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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biologie von Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ist ein gram-negatives Stabchenbakterium
aus der Gruppe der Proteobakterien (Vasil, 1986). Das Stébchen ist beweglich und
monotrich begeifelt. Auftillig sind die Pigmentbildung (Pyozyanin, Pyoverdin,
Pyomelanin und Pyorubin), sowie die Anspruchslosigkeit und Anpassungsfahigkeit
an seinen Lebensraum (Vasil, 1986).

Zwar ist P. aeruginosa ein ubiquitir verbreiteter Keim, er bevorzugt jedoch feuchte
Lebensrdume. Im klinischen Umfeld ist er u.a. oft in Duschen und Wasserhdhnen
(Bert et al., 1998), Dialysegeriten (Lo ef al, 1998) und Schwimmbecken (Tate ef al.,
2003) nachweisbar.

P aeruginosa kann schnell zu einem bedeutenden Problem fiir die
Krankenhaushygiene werden (Hancock und Brinkman, 2002). Resistenzen gegen

Desinfektionsmittel erschweren die Bekdmpfung des Bakteriums.

1.2 Pseudomonas aeruginosa als Krankheitserreger

P aeruginosa ist ein fakultativ pathogener Keim. Infektionen bilden sich
insbesondere bei Patienten mit geschwichtem Immunsystem aus. Héaufig betroffen
sind Patienten auf onkologischen Stationen oder Patienten mit Cystischer Fibrose
(Gallant et al., 2000). Als Krankheitsbilder treten beispielsweise Pneumonien,
Sepsis, Weichteilinfektionen oder Endokarditiden auf. Besonders hohe Sterberaten
sind bei Patienten mit einer von Pseudomonaden ausgelosten Sepsis zu beobachten.
Auch der Befall von Verbrennungswunden birgt eine grofle Gefahr fiir die Patienten.
Die meisten dieser Infektionen werden nosokomial, d.h. im Krankenhaus erworben
(Garau und Gomez, 2003).

In etwa 10% der nosokomialen Infektionen ist P. aeruginosa als Erreger zu finden
(Suérez et al., 2009). In einer Studie wurde gezeigt, dass im Krankenhaus 18,1% der
Pneumonien, 3,4% der Bakteridmien, 9,5% der allgemeinen postoperativen
Infektionen und 16,3% der Harnwegsinfektionen im Jahr 2003 durch P. aeruginosa
ausgelost werden (Gaynes et al., 2005). Wie gefahrlich der Keim ist, verdeutlicht

eine Mortalitdt von 36% bei einer Bakteridmie mit einem carbapenemsensiblen
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Stamm bzw. 46% bei einer Infektion mit einem carbapenemresistenten Stamm
(Sudrez et al. 2010). Uber eine steigende Mortalitit im Rahmen einer
Carbapenemresistenz berichten auch Liu et al. 2015.

Die Therapie dieser Krankheiten gestaltet sich unter Umstidnden sehr schwierig, da
P aeruginosa ein breites Spektrum an natiirlichen Resistenzen gegen diverse
Antibiotika in sich trdgt (Hancock und Speert, 2000). Zudem ist der Keim sehr
anpassungsfahig und kann unter Antibiotikatherapie weitere Resistenzen ausbilden
(Hancock und Speert, 2000).

Eine transiente Besiedlung hingegen ist fiir den Menschen harmlos. Nur selten
werden ambulant erworbene Infektionen durch P. aeruginosa ausgeldst; der Keim
spielt beispielsweise bei ambulant erworbenen Pneumonien so gut wie keine Rolle

(Hoffken et al., 2009).

1.3 Antibiotikaresistenz bei Pseudomonas aeruginosa

Natiirlicherweise ist P. aeruginosa resistent gegen eine Reihe verschiedener
Antibiotika, z.B. Aminopenicilline, Cephalosporine der Gruppen 1, 2 und 3a
(Cefazolin, Cefuroxim, Cefotaxim) sowie Tetrazykline und Makrolide (Li et al.,
1995). So sind von den verfiigbaren B-Laktam-Antibiotika nur die
Acylureidopenicilline, sowie 3b-Cephalosporine (Ceftazidim), Cephalosporine der 4.
Generation (Cefepim) und Carbapeneme der Gruppe 1 gegen P. aeruginosa wirksam.
Zudem zeigen Aminoglykoside sowie die Chinolone Ciprofloxacin und
Levofloxacin, eine gute Wirksamkeit bei Infektionen mit diesem Keim (Hancock und
Speert, 2000).

Resistenzen gegen B-Laktam-Antibiotika entstehen unter anderem durch das
Zusammenwirken der folgenden Faktoren: De-Repression der AmpC-3-Laktamase,
niedrige Membranpermeabilitit durch Verlust von Membranporen (Porine),
hochregulierte Efflux-Systeme und den iiber Plasmide stattfindenden Erwerb von
Enzymen zum Abbau von Antibiotika. Unter Antibiotikatherapie ist P. aeruginosa in
der Lage, weitere Resistenzen auszubilden (Lynch et al., 1987, Lister et al., 2009).
Das GENARS (German Network for Antimicrobial Resistance Surveillance) und die
EARSS (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) dokumentieren
auf nationaler und europdischer Ebene die Entwicklung der Antibiotikaresistenz bei

Bakterien. Die in Tabelle 1 angegebenen Zahlen beziehen sich auf die
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durchschnittlichen Resistenzraten bei P. aeruginosa im Jahr 2012 in Deutschland und
Europa (ECDC, 2013). Hier wird deutlich, dass die deutschen Resistenzraten bei
P. aeruginosa im europdischen Vergleich noch deutlich niedriger sind. Abgesehen
davon, sind die aufgefithrten Zahlen im klinischen Alltag problematisch und

verdeutlichen die Schwierigkeit einer addquaten Antibiotikatherapie.

Tabelle 1: Durchschnittliche Antibiotikaresistenzraten bei P. aeruginosa

im Vergleich Deutschland und Europa 2012. Quelle: ECDC, 2013.

Antibiotikum Europa Deutschland
Piperacillin £Tazobactam 19,8 % 15,5 %
Ceftazidim 13,5 % 9,6 %
Fluorchinolone 21,0 % 19,6 %
Aminoglykoside 18,4 % 10,6 %
Carbapeneme 17,1 % 10,7 %
Kombinierte Resistenz* 13,8 % 8,4 %

*Kombinierte Resistenz bedeutet, resistent gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen.

Die Ergebnisse der PEG-Resistenzstudie 2010 (GENARS 2010) sind in Abbildung 1
dargestellt. Sie zeigt die Resistenzentwicklung von 1995 bis 2007. Entnommen ist
die Abbildung einer Verdffentlichung (GERMAP 2010) vom Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir
Chemotherapie e.V. und Infektiologie Freiburg in der iiber den Antibiotikaverbrauch
und die Verbreitung von Antibiotikaresistenzen in der Human- und Veterindrmedizin

in Deutschland berichtet wird. Deutlich wird hier, dass hiufig eingesetzte Antibiotika
zur kalkulierten Therapie gegen Infektionen durch P aeruginosa in den letzten
Jahren immer hiufiger unwirksam waren.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das immer hiufigere Auftreten von
Multiresistenzen die Wirksamkeit der zur Verfligung stehenden Antibiotika immer
weiter einschrinkt und es somit hiufiger zu Therapieversagen kommt (Nikaido und
Pages 2011). Eine sogenannte Multiresistenz oder kombinierte Resistenz liegt dann
vor, wenn ein Keim gegen mehr als 3 Antibiotikaklassen resistent ist. Zu diesen
Klassen gehoren Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme und Chinolone

(KRINKO, Epidemiologisches Bulletin 09/2011). Fiir eine Studie von Tam et al.
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wurden in Texas zwischen 2005 und 2007 Pseudomonaden aus Blutkulturen isoliert,

von diesen Proben waren 14% multiresistent (Tam et al., 2010).

DWIWIRIS JOIUDISISI 04

Ceftazidim Piperacillin . Imipenem Levofloxacin Amikain Tobramycin
Cefepim Piperacillin/ Meropenem Ciprofloxacin Gentamicin
Tazobactm

Abbildung 1: Prozentuale Anteile resistenter Stimme von P. aeruginosa. Quelle:

nach GENARS 2010.

1.4 Molekulare Grundlagen zur erworbenen

Antibiotikaresistenz bei Pseudomonas aeruginosa

Zu den molekularen Mechanismen erworbener Resistenzen gehoren hochregulierbare
Efflux-Systeme, runterregulierbare und mutierte Membranporine, sowie
de-reprimierte AmpC-B-Laktamasen. Ausgelost werden diese Verdnderungen der
Genexpressionen durch chromosomale Mutationen (Lister ef al., 2009).

AuBlerdem konnen mobile Genelemente, wie z.B. Plasmide und Transposons,
Resistenzgene tragen. Diese konnen zwischen Bakterien ausgetauscht werden (Lister
et al, 2009). So sind beispielsweise die Metallo-B-Laktamasen (MBL)
plasmidcodiert. Im Folgenden werden lediglich die in dieser Arbeit untersuchten
Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene erklért. All diese Mechanismen sind

fiir Carbapenemresistenz verantwortlich.

1.4.1 Efflux-Systeme
P aeruginosa hat verschiedene Efflux-Systeme (Poole, 2004). Diese Pumpen

befinden sich in der Zellmembran und schleusen nicht nur Antibiotika, sondern u.a.
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auch Biozide, Farbstoffe und Losungsmittel aus den Keimen (Sobel et al., 2005b).
Dieser Transport verhindert eine Akkumulation von Medikamenten und anderen
Giftstoffen in der Zelle. Tabelle 2 verdeutlicht die Einteilung der Efflux-Systeme:
Zunichst werden sie nach ihren Energiequellen und dem Transportmechanismus

klassifiziert. Danach folgt die Einteilung in Superfamilien und Familien.

Tabelle 2: Einteilung der Efflux-Systeme Quelle: van Bambeke et al., 2000; es sind
nur die bei P. aeruginosa vorkommenden Familien der Efflux-Pumpen aufgefiihrt.

Superfamilie Familie Transportmechanismus
ABC (ATP-Bindekassette) Primér aktive Transporter
Small Multidrug Resistance Sekundér aktive Transporter
Multidrug Endosomal Transporter Sekundir aktive Transporter
Resistance Nodulation Division =~ Mex bei Sekundir aktive Transporter
(RND) P. aeruginosa

Major Facilitator Superfamily TetC bei Sekundar aktive Transporter

P aeruginosa
Major Facilitator Superfamily CmlA bei Sekundar aktive Transporter
P aeruginosa

Multi-Antimicrobial-Resistance Sekundir aktive Transporter

Jedes dieser Systeme verfiigt iiber spezifische Regulatorgene (Nikaido, H., 1998). So
wird MexAB-OprM (RND-Familie) beispielsweise durch mexR reguliert (Poole et
al., 1996). Eine Uberexpression dieser Pumpen ist vermutlich nicht nur im
Zusammenhang mit Antibiotikaresistenz ~ wichtig, sondern koénnte auch
physiologische Bedeutung haben. So gibt es Mutanten, die auch ohne Kontakt zu
Antibiotika das Efflux-System hochregulieren (Join-Lambert ef al., 2001). Es wird
davon ausgegangen, dass diese hochregulierten Efflux-Systeme auch dem Schutz des
Bakteriums vor schiddlichen Umwelteinfliissen, z.B. dem Kontakt mit
Chlorphenolen, dienen. Diese Desinfektionsmittel werden somit unwirksam (Ghosh
etal.,2011).

Als wichtigstes Efflux-System fiir die Ausbildung von Antibiotikaresistenzen nutzt
P. aeruginosa die MexAB-OprM-Pumpe (Li et al., 1995). Diese ist in der Lage, u.a.
Fluorchinolone, Tetrazykline, Chloramphenicol, B-Laktam-Antibiotika und B-

Laktaminhibitoren, Makrolide, Novobiocin, Trimethoprim und Sulfonamide aus der
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Zelle zu schleusen. Zu den ausschleusbaren 3-Laktamen gehoren Carboxypenicilline,
extended-spectrum-Cephalosporine sowie die Carbapeneme Meropenem und
Panipenem (Lister et al., 2009, El Amin et al., 2005). In einer Studie von Kdhler et
al. aus dem Jahre 1999 wurde gezeigt, dass bei Uberexpression von MexAB-OprM
der MHK-Wert fiir Meropenem von 4ug/ml (Wildtyp) auf 16pg/ml ansteigt. Der
MHK-Wert fiir Imipenem bleibt bei einer Uberexpression der Mex AB-OprM-Pumpe
unverdndert (Kohler ez al., 1998, Livermore ef al., 2001).

1L J

—'
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Abbildung 2: Schematisches Modell der RND-
Pumpe MexAB-OprM Quelle: Askoura et al.,
2011.

Der Aufbau dieser Efflux-Pumpe ist in Abbildung 2 dargestellt. MexB durchzieht die
innere Membran und dient als eigentlicher Transporter. Im periplasmatischen Raum
befindet sich als Verbindungsstiick MexA. In der duleren Membran schleust OprM
die schéidliche Substanz aus dem periplasmatischen Raum ins Cytosol und verhindert
zudem die Wiederaufnahme des Stoffes in die Zelle (Askoura et al, 2011).

Bisher sind die drei Gene nalC, nalD und mexR als Regulatoren fiir MexAB-OprM-
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Effluxpumpe bekannt (Daigle et al, 2007). Ihr jeweiliger Einfluss auf die
Uberproduktion der Efflux-Pumpe wird im Folgenden beschrieben.

1.4.1.1 Das mexR-Gen
Das mexR-Gen befindet sich im bakteriellen Genom stromaufwirts von mexAB-

oprM, wird aber unabhéngig transkribiert. Als Repressor der MarR-Familie reguliert
MexR die mexAB-oprM-Expression (Poole et al., 1996).

Ist das mexR-Gen mutiert, verliert es seinen hemmenden Einfluss und es kommt zu
einer circa zweifach erhohten Expression von mexAB-oprM (Poole et al., 1996).
Diese Isolate werden als nalB-Mutanten bezeichnet. Solche Mutationen bewirken
z.B. eine Verschiebung des Leserahmens oft mit vorzeitigem Stopcodon, die
Produktion eines instabilen Proteins, oder sie behindern die Dimerisierung des
Proteins (Adewoye ef al., 2002). Die MHK fiir Meropenem steigt im Vergleich zum
Wildtyp bei nalB-Mutanten laut Riera ef al. (2011) von 0,38mg/l auf 2mg/I.

MexR kann auch post-translational reguliert werden. Durch die Oxidation von zwei
Cysteinresten dndert sich die Konformation des Regulators, eine Anlagerung an die
DNA wird unméglich In der Folge wird MexR zu einem unfunktionellen Repressor
und die Expression von mexAB-oprM steigt (Chen et al., 2008). Die Abbildung 3
verdeutlicht die Lage von mexR stromaufwirts von mexAB-oprM. Dargestellt ist

aullerdem der Einfluss von mexR auf die Expression der Efflux-Pumpe.

hemmender Elnfluss

3

mexA oprM

Membranfusionsprotein-codierendes Gen

AuBeres Membranprotein- codierendes Gen

Abbildung 3: Schema zur Regulation von mexAB-oprM durch mexR, modifiziert
nach Lister et al., 2009
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1.4.1.2 Das nalC-Gen
Das nalC-Gen (PA3721) codiert fiir einen TetR/AcrR-family-Repressor. Dieser

Repressor reguliert ein anliegendes Zwei-Gen-Operon (PA3720-PA3719). Beim
Verlust von nalC oder einer Mutation, erhoht sich die Expression von PA3719
(ArmR) (Cao et al., 2004). ArmR ist ein Anti-Repressor fiir mexR (Daigle et al.,
2007). Bildet MexR einen Komplex mit ArmR, ist es nicht mehr in der Lage, als
Repressor auf das mexAB-oprM-Gen zu wirken (Wilke et al., 2008). Dies setzt die
oben beschriebene Signalkette in Gang: MexR verliert seinen hemmenden Einfluss
und mexAB-oprM wird iiberexprimiert.

Diese De-Repression von ArmR (mexR-Anti-Repressor) wird z.B. durch
Chlorphenole (Desinfektionsmittel) ausgelost (Ghosh et al., 2011). Trotz eines
intakten mexR-Gens kommt es bei diesen so genannten na/C-Mutanten durch die De-
Repression also zu einer Uberproduktion von MexAB-OprM (Srikumar et al, 2000,
Cao et al., 2004).

Interessanterweise wird in Stimmen, die eine Mutation im na/C-Gen aufweisen,
MexR verstirkt exprimiert. Sobel vermutet, dass dies eine Antwort auf eine erhdhte

PA3720-PA3719-Produktion ist (Sobel et al., 2005b).

1.4.1.3 Das nalD-Gen
Wie NalC ist auch NalD (PA3574) ein Repressor der TetR/AcrR-Familie. In einer

Studie war kein Einfluss auf mexR feststellbar (Sobel et al., 2005b). Das legt die
Vermutung nahe, dass es neben dem oben beschriebenen PA3719-Pfad noch einen
weiteren Weg zur Regulierung der mexAB-oprM-Expression gibt. Morita et al.
(2006) konnten zeigen, das NalD als Repressor an einen zweiten Promotor
stromaufwérts von mexAB-oprM bindet und direkt die Expression der Effluxpumpe
unterdriickt. Somit ist nach Mutationen im nal/D-Gen eine gesteigerte
Antibiotikaresistenz durch Derepression von mexAB-oprM erklarbar.

Stimme, die ausschlieSlich Mutationen in nal/D trugen, zeigten bei Sobel ef al. eine
verstiarkte Antibiotikaresistenz und im Vergleich zum Wildtyp eine um das
1,69-fache erhohte Expression der Effluxpumpe MexAB-OprM. Bei einer Probe, bei
der nalD gar nicht amplifiziert werden konnte, lag die Expression von MexAB-

OprM sogar beim 2,41-fachen im Vergleich zum Wildtyp.
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1.5 Membranporine

Die duflere Zellmembran bei gram-negativen Bakterien stellt eine semipermeable
Barriere zur Umwelt dar (Lister et al., 2009). Durchléssig wird die Membran fiir
hydrophile Substanzen durch wassergefiillte Kanile, so genannte Porine (Tamber ef
al., 2005). So gelangen Nahrstoffe wie Zucker, Aminosduren, Phosphate, divalente
Kationen und Siderophoren (Hancock und Brinkman, 2002) in die Zellen. Diese Art
der Nahrungsaufnahme ist wichtig fiir das Uberleben der Zellen. Jedoch gelangen
iiber denselben Weg auch Antibiotika wie 3-Laktame, Aminoglykoside, Tetrazykline
und einige Fluorchinolone (Nikaido, 1989) in die Zelle. Somit kann ein Verlust bzw.
die verminderte Expression dieser Porine zu einer erhohten Resistenz gegen
Antibiotika fithren (Kohler ef al., 1999).

Fiir die Carbapenemresistenz ist das Porin OprD von Bedeutung. OprD ist ein
substratspezifisches Porin fiir basische Aminosduren oder kleine Peptide, in denen
diese Aminoséduren enthalten sind. AuBlerdem gelangt Imipenem durch diese Poren in
die Zellen (Trias et al., 1990). Eine fehlende OprD-Expression fiihrt somit zu einer
,High-level” Imipenemresistenz mit MHK-Werten > 32mg/1 (Riera et al., 2011).
Andere Antibiotika sind von einem Verlust des Porins nicht oder nur eingeschriankt
betroffen, da sie andere Wege nutzen, um in das Zellinnere zu gelangen. So kénnen
beispielsweise Meropenem und Aminoglykoside durch die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran diffundieren (Delcour 2010, Franceschini, 2002). Livermore und Yang
berichteten 1989 jedoch im Zusammenhang mit einem bei OprD-Verlust ebenfalls
iiber einen Anstieg der Meropenem-MHK von 0.25mg/l auf 1-2mg/l. Somit scheint
auch Meropenem das Porin OprD wenigstens teilweise als Eintrittspforte in die Zelle

ZU nutzen.

1.6 Die AmpC-B-Laktamase

Das Enzym AmpC ist eine chromosomal codierte Cephalosporinase, die in der Lage
ist, verschiedene [-Laktam-Antibiotika abzubauen. Sie befindet sich im
periplasmatischen Raum. Dort fangt das Enzym die eingetretenen Antibiotika ab und
hydrolysiert sie. Zu den Substrat-Antibiotika gehéren Amino- und Ureidopenicilline,
Cephamycin, Oxyiminocephalosporine (Ceftazidim, Cefotaxim oder Ceftriaxon),

sowie Monobactame (Bush et al, 1995), ausgenommen sind Carbapeneme
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(Rodriguez-Martinez et al., 2009). Das Besondere dieser B-Laktamase ist, dass sie
nicht durch Clavulansdure gehemmt, sondern induziert wird (Rodriguez-Martinez et
al, 2009). Die AmpC-Cephalosporinase wurde nicht nur bei P. aeruginosa, sondern
auch bei verschiedenen Enterobacteriaceae gefunden (Sanders et al., 1988).

Der Resistenzphédnotyp wird jedoch nur realisiert, wenn die Expression der AmpC
induziert wird oder dereprimiert wurde. Sowohl durch Induktion nach der Gabe von
B-Laktam-Antibiotika (Lister et al., 2009), als auch durch eine De-Repression wird
eine Signalkette, die zur Uberproduktion von AmpC fiihrt, gestartet.

Bei der Induktion gelangt das verabreichte Antibiotikum in die Zelle und bindet an
die Penicillinbindenden-Proteine (PBP), dadurch wird die Zellwandsynthese gestort
und es kommt zu einem vermehrten Anfall von Zellwandbausteinen (1,6-
Anhydromuropeptide). Diese Bausteine gelangen in das Zellinnere und werden von
AmpD recycelt. Durch das B-Laktam-Antibiotikum steigt die Substratmenge fiir
AmpD. Die anfallende Substratmenge kann nicht schnell genug verarbeitet werden.
Nun gelangen die Bausteine in Kontakt mit AmpR. Durch diesen Kontakt veridndert
AmpR seine Struktur und wird zum Aktivator fiir die ampC-Expression (Lister ef al.,
2009). Die Induktion (Bagge et al., 2002) ist nach Absetzen des Antibiotikums
reversibel (Lindberg et al., 1988). Unterschieden werden die Antibiotika in starke
und schwache Induktoren mit Stabilitdt oder Labilitdt gegeniiber der B-Laktamase
(Livermore 1995). Zu den starken, labilen Induktoren gehoren z.B. Amoxicillin und
Ampicillin. Zu den schwachen und gleichzeitig labilen Induktoren gehdren
Piperacillin und die Cephalosporine der 3. Generation (Cefotaxim, Ceftazidim,
Ceftriaxon). Starke, stabile Induktoren der B-Laktamase sind die Carbapeneme.

Ein weiterer Mechanismus fiir eine gesteigerte AmpC-Expression ist die oben
aufgefiihrte De-Repression. Hierbei kommt es durch Mutationen, zum Beispiel in
Struktur- oder Regulatorgenen, zu einer fehlenden Funktionalitdt von AmpD (Juan et
al., 2005). Die anfallenden 1,6-Anhydromuropeptide werden nicht mehr recycelt und
binden an AmpR. Dadurch kommt es zu einer konstitutiven Uberexpression von
AmpC (Lister et al., 2009), dies wiederum fiihrt zu einer Resistenz gegen labile
Substrate wie Aminopenicilline; Ureidopenicilline und Cephalosporine (unabhéngig
von ihren Induktionseigenschaften). Der Vorgang der De-Repression ist Antibiotika-

unabhingig (Bagge et al., 2002).
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Eine weitere Moglichkeit zur Verdnderung der AmpC-Expression erfolgt durch
Mutationen im Penicillin-bindenden Protein 4 (PBP4). Hierdurch fallen ebenfalls
vermehrt Zellwandbausteine an. Es kommt ebenfalls zu einer De-Repression von
AmpC (Moya et al., 2009).

In Zusammenhang mit einer gesteigerten Imipenemresistenz wird auch eine
expanded-spectrum-AmpC-B-Laktamase (ESAC) diskutiert, die durch einen
Aminosédureaustausch an Position 105 von Threonin zu Alanin entsteht (Rodriguez-
Martinez et al., 2009). Diese soll den Pseudomonaden zusétzlich eine verminderte
Carbapenemempfindlichkeit oder sogar Carbapenemresistenz verleihen -
insbesondere gegen Imipenem mit einer Steigerung der MHK-Wert um das Vierfache
(Rodriguez-Martinez et al., 2009). Eine Besonderheit dieser ESAC ist neben der
Wirksamkeit gegen Carbapeneme auch, dass sie durch Clavulansdure gehemmt

werden kann.

1.7 Erworbene Carbapenemasen

Neben den oben beschriebenen intrinsischen Resistenzmechanismen, kann eine
Resistenz gegen Carbapeneme auch durch erworbene B-Laktamasen, die sogenannten
Carbapenemasen entstehen. Die Gene fiir diese Carbapenemasen sind meist auf
Plasmiden lokalisiert. In der Klassifikation der B-Laktamasen nach Ambler (siche

Tabelle 3), finden sich Carbapenemasen in den Klassen A, B und D.

Tabelle 3: Einteilung der B-Laktamasen. Quelle: nach Nordmann und Poirel, 2002.

Klasse = Biochemie Beispiel

A Serin-B-Laktamasen KPC, GES, SME, IMI, Nmc-A, SFC, BIC

B Metallo-B-Laktamasen Carbapenemasen (VIM, IMP, NDM, KHM, GIM)
C Serin-B-Laktamasen Cephalosporinasen (AmpC)

D Serin-B-Laktamasen Oxacillinasen (OXA-48)

Zu den Carbapenemasen der Klasse A gehdren KPC, SME, IMI, NMC und GES.
Diese Enzyme werden vor allem bei Enterobacteriaceae gefunden, selten bei
P aeruginosa. Klasse-A-Carbapenemasen verleihen diesen Keimen Resistenz gegen
Penicilline, Aztreonam, Carbapeneme und Cephalosporine. Clavulansdure und

Tazobactam konnen diese inhibieren (Patel und Bonomo, 2013).
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Die Klasse B umfasst alle Metallo--Laktamasen (MBL). Dazu gehoren IMP, SPM,
GIM, NDM und VIM. Diese spielen eine wichtige Rolle bei P. aeruginosa. Sie
hydrolysieren Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme jedoch keine
Monobactame (Livermore et al., 2000). Klasse B-Carbapenemasen tragen im aktiven
Zentrum ein Zinkion, welches fiir die Hydrolyse der Carbapeneme essentiell ist
(Nordmann und Poirel, 2002). Die Aktivitidt des Enzyms kann mit dem Chelatbildner
EDTA gehemmt werden.

Die IMP-Carbapenemase wurde erstmals 1991 in Japan beschrieben (Osano ef al.,
1994). In den folgenden 20 Jahren wurden immer hdufiger Funde aus aller Welt
bekannt (Pagani ef al., 2005, Lee et al., 2009, Gomes Franco et al., 2010, Borgianni
et al., 2011). Trotz der hohen Aktivitdt gegen Carbapeneme gibt es auch IMP-
positive Stimme, die noch fiir Carbapeneme empfindlich sind (Senda et al., 1996).
Aktuell wurden insgesamt 42 IMP-Varianten meist aus Asien bei P. aeruginosa
beschrieben (Patel und Bonomo, 2013).

Eine weitere Enzymgruppe der Klasse B bilden die VIM (Verona Integron-codierte
Metallo-B-Laktamase). Das erste dieser Enzyme, VIM-1, beschrieb Lauretti 1999 in
Verona (Lauretti et al., 1999). VIM-Enzyme sind noch weiter verbreitet als IMP und
es sind bereits 37-Subtypen bekannt (Patel und Bonomo, 2013). Kurz nach der
Erstbeschreibung in Italien wurden weltweit Funde gemeldet, z.B. aus Griechenland
(Tsakris et al., 2000), aus Frankreich (Poirel et al., 2000) aus Taiwan (Yan et al.
2001) und aus den USA (Li et al. 2008). Die VIM-2 hat eine stirkere Aktivitit gegen
Imipenem als gegen Meropenem (Poirel et al., 2000).

Auch in Deutschland wiesen mehrere Forschergruppen in den vergangenen Jahren
GIM- und VIM-Enzyme nach, darunter 2004 Castanheira et al., ein Jahr spéter
Henrichfreise et al., sowie 2008 und 2010 Schneider et al. und Elias et al. In einer
groBangelegten Studie zu Metallo-B-Laktamasen in Deutschland im Jahr 2010
entdeckten Valenza et al. VIM-2 bei P. aeruginosa in Wiirzburg (Valenza et al.,
2010). Erste Funde bei gram-negativen Bakterien in Hamburg beschrieben
Hentschke et al. 2011.

Laut Valenza et al. sind alle VIM-positiven Pseudomonas-Stimme resistent gegen
Ceftazidim, nicht unbedingt aber auch gegen Imipenem. Die Frage nach einer VIM

sollte gestellt werden, sobald der MHK fiir Imipenem > 8ug/ml und fiir Ceftazidim
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>32 ug/ml liegt. In Wiirzburg zeigten von 489 klinisch isolierten Pseudomonaden 15
Stimme diese MHK-Werte. Davon wurde bei sieben Stimmen eine VIM
nachgewiesen - das sind 1,6% aller untersuchten Proben und 46,6% aller Stimme mit
auffilligen MHK-Werten fiir Imipenem und Ceftazidim.

Die Verbreitung einiger Carbapenemasen ist regional begrenzt: so unter anderem in
Deutschland die GIM-1, in Korea die SIM-1 (Seoul-Imipenemase) und in Australien
die AIM-1 (Australian-Imipenemase) (Salabi ef al, 2010).

Die Carbapenemasen der Klasse D umfassen die Carbapenem-hydrolysierenden
OXA-Enzyme. Weltweit sind iiber 250 Subtypen der OXA-B-Laktamasen bekannt,
von denen jedoch nur eine geringe Anzahl (OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-27, OXA-40, OXA-48, OXA-51 und andere, Poirel et al., 2004) Carbapeneme
hydrolysieren konnen (Patel und Bonomo, 2013). OXA-3-Laktamasen hydrolysieren
Oxacillin und Cloxacillin (Livermore und Woodford 2000). Die Inhibitoren
Clavulansdure und EDTA wirken nicht hemmend, in vitro l4sst sich eine Hemmung
jedoch durch NaCl erreichen. OXA-Carbapenemasen gehoren in Deutschland zu den
am haufigsten gefundenen Carbapenemasen (Epidemiologisches Bulletin, 19/2013).
OXA-Carbapenemasen finden sich kaum in Pseudomonaden, jedoch haufig in

Enterobakterien und Acinetobacter.

1.8 Fragestellung

Nach wie vor sind Carbapeneme Reserveantibiotika fiir schwere Infektionen mit
P aeruginosa (El Amin et al., 2005). Carbapeneme sind B-Laktam-Antibiotika mit
einem breiten Wirkspektrum, besonders gegen nosokomiale Problemkeime wie
P aeruginosa. Sie sind wirksam gegen gram-negative Bakterien mit ESBL
(extended-spectrum-B-Laktamasen) und AmpC-Uberproduktion (Livermore und
Woodford, 2000).

In Europa lag die durchschnittliche Carbapenemresistenz von P. aeruginosa bei
17,1% mit deutlichem Nord-Ost/Siid-Gefalle (ECDC 2013). In Deutschland lag die
Imipenemresistenz im Bereich der stationdren Versorgung 2013 bei P. aeruginosa bei
15% (Vergleich 2008 8,9%). Die Meropenemresistenz lag im Bereich der stationdren
Versorgung im Jahr 2013 bei 6,7%, im Vergleich dazu lag die Resistenzrate im Jahr
2008 bei 6,5% (Robert-Koch-Institut, ARS 2014). Auch am Universititsklinikum

Hamburg-Eppendorf treten immer héufiger Infektionen mit multiresistenten
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Pseudomonaden auf. Dies birgt in der Folge viele Probleme in der adidquaten
Antibiotikatherapie fiir Patienten mit schweren Krankheitsbildern.

Bei P. aeruginosa sind verschiedene molekulare Mechanismen zur Ausbildung einer
Carbapenemresistenz bekannt. Dazu gehdren einerseits die verminderte Expression
von Membranporinen, die gesteigerte Expression von Effluxpumpen und B-
Laktamasen als intrinsische Resistenzmechanismen und auf der anderen Seite die
erworbenen Carbapenem-hydrolysierenden B-Laktamasen (Lister ef al., 2009).

Fir diese Studie wurden zwischen dem 14.01.2008 und dem 19.07.2010
carbapenemresistente Pseudomonas-Stimme im Routinelabor des UKE gesammelt.
Bei diesen Stimmen sollte untersucht werden, inwieweit durch bereits bekannte
molekulare Mechanismen die Carbapenemresistenz erkldrt werden kann. Hierfiir
wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

a) mittels PCR und Sequenzierung Suche nach Mutationen im oprD-Gen, die die
Carbapenemaufnahme in die Zelle weiter reduzieren und damit die minimale
Hemmkonzentration ansteigen lassen.

b) mittels PCR und Sequenzierung sollte in den Regulatorgenen fiir die Effluxpumpe
MexAB-OprM mexR, nalD, nalC nach inaktivierenden Mutationen gesucht werden,
durch die es zu einer gesteigerten Expression der Effluxpumpe und damit
Ausschleusung der Antibiotika aus der Zelle kommt.

c) mittels PCR und Sequenzierung sollten Mutationen im ampC-Gen gefunden
werden, die fiir eine Erweiterung des Hydrolysespektrums verantwortlich gemacht
werden.

d) weiter sollte versucht werden, mittels PCR Carbapenemasen nachzuweisen.

e) Untersuchung der genetischen Verwandtschaft der Carbapenemase tragenden
Stamme mittels Pulsfeldgelelektrophorese, um einen moglichen Ausbreitungsweg

darstellen zu konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Einwegartikel

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) und J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) in pro analysi-Qualitét
bezogen. Ausnahmen sind gesondert angegeben.

Plastikartikel und Einwegmaterial stammten von den Firmen Becton Dickinson
(Cockeysville, MD, USA), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und Greiner

(Kremsmiinster, Osterreich). Ausnahmen sind gesondert angegeben.
2.1.2 Laborgerite

Die verwendeten Gerite sind mit Namen und Herstellern in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 4: Verwendete Laborgerite

Gerit Bezeichnung Hersteller
Brutschrank Heraeus
Geldokumentationssystem ChemiDoc™ XRS Bio-Rad
e UV-Transilluminator Vilber Lourmat
PCR-Cycler Mastercycler ep gradientS eppendorf
Mastercycler ep gradient  eppendorf
vapo.protect eppendorf
Power-Supply Electrophoresis Power PharmaciaBiotech
Supply EPS 600
Waagen KERN PCB Kern
PC440 Delta-Range Mettler-Toledo
Zentrifugen Heraeus Frescol7 Thermo Scientific
centrifuge 5410 eppendorf
pH-Meter inolab WTW
Wasserbad GFL
PFGE-Gerite CHEF-DR®III System Bio-Rad
Model 1000 Mini Chiller —Bio-Rad
Variable Speed Pump Bio-Rad

Chef Electrophoresis Cell Bio-Rad
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2.1.3 Medien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders erwidhnt, mit entionisiertem Wasser
angesetzt und durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121°C sterilisiert.

In Tabelle 20 sind die verwendeten Medien aufgefiihrt.

Tabelle 5: Verwendete Medien

Medium

Columbia-Blutagar von OXOID bezogen, bei 4°C gelagert
Miiller-Hinton-Agar von OXOID bezogen, bei 4°C gelagert
Trypticase Soya Broth (TSB) TSB-BBL pH 7,3 + 0,5

(Becton Dickinson) 30 g/l

2.1.4 Losungen

Alle verwendeten Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit
entionisiertem Wasser angesetzt, und ohne vorheriges Autoklavieren verwendet.

Eine Ubersicht der benutzen Losungen zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Verwendete Losungen

Losung

SE-Puffer 1000ml 15ml 5M NacCl
(75mM NaCl, 25mM EDTA [pH 7,5]) 50ml 0,5M Na-EDTA [pH 7,5]
A. bidest. ad 1000ml

ES-Losung 1000ml [pH 9,0] 1000ml 0,5M EDTA
10g Laurylsarcosin
~ 50 NaOH-Pléttchen
zur pH-Wert-Einstellung

ESP-Losung Iml ES-Ldsung

2ul Proteinase K
TE-Puffer 1000ml Sml 2M Tris-HCI [pH 7,5]
(10mM Tris-HCI [pH 7,5], 10mM Na- 20ml 0,5M Na-EDTA [pH 7,5]
EDTA) A. bidest. ad 1000ml
10xTBE-Puffer 109¢g Tris
(9,0M Tris, 0,9M Borsdure, 20mM EDTA 55,6g Borsdure
[pH 8,0]) 7,4g Na-EDTA [pH 8,5]

A. bidest ad 1000ml
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Losung
1,6%ige Low-melting-point-Agarose 128mg INCERT-Agarose
(LMP-Agarose) (FMC BioProducts)

8ml SE-Puffer
50xTAE-Puffer 242g Tris

57,1ml Eisessig

100ml EDTA aus 0,5 M pH 8

A. bidest. ad 1000ml
DNA-Ladepuffer 240 mM Tris-Base

6 mM EDTA

0,12 % Bromphenolblau
40 % Saccharose

2.1.5 Bakterienstimme und Plasmide

2.1.5.1 Klinische Pseudomonas aeruginosa Isolate

Die in dieser Arbeit verwendeten P. aeruginosa Stimme wurden im Labor der

mikrobiologischen Routinediagnostik am UKE durch Labormitarbeiter gesammelt.

Ausgewihlt wurden die Stimme, wenn sie gegen mindestens ein Carbapenem

resistent waren. Die Proben wurden alle von Patienten im UKE, jedoch aus

unterschiedlichem Material (Urin, Blut, usw.) gewonnen.

2.1.5.2 Sonden und Primer

Die Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der Resistenzgene sind in Tabelle 7

aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Primername Sequenz

Referenz

Pre-ampC-PA1 5'-ATGCAGCCAACGACAAAGG-3'

Post-ampC-PA2 5'-CGCCCTCGCGAGCGCGCTTC-3'

nalC-F2 5'-TGCCAGAGCCTCTATCG-3'

nalC-For 5'-TCAACCCTAACGAGAAACGCT-3'

[Rodriguez-Martinez
et al., 2009]

[Rodriguez-Martinez
et al., 2009]

diese Arbeit

[Tomas et al., 2010]
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Primername Sequenz Referenz

nalC-Rev 5-TCCACCTCACCGAACTGC-3' [Tomas et al., 2010]
nalD-For 5'-GCGGCTAAAATCGGTACACT-3' [Tomas et al., 2010]
nalD-Rev 5'-ACGTCCAGGTGGATCTTGG-3' [Tomas et al., 2010]
mexR-For 5'-TGTTCTTAAATATCCTCAAGCGG- [Tomés et al., 2010]

3

mexR-Rev 5'-GTTGCATAGCGTTGTCCTCA-3' [Tomas et al., 2010]
mexR-F neu 5“TTTAGCTCGATGGCCGGTT-3' diese Arbeit
mexR-R neu 5'-ATACCTGAAACGAAAAACGC-3"  diese Arbeit

oprD-F

oprD-R

oprD-F2

oprD-F neu
oprD-R neu
oprD-Fa

oprD-Fb

5'-CGCCGACAAGAAGAACTAGC-3

5'-GTCGATTACAGGATCGACAG-3'

5'-GCCGACCACCGTCAAATCG-3'

5'-CAAGAAGAACTAGCCGTCACT-3'
5'-AGAGTAATGAGGAAGACCTGG-3'
5'-GTGGTGTTGCTGATGTCGC-3'

5-GAGTTGGCGAGGA-3'

[Rodriguez-Martinez
et al., 2009]

[Rodriguez-Martinez
et al., 2009]

[Rodriguez-Martinez
et al., 2009]

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

2.1.5.3 Primer zum Nachweis von Carbapenemasen

In Tabelle 8 sind die Primer zum Nachweis der Carbapenemasen aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Primer zum Nachweis von Carbapenemasen

Primername Sequenz Referenz

KPC-for 5'-CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC-3" [Dallenne et al., 2010]
KPC-rev 5'-ACGACGGCATAGTCATTTGC-3' [Dallenne et al., 2010]
GES-for 5'-AGTCGGCTAGACCGGAAAG-3' [Dallenne et al., 2010]
GES-rev S-TTTGTCCGTGCTCAGGAT-3' [Dallenne et al., 2010]
OXA-48-for 5'-GCTTGATCGCCCTCGATT-3' [Dallenne et al., 2010]
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Primername Sequenz Referenz

OXA-48-rev 5'-GATTTGCTCCGTGGCCGAAA-3' [Dallenne ef al., 2010]
VIM-F 5'-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3' [Ellington et al., 2007]
VIM-R 5'-CGAATGCGCAGCACCAG-3' [Ellington et al., 2007]
GIM-F 5'-TCGACACACCTTGGTCTGAA-3' [Ellington et al., 2007]
GIM-R 5'-AACTTCCAACTTTGCCATGC-3' [Ellington et al., 2007]
SIM-F 5'-TACAAGGGATTCGGCATCG-3' [Ellington et al., 2007]
SIM-R 5'-TAATGGCCTGTTCCCATGTG-3’ [Ellington et al., 2007]
IMP-F 5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3" [Ellington et al., 2007]
IMP-R 5'-CCAAACYACTASGTTATCT-3' [Ellington et al., 2007]
SPM-F 5'-AAAATCTGGGTACGCAAACG-3"  [Ellington et al., 2007]
SPM-R 5'-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3' [Ellington et al., 2007]
VIM2- 5'-AAAGTTATGCCGCACTCACC-3' diese Arbeit
Vollléange-F

VIM2- 5'-TGCAACTTCATGTTATGCCG-3' diese Arbeit

Vollldnge-R

2.1.5.4 Datenbanken und Programme

Agarosegele und Pulsfeldgelelektrophorese-Gele wurden mit ChemiDoc™ XRS
fotografiert und bearbeitet. Als wichtigste online-Datenbank fiir diese Arbeit ist
,Pseudomonas genome database V,* (www.pseudomonas.com) verwendet worden.
Eingesehen werden konnen dort alle erfassten Gensequenzen verschiedener
Pseudomonas-Staimme. Die Bearbeitung und Analyse der durch PCR und
Sequenzierreaktion gewonnen DNA-Sequenzen wurden mit CLC Main Workbench
(CLC Bio, Aarhus, Déanemark) und nach dem BLAST-Algorithmus (Altschul et al.,
1990) durchgefiihrt. Als Referenzstamm diente PAO1 NCBI (Accession number:
NC _002516).

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Konservierung und Kultivierung der Bakterien

Zur Konservierung wurden einige wenige Kolonien der Bakterien mit einer
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Ausstreichdse in CRYOBANK-Rohrchen (MAST DIAGNOSTICA, Reinfeld,
Deutschland) gebracht und suspendiert. So konnten die Proben bei -80°C gelagert
werden.

Zur Stammbhaltung wurden die Bakterien zusétzlich in regelméBigen Abstinden bei
37°C auf Columbia-Blutagar kultiviert und bei 4°C aufbewahrt. Fiir jegliche

Versuche wurden stets frische UN-Kulturen verwendet.

2.2.1.2 Resistenzbestimmung mittels Bestimmung der minimalen

Hemmkonzentration (MHK)

Die Resistenzmuster der verwendeten Pseudomonas-Staimme wurden mit der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) durch E-Tests (Liofilchem (Roseto degli
Abruzzi, Italien)) mit verschiedenen Antibiotika nach dem Standard der EUCAST
zur antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung erfasst:

Zur Bestimmung der MHK wurden Bakterien in 2ml physiologischer
Kochsalzlosung (NaCl) suspendiert und ein McFarland-Wert von 0,45-0,55 als
Triibungsstandard wurde eingestellt. Die Suspension wurde gleichméBig diinn mit
einem Wattestdbchen auf dem Miiller-Hinton-Agar verstrichen. Danach wurde der
mit Antibiotika bedeckte Teststreifen mit Hilfe einer Pinzette mittig auf die
Agarplatte gelegt. Die Platten wurden anschlieBend UN bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die ellipsenformige Aussparung rund um den Teststreifen zeigt jenen
Bereich an, in dem die Antibiotikakonzentration ausreicht, um das Wachstum der
Bakterien zu hemmen. An der Stelle, an der gerade kein Wachstum mehr zu sehen ist,
kann von dem Teststreifen die MHK in pg/ml abgelesen werden. Durchgefiihrt
wurde dieser Test mit folgenden Antibiotika: Gentamicin, Imipenem, Meropenem,
Ceftazidim, Ciprofloxacin. Die Teststreifen wurden von Liofilchem (Roseto degli

Abruzzi, Italien) bezogen.
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2.2.1.3 EDTA-Test

Nach derselben Vorgehensweise wie der E-Test wurde der EDTA-Test durchgefiihrt.
Dabei befand sich auf der einen Hailfte des Teststreifens nur das Antibiotikum
Imipenem und auf der anderen Hélfte Imipenem + EDTA (siche Abbildung 4). Mit
diesem Test wurde bei einigen Stimme das Vorhandensein der Metallo-B-Laktamase
VIM bestitigt. Durchgefiihrt wurde der Test nur bei Proben, bei denen durch die
PCR der Verdacht auf eine VIM entstanden war.

Metallo-B3-Laktamasen lassen sich durch Clavulansiure, Tazobactam oder Sulbactam
nicht hemmen (Nordmann und Poirel, 2002). Im aktiven Zentrum der Metallo-83-
Laktamasen befindet sich ein Zink-lon. Das Zink-lon ldsst sich durch den
Chelatbildner EDTA binden (Patel und Bonomo, 2013). Der Test gilt als positiv fiir
das Vorhandensein einer Metallo-B-Laktamase, wenn nach Zugabe von EDTA die

Imipenem-MHK um 3 Verdiinnungsstufen oder mehr sinkt.

| Imipeneni

E-Test

| Imipeném + EDTA

Abbildung 4: Schematische Darstellung
des E-Tests

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Extraktion der Pseudomonaden-DNA

Zur Vorbereitung wurden die Pseudomonaden am Vortag auf Blutagar ausgestrichen
und als UN-Kultur bei 37°C inkubiert. Die DNA der Bakterien wurde nach
folgendem Protokoll isoliert:
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. In die beschrifteten Eppendorf-Tubes wurden 200ul TE-Puffer vorgelegt und

anschlieBend mit einer Ausstreichdse circa drei Bakterienkolonien
suspendiert.

Die Suspension wurde anschlie8end fiir zehn Minuten bei 95°C inkubiert.
Darauthin wurde der Reaktionsansatz fiir fiinf Minuten bei 13300rpm und
Raumtemperatur ~ zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen und in ein neues Eppendorf-Gefal tiberfiihrt

Hinzu wurden danach 200ul Phenol pipettiert. Das Eppendorf-Tube wurde
dann kréftig geschiittelt.

Nun wurde erneut fiir fiinf Minuten, bei 13300rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die obere Phase abpipettiert und in ein neues
Eppendorf-Tube iiberfiihrt (circa 150ul). Der Rest des Reaktionsgemisches
wurde entsorgt.

Hinzugegeben wurden dann 150ul Chloroform. Darauthin wurde das Tube
wieder kréftig geschiittelt.

Erneut folgte eine flinfminiitige Zentrifugation bei 13300rpm und
Raumtemperatur.

AnschlieBend wurde die obere Phase abgenommen und in ein neues
Eppendorf-Tube {iberfithrt. Die so extrahierte DNA konnte bei -20°C

aufbewahrt werden.

2.2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifikation der Gene, sowie zum Nachweis von Metallo-83-

Laktamasen in folgendem Reaktionsansatz durchgefiihrt:

39ul steriles Millipore H,O

5ul 10x PCR Rxn Buffer -MgCl, (invitrogen™)

1,5ul MgCl,

Iul ANTPs (100 mM dNTP Set, PCR Grade, 250uL enthalten 25umol dNTPs
in gereinigtem Wasser (pH 7.5), Catalog number: 10297-018, invitrogen™)
Iul DNA-Losung

0,5ul Platinum®7ag DNA Polymerase (invitrogen™")
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— 1pl For-Primer (10uM)

— 1pl Rev-Primer (10uM)
Zu Reaktionsbeginn wurde die DNA fiir Smin bei 95°C einmalig denaturiert. Die
folgenden sich 30-38mal wiederholenden Zyklen liefen mit einer Denaturierungszeit
(95°) von 30 Sekunden und einer Annealing-Dauer von 30 Sekunden bei einer
Temperatur von 55-58°C an. Zur Synthese der DNA wurde die Temperatur fiir 2min
auf 72°C eingestellt. Nach Ende dieser Zyklen schloss sich eine einmalige
Synthesephase von zehn Minuten bei 72°C an. AnschlieBend wurden die Proben auf
4°C abgekiihlt. Zur Kontrolle des PCR-Ergebnisses wurde eine horizontale
(Agarose) Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.2.2.3 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung eines DNA-Gemisches in seine
verschieden grolen Fragmente genutzt. Bei diesen DNA-Gemischen handelte es sich
um PCR-Proben. Verwendet wurde ein 1%iges Agarosegel, welches aus 1g
SeaKem®LE-Agarose (Lonza) und 100ml 1x TAE-Puffer sowie Sul Ethidiumbromid
hergestellt wurde. Das Agarosepulver sowie der Puffer wurden solange aufgekocht,
bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Nach Abkiihlung des Gels auf circa 60°C
wurde das Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gel in eine Gelkammer mit Kamm
gegossen. 10ul der aufzutrennenden DNA wurden mit 2,5ul blauem 5XLadepuffer
mit RNAse versetzt und in die Geltaschen pipettiert. In der ersten Geltasche wurden
10ul einer 1kb Ladder (invitrogen™) als DNA-Standard eingesetzt. Dieser DNA-
Standard enthielt 12 Fragmente von 500bp bis 12kb. Abhédngig von der Gelgrof3e und
erwarteter Gro3e der DNA-Banden lief das Gel zwischen 20 und 45 Minuten bei 80
bis 140V. Als Laufpuffer wurde 1xTAE-Puffer verwendet. AnschlieBend wurde das
Gel zur Auswertung unter UV-Licht fotografiert.

2.2.2.4 Pulsfeldgelelektrophorese

Die Pulsfeldgelelektrophorese wurde mit den VIM-positiven Bakterienstimmen
durchgefiihrt. Der Versuch wurde anhand des folgenden Protokolls durchgefiihrt:

1. Anzucht der Kulturen: Frische Ubernacht-Kulturen (UN) auf Blutagar

wurden mit einer Ausstreichose in 10ml TSB-Medium iiberimpft. Die

Kulturen wurden UN bei 37°C bebriitet. Von dieser UN-Kultur wurden nach
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kurzem Vortexen 1ml in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt, zwei Minuten bei
12000rpm  zentrifugiert und zweimal mit 1ml SE-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 500ul SE-Puffer resuspendiert.

. Herstellung der Agarose-Bakterien-Blockchen: Die 1,6%ige Low-melting-
point-Agarose wurde bei 50°C im Heizblock aufgewédrmt. Dann wurden
120ul Bakteriensuspension mit 120pul LMP-Agarose vermischt, gevortext
und in 2 Kammern des GieBblocks (Plug Mold, Bio-Rad) pipettiert. Die
Blockchen wurden dann 30 Minuten bei 4°C gekdihlt.

. UN-Lyse mit Proteinase K (Sigma): Die erstarrten Bldckchen wurden dann
vorsichtig aus der GieBkammer in Eppendorf-Tubes tiberfiihrt. Danach wurde
Iml ESP-Lésung hinzugefiigt. Die Tubes wurden dann UN bei 56°C
inkubiert.

. Waschen der Gelbléckchen: Am Morgen nach der UN-Lyse wurden die
Blockchen viermal fiir jeweils eine Stunde in 10ml TE-Puffer gewaschen.

. Restriktion mit Dra I (Roche): Der Restriktionspuffer M (Roche) wurde 1:10
mit aqua dest. verdiinnt. Der TE-Puffer wurde entfernt. Die Blockchen
mussten dann fiir eine Stunde in circa 800ul Restriktionspuffer M
dquilibrieren. Der Puffer wurde anschlieBend entfernt und 100pl
Restriktionspuffer M+4pul Dra I hinzugefiigt. Der Ansatz wurde UN bei 37°C
inkubiert.

. Herstellung und Vorbereitung des Gels: Zu Beginn wurden 2 1 0,5x TBE-
Puffer hergestellt und bei 4°C aufbewahrt. Fiir das 1%ige Gel wurde der
gewiinschten Gelgrofe entsprechend die Sigma-Agarose mit dem 0,5x TBE-
Puffer vermischt, aufgekocht und auf 60°C abgekiihlt. Von diesem Agarose-
Gel wurden 2-4ml abgenommen und bei 56°C aufbewahrt. Die abgekiihlte
Agarose wurde dann in die Gelkammer gegossen. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass sich keine Luftblasen bilden. Das Gel musste 30
Minuten bei 4°C aushérten. In das ausgehértete Gel wurden dann die LMP-
Gelblockchen iiberfiihrt. Die Gelblockchen wurden mit einem Spatel
vorsichtig in die Gelschlitze gesetzt. Fiir die erste Bahn wurde ein DNA-
Standard verwendet, bei dem auferhalb dieser Studie eine VIM nachgewiesen

wurde. Die Schlitze wurden dann mit der bei 56°C autbewahrten Agarose
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verschlossen. Das Gel wurde dann aus der GieBkammer in den
Pulsfeldgelelektrophoresekammer gelegt und der kiihle TBE-Puffer

hinzugegeben. Der Pulsfeldgelelektrophoreseckammer wurde wie folgt

programmiert:

— Block 1: 20-20s fiir 12 Stunden
— Block2: 5-15s fiir 17 Stunden
— Spannung: 6,0V/cm

—  Winkel: 120°

— Umwilzrate der Pumpe: 100%

— Kiihltemperatur im Mini-Chiller:14°C
7. Farbung des Gels mit Ethidiumbromid und Fotodokumentation: Das Gel
wurde nach dem 29 Stunden dauernden Lauf in 400ml Wasser und 20ul
1%igem Ethidiumbromid fiir 25min unter leichten Rotationsbewegungen
gefarbt. Das Gel wurde anschlieBend unter UV-Licht fotografiert.
Die Interpretation der Banden erfolgte nach den Kriterien von Tenover ef al. (1995):
Dort werden Stammen, die nicht unterscheidbar, nahe verwandt, wahrscheinlich
verwandt oder nicht verwandt sind voneinander unterschieden. Diese Unterscheidung
ist moglich, sobald zehn Banden deutlich voneinander zu unterscheiden sind. Sind
weniger Banden beurteilbar, ist das Ergebnis nicht sicher zu bewerten.
Nicht zu unterscheiden sind die Stimme voneinander, wenn die Anzahl und Grof3e
aller Banden tlibereinstimmen.
Nahe verwandte Stidmme unterscheiden sich lediglich durch eine genetische
Verdnderung wie z.B. einer Punktmutation, Insertion oder Deletion. Diese
Verdnderungen bewirken in der PFGE zwei bis drei Bandenunterschiede.
Wahrscheinlich verwandt sind Stdmme, bei denen es zu zwei unabhingigen
genetischen Verdnderungen gekommen ist. Daraus resultieren vier bis sechs
unterschiedliche Banden.
Nicht verwandt sind Stidmme, bei denen es zu drei oder mehr genetischen

Ereignissen gekommen ist und sich in sieben oder mehr Banden unterscheiden.

2.2.2.5 DNA-Sequenzierung

Nach der PCR wurde bei allen Proben der DNA-Gehalt gemessen und mit sterilem
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Millipore H,O auf 100ug/ml verdiinnt. AnschlieBend wurde mit folgendem
Reaktionsansatz eine Sequenzier-PCR durchgefiihrt:

— 1pl verdiinntes PCR-Produkt

— 1l For- oder Rev-Primer (10uM)

— 6ul BigDye Puffer (AppliedBiosystems)

— 2pul BigDye Terminator Mix (AppliedBiosystems)

— 10pl steriles Millipore H,O
Der Cycler wurde auf ein Standardprogramm fiir alle Gene und Primer eingestellt.
Bei diesem Programm gab es eine initiale Denaturierungsphase von einer Minute bei
96°C. Darauf folgten 25 Zyklen nach folgendem Schema: 96°C fiir 20 Sekunden zur
Denaturierung, 50°C fiir 5 Sekunden zur Anlagerung der Primer an die DNA und
60°C fiir vier Minuten zur DNA-Synthese. AnschlieBend wurden die Proben auf 4°C
herunter gekiihlt.

2.2.2.6 Ethanolfiallung

Nach der Sequenzier-PCR wurde mit allen Proben eine Ethanolféllung durchgefiihrt.
Dazu wurde wie folgt vorgegangen:

— 72l steriles Millipore H,O

— 8ul3M NaAc (pH 5,2)

— 300ul 100%iges Ethanol

— komplettes Probevolumen aus der Sequenzier-PCR (< 20ul)
Alle Reagenzien wurden in ein Eppendorf-Tube pipettiert und manuell kriftig
geschiittelt. Dann wurden die Proben 15min bei 13.000rpm und 4°C zentrifugiert.
Die Proben wurden vorsichtig aus der Zentrifuge genommen und die komplette
Fliissigkeit abpipettiert, ohne dabei das (nicht immer sichtbare) Pellet zu schidigen.
Im Anschluss wurden zu den Proben erneut 400ul 70%iges Ethanol hinzugefiigt und
diese ohne erneutes Schiitteln fiir eine Minute bei 13.000rpm und 4°C zentrifugiert.
Erneut wurde die gesamte Fliissigkeit abgenommen und die Proben anschlieBend fiir
Smin mit offenem Deckel bei 37°C zum Lufttrocknen stehen gelassen. Die so
verarbeiteten Proben konnen dann bei -20°C aufbewahrt werden. Die gefillten
Proben wurden fiir diese Arbeit stets vom UKE-internen Sequenzierservice

sequenziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Probencharakteristika und MHK-Werte

Im Rahmen dieser Studie wurden Pseudomonas aeruginosa Isolate untersucht, die
zwischen dem 14.01.2008 und dem 19.07.2010 im Routinelabor des UKE gesammelt
wurden. Als Auswahlkriterium dienten Resistenzen gegen Imipenem oder/und
Meropenem. Nach den in Tabelle 9 dargestellten Grenzwerten wurden die E-Tests

ausgewertet.

Tabelle 9: MHK-Grenzwerte nach EUCAST, 2011

Antibiotikum (mg/L) (mg/L)
Imipenem S<4 R>38
Meropenem S<2 R>8
Gentamicin S<4 R>4
Ciprofloxacin S<0,5 R>1
Ceftazidim S<8 R>8

In Tabelle 10 sind die Charakteristika Alter und Geschlecht, sowie die

Antibiogramme der Proben dargestellt.
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Tabelle 10: Antibiogramme, Alter, Geschlecht und Material der Proben

Ergebnisse

Probennummer Imipenem Meropenem  Gentamicin Ciprofloxacin ~ Ceftazidim  Alter (Geschlecht) Material
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
VA 14867 >32(R) >32 (R) >256 (R) >32(R) > 256 (R) 1947 (M) Bronchialsekret
VA 19060 >32 (R) >32 (R) > 256 (R) >32(R) 16 (R) 1950 (W) Gezielte Absaugung
VA 11995 >32(R) >32 (R) >256 (R) >32(R) 12 (R) 1950 (M) Gezielte Absaugung
UR 17208 >32(R) >32(R) >256 (R) >32(R) 1 (S) 1924 (M) Urin
VA 17914 >32(R) >32(R) 64 (R) >32(R) > 256 (R) 1947 (M) Wundabstrich
VA 18698 > 32 (R) >32 (R) 48 (R) > 32 (R) 3(S) 1968 (M) Tracheostomaabstrich
UR 442 >32 (R) > 32 (R) 48 (R) >32 (R) 3(S) 1954 (M) Katheterurin
UR 10225 >32(R) > 32 (R) 12 (R) > 32 (R) 2 (S) 1961 (M) Katheterurin
VA 15480 > 32 (R) >32 (R) 3(S) > 32 (R) 12 (R) 1949 (M) Penroseabstrich
VA 28868 >32 (R) >32 (R) 2(S) >32(R) 6 (S) 1933 (M) Leistenabstrich
UR 7100 >32(R) >32 (R) 1,5 (S) >32(R) 3(S) 1940 (M) Katheterurin
VA 14381 >32(R) >32(R) 2(S) 1(D > 256 (R) 1948 (M) Ulcusabstrich
VA 29501 >32(R) >32(R) 1,5 (S) 8 (R) > 256 (R) 1943 (M) unbekannt
VA 12732 >32(R) >32(R) 1,5 (S) 4 (R) > 256 (R) 1959 (W) Waundabstrich
VA 18417 >32 (R) > 32 (R) 0,75 (S) 0,75 (I) > 256 (R) 1928 (M) Sputum
VA 16931 >32(R) >32(R) 16 (R) 0,38 (S) 1,5 (S) 1938 (W) Sputum
UR 11118 > 32 (R) >32 (R) 4 (S) 1(D 2(S) 1985 (M) Mittelstrahlurin
9610 >32(R) >32(R) 4 (S) 0,19 (S) 3(S) 1930 (M) Nasenabstrich
UR 958 >32(R) >32(R) 3(S) 12 (R) 4 (S) 1919 (M) Nierenfistel
VA 12593 >32(R) >32(R) 2(S) 3 (R) 32 (R) 1934 (M) Wundabstrich
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Probennummer Imipenem Meropenem  Gentamicin Ciprofloxacin ~ Ceftazidim  Alter (Geschlecht) Material

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
UR 9848 >32(R) >32(R) 2(S) 2 (R) 2 (S) 1960 (W) Katheterurin
VA 18819 >32 (R) >32 (R) 2(S) 0,5 (S) 24 (R) 1937 (M) Gezielte Absaugung
UR 903 >32 (R) >32 (R) 2(S) 0,064 (S) 8 (S) 2001 (W) Urin
UR 9569 >32 (R) >32 (R) 1,5 (S) 0,064 (S) 1 (S) 1942 (W) Mittelstrahlurin
VA 14224 > 32 (R) >32 (R) 1,5 (S) 0,064 (S) 1(S) 1953 (W) Trachealsekret
VA 14876 >32(R) >32 (R) 1 (S) 0,19 (S) 4 (S) 1998 (M) Rachenabstrich
UR 7838 >32(R) >32 (R) 1 (S) 0,064 (S) 0,5 (S) 1940 (W) Mittelstrahlurin
UR 7089 >32(R) 12 (R) 3(S) 4 (R) 3(S) 1937 (M) Mittelstrahlurin
VA 16566 >32(R) 12 (R) 1,5 (S) 0,38 (S) 1,5 (S) 1925 (M) Bronchialsekret
BK 4460 >32 (R) >32 (R) >256 (R) 8 (R) 16 (R) 1991 (M) Blutkultur
BK 4743 >32 (R) >32 (R) >256 (R) 8 (R) 16 (R) 1947 (M) Blutkultur
VA 1027 > 32 (R) > 32 (R) > 256 (R) > 32 (R) 16 (R) unbekannt Urethralabstrich
VA 12183 >32(R) >32 (R) 8 (R) > 32 (R) 12 (R) 2006 (W) Trachealsekret
VA 13664 >32(R) >32(R) 3(S) >32(R) 12 (R) 1964 (M) Analabstrich
VA 29439 >32(R) >32 (R) 3(S) >32(R) 16 (R) 1955 (M) Sputum
UR 6985 >32(R) >32(R) 4 (S) >32(R) 8(S) 1941 (W) Beutelurin
UR 8919 >32(R) 8 (R) 3(S) 4 (R) 1 (S) 1923 (M) Mittelstrahlurin
UR 71 >32 (R) 8 (R) 3(S) 0,25 (S) 32 (R) 1939 (M) Katheterurin
UR 9975 >32 (R) 8 (R) 1,5 (S) 0,125 (S) 1,5 (S) 1951 (W) Katheterurin
VA 16313 >32(R) 8 (R) 0,25 (S) 0,047 (S) 32 (R) 1920 (M) Abdomenabstrich
VA 15165 >32(R) 6 (S) 2(S) 0,064 (S) 256 (R) 1942 (M) Ulcusabstrich

29



Ergebnisse

Probennummer Imipenem Meropenem  Gentamicin Ciprofloxacin ~ Ceftazidim  Alter (Geschlecht) Material
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
UR 16831 >32(R) 6 (S) 1,5 (S) 0,064 (S) 1 (S) 1929 (W) Katheterurin
VA 18456 >32(R) 6 (S) 1(S) 0,38 (S) 1 (S) 1937 (M) Abstrich Oberbauch
VA 18463 >32 (R) 4 (S) 0,75 (S) 0,25 (S) 1 (S) 1926 (W) Abstrich retrosternal
UR 11489 >32(R) 3(S) 1,5 (S) 32 (R) 0,75 (S) 1965 (W) SPDK-Urin
BK 5602 > 32 (R) 3(S) 1,5 (S) 0,064 (S) 0,75 (S) 1954 (M) Blutkultur
VA 16959 >32(R) 4 (S) 1,5 (S) 0,047 (S) 8(S) 1958 (W) Rachenabstrich
VA 14816 >32(R) 2 (S) 2(S) 1,5 (R) 16 (R) 1946 (W) Bronchialsekret
VA 14184 >32(R) 2 (S) 2(S) 1,5 (R) 1,5 (S) 1959 (W) Nasensekret
VA 14379 >32(R) 2 (S) 0,75 (S) 1,5 (R) 0,75 (S) 1967 (M) Pus-Abstrich
VA 12562 >32(R) 1,5 (S) 2(S) 1(S) 1,5 (S) 1967 (M) Ohrabstrich
VA 13060 >32 (R) 1,5 (S) 1,5 (S) 0,094 (S) 1 (S) 1971 (W) Waundabstrich
VA 13215 >32(R) 1,5 (S) 1,5 (S) 0,064 (S) 0,75 (S) 1946 (M) Bronchialsekret
VA 13745 >32 (R) 1,5 (S) 1,5 (S) 0,064 (S) 1 (S) 1941 (W) Aszites-Abstrich
VA 13791 >32(R) 1 (S) 1 (S) 0,032 (S) 0,75 (S) 1929 (W) BAL
VA 19135 >32(R) 1 (S) 1 (S) 0,19 (S) 4 (S) 1942 (W) Gezielte Absaugung
VA 16942 > 32 (R) 0,5 (S) 4(S) 0,094 (S) 1,5 (S) 1952 (M) Tubusabsaugung
VA 14618 >32(R) 0,38 (S) 1,5 (S) 0,064 (S) 0,75 (S) 1969 (W) Sputum
UR 10195 >32 (R) 0,5 (S) 12 (R) >32 (R) 0,5 (S) 1943 (M) Katheterurin
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Bei der Auswertung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) fiel auf, dass alle
Proben eine Imipenemresistenz aufweisen. Lediglich acht (13,6%) der 59
untersuchten Stimme waren allein gegen Imipenem resistent, 40 Proben waren
zusdtzlich resistent gegen Meropenem. Alle anderen Stimme waren gegen
mindestens ein weiteres Antibiotikum resistent: gegen Imipenem, Meropenem und
Gentamicin ist ein Stamm resistent. Gegen Imipenem, Meropenem und
Ciprofloxacin sind sechs Stdmme als resistent und einer als intermedidr getestet
worden. 36 Stimme (61%) waren gegen mindestens drei verschiedene Antibiotika
nicht sensibel. Acht Stimme sind sogar gegen alle fiinf getesteten Antibiotika

resistent.

3.2 Nachweis von Carbapenemasen

Carbapenemresistenz kann durch die Anwesenheit einer Carbapenemase bedingt
sein. Untersucht wurden daher die carbapenemresistenten Isolate mittels PCR auf das
Vorliegen der folgenden -Laktamasen: VIM, KPC, GES, OXA-48, GIM, SIM, IMP,
SPM. Die hierfiir verwendeten Primer stammten von Dallenne et al, 2010 und
Ellington et al, 2007. AuBler der VIM konnte keine andere Carbapenemase
nachgewiesen werden. Die Stimme, bei denen die VIM-PCR positiv waren, sind in

Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: VIM-positive Proben

VIM-positiv Probe
BK4460
BK 4743
UR 6985
VA 1027
VA 12183
VA 13664
VA 29439

Anschliefend erfolgte die Sequenzierung der PCR-Produkte. Hier konnte der
Nachweis des VIM-Gens bestitigt werden. Die Amplifikation des Volllingen-Gens
mit anschliefender Sequenzierung ergab den Subtyp VIM-2.
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3.3 EDTA-Test

Der EDTA-Test eignet sich, um das Vorliegen einer Metallo-B-Laktamase zu
iiberpriifen. Metallo-B-Laktamasen lassen sich durch EDTA hemmen. Der einen
Hilfte des Antibiotika-Teststreifens ist deswegen EDTA zugefiigt worden. Im Falle
des Vorliegens einer MBL (Metallo-B-Laktamase) wird durch das EDTA auf der
einen  Hélfte des  Teststreifens das Enzym  gehemmt und die
Imipenemempfindlichkeit nimmt zu, d.h. die Hemmellipse wird um mindestens drei
Verdiinnungsstufen grofer. Nachdem bei den obengenannten Proben die VIM-PCR
positiv war, wurde bei diesen Stimmen (BK4460, BK 4743, UR 6985, VA 1027, VA
12183, VA 13664, VA 29439) der EDTA-Test durchgefiihrt. Bei allen sieben

getesteten Stimmen fiel der Test positiv aus.

3.4 Pulsfeldgelelektrophorese
Um eine genetische Verwandtschaft der Isolate festzustellen, wurde fiir alle VIM-
positiven Stdmme eine Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) erstellt. Diese gilt als

Grundlage zur Analyse des moglichen Ausbreitungsweges im Krankenhaus.

- N ) S e

1 BK 4460
2BK 4743
3 VA 1027
4 VA 12183
5 VA 13664
6 UR 6985
7 VA 29439

I 2 3 4 5 6 7
Abbildung 5: Pulsfeldgelelektrophorese der VIM-
positiven Stimme
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In Abbildung 5 sind die Ergebnisse der PFGE der VIM-positiven Stamme dargestellt.
Es wird deutlich, dass es sich lediglich um zwei verschiedene Pulsotypen handelt. In
die erste Gruppe zdhlen die Stimme BK 4460, BK 4743 und VA 1027. Diese Proben
wurden von der Knochenmarkstransplantationsstation isoliert. Die zweite Gruppe
wird von VA 12183, VA 13664, UR 6985 und VA 29439 gebildet. Diese Stimme

stammen von unterschiedlichen Stationen.

3.5 Sequenzauswertung

3.5.1 mexR-Sequenzen

Als Regulator der MexAB-OprM-Effluxpumpe wurde mexR in dieser Studie auf
Mutationen hin untersucht, die in der Folge eine erhohte Antibiotikaresistenz
bewirken. Im mexR-Gen wiesen 22 der 59 untersuchten Proben keine Mutationen
auf. Sechs (VA 18698, VA 18417, VA 17914, VA 12732, UR 10225, VA 13060)
Stimme zeigten zwar einen Basenaustausch, dieser blieb jedoch ohne Konsequenz:
eine Aminosdure wurde nicht ausgetauscht (stumme Mutation).

Fiinf (9610, UR 9848, VA 1027, VA 19060, VA 29501) der untersuchten Proben
zeigten Mutationen, bei denen es entweder durch eine Insertion oder Deletion zu
einer Verschiebung des Leserahmens kommt. Bei diesen Mutationen ist davon
auszugehen, dass das MexR-Protein nicht funktionsfahig ist.

Die restlichen 26 Stimme wiesen Mutationen auf, welche zu Aminosidureaustauschen
fiihren: Dabei wiesen 23 der untersuchten Proben die Mutation n.377 T—A, p.126
V—E auf. Zusitzlich dazu zeigten UR 7100 und UR 9975 n395 T — C, p.132
V—A. UR 442 weist neben n.377 T—A, p.126 V—>E die Mutation n.131 A—T,
p.44 K—M auf. Zwei Bakterienstimme (VA 14867, VA 11995) zeigten eine
Mutation an n.301G—A, p.101 G—R. Bei VA 15480 konnte die Mutation n.388
A—C, p.130 T—P nachgewiesen werden. Die Auswirkungen dieser
Aminoséureaustausche flir die Funktion von MexR sind unklar.

Bei VA 16959 lasst die groBe Anzahl (30 ausgetauschte Basenpaare) an Mutationen
im Vergleich zu PAO1 vermuten, dass es sich bei diesem Stamm um einen anderen
Wildtyp handelt. Wird die Sequenz bei ncbi BLASTn eingegeben erscheint als erstes
Ergebnis Pseudomonas aeruginosa PA7 (Genbank accession number CP000744.1).
Hier gibt es die meisten Ubereinstimmungen (442/451 (98%)). Somit entspricht
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VA 16959 am ehesten dem Wildtyp PA7. An Position n.94 findet sich eine Insertion

der Base Cytosin mit Leserahmenverschiebung. Einen Uberblick iiber die

Mutationen in mexR gibt Tabelle 12, stille Mutationen sind nicht aufgefiihrt.

Tabelle 12: mexR-Mutationen

Probe

mexR-Mutation

VA 16959 im Vergleich mit PA7
VA 19060

9610

UR 9848

VA 1027

VA 29501

VA 11995, VA 14867

VA 15480

UR 442

BK 4460, BK 4743, UR 71,
UR 903, UR 9569, UR 6985,
UR 7838, UR 8919, UR 16831,
VA 18819, VA 28868,

VA 12593, VA 13664,

VA 14184, VA 19135,

VA 29439, VA 14618,

VA 14876, VA 12183

UR 7100, UR 9975

1bp-Insertion n.94 (C)

1bp Insertion n.81 (T)

1bp Deletion n.315 (C)

11bp Deletion n.65-75 (GCGCATCCAGA)

13bp Deletion n.308-321(CATCCACCAGCAT)
13bp Deletion n.367-389 (CTCACCCCGGTGQG)
n.301 G— A, p.101 G—-R
n.388A—-C,p.130T— P

n131A— T, p4d4K—>M
n377T— A, p.126 V> E

n.377T— A, p.126 V- E

n.377 (T — A), p.126 (V — E)
n.395 (T — C), p.132 (V — A)

3.5.2 nalC-Sequenzen

Bei nalC-Mutanten kommt es durch die De-Repression mit folgender gesteigerter
MexAB-OprM-Produktion, zu einer verminderten Meropenemempfindlichkeit.
Deswegen wurde auch im na/C-Gen nach Mutationen gesucht.

Lediglich bei VA 13060 zeigte sich die Wildtyp-Sequenz. 55 Proben weisen n.212
G—A, p.71 G—E auf. Die Mutation n.625 A—C, p.209 S—R liel sich 33 mal
finden. Die Mutation n.434 C—T, p.145 A—V wurde bei sieben der 59 Stimme
gefunden. Die Mutation n.457 G—C, p.153 E—Q gab es fiinfmal. Fiinf weitere

Stimme zeigten die Mutation n.556 G—A, p.186 A—T. Bei zwei Proben (VA 14618,
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VA 14876) konnte die Mutation n.237 T—A, p.79 D—E nachgewiesen werden.
Allein UR 903 zeigte n.88 C—T, p.30 H—Y. Eine 1bp-Deletion zeigte sich bei zwei
Stimmen (VA 18698, UR 10225) neben der oben erwihnten Mutation n.212 G—A,

p.71 G—E. Hier ist von einem Funktionsverlust des Proteins auszugehen.

Tabellarisch dargestellt sind die Mutationen in Tabelle 13.

Tabelle 13: na/C-Mutationen

Probe

nalC-Mutationen

9610, UR 7089, UR 7100, UR 9848, UR 9975,
UR 10195, UR 11489, VA 16566, VA 16942,
VA 15165, VA 14381, VA 14379, VA 14816,
VA 16931, VA 18417, VA 13215, VA 12593,
VA 14224

BK 4460, BK 4743, UR 442, VA 1027, VA 12562

BK 5602, UR 17208, VA 14184, VA 11995,
VA 14867

UR 71, UR 9569, UR 7838, UR 8919, UR 16831,
VA 29501, VA 19135

UR 903

VA 14618, VA 14876

UR 958, UR 6985, UR 11118, VA 18819,
VA 28868, VA 12732, VA 17914, VA 18456,
VA 18463, VA 12183, VA 13664, VA 13791,
VA 13745, VA 29439, VA 15480

VA 18698, UR 10225

VA 16313, VA 16959
VA 19060
VA 13060

n.212 G—A, p.71 G—E
n.625 A—C, p.209 S>R

n.212 G—A, p.71 G—E
n.457 G—C, p.153 E—Q
n.625 A—C, p.209 S—R

n.212 G—A, p.71 G-E
n.556 G—A, p.186 A>T

n.212 G—A, p.71 G-E
n.434 C—T, p.145 AV
n.625 A—C, p.209 S—R

n.88 C—T, p.30 H—>Y
n.212 G—A, p.71 G—>E
n.625 A—C, p.209 S—R

n.212 G—A, p.71 G—>E
n.237 T—A, p.79 D—E
n.625 A—C, p.209 S—R

n.212 G—A, p.71 G—E

n.212 G—A, p.71 G—>E
1bp-Deletion n.455 (A)

stumme Mutation
nicht auswertbar
Wildtyp
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3.5.3 nalD-Sequenzen

21 der 59 untersuchten Stimme wiesen das Wildtyp-Gen fiir nal/D auf. 33 Proben
zeigten verschiedene Basenaustausche, die jedoch auf die Aminosduresequenzen
keinen Einfluss haben.

Bei zwei Proben (UR 7100, VA 12732) wurden Deletionen entdeckt. Bei der zuerst
genannten kam es zu einer Verschiebung des Leserahmens. Bei der anderen fehlen 21
Nukleotide (CATCCGGGCATGACCCCGAGG), d.h. sieben Aminosduren
(HPGMTPR). Bei drei Stimmen (VA 14184, VA 16566, VA 18417) kam es zu
Mutationen, die in der Folge einen Aminoséureaustausch bewirken. Eine Ubersicht

gibt Tabelle 14.

Tabelle 14: na/D-Mutationen

Probe nalD-Mutationen

VA 16566 n.562 A—G, p.188 T—A

VA 14184 n.559 G—C, p.187 D—H

VA 18417 n.98 T—A, p.33 L—-Q

UR 7100 1bp del n.294 (G)

VA 12732 21bp del n.460-480 (CATCCGGGCATGACCCCGAGG)

3.5.4 ampC-Sequenzen

Die Auswertung der ampC-Sequenzen orientiert sich an dem Schema von Rodriguez-
Martinez et al. aus dem Jahre 2009 (Rodriguez-Martinez et al., 2009). Alle
untersuchten Stimme wurden entweder in die Gruppen PDC-1, -3, -5, -8 und -10
nach Rodriguez-Martinez et al. eingeteilt, oder einer der hier neu erstellten Gruppen
PDC-11-32 zugeordnet.

Die Gruppe PDC-1 beinhaltet die Stimme des Wildtyps. Lediglich VA 13060 zeigte
keine Mutation. Bei drei Proben (UR 17208, VA 12593, VA 16313) fanden sich
ausschlieSlich Mutationen, die keinen Aminosidureaustausch bewirkten. Diese vier
Stimme wurden ebenfalls PDC-1 zugeteilt.

In allen anderen Gruppen ist in jedem Fall die Mutation p.105 T— A enthalten. Diese
Mutation ist laut Rodriguez-Martinez et al. fiir ein erweitertes Hydrolysespektrum
der AmpC-B-Laktamase verantwortlich. In dieser Arbeit zeigte sich diese Mutation

bei 54 der 59 untersuchten Stimme. In Tabelle 15 ist zu sehen, welche Mutationen
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die einzelnen PDC-Gruppen aufweisen. Die mit * gekennzeichneten Mutationen
wurden ebenfalls von Rodriguez-Martinez et al. beschrieben. Tabelle 16 stellt dar,
welche Stimme welcher PDC-Gruppe angehoren.

Zwei Stimme (VA 13745, VA 16959) sind in ihrer DNA so verdndert, dass es zu
einem vorzeitigen Stopcodon kommt. Durch diese Mutationen wird kein
funktionsfahiges Protein hergestellt, sodass AmpC ihre Funktion verliert. Sie
entsprechen den Gruppen PDC-31 und PDC-32. Alle anderen Stimme konnten nach

dem Schema von Rodriguez-Martinez et al. eingeteilt werden.

37



Tabelle 15: PDC-Gruppen

Ergebnisse

PDC-Gruppe

3 5 8

10

12 13 14 15 16

17 18 19 20 21

22 23 24

25 26 27

28 29 30 31 32

p.21%*
p.27*
p.55%*
p.79%*
p.97*
p.105%*
p.155*
p.176*
p.205%*
p.356*
p.391
p.5

p.7
p.23
p.31
p.36
p.117
p-126
p.-170
p-200
p.204
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PDC-Gruppe

Ergebnisse

35 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

p.225
p.273
p.274
p.277
p.359
p.365

Stop

K

1

Q

R

P L
Q Stop
R

I \Y

* diese Mutationen wurden ebenfalls von Rodriguez-Martinez et al. beschrieben.

39



Ergebnisse

Die von Rodriguez-Martinez et al. beschriebene Verianderung an p.105 T—A wird

mit einer erhohten Imipenemresistenz in Verbindung gebracht. Scheinbar ist es so,

dass die AmpC-B-Laktamase durch die Mutation an p.105 ihr Wirkspektrum

erweitert und als ESAC auch Carbapeneme hydrolysieren kann.

Tabelle 16: Zuordnung der Proben in PDC-Gruppen

PDC-Gruppe Zugeordnete Proben

PDC- 1 UR 17208, VA 12593, VA 13060, VA 16313

PDC-3 9610, UR 11118, VA 12562, VA 18456, VA 18463, VA 12183,
VA 13664, VA 13791, VA 14184, VA 28868, VA 29439

PDC- 5 UR 7100, UR 11489, VA 13215, VA 14379, VA 14816,VA 15165,
VA 18417

PDC- 8 UR 903, UR 9848, UR 10225, VA 12732, VA 15480, VA 18698

PDC- 10 VA 16942

PDC- 11 UR 958, UR 7089

PDC- 12 VA 17914

PDC- 13 VA 16931

PDC- 14 BK 5602

PDC- 15 UR 9975

PDC- 16 UR 10195

PDC- 17 VA 16566

PDC- 18 VA 14618, VA 14876

PDC- 19 BK 4460, BK 4743, UR 442, VA 19060

PDC- 20 UR 7838

PDC- 21 UR 8919, VA 29501

PDC- 22 UR 71

PDC-23 UR 9569

PDC- 24 UR 16831

PDC- 25 VA 19135

PDC- 26 UR 6985, VA 11995

PDC- 27 VA 14224

PDC- 28 VA 14381

PDC- 29 VA 14867

PDC- 30 VA 18819

PDC- 31 VA 13745

PDC- 32 VA 16959

40



Ergebnisse

3.5.5 oprD-Sequenzen

Das von oprD codierte Porin schleust unter normalen Bedingungen Imipenem in die
Zelle. Folglich wurde in dieser Studie das oprD-Gen auf inaktivierende Mutationen
untersucht, um moglicherweise die vorliegende Imipenemresistenz erkliren zu
konnen. Es ist bekannt, dass das oprD-Gen eine grofle genetische Variabilitit
aufweist (Pirnay et al., 2002). Einige der Mutationen, die wir gefunden haben,
wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen genauer untersucht und mit einer
erhohten Carbapenemresistenz assoziiert. In dieser Studie gab es drei Stimme
(VA 13060, VA 12562, VA 16313) ohne Mutation im oprD-Gen. Bei den Proben
VA 16959, VA 14381, VA 16566, VA 15480, VA 14224, VA 14184, VA 13791,
UR 903, UR 7838 und UR 10225 war die Amplifikation des oprD-Gens nicht
moglich.

In unserem Probenkollektiv zeigten sich in oprD diverse Mutationen, darunter
zahlreiche stille Mutationen. Bei neun Proben fanden wir Mutationen, die einen
Aminosdureaustausch bewirken. Bei acht dieser Proben wurde zusétzlich ein
vorzeitiges Stopcodon gefunden. Zu Leserahmenverschiebungen kam es bei sieben
Stimmen aufgrund einer 1bp-Insertion, bei 16 Proben wegen einer 1bp-Deletion
sowie bei einem Stamm aufgrund einer 11bp-Deletion. Dieser Deletion folgt zudem
ein vorzeitiges Stopcodon. UR 11118 zeigte eine 6bp-Insertion.

Bei 14 Proben wurde die von Epp et al. beschriebene Mutation gefunden, welche
eine erhdhte Meropenemsuszeptibilitit vermitteln soll. Eine Ubersicht der oprD-

Mutationen gibt Tabelle 17.

Tabelle 17: Mutationen im oprD-Gen

Probe oprD-Mutation

VA 13060, VA 12562, VA 16313 Wildtyp

BK4460, BK4743, VA 1027, VA 19060 1bp-Insertion n.1206 (C)

UR 7100 Ibp-Deletion n.59 (T)

UR 8919 1bp-Deletion n.481 (A)

UR 958 1bp-Deletion n.404 (T)

UR 16831 1bp-Deletion n.416 (G)

VA 16931 1bp-Deletion n.463 (C)

VA 13664, VA 12183, UR 6985, 1bp-Deletion n.89 (A)

VA 28868, VA 29439

VA 18819 11bp-Deletion n.79-89
(GTCGACGATCA)
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Probe oprD-Mutation

BK 5602 n.1250 TGG — TAG
(Vorzeitiges Stopcodon)

UR 442 n.1018 CAG — TAG
(Vorzeitiges Stopcodon)

UR 9848 n.1009 AAA — TAA

UR 9975, VA 17914

VA 14876

VA 18456, VA 18463

UR 11489, VA 13215, VA 14816, VA 15165

VA 16942, VA 12593, VA 19135

VA 14618

(Vorzeitiges Stopcodon)

n.413 TGG — TAG
(Vorzeitiges Stopcodon)

n.1138 AAG — TAG
(Vorzeitiges Stopcodon)

n.1017 TGG — TGA
(Vorzeitiges Stopcodon)

n.308 C—G p.103 T-S
n.344 A—C, p.115 K—T
n.508 T—C p.170 F—L

n.308 C—G p.103 T—S

n.344 A—C, p.115 K—T
n.508 T—»C p.170 F—L

n.553 G—C, p.178 E—Q
n.556 C—G, p.186 P—G
n.558 G—C, p.186 P—G
n.565 G—A, p.189 V-T
n.566 T—C, p.189 V->T
n.928 C—G, p.310 R—E
n.929 G—A, p.310 R—E
n.930 C—G, p.310 R—E
n.944 C—G, p.315 A—G
n.945 A—C, p.315 A—G

n.1274 G—C, p.425 G—A

n.308 C—G p.103 T—S
n.344 A—C, p.115 K—T
n.508 T—C p.170 F—L

n.553 G—C, p.178 E—Q
n.556 C—G, p.186 PG
n.558 G—C, p.186 P—G
1.565 G—A, p.189 VT
n.566 T—C, p.189 V—T
n.928 C—G, p.310 R>E
n.929 G—A, p.310 R—E
1.930 C—G, p.310 R—E
n.944 C—G, p.315 A>G
n.945 A—C, p.315 A—>G

n.1274 G—C, p.425 G—A
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Probe oprD-Mutation

VA 29501 n.308 C—G p.103 T—S
n.344 A—C, p.115 K—T
n.508 T—»C p.170 F—L
n.553 G—C, p.178 E—Q
n.556 C—G, p.186 P—G
n.558 G—C, p.186 P—G
n.565 G—A, p.189 V->T
n.566 T—C, p.189 V-T
n.928 C—G, p.310 R—E
n.929 G—A, p.310 R—E
n.930 C—G, p.310 R—E
n.944 C—G, p.315 A—G
n.945 A—C, p.315 A—G
n.1274 G—C, p.425 G—A
n.1301 T—C, p.434 L—-P

9610, UR 71, UR 7089, UR 9569, UR 10195, n.1114-1149 (ATGTCTGACAACA

VA 12732, VA 13745,VA 14379,VA 18417, ACGTCGGCTATAAGAACTACGG

VA 18698 C — GTCGACTCCAGTTCCTCC
TACGCGGGCCTG------ ) entspricht
»Epp-Mutation*

UR 11118 »Epp-Mutation* und
6bp-Insertion n.1173 (CGAAAC)
VA 11995, UR 17208, VA 14867 »Epp-Mutation* und

1bp-Insertion n.1206 (C)

VA 16959, VA 14381, VA 15480, VA 14224, Amplifikation nicht moglich
VA 14184, VA 13791, UR 903, UR 7838,
UR 10225, VA 16566

3.5.6 Ubersicht zur Sequenzauswertung

Eine Zusammenstellung aller gefundenen Mutationen der jeweiligen Isolaten und der
Carbapenemase-Nachweis ist in Tabelle 18 zu finden. Angegeben sind zudem nur die
MHK-Werte fiir Meropenem, da alle untersuchten Staimme gegen Imipenem resistent
waren (siche oben).

Bei Mutationen mit Leserahmenverschiebung kann mit hoher Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, dass das nachfolgend entstehende Protein funktionslos
ist. Somit haben diese Mutationen wahrscheinlich Einfluss auf das

Resistenzverhalten der Bakterien.
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Tabelle 18: Zusammenstellung aller gefunden Mutationen, stille Mutationen sind nicht dargestellt

Ergebnisse

Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv
9610 >32 (R) Wildtyp p.71G—E 1bp-Deletion n.315 (C) PDC-3 »Epp-Mutation* nein
p.209 S - R
BK 4460 >32(R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-19 1bp-Insertion n.1206 (C) ja
p-209 S — R
BK 4743 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-19 1bp-Insertion n.1206 (C) ja
p.153 E —Q
p-209 S — R
BK 5602 3 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-14 n.1250 TGG — TAG nein
p.186 A—T (Stopcodon)
UR 10195 0,5 (S) stumme Mutationen p.71 G —E Wildtyp PDC-16 »Epp-Mutation* nein
p.209S —- R
UR 10225 >32 (R) Wildtyp p.71G—E stumme Mutationen PDC-8 Amplifikation nicht nein
1bp-Deletion n.455 moglich
(A)
UR 11118 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-3 ,Epp-Mutation®, nein
6bp-Insertion n.1173
(CGAAACQ)
UR 11489 3 (S) stumme Mutationen p.71 G —E Wildtyp PDC-5 p.103 T—-S nein
p.209S —- R p.115 K—T
p-170 F—»L
UR 16831 6(S) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-24 1bp-Deletion n.416 (G) nein
p.145A—>V
p.209 S - R
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Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv

UR 17208 > 32 (R) Wildtyp p.71G —E Wildtyp PDC-1 ,Epp-Mutation®, nein
p.186 A—T 1bp-Insertion n.1206 (C)

UR 442 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V— E, PDC-19 n.1018 CAG — TAG nein
p.153E—Q p.44 K—>M (Stopcodon)
p.209 S — R

UR 6985 >32(R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-26 1bp-Deletion n.89 (A) ja

UR 7089 12 (R) stumme Mutationen p.71 G —E Wildtyp PDC-11 »Epp-Mutation* nein
p-209 S — R

UR 71 8 (R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-22 »Epp-Mutation* nein
p.145A—>V
p-209 S — R

UR 7100 >32(R) Ibp-Deletion n.294 p.71G — E p.126 V— E, PDC-5 1bp-Deletion n.59 (T) nein

(G) p.209 S - R p.132V —> A

UR 7838 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-20 Amplifikation nicht nein
p.145A—>V moglich
p.209 S - R

UR 8919 8 (R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-21 1bp-Deletion n.481 (A) nein
p.l45A—-V
p-209 S — R

UR903 >32(R) Wildtyp p30H—-Y p.126 V—E PDC-8 Amplifikation nicht nein
p.71G—E moglich
p-209 S — R

UR 9569 >32(R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-23 »Epp-Mutation* nein
p.l45A—-V
p-209 S — R
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Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv
UR 958 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-11 1bp-Deletion n.404 (T) nein
UR 9848 > 32 (R) Wildtyp p.71G—E 11bp-Deletion n.65-75  PDC-8 n.1009 AAA — TAA nein
p.209 S - R (GCGCATCCAGA) (Stopcodon)
UR 9975 & (R) Wildtyp p.71G—E p.126 V- E, PDC-15 n.413 TGG — TAG nein
p.209 S — R p.132V — A (Stopcodon)
VA 1027 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E 13bp-Deletion n.308- Auswertung  1bp-Insertion n.1206 (C) ja
p.153E—Q 321 (CATCCACCAGC nicht
p.209 S - R AT) moglich
VA 11995 >32 (R) Wildtyp p.71G—E p.101G—R PDC-26 »Epp-Mutation®, nein
p.186 A—T 1bp-Insertion n.1206 (C)
VA 12183 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-3 1bp-Deletion n.89 (A) ja
VA 12562 1,5 (S) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-3 Wildtyp nein
p-209 S — R
VA 12593 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V- E PDC-1 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p-209 S — R p.-170 F—L, p.178 E—Q,
p.186 P—G, p.189 VT,
p-310 R—E, p.315 A—G,
p.425 G—A
VA 12732 >32(R) 21bp-Deletion p.71G—E stumme Mutationen PDC-8 ,»Epp-Mutation* nein
n.460-480 (CATC
CGGGCATGACC
CCGAGQG)
VA 13060 1,5 (S) Wildtyp Wildtyp stumme Mutationen PDC-1 Wildtyp nein
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Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv
VA 13215 1,5(S) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-5 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.209 S - R p-170 F—»L
VA 13664 > 32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-3 1bp-Deletion n.89 (A) ja
VA 13745 1,5(S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-31 »Epp-Mutation* nein
VA 13791 1(S) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-3 Amplifikation nicht nein
moglich
VA 14184 2 (S) p.187D — H p.71G —E p.126 V- E PDC-3 Amplifikation nicht nein
p.186 A—T moglich
VA 14224 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-27 Amplifikation nicht nein
p.209 S - R moglich
VA 14379 2 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-5 »Epp-Mutation* nein
p.209 S - R
VA 14381 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-28 Amplifikation nicht nein
p.209 S - R moglich
VA 14618 0,38 (S) stumme Mutationen p.71 G —E p.126 V—E PDC-18 p.103 T—-S, p.115 K—T, nein
p.79D — E p.170 F—=L, p.178 E—Q,
p.209 S - R p.186 P—G, p.189 VT,
p.310 R—E, p.315 A—G,
p.425 G—A
VA 14816 2 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-5 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.209 S - R p.170 F—L
VA 14867 > 32 (R) Wildtyp p.71G—E p.101 G—>R PDC-29 »Epp-Mutation®, nein
p.186 A—T 1bp-Insertion n.1206 (C)
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Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv
VA 14876 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-18 n.1138 AAG — TAG nein
p.79D — E (Stopcodon)
p.209 S - R
VA 15165 6(S) Wildtyp p.71G —E Wildtyp PDC-5 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.209 S - R p.170 F—L
VA 15480 >32 (R) Wildtyp p.71G—E p.130T—P PDC-8 Amplifikation nicht nein
moglich
VA16313 8 (R) Wildtyp stumme Mutationen Wildtyp PDC-1 Wildtyp nein
VA 16566 12 (R) p.188T—A p.71G —E Wildtyp PDC-17 Amplifikation nicht nein
p.209 S - R moglich
VA 16931 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E Wildtyp PDC-13 1bp-Deletion n.463 (C) nein
p.209 S - R
VA 16942 0,5 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-10 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.209 S - R p.170 F—»L, p.178 E—Q,
p.186 P—G, p.189 VT,
p-310 R—E, p.315 A—G,
p.425 G—A
VA 16959 4 (S) stumme Mutationen stumme Mutationen im Vergleich mit PA7:  PDC-32 Amplifikation nicht nein
1bp-Insertion n.94 (C) moglich
VA 17914 >32 (R) Wildtyp p.71G—E stumme Mutationen PDC-12 n.413 TGG — TAG nein
(Stopcodon)
VA 18417 >32(R) p33L—Q p.71G—E stumme Mutationen PDC-5 »Epp-Mutation* nein
p.209 S - R
VA 18456 6 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-3 n.1017 TGG — TGA nein

(Stopcodon)
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Probe Meropenem- nalD nalC mexR ampC oprD VIM-
MHK in (mg/L) positiv
VA 18463 4 (S) Wildtyp p.71G—E Wildtyp PDC-3 n.1017 TGG — TGA nein
(Stopcodon)
VA 18698 > 32 (R) Wildtyp p.71G—E stumme Mutationen PDC-8 »Epp-Mutation* nein
1bp-Deletion n.455
(A)
VA 18819 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-30 11bp-Deletion n.79-89 nein
(GTCGACGATCA)
VA 19060 > 32 (R) stumme Mutationen nicht auswertbar Ibp-Insertion n.81 (T)  PDC-19 1bp-Insertion n.1206 (C)  nein
VA 19135 1(S) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V- E PDC-25 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.145A—>V p.170 F—»L, p.178 E—Q,
p.209 S - R p.186 P—G, p.189 VT,
p.310 R—E, p.315 A—G,
p.425 G—A
VA 28868 >32(R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V—E PDC-3 1bp-Deletion n.89 (A) nein
VA 29439 > 32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E p.126 V- E PDC-3 Ibp-Deletion n.89 (A) ja
VA 29501 >32 (R) stumme Mutationen p.71 G — E 13bp-Deletion n.367-389 PDC-21 p.103 T-S, p.115 K—T, nein
p.l45A -V (CTCACCCCGGT GG) p.170 F—L, p.178 E—Q,
p-209 S — R p.-186 P—G, p.189 VT,

p.310 R—E, p.315 A>G,
p.425 G—A, p.434 L—P
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4 Diskussion

P aeruginosa spielt im Rahmen nosokomialer Infektionen eine besondere Rolle. Circa
zehn Prozent der im Krankenhaus erworbenen Infektionen werden durch dieses
Bakterium ausgelost (Suarez et al., 2009). Aufgrund seiner zahlreichen
Antibiotikaresistenzen ist die Behandlung dieses Keimes besonders schwierig (Hancock
und Speert, 2000). Immer hédufiger lassen sich Berichte iiber steigende Raten
multiresistenter Pseudomonaden finden (Tam et al., 2010, Robert Koch-Institut: ARS,
https://ars.rki.de, Datenstand: 29.08.2014).

Die Gene zur Resistenzbildung sind entweder chromosomal codiert oder befinden sich
auf Plasmiden (Lister et al., 2009). Die vorliegende Studie soll aufzeigen, wie es bei
P aeruginosa zu einer vermehrten Antibiotikaresistenz kommt. Dabei liegt der
Schwerpunkt auf den molekularen Verdnderungen, die zu einer gesteigerten
Carbapenemresistenz fithren. Das konnen unter anderem Mechanismen sein, die dazu
fiihren, dass vermehrt Antibiotika abgebaut, oder aus der Zelle ausgeschleust werden
oder, dass die verabreichten Medikamente nicht in die Zellen gelangen. Dafiir wurden
die Gene nalC, nalD, mexR, ampC und oprD, welche in engen Zusammenhang mit
Carbapenemresistenz ~ gebracht werden, analysiert. Zudem wurde versucht,
Carbapenemasen in den erfassten Pseudomonas-Stimmen nachzuweisen. Die genetische
Verwandtschaft wurde zur Analyse der Ausbreitungswege im Krankenhaus mittels

Pulsfeldgelelektrophorese untersucht.

4.1 Auswertung und Beurteilung der Antibiogramme

Die Auswahl der Bakterienproben aus dem Routinelabor erfolgte aufgrund einer
Resistenz gegen mindestens ein Carbapenem. Zu Beginn der Arbeit wurde fiir jede Probe
ein Antibiogramm erstellt. Getestet wurden dabei die minimalen Hemmkonzentrationen

(MHK) fiir Imipenem, Meropenem, Gentamicin, Ceftazidim und Ciprofloxacin.
Lediglich acht Stamme waren alleine gegen Imipenem resistent. 15 Stimme waren
gegen zwei verschiedene Antibiotika resistent. Die anderen 41 Proben waren gegen
mindestens drei der von uns getesteten Antibiotika resistent; das entspricht 80,4 % der

getesteten Stimme.

4.2 Nachweis von Carbapenemasen

Carbapenemasen vermitteln eine herabgesetzte Empfindlichkeit gegen Carbapeneme

(Patel und Bonomo, 2013). Sie werden nach Ambler-Klassifikation in die Gruppen A, B
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und D eingeteilt. Allen gemeinsam ist die Fihigkeit, mehr oder minder effektiv
Aminopenicilline, Ureidopenicilline und Carbapeneme zu hydrolysieren. Einige
Carbapenemasen der Gruppe A (NmcA, Sme-1 bis Sme-3. IMI-1) und die Klasse D
Carbapenemase OXA-48 haben, im Gegensatz zu Enzymen der anderen Untergruppen,
keine Wirksamkeit gegen extended-spectrum-Cephalosporine. Das Monobactam
Aztreonam wird von den Carbapenemasen der Gruppe B (MBL) nicht abgebaut
(Nordmann und Poirel, 2002). Zur Aufklarung der Carbapenemresistenz bei unserem
Bakterien wurde das Kollektiv auf das Vorliegen dieser Enzyme untersucht. Aufler der
Metallo-B-Laktamase VIM-2 konnte in dieser Studie keine andere Carbapenemase
nachgewiesen werden.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass Carbapenemasen in Deutschland nicht weit
verbreitet sind. Daten aus dem ,,Epidemiologischen Bulletin®“ 19/2013 zeigen jedoch,
dass die Ausbreitung von Keimen mit Carbapenemasen zugenommen hat (Nationales
Referenzzentrum fiir gramnegative Krankenhauserreger 2013). Der erste VIM-Nachweis
in Deutschland gelang Henrichfreise et al. 2005. Die Forschungsgruppe wies VIM-2 in
einem im Jahre 2003 isolierten P. aeruginosa-Stamm von einer Leukdmie-Patientin aus
Berlin nach. Auflerdem wurde von Schneider er al. 2007 iiber einen Patienten aus
Miinchen berichtet, der mit einem VIM-2-positiven Pseudomonas-Stamm besiedelt war.
Weitere Meldungen beziiglich der Metallo-3-Laktamase VIM-2 gab es unter anderem
2010 von einer urologischen Station in Wiirzburg (Elias ef al., 2010). In einer Studie von
Valenza et al. 2010 aus Wiirzburg waren von 489 getesteten Bakterienproben sieben
Stimme VIM-2-positiv (1,4%). In dieser Studie konnte bei sieben von 59 Stimmen
(12%) mittels PCR, Sequenzierung und EDTA-Test die Metallo-B-Laktamase (MBL)
VIM-2 nachgewiesen werden. Seit dem ersten Fund 1996 in Frankreich, konnte die
VIM-2 bei gram-negativen Bakterien weltweit in mehr als 50 Léndern nachgewiesen
werden (Zhao et al., 2011).

Im Epidemiologischen Bulletin 19/2013 wird das Vorkommen von Carbapenemasen in
Deutschland beschrieben. So ist nachzulesen, dass bei 786 getesteten Pseudomonas-
Isolaten mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Carbapenemen der Anteil an
Carbapenemase-produzierenden Isolaten 21,9% betrug. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde die VIM-2 in sieben der 59 untersuchten Isolate nachgewiesen. Das entspricht
etwa 12% der Proben. Metallo-B-Laktamasen vom VIM-2- Typ sind mit 58,1% die
hiufigsten Carbapenemasen bei P. aeruginosa (Epidemiologisches Bulletin, 19/2013).
Bei Enterobacteriaceae hingegen ist OXA-48 die am héaufigsten gefundene

Carbapenemase. Die VIM-1-Metallo-B-Laktamase liel sich am haufigsten in
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Enterobacteriaceae nachweisen. Die Metallo-B-Laktamasen GIM-1 und NDM-1
konnten ebenfalls in dem Probenkollektiv des NRZ bei P. aeruginosa nachgewiesen
werden. Die GIM-1 wurde bisher - bis auf eine Ausnahme in Sachsen - nur in
Nordrhein-Westfalen gefunden (Kaase et al. 2013). In Sachsen konnte gehduft die
KPC-2 bei K. pneumoniae nachgewiesen werden. Die KPC-3 war durch das NRZ
vorwiegend bei eingesandten Isolaten aus Berlin nachweisbar. Die insgesamt am
hiufigsten gefundene Carbapenemase in Deutschland ist die OXA-48
(Epidemiologisches Bulletin 19/2013).
Laut einer im Februar 2013 verdffentlichten europidischen Studie des European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC) (Glasner et al, 2013) liegen die
Pravalenzraten von Carbapenemasen in Deutschland mit nur sporadisch gemeldeten,
Krankenhaus bezogenen Ausbriichen im Vergleich mit 39 Léndern im Mittelfeld. In
Europa zeigt sich ein Nord-Siid-Gefille beziiglich der Carbapenemase-Vorkommen
(Glasner et al., 2013). In Griechenland wird deren Vorkommen bereits als endemisch
beschrieben, wihrend hingegen aus Nordeuropa/Skandinavien lediglich sporadische
Vorkommen oder nur Félle in einzelnen Krankenhdusern gemeldet werden (Canton et
al., 2012).
In der vorliegenden Studie konnte mittels Pulsfeldgelelektrophorese gezeigt werden,
dass es sich bei den VIM-2-positiven Stimmen um zwei unterschiedliche Pulsotypen
handelte. Dabei wurde deutlich, dass die drei Staimme des Pulsotyps 1, die alle von
derselben Station isoliert wurden, genetisch verwandt sind. Bei dieser Station handelt es
sich um eine Knochenmarkstransplantationsstation. Patienten dort haben generell ein
geschwichtes Immunsystem und sind anfillig fiir Infektionen mit fakultativ pathogenen
Keimen wie P. aeruginosa. Es ldsst sich also vermuten, dass es sich bei diesem Ausbruch
um ein stationsinternes, krankenhaushygienisches Problem handelt. Stidmme des
Pulsotyps 2 wurden hingegen von verschiedenen Stationen des UKE isoliert.
Im Zuge des VIM-2-Nachweises wurde neben der Imipenemresistenz von Valenza ef al.
2010 zusitzlich eine 100% Ceftazidimresistenz durch diese Metallo-B-Laktamase
beschrieben. In dieser Studie zeigen sechs der sieben VIM-2-positiven Stdmme neben
der Imipenemresistenz auch eine verminderte Sensibilitit fiir Ceftazidim. Mit einer
MHK von 8pg/ml ist der einzige sensible Stamm jedoch sehr nah am klinischen
Breakpoint, d.h. es miissen hohe Dosen (3 x 2g) Ceftazidim verabreicht werden, um eine
ausreichende Wirkung des Antibiotikums zu erzielen (EUCAST, 2014).
Gomes Franco et al. haben 2010 bei den von ihnen untersuchten VIM-2-positiven

Stammen eine 100%ige Co-Resistenzrate gegen Ceftazidim, Cefepim, Gentamicin,
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Tobramycin, Ciprofloxacin und Meropenem feststellen kdnnen. Die in dieser Studie
gefundenen VIM-2-Stimme waren zu 100% gegen Imipenem, Meropenem und
Ciprofloxacin resistent. Vier der sieben Stimme sind zudem gegen Gentamicin resistent.

Tobramycin und Cefepim wurden im Rahmen dieser Analyse nicht getestet.

4.3 Imipenemresistenz

Alle hier getesteten Stdmme sind gegen das Carbapenem Imipenem resistent. Als
Hauptursache fiir eine Imipenemresistenz wird eine verminderte Expressionsrate des
Membranproteins OprD verantwortlich gemacht (Livermore et al., 2001). Eine weitere
Erklarung der Imipenemresistenz ist die Expression von sogenannten expanded-
spectrum-AmpC-B-Laktamasen (ESAC), welche eine erhohte hydrolytische Aktivitit

gegen Imipenem aufweisen (Nordmann und Mammeri 2007).
4.3.1 oprD-Mutationen

Die duflere Membran von P. aeruginosa ist fiir verschiedene Molekiile von Natur aus
schlecht permeabel (Lister et al, 2009). Daraus resultiert bereits eine natiirliche
Resistenz gegen viele Antibiotika (L1 ef al., 1995).

Das Porin OprD ist im Zusammenhang mit Carbapenemresistenz von besonderer
Bedeutung. Carbapeneme gehdren in die Gruppe der hydrophilen 3-Laktam-Antibiotika.
Thr Wirkungsort liegt im Zellinneren. Da -Laktame nicht einfach durch die Zellwand
diffundieren kdnnen, benédtigen sie zur Uberwindung der Zellwand von gram-negativen
Bakterien spezielle Poren, wie zum Beispiel die OprD-Porine (Nikaido, 1989). Wenn es
aufgrund inaktivierender Mutationen zu einer Reduktion der Porinproduktion kommit,
konnen diese Antibiotika nicht mehr in die Zelle gelangen und verlieren ihre
Wirksamkeit (Kohler et al., 1999). In fritheren Studien fielen imipenemresistente
Stamme durch das Fehlen des OprD-Porins auf (Yoneyama und Nakae, 1993, Pirnay et
al. 2002, Rodriguez-Martinez et al., 2009).

Gutiérrez et al. beschrieben 2007 verschiedene Mutationen, die fiir eine Inaktivierung
des oprD-Gens und somit folglich fiir eine erhéhte Imipenemresistenz verantwortlich
sind. Dazu zdhlen Deletionen und Insertionen mit konsekutiver Verschiebung des
Leserahmens, vorzeitige Stopcodons und Insertionssequenzen (IS). Durch solche
inaktivierenden Mutationen wird die OprD-Produktion gestort, die Zellwand wird
weniger durchldssig (Yoneyama und Nakae, 1993). Die in dieser Studie gefunden
inaktivierenden Mutationen im oprD-Gen lassen somit alle vermuten, dass es bei diesen
Stdimmen zu keiner addquaten OprD-Produktion kommt, der Einstrom fiir Imipenem

gestort ist und die Bakterien auf diesem Wege imipenemresistent werden (Kohler et al.,
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1999).
In dieser Arbeit fanden sich bei sieben Proben 1bp-Insertionen mit nachfolgenden
Leserahmenverschiebungen. Auflerdem wurde bei zehn Proben eine 1bp-Deletion mit
konsekutiver Leserahmenverschiebung gefunden. Bei diesen Bakterienstimmen ist
davon auszugehen, dass die Porinproduktion fehlerhaft verlauft, die Membranporen ihre
Funktion nicht erfiillen und somit Imipenem nur noch vermindert in die Zelle gelangen
kann.
Yoneyama und Nakae beschrieben bereits 1993 Mutationen im Protein D2 (heute OprD),
die sie bei imipenemresistenten Pseudomonaden tanden. Eine der Mutationen war eine
Deletion von elf Basenpaaren. In der Folge kam es zu einer Leserahmenverschiebung
und einem vorzeitigen Stopcodon. Weitere Untersuchungen ergaben, dass zwar RNA
produziert wurde, das Protein jedoch nicht in der Zellwand zu finden war. Eine dhnliche
Mutation wurde auch in der hier vorliegenden Studie bei Probe VA 18819 gefunden: eine
Deletion von elf Basenpaaren von n.79 bis n.89 und in der Folge ein Stopcodon an p.73,
welches durch die resultierende Leserahmenverschiebung entsteht. Pirnay et al.
untersuchten 2002 ebenfalls Mutationen im oprD-Gen. Durch die DNA-Verdanderung
n32 T — C, p.11 L — Q kam zu Verdnderungen im Signalpeptid fiir die oprD-
Expression. Diese Mutation haben wir in VA 13745 gefunden. Durch die Mutationen
n.1018 CAG — TAG und n.413 TGG — TAG kam zu einem vorzeitigen Stopcodon. Bei
den imipenemresistenten Stimmen UR 442, UR 9975 und VA 17914 haben wir jeweils
eine der Mutationen gefunden. Acht weitere unserer imipenemresistenten Stdmme
(MHK-Werte > 32mg/L) zeigten an anderen Positionen ebenfalls ein vorzeitiges
Stopcodon. Auch hier ist davon auszugehen, dass kein funktionsfdhiges OprD-Porin
mehr synthetisiert wird. Durch die Entstehung von vorzeitigen Stopcodons in oprD kann
somit bei elf Proben die Imipenemresistenz erklirt werden.
Bei weiteren neun Proben fanden sich zahlreiche unterschiedliche Mutationen mit
Aminosédureaustausch. Diese Mutationen wurden bisher in der Literatur noch nicht
beschrieben. Die Bedeutung dieser Verdnderungen im Bezug auf die Funktionalitit des
Membranporins und auf die Imipenemresistenz dieser Stimme ist noch unklar. Hier ist
zu diskutieren, ob es sich bei den Mutationen lediglich um Polymorphismen handelt oder
tatsdchlich funktionelle Mutationen vorliegen. Zur weiteren Abkldrung sind
Komplementierungsversuche  mit dem  Wildtyp-oprD  und  anschlieBende
Resistenzbestimmungen notwendig.
Zur besseren Bewertung der oprD-Mutationen lassen sich besonders gut

imipenemresistente Proben diskutieren, die weder in ampC Verdnderungen aufweisen
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oder eine VIM-2 tragen (siche Tabelle 19).

Tabelle 19: Proben mit Wildtyp AmpC und verdndertem oprD

AmpC PDC-1 oprD-Mutation MHK fiir MHK fiir VIM-2
Imipenem Meropenem

UR 17208 »Epp-Mutation", >32mg/l (R) >32mg/l (R) nein
Ibp-Insertion n.1206 (C)

VA 12593 p.103 T-S >32mg/l (R) >32mg/l(R) nein
p.115 K—T
p.170 F—L

VA 13060 Wildtyp >32mg/l (R) 1,5mg/1 (S) nein

VA 16313 Wildtyp >32mg/l (R) 8mg/l (R) nein

Bei Probe UR 17208 ist aufgrund der fehlenden ampC-Mutationen und nicht
nachweisbarer VIM-2 die Imipenemresistenz mit der 1bp-Insertion an n.1206 erklirbar.
Gutiérrez et al. beschrieben bereits, dass 1bp-Insertionen und -Deletionen in diesem Gen
zu einem verdnderten Resistenzverhalten fithren konnen.

Bei Stamm VA 12593 lielen sich diverse Mutationen nachweisen, die zu einem
Aminosdureaustausch gefithrt haben. Jedoch findet sich kein Stopcodon, keine
Leserahmenverschiebung  oder  irgendeine andere  Veridnderung, die die
Imipenemresistenz  erkldren konnte. In nachfolgenden Untersuchungen, wie
beispielsweise Komplementierungsversuchen mit dem Wildtyp-Gen, ist es nun nétig, die
Bedeutung der einzelnen Mutationen zu untersuchen.

Aus vorherigen Studien scheint klar zu sein, dass auch ein isolierter kompletter OprD-
Verlust zu einer Imipenemresistenz flihrt (Aogain et al, 2012); die MHK-Werte fiir
Imipenem steigen dadurch von 1-2mg/l auf 8-32mg/l (Livermore, 2001). Die
Auswirkung auf die Imipenemresistenz von Mutationen im oprD-Gen, die zu einer
reduzierten, aber nicht ganz aufgehobenen OprD-Produktion fiihren, sind hingegen nicht
ganz eindeutig zu kldren. So berichten El Amin et al. (2005) beispielsweise von einer
Probe, bei der der MHK-Wert fiir Imipenem bei 8mg/1 lag, die OprD-Expression jedoch
tiberraschenderweise lediglich beim 0,004-fachen Wert im Vergleich zum Wildtyp lag.
Aogain et al gehen davon aus, dass in solchen Féllen eine Kombination aus verminderter
OprD-Expression und induzierter AmpC zu einer Imipenemresistenz fiihrt.

Besonders interessant sind die Ergebnisse bei VA 13060 und VA 16313. Beide Stimme

zeigen in ampC und oprD die Wildtypsequenz, auch eine Metallo-B3-Laktamase war hier
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nicht nachzuweisen und trotzdem sind beide Stimme gegen Imipenem resistent. Hier
wird deutlich, dass es noch weitere Mechanismen geben muss, die zu dem verdnderten
Resistenzverhalten fiihren. Mechanismen zur negativen Regulierung der oprD-
Expression beeinflussen entweder die Transkription oder die Translation, so Lister et al.
(2009). Zur Beeintrachtigung der Transkription kann es unter anderem durch die oben
genannten und von uns untersuchten Verdnderungen im Strukturgen kommen. Weiterhin
sind zum Beispiel Verdnderungen der Promotorregion, die Anwesenheit von
beispielsweise Zink, Kupfer oder Salicylsdure oder eine inverese Ko-Regulierung mit
Effluxsystemen Mdoglichkeiten, die die Porin-Produktion negativ beeinflussen:

Bei Kontakt z.B. mit Zink oder Kupfer kommt es zu einer gesteigerten Expression des
Efflux-Systems CzcCBA mit seinen Regulatorgenen czcR und czcS, gleichzeitig wird die
Expressionsrate fiir oprD herunter gefahren. Verantwortlich hierfiir ist CopR, ein
negativer Regulator fiir die oprD-Expression (Caille et al., 2007).

Laut Ochs et al. (1999) ist Salicylsdure in der Lage, durch eine Reduktion der oprD-
Expression um das 3,3-fache eine 16-fach gesteigerte Imipenemresistenz zu verursachen.
Fir das Efflux-System MexEF-OprN ist eine inverse Ko-Regulierung mit der oprD-
Expression beschrieben: MexT gilt als Repressor fiir oprD, bei dessen Uberexpression es
durch verminderte OprD-Produktion zu einem zwei- bis vierfachen Anstieg der
Imipenemresistenz kommt (Ochs et al., 1999). Zusitzlich aktiviert MexT die Expression
der Effluxpumpe MexEF-OprN. In diesem Zusammenhang wird auch die Funktion von
MexS diskutiert. MexS befindet sich stromaufwiérts von mex7 und codiert eine
Oxidoreduktase/Dehydrogenase, durch dessen Inaktivierung bzw. Verlust kommt es zu
einem vermehrten Anfall von Metaboliten, wodurch die Expression von mexT gesteigert
wird. Somit wird konsekutiv auch die Expression von oprD negativ beeinflusst. Durch
die gesteigerte Expression der Efflux-Pumpe MexEF-OprN und die verminderte OprD-
Produktion kommt es zu einer gesteigerten Resistenz gegen Fluoroquinolone,
Chloramphenicol, Trimethoprim und gegen das Carbapenem Imipenem. Bei diesen
Stammen handelt es sich um sogenannte nfxC-Mutanten (Sobel et al., 2005a).

Eine weitere Ko-Regulierung ist fiir die Efflux-Pumpe MexXY mit verschiedenen
Regulationsmechanismen bekannt, welche als Hauptursache fiir Resistenzen gegen
Aminoglykoside, Fluorchinolone und einige Cephalosporine gilt (Guénard et al., 2014).
Hier beeinflusst das Regulatorsystem ParRS nach Mutationen nicht nur die Expression
der Efflux-Pumpe positiv, sondern auch die Expression von oprD negativ (Muller et al.,
2011, Fournier et al., 2013).

All diese genannten mdglichen Verdnderungen, die die Expression von oprD verringern
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wurden bei unseren Proben bisher nicht untersucht. Hier sind also zur Kldrung der
Imipenemresistenz weitere Untersuchungen notwendig.

Fiir VA 16959, VA 14381, VA 16566, VA 15480, VA 14224, VA 14184, VA 13791,
UR 903, UR 7838 und UR 10225 war es auch nach mehreren Versuchen nicht moglich,
das oprD-Gen zu amplifizieren. Griinde hierfiir konnten beispielsweise
Insertionssequenzen (Diene et al., 2013) oder auch grofle Deletionen, welche das ganze
Gen oder grofiere Teile davon betreffen, sein. Auch ist es mdglich, dass es zu Mutationen
an den Bindungsstellen der Primer gekommen ist und so die Amplifikation nicht

ablaufen konnte.
4.3.2 ampC-Mutationen

AmpC hydrolysiert Amino- und Ureidopenicilline, Cephamycin,
Oxyiminocephalosporine (Ceftazidim, Cefotaxim, Ceftriaxon) und Monobactame. Nicht
abgebaut werden Carbapeneme (Hancock und Bellido, 1996).

Durch Verdnderungen in der Aminosduresequenz (Insertionen, Deletionen und
Austausch von Aminosduren) kommt es zur Bildung einer ESAC (extended-spectrum-
AmpC-B-Laktamase), sodass sich die Substratspezifitit der AmpC-B-Laktamase
erweitert (Mammeri et al., 2004). Zur Erweiterung des Hydrolysespektrum miissen die
strukturellen Verdnderungen in einer die vier folgenden Regionen liegen: H-2 Helix
(Raimondi et al., 2001), im V-Loop (Hidri et al., 2005), in der Niahe der H-10 Helix
(Vakulenko et al., 2002) oder am terminalen C des Proteins (Mammeri et al, 2004).
Durch diese molekularen Verdnderungen kommt es zu einer erhohten katalytischen
Aktivitdt gegen extended-spectrum-B-Laktame (Ceftazidim, Cefotaxim, Cefepim) und in
einigen Féllen auch gegen Imipenem (Nordmann und Mammeri, 2007).

Im Hinblick auf die hier untersuchte Carbapenemresistenz spielt deshalb ein von
Rodriguez-Martinez et al. 2009 beschriebener Aminosdureaustausch an p.105 eine Rolle,
bei dem Threonin gegen Alanin ausgetauscht wird. Diese Mutation liegt in der H-2-
Helix des Proteins. In der Folge konnen laut Rodriguez-Martinez et al. ebenfalls
Carbapeneme hydrolysiert werden, der MHK-Wert fiir Imipenem steigt um das
Vierfache an.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde das ampC-Gen imipenemresistenter Stimme
mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Anschlieend wurden die Sequenzen mit der
des Wildtyps verglichen. Wie bei Rodriguez-Martinez et al. wurden die
Bakterienstimme mit gleichen Mutationen in PDC (Pseudomonas-derived-
cephalosporinase)-Subgruppen eingeteilt. Dabei wurde die Einteilung von Rodriguez-

Martinez et al. um 22 Gruppen erweitert.
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In allen PDC-Gruppen (im Vergleich zu PDC-1= Wildtyp) ist es zu einem Austausch von
Threonin zu Alanin an Position 105 gekommen. Rodriguez-Martinez et al. haben bei
allen Proben mit diesem Aminosdureaustausch eine verminderte Sensibilitit bzw.
erhohte Resistenz gegen Imipenem und Oxyiminocephalosporine (Cephalosporine der 3.
Generation) festgestellt. Erkldrt wird das durch die Position der Mutation im H2-Motiv.
Das Alanin an Position 97, das in PDC-19 zu einem Valin mutiert ist, ist ebenfalls in
dieser Helix lokalisiert. Ausschlaggebend ist hier die Ndhe zum aktiven Zentrum im
Bereich Serin64. Diese Aminosédure ist an der Loopbildung beteiligt (Raimondi et al.,
2001), sodass durch eine Mutation die Struktur des Proteins verdndert wird. Dieser
Prozess wurde bereits in mehreren Arbeiten fiir eine Erweiterung des Hydrolyse-
Spektrums der AmpC-Cephalosporinase verantwortlich gemacht (Mammeri ef al., 2004,
Raimondi et al., 2001).
In unserer Studie wurde bei 54 Stammen der Aminosdureaustausch an p.105 gefunden,
laut Rodriguez-Martinez et al. miisste hier also eine ESAC vorliegen. Die wirkliche
Auswirkung auf die Carbapenemresistenz ist jedoch ohne weitere Untersuchungen
schwierig zu beurteilen denn: in zehn Fille konnte oprD nicht amplifiziert werden, in
sechs Proben fanden sich Aminosdureaustausche in oprD, deren Bedeutung fiir die
Carbapenemresistenz noch nicht klar sind, in zehn Fillen zeigte sich die von Epp et al.
beschriebene Mutation im oprD-Gen und in 27 Proben fanden wir inaktivierende
Mutationen, wie zum Beispiel 1-bp-Insertionen oder -Deletionen in oprD. Es liegt somit
am ehesten eine additive Wirkung der verschiedenen Resistenzmechanismen vor, bei
denen wohl aber die inaktivierenden Mutationen in oprD die grofite Rolle spielen
(Rodriguez-Martinez et al., 2009, Aogain et al, 2012), da bei fehlendem OprD-Porin die
Imipenem-MHK auf Werte > 32mg/] ansteigt (Nikaido 2003, Riera ef al., 2011). In nur
einer Probe (VA 12562) konnte weder eine Mutation in oprD noch eine VIM
nachgewiesen werden. Hier liegen entweder weitere, von uns nicht untersuchte
Resistenzmechanismen wie zum Beispiel die oben genannten negativen
Regulationsmechanismen fiir die Expression von oprD vor oder aber die ESAC fiihrt
hier zur Imipenemresistenz. Eine dhnliche Probe wurde von Rodriguez-Martinez et al.
2010 untersucht. Hier lag an p.105 der Aminosdureaustausch von Threonin zu Alanin
vor, jedoch zeigte sich in oprD die Wildtypsequenz und AmpC wurde nicht
iiberexprimiert. Der MHK-Wert fiir diese Probe lag im intermedidren Bereich bei
4pug/ml.
Kritisch bewertet wurde die Auswirkung der Mutation an p.105 auf die

Imipenemresistenz von Zamorano et al. (2010), da in der dortigen Studie Proben mit
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dieser Mutation keine Verdnderung der MHK fiir Imipenem zeigten.
Vier Stimme (UR 17208, VA 12593, VA 13060, VA 16313) weisen an p.105 keine
Mutation auf und gehdren somit in die Gruppe PDC-1. Hier muss die Ursache fiir die
vorliegende Imipenemresistenz woanders liegen. Zu untersuchen sind beispielsweise
Expressionslevel, Promotorregionen oder Transkriptionsfaktoren von ampC sowie oprD.
Drei Proben zeigten sowohl in oprD als auch in ampC keine Verdnderungen. Hier ist der
Mechanismus der Imipenemresistenz also noch nicht aufgeklért. Bei zwei Proben wurde
in ampC die Wildtyp-Sequenz nachgewiesen. Die hier in oprD gefundenen Mutationen
bzw. einmal auch das Vorliegen einer VIM-2 konnen hier die Imipenemresistenz
erkldren.
Tabelle 20 fasst zusammen, welche molekularen Verdnderungen, die mit einer
Imipenemresistenz in Verbindung gebracht wurden, in unserem Probenkollektiv
gefunden wurden. Bei vielen von uns gefundenen oprD-Mutationen ist die funktionelle
Relevanz noch nicht belegt und {ber die alleinige Auswirkung auf die
Imipenemresistenz der ampC-Variante mit der Mutation an p.105 wird noch diskutiert.

Tabelle 20: Mutationen, die in Zusammenhang mit einer gesteigerten
Imipenemresistenz stehen

Probennummer oprD-Mutationen ESAC VIM-2 Erkldrung fir die
Imipenemresistenz

9610 Epp-Mutation + - teilweise

BK 4460 1bp-Insertion + ja

BK 4743 1bp-Insertion + ja

BK 5602 Vorzeitiges Stopcodon + . ja

UR 10195 Epp-Mutation PDC-1 - nein

UR 10225 n.a. + - teilweise

UR 11118 6bp-Insertion, Epp-Mutation + - unklar

UR 11489 Aminosédure-Austausch + - teilweise

UR 16831 Ibp-Deletion + - ja

UR 17208 1bp-Insertion, Epp-Mutation PDC-1 - ja

UR 442 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

UR 6985 1bp-Deletion + + ja

UR 7089 Epp-Mutation + - teilweise

UR 71 Epp-Mutation + - teilweise

UR 7100 1bp-Deletion + - ja

UR 7838 n.a. + - teilweise

UR 8919 1bp-Deletion + - ja
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Probennummer oprD-Mutationen ESAC VIM-2 Erklarung fir die
Imipenemresistenz

UR 903 n.a. + - teilweise

UR 9569 Epp-Mutation + - teilweise

UR 958 1bp-Deletion + - ja

UR 9848 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

UR 9975 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

VA 1027 1bp-Insertion PDC-1 + ja

VA 11995 1bp-Insertion, Epp-Mutation + - ja

VA 12183 1bp-Deletion + + ja

VA 12562 Wildtyp + - teilweise

VA 12593 Aminosédure-Austausch PDC-1 - unklar

VA 12732 Epp-Mutation + - teilweise

VA 13060 Wildtyp PDC-1 - nein

VA 13215 Aminoséure-Austausch + - teilweise

VA 13664 1bp-Deletion + + ja

VA 13745 Epp-Mutation + - teilweise

VA 13791 n.a. + - teilweise

VA 14184 n.a. + - teilweise

VA 14224 n.a. + - teilweise

VA 14379 Epp-Mutation + - ja

VA 14381 n.a. + - teilweise

VA 14618 Aminosdure-Austausch + - teilweise

VA 14816 Aminoséure-Austausch + - teilweise

VA 14867 1bp-Insertion, Epp-Mutation + - ja

VA 14876 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

VA 15165 Aminosdure-Austausch + - teilweise

VA 15480 n.a. + - teilweise

VA 16313 Wildtyp PDC-1 - nein

VA 16566 n.a. + - ja

VA 16931 1bp-Deletion + - ja

VA 16942 Aminoséure-Austausch + - teilweise

VA 16959 n.a. + - teilweise

VA 17914 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

VA 18417 Epp-Mutation + - teilweise

VA 18456 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

VA 18463 Vorzeitiges Stopcodon + - ja

VA 18698 Epp-Mutation + - teilweise
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Probennummer oprD-Mutationen ESAC VIM-2 Erklarung fir die
Imipenemresistenz

VA 18819 11bp-Deletion + . ja

VA 19060 1bp-Insertion + - ja

VA 19135 Aminosdure-Austausch + - teilweise

VA 28868 1bp-Deletion + - ja

VA 29439 1bp-Deletion + + ja

VA 29501 Aminoséure-Austausch + - teilweise

+ : nachgewiesen, - : nicht nachgewiesen, n.a. : Sequenz nicht analysiert

Die Imipenemresistenz ist meist wahrscheinlich multifaktoriell bedingt und ein
Zusammenspiel unter anderem aus einer verminderten OprD-Produktion, einer
gesteigerte AmpC-Aktivitdt bzw. ESAC und der Wirkung von Carbapenemasen (Quale
et al., 2006, Rodriguez-Martinez et al., 2009). Weitere Mechanismen, die zu einer
Imipenemresistenz fithren konnen, stehen zum Beispiel in Zusammenhang mit
Mutationen in mexT und mexS, in czcR und czcS sowie in parR und parS, die in

Verbindung mit einer verminderten OprD-Produktion gebracht werden.

4.4 Meropenemresistenz

Als Ursache fiir eine Meropenemresistenz steht eine Uberexpression der MexAB-OprM-
Effluxpumpe im Mittelpunkt (Li et al., 1995, El Amin et al., 2005). Zu solch einer
Uberexpression kann es in Folge von Mutationen in den Regulatorgenen mexR, nalC
und nalD kommen (Poole ef al., 1996, Daigle ef al., 2007). Deswegen wurden im Zuge
dieser Studie diese drei Regulatorgene mittels PCR amplifiziert und sequenziert.
AnschlieBend wurden die Sequenzen mit den Wildtyp-Genen verglichen. Die gesteigerte
Meropenemresistenz ist weiterhin fiir die sieben Stdmme erkldrbar, bei denen eine
VIM-2-Carbapenemase gefunden wurde. Eine Meropenemresistenz besteht bei 40 der

59 getesteten Stamme.
4.4.1 Auswirkungen der mexR-Mutationen

Ein moglicher Mechanismus fiir eine Resistenz gegen Meropenem sind Mutationen im
mexR-Gen. Diese sogenannten nalB-Mutanten wurden auch in dieser Studie gefunden.

Wenn es durch Insertion, Deletion oder Punktmutationen zu einer mexR-Inaktivierung
kommt, wird die Produktion von MexAB-OprM nicht mehr reprimiert, sie kann
vermehrt produziert werden (Poole et al., 1996). Die Bakterien sind dann in der Lage,
Meropenem vermehrt auszuschleusen und somit die Wirkung abzuschwichen. Laut

Riera et al. (2011) steigt die Meropenem-MHK durch einen MexR-Verlust von 0,38mg/1
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auf 2mg/1.
Ziha-Zarifi et al. haben bereits 1999 die Mutation n.377 T—A, p.126 V—E beschrieben
und mit Meropenemresistenz in Zusammenhang gebracht. Gefunden wurde diese
Mutation damals bei fiinf multiresistenten Stdmmen (Ziha-Zarifi et al., 1999). Die
gleiche Mutation wurde auch von Srikumar et al. 2000 beschrieben. Allerdings haben
Campo Esquisabel et al., 2011 ebenfalls die Mutation n.377 T—A, p.126 V—E
untersucht. Den damaligen Ergebnissen zufolge, scheint dieser Aminosdureaustausch fiir
eine Verdnderung der Meropenemresistenz nicht ausschlaggebend zu sein, da Campo
Esquisabel ef al. diese Mutation auch bei sensiblen Stimmen nachweisen konnten. In der
vorliegenden Studie zeigen 23 Proben diese Mutation, diese Héaufigkeit spricht am
ehesten fiir einen Polymorphismus und stiitzt somit die Aussage von Campo Esquisabel
et al.. 14 dieser Proben waren mit einem MHK-Wert > 32pug/ml resistent gegen
Meropenem. Sechs Stimme wurden als intermediér resistent getestet, drei Proben waren
trotz der Mutation n.377 T—A, p.126 V—E sensibel fiir Meropenem. Hier handelt es
sich also um eine Mutation, die eventuell in Kombination mit anderen Mechanismen fiir
eine Meropenemresistenz sorgt, jedoch nicht alleine dafiir verantwortlich gemacht
werden kann. Hier sind weitere Untersuchungen, wie zum Beispiel
Komplementierungsversuche notwendig, um die Mutation funktionell beschreiben zu
konnen.
Srikumar et al. 2000 berichteten weiter von einer Insertion an n.81 (T), die eine
Leserahmenverschiebung nach sich zieht. Hierdurch miisste es ebenfalls zu einem
weniger funktionstiichtigen bzw. fehlenden Protein MexR kommen. Diese Mutation
wurde bei einem Stamm dieser Studie nachgewiesen. Die MHK fiir Meropenem dieser
Probe ist > 32pg/ml, d.h. sie ist resistent.
AuBerdem wurden folgende Mutationen in mexR, die mit einer Meropenemresistenz
einhergehen, in der Untersuchung gefunden: Bei VA 19060 kam es zu einer lbp-
Insertion. Diese Mutation verschiebt den Leserahmen und verhindert die Produktion des
Proteins. Die MHK fiir Meropenem liegt hier bei > 32ug/ml. Vier weitere Proben (9610,
UR 9848, VA 1027, VA 29501) zeigten verschieden gro3e Deletionen. Hier kommt es zu
einer Verkiirzung des Proteins mit wahrscheinlich folgendem Funktionsverlust. Die
Resistenztestung ergab fiir alle vier Proben eine MHK von > 32pg/ml. Anzumerken ist
noch, dass VA 1027 =zudem eine VIM-2 trigt, welche ebenfalls die
Meropenemempfindlichkeit beeinflusst.
Der Effluxregulator MarR von E. coli (Alekshun et al. 2001) und MexR stimmen in

Aminosiureabfolge zu 31% iiberein. Diese Ahnlichkeit diskutierten Higgins et al.
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bereits 2002. Die DNA-bindende Struktur befindet sich demnach zwischen Aminosaure
55 und 100. In dieser Region lassen sich auch die groBten Ubereinstimmungen zwischen
marR und mexR feststellen. Mutationen in diesem Bereich haben somit laut Higgins et
al. die potentiell grofite Auswirkung auf die Regulatorfunktion von MexR und dadurch
auf die Meropenemresistenz. In dieser Studie wurde ein Stamm mit einer Mutation in
diesem Bereich gefunden: VA 16959 zeigte an Position n.236 A—G eine Mutation mit
Aminosdureaustausch p.79 N—S. Allerdings wurde bei diesem Stamm lediglich eine
intermediédre Resistenz gegen Meropenem gemessen, der MHK-Wert lag bei 4pug/ml.
Quale et al. beschrieben 2006 eine Mutation an p.132 V—A, die vermutlich zu
Meropenemresistenz flihrt. Diese Verdnderung in der DNA wurde in dieser Arbeit bei
zwei Stammen entdeckt: UR 7100 ist resistent gegen Meropenem, weist aber
gleichzeitig eine inaktivierende Mutation im nalD-Gen auf. Die Auswirkung dieser
Mutation kann hier somit nicht sicher belegt werden. UR 9975, resistent gegen
Meropenem getestet, zeigt ebenfalls die von Quale et al. beschriebene Mutation auf. Das
nalD-Gen weist den Wildtyp auf. Somit liegt die Erklarung fiir die Meropenemresistenz
wahrscheinlich in dieser Mutation.

Aus dem Probenkollektiv sind 40 Proben meropenemresistent. In unseren
Untersuchungen zeigten vier Proben eine Deletion und zwei Proben eine Insertion im
mexR-Gen, bei ithnen ist nachfolgend keine Proteinexpression moglich und somit die
Meropenemresistenz erklarbar.

Bei den Mutationen mit Aminosdureaustausch ist eine Auswirkung auf die
Meropenem-MHK  mdglich. Allerdings sind alle Mutationen auch bei sensiblen
Stimmen nachgewiesen worden. Bei sechs Stimmen zeigten sich Punktmutationen, sie
sind eher eine unwahrscheinliche Ursache fiir die Meropenemresistenz. Zur weiteren
Charakterisierung sind hier Komplementierungsversuche und Expressionsanalysen von
MexAB-OprM notwendig. Bei acht Stimmen zeigte die Sequenzierung das

Wildtyp-Gen.
4.4.2 Auswirkungen der nal/C-Mutationen

NalC ist ein weiterer repressiver Regulator fiir die Effluxpumpe MexAB-OprM. Bei
inaktivierenden Mutationen, wie zum Beispiel einer Leserahmenverschiebung, kann man
davon ausgehen, dass die Funktion von NalC stark eingeschridnkt, beziehungsweise
aufgehoben ist. In der Folge wiirde indirekt die MexAB-OprM-Produktion und somit die
Meropenemresistenz zunehmen (Cao ef al., 2004).

Bei zwei Stimmen (UR 10225 und VA 18698) wurde eine solche inaktivierende

Ibp-Deletion an n.455 im nalC-Gen entdeckt. Diese Mutation konnte somit zu einer
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Uberexpression der MexAB-OprM-Effluxpumpe fiihren, wodurch Meropenem vermehrt
ausgeschleust wird und in der Zelle nicht mehr wirken kann. Die MHK dieser beiden
Stimme fiir Meropenem liegen bei > 32pug/ml.
Die in dieser Studie nachgewiesenen Mutationen p.145 A—V, p.186 A—T (Tomas et al.,
2010), p.71 G—E, p.153 E—Q und p.209 S—R (Llanes et al., 2004), sind fiir das
Resistenzverhalten nicht signifikant (Tomas et al., 2010; Llanes et al., 2004). Llanes et
al., 2004 beschreibt, dass die Mutationen auch bei nicht resistenten Wildtyp-Stdammen
gefunden wurden. Bei Tomas et al. 2010 wurden Stamme mit erhohter MexR-
Produktion gefunden, jedoch konnte keine der erwédhnten Mutationen mit der
Meropenemresistenz korreliert werden. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass diese vier
Mutationen trotz eines Aminosdureaustauschs nicht fiir eine verminderte
Antibiotikasensibilitdt verantwortlich gemacht werden kénnen. Da sie sogar haufig bei
Arbeitsgruppen unabhédngig voneinander aufgetaucht sind, muss davon ausgegangen
werden, dass es sich um wirkungslose bzw. wirkungsarme Polymorphismen handelt.
Diskutiert wird ebenfalls ein additiver Effekt von na/C- und mexR-Mutationen auf die
MexA-Expression (Llanes ef al., 2004).
Um die Auswirkung bisher noch nicht beschriebener aber in dieser Studie entdeckter
Mutationen (p.30 H—Y bei UR 903, p.79 D—E bei VA 14618 und VA 14876) auf die
NalC-Produktion beurteilen zu konnen, bedarf es weiterer Studien der Proteinexpression,
wie z.B. realtime-PCR, Western Blots und auch Komplementierungsversuche.
VA 14618, sensibel fiir Meropenem, und VA 14876, resistent gegen Meropenem, tragen
beide die gleiche Mutation an p.79 D—E. Da die Stimme vollig unterschiedliche
MHK-Werte haben, ist es wahrscheinlich, dass diese Mutation nicht ausschlaggebend fiir
die Meropenemresistenz ist und es bei VA 14876 einen anderen Mechanismus gibt.
Eine sichere Erkldrung fiir die Meropenemresistenz konnte in dieser Studie durch
nalC-Mutationen bei zwei Proben gefunden werden, bei ihnen fanden wir jeweils eine
1bp-Deletion. In allen anderen Stimmen zeigten sich zwar viele Mutationen, die auch
Aminosédureaustausche zur Folge hatten. Jedoch fanden sich die gleichen Mutationen
auch bei sensiblen Stimmen. Somit scheint deren Auswirkung auf das
Resistenzverhalten eher unwahrscheinlich. Bei einer Probe war keine Amplifikation des
nalC-Gens moglich. Griinde hierfiir konnen beispielsweise Mutationen im Bereich des
Primeransatzpunktes sein, die das Annealing und in der Folge die Amplifikation

unmdglich machen. Eine andere Erkldrung konnte die Deletion des gesamten Gens sein.

4.4.3 Auswirkungen der nalD-Mutationen

NalD ist ein weiterer Modulator fiir die Effluxpumpe MexAB-OprM. Auch dieses Gen
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wurde bei sdmtlichen untersuchten Stimmen amplifiziert und sequenziert. Die
Ergebnisse wurden anschlieBend mit der Wildtyp-Sequenz verglichen.

Sobel et al. haben 2005 bei Proben mit einer gesteigerten Meropenemresistenz
Mutationen im nalD-Gen beschrieben. Bei diesen Proben war die Expression der
Effluxpumpe MexAB-OprM im Vergleich mit dem Wildtyp um das 1,69-fache erhoht.
Einige der von Sobel et al. beschriebenen Mutationen konnten auch in dieser Studie
gefunden werden. Diese waren jedoch allesamt stille Mutationen bzw. Polymorphismen,
die keinen Aminosdureaustausch bewirken. Sobel et al. gehen davon aus, dass diese
Verdnderungen in der DNA keine Auswirkungen auf das Resistenzverhalten von
P. aeruginosa haben.

Weiterhin wurde in unserer Studie bei einem Stamm (UR 7100) eine 1bp-Deletion
gefunden, die eine Verschiebung des Leserahmens zur Folge hat. Hier ist davon
auszugehen, dass nal/D nicht mehr richtig exprimiert wird. Ahnlich wie bei der
Inaktivierung von NalC kommt es in der Folge zu einer vermehrten MexAB-OprM-
Produktion. Ob ein &hnlicher Effekt bei einer groferen Deletion von z.B. 21
Basenpaaren (VA 12732) entsteht, muss noch geklart werden. Zwar ist der Leserahmen
nicht verschoben, jedoch ist das Protein sieben Aminosduren kleiner als beim Wildtyp.
Hierdurch kann es eventuell zu einem gestdrten DNA-Bindungsverhalten kommen und
so die reprimierende Wirkung auf MexAB-OprM eingeschriankt werden.

Die hier gefundenen Aminosédureaustausche p.188 T>A und p.33 L>Q in na/D wurden
bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. Deren Auswirkung auf das
Resistenzverhalten muss in nachfolgenden Untersuchungen, beispielsweise durch
Komplementierungsversuche mit dem Wildtyp-Gen, nachgepriift werden. Die Mutation
p.187 D>H wurde bei einer Probe gefunden, diese ist jedoch sensibel auf Meropenem
getestet worden.

Bei zwei Proben sind die Auswirkungen der Mutation somit noch unklar, eine Erkldrung
fiir die Meropenemresistenz konnte hier gefunden werden. Bei den beiden Stimmen mit

der Deletion ist dies wahrscheinlich die Erkldrung fiir die erhohte Meropenem-MHK.

In der Tabelle 21 ist ein Uberblick zu den Mutationen in mexR, nalD und nalC bei den
meropenemresistenten Stimmen. Mit ,,nein“ gekennzeichnete Stimme weisen einen
funktionell irrelevanten Polymorphismus auf, der in der Literatur schon beschrieben
wurde. Mit der Bezeichnung ,,moglich® sind Stimme kenntlich gemacht, die bislang
unbeschriebene Punktmutation unbekannter funktioneller Bedeutung tragen.

Uns war es moglich fiir 15 der 40 meropenemresistenten Stimme eine wahrscheinliche
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Ursache fiir die MHK-Anstieg herauszufinden (siehe Tabelle 21). Bei sieben Stimmen
muss durch weitere Untersuchungen geklart werden, welche Auswirkungen die
gefundenen Mutationen auf das Resistenzverhalten haben. Diese Proben sind in Tabelle
21 mit ,,moglich® gekennzeichnet. Fiir die restlichen 18 Proben konnte die Resistenz
beispielsweise durch Mutationen in den hier nicht untersuchten Effluxpumpen erklarbar
sein. AuBlerdem wird ein Anstieg der Meropenem-MHK durch einen Verlust von OprD
diskutiert (Kohler et al, 1999) bzw. fiir eine Kombination aus OprD-Verlust und
MexAB-OprM-Uberexpression beschrieben Riera et al. 2011 hohe Meropenem-
MHK-Werte (> 32mg/L). Kohler et al. erwigen hier auch das Vorliegen von weiteren
Eintrittspforten fiir Meropenem in die Zelle, welche von Mutationen betroffen sein

konnten und somit fiir eine Meropenemresistenz verantwortlich sein konnten.

4.5 Meropenemsensibilitat

In Zusammenhang mit einer gesteigerten Meropenemsensibilitdit hingegen haben
Epp et al. 2001 iiber einen Basenaustausch im oprD-Gen berichtet, der die Keime fiir
Meropenem empfindlicher macht. Hier waren die MHK-Werte fiir Meropenem bis zu
viermal niedriger als bei Staimmen mit Wildtyp-Sequenz. Wie in der Arbeit von Epp et
al. (2001) wurde im Rahmen dieser Untersuchung im oprD-Gen der Polymorphismus
n.1114-1149 (atgtctgacaacaacgtcggctataagaactacgge) zu (---gtcgactccagttcctectacgeggge
ctg---) gefunden. Es wurde festgestellt, dass sich die oben beschriebene Mutation in
Loop L7 befindet, das Protein verkiirzt ist und diesem somit eine andere Struktur
verleiht. Diese Strukturverinderung bewirkt eine weitere Offnung des OprD-Porins und
vereinfacht dem Meropenemmolekiil den Eintritt in die Zelle. Ahnliche Ergebnisse
zeigte eine Studie von Ocampo-Sosa et al. 2012. Hier waren die Proben mit dieser
Mutation sogar sowohl fiir Meropenem als auch fiir Imipenem sensibel.

Vier Stimme (VA 14379, VA 13745, UR 10195, UR 71) mit der von Epp et al
beschriebenen Mutation sind sensibel fiir Meropenem. Hier fanden sich keine weiteren
Mutationen in den Regulatorgenen fiir MexAB-OprM.

Lassen sich neben der von Epp et al. beschriebenen Mutation noch zusitzlich weitere
inaktivierende Mutationen (z.B. 1bp-Deletionen) im oprD-Gen nachweisen, gehen Epp
et al. davon aus, dass es zwar zu einer verminderten Imipenemresistenz, jedoch zu
keiner  gesteigerten =~ Meropenemempfindlichkeit kommt. Im  untersuchten
Probenkollektiv wurden bei fiinf Stimmen im Anschluss an die ,,Epp-Mutation* solche
inaktivierenden Mutationen gefunden (UR 958, UR 11118, UR 11995, UR 17208,
VA 14867). Die MHK-Werte fiir Meropenem und Imipenem sind bei diesen Keimen alle
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> 32ug/ml.
Bei drei weiteren Stimmen (9610, VA 12732, VA 18698) ist es nicht moglich, die
Auswirkung der ,,Epp-Mutation* zu beurteilen, da diese Proben zusitzlich Mutationen in
den Regulatorgenen von MexAB-OprM (mexR, nalC, nalD) tragen, die fiir eine erhdhte
Meropenemresistenz verantwortlich gemacht werden.
Bei UR 7089 und UR 9569 st auller der ,Epp-Mutation“ keine die
Meropenemempfindlichkeit beeinflussende Mutation gefunden worden. Trotzdem sind
beide Stimme mit einer MHK von > 32pg/ml resistent gegen Meropenem. Diese
widerspriichlichen Ergebnisse sollten Anlass sein, im néichsten Schritt weitere Tests
durchzufithren, um den Mechanismen der Meropenemresistenz und -empfindlichkeit
weiter auf den Grund zu gehen. Denkbar wiren zum Beispiel Expressionsanalysen der

Effluxpumpe oder die Untersuchung weiterer Efflux-Systeme und Porine.
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Tabelle 21: Mutationen, die in Zusammenhang mit einer gesteigerten Meropenemresistenz stehen.

Diskussion

Probennummer Meropenem-  mexR-Mutationen nalD-Mutationen nalC-Mutationen VIM-2 Meropenemresistenz
MHK in mg/L
9610 >32 (R) 1bp-Deletion n.315 (C)* Wildtyp p.71 G — E* ja
p-209 S — R*
BK 4460 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* ja
p.153 E — Q*
p.209 S — R*
BK 4743 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* ja
p.153 E — Q*
p-209 S — R*
UR 10225 >32 (R) stumme Mutationen Wildtyp p.71 G — E* ja
Ibp-Deletion n.455 (A)*
UR 11118 >32 (R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
UR 17208 >32(R) Wildtyp Wildtyp p.71 G — E* nein
p.186 A — T*
UR 442 >32 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* moglich
p.44 K—>M° p.153 E — Q*
p-209 S — R*
UR 6985 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* ja
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Probennummer Meropenem-  mexR-Mutationen nalD-Mutationen nalC-Mutationen VIM-2  Erklérung fiir die
MHK in mg/L Meropenemresistenz

UR 71 8 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.145A — V*
p.209 S — R*

UR 7089 12 (R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.209 S — R*

UR 7100 >32(R) p.126 V— E* Ibp-Deletion n.294 (G)* p.71 G — E* ja

n. 132V — A° n.209 S — R*

UR 7838 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.145A — V*

UR 8919 8 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.145A — V*
p.209 S — R*

UR 903 >32(R) p.126 V— E* Wildtyp p30H —Y° nein
p.71 G — E*
p.209 S — R*

UR 9569 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.145A — V*
p-209 S — R*

UR 958 >32 (R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
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Probennummer Meropenem-  mexR-Mutationen nalD-Mutationen nalC-Mutationen VIM-2  Erklérung fiir die
MHK in mg/L Meropenemresistenz
UR 9848 >32 (R) 11bp-Deletion n.65-75 Wildtyp p.71 G — E* ja
(GCGCATCCAGA)" p.209 S — R*
UR 9975 8 (R) p.126 V— E* Wildtyp p.71 G — E* ja
p.132V— A" p-209 S — R*
VA 1027 >32(R) 13bp-Deletion n.308-321 stumme Mutationen p.71 G — E* ja
(CATCCACCAGCATN p.153 E — Q*
p-209 S — R*
VA 11995 >32(R) p.101 G - R° Wildtyp p.71G — E* moglich
p.186 A — T*
VA 12183 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* ia
VA 12593 >32 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.209 S — R*
VA 12732 >32(R) stumme Mutationen 21bp-Deletion n.460-480 p.71 G — E* moglich
(CATCCGGGCATGAC
CCCGAGG)°
VA 13664 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* ja
VA 14224 >32(R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.209 S — R*
VA 14381 >32 (R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.209 S — R*
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Probennummer Meropenem-  mexR-Mutationen nalD-Mutationen nalC-Mutationen VIM-2  Erklérung fiir die
MHK in mg/L Meropenemresistenz
VA 14867 >32(R) p.101 G—R°® Wildtyp p.71 G — E* moglich
p.186 A — T*
VA 14876 >32(R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.79 D — E*
p.209 S — R*
VA 15480 >32(R) p-130 T — P° Wildtyp p.71 G — E* moglich
VA 16313 8 (R) Wildtyp Wildtyp stumme Mutation nein
VA 16566 12 (R) Wildtyp p.188 T — A° p.71 G — E* moglich
p.209 S — R*
VA 16931 >32(R) Wildtyp stumme Mutationen p.71 G — E* nein
p.209 S — R*
VA 17914 >32(R) stumme Mutationen Wildtyp p.71 G — E* nein
VA 18417 >32(R) stumme Mutationen p33L—Q° p.71G — E* moglich
p.209 S — R*
VA 18698 >32(R) stumme Mutationen Wildtyp p.71 G — E* ja
Ibp-Deletion n.455 (A)®
VA 18819 >32 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G —» E* nein
VA 19060 >32 (R) 1bp-Insertion n.81 (T)* stumme Mutationen nicht auswertbar ja
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Probennummer Meropenem-  mexR-Mutationen nalD-Mutationen nalC-Mutationen VIM-2  Erklérung fiir die
MHK in mg/L Meropenemresistenz
VA 28868 >32 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* - nein
VA 29439 >32 (R) p.126 V— E* stumme Mutationen p.71 G — E* + ja
VA 29501 >32 (R) 13bp-Deletion n.367-389 stumme Mutationen p.71 G — E* ja
(CTCACCCCGGT GG)» p.145A — V*
p.209 S — R*

° Mutationen unbekannter funktioneller Bedeutung, * Mutationen ohne Auswirkung auf die Meropenemresistenz, ~ Mutationen mit Auswirkung auf die Meropenemresistenz,

+ : nachgewiesen, - : nicht nachgewiesen
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S Zusammenfassung

In Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen spielt P aeruginosa eine
bedeutende Rolle. Etwa zehn Prozent der im Krankenhaus erworbenen Infektionen
werden durch diesen Keim ausgelost. Fiir die Behandlung gelten als sogenannte
Reserveantibiotika die Carbapeneme. Jedoch wird die Behandlung dieser Infektionen
aufgrund von immer weiter steigenden Resistenzraten gegen Carbapeneme immer
schwieriger. Die Antibiotikaresistenz entsteht durch verschiedene Mechanismen mit
jeweils komplexen Regulationsvorgéingen. Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es
herauszufinden, welche der bislang bekannten molekularen Mechanismen zur
Entstehung einer Carbapenemresistenz bei P. aeruginosa bei Stimmen aus dem
Routinelabor des UKE vorliegen.

Zu den untersuchten Mechanismen im Bezug auf die bei allen Proben vorliegende
Imipenemresistenz (MHK > 32mg/l) gehorten die Carbapenemasen, Mutationen im
Gen des Membranporins OprD und in der AmpC-B-Lakatamase bzw. extended-
spectrum-AmpC-B-Laktamase (ESAC). Es war moglich, flir 28 der 59 untersuchten
Stimme  einen  wahrscheinlichen = Mechanismus  fiir die  vorliegende
Imipenemresistenz zu finden. Bei 26 Proben fanden wir Verdnderungen, die das
Resistenzverhalten zumindest teilweise erkldren konnen. Lediglich bei drei Proben
fanden wir in den untersuchten Genen keine Erkldrung fiir die gesteigerte
Imipenemresistenz. Bei zwei Proben sind die Auswirkungen der Mutationen auf das
Resistenzverhalten unklar.

Zur Untersuchung der bei 40 Proben vorliegenden Meropenemresistenz wurden die
Regulatorgene der Effluxpumpe MexAB-OprtM mexR, nalC, nalD sowie das
Vorliegen einer Carbapenemase untersucht. Fiir Meropenem konnte bei 15 Proben
der wahrscheinliche Resistenzmechanismus gekldrt werden. Bei sieben Proben
miissen weitere Untersuchungen folgen, um die Auswirkung der Mutationen auf die
Meropenemresistenz zu klaren. Bei 18 Proben fanden wir keine Erkldrung fiir die
gesteigerte Meropenemresistenz.

Aus den Ergebnissen der vorgelegten Arbeit ergeben sich Ankniipfungspunkte fiir
weitergehende Untersuchungen. Insbesondere bei den Proben, bei denen ein
Aminosdureaustausch mit noch unbekannter Auswirkung nachgewiesen wurde, ist es
wichtig, im néchsten Schritt beispielsweise Komplementierungsversuche mit dem
Wildtyp-Gen vorzunehmen. So kdnnten die Auswirkungen der Mutationen auf das

Resistenzverhalten geklart werden. Weiterhin miissten Expressionsanalysen
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vorgenommen werden, um zu untersuchen, wie sich die Proteinexpression durch die
Mutationen verdndert. Unsere Studie zeigt zudem, dass, neben den hier untersuchten

Mechanismen Weitere fiir die Entstehung von Carbapenemresistenz relevant sind.
Conclusions

Pseudomonas aeruginosa plays an important role in nosocomial infections.
Approximately 10% of hospital-acquired infections are caused by this pathogen.
Carbapenems are an important therapeutic option for the treatment of serious
infections induced by P. aeruginosa. Because of an increasing prevalence of
carbapenem resistance an appropriate treatment is becoming more complicated.
Antimicrobial resistance is developed by P. aeruginosa by different mechanisms
each with complex regulatory systems. The purpose of this work was to determine
which of the already known mechanisms for carbapenem resistance are prevalent in
samples of P aeruginosa collected in the clinical microbiology laboratory of the
UKE.

Showing a MIC > 32mg/I all samples were resistant to imipenem. For those strains
we investigated the following resistance mechanisms: prevalence of
Carbapenemases, mutations in oprD encoding for an outer membrane porin as well
as mutations in the gene encoding the AmpC-B-Lactamase, respectively extended-
spectrum-AmpC-B-Lactamase (ESAC). It was possible to determine the responsible
mechanism for imipenem resistance for 28 out of 59 samples. In 26 cases we found
genetic alterations which may explain imipenem resistance in parts. For three strains
we were not able to find an explanation for the imipenem resistance. For two samples
the impact of our findings on imipenem resistance remain unclear.

To investigate the mechanisms for meropenem resistance, seen in 40 cases, we
analysed both the genes mexR, nalC, nalD which regulate the efflux pump MexAB-
OprM, and the existence of carbapenemases. The probable resistance mechanism was
found for 15 samples. For seven strains it is necessary to do further investigation to
rule out the effect of the mutations we found. In 18 cases no explanation for the
meropenem resistance was found.

To explain the antimicrobial resistance it is necessary to do further research.
Especially for those cases where the effect of the found mutations remains unclear.
For example complementation with the wildtype-genes or analyses of protein
expression could be done. Additionally, this work reveals that there are relevant
mechanisms for carbapenem resistance which were not discussed or analysed in our

study.
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