 2006 BJO398 0125 nd. 05  >64 003  0,250,06 2 <003 0125 003 006 1 05 nd  + - - -
S.aueus VAL4989/06 2006 BJ0399 025 nd. 05  >64 0016 025 006 2 <003 025 4 006 1 05 nd - : T
S.aureus VA14997/06 2006 BJO401 025 nd. 05 05 0016 05 0,06 > <003 02 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL5002/06 2006 BJ0403 025 nd. 025 05 0016 025 006 2 <003 <006 32 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL5005/06 2006 BJ0404 025 nd. 05 05 003 025006 2 006 0125 32 0125 05 05 nd. nd nd.d n nd
S.aureus VAL5012/06 2006 BJ0405 025 nd. 05 05 003 <0125 006 2 006 025 4 006 1 05 nd. nd nd nd nd
S.aueus VAL5013/06 2006 BJO406 05  nd. 025  >64 0016 0,5 0,06 2 <003 <006 4 006 05 05 nd  + - - )
S.aureus VAL5023/06 2006 BJ0407 0125 nd. 025 05 0016 05 <003 2 <003 <006 32 <003 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL5060/06 2006 BJO409 0125 nd. 025 05 0016 5 0, <003 2 <003 <006 32 <003 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL5092/06 2006 BJ0411 05 nd. 025 05 003 05 0125 2 <003 05 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
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Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante

SPecies poseionnung "M Nr.  [mgi] [mgll] [mgl) [mol] [mgll (mgll [mgll [mgl] [mgl] [mgl) (mgh] [mgl] [mgh] [mgl MeCA eMA emmB emi msaA
S.aureus VA15095/06 2006 BJ0412 0,25 n.d. 0,5 0,5 0,03 0,250,125 2 <0,03 <0,06 8 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15097/06 2006 BJ0413 0,25 n.d. 0,25 0,5 0,03 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15106/06 2006 BJ0414 >32 n.d. 0,5 0,5 2 0,25 4 2 16 32 8 1 0,5 + n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15115/06 2006 BJ0415 32 n.d. 0,5 0,5 2 0,25 4 2 1 8 32 8 0,5 0,5 + n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15121/06 2006 BJ0416 0,25 n.d. 0,25 0,5 0,016 50,2 0,06 2 <0,03 <0,06 4 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15129/06 2006 BJ0417 32 n.d. 0,5 >64 2 0,25 4 2 2 <0,06 >32 8 0,5 1 n.d. + - - -
S.aureus VA15141/06 2006 BJ0419 8 n.d. 1 >64 1 0,5 2 >64 32 4 1 0,5 + + - - -

S. aureus VA15156/06 2006 BJ0421 1 n.d. 0,25 0,5 0,03 0,5 0,125 2 0,06 0,125 >32 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15191/06 2006 BJ0422 0,25 n.d. 0,5 0,25 0,016 1 ,060 2 <0,03 0,125 1 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15408/06 2006 BJ0423 >32 n.d. 0,25 >64 1 0,25 4 2 2 0,25 16 8 <0,25 0,5 n.d. - - + =
S.aureus VA15493/06 2006 BJ0425 0,5 n.d. 0,25 16 0,01620,125 0,06 2 0,06 0,125 >32 0,125 1 0,5 n.d. + - - -
S.aureus VA15510/06 2006 BJ0426 0,25 n.d. 0,5 0,5 0,03 0,5 0,125 2 0,06 0,25 <0,03 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15541/06 2006 BJ0427 0,125 n.d. 0,5 0,5 0,03 0,250,125 2 <0,03 0,125 4 0,06 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15562/06 2006 BJ0440 >32 n.d. 0,5 0,5 >2 0,25 4 2 4 0,25 16 16 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15617/06 2006 BJ0441 0,25 n.d. 0,5 0,5 0,016 0,5 0,06 2 <0,03 0,25 8 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S. aureus VA15620/06 2006 BJ0428 0,5 n.d. 0,5 0,5 0,03 0,25 0,06 2 0,06 0,25 32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15630/06 2006 BJ0429 0,25 n.d. 0,5 0,5 0,016 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 4 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15642/06 2006 BJ0430 >32 n.d. 0,25 >64 2 <0,125 4 1 1 16 32 8 0,25 0,5 + - = + o
S.aureus VA15702/06 2006 BJ0431 0,25 n.d. 0,5 0,25 0,016 50,2 0,125 2 <0,03 0,25 32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15730/06 2006 BJ0442 0,5 n.d. 0,25 16 0,125 0,25 0,125 2 0,06 0,25 16 0,06 0,5 0,5 n.d. - - - +
S.aureus VA15738/06 2006 BJ0432 0,06 n.d. 0,25 0,5 0,008 50,2 <0,03 2 <0,03 0,25 16 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S. aureus VA15773/06 2006 BJ0433 1 n.d. 0,25 0,25 0,03 0,5 0,125 2 0,06 0,125 >32 0,25 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15791/06 2006 BJ0434 0,5 n.d. 0,5 0,25 0,03 0,250,125 2 0,06 0,125 32 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.dn.d. n.d.

S. aureus VA15792/06 2006 BJ0435 0,5 n.d. 0,25 0,25 0,06 0,5 0,125 2 0,06 0,25 32 0,125 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15793/06 2006 BJ0436 0,25 n.d. 0,5 0,5 0,0160,125 <0,03 2 <0,03 0,125 2 <0,03 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA15852/06 2006 BJ0443 0,25 n.d. 0,25 >64 0,03 <0,125 0,125 2 <0,03 0,125 <0,03 0,06 0,5 0,5 n.d. + = = =
S.aureus VA15867/06 2006 BJ0444 0,125 n.d. 0,25 0,5 0,016 250, 0,06 2 <0,03 0,25 16 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA16156/06 2006 BJ0445 0,25 n.d. 0,25 0,5 0,016 0,25 0,06 2 <0,03 <0,06 >32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1616406 2006 BJ0446 0,25 n.d. 0,25 >64 0,03 0,1250,06 2 <0,03 0,25 4 0,06 0,5 0,5 n.d. + - - -
S.aureus VA16167/06 2006 BJ0447 0,25 n.d. 0,25 0,25 0,03 <0,125 0,06 2 <0,03 0,125 <0,03 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabelle

14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID-
Bezeichnung

Jahr

DK-
Nr.

CIp

[ma/L]

DAL
[ma/L]

PEN
[ma/L]

mecA

Resistenz-Determinante

ermA

ermB

ermt(

msrA

. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus
. aureus

. aureus

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S. aureus
S

. aureus

VA16178/06
VA16188/06
VA16211/06
VA16224/06
VA16267/06
VA16271/06
VA16279/06
VA1628/06
VA16285/06
VA16312/06
VA16317/06
VA16325/06
VA16327/06
VA1633/06
VA16344/06
VA16347/06
VA16370/06
VA16371/06
VA16378/06
VA16382/06
VA16391/06
VA1707/06
VA1710/06
VA1725/06
VA1752/06
VA1755/06
VA1767/06
VA1769/06
VA1771/06
VA1782/06

2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006

BJ0448
BJ0451
BJ0452
BJ0453
BJ0458
BJ0459
BJ0460
BJ0320
BJ0461
BJ0462
BJ0464
BJ0465
BJ0466
BJ0321
BJ0467
BJ0468
BJ0470
BJ0471
BJ0472
BJ0473
BJ0474
BJ0322
BJ0323
BJ0324
BJ0325
BJ0326
BJ0327
BJ0328
BJ0329
BJ0330

0,25

0,25

0,25

>32

0,125

>32
>32
0,25

0,25

0,125

0,125

32
>32
0,25
>32
0,5
0,5
0,5
>32
>32
>32
0,125
0,25
8
0,25
0,125
0,06
16

0,125

>32

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

4

4

060,

4

0,25 ,129

0,125

B oo

N o N

>32
32
0,25
32
16
8
32
>32

2

<0,03

4

32
32
<0,03
32
>32

32

2
16
>32
>32
<0,03

8

>32
>32
>32

2

0,5

2

32

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
+

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
+

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
+

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.dn.d.

RIS

n.dn.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

+
+

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.dn.d.

n.d.
n.d.

nd. d. n.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

nd. .d. n

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
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Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID-

DK-

CIP

DAL

DAP
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GAR GEN GTX

LZD

MXF

OXA PEN

SPX

TEC

VAN

Resistenz-Determinante

SPeCies  goseichnung YT Nr. [mgl] [mg/l]l [mgil] [mg/]  [mg/d  [mgl] [mg/] [mgl] [mg/] [mg/d [mgl] [mg/] [mg/] [mgiy MECA €MA ermB - ermt msrA
S.aueus VAL784/06 2006 BJO331 >32  nd. 0125 >64 nd. 025 4 2 1 16 32 8 <025 05 - - , -
S.aueus VAL870/06 2006 BJ0332 32  nd. 0125 05 nd. 05 4 2 g gasaz 4 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL1891/06 2006 BJ0333 0125 nd. 003 025 nd  05<003 1 <003 <006 2 0125 <025 05 nd nd. nd nd nd
S.aureus VA1901/06 2006 BJ0334 0125 nd. 003 05 nd 025 0125 4 <003 <006 8 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VALQ03/06 2006 BJO335 0,125 nd. 025 05  nd. 05 0,06 2 <003 0125 <003 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL904/06 2006 BJ0336 025 nd. 025 05  nd. 1 0125 2 006 025 0125 006 <025 05 nd. nd nd nd nd
S.aueus VALO11/06 2006 BJO337 025 nd. 025 05 nd 05 ,060 2 <003 0125 <003 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1913/06 2006 BJ0338 006 nd. 0125 05 nd 05 <003 2 <003 0125 0125 <003 <025 025 nd nd nd nd nd
S.aueus VALO14/06 2006 BJO339 025 nd. 025 05 nd 05 ,060 2 <003 025 32 <003 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL91506 2006 BJ0340 025 nd. 0125 05  nd. 1 0125 1 006 025 32 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA1916/06 2006 BJ0341 32  nd. 0125 05  nd. 025 060 2 <003 025 32 006 <025 05 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA1919/06 2006 BJ0342 025 nd. 025 05 nd 05 0125 2 <003 025 >32 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA1922/06 2006 BJO343 025 nd. 025 05  nd 012,125 2 006 025 1 006 05 05 nd nd nd dn nd
S.aureus VA1926/06 2006 BJ0344 025 nd. 0125 05 nd. 025 006 2 <003 0125 <003 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1942/06 2006 BJO345 025  nd. 0125 025  nd<0125 0,06 2 <003 0125 <003 <003 1 <025 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA1974/06 2006 BJ0346 025 nd. 025 >64 nd. 025 006 2 <003 0125 <003 006 <025 05 nd - : + :
S.aueus VAL989/06 2006 BJO347 025  nd. 0125 05  nd. 025006 2 006 0125 4 006 <025 025 nd nd nd nd nd
S.aureus VA19949/06 2006 BJ0389 0125 nd. 025 2 0016 <0125 <003 2 <003 0125 32 <003 05 05 nd - : . .
S.aueus VAL997/06 2006 BJ0348 025  nd. 0125 64  nd.<0,125 0125 2 006 0125 >3 006 <025 05  nd  + - - )
S.aueus VA2002/06 2006 BJ0349 8 nd. 025 >64 nd  >128 4 1 1 s64 >32 8 05 05 + . . .
S.aueus VA2024/06 2006 BJO350 025 nd. 05 05  nd. 1  ®12 2 <003 <006 05 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2034/06 2006 BJ0351 >32  nd. 025 >64  nd. <0125 8 2 8 32 32 16 <025 05  + . . + .
S.aueus VA2062/06 2006 BJO352 8 nd. 0125 64  nd. 025 2 2 8 >32 8 <025 <025 @+ i - -

S.aureus VA2079/06 2006 BJ0353 0125 nd. 0125 025 nd. 025 006 2 <003 025 32 <003 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2101/06 2006 BJO31L 025 nd. 025 05 nd 05 ,060 2 <003 05 8 006 025 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2211/06 2006 BJ0355 32  nd. 0125 >64 nd. 025 8 2 4 32 32 16 <025 <025 + . . + -
S.aueus VA2220/06 2006 BJO356 025  nd. 0125 025 nd. 05 0,06 2 <003 0125 <003 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2232/06 2006 BJ0357 025 nd. 025 05 nd <0125 0125 2 006 05 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2240/06 2006 BJO358 05  nd. 025 05 nd 025 060 2 <003 025 4 006 <025 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2241/06 2006 BJ0359 025 nd. 025 05  nd <0125 006 2 <003 025 16 006 05 05 nd nd nd nd nd
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Material

Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante

SPecies poseionnung M R [mgi] [mg] [mgl] [mol] [mgll (mgll [mgll [mgll [mgll [mgh) (mgl] [mgl] [mgh] [mglj MeCA eMMA emB em msiaA
S.aureus VA2254/06 2006 BJ0360 0,5 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,25 ,060 2 <0,03 0,125 0,125 <0,03 1 1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2257/06 2006 BJ0361 0,25 n.d. 0,125 0,5 n.d. <0,125 0,06 2 <0,03 <0,06 >32 <0,03 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2274/06 2006 BJ0362 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,250,125 2 0,06 0,5 >32 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2296/06 2006 BJ0363 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,25 0,125 2 0,06 0,125 8 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2306/06 2006 BJ0364 0,125 n.d. 0,25 >64 n.d. 0,25 0,06 2 <0,03 <0,06 0,06 <0,03 <0,25 0,25 n.d. - - + -
S.aureus VA2312/06 2006 BJ0365 0,5 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,125 0,125 2 0,06 0,125 0,06 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

S. aureus VA2313/06 2006 BJ0366 8 n.d. 0,125 >64 n.d. 0,25 4 1 2 0,125 4 8 <0,25 0,5 n.d. - - + -
S.aureus VA2329/06 2006 BJ0367 0,5 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,25 0,06 2 <0,03 0,125 >32 <0,03 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

S. aureus VA2334/06 2006 BJ0368 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 ,129 2 0,06 0,25 >32 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2351/06 2006 BJ0369 0,25 n.d. 0,25 0,25 n.d. 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 >32 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2399/06 2006 BJ0O370 8 n.d. 0,25 >64 n.d. 32 2 >64 32 4 0,5 0,5 + + - - -
S.aureus VA2404/06 2006 BJ0371 0,5 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 0,125 2 0,06 0,25 8 0,125 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2475/06 2006 BJ0372 0,25 n.d. 0,25 0,5 n.d. 0,5 ,060 2 <0,03 0,125 <0,03 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2514/06 2006 BJ0374 0,125 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,5 0,06 2 <0,03 0,25 0,25 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

S. aureus VA2520/06 2006 BJO375 0,06 n.d. 0,06 0,5 n.d.<0,125 0,06 2 <0,03 0,125 <0,03 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2555/06 2006 BJ0O376 0,125 n.d. 0,125 0,5 n.d. <0,125 0,06 2 <0,03 0,25 0,25 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

S. aureus VA2558/06 2006 BJO377 0,125 n.d. 0,25 0,5 n.d.<0,125 0,06 2 <0,03 0,25 0,25 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2592/06 2006 BJ0O378 0,125 n.d. 0,125 0,5 n.d. <0,125 0,06 2 <0,03 0,125 0,5 <0,03 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA2645/06 2006 BJ0O379 0,25 n.d. 0,125 0,5 n.d. 0,25 0,06 2 <0,03 0,125 <0,03 0,06 <0,25 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1453/07 2007 BJ0491 0,06 0,25 1 >64 0,03 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 4 0,06 1 0,5 n.d. + - - -
S.aureus VA1475/07 2007 BJ0492 0,125 0,25 0,5 0,25 0,03 0,5 0,06 2 0,06 <0,06 4 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1523/07 2007 BJ0493 0,125 0,5 0,5 0,5 0,03 0,5 0,06 2 <0,03 0,25 32 0,06 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1524/07 2007 BJ0494 0,25 0,5 0,5 0,5 0,03<0,125 0,06 2 <0,03 0,25 0,25 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. nd. . nd
S.aureus VA1531/07 2007 BJ0495 0,125 0,5 0,5 0,5 0,004 0,25 <0,03 2 <0,03 0,125 2 <0,03 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

S. aureus VA1546/07 2007 BJ0496 4 0,25 1 >64 1 0,25 2 50,2 2 8 0,5 0,5 n.d. - - + -
S.aureus VA1549/07 2007 BJ0497 4 0,25 0,5 >64 1 0,125 2 1 1 0,125 2 4 1 0,5 n.d. - - + =
S.aureus VA1551/07 2007 BJ0498 0,25 0,5 0,5 0,5 0,03 0,125 ,060 2 <0,03 <0,06 >32 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1591/07 2007 BJ0499 0,25 0,25 0,5 0,25 0,03 0,5 0,06 2 <0,03 <0,06 0,25 0,06 0,5 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1655/07 2007 BJ0O501 0,125 0,5 0,5 0,5 0,016 0,25 0,06 2 <0,03 <0,06 8 <0,03 1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
S.aureus VA1670/07 2007 BJ0502 0,25 0,5 1 >64 0,03 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 4 0,06 1 0,5 n.d. + - - -
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Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

ID- DK- CIp DAL DAP ERY GAR GEN GTX

LZD

MXF

OXA

PEN

SPX

TEC

VAN

Resistenz-Determinante

SPECies  goseichnung T N [mgi]  [mo/]  [mg/]  [mg/] [mg/]  [mgil] [mg/l] [mg/]  [mgl] [mg/] [mgi] [mg/] [mg/] [mgiy MECA €mA  emB - ermt msrA
S.aueus VAL682/07 2007 BJO503 006 025 05 05 0016 0255003 2 <003 025 32 <003 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL709/07 2007 BJO504 025 05 05 2 003 025 006 2 <003 0125 4 006 1 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VA1712/07 2007 BJO5O5 05 05 05 05 0016 025 128, 2 006 <006 <003 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VAL1736/07 2007 BJOS06 025 05 05 05 003 025 006 1 0125 0125 <003 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA1793/07 2007 BJO507 025 025 05 05 003 025 060 2 006 <006 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAIL800/07 2007 BJOS08 0125 05 05 05 003 025 006 2 006 0125 2 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1809/07 2007 BJOSO9 025 05 05 05  003<0,125 0,06 2 <003 025 <003 006 05 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL881/07 2007 BJO510 0125 05 1 025 003 025 006 2 <003 05 >32 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA189507 2007 BJOS11 05 05 05 05 0016 025 060, 2 <003 0,25 4 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1921/07 2007 BJO513 025 05 05 05 003 0125 006 2 <003 05 2 006 1 05 nd. nd nd nd nd
S.aueus VA1928/07 2007 BJO514 0125 05 05 05 003 1 006 2 <003 025 32 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL929/07 2007 BJO515 0125 05 05 05 003 025 006 2 006 025 2 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL1931/07 2007 BJO516 0125 05 05 05 003 05 060, 2 <003 <006 32 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aweus VAL936/07 2007 BJO517 025 05 05 05 003 025 0125 2 006 <006 <003 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VAL966/07 2007 BJO518 006 05 1 05 0008 025003 2 <003 <006 <003 <003 05 05 nd nd nd nd nd
S.aweus VALQ77/07 2007 BJO519 0125 05 05 05 003 <0125 006 2 006 <006 0125 006 1 1 nd nd nd nd nd
S.aureus VA1978/07 2007 BJ0520 0125 05 05 05 003 025 060 2 <003 <006 0,125 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2011/07 2007 BJO522 025 025 05 05 003 05 006 2 <003 025 16 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2047/07 2007 BJO523 0125 025 05 05 003  0,250,06 2 <003 05 2 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2065/07 2007 BJO525 0125 025 1 025 006 025 006 2 <003 0125 32 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2072/07 2007 BJO526 025 025 05 025 0016  0.250,06 2 <003 0125 4 <003 05 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2081/07 2007 BJO527 0125 025 05 32 0016 025 <003 2 <003 0125 32 <003 1 05 nd - : : +
S.aweus VA2083/07 2007 BJO528 025 05 05 05 003 025 060, 2 006 05 32 006 1 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2091/07 2007 BJ0529 025 05 1 05 0016 1 0125 2 <003 0125 8 006 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2098/07 2007 BJ0530 025 05 05 05 0016 025 128 2 <003 0,25 8 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2104/07 2007 BJO531 025 025 05 025 0016 <0125 006 2 <003 <006 8 006 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2106/07 2007 BJO532 05 025 05 64 003 025 12§, 2 006 025 >3 006 05 05 nd  + - ) -
S.aweus VA2111/07 2007 BJ0533 05 05 025 025 0016 <0125 006 2 <003 <006 8 <003 05 05 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2112/07 2007 BJO534 0125 05 05 05  003<0,125 0,06 2 <003 0125 05 006 1 1 nd nd nd nd nd
S.aueus VA2143/07 2007 BJO536 05 05 05 05 003 05 006 2 <003 0125 8 006 1 05 nd nd nd nd nd
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Material

Tabelle 14 (Fortsetzung)Auflistung der klinischers. aureudsolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante
Species Bezelzli?:hnung sanr [n%llal_] [3’5/1] [ﬁé\i] [ﬁg/f] [n?Q/FE] [ggl]E/T] [n?;;l(_] [nLé/DL] [mg/f] [%ﬁ] [ﬁg/NL] [n?gpflf] [;g/i] [XS/NL] mecA  ermA - ermB - erm( msrA
S.aureus VA2162/07 2007 BJ0537 0,25 0,5 1 0,5 0,03 0,25 0,06 2 <0,03 0,25 1 0,06 1 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2172/07 2007 BJ0538 0,125 05 0,5 0,5 003 025 0,06 2 <003 05 32 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2313/07 2007 BJ0561 0,125 0,5 0,5 0,5 0,016  0,250,06 2 <0,03 <006 <0,03 0,06 1 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2325/07 2007 BJ0562 006 025 025 025 003 <0125 0,06 2 <0,03 <006 05 0,06 1 05 nd nd nd nd nd
S.aureus VA2333/07 2007 BJ0563 0,5 0,5 0,5 0,5 0,016  0,25<0,03 2 <0,03 0,125 >32 0,06 1 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2361/07 2007 BJ0566 0,06 0,25 0,5 >64 0,03 <0,125 0,06 1 <0,03 <0,06 16 0,06 0,5 n.d. + - - -
S.aureus VA2362/07 2007 BJ0567 0,25 0,25 0,5 0,5 0,06<0,125 0,06 2 <003 025 <003 0,06 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2393/07 2007 BJ0568 0,125 0,25 0,5 0,25 0,06 05 <003 1 <0,03 0,25 16 0,06 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2395/07 2007 BJ0569 0,125 0,25 0,5 0,5 0,016  0,250,06 2 <0,03 0,125 0,06 0,06 0,5 0,5 nd. nd nd nd dn
S.aureus VA2396/07 2007 BJ0O570 0,25 0,5 0,5 0,5 0,03 <0,125 0,125 2 0,06  <0,06 1 0,06 1 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2402/07 2007 BJ0O571 0,125 0,5 0,5 0,5 0,03 0,25 ,060 2 0,06 0,25 32 0,06 0,5 0,5 nd. nd nd  ndnd
S.aureus VA2403/07 2007 BJ0O572 0,125 0,25 0,5 0,5 003 025 0,06 2 0,06 025 4 0,06 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2404/07 2007 BJO572 0,125 0,25 0,5 0,5 0,016  0,250,06 2 <0,03 0,25 >32 <0,03 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2413/07 2007 BJ0574 0,25 0,5 0,5 >64 0,03 0,5 0,06 2 <0,03 <006 <0,03 0,06 1 0,5 n.d. - - + -
S.aureus VA2425/07 2007 BJO575 0,25 0,5 0,5 0,5 0,016  0,25<0,03 2 <0,03 0,25 >32 <0,03 1 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2449/07 2007 BJ0O576 0,125 05 0,5 025 0016 05 0,06 2 <0,03 0,125 16 <0,03 1 1 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2459/07 2007 BJO577 0,25 0,5 0,5 025  0,01&0,125 0,06 2  <0,03 <0,06 32 <003 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2465/07 2007 BJ0O578 0,25 0,5 0,5 0,5 0,016 025 0,06 2 <0,03 <006 <003 <003 05 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2483/07 2007 BJ0O579 0,25 0,5 0,5 0,5 0,03 05 600 2 0,06 0,125 <003 0,06 1 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2485/07 2007 BJ0580 0,125 05 0,5 0,5 0,016 <0,125 0,06 2 <0,03 0,125 16 <003 05 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2564/07 2007 BJ0581 <0,03 0,25 1 0,5 0,016 0,25 <0,03 2 <0,03 <0,06 32 <003 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2567/07 2007 BJ0582 0,125 0,5 0,5 0,5 0,016 <0,125 0,06 2 <0,03 <0,06 4 <003 05 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2568/07 2007 BJO583 0,125 1 0,5 025 0,008  0,25<0,03 2 <0,03 0,125 32 <003 0,5 0,5 nd. nd nd nd nd
S.aureus VA2786/07 2007 BJ0585 0,125 0,25 0,5 0,5 0,016 025 <003 2 <0,03 0,125 32 <0,03 1 0,5 nd. nd. nd nd nd
S.aureus VA2799/07 2007 BJO587 0,25 0,25 1 >64 0,008 0,5 <0,03 2 <0,03 0,125 4  <0,03 0,5 0,5 n.d. + - - -

CIP = Ciprofloxacin, DAL = Dalbavancin, ERY = Erythromycin, GAR = Garenoxacin, GEN = Gentamicin, GTX =Gatifloxacin, LZD = Linezolid, MXF = Moxifloxacin, OXA = Oxacillin, PEN = Penicillin

SPX = Sparfloxacin, TEC = Teicoplanin, VAN = Vancorgcin
n.d. = nicht durchgefiihrt; + = positiver Nachweis @r Resistenz-Determinante; - = negativer Nachweised Resistenz-Determinante
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Material

Tabelle 15Auflistung der klinischerenterococcuspp. Isolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante
Species ID-Bezeichnung Jahr DK-Nr. AMP [mg/L] DARd/L] GEN [mg/L] LZD [mg/L] TEC [mg/L] VAN [mg/L] aac(6’yaph(2") van G2576T
E. faecalis UR7939/04 2004 BJO075 4 2 >500 2 0,5 1 +

E. faecalis UR7941/04 2004 BJOO77 1 2 >500 2 0,5 1

+
1

+
1
1

E. faecium UR7953/04 2004 BJO079 >64 4 500 2 0,5 0,5

E. faecalis VA 25451/04 2004 BJO066 0,125 2 500 2 0,25 1

E. faecalis VA 25602/04 2004 BJO068 0,5 2 500 2 0,5 1

E. faecium VA25324/04 2004 BJO065 32 4 500 4 0,5 0,5

E. faecium VA26067/04 2004 BJO072 >64 4 >500 4 0,5 0,5

+
1
1

E. faecalis VA 21669/05 2005 BJ0273 0,125 1 >500 2 <0,25

-
+
'

'

E. faecalis VA 3643/05 2005 BJO191 0,25 1 >500 2 0,5 0,5

+
'
'

E. faecalis VA 3742/05 2005 BJ0194 0,5 1 500 2 1 0,5

E. faecalis VA 3761/05 2005 BJ0190 64 2 500 2 1 0,5

E. faecalis VA 3883/05 2005 BJ0189 2 0,25 >500 2 1 0,5

+
'

E. faecium VA20974/05 2005 BJ0261 16 4 >500 1 0,5 0,5

+

E. faecalis VA21257/05 2005 BJ0266 0,125 0,5 >500 1 <0,25

[ay
+
'
'

E. faecium VA3741/05 2005 BJ0192 >64 4 500 4 1

o
&
.

.

.
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Material

Tabelle 15 (Fortsetzung)Auflistung der klinischerfEnterococcuspp. Isolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante
Species ID-Bezeichnung Jahr DK-Nr. AMP [mg/L] DAMRd/L] GEN [mg/L] LZD [mg/L] TEC [mg/L] VAN [mg/L] aac(6’yaph(2") van  G2576T
E. faecium TY3140/06 2006 BJ0482 >64 2 500 2 0,5 32 - vanB -

E. faecalis UR1416/06 2006 BJ0300 0,5 1 500 2 <0,25 <0,25 -

+
'
+

E. faecium UR2234/06 2006 BJ0297 >64 4 >500 4 0,25 0,5

E. faecium VA 14996/06 2006 BJ0400 >64 4 >500 2 1 0,5

+
'
'

E. faecium VA 15150/06 2006 BJ0420 >64 1 >500 2 0,5 0,5

+
1
1

E. faecium VA 16248/06 2006 BJ0455 >64 4 >500 2 0,5 1

+
'
'

E. faecalis VA 1943/06 2006 BJ0304 1 1 500 2 <0,25

[uy
'
'
'

E. faecalis VA 2026/06 2006 BJO307 0,5 1 500 2 0,25

-
'
'
'

E. faecalis VA 2175/06 2006 BJ0274 0,5 1 500 2 0,25

-
'
'
'

E. faecalis VA 2238/06 2006 BJ0310 1 1 500 2 0,25 0,5

E. faecalis VA1418/06 2006 BJO301 2 0,5 >500 2 <0,25

o
()]
+
'
'

E. faecalis VA14910/06 2006 BJO385 1 1 500 2 <0,25 2

E. faecium VA15086/06 2006 BJ0410 >64 4 500 4 64

N

(o]

[¢]
'

vanA

E. faecalis VA16187/06 2006 BJ0450 2 2 500 2 <0,25

N
'
'
'

E. faecalis VA16259/06 2006 BJ0457 1 2 >500 1 0,5

o
(8]
+
'
'



Material

Tabelle 15 (Fortsetzung)Auflistung der klinischerfEnterococcuspp. Isolate aus dem Varia-Labor

Resistenz-Determinante
Species ID-Bezeichnung Jahr DK-Nr. AMP [mg/L] DAMRd/L] GEN [mg/L] LZD [mg/L] TEC [mg/L] VAN [mg/L] aac(6’yaph(2") van  G2576T
E. faecalis VA16823/06 2006 BJ0478 1 1 500 2 <0,25 0,5 - - -

E. faecalis VA16900/06 2006 BJ0479 0,5 1 >500 1 <0,25 1 + - -

E. faecium BK0228/07 2007 BJ0131 >64 4 500 16 256 256 - vanA +

E. faecalis UR 1078/07 2007 BJ0549 1 1 500 0,5 1 1 - - -

E. faecalis UR 1093/07 2007 BJO551 2 2 500 1 0,5 1 - - -

E. faecalis UR 1132/07 2007 BJ0554 0,5 1 500 0,5 1 1 - - -

E. faecalis UR 1137/07 2007 BJO557 2 1 >500 1 1 1 - - -

E. faecium UR1126/07 2007 BJO553 >64 4 500 2 0,5 0,5 - - -

E. faecium UR1139/07 2007 BJO559 >64 4 500 2 1 0,5 - - -

E. faecalis VA 1633/07 2007 BJ0321 4 0,5 500 2 1 0,5 - - -

E. faecalis VA 2001/07 2007 BJ0521 1 2 500 2 0,5 1 - - -

E. faecalis VA 2326/07 2007 BJ0539 2 1 500 1 0,5 1 - - -

E. faecium VA2060/07 2007 BJ0524 >64 2 500 2 1 0,5 - - -

E. faecium VA2353/07 2007 BJ0565 >64 2 >500 4 1 0,5 - - -

AMP = Ampicillin, DAP = Daptomycin, GEN = Gentamicin, LZD = Linezolid, TEC = Teicoplanin, VAN = Vancomnycin
n.d. = nicht durchgefihrt; + = positiver Nachweis @r Resistenz-Determinante; - = negativer Nachweised Resistenz-Determinante
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Tabelle 16Auflistung derEnterococcuspp. Isolate mit phanotypischer Vancomycin-Resisten

Resistenz-Determinante

. ID- MHKAMP ~ MHKDAP  MHKDAL  MHKGEN  MHKLZD  MHKTEC  MHK VAN
SPecies g eichnung Jahr DK-Nr. [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] van G2576T
E. faecium Kein Befund k.A. BJ0181 64 2 8 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium kein Befund k.A. BJ0142 64 1 32 500 2 64 256 vanA -

E. faecium kein Befund k.A. BJ0144 >64 2 4 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium UR5821 k.A. BJO176 64 2 8 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium KA03013/96 1996 BJ0148 >64 2 4 >500 2 16 256 vanA -

E. gallinarum  TY4637/96 1996 BJ0152 64 4 0,25 500 4 0,5 8 vanC1 -

E. faecalis UR10519/96 1996 BJ0149 2 2 1 500 2 1 128 vanB -

E. faecium UR14436/96 1996 BJ0155 >64 2 4 >500 2 16 128 vanA -

E. faecium VA15216/96 1996 BJ0145 >64 2 4 >500 2 16 256 vanA -
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Tabelle 16 (Fortsetzung)Auflistung derEnterococcuspp. Isolate mit ph&notypischer Vancomycin-Resisten

Resistenz-Determinante

. ID- MHK AMP  MHKDAP  MHKDAL  MHKGEN  MHKLZD  MHKTEC  MHK VAN
SPECies  goseichnung Jahr DK-Nr. [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] van G2576T
E. faecium VA16227/96 1996 BJ0147 1 2 4 500 2 64 >256 vanA -

E. faecium VA31970/96 1996 BJO151 64 2 4 >500 2 16 128  vanA -

E. faecium VA36693/96 1996 BJ0159 >64 4 4 >500 2 16 128  vanA -

E. faecium VA41280/96 1996 BJ0160 >64 2 4 >500 2 16 128  vanA -

E. faecium VAB67/96 1996 BJ0163 64 2 4 500 2 16 128 vanA -

E. faecium KA1216/97 1997 BJO171 64 2 4 >500 2 16 >256  vanA -

E. faecium TY2083/97 1997 BJO179 64 2 8 >500 2 16 128  vanA -

E. faecium UR228/97 1997 BJO164 64 2 4 >500 2 16 128  vanA -

51



Material

Tabelle 16 (Fortsetzung)Auflistung derEnterococcuspp. Isolate mit ph&notypischer Vancomycin-Resisten

Resistenz-Determinante

. ID- MHKAMP ~ MHKDAP  MHKDAL  MHKGEN  MHKLZD  MHKTEC  MHK VAN
SPecies g eichnung Jahr DK-Nr. [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] van G2576T
E. faecium UR521/97 1997 BJ0165 32 2 4 >500 1 16 64 vanA -

E. faecium UR6110/97 1997 BJO178 64 2 4 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium VA11275/97 1997 BJO174 64 4 32 500 2 256 >256 vanA -

E. faecium VA14433/97 1997 BJ0180 64 2 4 >500 2 16 128 vanA -

E. faecium VA5049/97 1997 BJ0169 64 2 4 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium UR3253/98 1998 BJ0202 >64 4 16 >500 2 16 256 vanA -

E. faecium VA25259/98 1998 BJ0200 >64 4 0,06 500 2 0,5 256 vanB -

E. faecalis VA36657/00 2000 BJ0198 64 2 <0,03 500 2 16 256 vanA -
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Tabelle 16 (Fortsetzung)Auflistung derEnterococcuspp. Isolate mit ph&notypischer Vancomycin-Resisten

Resistenz-Determinante

. ID- MHKAMP ~ MHKDAP  MHKDAL  MHKGEN  MHKLZD  MHKTEC  MHK VAN
SPecies  geseichnung Jahr DK-Nr. [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] van G2576T
E.faecium  TY555/02 2002 BJ0187 64 0,03 32 500 2 16 128 vanA -

E. gallinarum  UR2398/02 2002 BJ0184 4 0,25 0,25 500 2 0,5 4 vanC1 -

E. faecium VA1184/02 2002 BJ0168 4 <0,016 16 500 2 128 256 vanA -

E. faecium VA20616/03 2003 BJ0208 >64 4 <0,03 >500 16 <0,25 128 vanB +

E. gallinarum  VA3564/05 2005 BJ0099 64 1 <0,03 500 2 <0,25 4 vanC1l -

E. faecium TY3140/06 2006 BJ0482 >64 2 4 500 2 0,5 32 vanB

E. faecium VA15086/06 2006 BJ0410 >64 4 32 500 4 64 256 vanA -

E. faecium BK228/07 2007 BJ0489 >64 4 32 500 16 256 256 vanA +

AMP = Ampicillin, DAP = Daptomycin, DAL = Dalbavancin, GEN = Gentamicin, LZD = Linezolid, TEC = Teicodanin, VAN = Vancomycin
n.d. = nicht durchgefihrt; + = positiver Nachweis @r Resistenz-Determinante; - = negativer Nachweised Resistenz-Determinante
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Tabelle 17Auflistung derS. aureudsolate mit phanotypischer Linezolid-Resistenz

Species ID-Bezeichnung Jahr  DK-Nr. LZD [mg/ L] ERY [mg/ L] [mg/ L] CLI Resistenz-Determinate
S. aureus VA39140/04 2004 BJ0291 1 >256 >256 ermA, ermC

S. aureus VA10260/05 2005 BJ0547 32 >256 >256 ermA, ermC

S. aureus TY2300/05 2005 BJ0541 32 0,25 0,25 ermA

S. aureus VA14775/05 2005 BJ0543 32 0,25 0,25 ermA

S. aureus TY2403/05 2005 BJ0544 32 0,25 0,25 ermA

S. aureus VA19213/05 2005 BJ0548 32 0,25 0,25 ermA

L

N

D = Linezolid, ERY = Erythromycin, CLI = Clindamy cin
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1.1 Referenzstamme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Referedrn8te sind in Tabelle 18 aufgefuhrt.

Tabelle 18Auflistung der Referenz-Stamenm

Stamm-
Bezeichnung

Charakteristika Quelle/ Herkunft

E. casseliflavus
ATCC® 25788

E. faecalis
ATCC® 29212

E. faecalis
ATCC®51299

E. faecalis
UW 3696/02

E. faecalis
UW 3697/02

E. faecalis
V583

E. faecium
BM4174

E. faecium
UW 3695/02

E.faecium
UWw 3698/02

E. gallinarum
BM4174

E. malodoratus
ATCC® 43197

S. aureus
ATCC®BAA-976

S. aureus
ATCC® 29213

S. aureus
ATCC® 44300

Referenz-Stamm mitvanC2/3Resistenz-Gen Dr. Witte,

Cluster Wernigerode
Referenz-Stamm  fur  Bestimmung ¢ Stamm-Sammlung
Antibiotika-Empfindlichkeit nach de AK Heisig,
Mikrodilutionsmethode Hamburg

Referenz-Stamm miwvanBResistenz-Gen undDr. Witte,
aac(6’)-aph(2”yGen Wernigerode

Klinisches Isolat mit Linezolid-Resistenz u Dr. Halle,
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA  Berlin (105)

Klinisches Isolat mit Linezolid-Resistenz un®r. Halle,
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA  Berlin (105)

Referenz-Stamm mitanB-Resistenz-Gen Dr. W.'tte’
Wernigerode
Referenz-Stamm mitanAResistenz-Gen Dr. W.'tte’
Wernigerode
Klinisches Isolat mit Linezolid-Resistenz u Dr. Halle,
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA  Berlin (105)

Klinisches Isolat mit Linezolid-Resistenz un®r. Halle,
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA  Berlin (105)

Referenz-Stamm mit vanCXResistenz-Gen Dr. Witte,
Cluster Wernigerode

Referenz-Stamm fur Bestimmung d%r Horstkotte
Antibiotika-Empfindlichkeit nach derHa{mburg ’
Mikrodilutionsmethode

Referenz-Stamm  mit msrA-Gen fur die
Bestimmung der Antibiotika-Empfindlichke
nach der Agar-Diffusionsmethode

Dr. Horstkotte,
Hamburg

Referenz-Stamm fur Bestimmung deBtamm-Sammlung
Antibiotika-Empfindlichkeit nach der AK Heisig,
Mikrodilutionsmethode Hamburg

Referenz-Stamm  mit mecA-Gen fur die
Bestimmung der Antibiotika-Empfindlichke
nach der Agar-Diffusionsmethode

Dr. Wiegand,
Bonn
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S. aureus
ermB

S. aureus
RN4220:pSES28

S. aureus
RN4220:pSES34

KlinischesS. aureudsolat mitermB-Resistenz- Dr. Schwarz,
Gen Neustadt

ermCkonst. durch Transformation von Plasn
PSES28 au$. epidermidisn S. aureusRN4220
undin-vitro Selektion

Dr. Schwarz,
Neustadt

ermC ind. durch Transformation von Plasmi®r. Schwarz,
pPpSES34 au$. epidermidisn S. aureuskN4220 Neustadt

S. intermedius Klinisches S. intermediuslisolat mit ermA Dr. Schwarz,
ermA Resistenz-Gen Neustadt
2 Antibiotika

Die im Rahmen dieser Arbeit fur die EmpfindlichlseBestimmung verwendeten Antibiotika

sind in Tabelle 19 aufgefihrt.

Tabelle 19Auflistung der verwendeten Antibiotika

Name Herkunft Losemittel
Ampicillin-Anhydrat Ls)gl:?:lcﬁgrrllg)h Chemie  GmbH (Steinheiml,_|20
g%g?h)igﬁ?' Bayer Vital GmbH (Leverkusen, Deutschland) H,O
Erythromycin ggg?stzﬁggg;t GmbH & Co. KG (WiesbadenHZO
Dalbavancin Pfizer Pharma GmbH (Karlsruhe, Deutschland) H,O
Daptomycin Novartis Pharma GmbH (Nurnberg, Deutsatyy HO
Gatifloxacin Grunenthal GmbH (Aachen, Deutschland) Essigsaure (1 %)

Garenoxacin
Gentamicin-Sulfat
Linezolid
Moxifloxacin
Oxacillin-Natrium
Penicillin G-Natrium
Sparfloxacin

Teicoplanin

Vancomycin-
Hydrochlorid

Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KGaAHO
(Miinchen, Deutschland) 2
Sigma-Aldrich Chemie GmbH  (Steinheir H,0

2

Deutschland)

Pfizer Pharma GmbH (Karlsruhe, Deutsct)an  H,O

Bayer Vital GmbH (Leverkusen, Deutschland)  Salzsaure (0,1 N)

Infectopharm Arzneimittel und Consilium Gmle_| o
(Heppenheim, Deutschland) 2
Griunenthal GmbH (Aachen, Deutschland) H,0

Aventis Pharma Deutschland GmbH (Frankfu
Deutschland)
Aventis Pharma Deutschland GmbH (Frankfi
Deutschland)
Abbott-Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbaden
Deutschland)

rI%Ssigsaure (1 %)
H.0O

H>0
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3 Laborchemikalien und andere Materialien

Die Tabelle 20 gibt einen Uberblick tiber die verdeten Chemikalien. Diese wurden alle in

analytischem Reinheitsgrad bezogen.

Tabelle 20Auflistung der Laborchemikalien und anderer Matken

Name

Herkunft

2x RNA Loading Dye Solution
Acrylamide-Solution (40 %)
Agarose (SeakefhLE)
Agarose Neeo (RNase frei)

Ammoniumpersulfat

BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

Bis-Solution (2 %)

Borsaure

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
dCTP-L6sung (10 mM)
ddATP-LOsung (10 mM)
dGTP-L6sung (10 mM)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

DNEasy Blood & Tissue Kit
dNTP-Stammldsungen (100mM)
dUTP-LAsung (20 mM)
Eisessig

Ethanol 96 %
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fermentas GmbH (St.h-&wt, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Munchen, Deutschland)

Biozym Diagnostik GmbH
(Hess. Oldendorf Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories (MunchenuBehland)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Bio-Rad Laboratories (Miinchemuischland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Applied Biosystems (Foster QilgA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Applied Biosystems (Foster Cil§pA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Bio-Rad Laboratories (Minchdbeutschland)

Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Acros Organics (Geel, Belgien)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
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Ficoll-400 (20 %)

Glycerol 87 %

Harnstoff

Isopropanol 100 %
LiChrosolv-H,0
Magnesiumacetat-tetrahydrat
Natriumacetat-Trihydrat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat — Lsg 10 % (SDS)
Natriumhydroxid

NucleoSpin Extrakt II-Kit
NucleoSpiff RNA [I-Kit

Phenylalanyl-ArginylB-Naphtylamid

Polyoxyethylensorbitan-monolaurat (Twe
20)

Pyro-Gold Reagents
RNAprotect Bacteria Reagent
RNase AWAY

Salzséaure 37 %

Streptavidin Sepharose HP

TEMED (Tetramethylethylendiamin)-
Ldsung

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton® X-100-Lésung
Xylencyanol

-Mercapto-Methanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Minchen, Deutsctl)an

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Dsmitiand)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Bio-Rad Lattories (Minchen, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Duren, Deutschland)
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Duren, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Biotage AB (Uppsala, Schweden)

Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland)

Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Amersham Biosciences GmbH
(Freiburg, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Minchen, Deutschland)

Merck KGaBgrmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
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4 Puffer und Losungen

Die Tabelle 21 gibt einen Uberblick tiber die verdeten Puffer und Losungen sowie deren

Zusammensetzung und Herstellung.

Tabelle 21Auflistung der Puffer und Losungen

Bezeichung Zusammensetzung/ Herstellung

0,2M

Natriumhydroxid- 8 g Natriumhydroxid in 2000 mL demineralisiertem $§er |6sen
Losung

0,5 M EDTA-LOsung
pH7,5

0,5x Tris-Acetat-
EDTA-Buffer

1x Annealing Buffer
pH 7,6

3 M Natriumacetat-
Ldsung pH4,6

10x Tris-Borat-EDTA-
Buffer pH8,0

1x Tris-Borat-EDTA-
Buffer pH8,3

50x Tris-Acetat-
EDTA-Buffer

93,06 g Ethylendiamintetraessigsaure und ca. 40a@HNin 400
mL demineralisiertem Wasser Ilosen, pH mit 02 M
Natriumhydroxid-Lésung auf 7,5 einstellen und mit
demineralisiertem Wasser auf 500 mL auffullen

10 mL 50x Tris-Acetat-EDTA-Buffer mit 1000 mL
demineralisiertem Wasser auffillen

2,42 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 0,43 ¢
Magnesiumacetat-tetrahydrat in 900 mL demineratesne \Wasser
I6sen, mit Eisessig pH auf 7,6 einstellen und rerhoheralisiertem
Wasser auf 1000 mL auffillen

40,8 g Natriumacetat-Trihydrat in 50 mL demineialiem Wasser
I6sen, mit Eisessig pH auf 4,6 einstellen und rerhoheralisiertem
Wasser auf 100 mL auffillen

109,0 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 55,6 g $3ore und
7,4 g Ethylendiamintetraessigsaure in 1000 mL deralisiertem
Wasser losen

50 mL 10x Tris-Borat-EDTA-Buffer mit 500 mL demirstisiertem
Wasser aufftillen

242,2 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und 18,7 g
Ethylendiamintetraessigsaure in 500 mL demineratism Wasser
I6sen, mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen und rerhaheralisiertem
Wasser |6sen auf 1000 mL auffullen

59



Material

Ammoniumpersulfat-
Losung (40 %)

Binding-Buffer pH 7,6 Wasser l6sen,

Bromphenolblau-
LOosung

Calcium-Chlorid-
LOsung

dNTP-Mischung fur
PCR-Ansatze

dNTP-Mischung fur
RT-Ansatze

Enzymatic-Lysis-
Buffer

Ethanol 70 %

Harnstoff-Losung

Lysostaphin-Stamm-
LOsung

400 mg Ammonium-persulfat in 1 mL demineralisiert&asser
l0sen

1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 117 g Natrchlorid,
0,292 g Ethylendiamintetraessigsaure in 90 mL deraiisiertem
mit Salzsdure pH auf 7,6 einstellenmL
Polyoxyethylensorbitan-monolaurat (Tween 20) hirghen und
mit demineralisiertem Wasser auf 1000 mL auffullen

2,5 mg Bromphenolblau, 2,5 mg Xylencyanol in 1 micoH-400
l6sen

3,68 g CaCGtDihydrat in 100 mL demineralisiertem Wasser ldsen

Je 10 pL dATP, dCTP, dGTP und dTTP-Stamm-Ldsun@ (h1)
mischen und mit bidestilliertem Wasser auf 500 utfidlen

Je 10 pL ddATP, dCTP, dGTP (10 mM) und 5 pL dUTEAR8hO-
Losung (20mM) mischen und mit RNase-freiem Wassér@ pL
auffullen

200 pL 2 M Tris-HCL-L6sung pH7,5, 80 uL 0,5 M EDTAsung
pH7,5 und 240 pL Tritoh X-100-Lésung in 20 mL
demineralisiertem Wasser l6sen

58,9 g Ethanol 96 % mit 29,7 g demineralisiertens¥éa mischen

105 g Harnstoff in 100 mL demalesiertem Wasser ldsen

1 mg Lysostaphin in 500 pL demineralisiertem Wa&sssn
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Natriumchlorid-Lésung
0,9 %

TE-Puffer pH7,5

2 M Tris-HCL-L6sung
pH7,5

Washing-Buffer pH 7,¢

9 g Natriumchlorid in 2000 mL demineralisiertem \&&slosen und
im Anschluss im gespannten und geséattigten Wassgida
autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)

5 mL 2 M Tris-HCL-LOsung pH7,5 und 20 mL 0,5 M EDTA
Lésung pH7,5 mit 1000 mL demineralisiertem Wass#iiiden

24,24 g  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in 80 mL
demineralisiertem Wasser l6sen, mit Salzsaure HidfPpeinstellen
und mit demineralisiertem Wasser |0sen auf 100 offiiden

1,21 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan in 900 mL
demineralisiertem Wasser l6sen, mit Eisessig pH7aifeinstellen
und mit demineralisiertem Wasser |6sen auf 100Canntiillen
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5 Enzyme

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle 22 aufgefthr

Tabelle 22Auflistung der verwendeten Enzyme

Bezeichung

Zusammensetzung/ Herstellung

Lysostaphin (456 U/mg)

Lysozym (100.000 U/mg)

rDNAse, RNase-free (30 U/uL)

RNase OUT™ (40 U/uL)

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (200 U/uI

TagDNA-Polymerase (5 U/uL)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Deutschland)

Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Duren, Deutschland)

Invitrogen GmbH

(Karlsruhe, Deutschland)
vitrogen GmbH

arlsruhe, Deutschland)

New-England Biolabs (Ipswich, USA)

6 Nahrmedien und Nahrbdden

Die Tabelle 23 gibt einen Uberblick tiber die verdeten Nahrmedien und Nahrbdden sowie

deren Zusammensetzung und Herstellung.

Tabelle 23Auflistung der verwendeten Nahrmedien

Bezeichnung

Herkunft

Zusammensetzung/ Herstellung

LB-Agar

LB-Medium

Difco™ Mueller
Hinton-Agar

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe,
Deutschland

Becton-Dickinson
Microbiology
Systems, Sparks
USA

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L
Natriumchlorid, 15 g/L Agar-Agar

40 g der Fertigmischung in 1000 mL
demineralisiertem Wasser durch Aufkochen l6sen
und im gespannten gesattigten Wasserdampf
autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)

10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L
Natriumchlorid

25 g der Fertigmischung in 1000 mL
demineralisiertem Wasser durch Aufkochen losen
und im gespannten gesattigten Wasserdampf
autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)

2,0 g/L Rindfleischextrakt-Pulver, 17,5 g/L durch
Séaure abgebautes Casein, 1,5 g/L Starke, 17 g/L
Agar

38 g der Fertigmischung in 1000 mL
'demineralisiertem Wasser durch Aufkochen l8sen
und im gespannten gesattigten Wasserdampf
autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)
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Difco™ Mueller
Hinton-Broth

Difco™ Mueller
Hinton-Broth
(CaClb-
Supplement)

Difco™ Mueller
Hinton-Broth
(NaCl-
Supplement)

2,0 g/L Rindfleischextrakt-Pulver, 17,5 g/L durch
Becton-Dickinson Saure abgebautes Casein, 1,5 g/L Starke

Microbiology 21 g der Fertigmischung in 1000 mL
Systems, Sparks demineralisiertem Wasser durch Aufkochen l6sen
USA und im gespannten gesattigten Wasserdampf

autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)

2,0 g/L Rindfleischextrakt-Pulver, 17,5 g/L durch
Saure abgebautes Casein, 1,5 g/L Starke
Becton-Dickinson 21 g der Fertigmischung in 1000 mL

Microbiology demineralisiertem Wasser durch Aufkochen l6sen
Systems, Sparksund mit 4,5 mL CaGlLsg auf eine C&-
USA Konzentration von 50 mg/L einstellen.

Anschliel3end im gespannten gesattigten
Wasserdampf autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)

2,0 g/L Rindfleischextrakt-Pulver, 17,5 g/L durch
Becton-Dickinson Saure abgebautes Casein, 1,5 g/L Starke

Microbiology 21 g der Fertigmischung und 20 g NaCl in 1000 mL
Systems, Sparks demineralisiertem Wasser durch Aufkochen l6sen
USA und im gespannten gesattigten Wasserdampf

autoklavieren (15 min/ 121 °C/ 2 bar)
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7 Nukleinsauren

7.1 Oligonukleotide

Die Tabelle 24 gibt Auskunft Gber die Sequenz umtkidnft der im Rahmen dieser Arbeit verwendeterg@ilukleotide. Diese wurden von der
Firma Sigma Aldrich Chemie GmbH oder der Firma timgen GmbH bezogen.

Tabelle 24 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichung Sequenz und Bindungsposition Referenz
APH(2')-AAC(6") FP 5-CCA CAA ATG TTA AGG CAATGA A-3" (549 bp-570 bp) Diese Arbeit
APH(2')-AAC(6") RP 5-ACT GTT GTT GCA TTT AGT CTT TCC -3” (1088 bp-16®p) Diese Arbeit
EF 23S rRNA gene Domain V FP 5-CCC TCA GAATGG TGBAATC A -3" (2293 bp-2314 bp) Diese Arbeit
EF 23S rRNA gene Domain V RP 5-CTT GAG GTG GGC TTC ACA CTT AGA -3 (2777 bp-2¥Bp) Diese Arbeit
ermAS.aureusFP 5-AAT TGA TGG AGG CTT ATG TCA AGT -3" (177 bpa0 bp) Diese Arbeit
ermAS. aureufRP 5-CGA TAT TCA CGG TTT ACC CAC TTA -3" (611 bp-58) Diese Arbeit
ermBS. aureud-P 5-GTA AAG GGC ATT TAA CGA CGA A -3 (116 bp-T3op) Diese Arbeit
ermBS. aureuRP 5-GGC GTG TTT CAT TGC TTG AT -3” (655 bp-636 bp) Diese Arbeit
ermCS. aureud-P 5-GGG CAT TTT ACC CTT GAA TTA GT -3" (124 bpta bp) Diese Arbeit
ermCS. aureufkP 5-ATC TTT TAG CAA ACC CGT ATT CCA -3” (403 bp-380ap) Diese Arbeit
grl_3°_+485_Sau 5 -TTA GGA AAT CTT GAT GGC A -3’8 bp-467 bp) E';i SAiSke

64



Material

grl 5" +27 Sau 5-ACT TGA AAG ATG TTT TTA GGT GA -3’ (27 bp-41 bp)
gyr_3"_+377_Sau 5-GCT TCA GTA TAA CGC AT -3° (377 Bpibp-)

gyr 5°_+43_Sau 5-ACC AGT GAA ATG CGT GAA TC -3" (43 bp-62 bp)

LRE PSQ G2588T FP 5-GGC TGT TCG CCC ATT AAA G (2549 bp-2576 bf)

LRE PSQ G2588T RP BIO Biotin-5"-CGG ATA GGG ACC GAA CTG -3° (2618 bp-26@p)*
LRE PSQ G2588T RP 5-CGG ATA GGG ACC GAA CTG -3618 bp-2601 bpj)

LRE PSQ G2588T SP 5-CCA TTA AAG CGG CAC -3 (2573 bp-2559 p)

LRSA PSQ G2603T SP 5-GCC CAT TAA AGC GGT A -3" {25p-2557 bp)

MLSB 2058 Methylation 24 bp 5-TAC AGT AAA GCT CCA CGG GGT CTT -3’ (2082 bp-20Hp})’

5-TAC AGT AAA CGT CCA CGG GGT CTT TCC GTC CTG TCGGC GTA -3
(2082 bp-2041 bp)

MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 5 -TAC AGT AAA GCT CCA CGG -3" (2082 bp-2065 bb)

MLSB 2058 Methylation 42 bp

MLSB 2058 Methylation RP 18 bp BIO Biotin-5"-TAC AGAAA GCT CCA CGG -3" (2082 bp-2065 Bp)

MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 6-FAN 6-FAM-5-TAC AGT AAA GCT CCA CGG -3° (2082 bp-2065)*

MLSB 2058 Methylation SP1 5-CA GGT TAC CCG CGA CAT3" (2073 bp-2056 bp)
MLSB 2058 Methylation SP2 5-GAA GAT GCA GGT TAC CCG-3’ (2080 bp-2063 Bp)
MLSB 2058 Methylation SP3 5 -TAC CCG CGA CAG GAC{2082 bp-2068 bp)

Dr. Anke
Heisig

Dr. Anke
Heisig

Dr. Anke
Heisig
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

65



Material

MLSB 2058 Methylation SP27
msrAS. aureus-P

msrAS. aureuRP
parE-829R-6-FAM

S. aureus’BP2a FP

S. aureu’BP2a RP

SA Tn554 Regulatory Region FP
SA Tn554 Regulatory Region RP
StaAur 23S rRNA 5' +1900
VRE E. faecalisspecific FP

VRE E. faecalisspecific RP

VRE E. faeciumspecific FP

VRE E. faeciumspecific RP

VRE vanA FP

VRE vanA RP

VRE vanB FP

5-GGA AAG ACC CCG TGG AGC TTT ACT GTA -3° (2082 #1056 bp}
5-AAA AAG GCA CGG TTG AGA AG -3 (745 bp-765p
5-TGC CAT TTG CAC TTT AGG AGA -3 (1079 bp-1059 bp)
6-FAM-5 -AAG CCC GGT GAG TAC CTC AAG -3 (851bp-829 bp)
5-TGA AGA TGG CTA TCG TGT CAC A -3" (879 bp-900 Jop
5-CTG CCT AAT TCG AGT GCT ACT CTA -34¢7 bp-1404 bp)
5-TCC TTT TCC TGA TCC GAT TT -3 (5157 bp-5176 bp)
5-TTG GGG ATA AAA CTT CCC T3 (5729 bp-5710 bp)
5-GCG AAG CTA CGA ATC GAA GCC -3° (1873 bp-1893)bp
5-ATC AAG TAC AGT TAG TCT TTA TTA G3(98 bp-116 bp)
5-ACG ATT CAA AGC TAA CTG AAT CAG T -3’ (1038 bpa21 bp)
5-TTG AGG CAG ACC AGA TTG ACG -3° (8bp-330 bp)
5-TAT GAC AGC GAC TCC GAT TCC -3" (967 bp-947 bp)
5 -CAT GAA TAG AAT AAA AGT TGC AAT A -3(130 bp-154 bp)
5-CCC CTT TAA CGC TAA TAC GAT CAA -3° (1336 bp-131bp)

5-GTG ACA AAC CGG AGG CGA GGA -3 (188-158 bp)

Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Dr. Tom
Gruger

Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Kristina Bahr
(106-108)
(106-108)
(109)
(109)
(110)
(110)

(110)
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VRE vanC1 FP 5-GGT ATC AAG GAA ACC TC -3° (246 1232 bp) (107, 108)

VRE vanC2/3 FP 5-CGG GGA AGA TGG CAG TAT -3" (36p-367 bp) (111)

#E. Coli Nummerierung
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7.2 GrolRenmarker

Die zur GroéRenbestimmung und Konzentrationsabsahgtzbei der Agarose-Gel-
Elektrophorese verwendeten DNA-GrofRenmarker sirdemrabelle 25 aufgefihrt.

Tabelle 25Auflistung der verwendeten DNA-GroRenmarker

Name Herkunft Bandenspektrum  Abbildung

Fast-Ruler™ DNA-Ladder Fermentas GmbH .

Low-Range (St. Leon-Rot, Deutschland)50 bp-1500 bp Abbildung 3

Fast-Ruler™ DNA-Ladde Fermentas GmbH .

Middle-Range (St. Leon-Rot, Deutschlanc M0 e U0 g Aleletlielmg) &
Eurogentec

Smart-Ladder 200 bp-10.000 bp Abbildung 5

(Seraing, Belgien)

bp _ng20p ngM5pl ngA0pl ngSpl ngidul

=
1300 30 G0 40 20 12
- ga0 go =) 40 20 12
= 400 da G0 40 20 12
a 200 =11 G0 40 20 12
a0 =11 G0 40 20 12

h 20pMane, 13 TBE, T%icm, 14min

2.0% agaroze
Abbildung 3 GréRen-Standard Fast-Ruler™ DNA-Ladder, Low-Range

bp ng/20pl ngM5pl ngA0pl ngSpl ngf3pl

o
g 5000 a0 G0 40 20 12
2000 a0 G0 40 20 12
—
a0 a0 G0 40 20 12
400 a0 G0 40 20 12
100 a0 B0 40 20 12
N 20plflane, 41X TAE, FWicm, 19min
1.0% agaroze

Abbildung 4 GréRenstandard Fast-Ruler™ DNA-Ladder,Middle-Range
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Eimd size  mgfhand
‘\ 10000 10q

EEHU 80
W\ 400D 40
\ \5000 50
\ 4000 40

\aoo 30
'\Eﬁﬂﬂ 25
\\ 000 20
\\\V1500 15
\“\wuu 100
\ 800 40
400 &0

400 40
T~ 200 20

Abbildung 5 GroRen-Standard Smart-Ladder

8 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

8.1 Laborgerate

Tabelle 26Auflistung der verwendeten Laborgerate

Bezeichung Fabrikationstyp Herkunft

Andruckdispenser flr 6 .
Antibiotika-Testplattchen ST6090 Oxoid GmbH (Wesel, Deutschland)

Systec GmbH Labor-Systemtechnik
AULSEN, Gliese S 1=L W (Wettenberg, Deutschland)

Systec GmbH Labor-Systemtechnik

Autoklav, klein Mediaprep 2540 ELV (Wettenberg, Deutschland)
Kendro Laboratory Products
BT S (Hanau, Deutschland)

) . pri Applied Biosystems
DNA-Sequenzierer ABI-Prism 310 (Foster City, USA)
Erlenmeyerkolben (V=250 KA Merck KGaA
mL, 500 mL) T (Darmstadt, Deutschland)
Gefrierschrank (-20C) Premium Liebherr

(Biberach a. d. Riss, Deutschland)

Gefrierschrank (-80C) Hera Freeze HFU 48 Kendro Laboratory Products

Basic (Hanau, Deutschland)

Gel-Elektrophorese- ComphorMini, Biozym Diagnostik GmbH
Kammern ComphorMidi (Hess. Oldendorf Deutschland)
Glasflaschen (V=100 mL- KA Merck KGaA
1000 mL) T (Darmstadt, Deutschland)
Kihlschranke Oko_Santo Super AEG (Nirnberg, Deldsch

o . Heidolph Instruments GmbH & Co.
Magnet-Heizrihrer Heidolph MR 3001 KG (Schwabach, Deutschland)
Mikrowelle CB 1253 Bomann (Kempen, Deutschland
MilliQ-Apparatur Milli-Q Synthesis Millipore S.A. (Molsheim,Frankreich)
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Multistep-Pipette (1 Kanal)

k.A.

Multistep-Pipette (8 Kanal) k.A.

PCR-Thermocycler
PCR-Thermocycler
PCR-Thermocycler
PCR-Thermocycler
pH-Meter

Photometer

Pipette, variabel (5000 mL)
Pipetten, variabel (10pL,

100 pL, 1000 pL)

Pyrosequenzierer
Quarzkivetten
Schuttelinkubator
Schittelinkubator
Schuttelinkubator
Sicherheitswerkbank
Sicherheitswerkbank
Spannungsgeber
Spannungsgeber
Thermopapier

Thermoprinter

Vaccum Prep Workstation

Vertikal-Elektrophorese-

Kammer

Video-Dokumentations-

Anlage

Video-Dokumentations-

Anlage

Biometra T Gradient
Thermoblock
Biometra T Personal
48

Biometra T3
Thermocycler

Biometra Ti5
Inolab pH Level 1
Cary 50 bio
Gilson
Labmate
PSQ MA96
k. A.
Certomat H

Certomat R

Hirschmann Laborgerdte GmbH &
Co. KG (Eberstadt, Deutschland)
Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co. KG (Eberstadt, Deutschland)
Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Géttingen, Deutschland)
Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Géttingen, Deutschland)
Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Goéttingen, Deutschland)
Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Géttingen, Deutschland)
WTW GmbH

(Weilheim, Deutschland)

Varian (Darmstadt, Deutschland)
Gilson Inc. (Mieton USA)

Abimed (Langenfelde, Deutschland)
Biotage AB (Uppsala, ®&clen)

k. A.

B. Braun Biotech International GmbH
(Melsungen, Deutschland)

B. Braun Biotech International GmbH
(Melsungen, Deutschland)

New Brunswick Scientific

C25 Incubator Shake(Edison USA)

Hera guard
Hera safe
Consort E122
PowerPac1000
Sony UPP-110HP
SONY UP-D890
k. A.

MiniPoteanlll

Biometra BioDoc
Analyzer

UVichemi 12.1

Kendro Laboratory Products

(Hanau, Deutschland)

Kendro Laboratory Products

(Hanau, Deutschland)

Biozym Diagnostik GmbH

(Hess. Oldendorf Deutschland)
Bio-Rad Laboratories

(Minchen, Deutschland)

Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Géttingen, Deutschland)
Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Goéttingen, Deutschland)

Biotage AB (Uppsala, Schweden)

Bio-Rad Laboratories

(Minchen, Deutschland)

Biometra biomedizinsche Analytik
GmbH (Géttingen, Deutschland)

Uvitec Ltd. (Cambridge, England)
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Scientific Industries Inc.

Vortex Vortex Genie 2 (Bohemia, USA)
Waage Navigator OHAUS (Giessen, Deutschland)
Merck KGaA
HEEEE SEIER AEDD (Darmstadt, Deutschland)
Julabo Labortechnik GmbH
Wasserbad Julabo MWB (Seilbach, Deutschland)
. : Kendro Laboratory Products
Zentrifuge Biofuge Fresco (Hanau, Deutschland)
. . : Kendro Laboratory Products
Zentrifuge Biofuge Pico (Hanau, Deutschland)
Zentrifuge Biofuge Stratos Kendro Laboratory Products

(Hanau, Deutschland)

8.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 27Auflistung der Verbrauchsmaterialien

Bezeichung Herkunft

0,2 mL PCR-Reaktionsgefalie Eppendorf AG (Hambuegit§chland)

0,5 mL PCR-Reaktionsgefalie Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
1,5 mL PCR-ReaktionsgefalRe Sarstedt AG & Co (Nunitirddeutschland)
2,0 mL PCR-Reaktionsgefalie Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Antibiotika-Testplattchen
(Clindamycin 2 pg)

Antibiotika-Testplattchen :
(Erythromycin 15 pg) Oxoid GmbH (Wesel, Deutschland)

Einmalspritzen (5 mL, 10 mL, 20 mL,B. Braun Biotech International GmbH

Oxoid GmbH (Wesel, Deutschland)

50 mL) (Melsungen, Deutschland)
Halbmikro-Kuvetten Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Micronaut-Fertigplatten Merlin Diagnostik (Bornheidersel, Deutschland)

Mikrotiterplatten (U. Form), steril VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Serra Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Deutschland)

PCR-Platten Sarstedt AG & Co (Numbrecht, Deutschland)

Parafilm (Laboratory Film)

Petrischalen Sarstedt AG & Co (NUmbrecht, Deutsahla

Pipettenspitze Biohit TP 1200 uL  Biohit Oyj (Helsinki, Finnland)

Pipettenspitze D5000 5000uL Tip Gilson Inc. (MiddleUSA)
il)%eottsrﬂ)spltzen (2L, 10pL, 1001 Sarstedt AG & Co (Numbrecht, Deutschland)
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Pipettenspitzen mit Filter (2 pL, 10
puL, 100 pL, 1000 uL)

Pyrosequencing™-Platten Biotage AB (Uppsala, Schweden)

Sarstedt AG & Co (Numbrecht, Deutschland)

Sterilfilter (Porengrof3e: 0,20um) Sartorius AG ({&1gen, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen (15 mL, 20 mL Renner (Dannstadt, Deutschland)

9 Software

Tabelle 28Auflistung der Software

Name Herkunft

Adobe Acrobat Adobe (San Jose, USA)

Assay Design Software 1.0 Biotage AB (Uppsala, Schweden)
GeneScan Software Applied Biosystems (Foster Ci8A)
ISIS Draw Elsevier MDL (San Leandro, USA)
Microsoft Office 2003 Microsoft (Redmond, USA)
Microsoft Windows (98, 2000, XP) Microsoft (Redmond, USA)
UVlprochemi 12.1 Uvitec Ltd. (Cambridge, England)
Vector-NTI Advanced 10.0 Invitrogen GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
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C Methoden

1 Mikrobiologische Methoden

1.1 Herstellung einer Ubernachtkultur

Zur Gewinnung einer Ubernacht-Kultur (UNK) wurden@iKolonie einer auf Agar frisch

Uberimpften Kultur mit einem sterilen Glasstab atmyemen und in einem sterilen
Glasrohrchen mit entsprechender Bouillon verrieden Anschluss wurde das so beimpfte
Medium Uber Nacht bei 37 °C im SchiuttelinkubatorertGmat H, B. Braun Biotech

International GmbH, Melsungen, Deutschland) bei 480 inkubiert.

1.2 Anlegen einer Glycerin-Dauerkultur

Zunachst wurden Probenréhrchen mit Schraubversshing 0,5 mL NI-Bouillon und
Glycerin (87 %) im Verhaltnis 1:1 und ca. 10 Glaspe geflllt, verschlossen und
autoklaviert.

Um die Glycerin-Dauerkultur (Glycerin-DK) anzulegemurden anschlief3end drei bis flnf
Kolonien einer frisch Gberimpften Kultur mit einesterilen Glasstab abgenommen. Die so
abgenommenen Kolonien wurden in dem sterilen Pmiibechen mit den Glasperlen
verrihrt. Das beimpfte Probenrbhrchen wurde nurMa® bei Raumtemperatur inkubiert.
Das uberstehende Medium wurde mit einer Pipetteeratigmen, das Probenréhrchen
verschlossen und in einem Kryo-Block schockgefrolBie so gewonnene Glycerin-DK
wurde bei -80 °C gelagert.

Zur Ausimpfung der Glycerin-DK wurde dem Probendfitan mit einer Platin-Ose, die zuvor
durch Ausgluhen in einer Bunsenbrennerflamme gienit wurde, eine Glasperle entnommen
und diese auf einer Agar-Platte ausgestrichen (1&2Anschluss wurde die beimpfte Platte
bei 37 °C im Brutschrank fur 24 h inkubiert.

1.3 Bestimmung der MHK nach der Mikrodilutionsmetho de

1.3.1 Herstellung der Wirkstoffverdiinnungen

Die erforderliche Menge Antibiotikum fur die Herbtemg eines bestimmten Volumens der

Antibiotika-Stamml&sung ergibt sich aus der Forméelabelle 29.
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Tabelle 29Berechnung der Einwaage flr die Antibiotika-Stansulig

Volumen gsemittel(ML) - bendtigte Konzentrati@@ipiotikum (LG/mL)

Massenanteiusonkur(mg)= Mikrobiologischer Aktitvitatsfaktor (Lg/m8)

8Der Mikrobiologische Aktivitatsfaktor driickt den An teil an wirksamen Gehalt in ug pro mg aus

Die errechnete Menge an Antibiotikum wurde in dewgnschten Menge Aqua bidest. geldst.
Wenn nétig wurde das Antibiotikum unter Zusatz #&ssigsaure (1 %) oder Salzsaure (1 %)
gelost. Die Losung wurde mit einer sterilen Einrpatge aufgenommen und durch einen
Steril-Filter in ein steriles Zentrifugenrohrcheeggben. Die so hergestellte Losung wurde bei
—20 °C gelagert. Die hergestellte Antibiotikum-Staldssung wurde mit Mueller-Hinton-
Bouillon im Verhaltnis 1:10 verdiuinnt. AnschlieRendrde mit Mueller-Hinton-Bouillon eine
serielle Verdinnungsreihe in sterilen Zentrifugémetien im Verhaltnis 1:2 erstellt. Wenn
notig wurde nach der zugrunde liegenden Vorscitift3, 114) supplementierte Mueller-

Hinton-Bouillon verwendet.

1.3.2 Herstellung der MHK-Platten

Von der hergestellten seriellen Verdinnungsreihedem nun 50 pL in die Vertiefungen
einer Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, U-Form)ggben.

1.3.3 Herstellung des Inokulums zur Beimpfung der M HK-Platten

Die Einstellung des Inokulums (Testvolumen) erfelghotometrisch. Dazu wurde zunéchst
mit steriler, isotoner Kochsalz-Lésung ein Nulladdgh beiA = 550 nm vorgenommen.
AnschlieRend wurde aus einer UNK eine entsprechdfetege Kultur entnommen und diese
in 4,5 mL steriler, isotoner Kochsalzlosung verdiiMon dieser Verdinnung wurden 1,0 mL
entnommen und bei = 550 nm die optische Dichte (OD) gemessen. Diezesmessene
Lésung sollte ein OD von 0,125 £ 0,02 besitzen. sDentspricht einer Dichte der
Bakteriensuspension von 1,5 X KBE/mL (= McFarland-Standard 0,5).

Das hergestellte Inokulum wurde mit Mueller-HinBauillon im Verhaltnis 1:100
verdunnt. AnschlieBend wurden 50 pL der Verdinnantsprechend in die Vertiefungen

einer Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen, U-Form)ggben.

1.3.4 Auswertung der MHK-Platten

Die inokulierten Mikrotitrationsbehéltnisse wurdean 18 h + 2 h bei 36 °C = 1 °C inkubiert
und anschliel3end ausgewertet. Bei der Auswerturgeveunachst die Wachstumskontrolle
durchgefuhrt. In keiner anderen Vertiefung solliea starkeres Wachstum als bei der
Wachstumskontrolle zu finden sein. Die mitgefUhr&&mme mussten den Anforderungen
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der zugrunde liegende Vorschrift entsprechen (113). Als nachstes wurde die minimale
Hemmkonzentration bestimmt. Die MHK ist definiel$ die niedrigste Konzentration eines
Antibiotikums [mg/L], bei der kein sichtbares Watthm zu erkennen ist. Das Ergebnis der
MHK-Bestimmung fur den zu testenden Stamm wurdehnder zugrunde liegenden

Vorschrift nach ,sensibel” (S), ,intermediar* (Ind ,resistent* (R) eingeteilt (113, 114). Das
Ergebnis ,intermediar‘ bedeutet eine vermindertepknalichkeit gegentiber dem getesteten

Antibiotikum bei therapeutischen Konzentrationen.

1.4 Unterscheidung zwischen konstitutiven und induz ierbarem
Phanotyp der durch erm-codierte rRNA-Methyltransferasen
vermittelten Makrolid-Resistenz bei S. aureus durch Double-
Disc-Test

Die alleinige Einteilung von Stammen nach ihrer kidikl-Empfindlichkeit erwies sich als
haufig nicht ausreichend. So kann bei Isolaten ¥Wnaureus die eine verminderte
Empfindlichkeit oder Resistenz gegentber Erythramyufweisen, ein induzierbarer oder
konstitutiver Phanotyp vorliegen, welcher fir dieahV des richtigen Antibiotikums zur
Behandlung entscheidend ist. Der einfachste undriissigste Nachweis zur Unterscheidung
der beiden Phanotypen ist der Agardiffusionstedfarm des Double-Disc-Test (DD-Test).
Dazu wurde der zu testende Stamm auf einer Muklilgion-Agar-Platte mit einem, in einer
auf McFarland Standard 2,0 (KBE = 6 x®IBE/mL) eingestellten Bakteriensuspension
getrankten, sterilen Tupfer facherférmig ausgesémc Im Anschluss wurden zwei
Testplattchen mit Antibiotikum (Erythromycin 15 pgnd Clindamycin 2 pg) in einem
Abstand von ca. 25 mm auf dieser beimpften Agattékngebracht (115, 116).

Die beimpften Platten wurden nun fir 18 h £ 2 h3®PfC * 1 °C inkubiert und anschliel3end
ausgewertet.

Der konstitutive Phanotyp zeichnet sich durch éResistenz gegenuber Erythromycin und
Clindamycin aus, wéahrend bei dem induzierbaren &fygnein Antagonismus zwischen den
beiden Antibiotika nachweisbar ist. Dieser wird curdie Ausbildung einer D-formigen
Wachstumszone innerhalb eines grof3en Clindamycmshteofs in dem Bereich, der zum
Erythromycin-Testplattchen benachbart ist, erkennb& Resistenzinduktion der getesteten
Stamme in diesem Bereich gegeniber Clindamycinplgerfdurch die Diffusion des
Erythromycins in den Agar um das benachbarte Cimaan-Testplattchen, wodurch die
phanotypische Resistenz der Stamme induziert usdVdachstum gegeniber Clindamycin

gehemmt wird.

75



Methoden

1.5 Induzierung der durch erm-codierte rRNA-Methyltransferasen
vermittelten Makrolid-Resistenz bei  S. aureus

Zur Untersuchung der duradrm-codierte rRNA-Methyltransferasen vermittelten Malla-
Resistenz beiS. aureuswurden in Rahmen dieser Arbeit Stamme, welche einen
nachgewiesenen induzierbaren Phénotyp dieses &edigben besitzenjn-vitro mit
Erythromycin induziert. Dazu wurde eine Methodewandet, die von Weaver und Pattee
1964 etabliert wurde (117).

Zunachst wurde in einem sterilen 50 mL Zentrifugémnchen eine UNK des zu
untersuchenden Stammes mit 10 mL LB-Medium angesett wie unter C1.1 beschrieben
inkubiert. Im Anschluss wurde die UNK fiir 20 Mireil8500 g (4 °C) abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde fischem LB-Medium mit einer
Erythromycin-Konzentration von 0,1 pg/mL resuspendund fur 60 Min. bei 180 rpm (37
°C) im Schiittelinkubator (Certomat R, B. Braun Bwt International GmbH, Melsungen,
Deutschland) inkubiert. Anschlielend wurde der Ansafort auf Eis gestellt und 1000 pL
dieser Suspension in 50 mL LB-Medium gegeben und 180 rpm (37 °C) im
Schittelinkubator (Certomat R, B. Braun Biotech etnational GmbH, Melsungen,
Deutschland) inkubiert. Die Isolierung der Gesart”R der Bakterien zur weiteren

Verwendung erfolgte wie unter C2.2. beschrieben.

1.6 Untersuchung des Einfluss von Effluxpumpen auf die
verminderte Empfindlichkeit oder Resistenz von S. aureus
gegeniber Fluorchinolonen

Bei bestimmten, ausgewdahlten Stdmmen, die eine indarte Empfindlichkeit gegentber
dem getesteten Antibiotikum zeigen, kommt als Unsaitir die verminderte Empfindlichkeit
die Uberexpression einer Effluxpumpe in Betrache, das Antibiotikum aus der Zelle von
seinem Wirkort heraus transportiert. Zur Untersuchdieser Ursache wurde die MHK in
Gegenwart eines Effluxpumpen-Inhibitors durchgeffiiibazu wurde das verwendeten
Nahrmedium mit einer zuvor getesteten Konzentragioes Inhibitors versetzt und die MHK
wie unter C1.3. beschrieben bestimmt. Als Inhibiarrde in dieser Arbeit Phenylalanyl-

Arginyl-R-Naphthylamid in einer Konzentration voR Bg/L eingesetzt.
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1.7 Bestimmung der Generationszeit

FUr bestimmte Stamme wurde, um einen moglicheneg#Verlust zu untersuchen, die
Generationszeiv bestimmt, indem die optische Dichte (OD) gegen £ t aufgetragen
wurde.

Zunachst wurde eine Ubernacht-Kultur des zu untéesnden Stammes 1:100 in LB-Medium
verdinnt und im Schittelinkubator (Certomat R, Bauh Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland) bei 130 rpm bei 37 °C imkib AnschlieBend erfolgte in
regelmafigen Abstéanden eine Probenentnahme, wedbte photometrisch bai= 600 nm
vermessen wurde.

In der graphischen Auftragung der OD Be+ 600 nm gegen die Zeit t wurde aus den
Messwerten in der exponentiellen Wachstumsphaselieare Regressionsgrade erstellt und
von dieser die Steigung m ermittelt. Die Generatzaitv des zu untersuchenden Stammes

ergibt sich aus dem reziproken Wert der SteigurdenmRegressionsgerade.
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2 Molekularbiologische Methoden

2.1 Isolierung von chromosomaler DNA

Die Isolierung chromosomaler DNA ats aureusund Enterococcuspp. erfolgte mit Hilfe
des DNeasy Blood & Tissue Kit der Fa. Qiagen (Hild®eutschland)Dazu wurden
zunachst 500 pL einer UNK in ein steriles 1,5 mip&pdorf-GefaR gegeben und 10 Min. bei
5.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfend das Bakterienpellet in 180 pL
frisch angesetzten Enzymatic Lysis Buffer mit eihgsozym-Konzentration von 20 mg/mL
Lysozym suspendiert. Die Suspension wurde 30 Mmi. 7 °C im Schuttelinkubator
(Certomat H, B. Braun Biotech International GmbHelsingen, Deutschland) bei 130 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurde 25 pL Proteinase Kof§hase k= 20 mg/mL) und 200 pL
Buffer AL hinzu gegeben und der Ansatz fur 15 sngtith gemischt. Nach 30 Min.
Inkubation bei 56 °C wurde 200 puL Ethanol abs. higegeben und der Ansatz grindlich
gemischt. Die Suspension wurde nun in ein DNeasgi Idpin column mit einem 2 mL
Auffanggefal tberfuhrt und dann 1 min bei 6.000egtzfugiert. Der Durchfluss und das
Auffanggefald wurden verworfen und die Saule inrenes 2 mL Auffanggefald gesetzt. Nun
wurden 500 pL Buffer AW1 hinzugeben und erneut Ih.Miei 6.000 g zentrifugiert. Der
Durchfluss und das Auffanggefal? wurden wieder veievound die Saule in ein neues 2mL
Auffanggefald gesetzt. Jetzt wurden 500 pL Buffer AWnzugegeben und 3 Min. bei
20.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verigarund die S&ule in ein steriles 1,5 mL
Eppendorfgefald gesetzt. Im Anschluss wurden 20@Byfter AE in die Mitte der Membran
gegeben und 1 Min. bei RT inkubiert und darauf@@rs bei 6.000 g zentrifugiert. Die Saule
wurde verworfen, die DNA befindet sich jetzt im It Eppendorfgefal. Die so isolierte

DNA wurde bis zur weiteren Verwendung luftdicht seérlossen bei —20 °C gelagert.

2.2 Isolierung von Gesamt RNA

Fur das Arbeiten mit RNA mussen grundsatzlich bdeos Vorkehrungen getroffen werden
(118). So wurde, um Kontaminationen mit RNasen zsmmeiden, bei allen Arbeiten
Einmalhandschuhe getragen. Weiterhin wurden dieeifgbh an einem abgetrennten RNase-
freien Arbeitsplatz unter Verwendung eines separd®#pettensatzes mit RNase-freien
Filterspitzen durchgefihrt.

Alle Puffer und Losungen wurden mit RNase-freiems@éa angesetzt. Dieses wurde durch
Zugabe von 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC), kgé&ftn Schitteln, Inkubation tGber Nacht

bei 37 °C und anschlieendem Autoklavieren zuleireiDie Bildung von kovalenten
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Bindungen zwischen DEPC und primaren und sekundéneimen fihrt zur Zerstérung von
RNasen. AuBerdem wurden RNase-freie Reaktionsge®fdeendet, sowie Glasgerate durch
Spulen mit SDS-Lésung (0,5 %) und RNase-freiem \&asder Inkubation fir vier Stunden

in trockener Hitze bei 210 °C dekontaminiert.

Die Isolierung von Gesamt-RNA a®& aureuserfolgte unter Verwendung des Nucleospin
RNA Il Kit der Firma Machery und Nagel (Dtiren, Dsctland). Zuerst wurden 500 pL einer
UNK in 50 mL LB-Bouillon pipettiert und bei 37 °Q,30 rpm inkubiert (Certomat H, B.
Braun Biotech International GmbH, Melsungen, Dehitsad). Bei Erreichen einer OD von
1,0-1,2 § = 600 nm) wurden 500 uL abgenommen und in einlete?,0 mL Eppendorf-
Gefal3 pipettiert.

Anschlie3end wurden 1000 pL RNAprotect Bacteriageead hinzugegeben und sofort flr 5 s
grandlich gemischt. Der Ansatz wurde fur 5 Min. B&i inkubiert und dann fir 25 Min. bei
17.000 g (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wurden vollstandig, aber vorsichtig
abdekantiert und das Pellet tber Nacht bei -70ihGeéroren. Das Pellet wurde nach dem
Auftauen fiir 2 Min. bei 14.000 g abzentrifugiertdueventuell noch vorhandener Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde nun in 100 pL frisesetztem Enzymatic Lysis Buffer mit
Lysozym (60 mg/mL) und3-Mercaptomethanol (1 %) suspendiert. Dann wurdenU25
Lysostaphin hinzugegeben. Die Suspension wurde fiun60 Min. bei 37 °C im
Schittelinkubator (Certomat R, B. Braun Biotech etnational GmbH, Melsungen,
Deutschland) bei 130 rpm inkubiert. Im Anschlussrdem 350 pL Buffer RA1 hinzu-
gegeben und die Suspension kraftig gemischt. Jetztle ein NucleoSpin Filter in ein
»collection tube* gegeben, der Ansatz dazugegelmehfiirr 1 Min. bei 11.000 g zentrifugiert.
Nun wurden 350 pL Ethanol (70 %) zu dem Durchflisszugegeben und durch
mehrmaliges Pipettieren gemischt. Der Ansatz wieti in ein NucleoSpin RNA 1l column
tberfuhrt und fur 30 s bei 11.000 g zentrifugidetzt wurden 350 pL Buffer MDB auf die
Saule gegeben und 1 Min. bei 11.000 g zentrifugiart Entfernung von genomischer DNA
wurden zunédchst 10 pL rDNAse in 90 puL Reaction 8ufér rDNase suspendiert und durch
Invertieren gemischt. Von dieser Losung wurden @5djrekt auf die Membran der Saule
geben und fur 15 Min. bei RT inkubiert. AnschlieBamurden 200 pL Buffer RA2 hinzu
gegeben und fur 30 s bei 11.000 g zentrifugiert. Derchfluss wurde verworfen und ein
neues ,collection tube* verwendet. Jetzt wurden g0Buffer RA3 hinzugegeben und fur 30
s bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wuv@eworfen und das ,collection tube” erneut
verwendet. Nun wurden 250 pL Buffer RA3 hinzugegelb@d fir 2 Min. bei 11.000 g
zentrifugiert. Das NucleoSpin RNA 1l column wurde ein steriles, RNAse freies 1,5 mL
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Eppendorf-Gefald gesetzt, 50 pL RNase-freies Wadssaugegeben und fur 1 Min. bei
11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ernauftdie Saule gegeben und wiederholt fur
1 Min. bei 11.000 g zentrifugiert. Die Saule wungerworfen und die so isolierte Gesamt-

RNA aliquotiert bei -70 °C gelagert.

2.2.1 Photometrische Quantifizierung der isolierten RNA

Zur genauen Konzentrationsbestimmung der isoligRiA wurde diese in TE-Puffer pH 7,5
verdunnt und in einer fur UV-Licht durchlassigenugtte beiA = 260 nm vermessen. Die

Konzentration der RNA konnte nun mit folgender Fefimerechnet werden (Tabelle 30).

Tabelle 30Berechnung der RNA-Konzentration

Konzentration RNA (1g/mL] = Asonm® A 260nm- |
ALgonm = 44 png/mL; entspricht der Konzentration einer RNA
haltigen Loésung mit der Absorption A =1
A 260nm = gemessene Absorption
f = Verdiinnungsfaktor

2.2.2 Uberpriifung der isolierten RNA auf Reinheit

Zur Uberprifung auf mogliche Verunreinigungen z.dBrch Proteine, wurde gleichzeitig
wahrend der Quantifizierung (siehe C2.2.1.) auehAbsorption beN = 280 nm gemessen.
Der Quotient Ago/Azgo (Ratio) gibt eine ungefahre Aussage Uber die Refrder RNA. Eine
reine RNA-L6sung muss einen Quotienten von 1,%2flveisen (118).

2.2.3 Uberprifung der isolierten RNA auf Unversehrtheit

Um die isolierte RNA auf einen moglichen Abbau mRiNasen zu Uberprifen, wurde ein
Aliquot der isolierten RNA in einem Agarosegel eétebhoretisch aufgetrennt (siehe C2.5.1).
Dabei wurde ein denaturiender Ethidiumbromid-haltilRNA-Ladepuffer verwendet, um

RNA-Sekundarstrukturen aufzulésen (119). Die Prohe#de vor dem Auftragen auf das
Agarosegel fur 10 Min. bei 70 °C inkubiert und iifngkhluss sofort auf Eis gestellt. Die
Banden der rRNA sollten als klare und scharfe Bandleutliche zu erkennen sein, zudem
sollte das Verhaltnis zwischen der Bande der 238-16S rRNA im Verhéltnis 2:1 betragen
(118).
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2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chaioti@® PCR) ist eine einfache Methode
zur exponentiellen Vervielfaltigung von ausgewahnl®®NA-Abschnittenin-vitro, welche
thermostabile DNA-Polymerasen benutzt (120). Fire ddurchfihrung muss die
Nukleotidsequenz des Randbereichs des ausgew&t@rAbschnitts bekannt sein, so dass
fur jeden DNA-Einzelstrang ein komplementarer Nokildstrang (Primer) erstellt werden
kann. Durch die Verlangerung dieser durch die DNoAyRerase, entsteht eine Kopie des
urspringlichen DNA-Abschnittes.

Der typische Ablauf einer PCR besteht aus versehied Schritten mit unterschiedlichen
Temperaturstufen. Zunachst wird durch Temperatoterhg auf 92-98 °C die zu
vervielfaltigende DNA (Template) in ihre Einzelsige denaturiert (Denaturierung). Im
nachsten Schritt wird durch Erniedrigung der Teraper ein Anlagern (Annealing) der
Primer mit einem freien 3"-OH-Ende ermdglicht. [@ie&nlagerungstemperatur wird durch
Basensequenz der Primer bestimmt, welche fur dezis@t der PCR entscheidend ist. Nach
diesem Schritt wird die Temperatur auf 72 °C erhatelche das Aktivitatsoptimum des
verwendeten Enzyms, defagPolymerase darstellt und eine schnelle Verlanggrun
(Extension) der Primer am 3-OH-Ende gewéhrleidbeé Dauer dieser Verlangerung ist
abhéangig von der Lange des zu amplifizierendenrfesges und betragt im Allgemeinen bei
einerTagPolymerase etwa eine Minute fir 1000 Basenpaare.

Die PCR besteht aus der stetigen Wiederholung derit®® Denaturierung, Annealing und
Extension, wobei in den folgenden Zyklen auch neapldizierte DNA-Abschnitte als
Template dienen, so dass es zu einer exponenti¢gdemehrung kommt. Im Allgemeinen
reichen 30-35 Zyklen fur die Amplifizierung eineuszeichenden Menge an DNA. Die

Tabelle 31 gibt einen Uberblick tiber ein typiscliesperaturprofil einer PCR.

Tabelle 31Temperatur- und Zeit-Profil fur eine Standard-PCR

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94 °C 30s

3. Annealing h°C 30s
4. Extension Te°C te

5. Verlangerte Extension efC te

Anzahl der Zyklen 2-4: 30-35
Ta = Anlagerungs-Temperatur
Te = Extensions-Temperatur
tg = Extensions-Zeit

81



Methoden

Die Schritte 2 bis 4 wurden wahrend der PCR ent$red wiederholt. Die Durchfiihrung
erfolgt in automatischen Thermocyclern (siehe B8.1)

Dem Ansatz aus Template, Primer ufdgPolymerase wurden vor Beginn der Reaktion
noch 2°-Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dliRyesetzt, sowie ein auf diag
Polymerase abgestimmter Puffer mit geeignete? Mgnzentration (120). AnschlieBend

wird auf ein entsprechendes Volumen mit Aqua bidasigefullt.

2.3.1 Detektion von Resistenz-Mechanismen mit Hilfe der P CR

Ausgewahlte Isolate, die eine bestimmte phanotigidResistenz zeigten, wurden zusatzlich
genotypisch hinsichtlich ihres genauen ResistenzhHdeismus untersucht. Dabei wurde als
haufigste Methode die Polymerase-KettenreaktionRP€ingesetzt um gezielt Abschnitte
eines bestimmten fir die Resistenz in Frage komereigens zu amplifizieren und nachzu-
weisen. Ein positiver Nachweis des Gens kann aladhre flr die Resistenz interpretiert
werden. Daruber hinaus wurden mit Hilfe der PCRriedfiéltigte Abschnitte weiter mit dem

Cycle-Sequencing und Pyrosequencing™ untersucls.Zi dieser weiteren Untersuchung
war es, Punktmutationen in bestimmten Genen nackizew, die flur bestimmte Antibiotika

als Zielstrukturen dienen und welche zu einer vedaiten Empfindlichkeit oder Resistenz

fuhren kdnnen.

2.3.1.1Nachweis des Aminoglykosid-modifizierenden Enzyms AC(6’)-
APH(2”) bei Gentamicin-hochresistenten Enterococcus spp. mit
Hilfe der PCR

Fur die genauere Untersuchung der Ursache fir diake Unempfindlichkeit bei
Enterococcusspp. gegeniber Gentamicin (MHK500 mg/L) wurde fir diese Arbeit eine
PCR entwickelt, die ein 541 bp Fragment des fur KRiesistenz in Frage kommenden
Doppelenzyms AAC(6’)-APH(2”) ampflifiziert. Das F&GProdukt wurde mit Hilfe eines
Agarosegels (1,2 %) aufgetrennt und unter UV-Lidatch Ethidiumbromid detektiert. Als
Positiv-Kontrolle diente ein PCR-Produkt, das aes BNA vonE. faecalisSATCC® 51229
gewonnen wurde, sowie als Negativ-Kontrolle ein P&@Bdukt aus der DNA voRE. faecalis
ATCC® 29212. Das Vorhandensein einer Bande gibt einerwélim auf die Ursache der
Resistenz durch die Expression des Doppelenzyms (BABPH(2"). Die nachfolgenden
Tabellen zeigen die Zusammensetzung des AnsatzedidiPCR (Tabelle 32) und das

durchgefuhrte Temperatur- und Zeitprofil ( Tab&8).
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Tabelle 32Zusammensetzung des PCR-Ansataes(6’)+aph(2”)]

Bestandteil puL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 2,5
2.APH(6)-AAC(2") FP 0,5
3.APH(6)-AAC(2") RP* 0,5

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 0,625
5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,125
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0

7. Aqua bidest. Ad 25,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 33Temperatur- und Zeitprofibfac(6’)+aph(2™)]

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94 °C 30s

3. Annealing 56 °C 30s
4. Extension 72 °C 30s

5. Verlangerte Extension 72 °C 5 min
6. Kihlphase 4°C 00

Anzahl der Zyklen 2-4: 30

2.3.1.2Nachweis der vanA-, vanB- und vanC-Gene bei Vancomycin-
resistentenEnterococcus spp. mit Hilfe einer Multiplex-PCR

Zur genaueren Unterscheidung des Resistenz-GendgpEnterococcusspp. gegentber
Glykopeptiden, aber auch zur Bestatigung des Eigebés der MHK-Bestimmung, wurde fur
diese Arbeit eine in der Literatur zuvor beschriebeMultiplex-PCR verwendet (106).
Enterococcus spp., deren MHK-Wert eine Unempfindlichkeit odernggschrankte
Empfindlichkeit gegentber Teicoplanin oder Vancomyaufzeigen, tragen moglicherweise
verschiedene Resistenzgene, die mit dieser MutPIER nachgewiesen und differenziert
werden konnten. Dazu wurden in einen Ansatz fir RIZR insgesamt sechs Primerpaare
eingesetzt, die fur die Resistenz in Frage kommeéenevanA (1030 bp),vanB (433 bp),
vanCl1l (822 bp) undvanC2/3 (484 bp) nachweisen, sowie eine gleichzeitige Bgec
Zuordnung nacli. faecalis(941 bp) uncE. faecium(658 bp) durchfihrten. Das PCR-Produkt
wurde mit Hilfe eines Agarosegels (1,3 %) aufgettemund unter UV-Licht durch
Ethidiumbromid detektiert. Als Positiv-Kontrolle fidlasvanAGen diente ein PCR-Produkt,
das aus der DNA voki. faeciumBM4174 gewonnen wurde, fur daanB-Gen ein Produkt
aus der DNA vorkt. faecalisvV583 fur dasvanC1-undvanC2/3Gen jeweils PCR-Produkte
aus der DNA vorE. gallinarum BM4174 undE. casseliflavusATCC® 25788 sowie als
Negativ-Kontrolle ein PCR-Produkt aus der DNA vemgilsE. faecalisATCC® 29212 und
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Enterococcus malodoratusTCC® 43197. Der Stamr&. faecalisATCC® 29212 diente dabei
als Negativ-Kontrolle fur dervanGen Nachweis, wahrend der Stanttn malodoratus
ATCC® 43197 als Negativ-Kontrolle fiir dienterococcuspp. Zuordnung angewandt wurde.
Die nachfolgenden Tabellen zeigen eine Zusammansgtzles Ansatzes fur die PCR
(Tabelle 34) und das durchgefiihrte Temperaturp(®ébelle 35).

Tabelle 34Zusammensetzung des PCR-Ansatzas)

Bestandteil pL
1. 10x ThermoPolReaction Buffer 2,5
2. VREvanAFP 0,25
3. VREvanARP 0,25
4. VREvanBFP 0,125
5. VREvanBRP 0,125
6. VREvanC1FP 0,125
7. VREvanC1RP 0,125
8. VREvanC2/3FP 0,125
9. VREvanC2/3RP 0,125
10. VREE. faeciumFP 0,1
11. VREE. faeciumRP 0,1
12. VREE. faecalisFP 0,25
13. VREE. faecalisRP* 0,25
14. dNTP-Mix (je 2 mM) 0,625
15. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,125
16. DNA (DNEasy Tissue Kit) 2,5
17. Agua bidest. Ad 25,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 35Temperatur- und Zeitprofivan)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94°C 5min
2. Denaturierung 94°C 1min

3. Annealing 55°C 1 min
4. Extension 72°C 1 min

5. Verlangerte Extension 72 °C 10 min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 30

2.3.1.3Nachweis des mecA-Gens bei Methicillin-resistenten S. aureus
Isolaten mit Hilfe der PCR

FUr S. aureuslsolate mit Resistenz gegenuber Oxacillin wurde Xarifizierung des
Ergebnisses der MHK-Bestimmung eine PCR entwickigdt,ein 549 bp Fragment desecA
Gens vervielfaltigt. Dieses Gen ist codiert das flie Resistenz gegeniber Oxacillin
verantwortliche PBP2a. Ein positiver Nachweis ist Beweis dafir, dass bei diesem lIsolat

das mecAGen vorliegt und eine Resistenz gegenuber Meliniciin hohem Mal
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wahrscheinlich ist. Jedoch kann Uber den Expresstatus der Resistenz gegenuber
Methicillin keine Aussage getroffen werden (121gi Binem negativen Ergebnis der PCR
trotz phanotypischer Resistenz gegenuber Oxacikiimnen andere Faktoren zu dieser
Unempfindlichkeit, wie zu Beispiel eine Uberprodokt von p-Lactamasen durch das Isolat
fuhren (121). Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe eidegrosegels (1,0 %) aufgetrennt und
unter UV-Licht durch Ethidiumbromid detektiert. ABositiv-Kontrolle diente ein PCR-
Produkt, das aus der DNA v&h aureusATCC® 44300 gewonnen wurde, sowie als Negativ-
Kontrolle ein PCR-Produkt aus der DNA vaéh aureusATCC® 29213. Die folgenden
Tabellen zeigen eine Zusammensetzung des Ansdizedid PCR (Tabelle 36) und das
durchgefuhrte Temperaturprofil (Tabelle 37).

Tabelle 36Zusammensetzung des PCR-Ansatnesc)

Bestandteil uL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 2,5
2.S. aureus PBP2BP 0,5
3.S. aureus PBP2RP 0,5

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 0,625
5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,125
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0

7. Agqua bidest. Ad 25,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 37Temperatur- und ZeitprofihjecA

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 59°C 45s
4. Extension 72°C 30s

5. Verlangerte Extension 72°C 5min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

2.3.1.4Nachweis derermA- und eemC-Gene bei Erythromycin-resistenten
S. aureus Isolaten mit Hilfe einer Duplex PCR

Zur genaueren Differenzierung b8i aureuslsolaten mit einer durch MHK-Bestimmung
ermittelten Resistenz gegenuber Erythromycin wufiite diese Arbeit eine Duplex-PCR
entwickelt, die zwischen den beiden am haufigsterdie Resistenz gegentber Erythromycin
vermittelnden rRNA-Methyltransferasen Ermud ErmCunterscheidet (47). Dazu wurde
mit Hilfe der PCR ein 430 bp Fragment demAGens und ein 280 bp Fragment @éesG
Gens amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit Héfimes Agarosegels (1,5 %) aufgetrennt
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und unter UV-Licht durch Ethidiumbromid detektieAls Positiv-Kontrolle fur dasrmA
undermGGen dienten PCR-Produkte, die aus der DNA daplflococcus intermediusd

S. aureusStammen isoliert wurde. Diese hatten zuvor despeathenden Genabschnitt durch
Transformation erhalten. Als Negativ-Kontrolle wardin PCR-Produkt aus der DNA v&n
aureusATCC® 29213 verwendet. Die weiteren Tabellen zeigen @msammensetzung des
Ansatzes fur die PCR (Tabelle 38) und das durclgefilremperaturprofil (Tabelle 39).

Tabelle 38Zusammensetzung des PCR-Ansatees)

Bestandteil pL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 2,5
2.S. aureus erm&P 0,5
3.S. aureus ermRP 0,5
4.S. aureus erm€EP? 0,5
5.S. aureus ermBP 0,5

6. dNTP-Mix (je 2 mM) 0,625

7. TaqgDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,125
8. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0

9. Agqua bidest. Ad 25,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 39Temperatur- und Zeit-Profie(m)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94°C  5min
2. Denaturierung 94°C  30s

3. Annealing 59°C  45s
4. Extension 72°C  30s

5. Verlangerte Extension 72°C  5min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Bei Fehlen einer Bande, die auf eine rRNA-Methyisfarase (codiert durch dasmA oder
ermGGen) zurickschlieBen lassen, wurde im Anschluse ¢#CR unter den gleichen
Bedingungen der Duplex-PCR durchgefiihrt jedoch ruMterwendung eines spezifischen
Primerpaares, welches ein 539 bp Fragment des @assfir die rRNA-Methyltransferase
ErmB codiert,vervielfaltigt. Diese Methyltransferase spielt egteer untergeordnete Rolle bei
der Resistenz vors. aureusgegenuber Erythromycin. Der fehlende Nachweis dei d
Methyltransferasen lasst auf einen anderen Registechanismus schlie3en, wie z. B.
Inaktivierung des Antibiotikums oder aktiver Efflaus der Zelle. Die weitere phanotypische
Charakterisierung der Isolate hinsichtlich der Al¢r Expression der nachgewiesenen

Methyltransferase erfolgte dann nach C1.4.
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2.3.1.5Nachweis desmsrA-Gens bei Erythromycin-resistentenS. aureus
Isolaten mit Hilfe der PCR

Bei S. aureudsolaten, die ihre Resistenz gegentber Makrolidehtrdurch Expression einer
erm-codierten rRNA-Methyltransferase erlangen, komraEnweitere haufigste Ursache fur
diese Resistenz, die Expression von Effluxpumpefkrage, die durch die Expression des
msrAGens vermittelt werden (47).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Nachweismetlthdeh eine PCR etabliert, die dieses
Gen nachweist. Dazu wurde ein 338 bp langes FrapdesnGens, welches fur dasrAGen
codiert, durch diese PCR amplifiziert. Das PCR-Bkbdvurde in einem Agarosegel (1,5 %)
aufgetrennt und unter UV-Licht mit Hilfe von Ethisihbromid detektiert. Als Positiv-
Kontrolle fir dasmsrAGen diente ein PCR-Produkt, welches aus der DAWA S. aureus
ATCC®BAA-976 isoliert wurde. Als Negativ-Kontrolle wurdgn PCR-Produkt aus der DNA
von S. aureusATCC® 29213 verwendet. Die Zusammensetzung des Ansafretid PCR
sind in der Tabelle 40 aufgefiihrt, das durchge&ifigmperaturprofil in Tabelle 41.

Tabelle 40Zusammensetzung des PCR-Ansatres )

Bestandteil puL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 2,5
2.S. aureus msr&P 0,5
3.S. aureus msrRP? 0,5

6. dNTP-Mix (je 2 mM) 0,625

7. TaqDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,125
8. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0

9. Aqua bidest. Ad 25,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 41Temperatur- und ZeitprofinisrA

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 55°C 45s
4. Extension 72°C 30s

5. Verlangerte Extension 72°C 5 min
6. Kuhlphase 4°C 00

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Die Abwesenheit einer Bande deutet darauf hin, des&esistenz weder auf die Expression
einer ermcodierten rRNA-Methyltransferase (siehe C2.3.1nch von Effluxpumpen
zurtckzufiihren ist. Somit kommt als mogliche Resistirsache die Bildung von Enzymen,
die die entsprechenden Antibiotika inaktivieren oBenktmutationen in der Target-Region
der 23S rRNA in Frage (47).
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2.4 Reverse Transcriptase Reaktion

Fur die Umschreibung und Amplifikation von RNA imeelstrangige cDNA durch RNA-
abhéangige DNA-Polymerasen (Reverse-Transcriptasgkti®e) konnen drei verschiedene

Arten von Primer verwendet werden.

e Sequenzspezifische Primer
e Oligo(dT)-Primer

e kurzerandomPrimer (Hexamere)

Nach der Reverse-Transcriptase Reaktion (RT-Regktion welcher die RNA in
einzelstrangige cDNA umgeschrieben wird, kann diegezelstrangige cDNA-Strang nun als
Template fur eine Standard-PCR dienen.

Sequenzspezifische Primer binden sowohl wahrend RIEfReaktion als auch in der
nachfolgenden Standard-PCR spezifisch an die RNA. kdDNA, so dass die beiden
Reaktionen in einem Ansatz stattfinden koénnen. @tig)-Primer bestehen aus einer
Nukleotidsequenz von 12-18 dTs, die spezifisch aen dpoly(A)-Schwanz von
eukaryontischer mRNA binden. Diese binden nur wédhi@er RT, so dass fur die Standard-
PCR weitere sequenzspezifische Primer benétigt everdurzerandomPrimer (Hexamere)
sind Gemische aus Hexanukleotiden unterschiedli@sguenz und binden zufallig an die
RNA. Dadurch kommt es zu einem Gemisch aus untedloth langer cDNAs, die dann
mithilfe von sequenzspezifischen Primer weiter afiaptrt werden mussen. Bei den beiden
letzteren Primer-Typen ist es notwendig die RT u@tdndard-PCR in zwei separaten

Ansatzen nacheinander durchzufiihren (120).

2.4.1 Primer-Extension

Eine haufig verwendete Methode, bei der gleichgalie Menge sowie das 5°-Ende der zu
untersuchenden RNA ermittelt werden kann, ist dism@verlangerung (Primer-Extension).
Dabei wird wahrend der Reaktion eine RNA-abhangipBlA-Polymerase (Reverse
Transkriptase) verwendet. Als Template fur die Rieak wird einzelstrangige RNA
verwendet, an die sich ein Primer mit komplememt&equenz zur untersuchenden RNA
anlagert. Der spezifische Primer ist dabei an sei®-Ende radioaktiv markiert. Durch
Zugabe von Reverser Transkriptase und 2 -Desoxgotillen erfolgt nun die Synthese eines
zu der RNA komplementaren cDNA-Stranges.
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Zur Durchfuhrung einer Primer-Extension-Reaktionrdvzunachst der folgende Ansatz
typischerweise gemischt (Tabelle 42). Die genausa@umensetzung kann dabei je nach

Fragestellung variieren.

Tabelle 42Ansatz 1

Bestandteil ML Menge
Spezifischer Primer - 2 pmol/ 1 ug RNA
RNA - 10-50 pg RNA

dNTP-Mix (je 100mM) 1,0
H,0O (RNase-frei) Ad 12,0

Der Ansatz wird fir 5 Min. bei 65 °C inkubiert, amtrifugiert und auf Eis gestellt. Im
Anschluss wird der Ansatz mit dem folgend Ansatab@dlle 43) gemischt, fir 2 Min. bei 42

°C inkubiert, abzentrifugiert und auf Eis gestellt.

Tabelle 43Ansatz 2

Bestandteil puL
5X First-Strand Buffer 4,0
0.1 MDTT 2,0

RNaseOUT™ (40 U/uL)1,0

Zuletzt wurden 1,0 pL SuperScript™ Il RT (200 U/iHipzugegeben und durch Pippetieren
gemischt. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation Ad@esatzes nach folgendem Programm

(Tabelle 44) in einem Thermocycler.

Tabelle 44Temperatur- und Zeit-Einstellung fur die RT-Reaktio
Schritt T t

1. RT-Reaktion 40-45 °C30-60 min
2. Inaktivierung der Reversen Transkript: 70 °C 15 min

Die so gewonnene cDNA kann nun in einem denatueierfelolyacrylamid-Gel aufgetrennt
werden und durch die radioaktive Markierung am Bd& autoradiographisch detektiert
werden. Die aufgetrennten Fragmente in dem Autogadmm liefern nun Informationen
uber Menge und GroR3e der gesuchten RNA.

Der Abstand zwischen dem verwendeten spezifischreneP und dem 5-Ende der RNA
sollte dabei nicht langer als 100 bp betragen, ata\brhandensein von Sekundarstrukturen

und modifizierter Nukleotide (z.B. MethylierungenrnvAdenin und Guanin) in der RNA zu
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einem Abbruch der Primer-Extension-Reaktion fuBrese vorzeitigen Abbriche erscheinen
in dem Autoradiogramm als zusatzliche Banden. DdbrAch der Reaktion durch
modifizierte Nukleotide in der RNA kann auch getzisdrwendet werden, um Veranderung in
der RNA nachzuweisen. So kénnen Aussagen getrofferden Uber z.B. verminderte
Bindungseigenschaften von Antibiotika an das badter Ribosom durch veranderte
Nukleotide.

2.5 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinséure n

Die GrolRe von DNA-Fragmenten kann nach elektrogismteer Auftrennung eines
Gemisches einfach und schnell bestimmt. Die Aufttery erfolgt dabei im elektrischen Feld
innerhalb einer Tragermatrix, wobei Mittel der Waharose oder Polyacrylamid sind.
Entscheidend fur die Wahl des Tragermaterials 8imdind Grél3e und der zu analysierenden

Nukleinsaure.

2.5.1 Agarosegele

Agarose ist fur die Elektrophorese von doppelsigag Nukleinsauren eines
GroRRenbereiches in Abhangigkeit von der Konzeminadier Agarose geeignet (Tabelle 45).

Tabelle 45Auftrennung von DNA-Fragmenten bei verschiedeneardge-Konzentrationen
(120)

Agarose-Konzentrationen [%] Optimaler Auftrennungyglich [kb]
0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

15 0,2-3

2,0 0,12

Abhangig von der erwarteten Grol3e der zu untersutdrelinearen Nukleinsaure wurde ein
Gel mit einer entsprechenden Konzentration hertieddazu wurde die Agarose in 0,5x Tris-
Acetat-Puffer suspendiert und vorsichtig durch Aufken geldst wird. Anschliel3end wurde
nach dem Abkihlen der Agarose zum spateren Ideetifing der Nukleinsauren
Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von 0,Inplg hinzugefiigt. Durch Interkalation
des Ethidiumbromids in DNA-Doppelstrdnge konnen HNiekleinsduren unter UV-Licht-

Bestrahlung sichtbar gemacht werden. Das noch ifiéssGel wurde nun in eine
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Horizontalgel-Kammer mit Probenkamm gegossen umth @m vollstindigem Erkalten mit
0,5x Tris-Acetat-Puffer Uberschichtet.

Die zu untersuchenden Nukleinsduren wurden mit ladepuffer versetzt und in die
Geltaschen gegeben. Nach der Auftrennung im esektein Feld wurden die Nukleinsauren
unter  UV-Licht-Bestrahlung sichtbar gemacht, das | Genit Hilfe einer
Videodokumentationsanlage fotografiert und ausgmterZur GrélRenabschéatzung der
Nukleinsduren wurden Standards mit Nukleinsdurdsatueter Grof3e gleichzeitig aufgetrennt
(siehe B7.2).

2.5.2 Polyacrylamid-Gele

Im Vergleich zu Agarosegelen besitzen Gele aus deojjamid ein hdheres
Auftrennungsvermégen, sowie ein eine hohere Ladektii ohne Auflésungsverlust
(Tabelle 46).

Tabelle 46 Auftrennung von DNA-Fragmenten in Polyacrylamid-&el verschiedenen
Konzentrationen (120)

Acrylamid-Konzentrationen [%0] Auftrennungsbereitip]
3,5 100-2000

50 100-500

8,0 60-400

12,0 50-200

15,0 25-150

20,0 5-100

Fur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Frafjasg wurde ein Polyacrylamid-Gel mit
einer Acrylamid-Konzentration von 15 % gewahlt. @sseren Auftrennung kleiner cDNA-
Fragmente wurde ein denaturierendes Gel mit Hilés dolgenden Ansatzes gegossen
(Tabelle 47).

Tabelle 47Zusammensetzung des verwendeten Polyacrylamid-Gels

Bestandteil Volumen [uL]
40 % Acrylamid-Lésung 1785,0

2 % Bis-L6sung 1875,0
Harnstoff-L6ésung (105 g/100mL)  830,0

10x Tris-Borat-Puffer 500,0
TEMED-LGsung 15,0
APS—L6sung (40 %) 5,0

Aqua dem. ad 5000,0
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Dazu wurden alle Bestandteile bis auf die TEMED+tiagund die APS-L6sung vorsichtig in
einem sterilen Zentrifugenréhrchen geschwenkt. Naapabe der beiden Losungen wird der
Ansatz zwischen die Glasplatten, die in der Velkikammer eingespannt sind, gegossen und
das Ende der Polymerisation abgewartet. Anschilgffeind das Geld mit 1x Tris-Borat-

Puffer Gberschichtet.

2.6 Aufarbeitung von Nukleinsauren

2.6.1 Aufreinigung von Nukleinsauren

Vor der weiteren Verwendung von durch PCR gewonmeNekleinsauren, ist es oft
notwendig, diese aufzureinigen, d. h. von moglisleese in der Folgereaktion stérenden
Bestandteilen der PCR wie Salzen, tberschissigdiPgNnicht verbrauchten Primern und
Enzymen (z. B. Polymerase) zu trennen. Dazu wueadeNlcleo Spin Extract Il Kit der Fa.
Macherey und Nagel verwendet.

Das Prinzip der Aufreinigung beruht auf der Bindungn Nukleinsduren an
Anionenaustauschersdulen in Gegenwart von hohek@aentrationen, wahrend Proteine
und andere Bestandteile eluiert werden.

Zunachst wurde ein Teil der durch die PCR gewonméhekleinsdure mit zwei Teilen Puffer
NT1 gemischt. AnschlieRend wurde ein Nucleo spitrdet Il column in ein Auffanggefafd
gesetzt und der Ansatz auf die Membran der Sapleepiert. Jetzt wurde fir eine Minute bei
13.000 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfé&un wurden 600 pL Puffer NT3
hinzugegeben, erneut eine Minuten bei 13.000 gihggiert und der Durchfluss verworfen.
Im Anschluss wurde zum Trocknen der Saule zwei kdéinubei 13.000 g zentrifugiert und die
Nucleo spin Extract Il column in ein steriles 1,% mppendorf-Gefald gegeben. Als letztes
wurden je nach Ausgangsvolumen 25-50 pL Puffer N&zugegeben, der Ansatz fur eine
Minute bei RT inkubiert und eine Minute bei 13.0§@entrifugiert. Die Nucleo spin Extract
[l column wurde verworfen und die so aufgereiniytgkleinsauren wurden bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.6.2 Ethanol-Fallung von Nukleinsauren

Zur Aufkonzentrierung von Nukleinsauren wurden di@s Gegenwart von Ethanol gefallt.
Dazu wurden zehn Teile der zu konzentrierenden @&lng&éure-Losung mit einem Teil 3M
Natrium-Acetat (pH 4,6) in einem 1,5 mL Eppendodf&d gemischt und mit 20 Teilen
Ethanol abs. versetzt. Die DNA bildet nun in Gegartwon monovalenten lonen in hoher
Konzentration einen unléslichen Niederschlag. Dehtrifugation bei 15.000 g fur 25 Min.
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und Abnehmen des Uberstandes mit einer Vakuumpuwvopee dieser isoliert, durch Zugabe
von 400 pL Ethanol (70 %) und erneuter Zentrifugatbei 15.000 g fur 5 Min. gewaschen.
Die DNA bleibt ungelost wahrend Teile des Ubersshyen Salzes sich in Ethanol (70 %)
l6sten. Nach Abnahme des Uberstandes mit eineriwaRumpe wurde das Eppendorf-Gefal
fur eine halbe Stunde bei 37 °C im Trockenschragllagert um so Uberschissiges Wasser
und Ethanol-Reste zu entfernen. Die so gewonneaefkonzentrierten Nukleinsauren
wurden nach Aufnahme in einem geeigneten Mediunzbisweiteren Verwendung bei -20

°C gelagert.

2.7 Sequenzierung von DNA

Der alleinige Nachweis von Fragmenten eines bestamrResistenzgens mit Hilfe der PCR
zur Klarung einer mdglichen Ursache fiur die Unemgliichkeit eines Isolates, reicht oft
nicht aus. Haufig wird eine Resistenz durch Stmudrtinderungen von natirlich im
Bakterium vorhandenen Zielstrukturen hervorgerufeie, z. B. Punktmutationen in dem zu
untersuchendem Genabschnitt, die zu einem Amineadstausch fuhren. Somit es ist fur
eine eindeutige Aufklarung der Resistenzursacheordgflich, die Sequenz der
entsprechenden DNA-Abschnitte auf mdogliche Punkathnen zu untersuchen. Dazu
wurden je nach Fragestellung im Rahmen dieser Arbeei verschiedene Methoden
verwendet, zum einem eine modifizierte, nicht ra#ltoveen Variante der

Kettenabbruchmethode nach Sanger (122) (Cylcesenugpmund Pyrosequencing™.

2.7.1 Cycle-Sequencing

Das Cylcesequencing beruht auf Vervielfaltigung demuntersuchenden Nukleinsédure unter
Verwendung von  2°-Desoxynukleotiden und  2°,3"-Dagsukleotiden  mit
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen.

An eine bekannte Sequenz der zu untersuchendereiNsé&ure, welche zuvor durch eine
Standard-PCR vervielfaltigt worden war, erfolgteelinlagerung eines Sequenzierprimers, so
dass unter Verwendung einer thermostabilden DNAxRetase die Synthese eines
komplementaren DNA-Stranges erfolgen kann. WahaerdSynthese des komplementaren
DNA-Stranges kommt es durch die Verwendung einasi§ses aus 2"-Desoxynukleotiden
und 2,3"-Didesoxynukleotiden zu unterschiedlicReraktionsergebnissen. Die Besonderheit
der verwendeten 2,3"-Didesoxynukleotiden liegtlém Fehlen der freien 3"-OH-Gruppe, so
dass der Einbau eines 2°,3"-Didesoxynukleotiderizam Kettenabbruch (Termination) der
DNA-Strang-Synthese fiihrt, da keine freie 3 -OH+&p@ fur den weiteren Einbau eines
Nukleotids vorhanden ist, wéahrend der Einbau derD&oxynukleotide zu keiner
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Termination der DNA-Strang-Synthese fihrt. Der Bwnbder 2°,3"-Didesoxynukleotide
erfolgt dabei zuféllig. Somit entstehen DNA-Stranggschiedener Lange, die jeweils durch
den Einbau eines 2°,3"-Didesoxynukleotids terminsnd, wobei das eingebaute 2°,3"-
Didesoxynukleotid Auskunft Gber die komplementaes® gibt. Die Verwendung von 2°,3"-
Didesoxynukleotiden, die mit unterschiedlichen Faszenz-Farbstoffen markiert sind,
ermoglicht eine Detektion dieser 27,3 -Didesoxymakide durch eine Laser-Vorrichtung,

nachdem diese mit Hilfe einer Kapillar-Elektropreeeufgetrennt wurden (120).

2.7.1.1Untersuchung der Gene der 23S rRNA beiS. aureus und
Enterococcus spp. auf Punktmutationen, die zu einer verminderten
Empfindlichkeit gegentber Linezolid fihren kénnen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Isolate v8n aureusund Enterococcusspp., die eine

verminderte  Empfindlichkeit gegenuber Linezolid =zifiten, hinsichtlich auf

Punktmutationen in den Genen, welche fur die 23SARodieren untersucht. Dazu wurde
zunachst eine PCR verwendet, die ein 484 bp grefiggnent der Domain V der 23S rRNA
(Positionen 2294-2777) ampflifiziert. Das PCR-Priddwurde mit Hilfe eines Agarosegels
(1,3 %) aufgetrennt und unter UV-Licht durch Ethitibromid detektiert. Die Tabelle 48 und
Tabelle 49 zeigen die Zusammensetzung des Anstizeie PCR und das durchgefiihrte

Temperaturprofil.

Tabelle 48Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (23S rRNA 2294-277

Bestandteil puL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 5,0
2. EF 23S rRNA gene Domain V ¥P 1,0

3. EF 23S rRNA gene Domain V RP 1,0
4. dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25
5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,25
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0
7. Aqua bidest. Ad 50,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 49Temperatur- und Zeit-Profil (23S rRNA 2294-2777)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94 °C 30s

3. Annealing 57 °C 45 s
4. Extension 72 °C 30s

5. Verlangerte Extension 72 °C 5 min
6. Kuhlphase 4°C 00

Anzahl der Zyklen 2-4: 35
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Anschlie3end erfolgte eine Aufreinigung des PCRdBkbes wie unter C2.6.1 beschrieben.
Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde zur Konzemngtbschatzung erneut mit Hilfe eines
Agarosegels (1,3 %) aufgetrennt und unter UV-Lidttch Ethidiumbromid detektiert. Nun
wurde ein entsprechendes Aliquot des PCR-Proddiitedie Synthese des komplementéren
DNA-Stranges unter Verwendung von 2 -Desoxynuktesti und 2°,3"-Desoxynukleotiden
eingesetzt. Die Tabelle 50 und Tabelle 51 zeigerZdisammensetzung des Ansatzes fur das

Cycle-Sequencing und das durchgefiihrte Temperatlrpr

Tabelle 50Zusammensetzung des Cycle-Sequencing-AnsatzesR28S 2294-2777)

Bestandteil pL

1. 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer 2,5
2. BigDye 3,0

3. EF 23S rRNA gene Domain V P 1,0

4. gereinigtes PCR-Produkt 3,0-4,0

5. Agqua bidest. Ad 20,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 51Temperatur- und Zeitprofil (23S rRNA 2294-2777)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 96° C 2 min
2. Denaturierung 96° C 10s

3. Annealing 57° C 5s
4. Extension 60° C 4 min
5. Kuhlphase 4° C o0

Anzahl der Zyklen 2-4: 25
Das gewonnene Produkt wurde im Anschluss wie uB@6.2 ausgeféllt und dann nach

Aufnahme in einem geeigneten Medium sequenziert.

Fur einige S. aureus Stdmme mit Linezolid-Resistenz, die durch den HEoweieser
Unempfindlichkeit ihre Resistenz gegenuber Makesidverloren haben, wurde eine
erweiterte Sequenzierung der Domane V der 23S raitahgefihrt.

Durch die Amplifizierung eines 746 bp groRen PCRelRktes mit Hilfe einer PCR, welches
die Positionen 1873 bis 2618der 23S rRNA umfasdites weitere Verdnderungen erfasst
werden. Das gewonnene Fragment wurde in einem Aggeb (1,3 %) aufgetrennt und unter
UV-Licht durch Ethidiumbromid detektiert. Die Talel52 und Tabelle 53 zeigen die

Zusammensetzung des Ansatzes fur die PCR und delsgadfiihrte Temperaturprofil.
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Tabelle 52Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (23S rRNA 18826

Bestandteil puL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 5,0
2. StaAur 23S rRNA 5' +1960 1,0

3. LRE PSQ G2588T RP 1,0
4. dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25
5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,25
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 1,0
7. Aqua bidest. Ad 50,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 53Temperatur- und Zeitprofil (23S rRNA 1873-2618)

Schritt T T

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94 °C 30s

3. Annealing 64 °C 45 s
4. Extension 72 °C 60 s

5. Verlangerte Extension 72 °C 5 min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Anschlie3end erfolgte eine Aufreinigung des PCRdBkbes wie unter C2.6.1 beschrieben.
Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde zur AbschatalemgKonzentration erneut mit Hilfe
eines Agarosegels (1,3 %) aufgetrennt und unterLigitt durch Ethidiumbromid detektiert.
Nun wurde ein entsprechendes Aliquot des PCR-Ptedukir die Synthese des
komplementaren DNA-Stranges unter Verwendung voiDeSoxynukleotiden und 2°,3"-
Desoxynukleotiden eingesetzt. Die Tabelle 54 unbella 55 zeigen die Zusammensetzung

des Ansatzes flur das Cycle-Sequencing und dasgkfidirte Temperaturprofil.

Tabelle 54Zusammensetzung des Cycle-Sequencing-AnsatzesRNBS 1873-2618)

Bestandteil pL

1. 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer 2,5
2. BigDye 3,0

3. StaAur 23S rRNA 5' +1960 1,0

4. gereinigtes PCR-Produkt 3,0-4,0

5. Aqua bidest. Ad 20,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 55Temperatur- und Zeitprofil (23S rRNA 1873-2618)

Schritt T T

1. Initialdenaturierung 96 °C 2 min
2. Denaturierung 96 °C 10s

3. Annealing 64 °C 5s
4. Extension 60 °C 4 min
5. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 25
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Das gewonnene Produkt wurde im Anschluss wie u@28.2 gefallt und nach Aufnahme in

einem geeigneten Losemittel sequenziert.

2.7.1.2Untersuchung der Untereinheiten GyrA und ParC der Gyrase beiS.
aureus auf Punktmutationen, die zu einer verminderten
Empfindlichkeit gegentber Fluorchinolonen fiihren kénnen.

Bei S. aureuslsolaten, die im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlitiier Empfindlichkeit
gegeniber Fluorchinolonen untersucht wurden uncetidaine verminderte Empfindlichkeit
oder Resistenz gegenuber diesen Antibiotika zeigteinde fur diese, die fur diese Resistenz
in Frage kommenden Untereinheiten der bakteriglgrase GyrA und der Topoisomerase IV
ParC auf Punktmutationen untersucht. Fur diesedstafjung wurden zwei etablierte PCRs
verwendet, welche ein 380 bp bzw. ein 450 bp gréfBagment des jeweiligen Abschnittes
der GenayyrA undparC amplifizieren. Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe @nAgarosegels
(1,0 %) aufgetrennt und unter UV-Licht durch Ethigibromid detektiert. Die Tabelle 56 bis
Tabelle 59 zeigen die Zusammensetzung des Ansh@izeie PCR und das durchgefuhrte

Temperaturprofil.

Tabelle 56 Zusammensetzung des PCR-AnsatggsA)

Bestandteil L

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 5,0
2.gyr 5 _+43_Sal 2,5

3.gyr 3°_+377_S4&u 2,5

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25

5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,25
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 50

7. Agqua bidest. Ad 50,0

 Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL
Tabelle 57Temperatur- und ZeitprofilgfrA)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5min
2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 48°C 45s
4. Extension 72°C 1 min

5. Verlangerte Extension 72°C 5min
6. Kuihlphase 4°C 00

Anzahl der Zyklen 2-4: 35
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Tabelle 58Zusammensetzung des PCR-AnsatpesQ)

Bestandteil puL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 5,0
2.grl_ 5 _+27 Sdu 2,5
3.grl_3"_+485 Sdu 2,5

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25

5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,25
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 50

7. Agqua bidest. Ad 50,0

& Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL

Tabelle 59Temperatur- und Zeitprofijp@arC)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94 °C 5 min
2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 55°C 45s
4. Extension 72°C 1 min

5. Verlangerte Extension 72°C 5 min
6. Kuihlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Anschlie3end erfolgte eine Aufreinigung des PCRdBkbtes wie unter C2.6.2. beschrieben.

Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde zur Konzemnatbschatzung erneut mit Hilfe eines

Agarosegels (1,3 %) aufgetrennt und unter UV-Lidhich Ethidiumbromid detektiert. Nun

wurde ein entsprechendes Aliqguot des PCR-Produldtedas Cycle-Sequencing eingesetzt
(Tabelle 60 bis Tabelle 63).

Tabelle 60Zusammensetzung des Cycle-Sequencing-Ansaiyes) (

Bestandteil pL

1. 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer 2,5
2. BigDye 3,0

3.gyr 3°_+377_S4&u 1,0

4. gereinigtes PCR-Produkt 3,0-4,0

5. Aqua bidest. Ad 20,0
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& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL

Tabelle 61Temperatur- und ZeiteinstellungytrA)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 96 °C 2 min
2. Denaturierung 96 °C 10s
3. Annealing 48 °C 5s
4. Extension 60°C 4 min
5. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 25
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Tabelle 62Zusammensetzung des Cycle-Sequencing-AnsgiaeS)(

Bestandteil pL

1. 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer 2,5
2. BigDye 3,0
3.grl_3"_+485 Sdu 1,0

4. gereinigtes PCR-Produkt 3,0-4,0
5. Aqua bidest. Ad 20,0

# Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL

Tabelle 63Temperatur- und Zeitprofijp@arC)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 96 °C 2 min
2. Denaturierung 9%6°C 10s
3. Annealing 55 °C 5s
4. Extension 60 °C 4 min
5. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 25

Die so gewonnenen Produkte wurden im Anschlussunter C2.6.2. ausgefallt und dann

nach Aufnahme in einem geeignetem Medium sequénzier

2.7.1.3Untersuchung des Transposon T854 in S. aureus auf strukturelle
Veranderung der eemA-Regulator-Region, die zu einer veranderten
Expression desermA-Gens fiihren kdnnen.

Im Rahmen der Untersuchung der Linezolid-resisteridRSA Isolate mit Verlust ihrer
Resistenz gegenuber Makroliden, war es neben derhvidas der relevanten Resistenzgene
(ermA ermQ von Interesse die Regulatorregion des TranspbSdn(Trb54) in S. aureusauf
strukturelle Veranderungen zu untersuchen. Zuvariwaler Literatur beschrieben worden,
dass strukturelle Veranderungen, wie z. B. Deletprinsertionen und Punktmutationen in
der Regulatorregion desmAGens, eine veranderte phanotypische Expressiodas von
induzierbar zu konstitutiv bewirken kénnen. Der lb&chtete Verlust der Resistenz gegeniber
Makroliden kénnte daher auch durch eine verandstenuierte Translation desmAGens
verursacht worden sein.

Zur Klarung dieses Phanomens wurde mit Hilfe deRP&n 571 bp grof3es Fragment
amplifiziert, welches die gesamte Regulator-Regies Tb54 und den Beginn desrmA
Gens umschliel3t.

Die Auftrennung des PCR-Produktes erfolgte durch Agarosegel (1,0 %) und die
erwarteten Fragmente wurden unter UV-Licht durchidittmbromid detektiert. Die Tabelle
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64 und Tabelle 65 zeigen die Zusammensetzung desatZes fir die PCR und das

durchgefuhrte Temperaturprofil.

Tabelle 64Zusammensetzung des PCR-Ansatze$%M

Bestandteil L

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 50
2. SA Tn554 Regulatory Region P 1,0

3. SA Tn554 Regulatory Region RP 1,0

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 1,25

5. TaqgDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,25
6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 3,5

7. Aqua bidest. Ad 50,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 65Temperatur- und Zeitprofil (T354)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94°C 5 min
2. Denaturierung 94°C 30s

3. Annealing 56°C 30s
4. Extension 72°C 1min

5. Verlangerte Extension 72°C 5min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Anschlie3end erfolgte eine Aufreinigung des PCRdBkbtes wie unter C2.6.2. beschrieben.
Eine erneute Auftrennung und Detektion unter UVhticdurch Ethidiumbromid des

aufgereinigten PCR-Produktes in einem Agarosegel@ %) diente der Konzentrations-
Abschatzung der Fragmente. Im Anschluss wurde sispeechendes Aliquot des PCR-

Produktes fur das Cycle-Sequencing eingesetzt ([Eab@ und Tabelle 67).

Tabelle 66Zusammensetzung des Cycle-Sequencing-Ansatzés4In

Bestandteil L

1. 5x BigDye Terminator Sequencing Buffer 2,5
2. BigDye 3,0

3. SA Tn554 Regulatory Region ¥P 1,0

4. gereinigtes PCR-Produkt 3,0-4,0

5. Aqua bidest. Ad 20,0

& Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL

Tabelle 67Temperatur- und Zeitprofil (T554)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 96 °C 2 min
2. Denaturierung 96°C 10s

3. Annealing 56 °C 5S
4. Extension 60°C 4 min
5. Kuhlphase 4°C ©

Anzahl der Zyklen 2-4: 25
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Das so gewonnene Produkt wurde im Anschluss wierud?.6.2. ausgefallt und dann nach

Aufnahme in einem geeignetem Medium sequenziert.

2.7.2 Pyrosequencing™

Neben dem Cylcesequencing (122) wurde im Rahmesedigrbeit als eine weitere Methode
der Sequenz-Aufklarung das Pyrosequencing™ vervienDese Methode hebt sich
gegeniber dem Cycle-Sequencing durch eine schielenginstige Untersuchung hoher
Probenanzahlen hervor. Das Prinzip des Pyrosequghtiberuht auf dem Nachweis von
Licht, welches bei der schrittweisen Synthese desirtersuchenden DNA-Stranges beim
Einbau eines Nukleotids entsteht.

Pyrophosphats, welches durch den Einbau eines bhigkdeentsteht, wird durch das Enzym
ATP-Sulfurylase in Adenosintriphosphat (ATP) umgedelt. Das gebildete ATP wird von
dem Enzyme Luciferase als Energiequelle fir die @miung von Luciferin zu Oxyluciferin
verwendet. Das bei dieser Reaktion freigesetzténtLiomn mit Hilfe einer CCD-Kamera
registriert. Der erfolgreiche Einbau eines Nukldstifiihrt somit zur Freisetzung eines
Lichtsignals und weist somit dieses nach (123). cbudie Vorgabe der Zugabe der
Nukleotide in einer bestimmten Reihenfolge kanncdubetektion des Lichtsignals auf die
Sequenz zurtickgeschlossen werden (,sequencing bthesys”) (124). Nicht eingebaute

Nukleotide werden durch das Enzym Apyrase abgebaut.

2.7.2.1Detektion und Quantifizierung einer G — T Punktmutation an
Position 2576 in den Genen der 23S rRNA beb. aureus und
Enterococcus spp., die zu einer verminderten Empfindlichkeit
gegeniber Linezolid fuhrt

Bei Isolaten vonS. aureusund Enterococcusspp., die eine verminderte Empfindlichkeit
gegenuber Linezolid aufzeigten, wurde mit Hilfe v@®yrosequencing™ die molekulare
Ursache fir die Resistenz weiter untersucht. Dazidevein Essay etabliert, der eine-&T

Punktmutation an Position 2576 in den Genen der IRB$A untersucht, welcher in der
Literatur als fur die Resistenz hauptsachlich vevartlich beschrieben wurde. Zunachst
erfolgte eine PCR, die ein 70 bp Fragment der Gemdche fur die 23S rRNA codieren
amplifiziert. Als Besonderheit ist hier zu beachtdass der 3"-Primer eine Biotin-Markierung

am 5°-Ende tragt. Das PCR-Produkt wurde mit Hiifeee Agarosegels (2,0 %) aufgetrennt
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und unter UV-Licht durch Ethidiumbromid detektielie Tabelle 68 und Tabelle 69 zeigen
die Zusammensetzung des Ansatzes fiir die PCR usnduwtehgefihrte Temperaturprofil.

Tabelle 68Zusammensetzung des PCR-Ansatzes (LRE PSQ)

Bestandteil pL

1. 10x ThermoPolReaction Buffer 10,0
2. LRE PSQ G2588T FP 3,0

3. LRE PSQ G2588T RP 5 BfO 3,0

4. dNTP-Mix (je 2 mM) 2,5

5. TagDNA-Polymerase (5 U/uL) 0,5

6. DNA (DNEasy Tissue Kit) 4,0

7. Agqua bidest. Ad 100,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
Tabelle 69Temperatur- und Zeitprofil (LRE PSQ)

Schritt T t

1. Initialdenaturierung 94°C 5 min
2. Denaturierung 94°C 45s

3. Annealing 57 °C 30s
4. Extension 72 °C 4s

5. Verlangerte Extension 72°C  5min
6. Kuhlphase 4°C 0

Anzahl der Zyklen 2-4: 35

Im Anschluss erfolgte eine Aufreinigung des gewarame PCR-Produktes. Um den
gewonnenen DNA-Strang mit der Biotin-Markierung &Ende abzutrennen, wurde dieser
an Streptavidin gebunden, die an Sepharose-Beasglzagen vorliegt. Dazu wurden 3 pL
einer Streptavidin-Sepharose-Suspension mit 37 jidiBg-Buffer gemischt und in eine

PCR-Platte pippetiert. AnschlieRend wurde ein 20 Aliquot des PCR-Produktes hinzu-
gegeben und der Ansatz nach Verschluss mit einleisiebn Folie auf einem geeigneten
Apparatur fur 10 Min. geschittelt. Dies diente 8amdung des Biotins an die Streptavidin-
Sepharose-Beads. Nun wurde der Ansatz fur die ®emreReaktion vorbereitet. Dazu
wurden 8 pL einer verdinnten Losung des Sequemiziep (5 pmol/uL) mit 40 pL

Annealing Buffer vermischt und in eine Pyrosequeg&l'-Platte gegeben. Die Tabelle 70
gibt einen Uberblick fur die verwendeten Primer 8equenzier-Reaktion fiEEnterococcus

spp.undS. aureus
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Tabelle 70Verwendete Sequenzierprimer in Abhéngigkeit dercigse

Species Bezeichnung Sequenz
Enterococcuspp. LRE PSQ G2588T SP  5'-CCA TTA AAG CGG CAC -3
S. aureus LRSA PSQ G2603T S| 5-GCC CAT TAA AGC GGT A-3°

Verwendete Sequenzierprimer in Abhangigkeit der Spaies

Nach Bindung des PCR-Produktes an die Beads wutdse mit Hilfe des Vaccum-Prep-
Worktables aufgesogen. Dabei wurde die FlussigkéiHilfe von Filterstiften, an denen ein
Vakuum angelegt wurde, aufgesogen. Aufgrund ihnéf3@ wurden die Beads und das daran
gebundene PCR-Produkt an dem Filter zuriickgehaltanAnschluss wurden das PCR-
Produkt mit Ethanol (70 %) gewaschen, in 0,1 N dldauge denaturiert und als letztes in
Washing Buffer gewaschen. Abschlieend wurden dieadB in die vorbereitete
Pyrosequencing™-Platte Uberfihrt, fur 5 Min. bei-0 °C erhitzt, wieder auf
Raumtemperatur abgekuhlt und in der PyrosequenciAgparatur untersucht. Die Tabelle
71 gibt einen Uberblick tber die verwendeten Asséys die Untersuchung mit dem

Pyrosequencer.

Tabelle 71Verwendete Pyrosequencing™-Assays in AbhangigleiSghecies

Species Bezeichnung Sequence to analyze

Enterococcus LRE AssayEnterococCcus GCG/T AGC TGG GTT CAG AAC GTC GTG

spp. spp. AGAC
CGCGIT AGC TGG GTT CAG AAC GTC GTG
S. aureus LRSA AssayS. aureus AGA C

Verwendete Pyrosequencing™Assays in Abhéngigkeit der Species; Die markierteMNukleotide
kennzeichnen den zu untersuchenden SNP.

Als Positiv-Kontrolle dienten dabei klinisclie faeciumundE. faecalislsolate mit Linezolid-
Resistenz, die zuvor mit Hilfe des Cyclesequencimgl RFLP auf den G2576T SNP
charakterisiert worden waren (105). Als Negativ-Kole diente ein Amplifikat, welches aus
der DNA vonE. faecalisATCC® 29212 gewonnen wurde.
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D Ergebnisse

1 Empfindlichkeit Gram-positiver Isolate aus dem Ro  utine-
Labor

1.1 Sammlung Gram-positiver Isolate aus dem Routine  -Labor

Die in diesem Teil der Arbeit verwendeten Stammerdsno im Rahmen einer

epidemiologischen Untersuchung aus der Routinefidisiik des Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf (UKE) gesammelt. Dazu wurden wambst 2004 bis Frahjahr 2007
zweimal im Jahr fur je vier Wochen alle isoliert8naureusund Enterococcuspp. Stamme

aus dem Routine-Labor gesammelt. Dabei wurde nurlsslat per Patient wéahrend der
Sammlung zugelassen. Folge-lsolate wurden bei elokumentieren Infektion gesammelt
und untersucht, fanden aber keinen Eingang in diefduchung.

Der Uberwiegende Teil der Isolate stammte aus demalLabor. Weiterhin wurden auch
Isolate aus Blut-und Urinkulturen sowie aus Stubihy@n untersucht. Die Abbildung 6 gibt
einen Uberblick tiber die Verteilung nach ihrer Hark.

Proben-Verteilung der untersuchten Isolate

0945 %

O47%

mO05%

mO03%

@ Varia-Proben O Urinproben W Stuhlproben W Blutkulturen ‘

Abbildung 6 Proben-Verteilung der untersuchten Varia-Isolate

Die Mehrheit der Varia-Isolate beinhaltete Hautablsé (30,4 %), Kulturen aus Gewebe und
Flissigkeiten (25,7 %) und Schleimhautabstricheg22). Die restlichen Isolate wurden aus
Wundabstrichen (10,7 %) und Instrumenten-Abstrictte® %) gewonnen. Ein kleiner Anteil
(4,5 %) trug keine genauere Bezeichnung nach Hérkien Probe.
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Insgesamt wurden 375 klinische Isolate gesammelt.denen 287 alS. aureuddentifiziert
wurden. Weitere 56 Isolate wurden &sfaecalisund 32 Isolate alg&. faeciumidentifiziert.
Der Hauptanteil der isolierten Stamme stammte dalsi den Abteilungen der zentralen
Intensiv-Ambulanz (17,8 %), gefolgt von der Hamagié (15,7 %), sowie der Chirurgie
(13,6 %), der Péadiatrie (10,5 %) und der Innereri¥e (8,9 %).

1.2 Bestimmung der MHK gegenlber ausgewahlten Antib  iotika

Zur genaueren Einschatzung der Resistenzlage am UkEe flur die gesammelten
klinischen Isolate die MHK nach der Mikrodilutionsthode bestimmt (113, 114).

Dabei richtete sich die Auswahl der getesteten bAmiika nach ihrer klinischen Relevanz,
z.B. natirlicher Resistenz oder verminderter Engithkeit abhéngig von der Species, aber
auch nach anderen Aspekten. So wurden die beidgreté der Fluorchinolone Gatifloxacin
und Sparfloxacin, obwohl sie in Deutschland nichéhm zugelassen sind, zur Testung
ausgewahlt, da sie immer noch fur Fragestellungebabor von grofiem Interesse sind.

Aus den verschiedenen Stoffklassen von Antibiotikeden Hemmer der Zellwandsynthese,
der Proteinbiosynthese und der bakteriellen GywaseTopoisomerase IV gewabhilt.

Als Vertreter der zyklischen Lipopeptide, einer Stamzklasse mit einem bisher vollig
neuartigen Wirkmechanismus, wurde Daptomycin vedeenNeiterhin wurde mit Teilen der
gesammelten Isolate Testungen mit Dalbavancinneisgnthetischen Lipoglykopeptid und
Garenoxacin, einem Desfluorchinolon durchgefihrt.

Wahrend Dalbavancin ahnlich wie Teicoplanin und &tnycin die Zellwandsynthese
hemmt, zeigt Garenoxacin eine Aktivitdt gegen diktérielle Gyrase und Topoisomerase IV.
Beide Substanzen befinden sich zur Zeit in derg&ulag durch die FDA bzw. EMEA.

Bei der Testung vonEnterococcusspp. gegen Gentamicin wurde ein Screening auf
Aminoglykosid-Hochresistenz durchgefihrt, um eimedglichen synergistischen Effekt mit
anderen Antibiotika, die die Zellwandsynthese hemr®B. Ampicillin), zu prifen. Dabei
wurde im Gegensatz zu den anderen Testungen nueimeifsehr hohe Konzentration des
Antibiotikums (500 mg/L) getestet. Zeigt der gedest Stamm Wachstum, so ist ein
synergistischer Effekt auszuschlie3en, wahrend rbeht beobachteten Wachstum ein
Synergismus vorhanden ist. Die Tabelle 72 gibt reingberblick tber die getesteten
Antibiotika.
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Tabelle 72Einteilung der getesteten Antibiotika
Hemmestoffe der Zellwandsynthese

Substanzklasse Substanz Entesrggoccus S. aureus Bereich [mg/L]
[B-Lactam-Antibiotikum Ampicillin + - 0,06-64
Lipoglykopeptide Dalbavancin + + 0,03-32
B-Lactam-Antibiotikum Oxacillin - + 0,06-64
-Lactam-Antibiotikum Penicillin — + 0,03-32
Glykopeptid Teicoplanin + + 0,25-256
Glykopeptid Vancomycin + + 0,25-256
Hemmestoffe der Proteinbiosynthese
Substanzklasse Substanz Entesrggoccus S. aureus Bereich [mg/L]
Makrolid Erythromycin — + 0,06-64
Aminoglykosid Gentamicin HLAR + 0,125-128
Oxazolidinon Linezolid + + 0,06-64
Hemmstoffe der bakterielle Gyrase
Substanzklasse Substanz Entesrggoccus S. aureus Bereich [mg/L]
Fluorchinolon Ciprofloxacin - + 0,03-32
Desfluorchinolon Garenoxacin - + 0,002-2
Fluorchinolon Gatifloxacin - + 0,03-32
Fluorchinolon Moxifloxacin — + 0,03-32
Fluorchinolon Sparfloxacin - + 0,03-32
Hemmestoffe des bakteriellen Membran-Potentials
Substanzklasse Substanz Entesrggoccus S. aureus Bereich [mg/L]
Zyklisches Lipopeptid Daptomycin + + 0,016-16

(+) = Testung erfolgt
(-) = keine Testung erfolgt
HLAR = High-Level-Aminoglykoside Resistance-Screeimg

Von besonderem Interesse bei der Auswertung der MBd&immung ist das mogliche

Vorhandensein von Parallel- oder Kreuzresistenzegeiber Antibiotika anderer oder
gleicher Stoffklassen.

Die Einteilung der getesteten Stamme in sensilbéérmediar oder resistent anhand ihrer
MHK-Werte erfolgte unter Berticksichtigung der desiung zu Grunde liegenden Vorschrift
(113, 114).

Die Abbildung 7 bis Abbildung 32 geben in grapheciDarstellung die Resultate der
Testungen wieder. In der Tabelle 73 ist das Endengeder MHK-Bestimmung fur alle

Stamme zusammengefasst. Dabei wird der Anteil apfiedlichen, intermediaren und
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resistenten Isolaten, aber auch der MEIlMHKgo und der Konzentrationsbereich der MHK-
Werte angegeben. Diese wichtigen Grol3en dienezuats Vergleich der Antibiotika. Die
MHK s0- und MHKgo-Werte kennzeichnen die kumulative Anzahl an Stam(b@ % oder 90
%), welche den gleichen oder einen niedrigeren MM&r besitzen. Der
Konzentrationsbereich gibt die Spanne zwischen dedrigsten und hdchsten ermittelten
MHK-Wert wieder.
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E. faecium gegen Ampicillin n = 32 [CLSI]

Anzahl Stamme [abs)]

MHK [mg/ L]

24

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil

Abbildung 7 MHK-Verteilung E. faecium gegen Ampicillin

E. faecium gegen Gentamicin (Hochresistenz) n = 32 [CLSI]

17

Anzahl Stamme[abs.]

500 > 500
MHK [mg/ L]

MHK-Wert
abs.
%-kum.
%-Anteil
Abbildung 8 MHK-Verteilung E. faecium gegen Gentamicin
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E. faecium gegen Linezolid n = 32 [CLSI]

20

Anzahl Stamme [abs.]
N

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil
Abbildung 9 MHK-Verteilung E. faecium gegen Linezolid

E. faecium gegen Daptomycin n = 32 [CLSI]

20

Anzahl Stamme [abs.]
©

MHK [mg/ L]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil
Abbildung 10 MHK-Verteilung E. faecium gegen Daptomycin
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E. faecium gegen Teicoplanin n = 32 [CLSI]
17

Anzahl Stdmme [abs.]
o]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil
Abbildung 11 MHK-Verteilung E. faecium gegen Teicoplanin

E. faecium gegen Vancomycin n = 32 [CLSI]

25

Anzahl Stamme [abs.]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil
Abbildung 12 MHK-Verteilung E. faecium gegen Vancomycin
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E. faecalis gegen Ampicillin n = 56 [CLSI]
17

16

Anzahl Stamme [abs.]

MHK [mg/ L]

MHK
-Wert

abs.

O/O_
kum.
0/0_
Anteil

Abbildung 13 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Ampicillin

E. faecalis gegen Gentamicin (Hochresistenz) n = 56 [CLSI]
37
3
®
g
500 > 500
MHK [mg/ L]
MHK-Wert
abs.
%-kum.
%-Anteil

Abbildung 14 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Gentamicin
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E. faecalis gegen Daptomycin n = 56 [CLSI]

23
= 15
% 13
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©
% ° ?
0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0]
© © ) D ) D N 9 ] ® © )
RSO & V@ >
A
MHK [mg/ L]
MHK
-Wert

abs.

0/0_
kum.
0/0_
Anteil

Abbildung 15 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Daptomycin

E. faecalis gegen Linezolid n = 56 [CLSI]
38

12

Anzahl der Stdmme [abs.]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%_
Anteil

Abbildung 16 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Linezolid
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E. faecalis gegen Teicoplanin n = 56 [CLSI]

18 17
% 10 10
0
i%
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O \o) 2 ~ v > o) © v > © ©
PN ¥ od PP

MHK
-Wert

abs.

0/0_
kum.
0/0_
Anteil

Abbildung 17 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Teicoplanin

E. faecalis gegen Vancomycin n = 56 [CLSI]
22 22
.U)‘ 7
g 4
< 1
0 0] 0 0 0] 0 0]
B B ) N 9 ™ > O v > o 0
S ¥ @ \’O’QP‘@‘f/”ﬁ/”
MHK [mg/ L]
MHK
-Wert
abs.
%- 100,0
kum.
%-
Anteil

Abbildung 18 MHK-Verteilung E. faecalis gegen Vancomycin
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S. aureus gegen Ciprofloxacin n =287 [CLSI]
114

Anzahl Stdmme [abs.]

%-
Anteil
Abbildung 19 MHK-Verteilung S. aureus gegen Ciprofloxacin

S. aureus gegen Dalbavancin n = 66 [CLSI]
41

Anzahl Stamme [abs.]

MHK [mg/ L]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
Abbildung 20 MHK-Verteilung S. aureus gegen Dalbavancin
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S. aureus gegen. Daptomycin n = 287 [CLSI]

121

Anzahl Stamme[abs.]

£ MHK [mg/ L]

%-
Anteil
Abbildung 21 MHK-Verteilung S. aureus gegen Daptomycin

S. aureus gegen Erythromycin n = 287 [CLSI]

155

Anzahl Stamme [abs.]

MHK [mg/ L]

1 2 4

3 4 1

756 | 770 | 77,4

%-
Anteil 2,8

Abbildung 22 MHK-Verteilung S. aureus gegen Erythromycin
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S. aureus gegen. Garenoxacin n =138 [CLSI]
57

Anzahl Stamme[abs.]

s
%,
%s
?
e

e

42 2 © S ©
& Y Q
B3 0'00 0&’ 0'00% o0 O O o

MHK [mg/ L]

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
Abbildung 23 MHK-Verteilung S. aureus gegen Garenoxacin

S. aureus gegen Gatifloxacin n = 287 [CLSI]

145

Anzahl Stdmme [abs.]

%-
Anteil
Abbildung 24 MHK-Verteilung S. aureus gegen Gatifloxacin
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S. aureus gegen Gentamicin n = 287 [CLSI]

137

Anzahl Stamme [abs.]

%-
Anteil

Abbildung 25 MHK-Verteilung S. aureus gegen Gentamicin

S. aureus gegen Linezolid n = 287 [CLSI]
232

Anzahl Stamme [abs.]

o o o 2 ” o o o o0 O
© MH H L N 92 X > O 4o
0&0-00.“31’0(1’ © «,@@4@’
¢ MHK [mg/ L]
MHK
-Wert
abs.
%_
kum.
%-
Anteil

Abbildung 26 MHK-Verteilung S. aureus gegen Linezolid
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Anzahl Stamme [abs.]

159

S. aureus gegen Moxifloxacin n = 287 [CLSI]

Abbildung 27 MHK-Verteilung S. aureus gegen Moxifloxacin

Anzahl Stamme [abs.]

S. aureus gegen Oxacillin n = 287 [CLSI]

87 87

Voo
© MHK [mg/ L]

MHK
-Wert

abs.

0/0_
kum.
0/0_
Anteil

Abbildung 28 MHK-Verteilung S. aureus gegen Oxacillin

118




Ergebnisse

Anzahl Stamme [abs.]

32

S. aureus gegen Penicillin n = 287 [CLSI]

24 25
20 19

66

64

MHK
-Wert

abs.

%-
kum.
%-
Anteil

Abbildung 29 MHK-Verteilung S. aureus gegen Penicillin

Anzahl Stamme[abs.]

48

S. aureus gegen Sparfloxacin n = 287 [CLSI]

154

36
22

MHK
-Wert

abs.
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Abbildung 30 MHK-Verteilung S. aureus gegen Sparfloxacin
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S. aureus gegen Teicoplanin n = 287 [CLSI]
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Abbildung 31 MHK-Verteilung S. aureus gegen Teicoplanin

S. aureus gegen Vancomycin n = 287 [CLSI]
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Abbildung 32 MHK-Verteilung S. aureus gegen Vancomycin
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Tabelle 73Endergebnis der Empfindlichkeits-Prifung 2004-2007

L Anteil [% Anteil [% Anteil [% MHK 50 MHK g9 Konzentrations-
Erreger Antibiotikum sensi[be} intermédi!air resist[en][ [mg/L] [mg/L] bereich[mg/L]
Ampicillin 96,4 - 3,6 1 2 0,125-64
Daptomycin 100,0 - 0,0 2 4 0,25-4
E. faecalis Gentamicin (HLAR) - - 33,9 - - -
(n =56) Linezolid 98,2 1,8 0,0 2 4 0,25-4
Teicoplanin 100,0 0,0 0,0 0,25 1 <0,25-2
Vancomycin 100,0 0,0 0,0 0,5 2 <0,25-2
Ampicillin 3,1 - 96,9 > 64 > 64 4-> 64
Daptomycin 100,0 - 0,0 4 4 0,5-4
E. faecium  Gentamicin (HLAR) - - 53,1 - - -
(n=32) Linezolid 71,9 21,9 6,3 2 4 1-16
Teicoplanin 93,8 0,0 6,3 0,5 1 <0,25-256
Vancomycin 90,6 0,0 9,4 0,5 1 <0,25-256
Ciprofloxacin 80,8 0,3 18,9 0,25 32 <0,03-> 32
Dalbavancifi - - - 0,5 0,5 0,25-1
Daptomycin 100,0 - 0,0 0,25 0,5 0,03-1
Erythromycin 74,6 2,8 22,6 0,5 > 64 0,125-> 64
Garenoxacih - - - 0,03 1 0,004->2
Gatifloxacin 86,1 11,5 2,4 0,06 4 <0,03-8
S. aureus Gentamicin 96,8 0,0 2,4 0,25 0,5 <0,125->128
(n =287) Linezolid 100,0 - 0,0 2 2 0,25-4
Moxifloxacin 95,5 3,5 1,0 0,03 2 <0,03-8
Oxacillin 88,2 - 11,8 0,125 4 <0,06-> 64
Penicillin G 15,3 - 84,7 16 > 32 <0,03-> 32
Sparfloxacin 81,9 0,3 17,8 0,06 8 <0,03-16
Teicoplanin 100,0 0,0 0,0 0,5 1 <0,254
Vancomycin 100,0 0,0 0,0 0,5 0,5 <0,25-4

a1 =66,n=138
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1.3 Kreuz- bzw. Parallelresistenzen

Von besonderem Interesse fir die Auswertung deteepiologischen Untersuchung, war die
Beobachtung von Kreuzresistenzen. Dabei wurde meneider Fokus auf die mogliche
Kreuzresistenz zwischen verwandten Antibiotikalkdassoder aber auch verschiedenen

Stoffgruppen geleqgt.

1.3.1 Ergebnisse der Auswertung fir ~ S. aureus

Aminoglykoside:Der Anteil der getestetef. aureudsolate mit einem Resistenz gegenuber

Gentamicin war mit 2,4 % (7 Isolate) sehr gerireglath waren fiinf dieser Isolate gegenuber
Erythromycin resistent. Bei einer Anzahl von sedbslaten fand sich eine gleichzeitige
Resistenz gegeniber den Fluorchinolonen Ciprofioxamd Sparfloxacin, wahrend alle
Isolate gegeniber Gatifloxacin und Moxifloxacin aéermediar oder sensibel eingestuft
wurden. Bei den beiden getestetBrA_actam-Antibiotika waren vier Isolate gegenuber

Oxacillin und sechs entsprechend gegentber Pémi@iistent.

B-Lactam-Antibiotika: Bei der Betrachtung der Kreuzresistenz gegenifdractam-

Antibiotika erscheint es ratsam, sich auf das Aatikum Oxacillin zu beschranken. Von den
getesteten Isolaten waren 34 (11,8 %) gegenuberilixaesistent.

Von diesen waren 94,1 % (n= 32) gegenuber den ¢hirmolonen Ciprofloxacin und
Sparfloxacin resistent, wéahrend nur zwei Isolategegéiber Moxifloxacin und sechs
gegenuber Gatifloxacin resistent waren. Ein groBeteil (73,5 %) dieser Isolate zeigte
gleichzeitig Resistenz gegenuber Erythromycin. Whih waren insgesamt vier Isolate

gegeniber Gentamicin resistent.

Fluorchinolone:Bei den getesteten Fluorchinolonen waren 18,9 geméber Ciprofloxacin,

ein Anteil von 17,8 % gegeniber Sparfloxacin und2jd % und 1,0 % gegenuber
Gatifloxacin und Moxifloxacin.

Nahezu alle Isolate mir einer Resistenz gegenulygroffoxacin zeigten gleichzeitig eine
Unempfindlichkeit gegentber Sparfloxacin (92,6 4ghrend nur drei und sieben Isolate
jeweils eine Unempfindlichkeit gegentiber Moxiflokaand Gatifloxacin zeigten.

In 59,3 % der Isolate konnte gleichzeitig eine Upéndlichkeit gegenliber Oxacillin gezeigt
werden, wahrend 64,8 % der getesteten Stamme gé&ich eine Unempfindlichkeit

gegeniber Erythromycin aufwiesen.
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Glycopeptide: Alle getesteten Stamme waren sensibel gegenuber \dFwendeten
Antibiotika Teicoplanin und Vancomycin.

Lipopeptide: Wie bei den Glykopeptiden zeigten alle geteste&t&mme Sensibilitat
gegenuber Daptomycin.

Makrolide: Gegenuber dem verwendeten Makrolid Erythromycingtea 22,6 % der

getesteten Isolate eine Resistenz. Von diesen Stanmeigten jeweils 53,8 % gleichzeitig
eine Unempfindlichkeit gegentiber Ciprofloxacin ularfloxacin. Bei einer Anzahl von 25
Isolaten konnte eine Unempfindlichkeit gegentbemrdclkn beobachtet werden, wahrend
jeweils sieben Stamme eine Resistenz gegenubefla@atin und weitere finf und zwei

Isolate jeweils gegeniiber Gentamicin und Moxifloramempfindlich waren.

OxazolidinoneAlle getesteten Isolate zeigten keine Resistegemiber Linezolid.

1.3.2 Ergebnisse der Auswertung fir  Enterococcus spp.

Fur die Auswertung von Kreuzresistenzen Beterococcusspp. war es von besonderem
Interesse den Zusammenhang zwischen Gentamicinrekistenz und Ampicillin-
Unempfindlichkeit zu beobachten. So konnte in 4b,der Stdmme mit einer Hochresistenz
gegenuber Gentamicin gleichzeitig eine Unempfimddat gegentber Ampicillin beobachtet
werden. Interessanterweise wurden alle diese Staem8pecie&. faeciunmzugeordnet.

Alle getesteten Isolate, inklusive dieser mit Rwesiz gegenuber Linezolid und den
Glykopeptiden, Teicoplanin und Vancomycin, zeigtddmpfindlichkeit gegenlber

Daptomycin.

1.4 Zeitliche Entwicklung der Resistenzen

Fur die Uber einen Zeitraum von zweieinhalb Jalyesammelten Isolate aus dem Routine-
Labor wurde die zeitliche Entwicklung der Resistg@geniuber den getesteten Antibiotika
beobachtet. Dazu wurden jeweils die Isolate, welaheHerbst und im Frihjahr des

folgenden Jahres getestet wurden, zu einem Kollegkisammengefasst. Dabei ergab sich fur

die einzelnen Speci& aureusindEnterococcuspp. folgende Aufteilung (Tabelle 74).
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Tabelle 74Probenverteilung der gesammelten Isolate

Jahr (Herbst/ Frihjahr) S. aureus Enterococcsgp.
2004/2005 n= 53 n= 23
2005/2006 n= 96 n=21
2006/2007 n= 138 n= 44

Die Abbildung 33 bis Abbildung 50 geben jeweils einUberblick Uber die zeitliche
Entwicklung der Resistenz fi&. aureusind Enterococcuspp..
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Ciprofloxacin
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Abbildung 33 Entwicklung der Resistenz beb. aureus gegen Ciprofloxacin

Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Daptomycin
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Abbildung 34 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Daptomycin
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Erythromycin
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Abbildung 35 Entwicklung der Resistenz beb. aureus gegen Erythromycin
Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Gatifloxacin
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Abbildung 36 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Gatifloxacin
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Gentamicin
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Abbildung 37 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Gentamicin

Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Linezolid
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Abbildung 38 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Linezolid
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Moxifloxacin
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Abbildung 39 Entwicklung der Resistenz beb. aureus gegen Moxifloxacin
Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Oxacillin
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Abbildung 40 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Oxacillin
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Penicillin
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Abbildung 41 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Penicillin
Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Sparfloxacin
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Abbildung 42 Entwicklung der Resistenz beb. aureus gegen Sparfloxacin
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Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Teicoplanin
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Abbildung 43 Entwicklung der Resistenz beb. aureus gegen Teicoplanin
Entwicklung der Resistenz bei S. aureus gegen Vancomycin
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Abbildung 44 Entwicklung der Resistenz beB. aureus gegen Vancomycin
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Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Ampicillin
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Abbildung 45 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Ampicillin

Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Daptomycin
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Abbildung 46 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Daptomycin
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Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Gentamicin
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Abbildung 47 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Gentamicin
Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Linezolid
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Abbildung 48 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Linezolid
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Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Teicoplanin
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Abbildung 49 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Teicoplanin

Entwicklung der Resistenz bei
Enterococcus spp. gegen Vancomycin
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Abbildung 50 Entwicklung der Resistenz beEnterococcus spp. gegen Vancomycin
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2 Empfindlichkeit Vancomycin-resistenter Enterococcus

SPP.

2.1 Sammlung von Enterococcus spp. Isolaten mit Vancomycin-

Resistenz

Die diesem Teil der Arbeit vorliegende Stamme biléen Kollektiv VRE, die in der Routine-
Diagnostik des UKE von 1996 bis 2007 gesammelt enurd

Diese Stamme haben als gemeinsames Kriterium eim@nopypisch nachgewiesene
Vancomycin-Resistenz oder verminderte Empfindlichkénsgesamt wurden 64 Isolate
untersucht, von denen 58 dis faecium vier alsE. gallinarumund zwei alsE. faecalis
identifiziert wurden.

Die Abbildung 51 gibt einen Uberblick (iber die \&iting der Proben nach Ihrer Herkunft

Proben-Verteilung der VRE Isolate nach ihrer Herkunft

4,8 % 3.2%

51,6 %

W Verschiedene Proben 0O Urinproben B Stuhlproben  ® Blutkulturen @ Kathether-Material

Abbildung 51 Proben-Verteilung der VRE Isolate nachihrer Herkunft.

2.2 Bestimmung der MHK gegentber ausgewéhlten Antib  iotika

Zur genaueren Charakterisierung und Bestatigung d@ncomycin-Resistenz der

gesammelten Isolate, wurde fur Vancomycin undeveiausgewéhlte Antibiotika, die MHK

nach der Mikrodilutionsmethode bestimmt.

Dabei war besonders die Testung gegeniber neugerade zugelassenen Antibiotika
(Daptomycin, Linezolid) von Interesse, aber auch destung von Substanzen, die sich
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gerade in der Zulassung befinden (Dalbavancin). t&k@h wurde zur genaueren

Charakterisierung der Isolate, die Testung mit eteft Standard-Antibiotika durchgefihrt

(Ampicillin, Gentamicin, Teicoplanin).

Die Einteilung der getesteten Stamme in sensilbégrmediar oder resistent anhand ihrer
MHK-Werte erfolgte unter Berlicksichtigung der dres€estung zugrunde liegenden

Vorschrift (113, 114).

Die Abbildung 52 bis Abbildung 58 geben eine graphe Ubersicht tiber die Testung und
deren Endergebnis (Tabelle 75).
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Enterococcus spp. gegen Ampicillin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 52 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Ampicillin

Enterococcus spp. gegen Dalbavancin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 53 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Dalbavancin
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Enterococcus spp. gegen Daptomycin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 54 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Daptomycin

Enterococcus spp. gegen Gentamicin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 55 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Gentamicin
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Enterococcus spp. gegen Linezolid n = 64 [CLSI]
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Abbildung 56 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Linezolid

Enterococcus spp. gegen Teicoplanin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 57 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Teicoplanin
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Enterococcus spp. gegen Vancomycin n = 64 [CLSI]
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Abbildung 58 MHK-Verteilung Enterococcus spp. gegen Vancomycin
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Tabelle 75Endergebnis der Empfindlichkeits-Prifung flr dien@amycin-resistenteBnterococcuspp.

Erreger Antibiotikum Anteil _[%] _Anteil [%] Ante_il [%] MHK 50 MHK g9 Konz_entrations-
sensibel intermediar resistent [mg/L] [mg/L] bereich [mg/L]
Ampicillin 7,8 - 92,2 64 >64 1->64
Dalbavancin - - - 4 32 <0,03->32
Enterococcus Daptomycin 100,0 - 0,0 1 4 0,25-4
spp. Gentamicin (HLAR) - - 46,9 - - -
(n=64) Linezolid 89,1 4,7 6,3 2 4 1-16
Teicoplanin 21,9 50,0 28,1 8 256 <0,25-256
Vancomycin 4,7 1,6 93,8 256 >256 4->256
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3 Detektion von Resistenz-Mechanismen auf molekular er
Ebene

Nach Charakterisierung der Isolate auf phanotygis&bene sollte als nachster Schritt der
Nachweis ausgewahlter Resistenzmechanismen aufkol@ter Ebene erfolgen. Die am
haufigsten verwendete Methode zur genotypischemaRtexisierung war die PCR, mit deren
Hilfe Abschnitte des nachzuweisenden Gens amglitiavurden. Diese Fragmente wurden
im Anschluss mittels Agarose-Gel-Elektrophoresegetrénnt und unter UV-Licht durch
Ethidiumbromid detektiert.

3.1 Nachweis des Aminoglykosid-modifizierenden  Enzy ms
AAC(6’)-APH(2"”) bei Gentamicin-hochresistenten Enterococcus
spp. mit Hilfe der PCR

Als mdgliche Ursache fir eine hohe Unempfindlichkeon Enterokokken gegenuber
Gentamicin (MHK> 500 mg/L) kann das Vorhandensein eines bifunktem®oppelenzyms
eine Rolle spielen. Dieses Enzym AAC(6’)-APH(2Taktiviert das Gentamicin durch
spezifische Modifikationen, so dass die Bindungl@nZielstruktur verhindert wird.

Mit Hilfe einer PCR (C2.3.1.1) wurde unter Verwenduon spezifischen Primern ein 541
bp grofRer Abschnitt des korrespondieren Gens amiplif und im Anschluss im Agarosegel
aufgetrennt und detektiert (Abbildung 59). Dabeiraeu ein geeigneter Grof3enstandard
verwendet, um die visualisierten Banden zu zuordAé&nNegativ-Kontrolle diente ein PCR-
Produkt aus der DNA voE. faecalisSATCC® 29212, sowie als Positiv-Kontrolle ein PCR-
Produkt, das aus der DNA véh faecalisATCC® 51229 gewonnen wurde.
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Abbildung 59 Auftrennung der ampflizierten Abschnitte (541 bp) in
einem 1,2 %igen Agarosegel und Detektion unter UV-4cht mit

Ethidiumbromid.

1:GréRenstandard Smart-Ladder (200-10.000 bp), E. faecalis
UR7951/04(-), 3E. faecalis UR7939/04(+), 4E. faecium UR7980/04(-),
5:E. faecium UR7940/04(+), 6E. faecalis UR7941/04(+), 7E. faecalis
VA25451/04(-), 8E. faecalis VA25508/04(-), 9E. faecium UR7953/04(+),
10:E. faecium VA26058/04(+), 11E. faecalis ATCC®29212, 12E. faecalis
ATCC®51229, 13:PCR-Negativ-Kontrolle

(+)Nachweis des Doppelenzym AAC(6’)-APH(2")-)kein Nachweis des
Doppelenzym AAC(6')-APH(2")

Dabei wurden insgesamt 3IBnterococcusspp, davon 19 IsolateE. faecalisund 17 E.
faeciummit phanotypischer Gentamicin-Hochresistenz miteHilieser PCR untersucht.

Bei einem Anteil von 68,4 % deE. faecalislsolaten zeigte sich eine Ubereinstimmung
zwischen dem Vorhandensein des AAC(6’)-APH(2”)-g¥ms und der phanotypischen
Resistenz. Dagegen wurde bei 88,2 % efaeciumisolate mit Gentamicin-Hochresistenz
das AAC(6’)-APH(2")-Enzymnachgewiesen.

Insgesamt konnte bei 77,8 % allenterococcusspp. Isolaten mit hoher Unempfindlichkeit
gegenuber Gentamicin das AAC(6')-APH(2”)-Enzym tais PCR nachgewiesen werden.

3.2 Nachweis der vanA-, vanB -und vanC-Gene bei Vancomycin-
resistenten Enterococcus spp. mit Hilfe einer Multiplex-PCR

Zur Verifizierung der Ergebnisse der MHK-Bestimmumggentuber Vancomycin und
Teicoplanin wurde eine aus der Literatur UbernomemeMultiplex-PCR (C2.3.1.2)
durchgefuhrt. Dabei wurde mit Hilfe von Sequenzzsmechen Primern bestimmte
Abschnitte aus den entsprechenden Resistenzgemidesmten yanA vanB vanC1 und

vanC2/3 amplifiziert. Gleichzeitig erfolgte ebenfalls entVerwendung von spezifischen
Primern eine Species-Zuordnung. faeciumund E. faecali$. Die gewonnenen Fragmente

wurden im Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiuombid unter UV-Licht detektiert
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(Abbildung 60 und Abbildung 61). Gleichzeitig wurdgn geeigneter Grol3enstandard

verwendet, um die detektierten Fragmente einem é&nd®&eich zuordnen zu kénnen.

1500bp
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400bp

200bp
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Abbildung 60 Auftrennung der ampflizierten Abschnitte zum Nachweis
der Vancomycin-Resistenz in einem 1,3 %igen Agarogel und Detektion
unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.
1:GréRenstandard Smart-Ladder (200-10.000 bp), E. faecalis
UR7939/04(-), 3E. faecalis UR7941/04(-), 4E. faecalis UR7951/04(-), 5E.
faecalis VA25451/04(-), 6E. faecium UR7953/04 (-), 7E. faecalis
VA25508/04 (-), 8E. faecalis VA25602/04 (-), 9E. gallinarum
VA3564/05¢), 10E. faecalis ATCC®29212, 11E. cassdliflavus
ATCC®25788, 12E. gallinarum BM4174, 13E. faecalis V583, 14E.
faecium BM4174
(+)Nachweis einer Vancomycin-Resistenz-Determinant¢-)kein Nachweis
einer Vancomycin-Resistenz-Determinante
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Abbildung 61 Auftrennung der ampflizierten Abschnitte zum Nachweis
der Vancomycin-Resistenz in einem 1,3 %igen Agarogel und

Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.

1:GréRenstandard Smart-Ladder (200-10.000 bp), ZE. faecium

VA20359/05(-), 3E. faecium UR3561/98(+), 4E. faecalis

VA36657/00(+), 5E. faecalis VA21235/05(-), 6E. faecium VA21260/05(-
), 7:E. faecalis UR10519/96(+), 8:PCR-Negativ-Kontrolle

(+)Nachweis einer Vancomycin-Resistenz-Determinanté-)kein Nachweis
einer Vancomycin-Resistenz-Determinante
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3.2.1 Gram-positive Isolate aus dem Routine-Labor

Unter denEnterococcuspp. Isolaten, die im Rahmen der Sammlung aus dautirie-Labor
untersucht fanden sich insgesamtE3 faeciumlIsolate mit einer Vancomycin-Resistenz
(Tabelle 76).

Tabelle 76Enterococcuspp. Isolate aus dem Routine-Labor mit Vancomyasi&enz

Isolate (Interne ID) MHK [mg/L] Resistenz-Determiaa
VAN TEC LZD
E. faeciumVvA 15086/06 256 64 4 vanA
E. faeciuml'Y 3140/06 32 0,5 2 vanB
E. faeciumBK 228 /07 256 256 16 vanA

VAN = Vancomycin, TEC = Teicoplanin, LZD = Linezolid

Bezogen auf die untersuchte Anzahl Bnterococcusspp. Isolaten, tragen 3,4 % aller
charakterisierten Stamme eine Vancomycin-ResisBeterminante. Betrachtet man die
Verteilung hinsichtlich der Species, so tragen @0aller E. faecalisund 9,4 % delE.

faeciumisolate ein Gen fur die Expression der Vancomyasistenz.

3.2.2 Vancomycin-resistente Enterococcus spp.

Bei den von 1996 bis 2007 insgesamt gesammelterEr@érococcusspp. Isolaten mit
Vancomycin Resistenz oder verminderter Empfindlehkegentber Vancomycin wurde in
78,1 % der Isolate eineanADeterminante, in 15,6 % der Isolate ewenBDeterminante
und in 6,3 % der Stamme eimanCkDeterminante nachgewiesen. Keines der untersuchten
Isolate trug eineanC2/3Determinante.

Der Uberwiegenden Anteil Isolate (76,6 %) waEerfaeciumlsolate mitvanADeterminante.

Bei 14,1 % der Isolate voB. faeciumisolate wurde einganBDeterminante nachgewiesen.
Schlief3lich wurde jeweils ein Isolat entsprecheh@ ¢o) alsE. faecalismit vanAbzw.vanB

Determinante identifiziert.

3.3 Nachweis des mecA-Gens bei Methicillin-resistenten  S. aureus
Isolate mit Hilfe der PCR

Zur Bestatigung der phénotypischen Methicillin-Resmz beiS. aureudsolaten, die durch
eine MHK-Bestimmung der fraglichen Isolate gegemiOeacillin detektiert worden war,
erfolgte im Anschluss ein PCR (C2.3.1.3), welchesdi Resistenz auch genotypisch
nachweisen sollte. Unter Verwendung von spezifisdhemern wurde ein 549 bp des fiur die

Methicillin-Resistenz verantwortlichemecAGens amplifiziert. Das erhaltene Fragmente
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wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und untem&edung von Ethidiumbromid mit
UV-Licht detektiert (Abbildung 62) Zur GrolBenzuowshg wurde ein geeigneter

GroRenstandard verwendet.

Abbildung 62 Auftrennung des ampflizierten Abschnits (549 bp) zum
Nachweis dermecA-Determinante in einem 1,0 %igen Agarosegel und
Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.

1:PCR-Negativ-Kontrolle, 2:S .aureus ATCC®44300, 3S. aureus
ATCC®29213, 4S. aureus VA24655/04(+), 5S. aureus VA24795/04(+)
6:S. aureus VA24909/04(+), 7S. aureus VA25145/04(+), 8S. aureus
VA25157/04(+),9:GrolRenstandard Smart-Ladder (200-1000 bp)
(+)Nachweis einer mecA-Determinante, (-)kein Nachweis einermecA-
Determinante

Dabei zeigten alle untersuchten Isolate mit einbanptypischen Resistenz gegeniber

Oxacillin (MHK > 4 mg/L) einen positiven Nachweis daecADeterminante.

3.4 Nachweis des ermA- und ermC-Gens bei Erythromycin-
resistenten S. aureus Isolaten mit Hilfe einer Duplex PCR

Um beiS. aureudsolaten mit Makrolid-Resistenz eine genauere Hurtg hinsichtlich des
Genotyps vornehmen zu koénnen, erfolgte bei Stammah,einer Resistenz gegeniber
Erythromycin (MHK> 16 g/mL), eine Duplex-PCR (C2.3.1.4), um das iagerkommende
Resistenzgen zu identifizieren. Dabei wurde mitféHilon Primern ein jeweils 280 bp und
430 bp grol3es Fragment des fir dienA und ermGrRNA-Methyltransferase codierenden
Gens vervielfaltigt. Im Anschluss erfolgte eine #&eahnung der PCR-Produkte im
Agarosegel. Die aufgetrennten Fragmente wurdenr usteLicht durch Interkalation mit
Ethidiumbromid detektiert (Abbildung 63).
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Abbildung 63 Auftrennung der ampflizierten Abschnitte (430 bp und
280 bp) zum Nachweis deermA- und ermC-Gene in einem 1,5 %igen
Agarosegel und Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.
1:PCR-Negativ-Kontrolle, 2:S. aureus ATCC®29213, 3S. aureus
RN4220 mit ermA, 4:S. aureus RN4220 mit ermC, 5:S. aureus
VA24655/04(+), 6S. aureus VA25145/04(+), 7:S. aureus VA24801/04(-),
8:S. aureus VA25491/04(-), 9S. aureus VA25157/04(+), 10S. aureus
VA25567/04(+), 11S. aureus VA20394/04(+), 125, aureus
VA21294/04(+), 13S .aureus VA2681/05(+), 14S. aureus VA20576/04(-
), 15:S. aureus VA21920/05(+), 16S. aureus VA21844/05(-), 17S.
aureus VA3649/05(+), 18S. aureus VA3652/05(+), 19:Grolenstandard
Smart-Ladder (200-10.000 bp)

(+)Nachweis einer erm-Determinante, (-)kein Nachweis einererm-
Determinante

Fur Stamme, die weder einen positiven Nachweisdfis ermA- noch fir dasermGGen
erbrachten, wurde ein PCR zum Nachweis elesB-Gens wie unter C2.3.1.4. beschrieben
durchgeflnhrt.

In Abbildung 64 wird die Verteilung der nachgewiese Resistenzgene dargestellt. Ingesamt
wurden 65 Isolate untersucht. Der GberwiegendeilAtég getestete®. aureudsolate (52,3

%) tragt als Ursache fur die Unempfindlichkeit gedgeer Erythromycin dagrmGGen.
Weiterhin konnte bei 38,5 % der untersuchfermureusiasermAGen nachgewiesen werden.
Keiner der untersuchten Stamme trug desBGen. Bei einem Anteil von 12,3 % konnte
kein ermGen nachgewiesen werden. Diese Stamme wurden flisrauit einer weiteren
PCR (C2.3.1.5.) auf ihre alternative Resistenzirsamtersucht.
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Verteilung der Resistenz- Gene bei Erythromycin- Resistenz in
S. aureus
100,0 -
80,0 -
B ermA
60,0 - 52,3
= mermC
S
=M 38,5 O ermB
40,0 A
@ msrA
20,0 - 9.2
0,0 I_l
0,0 -
ermA ermC ermB msrA

Abbildung 64 Verteilung der Resistenz-Gene bei Erytromycin-Resistenz inS. aureus

3.5 Nachweis des msrA-Gens bei Erythromycin-resistenten S.
aureus Isolaten mit Hilfe der PCR

Bei S. aureusStammen, die keinen positiven Nachweis egr@sGens erbrachten, wurde im
weiteren Verlauf der Arbeit eine PCR durchgefuldig einen 338 bp Abschnitt dessrA
Gens amplifiziert (Abbildung 65). Dieses codiertr féine mdr-Effluxpumpe, durch die

Makrolide wie Erythromycin aktiv aus der Zelle hesdransportiert werden.
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Abbildung 65: Auftrennung des ampflizierten Abschnits (338 bp) zum
Nachweis desnsrA-Gens in einem 1,5 %igen Agarosegel und Detektion
unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.

1: GroRenstandard Smart-Ladder (200-10.000 bp), 2:@R-Negativ-
Kontrolle, 3:S. aureus ATCC ®292134:S aureus RN4220 mitermA, 5:S.
aureus RN4220 mit ermC, 6:S aureus ATCC®BAA-976, 7:S. aureus
VA24801/04(-), 8S. aureus VA20445/05(+), 9S. aureus VA1446/06(+),
10:S. aureus VA14948/06(-), 11S. aureus VA14979/06(-), 12S. aureus
VA14981/06(-), 13S. aureus VA15730/06(+), 14S. aureus VA19949/06(-
), 15S. aureus VA1725/06(+), 16S. aureus VA2062/06(+)

(+)Nachweis einermsrA-Determinante, (-)kein Nachweis einemsrA-
Determinante

Dabei konnte bei den verbliebenen sechs Isolaten Szoaureus(9,2 %) ohne positiven

Nachweis eineermGens dasnsrAGen nachgewiesen werden (Abbildung 64).

3.6 Detektion und Quantifizierung eines G2576T Sing le Nucleotide
Polymorphism bei Enterococcus spp.

Zur genaueren Untersuchung der molekularen Ursdihedie Linezolid-Resistenz bei
Enterococcusspp. wurde fur Isolate mit einem MHK-Wert von Liodd >8 mg/L ein im
Rahmen dieser Arbeit entwickelter Pyrosequencing3¥ad angewandt. Dieser dient dazu,
den fir die Resistenz gegeniber Linezolid am hétdig verantwortlichen SNP an Position
2576 zu detektieren. Dabei handelt es sich um @ireT Austausch, der zu einer Resistenz
bzw. verminderten Empfindlichkeit gegentber Lingxdlihrt.

Da das Gen fiur die 23S rRNA Species-abhangig ierachiedlicher Kopienanzahl vorliegt,
war es moglich, den Assay dazu zu verwenden, diealinder Gene mit dem SNP zu
ermitteln. Dazu erfolgte eine Auswertung der gevasram Pyrogramme mit Hilfe der Allel-
Quantifizierungs-Software. Friihere Arbeiten habereigt, dass die Anzahl der Kopien, die
den SNP tragen in Korrelation zu dem MHK-Wert ste(&b).
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Zunéchst erfolgte wie unter C2.7.2.1 beschriebenAanplifizierung eines 70 bp-Fragmentes
der zu untersuchenden Region des Gens fur dieRR8 unter Verwendung eines spezifisch
bindenden Primer-Paares. Dieses PCR-Produkt wurdénschluss in einem 2,0 %igen
Agarosegel aufgetrennt und die erwarteten Bandeer udV-Licht mit Ethidiumbromid
detektiert (Abbildung 66).

1500bp
850bp

400bp
200bp

50bp

Abbildung 66 Auftrennung der amplifizierten Abschnitte (70 bp) fur
die Detektion des G2576T SNP mittels Pyrosequenciftiyin einem 2,0
%igen Agarosegel und Detektion unter UV-Licht mit Bhidiumbromid.
1:GréRenstandard Fast-Ruler™ DNA-Ladder, Low-Range
(Fa.Fermentas), 2:PCR-Negativ-Kontrolle, 3€. faecalis ATCC®29212,
3:E. faecalis UW3696/02,4:E. faecalis UW3697/02, 5:E. faecium BK
405/07

Nach der Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegatden diese wie unter C2.7.2.1
beschrieben aufgereinigt. Die Analyse der Fragment&yrosequencer erfolgte nach dem
Standard-Protokoll der Firma Biotage unter Verwergduon 20 pL PCR-Produkt nach den
in C2.7.2.1. furEnterococcuspp. beschriebenen Pyrosequencing™-Assay. Dabelewftr
jedes Isolat die Bestimmung dreifach durchgefihadbei die PCR-Produkte jeweils separat
amplifiziert wurden.

Die Abbildung 67 bis Abbildung 69 zeigen jeweilsdpelhaft Pyrogramme fur die Detektion
und Allel-Quantifizierung des G2576T SNP fir dietarsuchten Linezolid-empfindlichen
und resistentenEnterococcus spp. Stamme. Die Pyrogramme zeigen die relativen
Lichteinheiten gegen die Dispensations-ReihenfolRje. Punkte E and S geben den Zusatz
des Enzym-Mixes und des Substrat-Mixes wahrendPgessequencing™-Laufes an. Der zu
untersuchende G2576T SNP ist durch eine schattatgon (gelb) gekennzeichnet.
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Abbildung 67 E. faecalis ATCC ®29212 mit der Wild-Typ Sequenz (G2576) in allen GeKopien.
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Abbildung 68 E. faecalis UW3696/02 mit der Mutations-Sequenz (T2576) in alleGen-Kopien.
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Abbildung 69 E. faecium BK 405/07 mit der Wild-Typ (G2576) und Mutations-Rquenz (T2576) in den
Gen-Kopien.

Die Auswertung der Allel-Quantifizierung erfolgtatrililfe der Software des Pyrosequencer

durch Vergleich der Lichtsignale untereinander,lmden Einbau des Nukleotids fur die Wild-

Typ und fur die Mutations-Sequenz entstehen.

3.6.1 Gram-positive Isolate aus dem Routine-Labor

Bei der Testung der Isolate aus dem Routine-Labante insgesamt zwé&i. faeciumisolate
mit einem MHK-Wert> 8 mg/L identifiziert werden (Tabelle 77).

Tabelle 77Enterococcuspp. Isolate aus dem Routine-Labor mit LinezoligiBenz

Isolate (Interne ID) MHK [mg/L] Resistenz-Determiaa
VAN TEC LZD
E. faeciumBK 405/07 0,5 1 8
E. faeciumrlyY 228 /07 256 256 16 vanA

VAN = Vancomycin, TEC = Teicoplanin, LZD = Linezolid

Fur diese Isolate konnte der G2576T SNP durch geosBquencing™-Assay nachgewiesen
werden. Dabei ergab die Allel-Quantifizierung falge Verteilung des T2576 SNP in den
Isolaten (Tabelle 78).
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Tabelle 78Enterococcuspp. Isolate aus dem Routine-Labor mit LinezoligiBenz

G2576T SNP 0 Anzahl der Gene mit
Isolate (Inteme ID) /o teijung? S [%0] 72576 SNP’
E. faeciumBK405/07 G 67,9% T 33,6 % 2,3 2
E. faeciumlY228/07 G 50,9 % T 49,1 % 3,5 3

2 Ergebnis einer Dreifach-Bestimmung mit separat amjifizierten PCR-Produkten, ° Basierend auf
der Existenz von sechs Gen-Kopien der 23S rRNA fE. faecium.

Interessanterweise wurde bei déin faeciumisolat BK 405/07 eine Resistenz gegentber
Linezolid jedoch nicht gegeniiber Vancomycin oddacdglanin detektiert.

Gleichzeitig konnte fiir das Isol& faeciumUR2234/06 mit einem MHK-Wert von 4 mg/L
fur Linezolid mit Hilfe dieser Methode der T2576 Blduf einem Allel detektiert werden und

dies ohne phanotypischen Nachweis einer Linezoédiftenz.

3.6.2 Vancomycin-resistente Enterococcus spp.

Die Isolate mit Vancomycin-Resistenz, die wahreed dhhre 1996 bis 2007 isoliert worden
waren, wurden ebenfalls auf den fur die LinezolesRtenz verantwortlichen-& T SNP an
Position 2576 untersucht.

Bei der phanotypischen Untersuchung durch Ermigtldes MHK-Wertes konnten vier
Isolate mit einem MHK-Wert fur Linezolid von 8 mg/L identifiziert werden (Tabelle 79).

Tabelle 79Enterococcuspp. Isolate mit Linezolid-Resistenz

Isolate (Interne ID) MHK [mg/L] Resistenz-Determiea
VAN TEC LzD
E. faeciumVA 20616/03 128 <0,25 16 vanB
E. faeciumVvA 21032/03 128 <0,25 16 vanB
E. faeciumVA 1646/06 32 <0,25 8 vanB
E. faeciunBK 228 /07 256 256 16 vanA

VAN = Vancomycin, TEC = Teicoplanin, LZD = Linezolid

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden im Anschluks & Isolate mit Hilfe des
entwickelten Assays wie unter C2.7.2.1. untersucimy, zu Uberprifen, ob das System
geeignet ist unter einem Kollektiv von sensiblerd uesistenten Stdmmen, die Resistenz
korrekt zu detektieren.

Fur diese vier untersuchten Isolate mit phanotym@scLinezolid-Resistenz konnte der
G2576T SNP durch Anwendung des Pyrosequencing™yAssachgewiesen werden. Eine
Auswertung der Verteilung des SNP auf die Allelectiudie Software ergab die folgende
Verteilung des T2576 SNP in den Isolaten ( 80).
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80 Enterococcuspp. Isolate mit Linezolid-Resistenz

G2576T SNP o Anzahl der Gene mit
Isolate (Inteme ID) /o teijung? S [%0] 72576 SNP’
E. faecium
G66,7% T 33,2% 15 2
VA20616/03
E. faecium
G67,9%T33,6% 2,8 2
VA21032/03
E. faecium
G676%T324% 3,9 2
VA1646/06
E. faecium
G50,9% T49,1% 2,0 3
BK228/07

3Ergebnis einer Dreifach-Bestimmung mit separat ampfizierten PCR-Produkten, ° Basierend auf der
Existenz von sechs Gen-Kopien der 23S rRNA fUE. faecium.

Die Untersuchung der tbrigen Stamme des Kollektivt verminderter oder vollstandiger
Empfindlichkeit fur Linezolid (MHK-Wert< 4 mg/L) zeigte, dass keiner dieser Stamme den
fraglichen G- T SNP an Position 2576 trug.

Interessanterweise konnte fiur ein Linezolid-semsilitolge-Isolat von VA1646/04 mit einem
MHK-Wert = 2 mg/L (TY1052/06), welches von der gleen Patientin vier Monate nach
Absetzen der Linezolid-Therapie isoliert wurde, @ep T SNP an Position 2576 in keinem
der sechs Allele nachgewiesen werden. Die Revergiongegenuber Linezolid resistenten
Enterococcusspp. auf einen sensiblen Phanotyp nach UnterbrechungTderapie mit
Linezolid war zuvor in der Literatur schon bescheae worden (68), jedoch konnte stets der
G— T SNP an Position 2576 zumindest auf einem Alethgewiesen werden. Der hier
beobachtete Fall einer Reversion auf einen sowartgiblen Phanotyp und als auch Genotyp

wurde bislang noch nie beschrieben.

3.7 Untersuchung der Gene der 23S rRNA bei Enterococcus spp.
auf Punktmutationen mittels Cycle-Sequencing, die z u einer
verminderten Empfindlichkeit gegenidber Linezolid fi hren
konnen

Eine weitere, interessante Fragestellung, die &eh der Untersuchung der Linezolid-
resistentenEnterococcusspp. Isolaten stellte war, ob diese Stdmme neben fle die
Resistenz hauptsachlich verantwortlicher>-GI' SNP an Position 2576 moglicherweise

andere Punktmutationen in den einzelnen oder &kemen fir die 23S rRNA tragen. In der

153



Ergebnisse

Literatur waren zuvor Punktmutationen flin-vitro selektierte Linezolid-resistente
Enterococcusspp. beschrieben worden, die in der Domane V d& /ERNA liegen (62).
Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit die insgesssuhsEnterococcusspp. Isolate mit
phanotypischer und genotypischer Linezolid-Resstaittels Cycle-Sequencing auf solche
Punktmutationen in der Domane V der 23S rRNA unieht

Dazu wurde aus der gewonnen DNA der sechs Isolaenter C2.7.1.1 beschrieben ein 484
bp groes PCR-Produkt amplifiziert, welches die &bschnitte fir die Domane V der 23S
rRNA umfasst. Dieses Fragment wurde anschlieBeridHiife eines Agarosegels (1,3 %)
aufgetrennt und unter UV-Licht durch Ethidiumbrordietektiert (Abbildung 70).
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1000bp
800bp

600bp
400bp

200bp

Abbildung 70: Auftrennung der amplifizierten Abschnitte (484 bp) fur
die Untersuchung der Gene der Doméane V der 23S rRNAnittels
Cycle-Sequencing in einem 1,3 %igen Agarosegel um2ktektion unter
UV-Licht mit Ethidiumbromid.

1:E. faecium VA20616/03, 2E. faecium VA21032/03, 3E. faecium
VA1646/06, 4E. faecium BK228/07, 5E. faecium BK405/07,
6:GrolRenstandard Smart-Ladder (200-10.000bp)

Die PCR-Produkte wurden wie unter C2.6.1 beschnehdgereinigt, fir die Sequenzierung

mit Ethanol gefallt (C2.6.2) und im Anschluss sewiert.

Dabei konnte der Nachweis des G2576T SNP mit Hiéfe Pyrosequencing™-Assay in allen
sechsEnterococcuspp. Isolaten bestétigt werden. Zusatzlich truggbdkeines der Isolate

einen weiteren SNP in den Genabschnitten fur dim®&we V der 23S rRNA.
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3.8 Detektion von Punktmutationen in der bakteriell —en Gyrase
mittels Cycle-Sequencing bei S. aureus Isolaten mit
verminderten Empfindlichkeit oder Resistenz gegenulb er
Fluorchinolonen

Im Rahmen der phanotypischen UntersuchungSdeureudsolate aus dem Routine-Labor
fielen einige Isolate durch ihre verminderte Emglichkeit gegeniber den getesteten
Fluorchinolonen auf, da sich diese Isolate durcte @ingewohnliche Abweichung von dem
erwarteten Resistenzprofil auszeichneten. Die Auswg der Kreuzresistenz innerhalb der
Fluorchinolone hatte zuvor gezeigt, dass Isolate wminer Unempfindlichkeit oder
verminderten Empfindlichkeit gegenuber den weitewekelten Fluorchinolonen wie
Gatifloxacin, Moxifloxacin oder Sparfloxacin stetinen deutlich erhéhten MHK-Wert
gegenuber Ciprofloxacin aufweisen, der auf hohenipfandlichkeit schlieRen lasst. Im Fall
von zwei untersuchten lIsolaten jedoch zeigte sith exhohter MHK-Wert gegenuber
Sparfloxacin (8 mg/L), verbunden mit einem ebesfadrhohten MHK-Wert gegeniber
Gatifloxacin (2 mg/L) und Moxifloxacin (1 mg/L), vieunden aber mit einem erhéhtem
MHK-Wert von 4 mg/L fur Ciprofloxacin. Fir ein weites Isolat konnte sogar ein erhdhter
MHK-Wert von 4 mg/L gegenuber Sparfloxacin bei ghaeitiger Unempfindlichkeit
gegeniber Ciprofloxacin, Gatifloxacin und Moxiflaa festgestellt werden. Die Tabelle 81

zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der Mek{HBmung.

Tabelle 81S. aureudsolate mit Fluorchinolon-Resistenz

Isolate (Interne ID) MHK [mg/L]
CIP GTX MXF SPX
S. aureus/Al1546/07 4 2 1 8
S. aureus/A1549/07 4 2 1 8

S. aureus/A3737/05 0,25 0,03 <0,03 4
CIP = Ciprofloxacin, GTX = Gatifloxacin, MXF = Moxi floxacin,
SPX = Sparfloxacin

Zunachst sollte der Einfluss von Punktmutationeden Zielstruktur der Fluorchinolone, den
Untereinheiten der bakterielle Gyrase (GyrA) ungdisomerase (GrlA = ParC) untersucht
werden. Dazu wurde aus der DNA der Stamme wie @Rer.1.2beschrieben ein jeweils 380
bp und ein 450 bp Fragment des jeweiligen Absdamittles GenegyrA und parC
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe einAgarosegels (1,0 %) aufgetrennt und
unter UV-Licht mit Hilfe von Ethidiumbromid detektit (Abbildung 71).
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Abbildung 71: Auftrennung der amplifizierten Abschnitte (450 bp und
380 bp) fur die Untersuchung der Untereinheiten debakteriellen Gyrase
ParC und GyrA mittels Cycle-Sequencingn einem 1,0 %igen Agarosegel
und Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid. 1: S. aureus
VA1546/07 parC), 2:S. aureus VA1549/07 parC), 3:S aureus VA3737/05
(parC), 4:S. aureus VA1546/07 fyrA), 5:S. aureus VA1549/07 @gyrA), 6:S.
aureus VA3737/05 @yrA), 7:PCR-Negativ-Kontrolle, 8:GréRenstandard
Fast-Ruler™ DNA-Ladder, Middle-Range (Fa. Fermenta}

Die PCR-Produkte wurden wie unter C2.6.1 beschniehggereinigt, flr die Sequenzierung
mit Ethanol gefallt C2.6.2 und im Anschluss sequamz Die Tabelle 82 gibt einen
Uberblick tber die Ergebnisse der Sequenzierung.

Tabelle 82 Ergebnisse der Sequenzierung der GyrA und ParCréinteeit der
bakteriellen Gyrase bei Fluorchinolon-resisterieaureudsolaten.

Isolate (Interne ID) gyrA parC
S. aureus/A1546/07 84 S>L (TCA — TTA) 80 S»F (TCC— TTC)
S. aureus/A1549/07 84 S—L (TCA — TTA) 80 S»F (TCC— TTC)
S. aureus/A3737/05 95 @>H (CAA — CAC) 144 P»S (CCA-TCA)

Dabei konnte gezeigt werden, dass in den beiSeraureusisolaten VA1546/07 und
VA1549/07 in der GyrA-Untereinheit an der Positi&h ein Aminosaureaustausch von Serin
zu Leucin und in der ParC-Untereinheit an Posi@0rein Aminosaureaustausch von Serin zu
Phenylalanin stattgefunden hat. Dagegen fand in 8eraureuslsolat VA3737/05 in der
GyrA-Untereinheit an Position 95 ein Austausch &ntamin zu Histidin und in der ParC-
Untereinheit an Position 144 ein Austausch vonifml Serin statt.

Die weitere Untersuchung dieser Stamme erfolgtengiypisch (C1.6) um eine eventuelle

Rolle von Effluxpumpen bei der Resistenz zu beriatkigen.
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4 Phanotypische Charakterisierung von  Resistenz-

Mechanismen

4.1 Unterscheidung zwischen konstitutivem und induz ierbarem
Phanotyp der durch erm-codierte rRNA-Methyltransferasen
vermittelten Makrolid-Resistenz bei S. aureus durch Double-
Disc-Test

Ein Teil der auf Makrolid-Resistenz, bedingt duem-codierte rRNA-Methyltransferasen,
charakterisiertenS. aureusStamme wurde weiterhin mit Hilfe des DD-Test abfen
konstitutiven oder induzierbaren Phénotyp wie un@.4 beschrieben untersucht. Die
Abbildung 72 zeigt beispielhaft die Ergebnisse @¥%Test. Aufgrund der genotypischen
Resultate war eine Induktion zu erwarten. Diesenkdim DD-Test bestatigt werden

C

Abbildung 72 Ergebnisse des DD-Test zur Unterscheimhg zwischen induzierbaren und konstitutiven
Phéanotyp bei durch erm-codierter rRNA-Methyltransferasen bedingter Makrolid-Resistenz inS. aureus,

a:Erythromycin- und Clindamycin sensibles S. aureus Isolat VA1709/07 mit Hemmhofen bei beiden
Antibiotika-Testplattchen, b:Erythromycin-resistentes und Clindamycin-sensibles S. aureus-Isolat

VA2106/07; Der D-férmige Hemmhof um das ClindamycirTestplattchen deutet auf einen induzierbaren
Phéanotyp hin, c:Erythromycin- und Clindamycin-resistentes S. aureus Isolat VA1546/07; Der fehlende
Hemmbhof bei beiden Antibiotika-Testplattchen deutetauf eine konstitutiven Phanotyp hin,
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d: Erythromycin-resistentes und Clindamycin-sensibés S. aureus Isolat VA2081/07; Der vorhandene,
nicht D-formige Hemmhof um das Clindamycin-Testplatchen deutet auf einen anderen, nicht durclerm-
codierte rRNA-Methyltransferasen bedingten ResisterrMechanismus hin

In der Tabelle 83 sind die Ergebnisse fur die wuenterS. aureudsolate aufgefihrt

Tabelle 83Ergebnisse des DD-Test flr ausgewaBltaureudsolate als Referenz

ID Genotyp Phanotyp MHK [mg/L]
(DD-Test) ERY
VA1709/07 - - 0,5
VA1453/07 ermA Induzierbar >64
VA1670/07 ermA Induzierbar >64
VA1546/07 ermC Konstitutiv >64
VA1549/07 ermC Konstitutiv >64
VA2361/07 ermC Induzierbar >64
VA2081/07 msrA - 8

ERY = Erythromycin, CLI = Clindamycin, LIN = Lincom ycin

4.2 Nachweis eines moglichen Einflusses von Efflux- Pumpen auf
die verminderte Empfindlichkeit oder Resistenz von S. aureus

gegeniber Fluorchinolonen

Die unter D3.8 genotypisch charakterisier@naureusisolate wurden weiterhin auf einen
maoglichen Einfluss von Effluxpumpen auf die verneneé Empfindlichkeit gegentber
Fluorchinolonen untersucht. Dazu wurde wie untei6@ieschrieben eine MHK-Bestimmung
gegenuber den untersuchten Fluorchinolonen in Gegigéreines Effluxpumpen-Iinhibitors
durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Untersuchung isificabelle 84 aufgefihrt.

Tabelle 84 MHK-Werte fur S. aureusisolate mit Fluorchinolon-Resistenz in Abwesenheit
und Gegenwart eines Efflux-Pumpen-Inhibitors

Isolate MHK [mg/L]
CIP CIP+EPI GTX GTX+EPI MXF MXF+EPI SPX SPX+EPI
vSA'1a5li1r§/lé>S7 4 7 2 7 1 0,5 g 2
TS 4 2 2 2 1 05 8 2
ayes 025 025 003 003 <003 <003 4 4

EPI = Efflux-Pumpen-Inhibitor Phenylalanyl-Arginyl- B-Naphtylamid (Konz. = 32 mg/L); CIP =
Ciprofloxacin, GTX = Gatifloxacin, MXF = Moxifloxac in, SPX = Sparfloxacin

Dabei konnte fir die Isolate VA 1546/07 und 154907 deutlicher Ruckgang fur den MHK-
Wert von Sparfloxacin um zwei Verdinnungsstufen 8omg/L auf 2 mg/L in Gegenwart

eines Effluxpumpen-Inhibitors gezeigt werden, waldrdei den Ubrigen Fluorchinolonen
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kein oder nur ein Rickgang um eine MHK-Stufe gezergrden konnte. Fir das Isolat
VA3737/05 konnte keinerlei Veranderung fir den MMkert festgestellt werden.

5 Entwicklung eines Pyrosequencing™ -basierten Ver-
fahrens zur Detektion der durch  erm-codierte rRNA-
Methyltransferasen bedingten Dimethylierung von rRN A
in klinischen Isolaten von  S. aureus

Eine etablierte Methode zur Untersuchung von RNAsichtlich Quantifizierung,
Bestimmung der Position von 5-Enden, sowie demh¥odensein von modifizierten
Nukleotiden, stellt die Primerverlangerung (Prinkettension) dar (C2.4.1).

Ein von Sigmund et al. entwickeltes und von Vestail Douthwaite modifiziertes Verfahren
(125, 126) dient dem Nachweis einer Dimethylierdleg Adenins an Position 2058 in der
23S rRNA . Eine Dimethylierung fuhrt zur Resistegegentber Makroliden, mit
Erythromycin als wichtigstem Vertreter, Lincosammdend den Streptograminen der Gruppe
B (A1.3.2.2) durch eine verminderte Affinitdt dies&ubstanzen flr das bakteriellen
Ribosom. Die Dimethylierung erfolgt dabei katalgtisdurch spezifischerm-codierte rRNA-
Methyltransferasen. Mit Hilfe der Primer-Extensiblethode kann der Anteil dimethylierter
rRNA erfasst und quantifiziert werden. Dabei hylwigit ein am 5°-Ende radioaktiv
markierter Primer (komplementar zu den Position@dil2bis 2078) kurz vor der Position des
methylierten Adenins. Bei dieser etablierten Methadfolgt allein in Anwesenheit des 2°-
Desoxynukleotids dTTP und des 2°,3"-DesoxynukleotiddCTP die Synthese eines
komplementaren cDNA-Stranges. Bei Vorhandenseiarddimethylierung an Position 2058
bricht die Reaktion an Position 2057 ab, es entseimit ein 20 bp langes cDNA-Fragment.
Ist an der Position 2058 keine Dimethylierung voden so wird die Reaktion durch den
Einbau von ddCTP wegen des Fehlens einer freigdFBGruppe abgebrochen, wodurch ein
22 bp langes cDNA-Fragment entsteht ( Abbildung 73)
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Abbildung 73 Sekundarstruktur der Peptidyltranferase-Region in
der Doméane V der 23S rRNA vonE. coli. Die Position der
Dimethylierung des Adenins an Position durcherm-codierte rRNA-
Methyltransferasen ist durch einen Pfeil gekennzelmet. Die
Bindungsposition des 3-Ende des fir die Primer-Exnsion
verwendeten Primer (komplementar zu den Positione2061 bis 2078)
ist ebenfalls gekennzeichnet [nach (126)].

Nach erfolgter Auftrennung in einem denaturiendenoly&rylamid-Gel und
autoradiographischer Detektion erlaubt das Vorhaseie des 20 bp langen cDNA-
Fragmentes einen Ruckschluss auf eine DimethylgeamPosition 2058. Gleichzeitig kann
der Anteil an dimethylierter rRNA densitometrisafasst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob dieresd dieser Primer-Extension Reaktion
gebildeten cDNA-Fragmente mit Hilfe der Pyrosequeg®’-Methode detektiert werden
kénnen. Die wahrend der Primer-Extension-Reaktiastandenen cDNA-Fragmente wurden
mit geeigneten Sequenzier-Primern zunachst hyiertlisAnschlielend erfolgt der Zusatz
von Nukleotiden wahrend der Pyrosequencing™-Reaktiwobei durch die Wahl der
Dispensierungsreihenfolge gezielt die einzelnen ABMagmente nachgewiesen und
quantifiziert werden sollen. Das Vorhandensein diedH6he des Peaks der durch den Einbau
der Nukleotide entsteht wurde dabei als NachweisMal3 zur Quantifizierung verwendet.
Dabei war es notwendig Modifikationen vorzunehmeam, die gebildeten cDNA-Fragmente
an die Anforderungen der Pyrosequencing™-Methode@assen.

Ziel dieser Modifizierung war es, die aufwendige filennung der gewonnenen cDNA-
Fragmente durch ein Polyacrylamid-Gel zu optimiehMon besonderem Interesse war dabei

die Option gleichzeitig einen hohen Probendurchsatermoglichen (96 Proben in 10 Min.).
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In den folgenden Abschnitten sollen die Untersugamnzu der Weiterentwicklung dieser

Methode beschrieben werden.

5.1 Charakterisierung klinischer  S. aureus Isolate

Zunachst erfolgte eine Auswahl & aureudsolaten, die im Rahmen der Empfindlichkeits-
Untersuchung in der Routine-Diagnostik isoliert dem waren, um mit diesen das Verfahren
zu testen. Diese Stamme zeichnen sich alle dureh Resistenz gegentber dem Makrolid-
Antibiotikum Erythromycin aus. Gleichzeitig wurdéeneErythromycin empfindliches Isolat
als Negativ-Kontrolle charakterisiert.

Neben der Bestimmung der MHK von Erythromycin wuradeisatzlich die MHK-Werte von
Clindamycin, Lincomycin und Telithromycin bestimnitazu wurden kommerziell gefertigte
Platten der Firma Merlin verwendet.

AulRerdem erfolgte wie unter C2.3.1.4 beschriebertHitie der PCR der Nachweis der Gene
ermA und ermC fir rRNA-Methyltransferasen, die bei ErythromyeasistenterS. aureus
Stdmmen das Adenin der 23S rRNA an Position 2088isgch dimethylieren. Anschlie3end
wurden die untersuchten Stdmme anhand der Ergebrmdes DD-Test in solche mit
induzierbaren bzw. konstitutivem Genotyp eingei&ilt.4.). Als Kontrolle dienten bei beiden
UntersuchungerS. aureusStamme, die durch Transformation die jeweilige ajsche
Information erhalten habeerfmAund ermCinduzierbarermCkonstitutiv). Weiterhin wurde
mittels PCR untersucht, ob dassrAGen, welches fur eine mdr-Effluxpumpe codiert, ftr
eine die beobachtete Erythromycin-Resistenz vermantieh ist (C2.3.1.5.) Jeweils ein Isolat
mit induzierbaremermA (VA1670/06) und induzierbarenermGGenotyp (VA2361/06)
wurde vor der Messung nach Weaver und Pattee (itlEygthromycin induziert (C1.5.).

Die Tabelle 85 gibt einen Uberblick iber die sorakterisierten Stamme zur Testung des

Verfahrens.
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Tabelle 85Eigenschaften der zur Testung verwendeten klieis&h aureugsolaten

ID Genotyp Phanotyp MHK [mg/L]
ERY CLI LIN TEL
VA1709/07 - - 0,5 0,03 0,5 <0,03
VA1453/07 ermA Induzierbar >64 0,125 055 <0,03
VA1670/07 ermA Induzierbar >64 0,125 0,5 0,06
VA1670/07 ind ermA Induzierbar >64 >32 >32 >64
VA1546/07 ermC Konstitutiv >64 >32 >32 >64
VA1549/07 ermC Konstitutiv >64 >32 >32 >64
VA2361/07 ermC Induzierbar >64 0,125 0,5 <0,03
VA2361/07 ind ermC Induzierbar >64 >32 >32 >64
VA2081/07 msrA - 8 0,03 0,5 0,06

ind™: Die Stamme VA1670/06 und 2361/06 wurde wie unt&1.5 beschrieben mit Erythromycin
induziert; ERY = Erythromycin, CLI = Clindamycin, L IN = Lincomycin, TEL = Telithromycin

Mit Ausnahme des Isolates VA2081/06 trug keiner dier Rahmen dieser Testung
untersuchten Stamme dasrAGen.

5.2 Primer-Design

Ein essentieller Schritt fur die Adaption der voester und Douthwaite (126) entwickelten
Methoden zur Bestimmung der Dimethylierung der 2BSIA an Position 2058 war das
Primer-Design. Dabei sollte untersucht werden, day 8ei der etablierten Methode
verwendete am 5°-Ende radioaktiv markierte Prinfleosnplementér zu den Positionen 2061
bis 2078) unverédndert eingesetzt werden kann odere® notwendig ist, diesen zu
modifizieren.

So war es notwendig, den verwendeten Primer amnBeEurch eine Biotin-Gruppe zu
markieren, um die wahrend der Primer-Extension-Realgebildeten cDNA-Fragmente mit
der Pyrosequencing™-Technologie zu analysierenjtdgine Auftrennung wie unter C2.7.2
beschrieben erfolgen kann. Biotin-markierte 2°-Dgsokleotide bzw. 27,3-
Didesoxynukleotide sollten fur die Primer-ExtensReaktion verwendet werden, um nicht
eingebaute Primer der Extension-Reaktion aus deakt®@sansatz durch die unter C2.7.2
beschriebene Aufreinigung entfernen zu kdénnen.

Als nachstes wurde mit Hilfe der Pyrosequencing ™ajsDesign Software gepruft, ob der
in der Methode von Vester und Douthwaite (126) @rdete Primer flr den Nachweis durch
die Pyrosequencing™-Technologie geeignet ist. Datagiden besonders die Ausbildung von
Duplex- und Self-Annealing-Komplexen im Vordergrunie einen Nachweis stéren kénnen.

Dabei zeigte sich durch die Verwendung der Pyrosecng™-Assay-Design Software, dass

162



Ergebnisse

eine Anderung der Sequenz und Bindungspositionm@htezeichnung: MLSB 2058
Methylation RP 18 bp BIO komplementar zu den Posdén 2065 bis 2082) fur die
Anwendung geeignet ist (Abbildung 74).

Dimethylierung an Pos. 2058

/

(1) — S5UAC — GAAAGACC 3" RNA
<4— 3 —— 5'-Biotin  (MLSB 2058 Methylation RP 18 bp BIO)
RT
3 ——— 5'-Biotin (MLSB 2058 Methylation RP 18 bp BIO)
) 3TTCTGG —— 5-Biotin (24 bp)
I'ATG 5’-Biotin (42 bp)

Abbildung 74 (1): Bindung des mit Biotin am 5’-Endemarkierten Primers an das RNA-Template und
Verlangerung durch die Reverse Transcriptase; (2) Dnethylierung des Adenins an Position 2058 fiihrt
zum Abbruch der Reversen Transkriptase-Reaktion arPosition 2059 und zur Bildung eines 24 bp langen
cDNA-Fragmentes; Ohne Dimethylierung wird die Reakion erst nach Einbau eines ddATP beendet,
wobei ein 42 bp langen cDNA-Fragment gebildet wirdNach Abschluss der Primer-Extension-Reaktion
liegen insgesamt drei Fragmente vor: die in der Rerse Transkriptase-Reaktion gebildeten cDNA-
Fragmente und der freie unverbrauchte am 5’-Ende mekierte Primer MLSB 2058 Methylation RP 18 bp
BIO

Jedoch erfordert diese Modifikation die Verwendeimes veranderten 2°-Desoxynukleotids-
bzw. 2°,3"-Didesoxynukleotid-Gemisches fir die Rnirxtension-Reaktion. Wahrend es bei
der Methode durch Vester und Douthwaite (126) aciste, das 2"-Desoxynukleotid dTTP
und das 2°,3"-Didesoxynukleotid ddCTP zu verwendeneinen Abbruch der Reaktion zu
erzwingen, ist durch die Veranderung der Bindungigjm nétig die verwendeten2’-
Desoxynukleotide bzw. 2°,3"-Didesoxynukleotide gremsen. So kann bei Verwendung der
2 -Desoxynukleotide (dCTP, dGTP und dTTP) sowie 28 -Didesoxynukleotids ddATP
mit der Primer-Extension-Reaktion ein komplement@i@NA-Strang gebildet werden, der
bei Vorliegen einer Dimethylierung des Adenins aosiBon 2058, bedingt durch die
Expression von rRNA-Methyltransferasen, abbrichabei ein 24 bp langes cDNA-Fragment
entsteht. Ohne Dimethylierung oder nur eine Mondwyletrung des Adenins an Position
2058 kommt es zu nicht zu einem Abbruch der cDNAtBgse. Diese erfolgt erst durch den
Einbau des 2°,3"-Didesoxynukleotid ddATP an PositkD41, so dass ein 42 bp langes
cDNA-Fragment entsteht. Somit sind nach Ende demd?rExtension-Reaktion drei

Fragmente in dem Reaktionsansatz zu finden. Der diégr Primer-Extension-Reaktion
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verwendete, am 5°-Ende Biotin-markierte Primer MLBB8 Methylation RP 18 bp BIO mit
einer Lange von 18 bp sowie die gebildeten cDNAgRrante mit jeweils 24 bp und 42 bp
Lange mit ebenfalls einer Biotin-Markierung am 3idé (Abbildung 74).

Weiterhin wurden nun Mdéglichkeiten erwogen, um djebildeten cDNA-Fragmente zu
detektieren und Uberlegt, ob dabei eine Quantifimig moglich ist.

Dabei stand der gleichzeitige Nachweis und die @fi@rrung aller drei wahrend der
Primer-Extension-Reaktion gebildeten cDNA-Fragmentturch einen spezifischen
Sequenzier-Primer dem Nachweis und der Quantitingrder cDNA-Fragmente durch
verschiedene spezifische Sequenzier-Primer gegenkbe die Untersuchungen wurde der
letztgenannte Ansatz gewahlt. Hierbei standen wiededer Nachweis durch verschiedene
spezifische Sequenzier-Primer gleichzeitig in eineder die getrennte Erfassung in zwei
verschiedenen Reaktionsanséatzen gegenuber.

Die Entwicklung verschiedener spezifischer SequerRrimer erfolgte wiederum mit Hilfe
der Pyrosequencing™-Assay-Design Software. Dural \diahl geeigneter spezifischer
Sequenzier-Primer, welche mit den gebildeten cDNaghenten hybridisieren und der
anschlieBenden Pyrosequencing™-Reaktion sollte emsektive Erfassung und
Quantifizierung der wahrend der Primer-Extensio@&ien gebildeten cDNA-Fragmente
erfolgen. Dabei wurde die Reihenfolge der Nukle@idpensation in der Form gewahlt, dass
durch den Einbau eines Nukleotids und dem damibuwedenen Peak eine Erfassung und
Quantifizierung des cDNA-Fragmentes maoglich ist.

Unter Verwendung der Pyrosequencing™-Assay-Desatw@re zeigte sich, dass durch die
Anlagerung eines spezifischen 27 bp langen Seqgeigminers (Primerbezeichnung: MLSB
2058 Methylation SP27) an die 18 bp und 24 bp lang@NA-Fragmente die Detektion
dieser Fragmente méglich ist und somit die Detektier Dimethylierung (Abbildung 75).

5"-GGAAAGACC -3’MLSB 2058 Methylation SP27
1) <« 3 —— .5.Biotin (MLSB 2058 Methylation RP 18 bp BIO)
5 GGAAAGACC ——— — -3’'MLSB 2058 Methylation SP27
<4+— 3-TTCTGG ——— -5-Biotin (24 bp)

Abbildung 75 (1) Die Anlagerung des 27bp langen Sagnzierprimers an die 18bp und 24bp langen
cDNA-Fragmente erlaubt die Detektion der Dimethylieung rRNA; Die Pfeile markieren die Richtung der
Dispensation der Nukleotide.

Fur den Nachweis und die Quantifizierung der naimethylierten rRNA an Position 2058
wurden wiederum zwei verschiedene Moglichkeiten dei Entwicklung der Sequenzier-
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Primer berlcksichtigt. Zunachst der Nachweis debplPangen cDNA-Fragmentes, welches
bei der Primer-Extension-Reaktion unter Verwenddeg2 -Desoxynukleotide (dCTP, dGTP
und dTTP) sowie des 2°,3"-Didesoxynukleotids ddAgébildet wurde mit Hilfe eines
spezifischen Sequenzier-Primers, der nur auf detyp4dDNA-Fragment bindet.

Weiterhin wurden zwei Sequenzier-Primer entwickelgélche spezifisch an ein gebildetes
cDNA-Fragment binden, das wahrend einer Primer+iStta-Reaktion synthetisiert wurde,
bei der alle vier 2°-Desoxynukleotide (dATP, dCTd#GTP und dTTP) und kein 2°,3"-
Didesoxynukleotid ddATP eingesetzt wurden. DiesrtfUhicht zu einem Abbruch der
Reaktion an Position 2041, sondern zu einer Fomtfidy der Reaktion Uber diese Position
hinaus (Abbildung 76).

(1)

(@)

3'- ATGGGCGCTGTCCTGCCTTTCTGGGGCA

5'-Biotin (42 bp)

(MLSB 2058 Methylation SP3) 5-TACCCGCGACAGGAC-3—»

3-ACACTTCTACGTCCAATGGGCGCTGTCCTGCCTTTG—————— 5-Biotin

(MLSB 2058 Methylation SP1) 5'-CAGGTTACCCGCGACAGG-3—»

3
®) 3'-ACACTTCTACGTCCAATGGGCGCTGTCCTGCCTTTC 5’-Biotin

(MLSB 2058 Methylation SP2) 5 -GAAGATGCAGGTTACCCG-3 —¥

Abbildung 76 (1) Nachweis des 42 bp langen cDNA-Fgmentes erfolgt durch Anlagerung des
Sequenzierprimers MLSB 2058 Methylation SP3, (2) N&hweis der gebildeten cDNA durch Anlagerung
des Sequenzierprimers MLSB 2058 Methylation SP1 (3Nachweis der gebildeten cDNA durch
Anlagerung des Sequenzierprimers MLSB 2058 Methylatn SP2; Die Pfeile markieren die Richtung der
Dispensation der Nukleotide.

Durch die Verwendung der Sequenzier-Primer MLSB&0&ethylation SP1 und MLSB
2058 Methylation SP2 in Kombination mit dem Sequemrimer MLSB 2058 Methylation
SP27 war der Nachweis der cDNA-Fragmente in einezakRonsansatz mdglich, wéahrend
der Nachweis der cDNA-Fragmente mit Hilfe der Seqguer-Primer MLSB 2058
Methylation SP3 in Kombination mit dem SequenzigrA@ér MLSB 2058 Methylation SP27

in zwei getrennten Ansatzen erfolgte.

5.3 Uberpriifung des Primer-Designs

Im Anschluss wurden Oligonukleotide der entspredeenLange und Sequenz der cDNA-
Fragmente, welche wahrend der Primer-Extension-{eakiebildet und eingesetzt werden

(24 bp, 42 bp langes cDNA-Fragment und 5°-Biotindkreater Primer) verwendet, um die
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unter D5.2 entwickelten spezifischen Sequenziem@rifur den Nachweis der gebildeten
cDNA-Fragmente zu testen.

Um die Bildung von Self-Annealing-Komplexen odeni&ren der zu untersuchenden cDNA-
Fragmente zu untersuchen, wurden 1,0 pL einer lgislen entsprechenden Oligonukleotide
(MLSB 2058 Methylation 24 bp, MLSB 2058 Methylatioh2 bp und MLSB 2058
Methylation RP 18 bp) mit einer Konzentration vod gmol/uL mit 48,0 pL Annealing
Buffer ohne Zusatz einer Lésung des zu untersudrerBequenzier-Primers mit einer
Konzentration von 5 pmol/uL direkt in einer PSQ#Rlaemischt

Weiterhin wurde, um die Bildung von Self-AnnealiKigmplexen oder Dimeren der zu
verwendenden Sequenzier-Primer zu untersuchen pd0Annealing Buffer mit 8,0 puL einer
Lésung des zu untersuchenden Sequenzier-Primergsimeit Konzentration von 5 pmol/pL
ohne Zusatz einer Loésung der entsprechenden Olideotide (MLSB 2058 Methylation 24
bp, MLSB 2058 Methylation 42 bp und MLSB 2058 Md#tn RP 18 bp) direkt in einer
PSQ-Platte gemischt

Fur den spezifischen Nachweis der gebildeten cDKa#gmente mit Hilfe der Sequenzier-
Primer wurden 1,0 pL einer Losung der entsprechen@égonukleotide (MLSB 2058
Methylation 24 bp, MLSB 2058 Methylation 42 bp ukidSB 2058 Methylation RP 18 bp)
mit einer Konzentration von 10 pmol/uL mit 40,0 Aonealing Buffer und 8,0 pL einer
Lésung des zu untersuchenden Sequenzier-Primergsimeit Konzentration von 5 pmol/pL
direkt in einer PSQ-Platte gemischt.

Nach erfolgter Hybridisierung bei 65 °C fur 5 Mierfolgte die Vermessung in der
Pyrosequencing™-Apparatur PSQ96MA nach dem Starliartkoll.

Gleichzeitig wurde die Dispensationsfolge der wabreder Pyrosequencing™-Reaktion
zugesetzten Nukleotide festgelegt, die einen Nashwed Quantifizierung der gebildeten
cDNA-Fragmente ermdglichen soll (Abbildung 75 undbidung 76). Die Tabelle 86 gibt
einen Uberblick tber die verwendeten Dispensatagsh und erlautert die Reihenfolge
dieser und die durch diese verbundenen Nachwetssaak der einzelnen cDNA-Fragmente

in Abhangigkeit zu den verwendeten spezifischeru8egjerprimern.
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Tabelle 86Verwendete Dispensationsfolge zur Detektion derdiylierung an Pos. 2058

Bezeichnung des Assay-

Sequenzier-Primers  Bezeichnung Dispensationsfolge

MLSB 2058 Methylation C [Kontrolle] T [24 bp] G [RP] C [24 bp] G

SP27 ! [Kontrolle] T [RP]C [RP] T [RP]

MLSB 2058 Methylation 9 C [Kontrolle] T [24 bp] A [42 bp] G [RP] T [RP]
SP1 C[24 bp + 42 bp + RP]

MLSB 2058 Methylation 3 A [Kontrolle] T [24 bp] G [RP] C [24 bp + 42
SP2 bp] G [42 bp]C [Kontrolle] T [RP] C [RP]

MLSB 2058 Methylation A C [Kontrolle] G [42 bp] A [42 bp] G [42 bp] A
SP3 [42 bp] C [42 bp]G [42 bp]

Die durch die Dispensationsreihenfolge nachgewiesem cDNA Fragmente sind hinter dem zugeflgten
Nukleotid in eckiger Klammer beschrieben; [24 bp] =Nachweis des 24 bp langen cDNA-Fragmentes, [42
bp] = Nachweis des 42 bp langen cDNA-Fragmentes, IPR= Nachweis des wahrend der Primer-Extension-
Reaktion verwendeten am 5°-Ende Biotin markierten Amers (MLSB 2058 Methylation RP 18 bp BIO),
[Kontrolle] = Kontroll-Nukleotide zur Uberpriifung d er Pyrosequencing™Reaktion.

Einen Uberblick uber die Ergebnisse der Messungem Wntersuchung beziiglich
Ausbildungen von Self-Annealing-Komplexen und Duwele der wahrend der Primer-
Extension-Reaktion gebildeten cDNA-Fragmente undr damtwickelten spezifischen
Sequenzier-Primer sind in der Abbildung 77 bis Adilohg 83 zu sehen. Die Pyrogramme
zeigen die relativen Lichteinheiten gegen die Diga¢ions-Reihenfolge. Die Punkte E and S
geben den Zusatz des Enzym-Mixes und des SubsixasMahrend des Pyrosequencing™-

Laufes an.

Abbildung 77 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation RP 24 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) n 48,0 pL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz: keine.

167



Ergebnisse

Abbildung 78 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation RP 42 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) n 48,0 puL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz: keine.

Abbildung 79 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 pL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation RP 18 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) n 48,0 puL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz: keine.
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Abbildung 80 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 8,0 uL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation SP27 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 400 uL Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung
bei 65 °C; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichrmnl (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: keine.
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Abbildung 81 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 8,0 uL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation SP1 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 400 pL Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung
bei 65 °C; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichrmn? (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: keine.
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Abbildung 82 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 8,0 uL einer Primer-Losung von MLSB 2058

Methylation SP2 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 400 pL Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung
bei 65 °C; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichrmn3 (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: keine.

Abbildung 83 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 8,0 uL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation SP3 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 400 uL Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung
bei 65 °C; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichrmnl (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: keine.

Die Pyrogramme zeigen keine Peaks durch den ZusatANukleotide bei der gewdahlten

Dispensationsreihenfolge. Somit konnte die Bilduran Self-Annealing-Komplexen und

Duplexen durch die wahrend der Primer-ExtensionkRea gebildeten cDNA-Fragmente

und der ausgewdhlten spezifischen Sequenzier-Priamegeschlossen werden und die
Eignung dieser Vorgehensweise gezeigt werden.

Weiterhin wurden nun die entwickelten SequenziémBr MLSB 2058 Methylation SP3 und

Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SP27 aué iRahigkeit getestet, die wahrend
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der Primer-Extension-Reaktion gebildeten cDNA-Fragte spezifisch nachzuweisen. Die

Abbildung 84 bis Abbildung 90 zeigen die Ergebnidee Untersuchungen.
L]
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Abbildung 84 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 pL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation RP 18 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) h 8,0 pL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation RP SP27 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 puL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz:GGTCTT.

s RSRE Noees

Abbildung 85 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 uL einer Primer-Losung von MLSB 2058
Methylation 24 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) in 80 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation RP SP27 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 puL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz: TC.
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Abbildung 86 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation 42 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) in 80 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation RP SP27 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 pL Annealing Buffer nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach #say-Bezeichnung 1 (Tabelle 86);
Ermittelte Sequenz: keine.

Abbildung 87 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: je 1,0 puL einer Primer-Lésung von MLSB 258
Methylation RP 18 bp und von MLSB 2058 Methylation24 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) in 8,0 uL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP SR7 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 pL
Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung bei 65 T; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1
(Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: TGGCTCTT.
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Abbildung 88 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: je 1,0 puL einer Primer-Lésung von MLSB 258
Methylation RP 18 bp, von MLSB 2058 Methylation 24bp und von MLSB 2058 Methylation 42 bp
(Konzentration = 10 pmol/uL) in 8,0 uL einer PrimerL6sung von MLSB 2058 Methylation RP SP27
(Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 pL Annealing Biffer nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C;
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1 (Taleell86); Ermittelte Sequenz: TGGCTCTT.

:.:E:é'_'_'_'_'_'k;_'__'_'_'_'_'_ L_-_-__-_-

Abbildung 89 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: je 1,0 puL einer Primer-Lésung von MLSB 258
Methylation RP 18 bp und von MLSB 2058 Methylation42 bp (Konzentration = 10 pmol/uL) in 8,0 uL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP SR7 (Konzentration = 5 pmol/uL) und 40,0 pL
Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung bei 65 T; Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1
(Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: GGTCTT.
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Abbildung 90 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: 1,0 uL einer Primer-Lésung von MLSB 2058
Methylation 42 bp in 8,0 uL einer Primer-Lésung vonMLSB 2058 Methylation SP3 (Konzentration = 5
pmol/uL) und 40,0 uL Annealing Buffer nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C; Dispensationsfolge nach
Assay-Bezeichnung 4 (Tabelle 86); Ermittelte SequenGGAAAGAACCCG.

Dabei konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe desviekelten Sequenzier-Primers MLSB
2058 Methylation SP27 der Nachweis des 24 bp lamfEiA-Fragment, welches wahrend
der Primer-Extension-Reaktion gebildete wird, sf@zn erfolgen kann. Das zuerst
zugesetzte Nukleotid T wird durch die Anlagerung 8equenzier-Primers bedingt nur in das
Oligonukleotid MLSB 2058 Methylation 24 bp eingebabDas im zweiten Schritt folgende
Nukleotid G wiederum wird nur in das Oligonukleotidl SB 2058 Methylation RP 18 bp
eingebaut. Im dritten Dispensationsschritt erfalgt Einbau des Nukleotids C wieder nur in
das Oligonukleotid MLSB 2058 Methylation 24 bp. Omgende zugesetzten Nukleotide
TCT erganzen das Oligonukleotid MLSB 2058 MethgatiRP 18 bp (Abbildung 87 und
Abbildung 88). Bei dem Vergleich der gemessenerkiftdaen mit den erwarteten Peakhthen
wurde fest gestellt, dass beim dem nach Assay-Blezeng 1 (Tabelle 86) als zweites
zugefugte Nukleotid C, die Hohe des Peaks nur kalboch ausfiel wie erwartet. Gleiches
gilt fur das als letztes zugefugte Nukleotid T. Hiurde eine um ein Drittel geringere Hohe
gemessen.

Der Nachweis des wahrend der Primer-Extension-Reakfebildeten 42 bp langen cDNA-
Fragment unter Verwendung des Sequenzier-PrimerSBV2058 Methylation SP3 ist nicht
maoglich, da die gemessenen Peaks nicht den eremrtiihen entsprechen und somit keine
Aussage Uber eine spezifische Detektion moglich 8b wurde statt der Sequenz
GGAAAGACCCCG die Sequenz GGAAAGAACCCG gemessen (fhimg 90). Weiterhin
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wurde beobachtet, dass die Peakhdhen fur die ®ighed 24 bp cDNA- Fragmentes im
Verhaltnis zu den Peakhdhen fir die Signale debplBangen RP Primers ebenfalls um die

Halfte geringer ausfallen. Dieses wurde bei dendartung der Sequenzen bericksichtigt.

5.4 Messung der wahrend Primer-Extension-Reaktion g ebildeten
cDNA-Fragmente mit der Pyrosequencing™  -Technologie

Fir den Nachweis und Quantifizierung der wahrend @&eimer-Extension-Reaktion
gebildeten cDNA-Fragmente mit Hilfe der Pyrosequegt’'-Technologie musste zunachst
untersucht werden, welche Menge des Primers MLSES 2Wethylation RP BIO 18 bp
wéahrend der Primer-Extension-Reaktion eingesetztieve muss und wie grol3 der Verlust
des Primers durch die Aufreinigung wie unter C2X7[#schrieben ist. Dazu wurden in einer
PCR-Platte je 0,5 puL, 1,0 pL, 2,0 pL und 4,0 uL Bamers MLSB 2058 Methylation RP 18
bp in einer Losung von 37,0 puL Binding-Buffer un@® 31L einer Streptavidin-Sepharose-
Suspension gemischt und fur 10 Min. auf einer \fSeApparatur gemischt. Im Anschluss
erfolgt die Aufreinigung mit dem Vacuum-Prep-Toolewunter C2.7.2.1 beschrieben. Die
aufgereinigten Ansatze wurden nun in der Pyroseqngfv-Apparatur PSQMA96 nach
Hybridisierung fur 5 Min. bei 65 °C mit dem SequenZ®rimer MLSB 2058 Methylation RP
SP27 (8,0 pL einer Primer Losung mit der Konzemravon 5 pmol/pL verdinnt mit 40,0
uL Annealing Buffer) unter Verwendung der Dispermsafolge 1 (Tabelle 86) vermessen.
Die Abbildung 91 bis Abbildung 94 geben ein Ubesklilber die Messungen.

Abbildung 91 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi®,5 pL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP 18bp nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C mit
dem Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SP27 (8 uL einer Primer-Losung mit einer
Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-
Bezeichnung 1 (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: rit auswertbar.
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Abbildung 92 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vori,0 pL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP 18bp nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C mit
dem Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SP27 (8 pL einer Primer-Losung mit einer
Konzentration von 5 pmol/pL verdinnt mit 40,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-
Bezeichnung 1 (Tabelle 86)Ermittelte Sequenz: GGTCTT.

Abbildung 93 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor2,0 pL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP 18bp nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C mit
dem Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SP27 (8 uL einer Primer-Losung mit einer
Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-
Bezeichnung 1 (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: GQJTT.
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Abbildung 94 Ergebnis der Pyrosequencing™-ReaktionAufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 von 4,0 uL
einer Primer-Lésung von MLSB 2058 Methylation RP 18bp nach 5 min Hybridisierung bei 65 °C mit
dem Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SP27 (8 uL einer Primer-Losung mit einer
Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-
Bezeichnung 1 (Tabelle 86); Ermittelte Sequenz: GQJTT.

Dabei konnte gezeigt werden, dass ein fur die Rgsncing™-Reaktion optimales
Pyrogram bei der Verwendung von 4,0 puL des PritvittSB 2058 Methylation RP 18 bp zu
erwarten ist.

Im folgenden Schritt wurden nun aus den zuvor lard Resistenzeigenschaften phénotypisch
und genotypisch charakterisierten klinischen Isn&. aureusvA1546/07 und VA1709/07
wie unter C2.2 beschrieben Gesamt-RNA gewonnerseDiaurde nun mit Hilfe des am 5°-
Ende Biotin markieren Primer MLSB 2058 MethylatiBf® 18 BIO und unter Verwendung
von allen vier 2-Desoxynukleotide (dATP, dCTP, d&Tnd dTTP) durch eine Primer-
Extension-Reaktion in die gewinschten cDNA-Fragmeningeschrieben. Dazu wurden

zunachst die folgenden Ansatze gemischt (Tabellen@i7Tabelle 88).

Tabelle 87Ansatz 1

Bestandteil ML Menge
MLSB 2058 Methylation RP 18 BfO 4,0

RNA - 12ud
dNTP-Mix (je 10mM) 4,0

H>O Ad 48,0

& Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL
® Die Menge wurde nach C2.2.1 bestimmt
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Tabelle 88Ansatz 2

Bestandteil L
5X First-Strand Buffer 16,0
0.1 MDTT 8,0

RNaseOUT™ (40 U/uL) 4,0

Der Ansatz 1 wurde fir 5 Min. bei 65 °C inkubieatyzentrifugiert und auf Eis gestellt.
Anschlie3end wurden Ansatz 1 und 2 gemischt, fiir2 bei 42 °C inkubiert, abzentrifugiert
und auf Eis gestellt. Zuletzt wurden 4,0 pL Supg@e’ Il RT (200 U/uL) hinzugegeben
und durch Pippetieren gemischt. Im Anschluss etéoljne Inkubation des Ansatzes nach
folgendem Programm (Tabelle 89) in einem Thermaaycl

Tabelle 89Temperatur- und Zeit-Einstellung der Primer-ExtengReaktion

Schritt T t
1. RT-Reaktion 45°C 60 min
2. Inaktivierung der Reversen Transkriptase 70°C 15 min

Die weitere Untersuchung der gewonnenen cDNA-Fraugenerfolgt nach einer Aufreinigung
wie unter C2.7.2 beschrieben mit Hilfe der Pyroseqing™-Apparatur. Zur Aufreinigung
wurden abweichend zu dem Pyrosequencing™-Standatdiell 80,0 uL RT Produkt mit
3,0 pL Streptavidin-Sepharose-Suspension und 77 Bipding-Buffer gemischt.

Im Anschluss erfolgte eine Hybridisierung mit dereqg8enzierprimer MLSB 2058
Methylation SP27, MLSB 2058 Methylation SP1 und NBLE058 Methylation SP2.

Dazu wurden zwei Mdglichkeiten der Hybridisierungdudes Nachweises untersucht. Fur den
Nachweis und die Quantifizierung in zwei getrennt&nsatzen wurden je 8,0 uL der
entsprechenden Primer-Losung mit einer Konzentrtatton 5 pmol/pL mit 40,0 pL
Annealing Buffer verdiinnt und durch Erhitzen bei €5 fir 5 Min. mit den gewonnenen
cDNA-Fragmenten hybridisiert. Um die gewonnenen éPiRtagmente gleichzeitig in einem
Ansatz nachzuweisen und zu quantifizieren wurd&np&, der Primer-Losung MLSB 2058
Methylation SP27 und 8,0 puL der Primer-Losung ML8E8 Methylation SP1 mit 32,0 puL
Annealing Buffer verdinnt und durch Erhitzen bei 866 fur 5 Min. hybridisiert.
Entsprechend wurden 8,0 puL der Primer-Losung ML®B8Methylation SP27 und 8,0 pL
der Primer-L6ésung MLSB 2058 Methylation SP2 mit®BgL Annealing Buffer verdinnt und
durch Erhitzen bei 65 °C fur 5 Min. hybridisiert.

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die aufgergiah cDNA-Fragmente in der

Pyrosequencing™-Apparatur PSQMA96 unter der Verwegd der entsprechenden
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Dispensationsfolge fir die verwendeten Sequenziend? (Tabelle 86) vermessen. Die
Abbildungen 95 bis 106 zeigen die Ergebnisse dessuMiegen.
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Abbildung 95 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi80,0 pL
Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Tabe# 89 von S. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimeftMLSB 2058 Methylation SP1 (8,0 pL einer Primer-
Loésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdimt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (Taleell 86); Ermittelte Sequenz: keine.
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Abbildung 96 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi80,0 pL
Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Tabe# 89 von S. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimerMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-L6ésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (Talell 86); Ermittelte Sequenz: GGTC.
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Abbildung 97 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi80,0 pL
Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Tabe# 89 von S. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimefmMLSB 2058 Methylation SP1 (8,0 uL einer Primer-
Loésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdimt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (TakeliB6); Ermittelte Sequenz: nicht auswertbar.
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Abbildung 98 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi80,0 pL
Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Tabe# 89 von S. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimerMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-Lésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (Takell 86); Ermittelte Sequenz: GGTC.
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Abbildung 99 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 voi80,0 pL
Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Tabe# 89 von S. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit den Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 und Sequenzier-
Primern MLSB 2058 Methylation SP1 (je 8,0 pL einerPrimer-Lésung mit einer Konzentration von 5
pmol/uL verdinnt mit 32,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (Tabelle
86); Ermittelte Sequenz: TGGTC.
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Abbildung 100 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit den Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 und Sequenzier-
Primern MLSB 2058 Methylation SP1 (je 8,0 pL einerPrimer-Lésung mit einer Konzentration von 5
pmol/uL verdinnt mit 32,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 2 (Tabelle
86); Ermittelte Sequenz: GGTC.
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Abbildung 101 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
puL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimefmMLSB 2058 Methylation SP2 (8,0 uL einer Primer-
Loésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdimt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Taleell 86); Ermittelte Sequenz: keine.
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Abbildung 102 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
puL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimerMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-L6ésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Taleell 86); Ermittelte Sequenz: TGGCTC.
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Abbildung 103 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
puL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimefmMLSB 2058 Methylation SP2 (8,0 uL einer Primer-
Loésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdimt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Taleell 86); Ermittelte Sequenz: TCT.
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Abbildung 104 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimerMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-Lésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Talell 86); Ermittelte Sequenz: TGGCTC
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Abbildung 105 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
puL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit den Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 und Sequenzier-
Primern MLSB 2058 Methylation SP2 (je 8,0 pL einerPrimer-Lésung mit einer Konzentration von 5
pmol/uL verdinnt mit 32,0 uL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Tabelle
86); Ermittelte Sequenz: TGGCTC.
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Abbildung 106 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit den Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 und Sequenzier-
Primern MLSB 2058 Methylation SP2 (je 8,0 pL einerPrimer-Lésung mit einer Konzentration von 5
pmol/pL verdinnt mit 32,0 pL Annealing Buffer); Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 3 (Tabelle
86); Ermittelte Sequenz: TGGCTC.

Die durchgefihrten Messungen mit den Sequenziend?n MLSB 2058 Methylation SP1
und MLSB 2058 Methylation SP2 zeigen, dass eineetdoheidung zwischen rRNA mit

dimethyliertem Adenin an Position 2058 unter Verdwmy von allen vier 2'-
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Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) niambglich ist, da die gezeigten
Pyrogrammen unspezifische Peaks aufweisen.

Deshalb wurde ein anderer Ansatz durch Hybridisigrmit dem Sequenzier-Primer MLSB
2058 Methylation SP27 gewahlt, der einen Nachwels wahrend der Primer-Extension-
Reaktion gebildeten 24 bp langen cDNA-Fragmentubtla Dabei erfolgte die Primer-
Extension-Reaktion wie in Tabelle 87 bis Tabelleb@dchrieben, jedoch unter Verwendung
der 2°-Desoxynukleotide (dCTP, dGTP und dTTP) sodes 27,3 -Didesoxynukleotids
ddATP, so dass bei Vorhandensein eines mono- bohtnmethyliertem Adenin an Position
2058 ein 42 bp langen cDNA-Fragment entsteht. Eslevauf den Einsatz des Sequenzier-
Primers Sequenzier-Primer MLSB 2058 Methylation SR3zichtet, da gezeigt werden
konnte, dass bei dessen Hybridisierung mit dem pg2lamgen cDNA-Fragment keine
spezifischen Peaks in dem Pyrogram zu erkennen(8inlildung 90). Somit erfolgt nur ein
Nachweis des 24 bp langen cDNA-Fragment. Dies elioliigeinen Nachweis der
Dimethylierung des Adenins an Position 2058, jedoidht in Relation zum unmethylierten
Anteil. Die Abbildungen 107 bis 110 zeigen die Hngisse der Messungen fur die Stamme
VA1546/07, VA1670/07, VA1709/07 sowie VA2361/07.eBe wurden jeweils dreimal
durchgeflhrt.
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Abbildung 107 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1546/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 pL einer
Primer-L6ésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);

Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1 (Tal®ll86); Ermittelte Sequenz: TGGCCTCTT.
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Abbildung 108 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1670/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-Lésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1 (Talell86). Ermittelte Sequenz: TGGCCTCTT.
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Abbildung 109 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
puL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA1709/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 pL einer
Primer-L6ésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);

Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1 (Taleell 86). Ermittelte Sequenz: GGTCTT.
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Abbildung 110 Ergebnis der Pyrosequencing™Reaktion: Aufgereinigter Ansatz nach C2.7.2.1 vor80,0
pL Primer-Extension-Produkt nach Tabelle 87 bis Talelle 89 vonS. aureus VA2361/07 nach 5 min
Hybridisierung bei 65 °C mit dem Sequenzier-PrimernMLSB 2058 Methylation SP27 (8,0 uL einer
Primer-Lésung mit einer Konzentration von 5 pmol/uL verdinnt mit 40,0 pL Annealing Buffer);
Dispensationsfolge nach Assay-Bezeichnung 1 (Talell86). Ermittelte Sequenz: TGGCCTCTT

Das Nukleotid T, welches zuerst zugesetzt wird, nkasturch die Anlagerung des
Sequenzierprimers MLSB 2058 Methylation SP27 badmg in das 24 bp lange cDNA-
Fragment eingebaut werden. Das im darauf folger@mitt folgende Nukleotid G wird nur
in den freien unverbrauchten Primer MLSB 2058 Mkttign RP BIO der Primer-Extension-
Reaktion eingebaut. Wéahrend des dritten Dispenssgahritts erfolgt der Einbau wieder
ausschlie3lich in das 24 bp cDNA-Fragment. Die imséhluss folgende Nukleotide TCT C
erganzen den freien unverbrauchten Primer.

Das Vorhandensein eines Peaks, der durch den EmmNukleotids T und C (erster und
dritter Dispensationsschritt) ausgeldst wurde, zelgss bei diesen Stammen eine dach
Gene vermittelten Erythromycin Resistenz vorlielig, durch eine Dimethylierung an dieser
Position verursacht wird. Bei Stammen die keinetl#fgmycin oder keine durcermGene
vermittelte Resistent besitzen wird kein Peak aldste

Die gemessene Peak-Hohen, welche durch die Pyreseiqg™-Software errechnet wurden
sind in der Tabelle 90 gezeigt.
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Tabelle 90Ergebnisse der Messungen
ID T G C T C T
24bp RP 24bp RP RP RP
VA1546/07 (1) 1,71 5,34 2,21 3,48 3,63 7,17
VA1546/07 (2) 1,22 3,35 1,45 2,02 1,81 4,01
VA1546/07 (3) 1,48 3,69 1,85 2,22 1,99 4,41
VA1670/07 (1) 1,15 3,75 1,27 2,46 2,47 5,03
VA1670/07 (2) 1,50 5,45 1,76 3,30 2,59 6,72
VA1670/07 (3) 1,24 491 1,42 2,97 2,33 6,05
VA1709/07 (1) 0,41 7,14 0,18 3,61 3,14 7,84
VA1709/07 (2) 0,57 8,01 0,49 4,01 3,67 9,36
VA1709/07 (3) 0,62 8,98 0,39 4,89 4,31 10,76
VA2361/07 (1) 1,20 3,95 1,70 2,59 2,60 5,29
VA2361/07 (2) 1,24 4,85 2,73 2,91 2,69 6,08
VA2361/07 (3) 1,49 558 2,49 3,35 3,09 6,99

6 Untersuchungen Zu Alternativen eines
Pyrosequencing™ -basierten Detektions-Verfahrens fir
durch erm-codierte rRNA-Methyltransferasen
katalysierte Dimethylierung von rRNA in Klinischen

Isolaten von S. aureus

6.1 Nachweis durch Auftrennung in einem denaturiere  nden
Polyacrylamid-Gel

Eine mogliche Alternative fir den Nachweis und Qifererung dimethylierter rRNA und
somit dem Nachweis der durclermcodierte rRNA-Methyltransferasen bedingten
Erythromycin-Resistenz i5. aureusist der Nachweis der wahrend der Primer-Extension-
Reaktion gebildeten cDNA-Fragmente nach Auftrennuig einem denaturienden
Polyacrylamid-Gel. Diese Methode war zuvor schon 8ggmund et. al (125) und von Vester
und Douthwaite (126) beschrieben worden, jedocleruder Verwendung von radioaktiv
markierter Primer und autoradiographischer Detekiiler wahrend der Primer-Extension
gebildeten cDNA-Fragmente. Eine mdgliche Alternatizur Verwendung radioaktiv
markierter Primer ist die Verwendung von am 5°-Endé einem Fluoreszenzmarker
versehenen Primern und dem Nachweis der wahrend Pdiener-Extension-Reaktion

gebildeten cDNA-Fragmente durch Fluoreszenzdetektio
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Dazu wurde aus den zuvor phanotypisch und genatypesif ihre Resistenzeigenschaften
charakterisierten klinischen Isolat& aureusVA1546/07 und VA1709/07 wie unter C2.2
beschrieben Gesamt-RNA gewonnen. Unter Verwendueg B8rimers MLSB 2058
Methylation RP 18 bp 6-FAM, welcher am 5°-Ende @HEAM-phosphoramidit (6-FAM)
markiert ist, wurde die Primer-Extension-Reaktiomtewm Verwendung von der 2'-
Desoxynukleotide (dCTP, dGTP und dTTP) und des -Di8esoxynukleotids ddATP
durchgefuhrt und die Gesamt-RNA in die gewinschdBiNA-Fragmente umgeschrieben.

Hierzu wurden zunéchst die folgenden Ansatze gdrhi{dabelle 91 und Tabelle 92).

Tabelle 91Ansatz 1

Bestandteil ML Menge
MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM 1,0

RNA - 3ud
dNTP-Mix (je 10mM dCTP,cGTP,dTTP,ddATP) 1,0

H,0 Ad 12,0

& Konzentration der Primer-Losung: 10 pmol/uL
® Die Menge wurde nach C2.2.1bestimmt

Tabelle 92Ansatz 2

Bestandteil puL
5X First-Strand Buffer 4,0
0.1 MDTT 2,0

RNaseOUT™ (40 U/uL)1,0

Der Ansatz 1 wurde fir 5 Min. bei 65 °C inkubieahzentrifugiert und auf Eis gestellt.
Anschlie3end wurden Ansatz 1 und 2 gemischt, filir2 bei 42 °C inkubiert, abzentrifugiert
und auf Eis gestellt. Zuletzt wurden 1,0 puL Supa@de I RT (200 U/uL) hinzu gegeben
und durch Pippetieren gemischt. Im Anschluss erdolgne Inkubation des Ansatzes nach

folgendem Programm (Tabelle 93) in einem Thermaaycl

Tabelle 93Temperatur- und Zeit-Einstellung der Primer-ExtengReaktion

Schritt T t
1. RT-Reaktion 45°C 60 min
2. Inaktivierung der Reversen Transkriptase 70°C 15 min

AnschlieRend wurden die Ansatze mit 1T Ladepuffemigcht und in wie unter C2.5.2
beschrieben in einem Polyacrylamid-Gel mit eineryfamid-Konzentration von 15 % bei
einer Spannung von 40 V fur 5 h aufgetrennt. Zlis&tzvurden als Kontrollen 1,0 pL einer
Lésung des Primers MLSB 2058 Methylation RP 18 HpAB/ mit einer Konzentration von
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10 pmol/pL verdinnt in 20,0 pL TE-Puffer und 3 pgs@mt-RNA vors. aureus/A1546/07
verdunnt in 20,0 pL TE-Puffer aufgetrennt. Die Ix&ten und Dokumentation der gebildeten
Banden erfolgte unter einer Videoanlage nach Amgguaurch UV-Licht. Die zeigt

Abbildung 111 die Ergebnisse der Untersuchung.

Abbildung 111 Ergebnis der Primer-Extension-Reaktim unter

Verwendung des Primers MLSB 2058 Methylation RP 1&p 6-FAM;

Detektion unter UV-Licht der Ansatze in einem denatrierenden

Polyacrylamid-Gel (15 %) nach Auftrennung bei 40 Vfilr 5 h.

1:S. aureus VA1546/07, 2S. aureus VA1709/07, 3:1,0 pL MLSB 2058
Methylation RP 18 bp 6-FAM verdinnt in 20,0 uL TE-Ruffer, 4:3 pg
Gesamt-RNA von Saureus 1546/07 verdunnt in 20,0 pL TE-Puffer.

Nach Auftrennung der Ansatze der Primer-Extensieak®on konnte nur eine Bande
nachgewiesen werden, die dem Primer MLSB 2058 Matilopm RP 18 bp 6-FAM zugeordnet
werden konnte, jedoch keine weiteren Banden.

Somit wurde weiterhin die Menge an fur die Primatdbasion-Reaktion verwendeter
Gesamt-RNA auf 12 pg erhoht. Aus den phanotypisah genotypisch auf ihre Resistenz-
Eigenschaften charakterisierten klinischen IsolgderaureusVA1546/07 und VA1709/07,
wurde wie unter C2.2 beschrieben, Gesamt-RNA geewnbie Primer-Extension-Reaktion
wurde unter Verwendung des Primers MLSB 2058 Maetinyh RP 18 bp 6-FAM mit Hilfe
der 2"-Desoxynukleotide (dCTP, dGTP und dTTP) uesl &,3"-Didesoxynukleotids ddATP
durchgefihrt und somit die Gesamt-RNA in die gewtiten cDNA-Fragmente
umgeschrieben. Folgenden Ansatze wurden dazu geinfisabelle 94 und Tabelle 95).
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Tabelle 94Ansatz 1

Bestandteil ML Menge
MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM 4,0

RNA - 12ud
dNTP-Mix (je 10mM dCTP,cGTP,dTTP,ddATP) 4,0

H.O Ad 48,0

& Konzentration der Primer-Lésung: 10 pmol/uL
® Die Menge wurde nach C2.2.1bestimmt

Tabelle 95Ansatz 2

Bestandteil puL
5X First-Strand Buffer 16,0
0.1MDTT 8,0

RNaseOUT™ (40 U/uL) 4,0

Der Ansatz 1 wurde fir 5 Min. bei 65 °C inkubieahzentrifugiert und auf Eis gestellt.
Anschlie3end wurden Ansatz 1 und 2 gemischt, filir2 bei 42 °C inkubiert, abzentrifugiert
und auf Eis gestellt. Zuletzt wurden 4,0 pL Supe@®’ Il RT (200 U/uL) hinzugegeben
und durch Pippetieren gemischt. Im Anschluss erdolgne Inkubation des Ansatzes nach

folgendem Programm (Tabelle 96) in einem Thermaaycl

Tabelle 96 Temperatur- und Zeit-Einstellung der Primer-ExtengReaktion

Schritt T t
1. RT-Reaktion 45°C 60 min
2. Inaktivierung der Reversen Transkriptase 70°C 15 min

Anschliel3end wurden die Ansatze wie unter C2.6fgearinigt und in 20,0 uL TE-Puffer
aufgenommen und im Anschluss mit 1T Ladepuffer gehti und in wie unter C2.5.2
beschrieben in einem Polyacrylamid-Gel mit eineryfamid-Konzentration von 15 % bei
einer Spannung von 40 V flur 5 h aufgetrennt. Zlisfitazvurden als Kontrollen 4,0 pL einer
Lésung des Primers MLSB 2058 Methylation RP 18 HpAB/ mit einer Konzentration von
10 pmol/uL verdinnt in 80,0 pL TE-Puffer und 12 @gesamt-RNA vonS. aureus
VA1546/07 verdunnt in 80,0 uL TE-Puffer ebenfallewnter C2.6.2 aufgereinigt, in 20,0
uL TE-Puffer aufgenommen und dieses Ansatze awafigetr Die Detektion und
Dokumentation der gebildeten Banden erfolgte uamiteer Videoanlage nach Anregung durch
UV-Licht. Die Abbildung 112 zeigt das Ergebnis dértersuchung.
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Abbildung 112 Ergebnis der Primer-Extension-Reaktim  unter

Verwendung des Primers MLSB 2058 Methylation RP 1&p 6-FAM;

Detektion unter UV-Licht der Ansatze nach Aufreinigung (C2.6.2 ) und

Aufnahme in 20,0 uL TE-Puffer in einem denaturienda Polyacrylamid-

Gel (15 %) nach Auftrennung bei 40 V fiir 5 h.

1:S. aureus VA1546/07, 2S. aureus VA1709/07, 3:4,0 pL MLSB 2058

Methylation RP 18 bp 6-FAM verdinnt in 80,0 pL TE-Ruffer, 4:12 ug

Gesamt-RNA von Saureus VA1546/07 verdinnt in 80,0 pL TE-Puffer.
Auch nach Erh6hung der Menge an Gesamt-RNA konath Auftrennung der Ansatze der
Primer-Extension-Reaktion nur eine Bande nachgeniegerden, welche dem Primer MLSB
2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM zugeordnet werdenrite. Es wurden keine weiteren

Banden nachgewiesen.

6.2 Nachweis durch Auftrennung mit Hilfe der Kapill ar-

Elektrophorese

Eine im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Mdoglichldgr Detektion der wahrend der
Primer-Extension-Reaktion gebildeten cDNA-Fragmeheruht auf der Auftrennung der
gebildeten cDNA-Fragmente durch Kapillar-Elektrops®. Dazu erfolgt wie unter D6.1 die
Primer-Extension-Reaktion unter Verwendung eines Hrknde mit 6-FAM markierten
Primers. Die Auftrennung der gebildeten cDNA erfaig POP-6™-Polymer durch Kapillar-
Elektrophorese im ABI Prism310 DNA-Sequenzierer Iriife der GeneScan Software.
Zunéchst wurde, um zu Uberprifen, ob eine Auftregnmittels Kapillar-Elektrophorese
maoglich ist, der wahrend der Primer-Extension-Rieakiverwendete Primer MLSB 2058
Methylation RP 18 bp 6-FAM mit der Lange 18 bp wid ebenfalls am 5°-Ende mit 6-FAM
markierter Primer parE-829R-6-FAM der Lange 22 Dpsg¢ertation Tom Griiger), im ABI
Prism310 DNA-Sequenzierer aufgetrennt.
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Dazu wurden je 0,5 pL einer Losung der jeweiligermBr mit einer Konzentration von 10
pmol/pL sowie eine Mischung von jeweils 0,5 pl wwvie 1,0 uL der beiden Losungen in
20,0 pL HiDi Formamide verdinnt und durch KapillEektrophorese aufgetrennt. Die
Auswertung erfolgt durch die GeneScan Software. Bbildung 113 bis Abbildung 116

zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen.

[~ é File Edit FProject Sample Settings Uiew Windows Help 16:35 Uhr ° EI31I] GeneScan® 3.1.2 1
0B pfA549=———__HH
E]‘CT‘D 00 1500 2400 2 S200 24000 24800 2 S600 6400 2 F200 2 9000 2 S800 20 9500 0 10400 11200 12000 12800 13600
S100_
7200 _
5300 _
S400_
4500 _
F500_
=700 _
1300_
Q00 _
a_
CINHEdRIER v D
Diye /Sarnp e Minutes Size Feak Height Peak Area Cata Foint =
Pesk
1 15.83 127 23552 4315
2 21.8< 35060 400351 5955
3 21.89 1945 11455 5969 -
p 2183 iardc) TZéed S350 |3 =1
B I A B | EIDIZ

Abbildung 113 Ergebnis der Auftrennung durch Kapillar-Elektrophorese nach Auswertung die
GeneScan Software; 0,5 pL einer Losung mit der Korentration 10 pmol/pL des Primers MLSB 2058
Methylation RP 18 bp 6-FAM nach Aufnahme in 20,0 pLHiDi Formamide
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Abbildung 114 Ergebnis der Auftrennung durch Kapillar-Elektrophorese nach Auswertung die GeneScan
Software; 0,5 pL einer Losung mit der Konzentration10 pmol/uL des Primers parE-829R-6-FAM nach
Aufnahme in 20,0 pL HiDi Formamide
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Abbildung 115 Ergebnis der Auftrennung durch Kapillar-Elektrophorese nach Auswertung die GeneScan
Software; je 0,5 uL einer Losung mit der Konzentraton 10 pmol/uL der Primer parE-829R-6-FAM und
MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM nach Aufnahmen 20,0 uL HiDi Formamide
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Abbildung 116 Ergebnis der Auftrennung durch Kapillar-Elektrophorese nach Auswertung die GeneScan
Software; je 1,0 pL einer Lésung mit der Konzentraton 10 pmol/yL der Primer parE-829R-6-FAM und
MLSB 2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM gemischt nactAufnahme in 20,0 pL HiDi Formamide

Die Auswertung der Ergebnisse zeigt, dass einekibetedurch Auftrennung der 18 bp und
22 bp langen Primer parE-829R-6-FAM und MLSB 2058thlation RP 18 bp 6-FAM
mittels Kapillar-Elektrophorese nicht moglich idh den verwendeten Konzentrationen
Uberlagern sich die eingesetzten Primer derars dase Unterscheidung nicht mdglich ist
(Abbildung 117).
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Abbildung 117 Uberlagerung der Ergebnisse der Auftennung durch Kapillar-Elektrophorese nach
Auswertung die GeneScan Software;

(@) 1,0 pL einer Lésung mit der Konzentration 10 prol/uL der Primer parE-829R-6-FAM und MLSB

2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM gemischt nach Aufnlame in 20,0 pL HiDi Formamide (Abbildung 115
und Abbildung 116 )

(b) 0,5 pL einer Lésung mit der Konzentration 10 prol/uL des Primers parE-829R-6-FAM und MLSB
2058 Methylation RP 18 bp 6-FAM nach Aufnahme in 2@ pL HiDi Formamide (Abbildung 114 und
Abbildung 115)
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7 Empfindlichkeit von MRSA |Isolate mit Linezolid-

Resistenz

7.1 Isolierung von MRSA Isolaten mit Linezolid-Resi  stenz

Wahrend dieser Arbeit wurden im UKE insgesamt sédRSA-Stdmme von einem Patienten
isoliert, von denen funf neben ihrer Resistenz géber Oxacillin auch eine Resistenz
gegenuber Linezolid (MHK-Wegt 8mg/ L) zeigten, wobei in Deutschland ein derartigall

noch nicht beschrieben worden war. Die Tabelle i97 ginen Uberblick tUber die ermittelten

MHK-Werte sowie den Zeitpunkt der Isolierung defirSie.

Tabelle 97MHK-Werte fur S. aureudsolate mit phanotypischer Linezolid-Resistenz

MHK[mg/L] et
Datumder 1ot (nterme D) 2K 1zD ERY cCLI
Isolation Nr.
27.12.2004 UnaaereeS  BJ0291 1 2256 >256  ermA, ermC
18.04.2005 e BJ0S47 32 >256 >256  ermA, ermC
31.05.2005 T‘C\’(‘Z%‘g&%z BJO541 32 0,25 0,25 ermA
06.06.2005 Vi'lj%‘;‘;g&; BJ0543 32 0,25 0,25 ermA
08.06.2005 e BJ0S44 32 025 025 ermA
25.07.2005 viiglzj;%l& BJ0548 32 0,25 0,25 ermA

LZD = Linezolid, ERY = Erythromycin, CLI = Clindamy cin,  Die Resistenz-Determinante wurde nach
C2.3.1.4 bestimmt.

Zur genaueren Untersuchung der molekularen Urskichdie Linezolid-Resistenz bei diesen
MRSA Isolaten wurde ein im Rahmen dieser Arbeitnerkelter Pyrosequencing™-Assay
angewandt, welcher dazu dient, den fir die Resisgggeniber Linezolid am héaufigsten
verantwortlichen SNP an Position 2576 zu detektieBabei handelt es sich um eine-&I
Austausch, der zu einer Resistenz bzw. vermindegtapfindlichkeit gegentber Linezolid
fuhrt.

Das Vorhandensein verschiedener Copy-Gene fir das dér 23S rRNA beb. aureus
unterschiedlicher Anzahl ermdglichte es, den Astau zu verwenden, die Anzahl der Gene

zu ermitteln, welche den fur die Resistenz verantighen SNP tragen. Dazu erfolgte eine
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Auswertung der gewonnenen Pyrogramme mit Hilfe dlexch das Gerat gegebenen Allel-
Quantifizierungs-Software.

Zunachst erfolgte wie unter C2.7.2.1 beschriebenAdinplifizierung eines 70bp-Fragmentes
der zu untersuchenden Region des Gens fur dieRR8 unter Verwendung eines spezifisch
bindenden Primer-Paares. Dieses PCR-Produkt wurdénschluss in einem 2,0 %igen
Agarosegel aufgetrennt und die erwarteten Bandedrr udV-Licht mit Ethidiumbromid
detektiert (Abbildung 118).

1500bp
850bp

400bp
200bp

50bp

Abbildung 118 Auftrennung der amplifizierten Abschnitte (70 bp) fur die
Detektion des G2576T SNP mittels Pyrosequencing einem 2,0 %igen
Agarosegel und Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.
1:GréRenstandard Fast-Ruler™ DNA-Ladder, Low-Range
(Fa.Fermentas), 2:PCR-Negativ-Kontrolle, 3S. aureus ATCC® 29213,
4:S. aureus VA39140/04, 5S. aureus VA10260/05, 6S. aureus TY2300/05,
7:S. aureus VA14775/05, 8S. aureus TY2403/05, 9S. aureus VA19213/05

Nach der Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegdblgte eine Aufreinigung dieser
wie unter C2.7.2.1 beschrieben. Die Analyse degirente im Pyrosequencer erfolgte nach
dem Standard-Protokoll der Firma Biotage unter \&wung von 20 uL PCR-Produkt nach
den in C2.7.2.1 fuB. aureusdeschriebenen Pyrosequencing™-Assay. Dabei wiuirdedes
Isolat die Bestimmung dreifach durchgefuhrt, wolee PCR-Produkte jeweils separat
amplifiziert wurden.

Die Abbildung 119 bis Abbildung 120 zeigen jeweRyrogramme beispielhaft fiur die
Detektion und Allel-Quantifizierung des G2576T SN& die untersuchten Linezolid-
empfindlichen und resistentéh aureusStamme. In den Pyrogrammen werden die relativen
Lichteinheiten gegen die Dispensations-Reihenfelgfgetragen. Durch die Punkte E and S
werden der Zusatz des Enzym-Mixes und des Subdixes wahrend des
Pyrosequencing™-Laufes angezeigt. Der zu untersuiehe€52576T SNP ist durch eine

schattierte Region (gelb) gekennzeichnet.
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5
Abbildung 119 S. aureus Isolat VA39140/04 mit der Wild-Typ Sequenz (G2576in allen Copy-Genen.

G:43,3%
T:56,7%

128:
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1187
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Abbildung 120 S. aureus Isolat VA10260/05 mit der Wild-Typ (G2576) und Muttions-Sequenz
(T2576) in den Copy-Genen.

Die Auswertung der Allel-Quantifizierung erfolgtatrililfe der Software des Pyrosequencer
durch Vergleich der Lichtsignale untereinander,lttan Einbau des Nukleotids fur die Wild-
Typ und fur die Mutations-Sequenz entstehen.

Fur diese Isolate konnte der G2576T SNP durch geosBquencing™-Assay nachgewiesen
werden. Dabei ergab die Allel-Quantifizierung falge Verteilung des T2576 SNP in den
Isolaten (Tabelle 98).
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Tabelle 98S. aureudsolate mit phénotypischer Linezolid-Resistenz

G2576T SNP 0 Anzahl der Gene mit
Isolate (Inteme ID) /o teijung? Sl [%0] 72576 SNP’

S. aureus G 100,0% T 0,0 % 0,0 0
VA39140/04

S. aureus G 46,3 % T 53,7 % 1,7 2-3
VA10260/05

S. aureugY2300/05 G 46,3% T 53,7 % 2,0 2-3
S. aureus G 45,9 % T 54,1 % 3,1 2-3
VA14775/05

S. aureugY2403/05 G 46,9% T 53,1% 2,9 2-3
S. aureus G 49,1 % T 50,9 % 5,3 2-3
VA19213/05

3Ergebnis einer Dreifach-Bestimmung mit separat ampfizierten PCR-Produkten, ® Basierend auf der
Existenz von finf Copy-Genen der 23S rRNA fliS. aureus.

Eine zusatzliche Untersuchung der GenabschnitteliiDoméne V (Positionen 1873-2618
und 2294-2777) der 23S rRNA durch Cycle-Sequencingigt keine weiteren

Punktmutationen, bestatigte jedoch das Ergebnis/dersuchung mittels Pyrosequencing™.

Gleichzeitig erfolgte wie unter C2.3.1.4 beschrrel®n Nachweis der fir die Makrolid-
Resistenz verantwortlichen Gene, welche fir die ré&gon von spezifischen

Methyltransferasen codierear(nAundermQ.

Interessanterweise konnte fir die beiden zuerBersen S. aureusStamme VA39140/04 und
VA10260/05 parallel die beiden Gene fur die rRNAtMdtransferaseermA und ermC bei
gleichzeitiger phanotypischer Resistenz gegenubeythiomycin und Clindamycin
nachgewiesen werden. Aul3erdem zeigte das Folgat¥#39140/04 gegeniber Linezolid
phanotypisch und genotypisch keine, jedoch gegen@vgthromycin und Clindamycin
Resistenz, wahrend das Isolat VA10260/05 neben Weempfindlichkeit gegenlber
Erythromycin und Clindamycin zusatzlich eine Linkddresistenz aufzeigte.

Die Folge-Isolate hingegen erbrachten trotz phmsther Sensibilitait gegentber
Erythromycin und Clindamycin einen genotypischerciNeeis desermAGens, jedoch nicht
desermGGens (Tabelle 98).

Zur genaueren Untersuchung dieses Phanomens wdidemnlie Isolate VA39140/04,
VA10260/05 und VA19213/05 die Generationszeit wiedieter C1.7 beschrieben bestimmt
(Tabelle 99).

199



Ergebnisse

Tabelle 99Generationszeit fur ausgewah8eaureudsolate

Isolate (Interne ID) Generationszei [min]
S. aureus/A39140/04 22
S. aureus/A10260/05 25
S. aureus/A19213/05 22

Diese Untersuchung zeigt nur einen geringfligigenetdchied zwischen den Isolaten
VA39140/04, VA19213/05 (je 22 Min.) und VA 10260/(Z5 Min.).

Weiterhin wurden die Isolaten wie unter C1.4 bestian darauf untersucht, ob dem
codierten rRNA-Methyltransferasen konstitutiv odeduzierbar expremiert werden. Dabei
ergab sich fur die Isolaten VA39140/04 und VA10®2&)/ein konstitutiver Phanotyp,
wahrend bei dem Isolat VA19213/05 weder ein indimaeer noch konstitutiver Phéanotyp
ermittelt werden konnten.

Zur genaueren Charakterisierung der Resistenzgefugte wie unter C2.7.1.3 eine
beschrieben Sequenzierung der RegulatorregiormesGens im Transposon 564 von S.
aureus

Dafir wurde zunéchst mit Hilfe von spezifischemi&rn amplifizierte 571 bp PCR-Produkt
in einem 1,0 %igen Gel aufgetrennt und die DNA utd®/-Licht durch Interkalation mit
Ethidiumbromid detektiert (Abbildung 121).
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1500bp
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Abbildung 121 Auftrennung der amplifizierten Abschnitte (571 bp) fir
das Cycle-Sequencing der Regulator-Region degrmA-Gens im
Transposon Trb54 in S. aureus in einem 1,0 %igen Agarosegel und
Detektion unter UV-Licht mit Ethidiumbromid.

1:S. aureus VA10260/05, 2S. aureus VA19213/05, 3S. aureus
VA39140/04, 4S. aureus ATCC®29213, 5:PCR-Negativ-Kontrolle,
6:GrolRenstandard Smart-Ladder (200-10.000 bp)

Die PCR-Produkte wurden wie unter C2.6.1. besckrigufgereinigt, fir die Sequenzierung
mit Ethanol ausgefallt (C2.6.2) und im Anschlusgusnziert.

Dabei konnte in der Regulatorregion dasnAGens in TB54 von S. aureusin allen drei
Isolaten keine strukturelle Veranderung gezeigtdeey jedoch fanden sich Verdnderungen
aul3erhalb der Regulatorregion in unmittelbarer NdéreShine-Dalgarno-Region des ersten
Leader-Peptids fur alle Isolate (Tabelle 100).

Tabelle 100Strukturelle Veranderungen in 384 in ausgewahlte. aureudsolaten

Veréanderung Position (in Bezug auf Shine-Dalgaregibn)
1bp A (T)) -65 bp

G—T SNP -66 bp

1bp A (C)) -73 bp

1bp A (C|) -103 bp

Die Isolierung eines Linezolid-resistenten Isolatesh zwei Monaten trotz Unterbrechung
der Therapie mit diesem Antibiotikum ist unter aethe neben dem Verlust der Makrolid-
Resistenz auch von besonderem Interesse. Weitesthiter sehr stabile Resistenz-Phanotyp

auch zwei Monate nach Ende der Therapie mit Linézan grol3em Interesse.
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E  Diskussion

1 Empfindlichkeit Gram-positiver Isolate aus dem Ro  utine-
Labor

1.1 S. aureus Isolate

Ziel der fUr dieS. aureudsolate durchgefiihrten Empfindlichkeits-Untersualpwar es, tber
einen Zeitraum von drei Jahren die lokale Resisdgezgegenuber bewahrten Antibiotika
und neueren oder noch nicht zugelassenen Antibioitn UKE zu erfassen. So sollte
innerhalb des gewdahlten Zeitraumes von drei Jadires punktuelle Aufnahme der Resistenz
erfolgen, so dass eine Entwicklung der Resistaematsiin nach weiteren drei Jahren bei
Fortfihrung der Untersuchung mdglich ist. Fur diatédsuchung war es nicht maoglich,
epidemiologische Besonderheiten wie z. B. Ausbriwdrelnfektionen zu beriicksichtigen, da
eine Untersuchung der gesammelten Isolaten autlddvierwandtschaft nicht vorgenommen
wurde. Jedoch wurde bei der Auswahl der Isolate emrisolat pro Patient und Infektion
bertcksichtigt. Folge-Isolate wurden erfasst untersucht, fanden aber keinen Eingang in
die Resistenz-Statistik.

Interessant fur die Auswertung der durchgefuhrtemtet$uchungen ist der Anteil an
identifizierten MRSA Isolaten, da MRSA als der Hegrpnd fir nosokomiale Infektionen
unter klinisch relevanten pathogenen Keimen veraritiogh gemacht werden kann (102).
Dabei muss fir die Betrachtung der MRSA-Pravalemdschen Infektionen, die mit
Aufenthalt in einem Krankenhaus in Verbindung gebhtawerden kénnen (ha-MRSA =
-hospital-aquired“-MRSA) und solchen, die ohne beka Risiko-Faktoren fir eine
Besiedlung mit MRSA auftreten (ca-MRSA = ,commurdiuired“-MRSA) unterschieden
werden. Die weltweite Epidemiologie von ha-MRSAsksich dabei auf finf bedeutsame
MRSA-Klone begrenzen (Tabelle 101).
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Tabelle 101Weltweit verbreitet, bedeutsame ha-MRSA-Klone magift nach (127, 128)

Bezeichnung (engl.)

Verbreitung, modifiziert natR29)

Iberian clone

Brazilian clone

Hungarian clone

New York/ Japanese clone

Pediatric clone

Belgien, Danemark, Deutschland, FRind] Frankreich,
GrolR3britannien, Italien, Kroatien, Niederlande, &0l
Portugal, Schweden, Schweiz, Slowenien, Spanien,
Tschechei, USA

Algerien, Argentinien, Australien, Brasilien, Chjn&hile,
Grol3britannien, Deutschland, Finnland, Griechenland
Indien, Indonesien, Korea, Mongolei, Niederlande,
Osterreich, Polen, Portugal, Singapur, Slowenigrangn,
Sri Lanka, Schweden, Tschechei, Thailand, Urugws§A,
Vietnam

Algerien, Argentinien, AustralieBrasilien, China, Chile,
Grof3britannien, Deutschland, Finnland, Griechenland
Indien, Indonesien, Korea, Mongolei, Niederlande,
Osterreich, Polen, Portugal, Singapur, Slowenigrangn,
Sri Lanka, Schweden, Tschechei, Thailand, Uruglws§A,
Vietnam
Australien, Belgien, Danemark, Deutschland, Find)an
Frankreich, GrofR3britannien, Irland, Japan, Kandarea,
Mexiko, Singapur, Schweden, Uruguay, USA

Algerien, Argentinien, AustralielBrasilien Danemark,
GrofR3britannien, Frankreich, Kolumbien, Korea, Nayes,
Polen, Portugal, Spanien, Schweden, Uruguay, USA

Als Risikofaktoren fur eine Infektion mit ha-MRSAnd dabei zu nennen (129):

* invasive Eingriffe

e Chirurgische Wunden

eine lang anhaltende, multiple Antibiotika-Therapie
stationarer Aufenthalt in einer Intensivstation

schwere zugrundeliegende Erkrankungen

Kontakt mit Patienten mit MRSA-Besiedlung

203



Diskussion

Gegenuber diesen abzugrenzen, sind Infektionedenizuvor erwahnten ca-MRSA Isolaten,
welche eine starkere Virulenz, aber in der Regebeisseres, ginstigeres Resistenz-Profil als
ha-MRSA Isolate aufweisen. So sind ca-MRSA Isoldtaufig z. B. gegenuber
Fluorchinolonen sensibel. Die starkere Virulenzgeigen erklart sich durch die Expression
des Panton-Valentin-Leukozidin-Gens (PVL-Gen). Durteukozyten-Schadigung und
Gewebs-Nekrose, welche durch ein durch dieses @lgifdgtes Cytotoxin verursacht werden,
konnen dabei Haut- und Weichteilinfektionen in Formon Furunkeln, Abszessen und
schweren Nekrosen entstehen (25-27). Ein MRSA4gpladann als ca-MRSA-Isolat, wenn
es die folgende Kriterien erfullt (129):

* Isolierung des Stammes in einer ambulanten Einmmgdhioder an Patienten innerhalb von
24 h nach Aufnahme in einer stationaren Einrichtung

» keine vorherige Besiedlung des Patienten mit MR$Aar Krankengeschichte

* Kkeine Aufnahme des Patienten in eine stationdreidbilning, Altenheim, Dialyse-
Einrichtung oder arztliche Einrichtung innerhalls detzen Jahres

» Patient weist keine die Haut penetrierenden Megimdukte, wie z. B. Dauerkatheter auf

Die Inzidenz weltweit fir ca-MRSA ist zur Zeit gegi (Anteil < 0,5 %), jedoch steigt diese
an (130, 131). Die genauen Risikofaktoren fur dinfektion mit ca-MRSA sind noch nicht
vollstandig aufgeklart. So gelten zur Zeit als Ko$aktoren gastrointestinale Erkrankungen,
intravenoser Drogenkonsum und direkter Kontaktemer Person mit ca-MRSA-Besiedlung.
Weiterhin wird angenommen, dass indirekter Kontdlktch kontaminierte Objekte wie
gemeinsam genutzte Seifensticke und Handtlicher@emeinschaftseinrichtungen eine
Infektion mit ca-MRSA ausldsen konnen (129).

Der ha-MRSA-Anteil wahrend der durchgefuhrten Emgdlichkeitsuntersuchung lag bei
durchschnittlich 11,8 %. Vergleicht man diesen rmdém Anteil, der in Deutschland
identifizierten MRSA Isolate im Rahmen der Empfiotkeitsstudie der Paul-Ehrlich-
Gesellschaft (PEG) 2004 von 22,6 % (132), so istAtgeil von 11,8 % fir Hamburg im
Vergleich deutlich geringer, wahrend eine weiteom 2002 bis 2004 durchgefihrte Studie
einen ahnlichen Anteil an MRSA Isolaten in Deutadl ergab (9,8 %) (31).

Die unterschiedlichen Grenzwerte zur Beurteilungneei Oxacillinresistenz von DIN
(Grenzwert MHK >2 mg/L), welcher fur die Empfindlichkeitsstudie d&EG (132)
angewandt wurde und CLSI (Grenzwert ME¥ mg/L), welcher im Rahmen dieser Arbeit
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verwendet wurde, sowie die unterschiedliche NaQigkementierung des Nahrmediums
(DIN:  Mueller-Hinton-Nahrbouillon mit 3 % NaCl-Antle CLSI: Mueller-Hinton-
N&ahrbouillon mit: 2 % NaCl-Anteil) kénnten ein Guiriir die abweichenden Ergebnisse
sein. Berucksichtigt man jedoch den MRSA-AnteilarnAnwendung der CLSI-Grenzwerte
bei der Empfindlichkeitsstudien der PEG (132) soender MRSA-Anteil mit 17,5 % immer
noch grél3er. Weiterhin sollte auch bertcksichtigtden, dass der MRSA-Anteil bei den an
der Empfindlichkeitsstudie der PEG (132) teilnehden Zentren durchaus regionalen
Schwankungen unterliegt und der Wert nur eineneWiert darstellt. Weiterhin ist darauf
hinzu- weisen, dass das UKE an den friheren StuthePEG nicht teilgenommen hat.
Interessanterweise konnte fur den MRSA-Anteil eiicktaufiger Trend innerhalb der
Untersuchung von 24,5 % zu Beginn im Herbst 20G8du% im Fruhjahr 2007 beobachtet
werden, wahrend sich der Anteil an MRSA IsolatenMerlauf der Empfindlichkeitsstudie
der PEG von 20,7 % (2001) (133) auf 22,6 % (20Q8p]) erhoht hat. Es bleibt abzuwarten,
wie sich dieser Trend bei Weiterfihrung der Untelnsung nach weiteren drei Jahren
entwickelt.

Vergleicht man den im Rahmen dieser Arbeit ermételAnteil an MRSA Isolaten mit
Studien in europaischen oder amerikanischen Lamsteiann man hinsichtlich des regional
sehr unheitlichen Auftretens und der Haufigkeit WARSA Isolaten die Ergebnisse dieser
Arbeit als Durchschnitt betrachten.

So liegt der Anteil an MRSA Isolaten, welcher imhiReen dieser Arbeit ermittelt wurde mit
11,8 % deutlich unter den beobachteten MRSA-Pravale in einigen stdeuropdaischen
Landern, wie Portugal (54,4 %) und Italien mit 5@5sowie weiteren europaischen Landern
wie England (27,5 %) und Frankreich (21,4 %) Waéitetiegt der ermittelte Anteil an MRSA
deutlich unter dem vom Argentinien, Brasilien urehdJSA (42,7 %, 33,7 % und 34,2 %).
Gleichzeitig ist der MRSA-Anteil gro3er als in Kal@a(5,7 %) den Niederlanden und in der
Schweiz, die eine sehr geringe Préavalenz mit j@2ihd 1,8 % zeigten (30).

Diese sehr geringen Anteile sind sicherlich auf diablierung und konsequente
Durchfiihrung von hygienischen MalRnahmen zur Prémentind der Verbreitung von
MRSA-Infektionen im Krankenhaus zurickzufiihren gis & destroy policy”). So wird in
den Niederlanden standardmalig jeder Patient vdrwdthrend der stationdren Aufnahme
sowie regelmalig das Pflegepersonal auf eine MR8gie8llung in der Nase oder im Rachen
untersucht und verbleibt solange isoliert, bis megative mikrobiologische Befund vorliegt.
Sollte der Befund positiv sein wird eine Eradikaselherapie durchgefihrt und die

bestehenden Isolierungsmal3inahmen weitergefuhrtteviien werden Risikopatienten mit

205



Diskussion

einer MRSA-Infektion isoliert, solange eine MRSAdB=lung nachgewiesen werden kann.
Es konnte gezeigt werden, dass die Kosten fur diteftnahmen zur Pravention von MRSA-
Besiedlungen bzw. Infektionen geringer sind alsBBbandlung einer Infektion durch MRSA
(134).

Vergleicht man die untersuchten Fluorchinolone weit@nder, so wurde der hdchste Anteil
an resistenten Isolaten bei den Vertretern Cipxafttn (18,9 %) und Sparfloxacin (17,8 %)
gefunden. Der Anteil an Gatifloxacin-resistenfnaureudsolaten lag deutlich niedriger bei
2,4 %. Der Anteil Moxifloxacin-resistente®. aureuslsolate lag bei 1,0 %. Das in der
Zulassung befindliche Garenoxacin als neuer Ventid¢r 6-Desfluorochinolone zeigt gleiche
MHK so-Werte von 0,03 mg/L fur die isolierté®. aureusStamme und annahrend identische
MHK go-Werte von 1 mg/L (Garenoxacin) gegentuber 2 mg/lbXMoxacin).

Weiterhin konnte ein deutlicher Zusammenhang zvescem Auftreten von MRSA und
einer Resistenz gegenuber Ciprofloxacin beobaatetien. So waren 94,2 % aller Isolate
mit einer Resistenz gegeniber Oxacillin gleichgagegentber Ciprofloxacin resistent.
Dieses Ergebnis stimmt mit der generell beobadhtgteulti-drug-resistance” von MRSA
Isolaten zusatzlich gegentber verschiedenen Amiddidassen, wie Fluorchinolonen,
Makroliden und Aminoglykosiden Uberein (135). Sonkte die Aneignung multipler
Resistenzen bei den im Rahmen dieser Arbeit urdbten S. aureuslsolaten unter
Berucksichtigung der Antibiotika Ciprofloxacin, Enyomycin, Gentamicin und Oxacillin als
Vertreter der einzelnen Substanzklassen bei inege2® Isolaten gezeigt werden. Der
Gesamtanteil der im Rahmen dieser Arbeit untergmc®t aureudsolate mit einer multiplen
Antibiotika Resistenz lag somit bei 9,1 % (Abbildut22).
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Verteilung von S. aureus mit Resistenz gegenuber 1-4 Antibiotikaklassen

76,7%

O Sensibel
H 1 Klasse
E 2 Klassen
O 3 Klassen
H 4 Klassen

1,4%

8,4%
7,7%

Abbildung 122 Verteilung von S. aureus mit Resistenz gegeniber 1-4 Antibiotikaklassen: DeAnteil an
Isolaten mit Resistenz gegeniber mindestens einenenfeter der ausgewahlten Klasse (Ciprofloxacin,
Erythromycin, Gentamicin oder Oxacillin) betrug 8,4 %, der Anteil gegeniber mindestens zwei
Vertretern der ausgewahlten Klasse lag bei 5,9 % uhder Anteil gegentber mindestens drei und vier
Vertreter der ausgewahlten Klassen lag bei 7,7 % uh 1,4 %. Der Anteil an Isolaten mit multipler
Antibiotika Resistenz, also Resistenz gegenuber niastens drei Vertreter der ausgewdéhlten Klassen lag
bei 9,1 %.

Von diesen waren 22 Isolate entweder gleichzeitigegpuber Ciprofloxacin, Erythromycin
und Oxacillin (CiF-Ery*-Oxd*-Muster) oder Ciprofloxacin, Erythromycin und Gentain
(Cip*-Ery®-Gerf-Muster) resistent, wahrend 4 Isolate gleichzeijiggeniiber allen vier
Substanzklassen eine Resistenz aufwiesen “{Bif-Ger-Oxd-Muster). Der
Uberwiegende Anteil der untersuchten Isolate (Zim&te) zeigte dabei im Hinblick auf die
Expression multipler Antibiotikaresistenzen das "cpy*-Oxd*-Muster wahrend nur ein
Isolat das Cip-Ery?-Gerf-Muster zeigte. Fiir den Zusammenhang zwischen &himlon-
Resistenz und Auftreten von MRSA kommen dabei zweschiedene Mechanismen als
mogliche Ursache in Frage. So erfolgt durch Flummlone eine Selektiorn-vitro von
MRSA in einem heterogen Methicillin-resistenten I€ktiv von S. aureus wobei die
Fluorchinolone nicht als Mutagen agieren, sondeen gradisponierten Stammen einen
Wachstumsvorteil verschaffen (136). Andererseitgtfdie in-vitro Passage von MRSA mit
Fluorchinolonen zu der vermehrten Selektion vonoFfdhinolon-resistenten Klonen (137).
Der genaue Mechanismus der Interaktion von Fluamibn-Exposition und dem Auftreten
von MRSA ist noch nicht vollstandig geklart. Jedoebscheint eine Mdbglichkeit die
Beeinflussung desiectGens durch Fluorchinolone, welches als regulatbas Repressor fir
das mecAGen dient. So kdnnte eine Repression aestGens durch Fluorchinolone zur
Aufregulation desnecAGens fuihren und somit das Auftreten von MRSA beggan (138).
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Dagegen konnte bei nahezu allen Ciprofloxacin-testenS. aureusund MRSA Isolaten
eine sehr gute Wirksamkeit von Moxifloxacin gezengrden. Nur drefS. aureuslsolate
zeigten bei gleichzeitiger Resistenz gegeniber ofigpracin eine Unempfindlichkeit
gegenuber Moxifloxacin, bei den MRSA Isolaten wieseir zwei eine Resistenz gegenuber
Moxifloxacin auf. Dies ist auf die hohere intringe Aktivitdt von Moxifloxacin gegenuber
Gram-positiven Erregern wie Staphylokokken im Veight zu Ciprofloxacin zurtickzufihren
(139).

Der hohe Anteil von Moxifloxacin-empfindlichers. aureus Isolaten inklusive der
untersuchten MRSA lIsolate unterstreicht dessen lBadg als Reserve-Antibiotikum bei der
Behandlung von ambulant erworbenen Pneumonien uwltiwesen Haut- und
Weichteilinfektionen. Eine gute Wirksamkeit von Mibxxacin in-vitro gegenibe6. aureus
konnte gezeigt werden, jedoch werden als haufigsteger bei einer ambulant erworbenen
PneumonieS. pneumoniaend H. influenzaeisoliert. Fur die initial kalkulierte Behandlung
dieser Erkrankung ohne Kenntnis des Erregers asodlte Mittel der Wahl Cephalosphorine
der 2. oder 3. Generation angewandt werden, wahidogifloxacin als Reserve bei
Unvertraglichkeit oder nachgewiesener Unempfindd&h erst nach Erregerkenntnis und
Empfindlichkeitstestung verwendet werden sollteei@les gilt fir die bei einer durch
Mischinfektionen mit Streptokokken verursachte Haud Weichteilinfektion, welche initial
kalkuliert durch ein geeignet@sLactam-Antibiotikum behandelt werden sollte.

Somit ist zu fordern, dass Moxifloxacin weiterhin der Klinik und in der ambulanten
Versorgung restriktiv eingesetzt werden sollte, dessen Wirksamkeit zu erhalten. Die
Schwierigkeit in der Umsetzung dieser Forderunginedet sich sicherlich in der sowohl oral
als auch intravends nur einmal taglich notwendi@abe von Moxifloxacin, wodurch die
Compliance des Patienten erh6éht bzw. die Applikaioder Klinik durch das Pflegepersonal
erleichtert und das Risiko von z. B. Sekundarin@ekturch eine intraventse Gabe gemindert
wird. Dabei sollte jedoch das Beispiel der Resstaitwicklung von Ciprofloxacin gegeniber
MRSA Isolaten innerhalb kurzer Zeit nach der Zulags(1987) als weitere Untermauerung
dieser Forderung betrachtet werden. Es konnte gfemarden, dass eine initial kalkulierte
Therapie von MRSA-Infektion durch Ciprofloxacin dbr die beobachtete ,multi-drug-
resistance” nicht sinnvoll ist. Dies war bei denfiahrung von Ciprofloxacin durchaus nicht
der Fall. So war Ciprofloxacin bei seiner Einfuhguthas erste oral verfigbare Antibiotikum
zur Behandlung von MRSA-Infektionen. Bereits eihrJaach der Zulassung zeichnete sich
ein deutlicher Anstieg der Ciprofloxacin-Resisteoei MRSA Isolaten (79 %) ab (23),
wahrend gleichzeitig die Resistenz gegeniber Aigpratin bei MSSA Isolaten nur auf 13,6

208



Diskussion

% stieg (84). Somit erscheint die heute fehlenaikation fir Ciprofloxacin gerechtfertigt.
Gleichzeitig zeigt diese Resistenzentwicklung anmsjiel von Ciprofloxacin deutlich auf,
dass neue Antibiotika wie Moxifloxacin, gerade wesia Uber eine oder mehrere fur die

Anwendung vorteilhafte Optionen verfiigen, trotzdestriktiv verwandt werden sollten.

Fur die Reserve-Antibiotika Linezolid, Teicoplanind Vancomycin ergab sich aufgrund der
beobachteten Empfindlichkeit bei allen getesteteén aureuslIsolaten eine sehr gute
Wirksamkeit. Ebenso konnte fir das wéahrend der Erdpthkeits-Untersuchung im April
2006 zugelassene Lipopeptid Daptomycin (CuBicufurch eine Empfindlichkeit bei alle®.
aureuslsolaten eine sehr gute Wirksamkeit gezeigt wer@s@.Ergebnisse fur das sich noch
in der Zulassung befindliche Glykopeptid Dalbavansprechen ebenfalls fir eine sehr gute
Wirksamkeit durch die erfasste Empfindlichkeit allgetesteterS. aureuslsolate. Dabei
entfaltete sich die Wirksamkeit aller vier Antibla sowohl bei MSSA Isolaten und MRSA
Isolaten gleichermal3en.

Fur alle drei Glykopeptide konnten ahnliche odegniische MHKy und MHKgy-Werte
ermittelt werden. Bei Linezolid zeigte sich sowdti den MHKso- und MHKg-Wert im
Vergleich dazu leicht h6here Werte von je 2 mg/ejalier jedoch auf die gute Wirksamkeit
des Linezolid keinen Einfluss hat.

Interessanterweise zeigte sich jedoch fur Dalbamaet geringerer Bereich der MHK-
Werte, welcher sich nur Gber drei Verdinnungsst@eh5-1 mg/L) erstreckt, wahrend sich
diese bei Linezolid (0,25-4 mg/L) und Daptomycin ,0®1 mg/L) Uber funf
Verdinnungstufen, bei Teicoplanin und Vancomycin0,28-4 mg/L) Uber sechs
Verdunnungstufen erstreckt. Diese geringere Vegilweist jedoch auf keine Uberlegene
Wirkung gegenuber den ubrigen betrachteten Anikaatin und kdnnte durch die geringere
Probenzahl an getestet&n aureudsolaten gegeniber Dalbavancin (n = 66) erklartderr
Durch die Fortfuhrung der Empfindlichkeits-Untersung und die damit verbundene hohere
Probenzahl ist eine Naherung des Bereiches der Mikte zu erwarten.

Der Anteil Erythromycin-resistent&. aureudsolate lag mit 22,6 % ahnlich hoch wie der im
Rahmen der PEG-Studie 2004 (132). Fir die weitergerduchung von Kreuz- und
Parallelresistenzen wurde der Zusammenhang zwisktakmolid und Methicillin-Resistenz
untersucht. Dazu wurden mit Hilfe einer unter CR8.und C2.3.1.5 beschriebenen PCR die
im Rahmen dieser Arbeit charakterisierteé®. aureus Isolate mit phanotypischer

Erythromycin-Resistenz auf ihre molekularen Mechar@n untersucht.
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Dabei konnte als haufigste Ursache der Erythromigasistenz (52,3 % der untersuch&n
aureus lIsolate) das fur die Expression einermcodierten rRNAMethyltransferase
verantwortlicheermGGen nachgewiesen werden. In 38,5 % der untersucBteaureus
Isolate wurde dasrmAGen, in 9,2 % das fur eine Effluxpumpe codierendesrAGen
nachgewiesen. Keines der der untersuclsteaureudsolate trug dagrmB-Gen. Betrachtet
man den gleichzeitigen Nachweis amrecA und derermGene, so tragen 52,9 % der MRSA
Isolate mitmecAGen (n= 34) gleichzeitig daaxrmGGen, wahrend jeweils bei 11,8 % das
ermAGen sowie bei 5,9 % dassrAGen nachgewiesen werden konnte.

Diese Untersuchungen decken sich teilweise mitElgiebnissen anderer Studien. So war in
einer Untersuchung von 134 Erythromycin-resistereraureusisolaten aus Blutkulturen,
welche an 15 deutschen Universitatkrankenhdusesangmelt worden waren, ebenfalls das
ermGGen dominierend (50,7 %), gefolgt von demmAGen (38,8 %) und demnsrAGen
(6,0 %). In 2,2 % der Isolate konnte dasnB-Gen nachgewiesen werden (140). Gleichzeitig
zeigte eine andere an 24 UniversitatkrankenhduseEuropa durchgefiihrte Untersuchung
Uber den Zusammenhang zwischen Makrolid- und MidthiRResistenz im Gegensatz zu
dieser Arbeit, dass der Uberwiegende Anteil (8812)MRSA Isolate gleichzeitig da&smA
Gen trug. Der Anteil vors. aureuslsolaten mit gleichzeitiger Methicillin-Empfindligeit
und Nachweis deermGGens lag bei 47 %. Es konnte bei keinem der MRSdélate

gleichzeitig dasnecAGen und damsrAGen nachgewiesen werden (141).

1.2 Enterococcus spp. Isolate

Fur die Ergebnisse der Untersuchung Baterococcuspp. Isolate aus dem Routine-Labor
erscheint es zunéchst sinnvoll die Ergebnisse mygtai diskutieren.

So zeigte sich keine Resistenz bei den untersudbitefaecalis Isolaten gegeniber den
Reserve-Antibiotika Daptomycin, Linezolid, Teicopia und Vancomycin und eine geringe
Resistenz gegeniber dgi¥Lactam-Antibiotikum Ampicillin (3,6 %). Dieser awfen ersten
Blick zunachst sehr gering erscheinenden Resisienzteht ein Anteil von 33,9 % der
untersuchterk. faecalisIsolaten mit einer Hochresistenz (MHK500 mg/L) gegentber
Gentamicin gegenuber. Die Therapie mit einem Amliylagsid wie Gentamicin erscheint nur
dann sinnvoll, wenn diese in Kombination mit eindile Zellwandsynthese inhibierenden
Antibiotikum wie z.B. Ampicillin als Vertreter dgs-Lactam-Antibiotika erfolgen kann (14,
15). Die gleichzeitige Gabe von Ampicillin erleieht den Transport von Gentamicin in die
Bakterienzelle durch Zerstérung der Zellwand, dsoasten dessen Transport aktiv Uber die
Zellmembran durch eine Pumpe erfolgt (8). Somitrkan etwa ein Drittel der hier
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untersuchterk. faecalisisolate keine kombinierte Therapie aus Ampicillind Gentamicin
erfolgen, da bei diesen Isolaten durch die Hocktest bedingt ein Erfolg der Therapie
unwahrscheinlich ist.

Betrachtet man die untersuchtEénfaeciumisolate so ergibt sich auch hier, &hnlich wie bei
den untersuchtek. faecalislsolaten, eine sehr gute Wirksamkeit gegenuberntddaycin.
Dies wird durch Empfindlichkeit gegenuber Daptonmybiei allen untersuchtel. faecium
Isolaten bestatigt. Interessanterweise zeigen dabde Species identische MWerte (je

4 mg/L) und nur geringflgig abweichende MkiWVerte (2 mg/L farE. faecalisund 4 mg/L
fur E. faeciun.

Die ungunstige Resistenzlage gegenuber Ampicillmd usentamicin, welche bei den
untersuchterkE. faecalislsolaten aufgezeigt werden konnte, war bei derersothtenE.
faeciumlsolaten noch ungunstiger. So waren 95,7 % deersmthtenE. faeciumlsolate
gegenuber Ampicillin resistent und 53,1 % der lsoleeigten eine Hochresistenz gegeniber
Gentamicin. Eine kombinierte Therapie mit Ampicillind Gentamicin ist somit in etwa bei
der Halfte der untersuchtén faeciumsolate nicht sinnvoll.

Darlber hinaus wurde fir all&nterococcusspp. Isolate bei denen phanotypisch eine
Hochresistenz gegenuber GentamicinigfHLevel-Aminoglycoside-Rsistance = HLAR)
festgestellt wurde, das Ergebnis der phanotypis&esistenzbestimmung mit dem Ergebnis
der PCR zum Nachweis des AAC(6’)-APH(2”)-Doppelgnis (C2.3.1.1) verglichen. Dies
wurde fur 19 untersuchte. faecalislsolate und 17 untersuchie faeciumisolate mit HLAR
vollzogen, wobei fur 68,4 % (n = 13) der faecalislsolate und 88,2 % (n = 15) dé&x
faecium Isolate mit HLAR ein positiver Nachweis des AAQM@PH(2”)-Doppelenzyms
gezeigt werden konnte. Betrachtet man alle (n =us¢rsuchterEnterococcuspp. Isolate
mit HLAR, so trugen 77,8 % (n = 28) dieser Isolaté HLAR das AAC(6’)-APH(2")-
Doppelenzym. Fir die Isolate ohne Nachweis des AAKPH(2”)-Doppelenzyms als
haufigste molekulare Ursache der HLAR Henterococcusspp. (142) kommen andere
Aminoglykosid-modifizierenden Enzyme in Frage, wzeB. das ANT(47)-Enzym mit
Aminoglykosid-Nukleotid-Transferaseaktivitat. Diesskann ebenso wie das nachgewiesene
AAC(6’)-APH(2")-Doppelenzym fur eine HLAR beiEnterococcusspp. verantwortlich
gemacht werden kann. Fur die verbleibenden Bakérococcuspp. Isolate ware die weitere
Untersuchung des molekularen Resistenzmechanismugied im Zusammenhang mit der
Weiterfuihrung der Empfindlichkeits-UntersuchungsaieArbeit.

Weiterhin konnte bei den untersuchtenfaeciumisolaten das Auftreten von Resistenzen bei

den Reserve-Antibiotika Linezolid, Teicoplanin uddncomycin gezeigt werden. So lag der
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Anteil an Linezolid-resistentek. faeciumlsolaten bei 6,3 % (2 Isolate). Ebenfalls waren
zwei Isolate (6,3 %) der untersuchten Isolate gélgenTeicoplanin resistent und immerhin
9,4 % (3 Isolate) gegenuber Vancomycin. Interessengise war die phanotypische Resistenz
gegenuber Linezolid nicht in allen Isolaten mit ezirgleichzeitigen Resistenz gegenulber
Teicoplanin und Vancomycin verbunden. [Bagaeciumlsolat VA BK405/07 zeigte nur eine
phanotypische Resistenz gegenlber Linezolid, jedente Empfindlichkeit gegenuber
Teicoplanin und Vancomycin. Dieser Befund ist ungbmlich, da bisher in der Literatur
Linezolid-resistentde. faeciumisolate haufig als Vancomycin-resistent beschnelerden
(64, 143-147). Eine Erklarung fur den beobacht@iesammenhang zwischen Linezolid- und
Vancomycin-Resistenz konnte die Gruppe um Paimgen (144). So sind der Einsatz, die
Therapiedauer mit Linezolid sowie eine zuvor sctorchgefiihrte Behandlung mit Linezolid
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer LinezolRkesistenz irk. faecium Weiterhin erklart
sich das vermehrte Auftreten von Linezolid-ResisterE. faeciundurch den tberwiegenden
Einsatz von Linezolid bei Infektion mit VRE als eirder wenigen letzten wirksamen
Optionen. Das vermehrte Auftreten von Vancomycisi®enz bekE. faeciumisolaten wurde
hingegen in der Literatur haufig beschrieben (148).

Der zunachst hoch erscheinende Anteil an VancomgsistenterE. faeciumisolaten von
9,4 % sowie die sehr hohe InzidenzEarfaeciumisolaten mit einer Linezolid-Resistenz von
6,3 % kann durch eine nicht mehr nach Speciesrdiffeerte Betrachtung relativiert werden.
So liegt die Gesamtrate an VRE bei allen untersuidbhterococcuspp. Isolaten (n = 88) bei
3,4 %. Damit deckt sich das im Rahmen dieser Arbertittelte Ergebnis mit dem Ergebnis
der PEG-Studie von 2004 (3,7 %) (132).

Andererseits liegt die Gesamtrate an LinezolidstesitenEnterococcuspp.(LRE) bei allen
untersuchtenEnterococcusspp. Isolaten bei 2,3 %, wahrend diese im Rahmen de
Empfindlichkeitsstudie der PEG 2004 (132) bei 0,6 1&5. Die nicht nach Species
differenzierte Erfassung aller VRE erscheint siilerpda die Gesamtrate an VRE &hnlich
wie der Gesamtanteil an MRSA, als eine Hauptursditheosokomiale Infektionen unter
allen pathogenen Keimen, die klinisch relevant samjesehen werden kann (102).
Insgesamt ist das Auftreten von LRE im Krankenhatsibh sowohl im Rahmen dieser
Untersuchung als auch anderer nationaler und @tierraler Studien (71-73, 149) sehr
gering. Dies ist sicherlich auf den sehr restrigivEinsatz dieser Substanz allein im
Klinikbereich zurlickzufihren. Jedoch geben diegstedle Anzahl an Féllen von LRE Grund

zur Besorgnis, ob Linezolid weiterhin ein gut wiakses Reserve-Antibiotikum bleiben wird.
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Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und eingése/erfahren zur schnellen Detektion
der molekularen Ursache der Linezolid-ResistenZEnéerococcuspp. undS. aureuseinem
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA, mit Hilfe drosequencing™-Technologie
(C2.7.2.1) kdnnte dabei von groR3em Nutzen sein.

Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte die phanotypesdResistenz gegentber Linezolid aller
LRE Isolate aus dem Routine-Labor genotypisch kigst&verden. Von besonders grol3em
Interesse war dabei die sehr rasche Identifiziedeglsolate als LRE innerhalb von zwolf
Stunden nach Erhalt der mikrobiologischen Reinkultier geringen Kosten von etwa 2,50
Euro fur eine Probe, sowie der Moglichkeit 96 Probenerhalb von 15 Minuten parallel zu
untersuchen.

Im Vergleich zu alternativen, etablierten Methodewr genotypischen Aufklarung des
Resistenzmechanismus wie Cycle-Sequencing der rentgnden DNA-Abschnitte, RFLP
oder RT-PCR (150) liefert das Verfahren in kurzeit£in eindeutiges Ergebnis, welches
durch die Software sofort ausgewertet werden karthnachtraglich beurteilt werden kann.
Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit die Auswegtgenau wie bei der Anwendung einer
RT-PCR (150) auch halbquantitativ, jedoch wesemttireisgunstiger, durchzufihren.

Diese schnelle Moglichkeit der Allel-Quantifiziegirermoglicht neben der Identifizierung
der Isolate als LRE auch eine sehr gute und zws&dé Einschatzung des Grades der
Resistenz. Der Zusammenhang zwischen Hohe dert®esigegeniber Linezolid und der
Anzahl der Gen-Kopien, welche den fir die Resisigggeniuber Linezolid verantwortlichen
G—T SNP an Position 2576 der 23S rRNA tragen (65),1&dnn mit Hilfe des entwickelten
Verfahrens erfasst und untersucht werden. Diesgerdoirch die halbquantitative Auswertung
der Pyrogramme und unter Berucksichtigung der Ergierococcusspp. unterschiedlichen
Anzahl der Gen-Kopien (Sechs Gen-Kopien der 23SARN E. faeciumund vier Gen-
Kopien der 23S rRNA fUE. faecali§. Fur eine Kklinische relevante phanotypische Resis
gegeniber Linezolid ist das Vorhandensein von fexn-Kopien mit G>T SNP an Position
2576 der 23S rRNA notwendig (68). Dieser Zusammegh@nnte im Rahmen dieser Arbeit
anhand der untersucht&mterococcuspp. Isolate bestatigt werden.

Interessanterweise konnte flr dasfaeciumisolat UR2234/06, welches keine phénotypische
Linezolid- und Vancomycin- Resistenz zeigt der»& SNP an Position 2576 der 23S rRNA
auf einem Allel der sechs Gen-Kopien nachgewiesemden. Dieser Befund ist von
besonderem Interesse, da dieses Isolat bei einekdrhmlichen phanotypischen
Empfindlichkeitsbestimmung, z. B. mittels Mikro-Dilons-Methode, dem Plattchen-Agar-

Diffusions-Test oder dem E-Test nicht erkannt wardgire. Bei Vorliegen des-GT SNP an
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Position 2576 der 23S rRNA auf nur einem Allel kadie Resistenzentwicklung durch
homologe Rekombination beschleunigen (67) und wsadeit eventuell zu einem Versagen
der Therapie mit Linezolid fihren. Somit ist das Rahmen dieser Arbeit entwickelte und
verwendete Verfahren zur Detektion des>& SNP an Position 2576 der 23S rRNA mit Hilfe
der Pyrosequencing™-Technologie durch seine Sabkeit eine aul3erst hilfreiche Methode,
um z.B. vor und wahrend der Therapie mit Linezaleh Grad der Resistenz gegentber
Linezolid zu erfassen und bei Auftreten einer ggpisthen Resistenz eine alternative

antibiotische Therapie zu erwagen.

2 Empfindlichkeit Vancomycin-resistenter Enterococcus

Spp.
Fur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchiigrierococcuspp. Isolate mit phanotypischer
Vancomycin-Resistenz zeigte sich fir die ErgebnisseEmpfindlichkeits-Untersuchung ein
sehr interessantes Bild. Zunachst konnte die pgaisahe Resistenz unter Anwendung einer
aus der Literatur bekannten Multiplex-PCR (107,)1g¥hotypisch bestatigt werden.
Weiterhin zeigte sich eine sehr gute Wirksamkeit B@ptomycin, dem Vertreter der neuen
Substanzklasse der Lipopeptide, fir die untersmciRRE Isolate, durch eine Empfindlichkeit
aller Isolate gegenuber diesem neuartigen Wirkst&fider konnte bei einem geringen Anteil
(6,3 %) der getesteten VRE Isolate eine Resistegemjiber Linezolid festgestellt werden. So
waren insgesamt vier VRE Isolate (Tabelle 79) gében Linezolid phanotypisch resistent.
Die genotypische Resistenz konnten mit Hilfe deswviekelten Pyrosequencing™-Assays
(C2.7.2.1) durch Detektion des&I SNP an Position 2576 der 23S rRNA bestatigt werde
Wie zuvor gezeigt, waren bei diesen Isolaten dahafadensein von mindestens zwei Gen-
Kopien mit G-T SNP an Position 2576 der 23S rRNA notwendig, umere phanotypische
Resistenz zu exprimieren (65). Alle untersuchtenEVRolate wurden al€. faecium
identifiziert, wahrend bei keinem der untersuchieriaecalisisolate eine phanotypische und
genotypische Resistenz gegentber Linezolid gezemgtden konnte. Weiterhin zeigten
immerhin 4,7 % der untersuchten VRE Isolate einag&schrankte (intermediare)
Empfindlichkeit gegeniber Linezolid. Die Untersunguder Gene der 23S rRNA durch
Cycle-Sequencing (C2.7.1.1) zeigte, dass diesatisdeine weiteren SNP trugen, welche
zuvor in der Literatur ban-vitro erzeugteriinezolid-resistenteftnterococcuspp. Isolaten
beschrieben worden waren (62). Der Grund fur dé&breen MHK-Wert von 4 mg/L mag
durch die Methode der Empfindlichkeitsprifung gemelsein. Eine Schwankung von einer

Verdunnungsstufe wird als vertretbare Variation tei Testung der Empfindlichkeit nach
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der Mikro-Dilutions-Methode akzeptiert, so dass wahre MHK-Wert auch bei 2 mg/L oder
8 mg/L liegen kann. Diese Schwankung zeigt die Bestenkeit des sicheren Nachweises
von Linezolid-resistenten klinischen Isolaten. BieProblematik in der korrekten
Resistenzbestimmung wird durch die zuvor beschniebeschwierigkeiten bei der Detektion
von Linezolid intermediar-empfindlichen Isolaterrcluden Agar-Diffusion-Test verdeutlicht
(70).

Eine weitere Beobachtung konnte durch die Untersnghdes Folge Isolates. faecium
TY1052/06 vonE. faeciumVA1646/06 gemacht werden, welche in einem Abstaorl vier
Monaten isoliert worden waren: Fur das Folge-IsdatfaeciumTY1052/06 konnte im
Gegensatz zu dem zuvor isolierten StaBnfaeciumVA1646/06 der G-T SNP an Position
2576 der 23S rRNA auf keinem der sechs Gen-Kopaehgewiesen werden.

Es hatte sich somit fur dieses Isolat eine Revergzio einer phanotypischen Linezolid-
Empfindlichkeit vollzogen, verbunden mit der glezefitigen, vollstdndigen Reversion aller
Gen-Kopien zu der Wild-Typ-Sequenz. Zuvor war inr deteratur eine Reversion der
Linezolid-Resistenz beschrieben worden, jedoch teorbei allen Isolaten auf mindestens
einem der Gen-Kopien der-&T SNP an Position 2576 der 23S rRNA nachgewiesedeme
(67, 68, 70). In den hier beschrieben Isolaten wudds erste Mal fir ein klinischés
faeciumlisolat die vollstandige Reversion der LinezolidsR&nz sowohl phanotypisch und
als auch genotypisch beschrieben (69).

Durch den einfachen und eindeutigen Nachweis desT GNP an Position 2576 der 23S
rRNA mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelterd®gquencing™-Assay werden
Linezolid-resistenteEnterococcusspp. Isolate zweifelsfrei identifiziert. Darlbernaus
kénnen Isolate mit phanotypischer Empfindlichkeielche den G>T SNP an Position 2576
der 23S rRNA auf nur einer Gen-Kopie tragen und isd&@ine phanotypische Resistenz
exprimieren kdnnen ebenso identifiziert werden.sOat, wie zuvor schon erwahnt, fur die
Erkennung einer moglichen rascheren Resistenzedtwig gegentber Linezolid wichtig und
ermoglicht weiterhin eine Uberwachung des Resistiaizs wahrend einer Therapie unter
Linezolid, da sich durch homologe RekombinationeeMutation zur Linezolid-Resistenz
rascher ausbreiten kénnte (67).

Neben der untersuchten Empfindlichkeit gegentber weuen, kurzlich fir die Therapie
zugelassenen Antibiotika Linezolid und Daptomycimduden bewahrten Antibiotika
Teicoplanin und Vancomycin, erfolgte eine Testunegentber dem sich noch in der
Zulassung befindlichen Lipoglykopeptid Dalbavandiese Substanz zeigt eine girevitro
Aktivitat gegenltber Gram-positiven Erregern, wiB.ZMRSA (33, 152, 153). Eine weitere
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Besonderheit von Dalbavancin ist die Halbwertszem 170-210 h, wodurch die fur die
Klinik interessante Option einer einmal wochentinhGabe besteht (32).Vergleicht man die
fur Dalbavancin ermittelten MHK-Werte mit denen fidie strukturell verwandten
Glykopeptide Teicoplanin und Vancomycin, so zeigtaldavancin ein besseres
Empfindlichkeitsprofil gegeniiber den getesteten MBd&aten. So ist fir alle drei getesteten
Substanzen der Bereich der ermittelten MHK-Werthr sgeit (Dalbavancin:<0,03->32
mg/L, Teicoplanin<0,25-256 mg/L und Vancomycin: 4->256 mg/L), jeddannte nur fur
zwei VRE Isolate ein MHK-Wert Uber 32 mg/L von Dallancin gegeniber 14 VRE Isolaten
bei Teicoplanin und 32 VRE Isolaten bei Vancomyemnittelt werden. Somit konnte fir
Dalbavancin eine bessere Wirksamkeit als flr Tdaup und Vancomycin gegeniber den
getesteten VRE Isolaten gezeigt werden. Dieserrigefuird durch die geringeren MHk
und MHKgo-Werte flir die getesteten Antibiotika gestutzt. gt der MHKyo-Wert flr
Dalbavancin bei 32 mg/L, wahrend Teicoplanin unch&amycin jeweils einen MH¥g-Wert
von 256 mg/L und >256 mg/L aufwiesen. Bei Einteguder getesteten Antibiotika nach ihrer
Wirksamkeit zeigt Dalbavancin die beste Wirksamkg#folgt von Teicoplanin und
Vancomycin. Die Uberlegenheit von Dalbavancin ureic®planin gegeniiber Vancomycin
erklart sich durch den Wirkmechanismus der beidedstnzen, welcher trotz einer
Einteilung in unterschiedliche Substanzklassen sdimiich ist. Durch Verankerung ihrer
apolaren Seitenkette in die Zellmembran kdnnenopdanin und Dalbavancin ihre Wirkung
durch eine verlangerte Interaktionszeit verstardh 35). Trotz der im Rahmen dieser Arbeit
gezeigten Unterschiede in dervitro Empfindlichkeit besitzen alle drei Antibiotika eim
wichtigen Stellenwert in der Bekdmpfung von lebeasbhlichen Infektionen durch Gram-
positiver Erreger und sollten wie die Substanzemetolid und Daptomycin weiterhin als
Reserve-Antibiotika gelten. Gerade die Méglichlaiter oralen Therapie mit Linezolid, die
sicherlich einen enormen Vorteil bei der Therapigehsbedrohlicher Infektion bietet, kdnnte
dazu beitragen, dass eine Therapie mit Linezolahtertig begonnen wird.

Weiterhin konnte bei den im Rahmen dieser Arbeiersuchten VRE Isolaten eine sehr hohe
Unempfindlichkeit gegeniber Ampicillin gezeigt werd So konnte bei einem Anteil von
92,3 % der getesteten Isolate eine Resistenz gbgen@mpicillin ermittelt werden.
Gleichzeitig zeigten 46,9 % der im Rahmen diesdyelrgetesteten VRE Isolate gegenuber
Gentamicin eine Hochresistenz, die eine kombini@terapie mit Ampicillin oder einem
weiteren [3-Lactam-Antibiotikum ausschliel3t. Darlber hinausrdeu eine Kreuzresistenz
gegenuber Ampicillin und Gentamicin in einem Antedn 45,3 % der im Rahmen dieser

getesteten VRE Isolate gezeigt.
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Eine Untersuchung zum Erwerb multipler Resistenziam untersuchten VRE Isolate

gegeniber den Antibiotika Ampicillin, Gentamicinpkezolid und Vancomycin als Vertreter

ausgewahlter Substanz-Klassen zeigte, dass 48,dr%ndRahmen dieser Arbeit getesteten
VRE Isolate gegentber drei oder vier dieser AntikioKlassen resistent sind (Abbildung

123).

Verteilung von VRE mit Resistenz

gegeniiber 1-4 Antibiotikaklassen 4 Klassen,
3,1%
Sensibel oder
intermediar;
3 Klassen; 3,0%

45,3%
1 Klasse; 9,4%

2 Klassen;
37,5%

Abbildung 123 Verteilung der im Rahmen dieser Arbei getesteten VRE Isolate mit Resistenzen
gegeniiber 1-4 Antibiotikaklassen: Der Anteil an Iskaten mit Resistenz gegenlber mindestens einem
Vertreter der ausgewahlten Klasse (Ampicillin, Genamicin, Linezolid und Vanomycin) betrug 9,4 %, der
Anteil gegeniiber mindestens zwei Vertretern der aggewahlten Klasse lag bei 37,5 % und der Anteil
gegeniiber mindestens drei und vier Vertretern der asgewahlten Klassen lag bei 45,3 % und 3,1 %. Der
Anteil an Isolaten mit multipler Antibiotika Resistenz, also Resistenz gegeniiber mindestens drei Vexter
der ausgewahlten Klassen lag bei 48,4 %:

Von diesen waren 62 Isolate gleichzeitig gegenémepicillin, Gentamicin und Vancomycin
resistent (Amp-Gerf-Van®-Muster).

Die Ergebnisse der durchgefuhrten EmpfindlichkeitBpg zeigt, dass die Reserve-
Antibiotika Daptomycin und Linezolid fir die Theiap/ancomycin-resistent&nterococcus
spp. eine sehr wichtige Rolle spielen. Dies wirdctudie bisher sehr geringe Resistenz
gegenuber Linezolid und die vollstindige Empfinlkeit gegentber Daptomycin
verdeutlicht.

Fur die weitere Verwendung von Daptomycin als Resdémtibiotikum erweist sich als
gunstig, dass fur diese bisher als unempfindlichegéber Daptomycin eingestufte Isolate
eher von einer eingeschrankten Empfindlichkeitvals einer Resistenz ausgegangen werden
sollte (91, 92, 94-96, 154). Der Wirkmechanismus \@aptomycin (5, 153) bietet zwar

wenig Mdglichkeiten fur die Entwicklung von Resisten, jedoch konnten auf molekularer
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Ebene Veradnderungen an-vitro erzeugten Daptomycin-resistentéh aureuslsolaten
gezeigt werden, die als mdgliche Ursache fur dierpfindlichkeit oder Resistenz gelten
konnten (98). Somit sollte der Einsatz von Daptomyo der Klinik bei Infektionen durch
Gram-positive Erreger nur dann erfolgen, wenn keuwe#teren Mdglichkeiten der Therapie
maoglich sind. Weiterhin ist jedoch ebenso wichtitg genaue molekulare Ursache fur die
Unempfindlichkeit der in der Literatur beschriebersolate zu kennen, um Mdglichkeiten
fur Strategien zur Umgehung dieser Unempfindlichkeischaffen.

Fir die Resistenzentwicklung gegeniber Linezohdegst sich zum einem gunstig, dass eine
klinisch und phanotypisch relevante Resistenz enstch langer Therapiedauer,
vorhergegangener Anwendung zahlreicher verschiedémibiotika (65, 68, 155) und
bedingt durch die homologe Rekombination sehr lamgsrfolgt (67). Dagegen scheint das
Auftreten einer Infektion mit LRE durch eine Ubagung von Patient zu Patient begiinstigt
zu werden, so dass bei Auftreten einer Infektiont mnezolid-resistenten Erregern
IsolierungsmaflRnahmen zwingend erforderlich sind)1Besorgniserregend ist das Auftreten
von Isolaten mit Linezolid-Resistenz, deren molak&llUrsache nicht in dem Vorhandensein
des G-T SNP an Position 2576 der 23S rRNA liegt. Vielmalurden zunachs$. aureus
Isolate mit Linezolid-Resistenz beobachtet, der@si®renz gegenuber Linezolid durch die
Expression einecfr-Methyltransferase (chloramphenicol-florfenicolistance) bedingt ist
(156-158). Dieses Plasmid-codierte Gen, welchesliisecfr-Methyltransferase codiert, war
zuvor bei Resistenzen gegentber Chloramphenicol Limcbsaminen identifiziert worden
und spielte eine Rolle b&. aureusund E. coli Isolaten, welche aus Tieren isoliert worden
waren (159, 160). Die exprimiertdr-Methyltransferase modifiziert das Adenin an Positi
2503 in der ribosomalen 23S rRNA, wodurch eine fesk gegenuber zahlreichen wichtigen
chemisch nicht verwandten Antibiotikaklassen vetettit wird. Diese erfolgt durch
verminderte Affinitat der Substanzen zum aktivemtdiem der Peptidyltransferase. Zu den
Substanzklassen mit verminderter Aktivitdt durchpiession diesecfr-Methyltransferase
gehdren Chloramphenicol, die Lincosamine (z.B. @mycin), die Oxazolidinone (z.B.
Linezolid), die Pleuromutiline und die Streptogramider Gruppe A. Besonders die
Lokalisation des Resistenzgens auf einem Plasmithtkdsich als besonderes Problem
erweisen, da dadurch die Verbreitung der genetrsttfermation leichter erfolgen kann, und
sich folglich eine Resistenz rascher und mdgliclegser sogar UbeBpeciesGrenzen hinaus
ausbreiten kann.

Es bleibt somit abzuwarten, wie sich der Trend &asistenzentwicklung gegenuber

Linezolid verhalt und ob in Zukunft neben dem brsaie haufigsten beobachteten Resistenz-
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Mechanismus, dem Vorhandensein desTGSNP an Position 2576 in der 23S rRNA, das
Gen fur die Expression defr-Methyltransferase vermehrt in Linezolid-resistent@ram-

positiven Erregern gezeigt werden kann.
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3 Untersuchungen zur Entwicklung eines
Pyrosequencing™ -basierten Nachweisverfahrens flr die
durch erm-codierte rRNA-Methyltransferasen
katalysierte Dimethylierung des Adenins an Position
2058 der 23S rRNAIn S. aureus

Ein weiterer Teil dieser Arbeit war die Entwicklurgines Pyrosequencing™-basierten
Nachweisverfahrens, um den Grad der Dimethyliemeg Adenins an Position 2058 der 23S
rRNA in S. aureus durch die Enzyme der Familie deerm-codierten rRNA-
Methyltransferasen zu detektieren und zu quareifei.

Mit der Hilfe der neuartigen Pyrosequencing™-Tedbge sollte die etablierten Methoden
zur Detektion der Dimethylierung (125, 126), wieaQtifizierung der gewonnenen cDNA-
Fragmente nach Auftrennung in einem Polyacrylamadi-@& Hinblick auf die Durchfihrung
und auch Sicherheit fir den Anwender verbessertleverSo sollte die Auftrennung der
gewonnenen cDNA-Fragmente durch ein Polyacrylanmed-éntfallen. Dies hatte in der
Hinsicht den entscheidenden Vorteil, dass keinaligiHerstellung eines Polyacrylamid-Gels
notigen gesundheitsschadlichen, neurotoxischen l&mig-Losungen verwendet werden
missten. Weiterhin ware die Auftrennung der Prolwench die Pyrosequencing™-
Technologie bei einem Probendurchsatz von 96 Prob&f Min. gegenuber einer kleineren
Probenanzahl in Abh&ngigkeit der GroRe des verwendBolyacrylamid-Gels wesentlich
schneller. Aulzerdem entféllt durch die Verwendumg® am 5°-Ende mit Biotin markierten
Primers, der Einsatz eines am 5°-Ende radioaktikkimden Primers, wodurch einerseits die
Durchfiihrung in einem gewdhnlichen Labor ohne bdeom Ausstattungsmerkmale moglich
ware und andererseits das gesundheitliche Risi@megesenkt werden wirde.

So konnte durch die durchgefihrten Arbeiten gezevgrden, dass es mit Hilfe der
Pyrosequencing™-Technologie maoglich ist, die Dirngk#éihung des Adenins an Position
2058 der 23S rRNA irS. aureuszu detektieren. Dazu wurde zuvor die Spezifitat de
entwickelten Primer und die optimale Menge des wseizenden Primers wahrend der RT-
Reaktion bestimmt. Weiterhin wurden die Unterschieid der Verwendung von 2’-
Desoxynukleotiden und 2°,3"- Didesoxynukleotiden bler Durchfiihrung der Primer-

Extension-Reaktion untersucht. Dabei konnte gezemgyiden, dass fur eine Detektion der
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Dimethylierung des Adenins an Position 2058 der BBNA in S. aureugdie Verwendung
von 2°,3"- Didesoxynukleotiden wahrend der PrimeteBsion-Reaktion notwendig ist.

Fur die Untersuchung zur Quantifizierung der Dingbénung des Adenins an Position 2058
der 23S rRNA mit Hilfe der Pyrosequencing™-Techgao wurden verschiedene
Sequenzier-Primer und Dispensationsfolgen wahreredt Byrosequencing™-Reaktion
verwendet. Die Ergebnisse dieser Messungen halmgiggiedass eine Quantifizierung mit
Hilfe der verwendeten Sequenzier-Primer nicht nabglist (Abbildungen 84 bis 90 und
Abbildungen 95 bis 106). Weiterhin konnte gezeigirden, dass sich der im Uberschuss
vorhandene Primer bei allen Messungen fir die Ausiug als hinderlich erweist.

Eine Maoglichkeit fur die Untersuchung zur Quantdizing ist die Verwendung von
entsprechenden 2°-Desoxynukleotiden mit einer Bibtarkierung wahrend der Primer-
Extension-Reaktion anstelle des am 5°-Ende Biotamkierten Primers. Der Vorteil liegt in
der Moglichkeit, den wahrend der Primer-Extensi@aRion im Uberschuss verwendeten
und die weiteren Messungen storenden Primer durcifredigung mit Streptavidin
vollstandig zu entfernen. Somit verbleiben nur gidildeten cDNA-Fragmente im weiter zu
untersuchenden Ansatz. Bei 2’-Desoxynukleotiden Bibtin-Markierung erfolgt die
Konjugation des Biotin durch einen 14 C-Atome lamdgpacer. Der Abstand, der durch
diesen Spacer geschaffen wird, ermoglicht die Bagduon Biotin an Streptavidin bei der
spateren Aufreinigung. Jedoch werden die wahrend Bemer-Extension-Reaktion
eingesetzten, nicht eingebauten mit Biotin markier2 -Desoxynukleotide ebenfalls bei der
Aufreinigung in den Ansatz der Pyrosequencing™-Reakiberfiihrt. Diese wirden dann
durch Einbau in das zu untersuchende cDNA-Fragmesiihrend der folgenden
Pyrosequencing™-Reaktion stéren und ein nicht atlbawes Ergebnis liefern. Weiterhin ist
es denkbar, dass die Biotin-Gruppe schon wéahrend Pdiner-Extension-Reaktion die
cDNA-Fragment-Bildung beeintrachtigt. So konnte eilurch den Einbau eines 2°-
Desoxynukleotids mit Biotin-Markierung verursachté&bbruch der Primer-Extension-
Reaktion, das erwartete Ergebnis empfindlich vectéén. Dies wéare besonders dramatisch,
da unter Umstanden zu erwarten wére, dass der Ablater Primer-Extension-Reaktion rein
zufallig erfolgen wirde und somit selbst bei eiMahrfachbestimmung eine statistisch nicht
signifikante Abweichung erfolgen wirde. AuRerdenmsedie Frage geklart werden, ob die in
den wahrend der Primer-Extension-Reaktion gebitdet®NA-Fragmenten vorhandene
Biotin-Gruppe die Aktivitdit der Polymerase wahremi@r Pyrosequencing™-Reaktion

beeintrachtigen kdnnten.
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Die gesammelten Ergebnisse haben fur die weitereeiwvicklung des Nachweisverfahrens
einen Stellenwert, als dass auf unnotige noch aurféhrende Experimente verzichtet werden
kann, besonders im Hinblick auf die Verwendungaelinzyme und Substrate wie z.B. der
Reversen-Transcriptase. Weiterhin konnten Erkesséni fir die Anwendung der
Allelquantifikation beim Pyrosequencing gewonnemndes.

Die weiterhin durchgefihrten Experimente, zum Naskwder wahrend der Primer-
Extension-Reaktion gebildeten cDNA-Fragmente uihferwendung eines am 5°-Ende 6-
FAM-markierten Primers haben eine mogliche Altermataufgezeigt. Es konnte gezeigt
werden, dass fur die Quantifizierung der wahrendRtener-Extension-Reaktion gebildeten
cDNA-Fragmente (am 5-Ende mit 6-FAM markiert) durein Polyacrylamid-Gel die
Nachweisgrenze zu gering ist.

Eine interessante, weitere Option ergibt sich ams durchgefuhrten Ansatz, mit dessen Hilfe
die wahrend der Primer-Extension-Reaktion gebilletDNA-Fragmente (5°-6-FAM-
markiert) durch eine Kapillar-Elektrophorese aufgenht werden sollten. Auch hier zeigte
sich der im Uberschuss vorhandene Primer der Piiiramsion-Reaktion fur die
Auswertung als hinderlich, da der Peak die nackfulign Peaks stark Uberlagerte. Die
eingesetzten Oligonukleotide waren jedoch auf dediBfnisse der Pyrosequencing™-
Technologie abgestimmt und sollten eine mogliclusz& Basenpaar-Lange besitzen, um z.B.
die Bildung von Sekundar-Strukturen zu verhindewodurch die Uberlagerung zu Stande
kam.

Ein neues Primer-Design, welches vollig losgeléstn vden Anforderungen der
Pyrosequencing™-Technologie (moglichst kurze cDNAgfmente) ware, wirde somit auch
die Bildung und auch die anschlieBende Auftrennanegentlich langerer cDNA-Fragmente
durch die Methode der Kapillar-Elektrophorese erticbgn. Somit konnte durch einen
ausreichenden Abstand zwischen dem verwendeterePund der Position des Abbruches
der Primer-Extension-Reaktion die Uberlagerung Bleakflachen verhindert werden. Auf
diese Weise waren somit ein Nachweis und eine @izaetung der Dimethylierung unter

Verwendung eines geeigneten Standards wahrendageltd€-Elektrophorese moglich.
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4 Untersuchung von MRSA |Isolaten mit Linezolid-
Resistenz

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten MRSA Ieoléeschreiben die ersten in
Deutschland isolierten MRSA-Stamme mit LinezolidsR&enz (161). Wie auch bei den in
der Literatur zuvor beschriebenen Fallen von LitidzResistenz (70, 162, 163), zeigte sich
diese nach einer lang anhaltenden Therapie mitzbirge

Die langsame Entwicklung einer Resistenz gegenlbezolid ist durch den schrittweisen
Mechanismus des Auftretens von klinisch relevarieriationen gegeben, so dass fur die
Ausbildung eines gegenuber Linezolid resistenteanBtyps das Vorhandensein des>G
SNP an Position 2576 auf der Mehrzahl der Kopies @ens der 23S rRNA notwendig ist.
Somit stellt die Therapie mit Linezolid Uber ein@ngeren Zeitraum einen offensichtlichen
Risikofaktor fUr die Ausbildung einer Resistenz geiber diesem Antibiotikum dar. Ebenso
scheint neben der Exposition mit Linezolid aucheditbertragung von Patient zu Patient eine
wichtige Rolle bei der Ubertragung von Infektiont rhinezolid-resistenten nosokomialen
Erregern zu spielen (155).

Berucksichtigt man die enorme Wichtigkeit der Enkeng und Eingrenzung von Infektionen
mit  Linezolid-resistenten Erregern, welche fur leflgedrohliche Erkrankungen
verantwortlich sein konnen, fur den effizienten rigdt eines Krankenhauses, so sind
zuverlassige und robuste Methoden zur Detektiorrektinisch relevanten phanotypischen
Resistenz gegeniber Linezolid unverzichtbar.

Der haufig in der Routine-Diagnostik verwendete AD#fusions-Test konnte dabei bei der
Detektion der Linezolid-Resistenz kein eindeutigegebnis liefern. Linezolid-resistente
Stamme kénnen innerhalb des Hemmhofes um das riligiikum praparierte Plattchen ein
schwaches Wachstum zeigen, welches bei der Intatjgre der Testung zu einem falschen
Ergebnis fuhren konnte (70). Bei der Untersuchuag MRSA Isolate im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Beobachtung ebenfalls gemachhesE der Isolate §. aureus
VA10260/05) war im Institut fur Infektionsmedizinesl Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf mit Hilfe des Agar-Diffusions-Tests ustacht und als Linezolid-empfindlich
eingeschatzt worden. Eine weitere UntersuchungEasepfindlichkeit gegentber Linezolid
durch Bestimmung der minimalen Hemmkonzentratioghnder Mikrodilutionsmethode
hingegen ergab einen MHK-Wert von 32 mg/L und same eindeutige Unempfindlichkeit

gegenuber Linezolid. Daher sollte die Bestimmungrdmimalen Hemmkonzentration nach
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der Mikrodilutionsmethode fur die Empfindlichkegstung gegentber Linezolid in der
Routine als Standard diskutiert werden.

Darlber hinaus wurde mit Hilfe des VITEK 2 Advandexpbert System (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Frankreich) ebenfalls im Rahmen der Atbeine Untersuchung am Institut fir
Infektionsmedizin des Universitatsklinikum HambuEgpendorf durchgeftihrt. Dabei wurden
die Isolate durch das Expertensystem als empfin@ingestuft, oowohl MHK-Werte vor3
mg/L ermittelt wurden. Diese Beobachtung zeigt ligut dass bei der Verwendung von
automatischen Test-Systemen, wie des verwendefEBR/R Advanced Expert System, eine
nachtragliche Interpretation der automatisch genim Ergebnisse zwingend notwendig ist.
Die Stabilitat der phanotypischen Linezolid-Resigtm-vitro undin-vivo ist derzeit ein sehr
kontrovers diskutiertes Thema. Eine Untersuchungteedass der Erwerb des<3 SNP an
Position 2576 in der 23S rRNA zu keinem phanotypscDefizit des Wachstumis-vitro
fuhrte und dieser Resistenz-Phéanotyp auch UberereeRassagen stabil blieb (164). Weitere
Arbeiten mit Linezolid-resistenten Stdmmen zeigtdass die untersuchten Isolate ohne
Selektionsdruck in Abwesenheit von Linezolid sinharhalb von sieben bzw. zwei Monaten
zu einem Linezolid-sensiblen Phanotyp zurtckentelitkkonnten (70, 163). Weiterhin
wurde im Rahmen der erwéhnten Untersuchungenirinéro-Studiedurchgefuhrt, welche
zeigen konnte, dass der gegenuber Linezolid-regesteh&notyp nach 60 Passagen sich als
instabil erwies (70).

Die Unterschiede zwischen dein-vitro und in-vivo Stabilitdt in den erwahnten
Untersuchungen wurden mit dem Vorhandensein und Atewesenheit von Wild-Typ
Sequenzen auf den untersuchten Gen-Kopien der ER3$A rerklart, welche fir die
Zuruckentwicklung zu einem gegenuber Linezolid g#es Phanotyp durch homologe
Rekombination der Genabschnitte notwendig zu selreiat. Die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten MRSA Isolate mit Linezolid-Resistengigien keine Verdnderung des
Resistenz-Phanotyps auch zwei Monate nach Endehdeapie mit Linezolid.

Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen konnten meidass das Auftreten einer Resistenz
gegenuber Linezolid mit dem Verlust der Resisteggegiber den Substanzen der Klasse der
Makrolide verbunden sein kann (165, 166). Weitertharden auch Linezolid-resistente
MRSA-Stamme isoliert, welche gegentber den Makewlidensibel blieben (70, 162).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten MRSA Isolait Linezolid-Resistenz verloren
ebenfalls mit dem Erwerb des—&I SNP an Position 2576 in der 23S rRNA ihre Resiste

gegenuber Makroliden, wie es zuvor in der Literdteschrieben worden war.
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Interessanterweise konnte ein Zwischen-Isolat satdt werden §. aureusVA10260/05),
welches einen Linezolid-resistenten Phanotyp aw®vekonnte, jedoch weiterhin Makrolid-
resistent war.

Die weiteren genaueren Untersuchungen der isalieNMRSA-Stamme mit Linezolid-
Resistenz zeigte dabei ein sehr interessantes Bilddie beiden zuerst isolierten Stamge
aureus VA39140/05 und VA10260/05, welche beide eine M&krResistenz aufwiesen,
konnten die fur die Expression der Makrolid-Resigteverantwortlichen GenermA und
ermC nachgewiesen werden. Fir die folgenden vier Isokannte jedoch nur das fur die
Expression der Makrolid-Resistenz verantwortlieghmAGen nachgewiesen werden, jedoch
nicht dasermGGen. Dies ist sehr verwunderlich, da diese Isokatdz des positiven
Nachweises degrmAGens gegenuber Makroliden empfindlich sind. Eim&l&ung far
diese Beobachtung kdnnte die Uberwiegend Plasndikite Expression desmGGens sein.
Die Aneignung der Linezolid-Resistenz zusatzlichr zler Resistenz gegenuber den
Makroliden konnte sich fur das Wachstum des Stamatsesachteilig erweisen. Der Verlust
des Plasmids mit der genetischen Information féredimGvermittelte Makrolid-Resistenz
stellt méglicherweise einen Versuch des Bakteridians sich dieses Nachteils zu entledigen.
Die Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit stdierten MRSA-Stamme stitzt diese
Vermutung. Der zuerst isolierte Stam@®. aureus VA39140/05 mit Empfindlichkeit
gegenuber Linezolid zeigte eine Generationszeit22 Min. und trug gleichzeitig dasmA
undermGGen. Das folgende Isol& aureus/A10260/05 mit Unempfindlichkeit gegenuber
Linezolid hingegen zeigte eine Generationszeit25 Min. und trug ebenfalls dasmA und
ermGGen und zeigte somit ein geringfugig langsameresitum. Das folgende Isol&t
aureusVA19213/05 mit Linezolid-Resistenz und Makrolid-Efimglichkeit hingegen zeigte
eine gleiche Generationszeit= 22 Min. wie das IsolaB. aureusvA39140/05, trug jedoch
nur dasermAGen (Tabelle 97).

Weiterhin sollte geklart werden, wieso fur die ket nach dem Isolab. aureus/A10260/05
isolierten Stamme trotz des Nachweises de®nAGens Empfindlichkeit fur Makrolide
nachgewiesen wurde. Durch Sequenzierung des Tramsdb4 (TB54) in S. aureussollte
dabei diese Region auf mogliche strukturelle Veedmdgen, wie z. B. Deletionen,
Insertionen und Punkt-Mutationen in der RegulategiBn desermAGens untersucht
werden, wodurch eine, wie zuvor in der Literatusdigieben, veranderte ph&notypische
Expression des Gens bewirkt werden kénnte (52,16%;169). Die beobachtete Reversion
der Resistenz gegentber Makroliden kdnnte dahen ducch eine veranderte attenuierte

Translation desermAGens verursacht sein. Dabei konnte in allen untttenS. aureus
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Isolaten VA39140/05, VA10260/05 und 19213/05 keugerschiede untereinander gezeigt
werden, jedoch fur alle Isolate gemeinsam Verandgrn vor der Shine-Dalgarno-Region
(Tabelle 100). Diese Veranderungen kénnten bewjrdass dasrmAGen bei allen Isolaten
auch schon vor Erwerb der Linezolid-Resistenz bemgcht korrekt exprimiert wird. Somit
ist es wahrscheinlich, dass fur die Makrolid-Re&sigtbei allen Isolaten allein das Plasmid-
codierteermGGen verantwortlich ist. Durch den mdglichen weateNerlust des Plasmids
mit der genetischen Information fur die Expressd®s ermGGens wird auch diermG
vermittelte Makrolid-Resistenz nicht mehr exprini€@omit ist der im Rahmen dieser Arbeit
gezeigte Zusammenhang zwischen Linezolid und Makiésistenz vielleicht ein zufalliger
Befund ohne Zusammenhang. Zur genauen Beantwodigsgr Fragestellung ware eine
genaue systematische Analyse nach mechanistisepatemiologischer, bzw. klinischer
Ursache, wie z. B. Selektionsbedingungen, notig.

Das Auftreten des Isolat& aureus/A10260/05 mit gleichzeitiger Linezolid- und Makieh
Resistenz konnte jedoch ebenfalls die EntstehumgRésistenz gegeniiber Linezolid tber
einen zweistufigen Prozess erklaren, bei dem zwghadile Resistenz gegeniber Linezolid
auftritt und erst im spateren Verlauf die bereitastierende Resistenz gegeniber der
Substanzklasse der Makrolide verloren geht.

Zusammengefasst zeigen die im Rahmen dieser Arbg##grsuchten MRSA Isolate mit
Linezolid-Resistenz, dass der Einsatz von Linezul@terhin restriktiv erfolgen sollte und
eine Uberwachung der Resistenz vor und wahrend Téherapie unverzichtbar fur die

erfolgreiche Anwendung von Linezolid ist.
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F  Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Empfictatieits-Untersuchung muss in drei
Teilabschnitte untergliedert werden. Zum einem Uietersuchung der Uber drei Jahre
gesammelten klinischen Isolate aus dem Routined, alsmwie zum anderen die
Empfindlichkeitsprifung delEnterococcusspp. Isolate mit phanotypischer Vancomycin-
Resistenz. Als dritten Teil sollte man die Isolreguder MRSA Isolate mit phanotypischer
und genotypischer Linezolid-Resistenz betrachten.

Fur alle drei Abschnitte bleibt die Beobachtungssdalas Auftreten von Resistenzen
gegenuber neuen Reserve-Antibiotika wie Linezolndl unultipler Resistenzen gegenuber
verschiedener Antibiotika-Substanzklassen ein soiggendes Problem in der Behandlung
von nosokomialen Infektionen darstellt. Diese Babiang erfordert somit den rationalen
Einsatz von Antibiotika nach vorheriger Empfindkehtstestung und folglich der raschen und
preisgunstigen Resistenzdetektion. Ist keine Endp@ihkeitstestung mdglich, da eine rasche
initiale Therapie erforderlich ist, so sollte nactien Empfehlungen anerkannter
Fachgesellschaften bis zum Ergebnis einer Emp@hkéitsprifung therapiert werden (100,
101). Die derzeitige ungunstige Entwicklung, dasem zunehmend wachsenden und immer
komplexer strukturierten Feld der Antibiotika-Résie eine immer geringere Anzahl an
neuen, innovativen Antibiotika gegenlbersteht, tatteicht diese Aussage.

So bleibt fur den ersten Teil der Arbeit, der Emgfichkeitsprifung der klinischen Isolate
aus dem Routine-Labor als Ausblick eine Weiterfalgraler Untersuchung fur weitere drei
Jahre wiuinschenswert, um somit die Moglichkeit eineeiteren Trendentwicklung
aufzuzeigen. Weiterhin stellt die Erweiterung des testenden Panels um das neue
Antibiotikum Tigecyclin (Tygacif) eine viel versprechende Option dar. Dabei sollten
aul3erdem etablierte Tetracycline wie Tetracyclioxyxyclin und Minocyclin in die Testung
mit einbezogen werden. Besonders auf das Minocyeal® Entwickungsvorstufe des
Tigecyclins sollte ein Augenmerk gelegt werden. Mfbin ware eine detaillierte
Untersuchung der klinischen Isolate bezilglich iHN#RSA-Typisierung interessant. Eine
Unterscheidung zwischen ha-MRSA und ca-MRSA iskditteressante Fragestellung und
wurde die Aussagekraft der Daten steigern. Dabent@der Nachweis des Panton-Valentin-
Leukozidin-Gens (PVL-Gen) mit Hilfe einer PCR egeh, dessen Vorhandensein mit der
verstarkten Virulenz der ca-MRSA in Verbindung gaiht wird (26). Gleichzeitig kdnnte
eine zusatzliche Empfindlichkeitsprifung gegenibesidinsaure erfolgen, da das Auftreten

einer Infektion durch einen ca-MRSA ebenfalls dueaie Resistenz gegenuber Fusidinsdure
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charakterisiert ist (170) und somit eine Untersgheg gegeniber einem ha-MRSA moglich
ware.

Die aufgefuihrten Uberlegungen zur Testung mit Tyghe gelten ebenfalls fir die
untersuchtenEnterococcusspp. Isolate mit phanotypischer Vancomycin-Resistdaine
Empfindlichkeitstestung gegentber Tigecyclin b&nterococcus spp. Isolaten mit
charakterisierter Vancomycin-Resistenz wuirde setteréssante Aussagen Uber dessen
Einsatz beiEnterococcusspp. Isolaten erlauben, da Tigecyclin nur fur digefBpie von
Vancomycin-sensiblek. faecals Isolaten zugelassen ist.

Ebenfalls von grol3em Interesse ware die gleiclggeitUntersuchung der in beiden
Teilabschnitten untersuchten Kollektive bezuglices dZusammenhangs der Linezolid-
Resistenz und dem Nachweis a#isGens in den gefundenen Linezolid-resistenten tisnla
Dieses Gen kommt als eine weitere Resistenzurshatod die Expression einer 23S rRNA
Methyltransferase gegenuber Linezolid in Betradi6) wobei bisher dasfr-Gen nur sehr
selten inS. aureusnachgewiesen werden konnte. Durch die mdoglichenpl&gebundene
Ubertragung erscheint jedoch eine vereinfachte Méting nicht ausgeschlossen. Eine
interessante Fragestellung ist, welches Ausmallidiezolid-Resistenz bei gleichzeitigem
Vorkommen desfr-Gens und des-&T SNP an Position 2576 in der 23S rRNA hat.

Es bleibt fir den Nachweis der Dimethylierung dedeins an Position 2058 in der 23S
rRNA, die gewonnenen Ergebnisse fir die Optimieraieg Methode zu verwenden. So
erscheint es aussichtsreich, die wahrend der Piiixiemsion-Reaktion gewonnenen cDNA-
Fragmente mit Hilfe der Kapillar-Elektrophorese wfelwendung eines neu entwickelten am
5°-Ende 6-FAM-markierten Primers, aufzutrennen.

FUr die untersuchten MRSA Isolate mit Linezolid-Rez ergeben sich als weitere
maogliche Fragestellung der gefundene, nicht genaarklarende Zusammenhang zwischen
Makrolid-Empfindlichkeit und Linezolid-Resistenz.abei stellt sich die Frage, ob das
Auftreten des beobachteten Resistenz-Phanotypsalkaasknlpft ist, entweder durch den
G—T SNP an Position 2576 in der 23S rRNA oder durehedentuelle Expression deB-
Gens und der damit verbundenen Dimethylierung ddsenfs an Position 2503 der 23S
rRNA. In beiden Féllen kdnnte eine strukturelle &sterung der Bindungsregion fur die
Makrolide durch veranderte Sekundarstrukturen dégd- sein, welche zu einer besseren
Bindungsaffinitdt der Makrolide und somit zur Enmafiichkeit fiihrt. Gleichzeitig kdnnten
aber auch die gefundenen Verdnderung in der Regrdgion desermAGens zu einer
Inaktivierung desermAGens fihren und der mogliche Verlust des Plasnmis der

genetischen Information fir daarmGGen somit zu einer Inaktivierung der Makrolid-
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Resistenz fuhren. In beiden Fallen misste durcé sirukturelle Untersuchung (Modelling)
die Bedeutung der gefunden strukturellen Verandgrann der Regulator-Region desnA
Gens untersucht und experimentell Uberprift werden.

Gleichzeitig musste die Rolle der Plasmid-codiegemGvermittelten- und chromosomal-
codierten ermAvermittelten Makrolid-Resistenz untersucht werdddabei gilt es zu
untersuchen, welche Hierarchie bei gleichzeitigéisénz zweier verschiederegm-codierter
rRNA-Methyltransferasen die Expression beider Gemierliegt. Im Fall der Expression nur
eines Gens konnte der Verlust der Makrolid-Resstend der Erwerb der Linezolid-
Resistenz zwei zufallige Ereignisse sein. Fiur age@auere Untersuchung ist es jedoch
notwendig, die plasmid-codierteermGvermittelte Makrolid-Resistenz durch eine
Charakterisierung des Plasmids zu untersuchen urah ddusschaltung deermGGens und
anschlieBender Transformation zuriick in den Orgamssden Zusammenhang zu beweisen
oder zu widerlegen.

Die Arbeit der Gruppe um Sakoulas konnte zeigerssdaach Transformation eines
Linezolid-resistenten MRSA-Stamm mit einem Plasmiglches daermGGen tragt, die
Linezolid-Empfindlichkeit nicht wieder herstellt i (171).

229



Zusammenfassung

G Zusammenfassung

Die Gram-positiven Errege®. aureusund Enterococcusspp. gelten als eine haufigsten
Ursachen fur schwere Infektion wie z.B. Infektionder Blutwege bei hospitalisierten
Patienten (23). Der zunehmende Selektionsdruck renkenhdusern hat fur nahezu allen
Antibiotikaklassen gegenuber allen wichtigen Errageur Ausbildung von Resistenzen
gefuhrt (172), wobei in der Zukunft durch die feide Entwicklung neuer, innovativer
Antibiotika die Bekdmpfung von Infektionen sichehi immer schwieriger werden wird
(173).

Die durchgefiihrten Untersuchungen zur Entwicklunge® Pyrosequencing™-basierten
Nachweisverfahrens der Dimethylierung des AdenmPasition 2058 der 23S rRNA zeigen,
dass die Pyrosequencing™-Technolgie zur Detektien @imethylierung geeignet ist.
Weiterhin konnten fur die Quantifizierung der Ditmgterung wichtige Kenntnisse
gewonnen werden. Dabei wurden verschiedene SeaqudPzmer wahrend der
Pyrosequencing™-Reaktion, sowie die Verwendung 2oDesoxynukleotiden und 2°,3"-
Didesoxynukleotiden wahrend der Primer-Extensioak®en untersucht. Ebenso wurden
alternative Methoden zur Detektion und Quantifizrey der Dimethylierung des Adenins an
Position 2058 der 23S rRNA untersucht. Dabei ig dussichtsreichste Mdglichkeit die
Auftrennung der nach einem neuen Primer-Design rdirdmer-Extension gewonnenen
cDNA-Fragmente mit Hilfe der Kapillar-Elektrophoees

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrtenvitro Empfindlichkeitsprifungen ars.
aureus-und Enterococcusspp. Isolaten liefern einen wertvollen Beitrag, gla die lokale
Resistenz-Lage an dem Universitatskrankenhaus Hagytbppendorf zeitlich punktuell
aufzeigen. Dabei wurde ein im Vergleich zu dem ar Routine-Diagnostik verwendeten
Agar-Diffusions-Test detailliertes Bild durch diee®@ mmung der MHK durch die Mikro-
Dilutions-Methode erstellt. So wurden die fur dim$&€hatzung der Resistenzlage wichtigen
Parameter wie MHK-und MHKg-Wert sowie die Spannweite der MHK-Werte ermittelt.
Die Uber drei Jahre gefuhrte Empfindlichkeits-Ustehung zeigt somit fur die in
Deutschland verfigbaren Reserve-Antibiotika Daptomy Linezolid, Teicoplanin und
Vancomycin ein gunstiges Bild mit sehr geringeni&eszraten fir Linezolid, Teicoplanin
und Vancomycin und einer vollstdndigen Empfindlieitkir Daptomycin. Weiterhin wurde
ein Anteil an MRSA Isolaten von 11,8 % sowie einBB/Rate von 3,4 % ermittelt. Das
Auftreten von Resistenzen gegenuber Linezolid 819, der untersuchtelBnterococcuspp.

Isolate zeigt gleichzeitig, dass der Einsatz diesesbiotikums in Zukunft sehr restriktiv
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erfolgen sollte. So ist es erforderlich eine Pragfules Resistenzstatus gegenuber Linezolid
auf molekularer Ebene vor und wahrend der Therampezunehmen. Dabei ist von
besonderem Interesse der~G SNP an Position 2576 in der 23S rRNA, fur dessgmelle
Detektion im Rahmen dieser Arbeit ein Pyrosequagiirbasiertes Nachweisverfahren
entwickelt und angewandt wurde. Dabei wurde deeddsnische Fall eines MRSA Isolates
mit Linezolid-Resistenz (161) sowohl genotypiscls alich phanotypisch und auf einen
maoglicher Zusammenhang des Verlustes der MakrofisigRenz und der Aneignung der
Linezolid-Resistenz ir§. aureusuntersucht. Dabei gilt es in der Zukunft zu kléareb die
gefundenen Veranderungen in der Regulatorregioredas-Gens und der mdgliche Verlust
des Plasmids mit der genetischen Information fgredanGGen von Bedeutung sind.
Weiterhin wurde die bisher noch nicht beschriebg@motypische Veranderung eines
Vancomycin und Linezolid-resistente&. faecium Isolates zurtick zur vollstandigen
genotypischen Sensibilitat mit Hilfe des entwickalt Pyrosequencing™-basierten
Nachweisverfahrens untersucht (69). Durch die Ergsle dieser Untersuchungen, aber auch
die Isolierung eines phanotypisch gegenuber LineéaotauffalligenE. faeciumisolates mit
genotypischer Pradisposition, welche zu einer notigh rascheren Resistenzentwicklung
gegeniber Linezolid fuhren kodnnte, konnte die emoriichtigkeit der schnellen und
korrekten Detektion der Linezolid-Resistenz gezevgtden. Der im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Assay zur Bestimmung des»& SNP an Position 2576 in der 23S rRNA mit
Hilfe der Pyrosequencing™-Technolgie hat sich zeamwortung dieser Fragestellung als

sehr zuverlassig erwiesen.
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H Summary

The pathogen bactertataphylococcus aurewmnd Enterococcuspp.are the most common
cause of bloodstream-infections in hospitalizedepas (23). Increasing selective pressure has
resulted in resistance to nearly all clinicallyensdnt classes of antibiotics for almost all
important bacteria associated with noscomial indest (172). Thus in the near future the
appropiate therapy of those infections will preshipdecome more difficult, as development
of new, innovative antibiotics for the successfeatment of nosocomial infections is lacking
(173).

The studies conducted for establishing a pyroseringf'-based detection of the
dimethylation of the adenine at position 2058 ia #3S rRNA demonstrated the potential to
detect the dimethylation. Furthermore the applieatkwfor developing a pyrosequencing™-
based approach to detect and quantify the dimdtbglgrovides useful information for
further investigations. So various sequencing-prinfer the pyrosegeuncing™-reaction as
well as the application of 2"-desoxynucleotides @@’ -didesoxynucleotides during the
primer-extension-reaction were tested. At last ralieve ways for the detection and
guantification of the dimethylation of the adeniaeposition 2058 in the 23S rRNA were
tested. The most promising way should be the separly capillar electrophoresis of the
primer-extension-reaction produced cDNA-fragmenith ywrior development of a new 5°-6-
FAM-labeled primer.

Present result of tha-vitro susceptibility-testing provide data on local ssatd resistance at
the University Medical-Center of Hamburg-EppendaorfGermany. During this work used
microbroth dilution in contrast to in routine-diaggtics commonly used agar-diffusion test
provided much more differentiated results. Thustfa evaluation of resistance the M§C
values and Mlgy-values as well as range were determinated. Theeldahg collected during
the in-vitro susceptibility-testing for three years show anrojstic perspective for the last-
line antibiotics available in Germany (daptomydinezolid, teicoplanine and vancomycin),
with low rates of resistance for linezolid, teicapine and vancomycin and complete
susceptibility for daptomycin. Furthermore a remise rate of 11,8 % for MRSA and 3,4 %
for VRE could be detected.

The emergence of resistance against linezolid%2¢d the analyzed isolates Bhterococcus
spp.showed resistance towards linezolbints out the need for restrictive applicatiorttos
last-line antibiotic. Furthermore the state of semice should be analyzed very carefully

before and during the treatment with linezolid. Hus question a pyrosequencing™-based
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assay to detect the-&T SNP at position 2576 in the genes encoding fer2BS rRNA has
been developed and applied. During this thesidfiteecase of a linezolid-resistant MRSA
Isolate (161) has been successfully analyzed gpiatyy and phenotypically, as well as the
connection between the loss of resistance to #eses of macrolides and the acquisition of
resistance to linezolid. For further studies, niytdbe role of the finding of genetic changes
in the regulatory region of thermAgene and a proposed loss of the plasmid harbotinizg
genetic information for thermGgene should be analyzed further.

The molecular characterization of a novel genotype, the reversion of vancomycin and
linezolid resistance to complete susceptibility an E. faeciumisolate (69) have been
analyzed. Furthermore the identification of a plgpically susceptible but genotypically
affected E. faeciumisolate with the possibility of a much more rapiévelopment of
resistance to linezolid points out the great imgmace of the fast and reliable detection of

resistance to linezolid with the pyrosequencing™eabassay developed during this thesis.
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