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Abstrakt

Abstrakt (Deutsch)

Die wissenschaftliche Forschung zum Thema Antibiotikaresistenz bei Bakterien ist von
fundamentaler praktischer Bedeutung in der modernen Medizin. 3-Laktam-Antibiotika sind
die am haufigsten eingesetzten Antibiotika fur die kausale Therapie bakterieller Infektionen.
Der héufigste Resistenzmechanismus gegenuber [(-Laktam-Antibiotika ist die bakterielle
Synthese von [-Laktamasen, die durch die Spaltung des Laktam-Rings die antibakterielle
Aktivitdt des Antibiotikums zerstéren. Unter den R-Laktamasen mit Aktivitdt gegenuber
Cephalosporinen der 3. Generation kommen die R-Laktamasen mit erweitertem Spektrum
(ESBL — extended-spectrum beta-lactamases) bei medizinisch relevanten Erregern am
haufigsten vor. Fir die Therapie von Infektionen mit ESBL-Bildnern werden oft
Carbapenem-Antibiotika eingesetzt, was wiederum zur Entstehung und Verbreitung der
Resistenz gegenuiber diesen Antibiotika beitragt. Fir die erfolgreiche Therapie bakterieller
Infektionen wie auch fir die Verhinderung der Ubertragung resistenter Klone in
medizinischen Einrichtungen und im Nutztierbestand sowie fur epidemiologische Studien ist
eine schnelle Resistenzanalyse von entscheidender Bedeutung. In vorliegender Arbeit wurde
deshalb eine innovative Technologie — Capture Compound Mass Spectrometry (CCMS) — zur
Anreicherung und Charakterisierung von [3-Laktamasen erprobt, mit der Perspektive, auf
dieser Basis einen schnellen Nachweis dieser Enzyme direkt aus klinischem Material zu

entwickeln.

Capture Compound Mass Spectrometry ist eine Technologie zur funktionellen Isolierung
zellularer Makromolekile (vornehmlich Proteine) aus komplexen Molekilmischungen (z.B.
Zellextrakte) aufgrund ihrer Affinitdt zu spezifischen Fanger-Kleinmolekilen — Capture
Compounds. Ein Capture Compound ist ein trifunktionelles Konstrukt bestehend aus i)
Selektivitatsfunktion (z.B. Substrat (analogon), Inhibitor, Medikament oder Wirkstoff) zur
reversiblen Bindung an das/die Zielprotein(e), ii) Photo-Reaktivitatsfunktion (z.B.
aromatische Azide oder Diazirine) zur kovalenten Bindung des/der Zielprotein(e) und iii)
Sortierfunktion (z.B. Biotin) zur Isolierung der Capture Compound — Protein — Konjugate
mittels einer festen Phase. Die so isolierten Proteine kodnnen anschlieRend

massenspektrometrisch charakterisiert werden.

Fur die vorliegende Arbeit wurde in der Fa. caprotec bioanalytics GmbH, Berlin, ein Capture
Compound fir die Isolierung und Charakterisierung von R-Laktamasen, insbesondere fir

ESBLs und Klebsiella pneumoniae Carbapenemasen (KPC-Enzyme) konstruiert und
4



Abstrakt
synthetisiert. Als Selektivitatsfunktion innerhalb des Capture Compounds diente wegen seiner

hohen Affinitat zu R-Laktamasen das Carbapenem-Antibiotikum Meropenem. Dabei lag
Meropenem in dem Konstrukt als C3-Carboxyl-Derivat vor. Es konnte gezeigt werden, dass
das Capture Compound im Vergleich zu freiem Meropenem eine um GroRenordnungen
schlechtere Affinitat fur 3-Laktamasen hatte (ca. 1/500). Deshalb war das vorliegende Capture
Compound fir die Anreicherung von ESBLs und KPC-Enzyme nicht geeignet. Auf der Basis
unserer Ergebnisse werden Vorschldge fur die Synthese alternativer Capture Compounds
dargestellt.

Abstract (Englisch)

Scientific research on the problem of bacterial resistance to antibiotics is of both fundamental
and practical significance in the modern medicine. B-lactam antibiotics are the most
commonly used antibiotics against bacterial infections. The most common mechanism of
resistance to 3-lactam antibiotics is the bacterial synthesis of [3-lactamases, which cleave the
R-lactam ring and, thus, inactivate the antibacterial activity of the drug. B-lactamases with the
ability to inactivate the 3™ generation cephalosprins, the so called extended-spectrum beta-
lactamases (ESBLs), are most common among clinically relevant bacteria. To treat infections
caused by ESBL-producing bacteria, carbapenem antibiotics are used, which in turn results in
resistance against this class of antibiotics. For the successful therapy of bacterial infections,
for epidemiological studies and for the prevention of spreading ESBL producing bacteria both
in health care facilities and livestock farming, a quick and reliable resistance analysis is
necessary. Therefore, in this work, a new method - Capture Compound Mass Spectrometry
(CCMS) — is tested to enrich and characterize 3-lactamases to enable a quick detection of

these enzymes directly from clinical samples.

Capture Compound Mass Spectrometry is a novel technology for functional isolation of
cellular macromolecules (mainly proteins) from complex molecular mixture (e.g. cell
extracts) based on their affinity to specific small capture molecules — Capture Compounds. A
Capture Compound is a tri-functional small molecule consisting of i) selectivity function
(substrate (analog), inhibitor, drug, active agent) reversibly binding the target protein(s); ii)
photo-reactivity function (e.g. aromatic azide, diazirine) irreversibly forming a covalent bond
with the target protein(s); and iii) a sorting/pull-out function (e.g. biotin) allowing to enrich



Abstrakt
the Capture Compound — protein — conjugates using a solid phase. Enriched proteins may

then be analysed by mass spectrometry.

In this study, a Capture Compound synthesized by caprotec bioanalytics, GmbH, Berlin, was
tested for enrichment of [-lactamases, especially ESBLs and Klebsiella pneumoniae
carbapenemases (KPC enzymes). Due to its high affinity to R-lactamases, the carbapenem
antibiotic meropenem was employed as selectivity function within the Capture Compound.
Therefore, Meropenem was derivatized at the C3-carboxylic acid moiety. This study showed
that the Capture Compound exhibits a significantly reduced affinity for B-lactamases (approx.
1/500) in comparison with free meropenem. Therefore, the present Capture Compound was
not suitable for the enrichment of R-lactamases. Based on the results of this study, syntheses

of alternative Capture Compounds are suggested.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 R-Laktam-Antibiotika

Im Jahre 1929 machte Alexander Fleming in seinem Labor eine revolutionare Beobachtung:
Die Kultur von Schimmelpilz aus der Gattung Penicillium hatte ein Substrat produziert, das
das Wachstum von Staphylococcus aureus inhibieren konnte. Diese Substanz wurde von
Fleming als Penicillin bezeichnet (95). Neue phylogenetischen Analysen identifizierten diesen
Stamm als Penicillium rubens (65). Fiir die medizinische Anwendung stand Penicillin erst ab
1941 zur Verfligung und konnte bei Patienten mit Infektionskrankheiten, verursacht durch
Streptokokken und Gonokokken, erfolgreich eingesetzt werden (95). Spéter, im Jahre 1950,
ermdoglichte die Entdeckung der 6-Aminopenicillanséure (isoliert aus der Fermentationskultur
von Penicillinum chrysogenum) die Entwicklung semisynthetischer Penicilline (33). Der
Zeitraum zwischen den 1940er bis den 1960er Jahren gilt als goldene Ara fir die Entwicklung
neuer Antibiotika (88). Heutzutage repréasentieren die B-Laktam-Antibiotika zusammen mit
den Makroliden und Fluorchinolonen die drei groRen Antibiotikagruppen (143). Allein [3-
Laktam-Antibiotika machen etwa 65 % des gesamten Antibiotikamarktes aus (129). Alle B-
Laktam-Antibiotika besitzen den namengebenden viergliedrigen Laktam-Ring (44). [-
Laktam-Antibiotika bilden die Basis bei der Therapie vieler nosokomialer und ambulant-
erworbener Infektionskrankheiten (80). Sie wirken bakterizid durch die Hemmung der
Zellwandsynthese bei der Zellteilung. Die Zielmolekile fir B-Laktam-Antibiotika sind die
D,D-Transpeptidasen, mit denen sie einen stabilen Acyl-Enzym Komplex bilden (64). Derzeit
gehoren R-Laktam-Antibiotika aufgrund ihrer guten Wirksamkeit, ihres niedrigen Preises und
der geringen Nebenwirkungen zu den am meisten verwendeten Antibiotika (139). Zur Gruppe
der R-Laktam-Antibiotika zé&hlen Penicilline, Caphalosporine, Monobactame und

Carbapeneme.

1.2 Penicilline

Die Grundstruktur der Penicilline, die 6-Aminopenicillansdure (6-APA), besteht aus dem R-
Laktam-Ring, der mit einem Thiazolidinring verbunden ist. Diese Struktur ist fir die

biologische Aktivitat verantwortlich (57; 95). Durch chemische Modifikation der Penicillin-
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Basisstruktur verliert das Molekil seine antibakterielle Aktivitat. Mit dem Thiazolidinring ist

eine Seitenkette verknipft, die das jeweilige antibakterielle Spektrum wund die
pharmakologischen Eigenschaften bestimmt. Daher wird heute die 6-Aminopenicillansaure in
groRen Mengen fermentativ aus Kulturen von P. chrysogenum mit Hilfe einer Amidase
hergestellt. Dieses Enzym spaltet die Peptid-Bricke, womit die Seitenkette mit der 6-APA
verbunden ist. Die erhaltene 6-APA wird fur die Synthese semisynthetischer Penicilline
verwendet (57). Penicillin G (Benzylpenicillin) ist als einziges nattrliches Penicillin fur die
medizinische Anwendung geeignet. Entsprechend ihrer antibakteriellen Spektren werden

Penicilline in unterschiedliche Gruppen eingeteilt (57):

e Penicillin G und V sind aktiv gegen empfindliche grampositiven Kokken, werden aber
schnell von Penicillinasen hydrolysiert, weshalb sie ineffektiv sind gegen die meisten

Stdmme von Staphylococcus aureus.

¢ Penicillinase-resistente Penicilline wie z. Beispiel Methicilin, Oxacillin, Cloxacillin,
Dicloxacillin, sind wenig aktiv gegen Penicillin G empfindliche Isolate, jedoch sind
sie fur Penicillinase-produzierende S. aureus und Staphylococcus epidermidis
Therapeutika der ersten Wahl, aber nicht fir Methicillin-resistente Staphylokokken,
einschlieBlich S. aureus (MRSA).

e Aminopenicilline wie Ampicillin und Amoxicillin erweitern ihre antibakterielle
Aktivitadt gegen gramnegative Mikroorganismen wie Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, und Proteus mirabilis. Oft werden sie mit B-Laktamase Inhibitoren

eingesetzt.

e Carboxypenicilline wie Carbenicillin and Ticarcillin erweitern die Wirkung gegen

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. und Indolpositiven Proteus-Stammen.

e Ureidopenicilline wie Mezlocillin, Azlocillin und Piperacillin, diese zeigen eine starke

Aktivitat gegen die Isolaten von Pseudomonas.

1.3 Cephalosporine

Die Entdeckung der Cephalosporine geht auf das Jahr 1948 zuriick als Giuseppe Brotzu den
Schimmelpilz Cephalosporinum acremonium (heute Acremonium chrysogenum) aus

Meerwasser vor der sardischen Kdste isoliert (57). Kulturfiltrate dieser Schimmelpilze
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inhibierten in vitro das Wachstum von S. aureus und wurden mit Erfolg zur Therapie von

Typhus und Staphylokokken-Infektionen eingesetzt (57). Diese nattrliche Cephalosporin-
Form hei8t Cephalosporin C (CPC). Der aktive Kern von Cephalosporin C ist die 7-
Aminocephalosporansaure (7-ACA). Durch Modifikation der Seitenketten auf dem aktiven
Nukleus 7-ACA konnen semisynthetische Cephalosporine mit breiten, antibakteriellen
Spektren hergestellt werden (78). Fur diesen Zweck wird die 7-ACA durch die Deacylierung
von Cephalosporin C erhalten.

Cephalosporine werden aufgrund ihres antimikrobiellen Spektrums Klassifiziert. Sie werden
in fiinf Generationen eingeteilt und mit der Zahl der jeweiligen Generation erweitert sich das
Spektrum (134). Die Cephalosporine der 1. Generation, wie z. B. Cefalotin und Cefazolin,
haben eine gute Aktivitdt gegen grampositive Bakterien (auBer Enterokokken, Methicillin-
resistente S. aureus und S. epidermidis) und relativ schlechte Aktivitit gegen gramnegative
Bakterien. Die Cephalosporine der 2. Generation (z.B. Cefoxitin und Cefotetan —
Cephamycine, die ziemlich stabil gegeniber die hydrolytische Aktivitat vieler Plasmid-
kodierten (3-Laktamasen sind und Cefuroxim) zeigen eine etwas stdrkere Aktivitdt gegen
gramnegative Bakterien, die jedoch deutlich geringer ist als die Aktivitat der Cephalosporine
der 3. Generation (57; 134). Letztere Gruppe umfasst u.a. Cetotaxim, Ceftazidim, Ceftriaxon
und zeichnet sich durch eine besonders hohe Aktivitat gegen Enterobacteriaceae aus, obwohl
die Resistenz gegen diese Antibiotika durch ESBLs dramatisch zunimmt (33; 57). Manche
Cephalosporine der 3. Generation, wie z.B. Ceftazidim, sind auch gegen Pseudomonas
aeruginosa aktiv. Das Aktivitatsspektrum bei den Cephalosporinen der 4. Generation wie
Cefepim ist breiter als bei den Cephalosporinen der 3. Generation. AuRerdem sind sie viel
stabiler gegenlber der Hydrolyse durch die R-Laktamasen, allerdings nicht gegenuber
Carbapenemasen. Ceftarolin gehdrt zu den Cephalosporinen der 5. Generation, welches eine
hohe Aktivitat gegenliber Penicillin-bindendem-Protein 2A (PBP2A) hat und dadurch auch
eine gute Aktivitat gegenliiber MRSA zeigt (57; 134).

1.4 Carbapeneme

Die Kernstruktur der Carbapeneme unterscheidet sich von der Penicillin-Basisstruktur
dadurch, dass im Thiazolidinring in Position 1 an Stelle eines Schwefelatoms ein

Kohlenstoffatom vorhanden ist und somit die Bindung zwischen den Kohlenstoffatomen in
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den Positionen 2 und 3 ungesattigt ist. Die ersten zwei natirlichen Carbapeneme

(Olivanséure, produziert durch Streptomyces olivaceus und Thienamycin, produziert durch
Streptomyces cattleya) wurden fast zeitgleich Mitte der 70er Jahre entdeckt (92).
Thienamycin war unstabil, doch wurde das stabilere N-Formimidoyl-Derivat, Imipenem,
daraus entwickelt. 1985 war Imipenem als erstes Carbapenem-Antibiotikum fir die
medizinische Anwendung verfugbar und konnte bei komplexen mikrobiellen Infektionen
erfolgreich eingesetzt werden (104). In der Folge wurden weitere stabile Carbapeneme
entwickelt: Meropenem, Panipenem, Biapenem, Ertapenem, und Doripenem. Panipenem und
Biapenem sind in Japan und in Sudkorea erhaltlich (124; 151). Unter den R-Laktam-
Antibiotika haben die Carbapeneme das breiteste antimikrobielle Spektrum. Carbapeneme
sind stabil gegenuber den meisten R-Laktamasen, darunter auch ESBLs und AmpC R-
Laktamasen. Deshalb gelten Carbapeneme als Reserveantibiotika fir die gramnegativen
Keime, die gegentiber Cephalosporine der 3. Generation resistent sind (151). Imipenem,
Panipenem und Doripenem zeigen gute Aktivitdt auch gegeniiber grampositiven Bakterien.
Meropenem, Biapenem und Ertapenem sind hingegen effektiver gegeniber gramnegativen
Bakterien. Imipenem und Doripenem besitzen Aktivitdt gegen P. aeruginosa. Ertapenem zeigt
keine ausreichende Aktivitat gegen P. aeruginosa. Fur Acinetobacter baumanii-Stamme sind

Meropenem, Imipenem und Doripenem sehr gut geeignet (48; 104).

1.5 Monobactame

Aztreonam ist das einzige kommerziell erhaltliche Monobactam Antibiotikum. Das
monozyklische Aztreonam wurde 1981 von Sykes et al. aus Chromobacterium violaceum
isoliert. Aztreonam besitzt ein breites Aktivitatsspektrum gegeniiber gramnegativen Erregern
einschlieBlich P. aeruginosa (101; 127). Die antimikrobielle Aktivitdt von Aztreonam
unterscheidet sich von der anderer [-Laktam-Antibiotika und d&hnelt stark den
Aminoglykosiden, wie Gentamicin, Tobramycin (55). Aztreonam ist resistent gegen die
Hydrolyse durch viele B-Laktamasen, einschlieflich der Metallo-R-Laktamasen (MBL). Es ist
allerdings nicht stabil gegentiber KPC R-Laktamasen (136).

1.6 Inhibitoren

Die zunehmende [-Laktam Resistenz gegeniiber stellt ein globales Problem dar, das meist
10
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durch die Bildung einer oder mehrerer [3-Laktamasen verursacht wird (79). Eine erfolgreiche

Strategie zur Uberwindung dieses Problems stellt der Einsatz von reversiblen oder
irreversiblen R-Laktamase-Inhibitoren — oftmals 3-Laktame — dar (38). Reversible Inhibitoren
binden mit einer hohen Affinitat an das Enzym (k; >> k_; in Gleichung 1), die Enzymaktivitat
kann jedoch mit der Zeit wiederhergestellt werden (14). Beispiele daftr sind Breitspektrum-
Cephalosporine, Monobactame oder Carbapeneme. Diese Molekule fungieren als Inhibitoren,
indem sie eine Art ,schlechtes Substrat darstellen: Sie binden mit hoher Affinitdt an B-
Laktamasen; dadurch entsteht ein Acyl-Enzym-Komplex E-S, welcher nur sehr langsam
hydrolysiert wird (14; 38). Durch folgende Gleichung l&sst sich die Reaktion zwischen dem
reversiblen Inhibitor und der Serin-3-Laktamase darstellen:

k, k5 ks, H,O
E+S—ES—E-S—E + P (1)
k_,

dabei entspricht E einer R-Laktamase, S einem Substrat (ein 3-Laktam-Antibiotikaum), E:S
dem Michaelis Komplex, E-S dem Acyl-Enzym-Komplex und P dem inaktiven
Abbauprodukt des Antibiotikums. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fir jede
Reaktionsschritt sind folgende: k; und k. sind die Assoziations- bzw. Dissoziationskonstante
des Michaelis Komplexes, k; und ks sind die Konstante der Acylierungs- bzw. der

Deacylierungsreaktionen (38).

Die irreversiblen Inhibitoren oder Suizidinhibitoren (Mechanismus-basierte Inhibitoren)
inaktivieren die R-Laktamasen durch sekundéare chemische Reaktionen im aktiven Zentrum

des Enzyms. Durch folgende Gleichung lasst sich der Inaktivierungsmechanismus darstellen:

k, ks ks
E+l=—ElI—E-1—E-I*
ko

wobei der Inhibitor (1) zur irreversiblen Inaktivierung des Enzyms (E) fiihrt (E-1") (38).

Irreversible Inhibitoren kdnnen gemeinsam mit den 3-Laktam-Antibiotika eingesetzt werden.

Derzeit gibt es drei kommerzielle, fir medizinische Anwendungen erhéltliche, irreversible 3-

Laktamase-Inhibitoren (Clavulansdure-, Tazobactam- und Sulbactam-Suizidinhibitoren).

Diese sind hauptséchlich gegentiber Klasse A [-Laktamasen wirksam (77). Clavulansdure
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wurde in den 1970er Jahren vom Bakterium Streptomyces clavulgerus isoliert. Tazobactam

und Sulbactam sind synthetische Penicillanséure-Sulfone (83). Die chemische Struktur aller
drei R-Laktamase Inhibitoren &dhnelt der des Penicillins. Aber im Vergleich zu den
Penicillinen und anderen R-Laktam-Antibiotika inaktivieren sie nicht die Penicillin-
bindenden-Proteine (PBPs) und besitzen daher auch keine antibakterielle Aktivitéat (38). Eine
bemerkenswerte Ausnahme ist die intrinsische bakterizide Wirksamkeit von Sulbactam
gegenliber Acinetobacter spp. Tazobactam ist deutlich effektiver als Clavulansdure und
Sulbactam. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) von Tazobactam betrégt zwischen
2 und 10 nM. Fur Clavulansdaure und Sulbactam betragt die 1Cso zwischen 0.1 bis 4.5 uM
(12). Zurzeit sind folgende [-Laktam/R-Laktamase-Inhibitor Kombinationen erhaltlich:
Amoxacillin-Clavulanséure, Ampicillin-Sulbactam, Ticarcillin-Clavulanséure, Piperacillin-
Tazobactam, Cefoperazon-Sulbactam und Ceftolozan-Tazobactam (38; 135). Clavulanséaure,
Tazobactam und Sulbactam sind klinisch ineffektiv gegentber 3-Laktamasen der Klassen C
und D. Daher besteht dringender Bedarf, neue R-Laktamase-Inhibitoren mit breitem Spektrum
zu entwickeln. Damit lieRe sich die Effektivitat der R-Laktam-Antibiotika zurtickgewinnen
(82).

Avibactam (friher bekannt als NXL104 oder AVE1330A) ist ein synthetischer nicht-i3-
Laktam-Inhibitor (Diazabicyclooctan), der sich momentan noch in der klinischen
Entwicklung befindet. Avibactam inhibiert die Klassen A und C R-Laktamasen und einige
Enzyme der Klasse D. Obwohl Avibactam kein B-Laktam ist, besitzt es Ahnlichkeiten der
Molekdlstruktur sowie wesentliche Aktivitats-Eigenschaften von [-Laktamen (150). Es
wurden zwei Kombinationen von Avibactam entwickelt: Ceftazidim-Avibactam und
Ceftarolin-Avibactam (49; 138; 150). Avibactam hat einen anderen Wirkungsmechanismus
als die R-Laktamase-Inhibitoren aus der [-Laktam-Gruppe. Avibactam hemmt die [-
Laktamase-Aktivitat durch reversible kovalente Bindung an das Enzym. Im Vergleich zu
Clavulansdure und Tazobactam weist Avibactam eine besonders hohe Affinitit zu KPC- und
AmpC R-Laktamasen auf (150).

Klasse D (3-Laktamasen konnen in vitro durch Natriumchlorid (NaCl) gehemmt werden.
Dieses Merkmal kann erfolgreich fiir die Identifizierung dieser Enzyme genutzt werden (114).

In den 1970er Jahren wurden Borsdure und Borate als reversible Inhibitoren der Serin-R-

Laktamasen beschrieben. Kinetische Studien hatten gezeigt, dass Borséure und ihre Derivate
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die enzymatische Aktivitat von AmpC-Enzymen und mancher Klasse A R-Laktamasen (z.B.

KPC-, manche CTX-M-Enzyme) schnell und reversibel inhibieren. Bis jetzt sind keine
Kombinationen von R-Laktam-Antibiotika und Boraten fur die medizinische Anwendung
entwickelt worden. Das héngt mit der Toxizitat dieser Bor-Derivate zusammen (38; 116;
147).

Die R-Laktamasen der Klasse B (Metallo-3-Laktamasen, MBL) besitzen in ihrem aktiven
Zentrum ein oder zwei Zn®*-lonen. Diese sind resistent gegeniiber allen Mechanismus-
basierten-Inhibitoren der Serin-Enzyme (38). MBLs sind durch Ethylendiamintetraacetat
(EDTA, ein Metallchelator) inhibierbar. Wegen seiner Toxizitat ist EDTA fir die
medizinische Anwendung allerdings nicht geeignet und wird daher nur fir die
Labordiagnostik genutzt (9; 117). Bisher gibt es kaum Fortschritte bei der Entwicklung
Klinisch relevanter MBL-Inhibitoren. In diesem Zusammenhang sind D- und L-Diastereomere
von Captopril (Mercaptocarboxamid Inhibitor fiir einige Zn**-Enzyme) vielversprechende

Kandidaten, weil sie gegeniiber MBLs ein breites inhibitorisches Spektrum zeigen (79).

1.7 Wirkungsmechanismus der 3-Laktam-Antibiotika

Alle B-Laktam-Antibiotika hemmen wichtige Enzyme, die an der Zellwandsynthese beteiligt
sind und wirken daher bakterizid. Ein essentieller Bestandteil der Zellwand bei grampositiven
und gramnegativen Bakterien ist das Peptidoglykan (Murein), das Bakterien ihre
charakteristische Zellform und osmotische Stabilitét in hypertonischen Umweltbedingungen
verleiht (38; 71). Die Peptidoglykan-Kette besteht aus zwei miteinander verknupften
Bausteinen: N-Acetylmuraminsdure (NMA) und N-Acetylglucosamin. Mit jeder NMA ist ein
Pentapeptid verknlpft. Im Fall von E. coli besteht dieses Pentapepid aus folgenden
Aminosauren:  L-Alanin-D-Gutaminsdure-meso-Diaminopimelinsaure-D-Alanyl-D-Alanin.
Durch die Transpeptidierung wird eine Peptidbricke zwischen den benachbarten
Peptidoglykan-Ketten hergestellt. Bei dieser Vernetzungsreaktion wird die freie Aminogruppe
der Diaminopimelinsaure (L-Lysin bei grampositiven Bakterien) von einer Kette mit der
Carboxylgruppe des vorletzten D-Alanins der benachbarten Kette verknipft. Diese Reaktion
wird durch D-Alanin Transpeptidasen katalysiert. Der letzte D-Alanin-Rest wird von D,D-
Carboxypeptidasen entfernt. Die Transpeptidasen haben Serin in ihrem aktiven Zentrum und

leisten ihre katalytische Aktivitat durch eine Acylierung/Deacylierungsreaktion.
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Die R-Laktam-Antibiotika &hneln in ihrer chemischen Struktur dem D-Alanyl-D-Alanin

Dipeptid. Deswegen werden sie von Transpeptidasen in ihrem aktiven Zentrum gebunden. Bei
der Offnung des R-Laktam-Ringes entsteht ein kovalenter Acyl-Enzym Komplex. Daher
werden diese Enzyme haufig als Penicillin-bindende Proteine (PBP) bezeichnet. Durch die
Blockierung der Transpeptidasen wird die Synthese des Mureins inhibiert, was zur Zelllyse
fahrt (38; 71; 123; 139; 149).

1.8 Antibiotikaresistenz

Die meisten klinisch relevanten Antibiotika stammen aus im Boden lebenden
Mikroorganismen, die in ihrem Genom Resistenzelemente haben (32). Dafur spricht auch,
dass die erste B-Laktamase (isoliert von E. coli) 1940, kurz vor der Einfllhrung des
Penicillins, von Abraham und Chain beschrieben worden war (35). Die intensive Anwendung
von Antibiotika durch den Menschen — Humanmedizin, Tiermedizin und Landwirtschaft —
(100.000-200.000 Tonnen jahrlich weltweit: geschétzt 2002; das macht gut 1 Million Tonnen
seit den 1940er Jahren) (7) erhdhte das Vorkommen resistenter humanpathogener Keime
dramatisch. Das Resistenzproblem verringert die Therapiemoglichkeiten bei bakteriellen
Infektionen (7). Die Antibiotikaresistenz kann naturlich (intrinsisch oder primar) oder
erworben (sekunddr) sein. Unter natlrlicher Resistenz versteht man die angeborene
Eigenschaft einer Bakterien-Spezies. Bei den Organismen dieser Spezies fehlt entweder das
Zielmolekul fir das Antibiotikum oder das Zielmolekul besitzt eine niedrige Affinitat zum
Antibiotikum. Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht darin, dass der Zugang des
Antibiotikums zur Bakterienzelle durch natirliche Barrieren verhindert wird. So haben
beispielsweise gramnegative Bakterien eine natiirliche Resistenz gegen VVancomycin, weil es
die &ullere Zellmembran gramnegativer Bakterien nicht durchdringen kann. Bei Enterokokken
liegt eine intrinsische Resistenz gegenliber Cephalosporinen vor, weil deren PBPs eine
niedrige Affinitat zu Cephalosporinen haben (62; 76). Die erworbene Resistenz beruht auf den
Mutationen im Erbgut der Bakterien oder auf der Ubertragung des genetischen Materials von
anderen Bakterien (z.B. durch Plasmide). Dadurch verliert ein ehemals wirksames
Antibiotikum seine Aktivitat gegen diese Bakteien (76).

Die Hauptmechanismen, die von Bakterien entwickelt wurden, um der abtétenden Wirkung

von Antibiotika zu widerstehen, sind folgende:
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Veranderung der Zielstruktur des Antibiotikums:

Punktmutationen in Target-Genen fuhren hédufig zu einem modifizierten Target,
welches dann nicht mehr gebunden werden kann. Beispielsweise inhibiert das
synthetische Flourchinolon Ciprofloxacin die Funktion von Typ Il Topoisomerase
(DNA Replikation). Punktmutationen in dem Target-Gen gyrA fiihren zur Entstehung

Flourchinolon-resistenter Keime (145).
Bypass der Antibiotika:

Manche Bakterien umgehen die abtotende Wirkung der Antibiotika durch die
Synthese alternativer Targets. So bindet Vancomycin an den D-Ala-D-Ala Terminus
des Peptidoglycan-Vorlaufers und verhindert damit die weitere Biosynthese der
Zellwand. Bei Vancomycin resistenten Enterokokken ist der D-Ala-D-Ala Terminus
durch einen D-Ala-D-Lactat Terminus ersetzt, das D-Ala-D-Lactat kann Vancomycin
nicht mehr binden (62; 145).

Verringerung der Konzentration des Antibiotikums in der bakteriellen Zelle:

Die Bakterien werden durch die Modifikation von Porinen oder durch hoch effiziente
Efflux-Pumpen resistent: Der Zugang des Antibiotikums in die bakterielle Zelle wird
entweder verhindert oder das Antibiotikum wird aktiv aus der bakteriellen Zelle
herausgepumpt. Bei P. aeruginosa fuhrt der Verlust von Porin OprD2 zur Resistenz
gegeniiber Imipenem, die Uberexpression der MexAB-OprM Efflux-Pumpe fiihrt zur

Resistenz gegenliber Meropenem (62; 121).
Enzymatische Inaktivierung des Antibiotikums:

Inaktivierung ist eine hdufige Form der Antibiotikaresistenz bei Bakterien. In diesem
Fall behalten die resistenten Stamme das Target fur das Antibiotikum, allerdings wird
das Antibiotikum inaktiviert, bevor es an sein Target binden kann (62). Das geschieht

durch drei unterschiedliche biochemische Prozesse:
Inaktivierung des Antibiotikums durch enzymatische Hydrolyse:

Viele Antibiotika besitzen hydrolysierbare Bindungen in ihrer chemischen Struktur
(Amide, Ester), die fur ihre biologische Aktivitat eine wesentliche Bedeutung haben.
Bakterien haben hydrolytische Enzyme gezielt fur diese Bindungen entwickelt,

wodurch sie diese Bindungen spalten und damit die Aktivitdt des Antibiotikums
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aufheben. Die wichtigsten unter diesen Enzymen sind die R-Laktamasen (Amidasen),

die in der Lage sind, den Laktam-Ring von B-Laktam-Antibiotika zu spalten. Ein
anderes Beispiel sind die Esterasen, die Resistenz gegentiber Makroliden vermitteln
(144; 145).

2. Inaktivierung des Antibiotikums durch Transferasen:

Die Inaktivierung kann durch Transferasen vermittelt werden. Kinasen,
Adenyltransferasen und Acetyltransferasen kommen meist bei Kklinisch relevanten
Bakterien vor. Glycosyltansferasen und Ribosyltransferasen sind dagegen eher bei
Umweltkeimen bekannt (145).

3. Inaktivierung des Antibiotikums durch Oxidation oder Reduktion (Redox-

Enzyme):

Es handelt sich hierbei um eine seltenere Form der Antibiotikaresistenz bei
pathogenen Bakterien. Beispielhaft daftr ist die Oxidation des Tetracyclins durch das
TetX Enzym (144).

1.9 Evolution der R-Laktamasen

Die chemische Modifizierung von Antibiotika durch die Mikroorganismen ist der
Hauptmechanismus der Antibiotikaresistenz (36). Die Hydrolyse von R-Laktam-Antibiotika
durch R-Laktamasen gehort zu den hdaufigsten Resistenzmechanismen gegeniber dieser
Gruppe von Antibiotika. Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass R-Laktam-Antibiotika
derzeit bei der Therapie unterschiedlicher Infektionskrankheiten als Mittel der ersten Wahl

eingesetzt werden, ist die klinische Relevanz dieser Enzyme sehr hoch (16).

Der Selektionsdruck fir die Entstehung der R-Laktamasen entstand aus der natirlichen
Bildung der R-Laktam-Antibiotika durch Mikroorganismen und deren Sekretion in die
Umwelt. In Gegenwart von Antibiotika in der Umgebung waren R-Laktamase-produzierende
Bakterien im Vorteil gegenlber den nicht-produzierenden Bakterien. Erstere konnten dadurch
unter dem bestehenden Selektionsdruck tberleben und sich verbreiten. Dieser Prozess wurde
durch die Anwendung der Antibiotika in Human- und Tiermedizin sowie in Landwirtschaft
deutlich beschleunigt (90).

Die groRe Mehrheit von [3-Laktamasen wie auch von PBPs sind Serin-Enzyme. Fur ihre
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enzymatische Aktivitat brauchen sie im aktiven Zentrum die Aminoséure Serin. Im Gegensatz

zu den PBPs sind [3-Laktamasen jedoch in der Lage, B-Laktam-Antibiotika zu hydrolysieren
und deren antibakterielle Aktivitat aufzuheben. Nach strukturbasierten Sequenzanalysen (59)
sind Serin-B-Laktamasen (aufgrund ihrer Sequenzéhnlichkeit eingeteilt in die Klassen: A, C
und D) mit D,D-Transpeptidasen verwandt. Aus der strukturbasierten Phylogenie lasst sich
Folgendes zusammenfassen: Die [3-Laktamasen der Klassen A, D und C haben denselben
Vorlaufer. Als Erste entwickelten sich die Klasse C B-Laktamasen und erst nach diesen die
Klassen A und D R-Laktamasen. Siehe Abbildung 1 (59).

Klasse A R-Laktamasen

Klasse D 3-Laktamasen

Klasse C R-Laktamasen

DD-Transpeptidasen

Abbildung 1: Evolution der [3-Laktamasen (nach Hall und Barlow, 2004)

Die Evolution der Klasse B 3-Laktamasen oder Metallo-R-Laktamasen fand unabhangig von
den Serin-R-Laktamasen statt. Die genetische Entwicklung der Metallo-R3-Laktamasen ist
unabhangig von der der Serin-f3-Laktamasen (60).

1.10 3-Laktamasen: Einteilung der [3-Laktamasen
Zwei Klassifikationssysteme zur Einteilung der B-Laktamasen sind gangig:

> molekulare Klassifikation nach Ambler
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» funktionelle Klassifikation nach Bush, Jacoby und Medeiros.

1.10.1 Die molekulare Klassifikation nach Ambler

Die molekulare Einteilung nach Ambler von 1980 beruht auf der Homologie der
Aminosauresequenzen. Nach der Ambler Klassifikation werden [R-Laktamasen in vier
Gruppen eingeteilt: Klasse- A, B, C und -D. Die Klassen A, C und D sind Serin-i3-
Laktamasen. Die Klasse B umfasst alle Metallo-3-Laktamasen (38; 60). Urspringlich hatte
Ambler die R-Laktamasen in zwei Gruppen eingeteilt: Klasse A Serin-R3-Laktamasen und
Klasse B Metallo-R-Laktamasen. Serin-R-Laktamasen der Klassen C und D wurden erst spéter
entdeckt und beschrieben (3; 60).

R-Laktamasen der Ambler Klasse A: Die -Laktamasen der Ambler Klasse A sind die am
haufigsten vorkommenden R-Laktamase-Enzyme weltweit. Das erste Plasmid-kodierte (-
Laktamase-Enzym TEM-1 wurde in Griechenland 1965 bei E. coli identifiziert. Die
Bezeichnung TEM bezieht sich auf den Namen des Patienten Temoniera, bei dem das Enzym
entdeckt wurde. 1974 wurde bei K. pneumoniae ein anderes Enzym entdeckt. Dieses Enzym
zeigte eine 68 %-ige Sequenzhomologie mit TEM-1 und wurde als SHV-1 bezeichnet
(Sulfhydryl variable) (38). TEM-1 ist die haufigste Plasmid-kodierte 3-Laktamase bei den
Ampicillin-resistenten gramnegativen Stébchen, besonders bei E. coli. SHV-1 kommt
hingegen meist bei K. pneumoniae vor. TEM-2 teilt zwar die biochemischen Eigenschaften
mit TEM-1, ist aber seltener (105). 1983 wurde in Deutschland ein 3-Laktamase-Enzym von
K. ozaenae isoliert, welches Cefotaxim spalten konnte. Die Sequenzanalysen haben gezeigt,
dass sich dieses Enzym von SHV-1 nur durch eine Aminosdure unterscheidet. In Position 238
hatte es ein Serin anstelle von Glycin. Diese Mutation ist verantwortlich fur die ESBL-
Aktivitat und das Enzym wurde als SHV-2 bezeichnet (105). Von TEM-1, TEM-2 und SHV-
1 Penicillinasen sind die meisten ESBL-Varianten durch Punktmutationen entstanden,
wodurch diese Enzyme in der Lage sind, nicht nur Penicilline sondern auch Oxyimino-
Cephalosporine und Aztreonam zu hydrolysieren. Die Einfuhrung von Cephem- und Penem-
Antibiotika in den friihen 1980er Jahren hatte diesen Prozess begunstigt (38). Ende der 1980er
und Anfang der 1990er Jahre wurden neue Plasmid-kodierte R-Laktamasen in Westuropa und
Stidamerika entdeckt. Die Sequenzanalysen hatten gezeigt, dass diese Enzyme zu 39 % mit

TEM- und SHV-Enzymen identisch waren. Aufgrund dessen, dass diese Enzyme eine hohe
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hydrolytische Aktivitat gegenuber Cefotaxim hatten, wurden sie CTX-M genannt (13). CTX-

M R-Laktamasen sind eng mit den chromosomalen R-Laktamasen von Kluyvera spp.
verwandt. Heutzutage sind CTX-M [-Laktamasen weltweit die am h&ufigsten vorkommenden
R-Laktamasen (105).

Serin-Carbapenemasen der Ambler Klasse A (SME, NMC, IMI, GES, KPC) kommen meist
bei E. cloacae, S. marcescens, und K. pneumoniae vor. Neben den Penicillinen,

Cephalosporinen und Aztreonam sind sie in der Lage, auch Carbapeneme zu spalten (117).

R-Laktamasen der Ambler Klasse B: Im Gegensatz zu den Serin-3-Laktamasen, die fir ihre
enzymatische Aktivitat die Aminosdure Serin brauchen, besitzen die [-Laktamasen der
Ambler Klasse B ein bis zwei Zn?*-lonen in ihrem aktiven Zentrum, weshalb sie als Metallo-
R-Laktamasen (MBL) bezeichnet werden. Die enzymatische Aktivitat der Metallo-R-
Laktamasen unterscheidet sich von der Aktivitat der Serin-3-Laktamasen dadurch, dass sie
zusatzlich zu den Penicillinen und Oxiimino-Cephalosporinen noch Carbapeneme spalten,
jedoch nicht Monobactame. Die enzymatische Aktivitdt von MBLs wird nicht durch die

klinisch verfuigbaren 3-Laktamase-Inhibitoren gehemmt (38; 117).

R-Laktamasen der Ambler Klasse C oder AmpC [3-Laktamasen: Mitte der 1980er Jahre
waren die B-Laktamasen der Ambler Klasse C bei Enterobacteriaceae als chromosomal-
kodierte Enzyme entdeckt worden und bereits Ende der 1980er Jahren war die erste Plasmid-
kodierte R-Laktamase der Ambler Klasse C beschrieben worden (59). Aufgrund ihrer
Abstammung werden Plasmid-kodierte AmpC [-Laktamasen in sechs Gruppen eingeteilt.
Diese sind: ACC (abgeleitet von Hafnia alvei), FOX (Abstammung ist unbekannt), MOX
(Abstammung ist unbekannt), DHA (abgeleitet von Morganella morganii), CIT (abgeleitet
von Citrobacter freundii), und EBC (abgeleitet von Enterobacter cloacae) (108). Das
hydrolytische Aktivitatsspektrum von AmpC R-Laktamasen ist breiter als das der ESBL-
Enzyme, auch werden sie nicht von kommerziell verfiigharen R-Laktamase-Inhibitoren
gehemmt (111).

R-Laktamasen der Ambler Klasse D: R-Laktamasen der Ambler Klasse D bilden eine
genetisch diverse Gruppe, deren Gene sowohl chromosomal- als auch Plasmid-lokalisiert
sind. Ambler Klasse D B-Laktamasen werden auch als OXA-Typ-R-Laktamasen bezeichnet,
weil ein GroRteil von ihnen eine hohe hydrolytische Aktivitat gegen Oxacillin und Cloxacillin
zeigt (59). OXA-Typ-ESBL-Enzyme sind Derivate von OXA-2 und OXA-10. Sie kommen
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vornehmlich in P. aeruginosa Stdmmen vor. Sie wurden aber auch schon bei anderen

gramnegativen Keimen, darunter Enterobacteriaceae, entdeckt (93). Manche OXA-Typ-i3-
Laktamasen (z.B. OXA-48) sind in der Lage, Carbapenem-Antbiotika zu hydrolysieren.

Damit gehdren sie zu den Serin-Carbapenemasen.

1.10.2 Die funktionelle Einteilung nach Bush, Jacoby und Medieros

Die funktionelle Einteilung nach Bush, Jacoby und Medeiros von 1995 beruht auf der
Fahigkeit der R-Laktamase-Enzyme, eine bestimmte Klasse der R-Laktam-Antibiotika zu
spalten und auf deren Hemmbarkeit durch die B-Laktamase-Inhibitoren (Clavulansdure,
Sulbactam und Tazobactam). Deswegen ist dieses Klassifikationssystem mehr fur die

Labordiagnostik relevant.

Gruppe 1 Cephalosporinasen: Die Enzyme der Gruppe 1 sind Cephalosporinasen, die zur
Ambler Klasse C gehodren. Sie sind aktiver gegenlber Cephalosporinen als gegeniber
Benzylpenicillinen, jedoch nicht gegentber Cefepim und Cefpirom. Carbapeneme kdnnen
von ihnen auch nicht hydrolysiert werden. Die Cephalosporinasen der Gruppe 1 zeigen eine
hohe Aktivitat gegenuber Aztreonam (die Kj-Werte liegen im 1 bis 2 nM Bereich).
Normalerweise werden diese Enzyme nicht durch 3-Laktamase-Inhibitoren gehemmt (16; 69).

Gruppe 2 Serin-R-Laktamasen: Die funktionelle Gruppe 2 umfasst die Ambler Klassen A
und D, und ist damit die groBRte Gruppe. Diese Gruppe ist in Subgruppen von 2a bis 2f
unterteilt. Aufler den Subgruppen 2d und 2de gehdren die 3-Laktamasen der Gruppe 2 zur
Ambler Klasse A (16).

Subgruppe 2a Penicillinasen kommen meistens bei grampositiven Kokken vor, besonders bei
Staphylokokken, seltener bei Enterokokken. Sie hydrolysieren sehr gut Penicilline und
kénnen durch Clavulansaure oder Tazobactam gehemmt werden (ICso weniger als 1uM). Die
Mehrheit dieser Enzyme sind chromosomal kodiert, obwohl bei Staphylokokken manche

Penicillinasen Plasmid-kodiert sind (16).

Subgruppe 2b B-Laktamasen kénnen gut Penicilline und Cephalosporine der 1. Generation
(z.B. Cefalotin) hydrolysieren. Sie werden durch Clavulansdure und Tazobactam sehr stark
inhibiert. Die Subgruppe 2b reprasentiert die am h&ufigsten vorkommenden, Plasmid-
kodierten TEM-1, TEM-2 und SHV-1 R-Laktamasen (16).
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Subgruppe 2be umfasst die B-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsspektrum (ESBL-

extended-spectrum-beta-lactamses). ESBLs hydrolisieren Penicilline und Cephalosporine der
1. Generation, wie die Subgruppe 2b R-Laktamasen. Weiterhin sind sie in der Lage, eines oder
mehrere  Oxyimino-Cephalosporine, wie Cefotaxim, Ceftazidim und Aztreonam zu
hydrolysieren. Die ersten ESBL-Enzyme der Subgruppe 2be wurden durch Aminosdure-
Substitutionen von TEM-1, TEM-2 und SHV-1 abgeleitet. Diese Substitutionen haben das
Substratspektrum erweitert. Infolgedessen wurde aber die hydrolytische Aktivitat gegenuber
Benzilpenicillin und Cephaloridin verringert. Dann traten CTX-M Enzyme hervor, die mit
TEM- und SHV-ESBL-Enzymen funktionelle Ahnlichkeiten aufwiesen. Wie der Name
andeutet, hydrolysieren CTX-M Enzyme Cefotaxim schneller als Ceftazidim. Deswegen
wurden diese Enzyme CTX-M genannt. Im Gegensatz zu den TEM- und SHV-ESBL-
Enzymen werden die CTX-M Enzyme von Tazobactam besser gehemmt als von
Clavulansédure. Es gibt seltener vorkommende, mit TEM, SHV und CTX-M unverwandte
ESBL-Enzyme, wie z.B. BEL-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, TLA-2, VEB-1 oder PER-1. Fir alle
Enzyme dieser Subgruppe ist die Hemmung durch Clavulansdure typisch. Diese Eigenschaft

wird fur die Labordiagnostik eingesetzt (16).

Subgruppe 2br R-Laktamasen haben das gleiche Wirkspektrum wie R-Laktamasen der 2b
Subgruppe. Zusatzlich besitzen sie eine erworbene Resistenz gegeniber Clavulansaure (ICsp>
1 uM) und anderen 3-Laktamase-Inhibitoren. Nach den Angaben von Bush et al. gehdren 36
von 135 charakterisierten TEM-Enzymen und 5 von 72 charakterisierten SHV Enzymen zu
dieser Subgruppe, z.B. TEM-30 und TEM-31 (bzw. IRT-2 und IRT-1) sowie SHV-10.

Subgruppe 2ber schlielt TEM-R-Laktamasen mit erweitertem Wirkspektrum ein, die
gegenuber Clavulansaure resistent sind, wie z. B. TEM-50 (16).

Subgruppe 2c Penicillinasen zeichnen sich durch gute Hydrolyse von Carbenicillin aus.
Dahingegen spalten sie schlecht Oxacillin und Cloxacillin. Diese Penicillinasen werden durch

Clavulanséaure und Tazobactam sehr gut inhibiert (ICso < 1 uM) (16).

Subgruppe 2ce umfasst die Breitspektrum-Carbenicillinasen, wie z.B. CARB-10. Diese

Enzyme zeigen gegeniber Cefepim und Cefpirom eine erweiterte Wirksamkeit (16).

Subgruppe 2d [-Laktamasen gehdren zu der Ambler Klass D. Sie zeichnen sich durch die
Fahigkeit aus, Cloxacillin und Oxacillin zu hydrolysieren. Daher heiRRen sie OXA-Enzyme. [3-
Laktamasen dieser Subgruppe konnen durch NaCl gehemmt werden. Die mittlere

21



Einleitung
inhibitorische Konzentration von Clavulansdure auf diese Enzyme liegt bei > 1 uM (16).

Subgruppe 2de B-Laktamasen sind Cloxacillin- und Oxacillin-hydrolysierende Enzyme mit
erweitertem Wirkspektrum, das Oxyimino-3-Laktam-Antibiotika einschlielt, nicht aber
Carbapeneme. 2de R-Laktamasen représentieren die OXA-Typ-ESBL-Enzyme, deren
Mehrheit von OXA-2 und OXA-10 abgeleitet wurde. OXA-Typ-ESBLs kommen meistens in
P. aeruginosa vor (16).

Subgruppe 2df B-Laktamasen sind in der Lage, Carbapenem-Antibiotika zu hydrolysieren.
Daher stammt die Bezeichnung OXA-Typ-Carbapenemasen. Die Carbapenemasen dieser
Subgruppe gehdren zur Ambler Klasse D. Sie kommen am haufigsten in A. baumanii vor,
aber Plasmid-kodierte OXA-23 und OXA-48 sind auch schon bei Enterobacteriaceae
identifiziert worden. Normalerweise sind diese Enzyme unempfindlich gegeniber Inhibition

durch Clavulanséure (16).

Subgruppe 2e Cephalosporinasen spalten Breitspektrum-Cephalosporine und werden durch

Clavulansdure gehemmt. Diese Enzyme haben eine geringe Affinitat zu Aztreonam (16).

Subgruppe 2f umfasst die Serin-Carbapemenasen der Ambler Klasse A. Die R-Laktamasen
dieser Subgruppe hydrolysieren Carbapenem-Antibiotika und koénnen besser durch
Tazobactam gehemmt werden als durch Clavulanséure. In epidemiologischer Hinsicht sind
KPC- und GES-Carbapenemasen aus der 2f Subgruppe Besorgnis erregender (16).

Gruppe 3 Metallo-R-Laktamasen: Diese Gruppe umfasst alle Metallo-R3-Laktamasen (MBL)
und entspricht der Ambler Klasse B. In ihrer chemischen Struktur unterscheiden sie sich von
anderen R-Laktamasen dadurch, dass sie in ihrem aktiven Zentrum ein bis zwei Zn**-lonen
besitzen. Sie sind — mit Ausnahme von Aztreonam — in der Lage, alle R-Laktam-Antibiotika
zu spalten. MBL konnen nicht durch Clavulansaure oder Tazobactam gehemmt werden.
Hingegen werden sie von Metall-lon Chelatoren, wie EDTA, Dipicolinsaure, inhibiert.
Metallo-3-Laktamasen der Gruppe 3 werden aufgrund ihrer Struktur in drei Subgruppen
unterteilt: B1, B2 und B3. Die Subgruppe B1 beinhaltet die wichtigsten Plasmid-kodierten
Metallo-R-Laktamasen, wie beispielweise IMP- und VIM-Enzyme. Sie sind weltweit
verbreitet, kommen am hdufigsten in Nonfermentern vor, aber auch bei Enterobacteriaceae
(16).

Eine aktuelle Ubersicht tber die Anzahl der zurzeit bekannten B-Laktamasen findet man in
der Datenbank der Lahey-Clinic Burlington (http://www.lahey.org/studies/).
22



Einleitung

1.11 Epidemiologie der ESBL-Bildner

ESBL-Enzyme sind in der Lage, Oxyimino-Cephalosporine (Cephalosporine der 3.
Generation), sowie auch Monobactame und Cefepim (Cephalosporin der 4. Generation) zu
hydrolysieren. Carbapenemen und Cephamycinen (Cefoxitin, Cefotetan) gegeniiber sind sie
jedoch unwirksam. Die hydrolytische Aktivitdt dieser Enzyme kann durch R-Laktamase-

Inhibitoren, wie Clavulansaure, Tazobactam und Sulbactam, gehemmt werden.

Die Mehrheit der klinisch relevanten ESBL-Enzyme gehdrt zu den TEM-, SHV- oder CTX-
M-Familien. Seit Mitte der 1990er Jahre sind CTX-M R-Laktamasen weltweit vorherrschend
geworden. Die Enzyme der CTX-M-Familie kénnen aufgrund ihrer Aminosaure-Sequenz in
finf Gruppen eingeteilt werden: Gruppe 1 (z.B. CTX-M-1), Gruppe 2 (z.B. CTX-M-2),
Gruppe 8 (z.B. CTX-M-8), Gruppe 9 (z.B. CTX-M-9) und Gruppe 25 (z.B. CTX-M-25) (75).
Die ESBL-Gene sind normalerweise auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert. Das
ermdoglicht die schnelle Verbreitung dieser Resistenz-Gene sowohl innerhalb der Spezies als

auch zwischen den unterschiedlichen Spezies (21).

Seltener vorkommende ESBL-Enzyme, wie BEL-1-, BES-1-, SFO-1-, TLA-1-, TLA-2-, PER-
und VEB-B-Laktamasen sind mit TEM-, SHV- und CTX-M-ESBL-Enzymen nicht eng
verwandt und gehoren zu den ,,minor“-ESBL Familien (93).

Manche OXA-Typ-Enzyme haben die Fahigkeit der ESBL-Enzyme, Breitspektrum-
Cephalosporine zu hydrolysieren und gelten als ESBL, obwohl sie durch Clavulansaure

schlecht gehemmt werden (93).

Nach den Angaben der globalen Multicenter-Surveillance-Studie T.E.S.T. (Tigecycline
Evaluation and Surveillance Trial), die im Zeitraum 2004-2006 gemacht wurden, waren die
ESBL-Bildner in Europa seltener als in Sidamerika und Asien aber haufiger als in
Nordamerika (27).

In den 1990er Jahren waren TEM- und SHV-ESBL-Enzyme haufiger und kamen in erster
Linie bei K. pneumoniae-Isolaten vor (klonale Verbreitung). Diese Isolate waren meistens mit
nosokomialen Ausbriichen verbunden (hauptsachlich in Intensivpflegestationen). Wéahrend
des 21. Jahrhunderts hat die Anzahl von CTX-M-produzierenden E. coli-lsolaten dennoch

zugenommen. Diese Isolate sind heute nicht nur mit nosokomialen sondern auch mit
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ambulant erworbenen Infektionen (besonders mit Harnwegsinfektionen) verbunden (18; 21).

In der letzten Dekade wurden TEM- und SHV-ESBLs durch die CTX-M Familie verdréngt.
Bestimmte CTX-M Enzyme kommen nur in einigen Regionen der Erde vor; CTX-M-15 ist
aber weltweit verbreitet. CTX-M-15-bildende E. coli-Stdmme sind meistens mit dem
hochvirulenten Klon O25:H4-ST131 verbunden. Dessen klonale Ausbreitung flhrte zur CTX-
15 Pandemie (15; 21; 102).

Der Vergleich der Trendanalysedaten von EARS-Net aus dem Jahr 2009 mit Daten aus 2012
zeigte, dass die Anzahl der invasiven E. coli und K. pneumoniae-Isolate mit einer Resistenz
gegenliber Chephalosporinen der 3. Generation (C3R) in den meisten Landern zugenommen
hat. Der Anteil von ESBL-positiven Isolaten an C3R-Isolaten war mit 62-100 % hierbei sehr
hoch (25; 26).

Zur Bestimmung der Haufigkeit und Verbreitung der Resistenz-Gene sind in Deutschland
auch unterschiedliche Surveillance-Systeme entstanden. In den Jahren 2004, 2008, und 2011
wurden deutschlandweite Studien durchgefihrt: 2004 die Limbach-Laborstudie, 2008 die
ARS-ESBL-Studie und 2011 erneut die Limbach-Laborstudie. Dabei wurde die Haufigkeit
der ESBL-Varianten bei nosokomialen E. coli untersucht. Zu allen Zeitpunkten hatten CTX-
M-Enzyme eine erhebliche Dominanz gegeniiber anderen ESBL-Typen, wobei die hdchste
Prévalenz der Genotyp CTX-M-15 hatte. Im Jahr 2011 machte dieser Genotyp etwa die Halfte
aller identifizierten ESBL-Varianten aus. Die Pravalenz des CTX-M-1-Enzyms war mit Gber
30 % ebenfalls sehr hoch (109; 110).

1.12 Klinische Bedeutung der ESBL-Bildner

Die Einddmmung der zunehmenden Ausbreitung der ESBLs bei nosokomial und ambulant
erworbenen Enterobakteriazeen ist eine wichtige Herausforderung fir die Kliniker, weil die
Therapiemdglichkeiten fur diese Bakterien beschrénkt sind. Die Epidemiologie der ESBL-
Enzyme ist komplex und mit genetischen mobilen Elementen, sowie klonaler Ausbreitung
verbunden (113; 120). Chong et al. hatten in einer Meta-Analyse gezeigt, dass die Infektionen
mit ESBL-bildenden Bakterien mit VVerzogerung einer effektiven Therapie und mit erhéhter
Mortalitat verbunden sind. Die Infektionen mit ESBL-bildenden Bakterien sind auch mit
verlangerten Klinikaufenthalten der Patienten und mit hoheren Behandlungskosten verbunden
(21; 120).
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ESBLs sind resistent gegen alle 3-Laktam-Antibiotika auBer Carbapeneme. Sehr oft zeigen

ESBL-Bildner Co-Resistenz gegeniiber anderen Antibiotika-Gruppen, wie Sulfonamide,
Aminoglykoside oder Fluorchinolone. Die Multiresistenz (multiple drug resistance, MDR) hat
eine bedeutende Auswirkung auf die Auswahl einer angemessenen empirischen Therapie.
Antibiotika, die fir die empirische Therapie einer seridsen ambulant-erworbenen Infektion
regelmafig eingesetzt werden, sind oft nicht effektiv gegen ESBL-Bildner (21; 113).
Deswegen sind die Therapiemdglichkeiten bei einer Infektion mit ESBL-bildenden Bakterien
eingeschrankt (21). Daher mussen bei empirischen Antibiotikatherapien oft Carbapeneme
eingesetzt werden. Dieses wiederum hat zur Entstehung und Verbreitung der Resistenz gegen

Carbapenem-Antibiotika unter Enterobacteriaceae gefiihrt (15; 21; 107).

1.13 Epidemiologie der KPC-Bildner

Klebsiella pneumoniae Carbapenemasen (KPC) sind in der Lage, Carbapeneme, Oxyimino-
Cephalosporine, sowie auch Cephamycine und Monobactame zu hydrolysieren. lhre
hydrolytische Aktivitat wird besser durch Tazobactam als durch Clavulansaure gehemmt (16;
133). Die Hemmbarkeit der KPC-Enzyme durch Borséure und deren Derivate wird
erfolgreich in der Labordiagnostik fir die Detektion der KPC-Enzyme eingesetzt (133).
Die blakpc-Gene sind auf Plasmiden lokalisiert und von dem Transposon Tn4401 flankiert
(99; 133).

KPC-Enzyme sind weltweit verbreitet. Die Varianten KPC-2 und KPC-3 sind die am
haufigsten vorkommenden KPC-Enzyme (8). Der erste KPC-Bildner (KPC-2) wurde in 1996
in der USA (Nord-Carolina) aus K. pneumoniae isoliert. Bis 2001 waren die KPC-Enzyme
nicht haufig vorgekommen (20; 99). Kurz darauf haben sich KPC-Bildner schnell in Puerto
Rico, Columbia, Griechenland, Israel und China verbreitet. Es wurden auch Ausbriiche durch
KPC-Bildner in vielen européischen Landern und Stidamerika berichtet (20; 99). Die hochste
Préavalenz der KPC-Enzyme unter européischen L&ndern haben Griechenland und Italien. In
diesen beiden Landern herrscht eine endemische Situation (56). KPC-Enzyme werden
h&ufiger aus den nosokomialen K. pneumoniae als aus E. coli isoliert (99). Die Mehrzahl der
KPC-bildenden K. pneumoniae-Isolate gehort zum weltweit ausgebreiteten multiresistenten
Klon ST258 (8; 99).

Nach Daten des Nationalen Referenzzentrums fur gramnegative Krankenhauserreger sind
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KPC-Enzyme nach OXA-48 die zweith&ufigsten Carbapenemasen in Deutschland und der

haufigste Trager von blakpc-Genen ist K. pneumoniae (73). KPC-Bildner haben in

Deutschland eine regionale Verbreitung (56).

1.14 Klinische Bedeutung der KPC-Bildner

Carbapenem-Antibiotika werden als Reserveantibiotika bei der Therapie von
Infektionskrankheiten mit ESBL-bildenden Bakterien eingesetzt. Aus diesem Grund ist das
Auftreten Carbapenem-resistenter Krankheitserreger ein grof’es Problem (99; 106).
Das zunehmende Vorkommen der KPC-Bildner ist eine Herausforderung fir die Diagnostik
und Therapie, weil das Resistenzniveau der KPC-Bildner gegenliber Carbapenem-Antibiotika
stark variiert und diese Keime oft in der Routinediagnostik mit phanotypischen
Nachweismethoden als Carbapenem-empfindlich erscheinen (11; 99). Weiterhin sind KPC-
Bildner oft multiresistent (insbesondere gegen alle 3-Laktam-Antibiotika) und dadurch sind
die Therapiemdglichkeiten bei Infektionskrankheiten mit KPC-Bildnern stark eingeschrankt.
Aus diesem Grund mussen Kliniker oft auf Tigecylin und Polymyxine zurtickgreifen (11; 20).
Allerdings ist die klinische Anwendung dieser Antibiotika wegen ihrer pharmakokinetischen
Eigenschaften und Toxizitdt eingeschrankt. AuBerdem gibt es in der Literatur eine
zunehmende Zahl an Berichten Uber Colistin- und Tigecylin-resistente Isolate bei
Infektionskrankheiten mit KPC-Bildnern (11; 20). Die Kombinationstherapie mit Polymyxin
B oder Tigecylin und einem Carbapenem-Antibiotikum kann die Uberlebensrate der
Infektionskrankheiten mit KPC-Bildern erh6hen (20; 118). Dennoch bleibt die Mortalitatsrate
bei Erkrankungen mit KPC-Bildnern mit > 50 % hoch (20; 99).

1.15 Aktuelle Methoden zum Nachweis von ESBL und KPC

Die Methoden zur Detektion der ESBL- und KPC-Bildung bei Bakterien lassen sich in zwei
Gruppen unterteilen: ph&notypisch und genotypisch.

Phanotypische Methoden zum Nachweis der ESBL-Bildung beruhen auf der Fahigkeit der
ESBL-Enzyme, Oxyimino-Cephalosporine zu hydrolysieren und auf deren Hemmbarkeit
durch Clavulansédure. Der phanotypische Nachweis zur Detektion der KPC-Bildung basiert

auf der verminderten Empfindlichkeit der KPC-Bildner gegentber Carbapenem-Antibiotika.
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Diese muss weiterhin durch den Modified-Hodge-Test (MHT) (132) oder durch einen

Synergismusnachweis mit einem Carbapenem und KPC-Inhibitoren (Borséure und deren

Derivate) bestatigt werden.

Genotypische Methoden basieren auf molekularen Techniken, mit Hilfe derer ESBL- und

KPC-Gene nachgewiesen werden.

Fur die Routinediagnostik werden hauptsachlich phanotypische Methoden eingesetzt.

Genotypische Methoden sind eher fur epidemiologische Untersuchungen geeignet.

1.15.1 Phanotypische Methoden

Die phénotypische Detektion der ESBL- und KPC-Bildner besteht aus zwei Schritten:

Screening und Bestétigung.

1.15.1.1 Screening

Fur das Screening der ESBL-Bildner muss ein Indikator-Chephalosporin eingesetzt werden,
das von den meisten ESBL-Varianten hydrolysiert wird. Hierbei wurde Cefpodoxim als das
beste Antibiotikum fur diesen Zweck gefunden (119). Mit diesem zusammen kdnnen auch
Ceftazidim und Cefotaxim eingesetzt werden. Gegenuber Cetazidim sind alle TEM- und
SHV-ESBL-Varianten resistent. Und nur manche CTX-M-Enzyme konnen Ceftazidim
spalten. Dahingegen sind alle CTX-M-Enzyme gegeniiber Cefotaxim resistent, und nur
manche TEM- und SHV-ESBL-Varianten kénnen Cefotaxim spalten.

Fur das Screening der ESBL-Bildner gibt es unterschiedliche kommerziell erhaltliche
chromogene Medien, wie z.B. chromID® ESBL (bioMérieux, Lyon, France), Brilliance™
ESBL (Oxoid, Hampshire, United Kingdom), und BLSE Agar als bi-Platte (AES Chemunex,
Bruz, France). ChromID® ESBL und Brilliance™ ESBL basieren auf einer reichhaltigen
Né&hrstoffbasis und auf einer Antibiotikamischung (fir die Inhibition des Wachstumes der
grampositiven Bakterien und Hefepilze) mit Cefpodoxim. Dieses Antibiotikum gilt als
,Marker der Wahl* fir den ESBL-Resistenzmechanismus. Der Abbau des chromogenen
Substrates in N&hrmedium resultiert in farbigen Kolonien. BLSE Agar ist eine kommerziell
erhdltliche bi-Platte aus zwei Selektivmedien: Drigalski und MacConkey. Ersteres ist mit
Cefotaxim (1,5 pg/mL) und zweites mit Ceftazidim (2 pg/mL) angereichert (54; 119; 141).
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Willems et al. haben diese drei chromogenen Medien flr das Screening der ESBL-bildenden

Enterobacteriaceae direkt mit biologischem Material evaluiert. Laut dieser Studie hatten
Brilliance™ ESBL und BLSE Agar eine héhere Sensitivitat (88 %) als chromID® ESBL (81
%). In Bezug auf die Spezifitat war die Differenz zwischen chromID®- und Brilliance™
ESBL nicht signifikant (81 % und 82 %). Die Spezifitdt von BLSE Agar war niedrig: 61 %
(141). Im Vergleich zu anderen Studien (67; 119; 141) waren in dieser Studie die Sensitivitat
und Spezifitat von chromID® ESBL und Brilliance™ ESBL niedriger. Die Sensitivitat von
BLSE Agar war vergleichbar mit der Sensitivitat, die in der Studie von Reglier-Poupet et al.

festgestellt wurde. Hier war jedoch die Spezifitat niedriger (119; 141).

Fur das Screening der Carbapenemase-Bildner, darunter auch fur die KPC-Bildner gibt es
kommerziell erhaltliche chromogene Medien, wie z.B chromID® Carba (bioMérieux, Lyon,
France), Colorex KPC (Biomed Diagnostics, White City, OR, USA) und Brilliance™ CRE
(Oxoid, Hampshire, United Kingdom). Diese Selektivmedien basieren auf einer reichhaltigen
Nahrstoffbasis (angereichert mit spezifischen Agenzien fir die Inhibition des Wachstums der
grampositiven- und nicht-Carbapenemase-bildenden Bakterien) und auf einer firmeneigenen
Antibiotikamischung fir das selektive Wachstum der Carbapenemase-Bildner. Durch den
Abbau der chomogenen Substarte im N&hrmedium werden die Bakterienkolonien mit

verschiedenen Farben geférbt.

In einer Studie haben Wilkinson et al. die Isolierung Carbapenemase-bildender
Enterobakteriazeen mittels Brilliance™ CRE, Colorex KPC, chromID® ESBL und Prototyp
chromID® Carba evaluiert (140). Es wurden 130 Carbapenemase-Bildner (darunter 12 KPC-
positive Stamme) untersucht. Von diesen vier Selektivmedien hat chromID® Carba die beste
Sensitivitat und Spezifitat gezeigt (91-96 % bzw. 76-89 %).

Obwohl chromogene Medien die schnelle Detektion von ESBL- und KPC-Bildnern direkt aus
biologischem Material erlauben, sind jedoch Bestatigungstests erforderlich.

1.15.1.2 Bestatigungstests

Bei Resistenz gegenlber den Indikator-Antibiotika mussen Bestatigungstests eingesetzt

werden. Die Bestatigungstests zum Nachweis der ESBL-Bildung beruhen auf der Hemmung

der ESBL-Enzyme durch Clavulanséure. Dieses Test-Prinzip wird nur eingeschrankt, wenn

bei Bakteriensttmmen zusdtzlich zu ESBLs andere [-Laktamasen gebildet werden.
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Beispielweise fihren KPC-Enzyme oder eine uberproduzierte K1 [3-Lactamase (KOXY) zu

falsch positiven Ergebnissen. Auch kann die Bildung der AmpC-Enzyme zu falsch negativen
Ergebnissen (130) fuhren.

Die Bestatigung der KPC-Bildung wird entweder mittels MHT oder durch die Inhibition der

KPC-Enzyme von einem KPC-Inhibitor (Borsaure und deren Derivate) nachgewiesen (132).

Die Bestatigungstests werden entweder durch Mikrobouillonverdiinnungstest oder durch
Agardiffusiontest durchgefuhrt. Bei einem Mikrobouillonverdiinnungstest wird die R-
Laktamase-Bildung durch die Reduktion der minimalen Hemmkonzentration (MHK) bei
Zugabe des Inhibitors bestatigt. Bei einem Agardiffusiontest erfolgt die Bestatigung durch die

Reduktion des Hemmhofdurchmessers mit einem 3-Laktamase-Inhibitor.

Die gultigen MHK-Breakpoints bei Mikrobouillonverdinnungstests, bzw. der gltige
Hemmbhofdurchmesser bei Agardiffusionstests werden von EUCAST (http://www.eucast.org)
und CLSI (http://clsi.org) vorgegeben.

1.15.1.2.1 ESBL-Bestatigungstests

1.15.1.2.1.1 Double-disc synergy Test (DDS)

Der Double-disc synergy Test wurde als erster phanotypischer Bestétigungstest fur Detektion
ESBL-bildender Enterobacteriaceae entwickelt. Es handelt sich um einen Agardiffusionstest,
bei dem auf dem inokulierten Agar die Antibiotika-Testblattchen mit Cefpodoxim,
Ceftazidim, Cefotaxim, Aztreonam und Cefepim (jeweils 30 pg) von 20 bis 30 mm
Entfernung von Amoxicillin-Clavulansaure haltigen Blattchen (10 pg Clavulansaure) platziert
werden. Der Test wird dann als ESBL-positiv interpretiert, wenn der Hemmhofdurchmesser
zumindest bei einem Antibiotika-Testblattchen von der Seite des Amoxicillin-Clavulansiure
haltigen Blattchens vergroRert wird. Dies geschieht typischerweise in sogenannter
Champagnerkorkenform oder Schlussellochform (40; 53). Garrec et al. hatten in einer Studie
publiziert, dass bei einer Disk-Entfernung von 30 mm Cefepim mit 89 % und Aztreonam mit
90 % eine relativ hohe Sensitivitat zeigen. Die Spezifitaten betrugen hierbei 98 % bzw. 100
%. Sensitivitat und Spezifitat wurden erhoht, als die Ergebnisse von Cefotaxim und Cefepim

mit dem Ergebnis eines dritten Cephalosporines der 3. Generation in Betracht gezogen
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wurden (96 % und 98 %). Die Reduktion der Disk-Distanz auf 20mm erhohte die Sensitivitat

von Cefepim und Aztreonam auf bis zu 100 %. Fur Cefotaxim, Ceftazidim und Cefpodoxim
blieb die Sensitivitdt hingegen niedrig. Die Kombination von zwei oder drei dieser
Antibiotika erhthte die Sensitivitat allerdings auf bis zu 100 % (53).

Die Antibiotika-Testblattchen werden routinemaRig mit einem Disk-Verteiler 30mm entfernt
voneinander platziert. Ist das Ergebnis bei einem Testblattchen zweideutig, muss ein weiterer
manueller Test mit geringerem Pl&ttchen-Abstand durchgefihrt werden (40).

1.15.1.2.1.2 Combined-disc Methode

Bei dieser Methode handelt es sich um einen Agardiffusionstest, wobei entsprechende
Antibiotika-Testbl&ttchen mit- und ohne Clavulansdure auf dem inokulierten Mueller-Hinton
Agar platziert werden. Nach einer Bebriitung von 16-24 Stunden bei 37°C werden die
Testergebnisse nach den Anweisungen des Herstellers interpretiert (40). Bei Oxoid-
Testblattchen wird beispielsweise bei einer VergroRerung des Hemmhofdurchmessers von
mindestens 5 mm durch Clavulanséure der Stamm als ESBL-positiv wahrgenommen. In der
Studie von Garrec et al. hatten Cefepim + Clavulansaure-haltige Testblattchen mit 89 % die
hochste Sensitivitat und solche mit Ceftazidim + Clavulansdure mit 91 % die hdchste
Spezifitat. Die Kombination von Cefotaxim + Clavulansaure mit Cefepim + Clavulanséure
erhohte die Sensitivitat auf bis zu 96 %, die Spezifitat blieb mit 84 % jedoch gering (53).

1.15.1.2.1.3 E-Test

Im E-Test wird ein Kunststofftragermaterial benutzt, das aus zwei Teilen besteht: Eine Halfte
enthélt einen Chephalosporin-Gradienten und die andere Hélfte den gleichen Chephalosporin-
Gradienten plus Clavulansaure in konstanter Konzentration. Es gibt drei kommerziell
erhaltliche E-Tests, und zwar mit Cefotaxim, mit Ceftazidim, und mit Cefepim (die
Konzentration von Clavulanséure ist 4 mg/L). Der Test wird als ESBL-positiv bewertet, wenn
der MHK-Wert mit Clavulansdure drei Titer-Stufen (bzw. MHK > 8) niedriger ist als ohen
Clavulanséure (40). Laut der Studie von Garrec et al. hatte der E-Test mit Cefepim die
hochste Sensitivitat und Spezifitat gezeigt, jeweils 90 % und 89 %. In dieser Studie sind funf

falsch-negative Ergebnisse mit SHV-12-produzierenden E. cloacae und ein unklares Ergebnis
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mit CTX-M-produzierenden K. pneumoniae ermittelt worden. Die Kombination von mehr als

einem ESBL E-Teststreifen erhohte die Sensitivitat nicht (53).

1.15.1.2.1.4 Automatisierte Methoden — Vitek® 2-, Phoenix®- und MicroScan®
WalkAway-96-System

Das Prinzip der Synergie zwischen den Oxyimino-Cephalosporinen und Clavulansdure wurde
erfolgreich eingesetzt, um automatisierte Analysesysteme, wie Vitek® 2, Phoenix® und

Microscan® WalkAway-96 System zu entwickeln.

Vitek® 2-System: Bei dieser Methode handelt es sich um eine automatisierte Methode, die
auf der gleichzeitigen Testung von drei unterschiedlichen Antibiotika mit und ohne
Clavulansédure beruht. Die Messkarten enthalten Cefepim, Cefotaxim und Ceftazidim allein
und in Kombination mit Clavulansaure. Nach der Inokulation werden die Karten in die Vitek®
2 Maschine eingesteckt. Die Tribung wird fir jedes Antibiotikum in regelmaRigen Intervallen
gemessen. Die logarithmische Reduktion des bakteriellen Wachstumes in den wells mit
Clavulanséure wird mit denen ohne Clavulansdure verglichen. Die Ergebnisse werden dann
durch ein computerisiertes Expertensystem (Advanced Expert System) als ESBL-positiv oder
-negativ interpretiert (40).

Phoenix®-System: Hierbei handelt es sich um eine andere automatisierte Methode zur
Bestimmung der ESBL-Bildung bei Bakterien. Die Messkarten von Phoenix enthalten flinf

Wells mit unterschiedlichen Chephalosporinen mit oder ohne Clavulansaure:
e Cefpodoxim
e (Ceftazidim
e Ceftazidim mit Clavulansdure
e Cefotaxim mit Clavulanséure
e Ceftriaxon mit Clavulanséure
Die Ergebnisse werden durch das computerisierte System interpretiert (40).

MicroScan® WalkAway-96 System: Diese ist eine weitere automatisierte Methode zur
Bestimmung der Antibiotikaresitenz. Fir die Detektion der ESBL-Bildner werden im

MicroScan® WalkAway-96 System Cefpodoxim (4 pg/ml) und Ceftazidim (1 pg/ml) mit und
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ohne Clavulansdure eingesetzt. Die Messergebnisse werden durch das MicroScan LabPro

Expert System interpretiert (70).

Espinar et al. hatten 182 E. coli und K. pneumoniae-Stamme, die schon durch das Vitek® 2
System als ESBL-positiv identifiziert worden waren, durch vier weitere Methoden evaluiert:
zwei automatisierte Methoden (wie das Phoenix® System und das MicroScan® WalkAway-96
System) und zwei manuelle Methoden (wie Double-disc synergy Test und E-Test) (43). 23
der 182 ESBL-positiven Isolate waren nur beim Vitek® 2 System positiv, wahrend 27
zusatzliche Isolate mindestens in einer Methode diskrepant waren. Diese Diskrepanz variierte
zwischen 15 % und 27 %. Durch molekulare Charakterisierung hatten die Autoren gezeigt,
dass diese diskrepanten Isolate fir blatem, blasyy und blacTx-m negativ waren. Daraus folgern

die Autoren, dass das Vitek® 2 System teilweise zu falsch-positiven Resultaten fiihrt.

Bei den E-Tests war es oft notwendig, drei Cephalosporine zu testen. Daraus resultieren die
hohen Kosten der E-Tests. Die Ergebnisse des Double-disc synergy Tests waren mit 140 von
182 Isolaten zu 77 % mit den Ergebnissen des Vitek2® Systems konkordant. Zwischen dem
Double-disc synergy Test und dem MicroScan® WalkAway-96- und dem Phoenix®-System
war die Ubereinstimmung 90 % (164/182 Isolate) bzw. 92 % (167/182 Isolate) (43).

1.15.1.2.15 Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight

Massenspektrometrie fir ESBL

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight Massenspektrometrie (MALDI-
TOF MS) ist eine relativ neue Methode, die bereits in der Routinediagnostik zur
Differenzierung von Bakterien/Pilzen und der Resistenzbestimmung erfolgreich eingesetzt
wird. Das Testprinzip beruht auf der Hydrolyse der R-Laktam-Antibiotika durch die [-
Laktamasen und deren Hemmbarkeit durch R-Laktamase-Inhibitoren. Die Hydrolyse des RB-
Laktam-Rings fuhrt zu einer Verdnderung der Molekiilmasse von + 18 Da. Mit Hilfe von
MALDI-TOF MS werden die Massenpeaks von nicht hydrolysiertem Antibiotikum und vom
Degradationsprodukt analysiert (66; 125).

Oviano et al. hatten in einer Studie analysiert, ob ESBL-Bildner direkt von positiven

Blutkulturen mittels MALDI-TOF MS identifiziert werden kénnen (103). Als Substrat haben

die Autoren Cefotaxim und Ceftazidim ohne und mit Clavulansiure eingesetzt. Die

Sensitivitat und Spezifitat dieser Methode fur die Detektion der ESBL-Bildner bei positiven
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Blutkulturen betrugen 99 % bzw. 100 %.

1.15.1.2.1.6 ESBL NDP Test

Dies ist ein neues, von Nordmann et al. entwickeltes Verfahren zum Nachweis der Aktivitéat
von ESBL-Enzymen. Der Name NDP bezieht sich auf die Initialbuchstaben der Autoren
(Nordmann/Dortet/Poirel), die den Test entwickelt haben. Das Testprinzip beruht auf der
Hydrolyse des B Laktam-Rings eines Breitspektrum-Cephalosporins (Cefotaxim) durch R-
Laktamasen mit ESBL-AKktivitat. Der Nachweis der Aktivitéat erfolgt durch S&urebildung, die
wiederum durch Farbumschlag eines pH-Indikators (Phenolrot) nachgewiesen wird. Die
Reaktion wird von ESBL-Inhibitoren, wie z.B. Tazobactam, gehemmt, was als Bestatigung
flir die ESBL-Bildung dient (97). In einer Studie haben Nordmann et al. gezeigt, dass der
NDP Test mit 100 % eine exzellente Sensitivitat fur CTX-M Enzyme hatte. Fir TEM- und
SHV-ESBL-Varianten viel der Test weniger sensitiv aus (97).

1.15.1.2.2 KPC-Bestatigungstests

1.15.1.2.2.1 Modifed-Hodge-Test

Das CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) empfiehlt fir Stdmme mit verminderter
Empfindlichkeit gegenuber Carbapenem-Antibiotika, den MHT durchzufiihren (6). Bei einem
MHT wird eine Suspension von 0,5 MacFarland eines Carbapenem-empfindlichen Stammes
von E. coli ATCC® 25992™ hergestellt. Die Suspension wird dann 1:10 verdinnt und diese
auf einer Muller-Hinton-Platte ausplattiert. Ein 10 pg Meropenem- oder Ertapenem-haltigen
Testblattchen wird ins Zentrum dieser Platte platziert. Die Positiv- und Negativkontrollen
(Positivkontrolle- MHT-positiv K. pneumoniae ATCC® BAA-1705™, Negativkontrolle-
MHT-negativ K. pneumoniae ATCC® BAA-1706™), sowie die Testmikroorganismen werden
sternformig vom Antibiotikum-Testblattchen zum Plattenrand in einer geraden Linie
aufgetragen (6). Nach der Uber-Nacht-Bebriitung wird die Platte abgelesen. Ein
Carbapenemase-Bildner ist in der Lage, das Antibiotikum, das aus dem Testblattchen in das
Medium diffundiert, zu inaktivieren. Dadurch kann E. coli ATCC® 25992™ auf das
Testblattchen zuwachsen. Das spricht fiir einen positiven Test, wohingegen kein Wachstum

fur einen negativen Test spricht.
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In einer Studie haben Cury et al. zur Evaluierung des MHT 1521 Ertapenem-nicht-

empfindliche Enterobacteriazeen analysiert. Dabei hatten sie das VVorhandensein des blakpc-
Gens mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) untersucht (30).
Die Autoren haben gezeigt, dass 98 % der MHT-positiven Isolate fir ein blaxpc-Gen positiv

waren.

MHT ist zwar eine zweckmaliige Methode zur Detektion der KPC-Enzyme; allerdings kann
diese Methode nicht zwischen KPC und anderen Carbapenemasen unterscheiden. Aullerdem
ist diese Methode zeitaufwendig (mindestens 24-48 h) (98; 132). Es gibt in der Literatur
Hinweise darauf, dass CTX-M-Enzyme und AmpC-Hyperproduktion bei Enterobakeriazeen
zu einem falsch-positiven MHT-Ergebnis fiihren kénnen (98; 132).

1.15.1.2.2.2 Combined-disc Methode

Bei dieser Methode handelt es sich um ein Agardiffusionsverfahren, bei dem Imipenem- oder
Meropenem-haltige Testblattchen (jeweils 10 pg) ohne und mit KPC-Inhibitoren auf der
angeimpften Mueller-Hinton Agar Platten platziert werden. Als KPC-Inhibitoren werden die
Derivate der Borsaure, wie Aminophenylborsdure (APBA) oder Phenylborséure (PBA)
eingesetzt. Nach einer Bebriitung von 18 h bei 37°C wird die Platte abgelesen. Bei einer
VergroRerung des Hemmhofdurchmessers durch APBA oder PBA um mindestens 5 mm wird

der Test als KPC-positiv angenommen (132).

Tsakris et al. haben in einer Studie den Combined-disc-Test mit unterschiedlichen Derivaten
der Borséure (APBA und PBA) fir die Detektion KPC-bildender Enterobacteriazeen evaluiert
(132). Es wurden 112 KPC-positive- und 127 KPC-negative Isolate untersucht. Dabei wurden
Imipenem- und Meropenem-enthaltende Testblattchen ohne und mit 300 pug APBA, 600 pg
APBA und 400 ug PBA eingesetzt. Die Autoren konnten zeigen, dass fiir die Detektion der
KPC-Enzyme Meropenem unabhéngig von den jeweils verwendeten Derivaten der Borsdure
und deren Konzentration sensitiver ist als Imipenem. In dieser Studie war die Sensitivitat von
Imipenem ohne und mit 300 ug APBA, 600 ug APBA und 400 pg PBA entsprechend 64 %,
82 % und 100 %. Die Sensitivitdt von Meropenem ohne und mit 300 pug APBA, 600 pg
APBA und 400 pg PBA war entsprechend 78 %, 96 % und 100 %. Die Spezifitat dieses
Verfahrens betrug in dieser Studie sowohl mit Imipenem als auch mit Meropenem 98 %. Die
Autoren haben gezeigt, dass mittels Combined-disc-Test mit 400 ug PBA sogar die KPC-
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Bildner mit sehr niedrigen Carbapenem-MHKSs identifiziert wurden. Nach dieser Studie ist

der Combined-disc Test mit Meropenem und PBA ein zuverlassiges Verfahren fir die
Detektion der KPC-Enzyme (132).

1.15.1.2.2.3 MALDI-TOF MS fur KPC

Wie schon im Kapitel 1.13.1.2.7 erwéhnt, kann die MALDI-TOF MS Technologie erfolgreich
in der Routinediagnostik eingesetzt werden, um die [-Laktamase-Aktivitat bei Bakterien
nachzuweisen. In einer Studie haben Johansson et al. die MALDI-TOF MS fir die Detektion
der KPC-Enzyme und deren Differenzierung von Metallo-R3-Laktamasen (NDM und VIM) in
K. pneumoniae-lsolaten evaluiert (72). Als Substrat flir den Nachweis der Carbapenemase-
Aktivitat verwendeten sie Ertapenem und die hydrolytische Aktivitat der KPC-Enzyme wurde
durch APBA gehemmt. Die Autoren haben gezeigt, dass MALDI-TOF MS eine effektive und
schnelle (45-150 min, einschlieBlich der Vorbereitungsschritte, der Inkubation und der
MALDI-TOF Analyse) Technologie fir die Verifizierung der Carbapenemase-Bildung und

flr die Differenzierung der KPC-Enzyme von anderen Carbapenemasen ist.

1.15.2 Genotypische Methoden

Genotypische Methoden ermdglichen die Identifizierung verschiedener B-Laktamasen und die
Bestimmung des prazisen Genotyps der einzelnen Enzyme. Mit Hilfe von molekularen
Techniken kdnnen auch die ,,Jlow level* exprimierten Resistenz-Gene nachgewiesen werden.
Die PCR-Amplifikation und Sequenzierung der bla-Gene bleiben der Gold-Standard fir die
Identifizierung der bla-Gene (4; 31; 54). In der Literatur finden sich unterschiedlich gut
etablierte PCRs fur den Nachweis der ESBL- und KPC-Enzyme. Universale Primer erfassen
nahezu alle Genvarianten der ESBL- und KPC-Enzyme (75; 112; 115; 146).
Gesamtgenomsequenzierungen sind derzeit nur bei den epidemiologischen Fragestellungen

relevant.

Die in der klinischen Diagnostik verfugbare molekulare Methoden zum Nachweis von ESBL-
und KPC-Bildnern beruhen weitgehend auf der DNA-Amplifikation und nachfolgender
Detektion der Amplifikate durch DNA-Microarray (Check-Points Assays-Check-Points
Health, Wageningen, Niederlande und ldentibac AMR-ve Assays,-Alere GmbH, Kaoln,

35



Einleitung
Deutschland) oder durch ELISA (Hyplex Assays, Amplex Diagnostics GmbH, Gars-Bahnhof,

Germany) (54).

Die Check-Points Assays beruhen auf der Ligation-vermittelten Kettenreaktion und auf
Hybridisierung des amplifizierten Produktes mit Oligonukleotidsonden mittels Microarray.
Diese werden dann vom Check-Points Tube Reader gescannt und von der zugehdérigen
Software interpretiert (42; 54). Diese Assays sind in verschiedenen Kombinationen zur
Identifizierung von ESBLs erhéltlich. Sie decken 95 % TEM-ESBLs, 77 % SHV-ESBLs, und
100 % CTX-M-Enzyme ab, die in der Lahey Datenbank beschrieben sind. ,,Minor ESBLs**
wie blaygs, blapgr und blages sind nicht im Microarray enthalten und kénnen nicht detektiert
werden. Der Check-ESBL-Assay ermdglicht die Differenzierung der Schmalspektrum TEM-
und SHV-R-Laktamasen von ESBL-Varianten und die Einteilung der CTX-M-Enzyme in die
phylogenetischen Gruppen 1, 2, 9 und 8/25 (54).
Obwohl der Check-KPC ESBL Microarray das gleiche Detektionsprofil hat wie der Check-
ESBL, es konnen jedoch mit Hilfe von Check-KPC-ESBL zusatzlich zu den ESBL-Genen
noch blakpc-Gene detektiert werden. Laut Studienangaben hat der Check-KPC ESBL
Microarray eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir die Detektion der ESBL- und blakpc-
Gene (95-100 % und 99-100 %) (24; 54).

Der Identibac AMR-ve Assay basiert auf der linearen Multiplexen-PCR-Amplifikation und
Hybridisierung der Biotin-markierten Amplifikate mit den entsprechenden Sonden im
Microarray. Das hybridisierte PCR-Produkt wird mittels Streptavidin-Horseradish Peroxidase
(HRP)-Konjugat kolorimetrisch detektiert (54). Laut Studienangaben von Gazin et al. hat
dieser Assay eine Sensitivitdt von 93 % flr die Detektion der ESBLs. In der gleichen Studie
konnten die ESBL-Genotypen richtig zu den ESBL-Varianten von blatgm (96 %), blashy (29
%) und blactx-m (61 %) zugeordnet werden (54).

Die Hyplex Assays (Hyplex ESBL ID, Hyplex SuperBug ID) beruhen auf der Multiplexen-
PCR-Amplifikation und der Hybridisierung der Amplifikate mit Oligonukleotidsonden, die
auf ELISA-Mikrotiterplatten immobilisiert sind. Die hybridisierten Komplexe werden mit
Hilfe eines HRP-konjugierten Antikdrpers visualisiert (54). In einer Studie haben Kaase et al.
den Hyplex SuperBug ID evaluiert, wobei 132 Carbapenemase-bildende Enterobakteriazeen
(darunter auch KPC-Bildner) untersucht wurden. Die Ergebnisse stimmten in 96,7 % der Falle

mit den Ergebnissen der PCR und Sequenzierung tberein (74).
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Die PCR-Microarray-basierten Techniken bendtigen jedoch bakterielle-DNA als Template,

und sind somit auf kultur-basierte Methoden angewiesen. Die molekularen Methoden bleiben

flr die Routinediagnostik teuer und zeitaufwendig (54; 97).

1.16 Capture Compound Mass Spectrometry (CCMS)

Proteine erfullen zahlreiche Funktionen und spielen dabei eine zentrale Rolle in fast allen
Prozessen in einer lebenden Zelle (68). Es gibt unterschiedliche Isolierungs- und
Analysemethoden; die Isolierung und Analyse von Proteinen aus Proteinmischungen sind in
der chemischen Proteomik sehr wichtige Fragestellungen. Capture Compound Mass
Spectrometry (CCMS) ist eine neue innovative Technologie entwickelt von der Fa.
caprotec™ bioanalytics GmbH. Diese Methode ermdglicht die selektive und funktionelle
Isolierung der Zielproteine durch kleine multifunktionelle Molekule, den Capture Compounds
(Fénger-Konstrukt) (41; 81). Capture Compounds sind kleine trifunktionelle Molekile
bestehend aus Selektivitatsfunktion (variabel, kann praktisch jedes beliebige biologisch aktive
Kleinmolekil sein, z.B. Substrat (Analogon), Inhibitor, Medikament), Reaktivitatsfunktion
(z.B. photo-reaktive aromatische Azide oder Diazirine) und Sortierfunktion (z.B. Biotin). Die
Selektivitatsfunktion vermittelt eine reversible Affinitatsinteraktion zwischen Capture
Compound und Zielproteinen. Anschliefend bildet die Reaktivitatsfunktion nach
Photoaktivierung eine kovalente Bindung mit den interagierenden Proteinen aus und die
Sortierfunktion ermdglicht die Isolierung des Capture Compound — Protein — Konjugats aus
der Mischung (41; 81).

Auch praktisch erfolgt die selektive Isolierung der Zielproteine durch drei Schritte. Im ersten
Schritt wird das Capture Compound mit der biologischen Probe inkubiert. In dieser Phase
bindet das Capture Compound durch die Selektivitatsfunktion reversibel an die Zielproteine.
Im zweiten Schritt bildet die Reaktivitatsfunktion eine kovalente, irreversible Bindung mit
den im ersten Schritt reversibel gebundenen Zielproteinen via UV-Bestrahlung in der
caproBox™ aus. Im dritten Schritt ermdéglicht die Sortierfunktion die Isolierung der Capture
Compound — Zielprotein — Konjugate durch sehr starke Interaktion mit einer entsprechend
modifizierten festen Phase (z.B. Streptavidin-beschichtete magnetische Partikel fur Biotin als
Sortierfunktion). Nach dem Waschen der festen Phase kdnnen die isolierten Proteine durch

gangige biochemische Methoden analysiert werden (SDS-PAGE, Western Blot, etc.). Eine
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umfassende Analyse des isolierten Sub-Proteoms gelingt durch Massenspektrometrie nach

tryptischem Verdau und flussigkeitschromatographischer Auftrennung der resultierenden
Peptide (41; 81).

Vorteile von CCMS: Fiur die CCMS Technologie koénnen Proteinproben aus
unterschiedlichen Materialien eingesetzt werden (z.B. Zellkultur, Bakterien, Pflanzen, oder
Gewebe). Da der Assay nicht auf der Umwandlung des Substrates basiert, missen die
Zielmolekdile nicht unbedingt aktive Enzyme sein (41).

Die CCMS Technologie ergénzt und verbessert andere traditionelle Anreicherungs-Methoden
wie Affinitats-Anreicherung durch die kovalente Bindung zwischen Capture Compound und

Zielproteinen in der Photo-Crosslinking Reaktion (41).

Der Selektivitat des Capture-Prozesses kann durch die Zugabe des Competitors (das freie

Molekil der Selektivitatsfunktion) auf Spezifitat kontrolliert werden (41).

Durch Photo-Crosslinking hat man die Maoglichkeit auch Proteine mit relativ geringer
Affinitat, sowie niedrig abundante Proteine aus komplexen Molekilgemischen zu isolieren
bzw. anzureichern und weiter zu untersuchen. Der Nachteil der Reaktivitatsfunktion ist, dass
durch UV-Bestrahlung Proteine unspezifisch mit dem Capture Compound gekoppelt werden
konnen; aber dieser Nachteil wird meist von dem Nutzten der Reaktivitatsfunktion tibertroffen
(86).

Da das reversible dynamische Gleichgewicht zwischen Selektivitatsfunktion und
Zielproteinen im UV-Crosslinking-Schritt ,,eingefroren /fixiert/ irreversibel stabilisiert wird,
kann man Informationen ber die Ky.Werte zwischen Ligand und mit ihm wechselwirkende

Proteine erlangen (34).

Durch CCMS kdnnen z.B. mit einem Medikament interagierende Proteine direkt aus einer
biologischen Probe identifiziert werden und dadurch kdnnen unvoreingenommene
Schlussfolgerungen gezogen werden, welche molekulare Signalwege von dem Medikament

beeinflusst werden kdnnen (47).

Die Vorteile der CCMS Methode geben Anlass diese Technologie in der medizinischen
Mikrobiologie zu verwenden. Weil als Selektivitatsfunktion fast jedes beliebige Kleinmolekiil
in der Struktur des Capture Compounds eingebaut werden kann, ist es maglich,

unterschiedliche Konstrukte zu entwerfen und mit diesen unterschiedliche Zielproteine aus
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bakteriellen Zellen zu adressieren. Diese Vorteile machen die Methode interessant im

Vergleich zu den o.g. etablierten Methoden, die alle Kultur-basiert sind.

Eine Modoglichkeit fur eine relevante Verwendung der CCMS Technologie in der
medizinischen Mikrobiologie, ist die Methode fir die Untersuchung molekularer
Resistenzmechanismen in Routinediagnostik und Grundlagenforschung einzusetzten. So kann
ein Capture Compound konstruiert werden, bei dem als Selektivitatsfunktion ein Molekdl
eines [-Laktam-Antibiotikums mit hoher Affinitdt zu [-Laktamasen und Penicillin-
bindenden-Proteine eingebaut ist. Da R-Laktamasen aus gramnegativen Organismen
gewohnlich sekretiert (ausgeschleust) werden — besonders wenn Antibiotika in der Umgebung
anwesend sind (96) — konnte man mit solch einem Konstrukt im Prinzip Resistenzenzyme
direkt aus biologischem Material, z.B. aus Blut oder Stuhl, isolieren und mittels

Massenspektrometrie charakterisieren.
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2. Fragestellung

Die Entwicklung neuer, préziser und schneller Nachweismethoden zur Detektion von ESBL-
Bildnern ist eine wichtige VVoraussetzung fur die Bekampfung der sich rasch ausbreitenden
ESBL-Genotypen (43). Die konventionellen phanotypischen Methoden zum Nachweis der
ESBLs (wie E-Test oder Combined-disc-Test) sind zeitaufwendig, sie brauchen meist eine
Ubernacht-Inkubation. Die bestehenden genotypischen Methoden, wie Microarrays, sind
praziser; aber dennoch bendtigen sie mindestens 7 Stunden und sind relativ teuer (142).

Ziel dieser Arbeit war die Erprobung der CCMS Technologie fiir die Anreicherung/Isolierung
und Charakterisierung von ESBL- und KPC-Enzymen mit der Perspektive, auf dieser Basis
einen schnellen und preisglnstigen Nachweis dieser Enzyme direkt aus klinischem Material
zu etablieren. Die Arbeit wurde in Kooperation mit Fa. caprotec bioanalytics GmbH
durchgefiihrt, dem Halter des Patentes dieser Technologie. Zu diesem Zweck wurde bei Fa.
caprotec bioanalytics GmbH ein neues Fanger-Konstrukt (Capture Compound) fir [-
Laktamasen konstruiert und synthetisiert. In diesem Konstrukt wurde Meropenem als
Bindungspartner fur R-Laktamasen eingebaut. Die Bindung des neu synthetisierten
Konstruktes — Mero-CC — an die B-Laktamasen wurde erst mit gereinigten, rekombinanten -
Laktamasen untersucht. Danach wurde das Konstrukt mit den Zelllysaten klinischer Isolate
analysiert. Daftr wurden 175 ESBL-bildende Enterobakteriazeen Isolate von den Kklinischen
Standorten der Charité-Universitdtsmedizin Berlin asserviert. Mittels PCR wurden die ESBL-
Genotypen identifiziert.

Nach den Capture Experimenten wurden die Capture Compound — Zielprotein — Konjugate
zunachst durch SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
aufgetrennt und anschlieRend mittels Massenspektrometrie (MS) charakterisiert. Zwei Isolate
wurden zur Verifizierung phanotypischer Methoden mittels Gesamtgenomsequenzierung
(GNS) auf das Vorhandensein von bla-Genen untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Fur diese Arbeit wurden 175 ESBL-bildende Enterobakteriazeen (118 E. coli-, 49 K.
pneumoniae-, 5 Isolate K.oxytoca- und 3 P. mirabilis-Isolate) aus Routine-Kulturen im
Zeitraum von September 2011 bis Januar 2012 in der Labor Berlin Charité Vivantes GmbH
konsekutiv gesammelt. Die Isolate wurden meist aus klinischen Proben wie Urin, Wunden,
Sekreten, Blutkulturen und Punktaten gewonnen. Die Speziesidentifizierung und die
Untersuchung auf der ESBL-Bildung wurden unter der Leitung von Privatdozent T. Adam
durchgefiihrt. Sie wurden wahrend der gesamten Arbeit im CryoBank-System™ bei -80°C
gelagert. Fir die An- und Weiterziichtung der Bakterien wurden Columbia Schafblut Agar
und chromID ESBL Platten benutzt.

Tabelle 1: ESBL-positive Enterobakteriazeen, die aus der Routinediagnostik fur diese Arbeit
gesammelt wurden

Spezies: Anzahl der Stdmme:
Escherichia coli 118

Klebsiella pneumoniae 49

Klebsiella oxytoca 5

Proteus mirabilis 3

Summe: 175

3.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Puffer
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Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Substanz Hersteller

Acetonitril Sigma-Aldrich, Steinheim
Agarose Roth, Karlsruhe
Ammonium Bicarbonat Sigma-Aldrich, Steinheim (>99 %)
Ampicillin Sigma-Aldrich, Steinheim
Ampicillin Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim
Avibactam Hozeldiagnostika, Koln
Borsaure Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe
Cefotaxim Natriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim
Chloroform Sigma-Aldrich, Steinheim
Clavulanate Kalium Sigma-Aldrich, Steinheim
Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Dithiothreitol Roth, Karlsruhe

DMSO Merck, Darmstadt
Doripenem Hozeldiagnostika, Koln
Formamid Roth, Karlsruhe

Glycin Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim
Invanz-Ertapenem Heppenheim
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

KoAc Sigma-Aldrich, Steinheim
Magermilch Pulver Kaufland, Berlin
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
Mg(OACc), Sigma-Aldrich, Steinheim
Mercaptoetanol Roth, Karlsruhe
Meropenem Sigma-Aldrich, Steinheim
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Methanol

Midori Green
Natriumchlorid
Natriumphosphat
Nitrocefin
Pepton

Phenol rot

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Phosphorséaure
Ponceau-S Solution
RIPA-Puffer
Salzsdure

SDS

Tazobactam Natriumsalz
Trichloressigsaure
Tris-HCI

Tris-base

Triton X-100
Trypsin

Tween-20

Xylencyanol FF

Material und Methoden

Sigma-Aldrich, Steinheim

Biozym, Hessisch Oldendorf

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Pasching
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

3.1.3 Puffer und selbst gegossene Medien

Tabelle 3: Puffer und selbst gegossene Medien

Puffers und selbst gegossene Medien Herstellung

Assay-Puffer, pH 7,0 0,788 g Tris-HCI, 0,5 ml 1M MgCl,, 0,008g
Dithiothreitol (DTT), Aqua dest. auf 500ml
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Capture-Puffer

DNA-Ladepuffer (2x)

Elektroblot-Transferpuffer (10x)

Elektroblot-Transferpuffer (1x)

Phosphat-Puffer pH 7,0 (1M)

SDS-Laufpuffer (10x)

SDS-Probenpuffer, pH 6,8 (4x)

TB-Medium

TBE-Puffer, pH 8,0 (10x)

TBS, pH 7,5 (10x)

TBS-T

Waschpuffer 1 (5x)

Material und Methoden

20 mM HEPES, 50 mM KOAc, 10 mM
Mg(OAc),, 10% Glycerin, 0.2% (w/v) Triton X-
100, pH 7.5

9,5 ml Formamid, 0,4 ml 500 mM EDTA, 5 mg
Bromphenolblau, 5 mg Xylencyanol FF, 0,1 ml
Agua bidest.

58 g Tris-base, 29 g Glycin, 3,7 g SDS, Aqua
dest. auf 1000 ml

100 ml 10x Elektroblot-Transfer Puffer, 200 ml
methanol, Aqua dsest. auf 1000 ml

61,5 ml 1 M Dikaliumhydrogenphosphat, 38,5
ml 1 M Kaliumdihydrogenphosphat

30,2 g Tris-base, 144 g Glycin, 10g SDS, Aqua
dest. auf 1000 ml

200 mM Tris-HCI, 10 % SDS, 40 % Glycerol,
1,3 mM R-Mercaptoetanol, 0,2 %
Bromphenolblau

12 g Triptone/Peptone, 24 g Hefeextrakt, 4 ml
Glycerol, Aqua dest. auf 900 ml, 100 ml
Phoshphat Puffer, 0,1 mg/ml Ampicillin

108 g Tris-base, 55 g Borséure, 6,42 g EDTA,
Agqua dest. auf 1000 ml

60,57 g Tris-base, 87,66 g NaCl, HCI fir pH-
Einstellung, Aqua dest. auf 1000 ml

100 ml 10x TBS, 1 ml Tween-20, Aqua dest. auf
1000 ml

250 mM Tris, 5 mM EDTA, 5 M NaCl

3.1.4 Kommerzielle Kits

Tabelle 4: Kommerzielle Kits

Kitbezeichnung

Hersteller

Dream Taq™ PCR Master Mix (2X)

Fermentas/Thermo Scientific, Schwerte
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Proteo Plus Silver Stain Kit Sigma-Aldrich, Steinheim
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
Zyppy ™ Plasmid Miniprep Kit Zymo Research, Freiburg

3.1.5 Primersequenzen

Tabelle 5: Primersequenzen

Zielgen  Primer Sequenz 5'— 3’ Orientireung  AmplikongroRe

blarey TEMunivF ATGAGTATTCAACAT TTC CG sense 851 bp
TEMunivR TTAATCAGTGAGGCACCTAT antisense

blasny SHVMP-1F TTCGCCTGTGTATTATCTCC sense 750 bp
SHVMP-1 TCCGCTCTGCTTTGTTATTC antisense
R

blacrym CTXM1-F3 GACGATGTCACTGGCTGAGC sense 499 bp

Gruppe 1 cTxM1-R2 AGCCGCCGACGCTAATACA antisense

blacry TOHO1-2F GCGACCTGGTTAACTACAATCC sense 351 bp
Gruppe 2 1oHO1-1R  CGGTAGTATTGCCCTTAAGCC  antisense

blacrxy  CTXM825F CGCTTTGCCATGTGCAGCACC  sense 307 bp
g/rzlgppe” CTXM825R GCTCAGTACGATCGAGCC antisense
blacrm  CTXMO14F  GCTGGAGAAAAGCAGCGGAG  sense 474 bp

Gruppe 9 cTxM914R GTAAGCTGACGCAACGTCTG  antisense

Alle Primer wurden von der Firma TIB Molbiol Berlin mit der hodchsten Reinheitsstufe
hergestellt.

3.1.6 Protein- und DNA-L&ngenmarker, Enzyme

Tabelle 6: Protein- und DNA-L&ngenmarker, Enzyme

Produktbezeichnung Hersteller
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Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas, St Leon-Rot

Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (0,5ug/ul) Fermentas, St Leon-Rot

LacBuster- rekombinante 3-Laktamase Eucodis Bioscience, Wien

LACTB (-Laktamas, EC 3.5.2.6) Prospec-Tany TechnoGene Ltd., Israel
Penase- rekombinante R-Laktamase Eucodis Bioscience, Wien

Protein Marker Page Ruler Plus Thermo Scientific, Schwerte

3.1.7 Antikorper

Tabelle 7: Antikdrper

Antikdrper Verdinnung Hersteller
anti-Maus Antikdrper (HRP) 1:1000 Thermo Scientific, Schwerte
anti-TEM-1 R-Laktamase Antikorper  1: 100 Thermo Scientific, Schwerte

3.1.8 Nahrmedien und Seren

Tabelle 8: Ndhrmedien, Seren und Zusatze

N&hrmedien/Seren/Zusétze Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim
ChromID ESBL Agar bioMérieux, Nurtingen
Columbia Schafblut Agar Oxoid, Wesel

Cryobank Mast, Amiens

3.1.9 Gerate und Plastikwaren
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Tabelle 9: Geréte und Plastikwaren

Gerat/ Plastikware

Hersteller

200 pl PCR-Reaktionsgefale

Amicon Ultra-0,5 Zentrifugalfilter (Ultracel-10)

Brutschrank

caproBox™

caproMag™

Einmal Kivetten 1,5 ml

Eppendorf 5415 C Mikrozentrifuge
Eppendorf 5418 R Mikrozentrifuge
Feinwaage

G Box F3

Gefrierschrank -80 (New Brunswick)
Gefrierschrank -20

Heraeus Megafuge 1.0 R Zentrifugen
Horizontale Gelelektrophoresekammer
Impfose

Kuhl-Zentrifuge Hettich Universal 320 R
Mikrotiterplatte

Mini-Zentrifuge

MS 3 basic Schuttler

Multisteppipette

Petrischalen

Thermo Scientific, Schwerte

Millipore, Darmstsdt
Heraeus Instruments, Hanau
caprotec bioanalytics, Berlin
caprotec bioanalytics, Berlin
Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Syngene, Cambridge
Eppendorf, Hamburg
Liebherr, Rostock

Thermo Scientific, Schwerte
PegLab, Erlangen

Copan, Brescia

Hettich, Tuttlingen
Greiner-Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

IKAWerke, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Petrischalen
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Pipetten (serol.) 5, 10, 25 ml

Pipetten versch. GréRen
Pipettenspitzen versch. Grofen
Pipettierhilfe

Plattenleser

Reaktionsgefalie 2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml
Rohrchen 15/ 50 ml
Sicherheitswerkbank

SMART CARRIER STATION (SCS)
Spectronic 20+

T3 Thermocycler

Thermomixer 5436
Ultraschallbehandlungsgerét, Sonifer 250
Vitek®-DensiCheck

Vitek® 2 Gerét

Western-Blot Kammer

xcell sureLock™ Mini-Cell

Elektrophoresekammer

BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Tecan, Mannedorf

Sarstedt, Nimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
Millipore, Darmstsdt
bio-Mérieux, Nirtingen
Milton Roy, Ivyland PA
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Branson, Danbury
bio-Mérieux, Nurtingen

bio-Mérieux, Nirtingen

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Invitrogen, Karlsruhe

3.1.10 Sonstiges

Tabelle 10: Sonstiges

Material

Hersteller

0,45 % Natriumchlorid (NaCl)

Bakterinelysat

bio-Mérieux, Nirtingen

Im-Hause hergestellt
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Mero-CC Capture Compound caprotec bioanalytics, Berlin
Dynabeads®MyOne™ StreptavidinC1 Life Technologies, Darmstadt
Glaswaren Schott Duran, Wertheim/Simax, Selb
IRDye-800CW-Streptavidin LI-COR Bioscienses, Lincoln Nebraska
Nitrocellulose-Membran Protran® Roth, Karlsruhe

Pehanon pH-Streifen Macherey-Nagel, Diren

Pro-Gele Tris-Glycin 4-20 %, 1 mm, 15 Bahnen  Anamed, Berlin

Vitek®-Identifikationskarte GN bio-Mérieux, Nurtingen
Vitek®-Resistenzkarte AST-116 Bio-Mérieux, Nirtingen
Vitek®-Resistenzkarte AST-248 bio-Mérieux, Nurtingen
Zirkonium Beads Roth, Karlsruhe

3.2 Methoden

3.2.1 Keimidentifikation und Bestimmung des Resistenzphanotyps mit Vitek® 2 und

Mikrobouillondilution

3.2.1.1 Keimidentifikation und Resistenztestung mit Vitek® 2

Es handelt sich um eine automatische Identifizierung und Resistenzbestimmung von
schnellwachsenden grampositiven und gramnegativen Bakterien. Die
Identifizierungsergebnisse der Analyse von biochemischen Reaktionen der getesteten Spezies
liegen mit dem Vitek® 2-Gerat bei Bakterien bereits in 4 bis 8 Stunden vor. Die
Resistenztestungsergebnisse sind zu iiber 80 % nach 6 bis 10 Stunden verfiigbar. Das Vitek®
2-Gerdt kombiniert die Arbeitsgdnge Probenvorbereitung, Testkartenbeimpfung sowie

Inkubation und Lesen der Testkarten.
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3.2.1.1.1 Das Testprinzip der Keimidentifikation mit Vitek® 2

Die Identifizierungskarte fur gramnegative Bakterien (ID-GN) des Vitek® 2-Systems
identifiziert klinisch relevante Glukose-fermentierende gramnegative Bakterien und
Nonfermenter. ID-GN basiert auf etablierten biochemischen Testmethoden. Die Karte enthéalt
41 biochemische Tests, Kohlenhydrat-Tests und Decarboxylase-Tests. Die Ergebnisse
erscheinen in Form von ,,+, ,.- oder ,,?. Ein ,,?* bedeutet, dass Testreaktionen so nahe am
Schwellenwert liegen, dass sie nicht eindeutig als positiv oder negativ bewertet werden
kdénnen. Wenn ein Identifizierungsmuster einer Spezies nicht eindeutig zugeordnet werden
kann, wird eine Liste mit anderen in Frage kommenden Spezies angegeben, oder es erscheint
die Anmerkung, dass der Stamm nicht innerhalb der vorhandenen Datenbank identifizierbar
ist. Weiterhin werden Vorschlége fiir Zusatztests gemacht, die durchgefiihrt werden kdnnen
(z. B. der Oxidase-Test, Indol- u. Pigmentbildung u.a.). Reichen diese Tests nicht aus, um die
Identifizierung abzuschlieBen, missen zusatzlich konventionelle Identifizierungstests
durchgefithrt werden. Am Ende des Identifizierungsprozesses vergibt Vitek®2 eine
Zuverlassigkeitsbeurteilung. Ein Identifizierungsergebnis wird akzeptiert, wenn die
Zuverldssigkeitsbeurteilung ,,Akzeptabel®, “Gut®, ,,Sehr gut™ oder ,,Exzellent” lautet, der T-
Index-Koeffizient einen Wert von 0.25 bis 1 hat. Ein Identifizierungsergebnis wird nicht
akzeptiert, wenn die Zuverlassigkeitsbeurteilung ,,Geringe Selektivitit®, , Identifizierung nicht
schliissig® oder ,Nichtidentifizierter Keim® ergibt und ein T-Index-Koeffizient < 0,25

vorhanden ist.

3.2.1.1.2 Das Testprinzip der Resistenzbestimmung mit Vitek® 2

Die Resistenzbestimmung (AST- Antimicrobial Susceptibility Testing) wird im Vitek® 2-
System als automatische, Kinetische Resistenzbestimmung von klinisch bedeutsamen aeroben
gramnegativen Bakterien sowie Staphylococcus spp. Enterococcus spp. und Streptococcus
pneumoniae durchgefiihrt. Jede Vitek® 2 AST-Karte enthlt ein lyophilisiertes Kulturmedium
sowie ausgewahlte Antibiotika in mindestens drei Konzentrationen. Jede Vitek® 2 AST-Karte
enthélt 64 Mikrondpfchen und eine Wachstumskontrolle, die nur Kulturmedium enthélt. Das
zu testende Isolat muss in einer 0,45 %-igen NaCl-Ldsung verdinnt werden, ehe es zum
Rehydrieren des in der Karte enthaltenen Antibiotikums verwendet werden kann. Die Karte

wird dann automatisch gefillt, versiegelt und in das Vitek® 2-Inkubator-Karussell
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transportiert. Das Vitek® 2-Gerat misst das Wachstum in den einzelnen Napfchen der Karte

uber einen definierten Zeitraum. Es findet eine Transmissionsmessung bei 660 nm statt,
insgesamt  3x16 Messungen pro  Néapfchen. Der Transmissionswert in den
Antibiotikumndpfchen wird mit der jeweiligen Wachstumskontrolle verglichen. Die
Wachstumsrate wird alle 15 Minuten Kkinetisch analysiert. Am Ende des Inkubationszyklus
werden die Rohdaten mit Hilfe eines spezifischen Algorithmus als MHK-Werte fur alle in der
Vitek® 2 AST-Karte enthaltenen Antibiotika angegeben.

3.2.1.1.3 Die Durchfiihrung der Methode

Fur das Inokulum durfen nur Bakterien aus einer Reinkultur getestet werden, die nicht langer
als 24 Stunden auf geeigneten Testmedien (Columbia-Schafblut-Agar, MacConkey Agar)
angezichtet wurden. Mit einem sterilen Wattetupfer werden die Bakterienkolonien vom
Testmedium abgenommen und in die 0,45 %-ige NaCl-Losung eingerieben. Mit Hilfe einer
Trilbungsmessung mit dem Vitek® 2-DensiCheck wird eine Trilbung entsprechend 0,5 bis
0,63 McFarland eingestellt. Das Testrohrchen mit der Bakteriensuspension wird auf einen
Vitek® 2-Carrier gestellt und dieser auf die Smart Carrier Station (SCS). Der Memory Chip
im Carrier dient dem Speichern von Daten und dem Ubertragen dieser Daten von der SCS
zum Vitek® 2-Gerét. An der Lade- und Entladeeinheit fiir Carrier wird das Vitek® 2-Gerat mit
Carrier beladen. Im Vitek® 2-Gerat befinden sich 4 Transportschlitten, die dem Transport
eines Carriers von einer Verarbeitungseinheit zur nachsten dienen. Nach dem Beladen eines
Transportschlittens mit einem Carrier wird dieser mit Hilfe des Transportsystems zur
Barcode-Leseeinheit befordert. Hier werden die Daten gelesen, die in den Barcodes auf den
Vitek® 2-Testkarten verschliisselt sind. In der Vitek® 2-Dispenser-/Pipettiereinheit wird die
Bakteriensuspension fir AST-Karten automatisch vorbereitet. Das Vitek® 2-Gerat stellt
sicher, dass zusammengehorige ID- und AST-Karten aus derselben Bakteriensuspension
beimpft werden und ermdglicht damit eine wesentliche Zeitersparnis.

Wenn ein Transportschlitten mit einem Carrier die Filleinheit erreicht, wird die Oberseite der
Vakuumkammer auf den Transportschlitten abgesenkt. Die Pumpe erzeugt in der Kammer ein
Vakuum. Der entstehende Unterdruck lasst die Luft in den Testkarten (ber das
Transferrohrchen durch die Suspension entweichen. Nach kurzer Zeit wird langsam wieder

Luft eingelassen. Durch den zunehmenden Luftdruck in der Kammer wird die Suspension in
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den einzelnen Testréhrchen durch das Transferrohrchen gedriickt und in die Kanale und

Kavitdten der Testkarte hineingepresst. Die Versiegelungseinheit schliel3t die Arbeitsschritte
im Vitek® 2-Gerét schlieBlich ab, die zum Vorbereiten der Testkarten fiir das Inkubieren und
Lesen dienen. Wahrend der Transportschlitten und der Carrier durch diese Einheit
transportiert werden, kommt ein erhitzter Draht mit jedem der Transferréhrchen in Kontakt.
Das Kunststoffrohrchen schmilzt, wodurch der gréRte Teil des Rohrchens von der Testkarte
abgetrennt wird und in das Rohrchen fallt. Der in der Testkarte verbleibende Rest wird mit
dem geschmolzenen Kunststoff versiegelt und die Karte dadurch verschlossen. Sobald die

Testkarten versiegelt sind, kénnen sie inkubiert und gelesen werden.

Das MHK-Ergebnis muss mit einer Identifizierung verknlpft werden, um die Kategorie-
Interpretation zu erhalten. Ausgehend von der MHK wird auf der Basis der DIN-Grenzwerte
(entsprechend der Interpretationstabelle fiir Deutschland ,,GER 1¢) die Interpretation sensibel,
intermediar, resistent (S, I, R) vorgenommen. Befindet sich eine Spezies nicht in der Vitek®
2-Datenbank, werden keine Ergebnisse freigegeben. Mit dem Advanced Expert System (AES)
ist im Vitek® 2-System ein Softwareprogramm enthalten, das automatisch die Testergebnisse
auf Richtigkeit, Plausibilitdt und Konsistenz tberpruft, indem es sie mit einer umfangreichen,
auf den neuesten wissenschaftlichen Stand befindlichen Datenbibliothek vergleicht. Die
Validierung durch das AES erfolgt in verschiedenen Stufen. Die ID und MHK-Werte werden
nach S, I, R-Kriterien interpretiert. Diese Ergebnisse werden zum AES-Server gesendet, wo

als:
e Stufe 1 die biologische Validierung von ID und MHK erfolgt.
o Stufe 2 eventuell eine Korrektur der S, I, R-Kategorien vorgenommen wird.
e Stufe 3 das Ergebnis durch Kommentare erganzt wird.

Das Testkartentransportsystem befordert den Transportschlitten mit dem Carrier in die
Position fur den Auto-Lader-Mechanismus, mit dem jede Testkarte in eine Position in das

Karussell eingesetzt wird. Dort bleibt die Testkarte wahrend des gesamten Inkubationszyklus.

Die Transmissionsoptik misst das Bakterienwachstum direkt anhand von sichtbarem Licht.
Dieses Optiksystem misst zuerst das Licht, das durch eine Kavitat dringt, bevor ein
signifikantes Wachstum eingesetzt hat. Die nachfolgenden Messungen folgen im 15
mindtigen Abstand. Registriert wird die infolge der Tribung abnehmende Lichtmenge. Das

Optik-System arbeitet mit lichtemittierenden Dioden (LEDs), die Licht der geeigneten
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Wellenldnge erzeugen, sowie mit Silizium-Photozellendetektoren, die das Licht einfangen.

Das System kalibriert sich selbst.

Mit Hilfe der Kartenentladefunktion werden die Testkarten nach der Messung kontinuierlich

aus dem Karussell entfernt und in einem Abwurfbehalter gesammelt.

Der Abwurfbehélter kann bis zu 60 Testkarten aufnehmen. Das Gerat zdhlt die Testkarten im
Behalter und zeigt mit einer Meldung auf dem Bildschirm an, wenn der Behalter voll ist. Ein

Sensor registriert die Leerung des Behélters.

Fiir die Resistenzbestimmung wurde die Vitek®-Resistenzkarte AST-N116 benutzt. Die in der
Vitek®-Resistenzkarte AST-N116 enthaltenen Antibiotika ist in Tabelle 11 aufgelistet. Bei
Resistenz gegenliber mindestens ein von drei Cephalosporinen (Cefpodoxin, Ceftazidim,

Caefotaxim) erfolgte eine Bestatigungstest mit Mikrobouillondilution.

Tabelle 11: Auflistung der in Vitek®-Resistenzkarte AST-N116 enthaltenen Antibiotika

Antibiotika Antibiotika
Ampicillin Ceftazidim
Ampicillin/Sulbactam Cefepim
Piperacillin Imipenem
Piperacillin/Tazobactam Meropenem
Cefazolin Gentamicin
Cefuroxim Tobramycin
Cefuroxim Axetil Ciprofloxacin
Cefoxitin Levofloxacin
Cefpodoxim Tigecycline
Cefotaxim Trimethoprim /Sulfamethoxazol
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3.2.1.2 Mikrobouillondilution

Der Mikrobouillondilutionstest ist eine standardisierte quantitative Resistenztestung zur
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK). Die MHK (in mg/l) des zu
testenden Erregers (standardisiertes Inokulum) wird in einer Bouillonverdiinnungsreihe
(Faktor 2) des zu testenden Antibiotikums bestimmt. Die MHK ist die kleinste Konzentration
des Antibiotikums, bei der kein sichtbares Wachstum (keine Tribung der Bouillon) zu
verzeichnen ist. Es handelt sich um eine Endpunktablesung, wobei eine Differenz von +/-
einer Verdinnungsstufe in der Streubreite der Methode liegt.

Mehrere Kolonien einer 18-24 Stunden alten Reinkultur (E. coli ESBL-positiv EARSS1528
und E. coli 25922 ATCC wurden als Positiv- bzw. Negativkontrolle verwendet) wurden mit
einem sterilen Glasstab entnommen und in 5 ml einer 0,85 %-igen NaCl-L6sung suspendiert.
AnschlieBend wurde diese Losung auf McFarland-Tribung 0,5 eingestellt. Von dieser Losung
wurden 200 pl in 20 ml der 0,85 %-igen NaCl-Losung mit Tween-80 pipettiert. Das Inokulum
wurde in eine Wanne gegeben und mit Hilfe des Multipoint-Inokulators jede Vertiefung der
aufgetauten Mikrotiterplatte, welche Cefoxitin, Ceftazidim und Cefpodoxim ohne und mit
Clavulansdure (2 mg/l) und 3-Aminophenylboronséure (300 mg/l) beinhalteten, angeimpft.
AnschlieBend wurde die MHK-Mikrotiterplatte mit Deckel verschlossen und fur 12-18
Stunden bebrutet. Die Inokulumkontrolle wurde auf einer Blutplatte ausgestrichen. Der Test
wurde als ESBL-positiv angenommen, wenn eine Verringerung des MHK-Wertes von 3 oder
mehr Stufen bei Ceftazidim und Cefpodoxim durch die Clavulanséure stattfand. Gleichzeitig
soll APB keine Verringerung des MHK-Wertes verursachen und das Isolat soll Cefoxitin-

empfindlich sein.

3.2.2 Plasmidpréaparation

Die Extraktion der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Zyppy ™ Plasmid Miniprep Kit von Zymo
Research laut Protokoll. Das Protokoll basiert auf einer modifizierten Form der alkalischen
Lyse (Birnboim, und Doly 1979), wobei durch die chaotropen Salze die selektive Bindung der
freigesetzten Plasmid-DNA an eine Silikamembran vermittelt wird. Die isolierte Plasmid-
DNA wurde anschlieBend mit 30 pl H,O in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3 eluiert und bei —
20°C gelagert.
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3.2.3 PCR-Amplifikation

Das Vorhandensein der bla-Gene wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) untersucht.
Die PCR-Reaktionsansétze wurden unter der Sicherheitswerkbank in 0,2 ml PCR-Tubes auf
Eis pipettiert. Der Reaktionsansatz bestand dabei aus dem Dream Taq'™ PCR Master Mix
(2X), DNase freiem Wasser (Fermentas/Thermo Scientific) und den jeweiligen Primern. 50
ng Plasmid-DNA wurden als Template in der PCR mit einem Reaktionsvolumen von 25 pl
eingesetzt. Es wurden blargu-, blasyy- und blacrx-w-Gene durch die PCR-Amplifikation, wie
zuvor beschrieben (29; 112), nachgewiesen. Die Amplifikation der blargy- und blasyy-Gene
wurde in einer Multiplex-PCR durchgefiihrt. CTX-M Gene wurden in vier Einzel-PCRs
nachgewiesen: je eine PCR fir die Gruppen 1, 2 und 9. Eine vierte PCR wurde so konzipiert,
dass die Gruppen 8 und 25 amplifiziert wurden. Die Primersequenzen sind in Tabelle 5

aufgelistet.

Tabelle 12: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes pro Probe

Reagenz Volumen

DNase freies Wasser (Fermentas/Thermo Scientific) 11 pl

Dream Taq"™ PCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Primer-sense 0,5 ul
Primer-antisense 0,5 ul
Template-DNA 0,5 ul
Summe 25 ul

Die PCR-Tubes wurden in den T3 Thermocycler (Biometra) eingesetzt und die Amplifikation

bei folgendem Programm gestartet:

Tabelle 13: Reaktionskonditionen der PCR zur Genotypisierung

blargwm, blasyy, blacrx-m -1, blactx-m-9
blactx-m-2, blacTx-m-s/2s
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Initiale Denaturierung 2 min, 95°C 2 min, 95°C
Denaturierung 305, 95°C 305, 95°C
Anlagerung 305, 55°C 305, 62°C
der Oligonukleotide

Strangverlangerung 30s,72°C 30s, 72°C
Finale Strangverlangerung 4 min, 72°C 4 min, 72°C
Zyklen 30 30

blactx.m.1- €in blactx.m-Gen aus der Gruppe 1, blacrx.m-2- €in blacrx.m-Gen aus der Gruppe 2, blacxm-

ai25- €in blacTx.m-Gen aus den Gruppen 8/25, blactx.me- €in blactx.m-Gen aus der Gruppe 9.

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2 %) analysiert. Zur
Herstellung des Gels wurden 100 ml 1x TBE-Puffer mit 2 g Agarose gemischt und bis zum
Sieden in der Mikrowelle erhitzt. Nach Zugabe von 5 ul Midori Green wurde die Flissigkeit

zum Aushdrten in eine Form gegossen.

Die DNA wurde im Verhéltnis 1:1 mit DNA-Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen.
Um die GroRe der Reaktionsprodukte vergleichen zu konnen, wurde ein Standard in Form
eines 50- und 100-bp DNA-Markers aufgebracht. Die Auftrennung erfolgte in einer
Elektrophoresekammer in 1x TBE fir 30 min bei 120 V. Durch die Verwendung von Midori
Green, welches sich in die DNA einlagert, war es moglich, die DNA unter UV-Licht als
Bande sichtbar zu machen. AbschlieRend wurde das Gel fotografiert.

3.2.4 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur Vorbereitung der DNA-Sequenzierung wurde die Aufreinigung der PCR-Produkte mit
einem Aufreinigungskit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dadurch
wurden fir die PCR verwendete Primer, dNTP’s, Polymerasen und Salze entfernt. Die
aufgereinigten PCR-Produkte wurden zwecks Sequenzierung zu LGC Genomics, Berlin,
geschickt, wo die Sequenzierung mit der Kettenabbruchmethode nach Senger erfolgte
(Senger, Nicklen und Coulson, 1977).
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3.2.5 Gesamtgenom Sequenzierung

Zwecks Gesamtgenom Sequenzierung wurden zwei Kontrollstimme- E. coli 11 und K.
pneumoniae 11- zur Arbeitsgruppe von Prof. Lothar Wieler (Director Institute of
Microbiology and Epizootics, Centre for Infection Medicine, Freie Universitdt Berlin)

geschickt.

Die Sequenzierung wurde auf einem Illumina MiSeq Sequenzierer durchgefuhrt. Bei der
Sequenzierung wurden paired end reads mit eine Lange von je 250 bp erzeugt. Mit den reads
wurde ein de novo assembly mit Velvet und CLC Genomics Workbench durchgefiihrt. Diese
wurden mit dem RAST Server (RAST: Rapid Annotations using Subsystems Technology.)

annotiert.

3.2.6 Herstellung bakterieller Zelllysate

Mit einer sterilen Impfése wurden 4-5 Kolonien vom selektiven Festnahrmedium (chromID
ESBL, biomerieux) in 1 ml TB-Medium (Tabelle 3) resuspendiert. Mit dieser
Keimsuspension wurde 500 ml TB-Medium inokuliert und bei 37°C unter Schitteln ungeféhr
16 h inkubiert. Zuerst wurden die Zellen durch Zentrifugation (1639 x g fir 20 min bei
Raumtemperatur) aus dem Kulturmedium pelletiert. Das Pellet wurde zweimal in 1x PBS
gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde das Pellet gewogen und die gleiche
Menge 1x PBS dazugegeben. Der Zellaufschuss erfolgte mit einem Ultraschall
Homogenisator (output-5, cycle-30, Timer-1 min, 4°C). Diese Ultraschall-Behandlung wurde
finfmal wiederholt. Das Lysat wurde dann bei 16.873 x g fiir 3,5 h bei 4°C zentrifugiert, um
die Zelltrimmer abzutrennen. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 3.2.7)

konnten die Lysate flir weitere Untersuchungen verwendet werden.

3.2.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der bakteriellen Zelllysate erfolgte mittels
Tribungsmessung nach Trichloressigsaure (TCA)-Féllung. Zu 35ul bakteriellen Zelllysaten
wurden 100 pl 37 % HCI und 25ul 20 % TCA gegeben. Die Absorption wurde bei 405 nm
gemessen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels einer Standardkurve von Bovin
Serum Albumin (BSA).
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3.2.8 Photometrische Assays zur Bestimmung der R-Laktamase-Aktivitat

3.2.8.1. ESB NDP Test

Der ESBL NDP Schnelltest wurde nach der Anweisung der Autoren durchgefiihrt (97). Mit
diesem Test wurde die enzymatische Aktivitdt der ESBLs in den bakteriellen Zelllysaten
nachgewiesen. Das Testprinzip basiert auf der Hydrolyse von Cefotaxim. Die dadurch
entstehende pH-Anderung wird mit einem pH-Indikator (Phenolrot) nachgewiesen. Die

Reaktion wird mit einem R-Laktamasen-Inhibitor (Tazobactam) gehemmt.

Es wurde eine 0,5 %-ige Phenolrot Stammldésung (pH 8,0) hergestellt. Durch die 1:8
Verdunnung wurde von der Stammldsung die Arbeitslosung des Phenolrotes hergestellt (pH
mit 1 N NaOH auf 7,8 einstellen). Von der Arbeitslésung des Phenolrotes wurden
Arbeitslosungen des Cefotaxim-Natriumsalzes mit und ohne Tazobactam hergestellt. Wobei
die Konzentration des Cefotaxim Natriumsalzes 6,3 mM und die von Tazobactam 13,3 mM
betrugen.

Die Reaktionen wurden in 1,5 ml Eppendorfgefalien durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen pro

Probe betrug 130 pl. Fir jeden Bakterienstamm wurden zwei Reaktionen gestartet:

e Assay-Ansatz: 30 pl Zelllysat + 100 pl Arbeitslosung des Cefotaxim-Natriumsalzes in

Phenolrot ohne Tazobactam.

e Inhibitionsansatz: 30 pl Zelllysat + 100 pl Arbeitslosung des Cefotaxim-

Natriumsalzes in Phenolrot mit Tazobactam.

Die Eppendorfgefake wurden im Brutschrank bei 37°C fir 30 min inkubiert. Die Reaktionen

wurden mit einem Farbumschlag von rot zu gelb/orange angezeigt.

Der Test wurde modifiziert und als Tropfentest (um die eingesetzte Menge an Mero-CC zu
reduzieren) direkt mit frischen Bakterienkolonien durchgefihrt. Dafir wurden 1-2 frische
Bakterienkolonien vom Festndhrmedium auf einen Objekttrager gerieben und dann in 30 pl
Arbeitslosung des Cefotaxim-Natriumsalzes in Phenolrot mit und ohne Tazobactam
resuspendiert. Der Objekttrager wurde schliel3lich erst in eine Feuchtkammer gestellt und
dann in einen Brutschrank. Die Reaktionsergebnisse wurden nach 15 und anschlieffend nach

30 min protokolliert.
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Fur die Analyse von Mero-CC als Inhibitor wurden drei Inhibitionsansatze durchgefiihrt: mit

Tazobactam, Mero-CC und freiem Meropenem, wobei Mero-CC und Meropnem wie

Tazobactam in einer Endkonzentration von 13,3 mM eingesetzt wurden.

3.2.8.2 Nitrocefin-Assay

Die Aktivitéat der 3-Laktamasen in den Zelllysaten wurde durch Nitrocefin-Abbau gemessen.
Nitrocefin ist ein chromogenes R-Laktam-Antibiotikum, das durch die Spaltung des Laktam-
Rings von gelb nach rot umschlagt. Die Konzentration des gespaltenen Produktes in der
Enzymreaktion kann photometrisch uber die Absorption bei 486 nm und bei einem pH von
7,0 bestimmt werden. Der Extinktionskoeffizient betragt 20500 M™ cm™. Fiir die Berechnung
der Michaelis-Menten-Kinetik wurde die Geschwindigkeit der Enzymreaktion in
Abhangigkeit von der Nitrocefinkonzentration nach jeder Minute flr insgesamt fiinf Minuten
aufgenommen. Es wurden Nitrocefinkonzentrationen von 8,8 UM bis 250 pM eingesetzt. Die
Messungen wurden im Assay-Puffer (Tabelle 3) bei Raumtemperatur in einer
Halbmikrokivette durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 700 pl. Die Nitrocefinldsung
wurde vorgelegt und die Enzymreaktion durch die Zugabe von 10 ul 1:40 verdinntem
Zelllysat (0,25 ul) und anschlieBendem Mischen gestartet. Die Reaktionen wurden mit einem
Spectronic 20+ UV/Vis Photometer bei 486 nm aufgezeichnet. Bei htheren Konzentrationen
des Zelllysates lief die Reaktion zu schnell ab und die lineare Produktzunahme konnte nicht
mehr beobachtet werden. Im Fall von rekombinant hergestellter -Laktamase (LACTB,
Tabelle 6) wurde das Enzym in einer finalen Konzentration von 49 nM eingesetzt. Die K-
und Vmax-Werte wurden durch Auftragen im Lineweaver-Burk-Plot und anschlieender

linearer Regression bestimmt.

Die kompetitive Inhibition von B-Laktamasen wurde mit Meropenem durchgefuhrt. Um die
mittlere inhibitorische Konzentration (ICsp) von Meropenem berechnen zu kdnnen, wurden
Meropenemkonzentrationen von 1,1 pupM bis 17,5 pM eingesetzt, wobei die
Nitrocefinkonzentration 35 pM betrug. Mero-CC als kompetitiver Inhibitor wurde in
folgenden Konzentrationen eingesetzt: 70 uM, 700 uM und 1 mM. Wegen der geringen
vorhandenen Menge von Mero-CC konnte keine Konzentrationsreihe gemessen werden, um
die 1Cso bestimmen zu kdnnen. Deswegen wurde das Messvolumen der Kivette bei den

Messungen von Mero-CC von 700 pl auf 400 pl minimiert.
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Zur Bestimmung des K;-Wertes des Inhibitors wurde die Cheng-Prusoff Gleichung

angewendet (148):

3.2.8.2.1 Die Analyse des hydrolysierten Meropenems im Nitrocefin-Assay

Um die R-Laktamase-Affinitdt von Meropenem nach Spaltung des Laktam-Rings zu
bestimmen, wurde Meropenem mit dem rekombinant-hergestellten Enzym-LacBuster
hydrolysiert und danach im Nitrocefin Assay als kompetitiver Inhibitor eingesetzt. Die
Reaktion wurde in 100 ul Assay-Puffer (Tabelle 3) durchgefihrt. Die Konzentration von
Meropenem betrug 100 uM und mit der Zugabe von 0,5 pul LacBuster in einer Konzentration
von 2 U/ul wurde die Reaktion gestartet. Nach einer flnfminutigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch in einer Amicon Ultra-0,5 Zentrifugalfilter
Unit mit einer Ultracel-10 Membran fiir 30 min bei 16.873 x g bei 4°C zentrifugiert. Dadurch
wurden alle Substanzen, deren Molekulargewicht grofer als 10 kDa ist (darunter auch
LacBuster), von der Membran zuriickgehalten. Das Filtrat, welches das gespaltene
Meropenem beinhaltete, wurde im Nitrocefin-Assay in einer Konzentaration von 20 uM
eingesetzt. Die Nitrocefinkonzentration betrug 35 puM. Als Kontrolle zu dem gespaltenen
Meropenem wurde auch eine Reaktion mit dem intakten Meropenem (20 puM) gestartet. Der
Test wurde in Assay-Puffer in einer 96-well Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Das
Reaktionsvolumen betrug 300 pl. Die Produktkonzentration wurde im Tecan Plattenleser bei
492 nm alle 3 Minuten innerhalb 6 Minuten und abschlieRend noch einmal nach einer Stunde

ausgelesen.

3.2.8.2.2 Die Analyse verschiedener R-Laktamase-Inhibitoren bei unterschiedlichen
Bedingungen (pH, Temperatur, Zeit) mittels Nitrocefin-Assay

Bei der Synthese und Aufreinigung des Mero-CC war die Offnung des R-Laktam-Rings
problematisch. Deswegen wurde die Stabilitdt von verschiedenen [3-Laktamen wie
Clavulansdure, Tazobactam, Meropenem, Doripenem und Ertapenem (diese werden hier als

Inhibitor genannt), unter dquivalenten Bedingungen getestet, um das beste [-Laktam als
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Selektivitatsfunktion fur die Synthese eines neuen Capture Compounds fur R-Laktamasen

herauszufinden. Es wurden die Auswirkungen folgender Parameter auf die Molekulstabilitat
untersucht: pH, Zeit und Temperatur. Es wurden 20 mM NazPOq in 20 % Acetonitril in H,O
(pH 12,36) und 20 mM H3POy in 20 % Acetonitril in H,O hergestellt (pH 2,04). Von den
beiden Ldsungen wurde eine Losung mit pH 7,26 hergestellt. Es wurde eine 1 mM Lésung
der oben erwéhnten Inhibitoren in diesen drei pH-Puffern (pH 2,04; pH 7,26; pH 12,36)
hergestellt. Zu jedem Reaktionsgemisch wurde 2,5 % DMSO gegeben. Diese

Reaktionsgemische wurden bei folgenden Parametern inkubiert:
e Raumtemperatur: 0 Stunden, 1 Stunde, 8 Stunden
e 4°C: 1 Stunde und 8 Stunden

Es wurden auch gleichzeitig die drei pH-Puffer mit 2,5 % DMSO ohne Inhibitoren bei
gleichen Bedingungen inkubiert, um zu prifen, ob die pH-Puffer eine Auswirkung auf den
Nitrocefin-Assay haben. Nach der Inkubation dieser Reaktionsgemische wurden die
Reaktionsprodukte im Nitrocefin-Assay als kompetitive Inhibitoren in einer finalen
Konzentration von 20 uM eingesetzt. Der Nitrocefin-Assay erfolgte wie unter Kapitel 3.2.8.2

beschrieben.

3.2.9 Capture Experimente und nachfolgende biochemische Analyse

Alle Capture-Experimente wurden laut Protokollen von caprotec bioanalytics GmbH, Berlin,
durchgefiihrt.

3.2.9.1 Das Off-Bead-Capture-Experiment

Die Capture-Experimente wurden in 200 pul PCR-ReaktionsgefdRen mit flachen Deckeln
durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen betrug insgesamt 100 pl. Es wurden pro Ansatz zum
Lysat (Proteinkonzentration: 6,5 mg/ml) oder zum rekombinanten Enzym in einer
Endkonzentration von 0,5 uM das entsprechende Capture Compound (Mero-CC) in einer
Endkonzentration von 1, 2,5 oder 10 uM bzw. das Scaffold (Capture Compound ohne
Selektivitatsfunktion) in einer Endkonzentration von 2,5 pM zugegeben. Im Competitions-
Ansatz wurde Meropenem (Konzentration der Stammlésung in DMSO: 20 mM, Competitor
des Mero-CC) in einer Endkonzentration von 1000, 200, 100 oder 20 uM zugegeben. Eine
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entsprechende Menge DMSO wurde dem Assay-Ansatz (ohne Competitor) zugegeben. Die

Reaktionsgemische wurden fiir die folgende Belichtung ohne Deckel fir 5 min in der
CaproBox (0 - 4°C, Amax = 310 oder Amax = 350 nm) bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden
10 % von jedem Ansatz als Probe entnommen und anschliefend mittels SDS-PAGE
analysiert. Zu den Resten der Reaktionsgemische wurde pro Ansatz 25 pl 5x Waschpuffer 1
(Tabelle 3) und danach 50 pul einer 10 mg/ml Beadsuspension (Dynabeads SA C1) zugegeben
und fir 2 Stunden unter Rotation bei 0-4°C inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt wurden
erneut 10 % von jedem Ansatz als Probe entnommen. Die Beads und Uberstinde dieser Probe
wurden mittels caproMag (Tool zum Sammeln der Magnetpartikel, caprotec bioanalytics,
Berlin) getrennt und anschliefend mittels SDS-PAGE analysiert. Von den Resten der
Reaktionsgemische wurden die Beads mittels caproMag gesammelt und gewaschen: 3x mit
jeweils 200 pl 1x Waschpuffer 1 (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 M NaCl) und anschlieRend
mit je 200 pl ddH,0. Bei jedem Waschschritt wurden die Beads resuspendiert und erneut
mittels caproMag gesammelt. Die entnommenen Proben wurden anschliefend mittels SDS-
PAGE analysiert.

3.2.9.2 Protein Analytik: Massenspektrometrie. SDS-PAGE und Silberfarbung bzw.
Western Blot

3.2.9.2.1 Massenspektrometrie

Fur massenspektrometrische Analysen wurden die Beads erneut mittels caproMag gesammelt
und 3x mit je 200 pl eines Acetonitril/ddH20-Gemisch (4:1), sowie 1x mit 200 ul ddH20
gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurden die Beads resuspendiert und erneut mittels
caproMag gesammelt. AnschlieBend erfolgte eine enzymatische Fragmentierung (tryptischer
Verdau) unter einer Cleanbench. Dazu wurden die Beads in 10 pl 0.05 pg/ul Trypsin in 50
mM Ammoniumbicarbonat-Ldsung resuspendiert und fir 15-17 Stunden im Brutschrank bei
37°C auf einem MS 3 basic Schittler mit einem MS 3.4 Mikrotiteraufsatz geschittelt.
AnschlieRend wurden die Beads mittels caproMag fixiert, die Uberstande abgenommen und
fiir 2 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Danach wurden die Uberstande erneut abgenommen
und das Losemittel wurde unter vermindertem Druck mittels einer miVac DNA vacuum

Zentrifuge entfernt. Die erhaltenen Proben wurden zur Analyse an die Analytik-Abteilung der
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caprotec bioanalytics GmbH, Berlin, Gibergeben.

3.2.9.2.2 SDS-PAGE und Silberfarbung bzw. Western Blot

Fur die SDS-PAGE und Silberfarbung bzw. Western Blot wurden die Proben auf folgende
Weise behandelt: Die nach der Bestrahlung abgenommen Proben wurden mit 4 pl 4x SDS-
Probenpuffer (Tabelle 3) versetzt, die Beads und Uberstande (entnommen nach dem Bead-
Inkubations-Schritt) in 8 pl 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert bzw. mit 6 pl 4x SDS-
Probenpuffer versetzt und fur 15 min bei 95-100°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Gelelektrophorese mit 4-20 % Acrylamid Fertiggradientengelen in 1x SDS-Laufpuffer
(Tabelle 3) fiir 30 min bei 300 V.

Fur die Silberfarbung wurden die Gele anschlieBend nach der Herstelleranweisung mit dem

ProteoSilver™: High Sensitivity Silver Stain-Kit entwickelt.

Fur Streptavidin-Blots zur Detektion der durch das Mero-CC biotinylierten Proteine (Mero-
CC — Protein — Konjugate) wurden die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine in
einer Nass-Blot-Kammer auf eine Nitrocellulosemembran fir 60 min bei 100 V Ubertragen.
Dazu wurde 1x Elektroblot-Transferpuffer verwendet (Tabelle 3). Nach Ablauf des Transfers
wurde die Blotmembran mit Ponceau-S angefarbt, um den Gesamtproteininhalt zu
detektieren. Die Proteinbanden farbten sich rot. Dann wurde die Hintergrundfarbung der
Membran mit 1 % Essigsdure entfernt und die Proteinfarbung dokumentiert. Danach wurde
die Blotmembran mit reichlich Leitungswasser gewaschen und anschlieBend freie
Proteinbindestellen der Membran mit ca. 10 ml 2 % Magermilchpulver in TBS-T (Tabelle 3)
blockiert. Fir die Detektion der biotinylierten Proteine wurde die Membran mit ca. 5 ml 1:500
IRDye-800CW-Strepavidin-Konjugat in 2 % Magermilchpulver in TBS-T fur 15 min unter
leichtem Schitteln inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt wurde die Blotmembran erst mit
reichlich Leitungswasser und dann 15 min in ca. 10 ml TBS-T unter leichtem Schwenken
gewaschen. Nach diesen Waschschritten wurde der Waschschritt mit Leitungswasser erneut
wiederholt und anschlieend wurden die biotinylierten Proteine anhand der Fluoreszenz von
IRDye-800CW mit der G:BOX (Syngene) detektiert. Die Blotmembran wurde anschlielend
flr einen anti-TEM-1 Western Blot genutzt. Zur Detektion der B-Laktamase TEM-1 wurde
die Blotmembran erst fir 10 min mit 2 % Magermilchpulver in TBS-T und anschlieBend 30
min mit 1:100 anti-TEM-1 Antikorper (aus Maus) in 2 % Magermilchpulver in TBS-T unter
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leichtem Schutteln inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Blotmembran erst mit reichlich

Leitungswasser und dann 10 min in TBS-T unter leichtem Schwénken gewaschen. Nach den
Waschschritten wurde die Membran mit 1:1000 sekundarem, anti-Maus HRP-gekoppeltem
(Horse Raddish Peroxidase) Antikorper in 2 % Magermilchpulver in TBS-T fir 1 Stunde
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Blotmembran 3x fir 10 min in TBS-T und
anschlieBend einmal fir 2-3 min in TBS unter leichtem Schwenken gewaschen. Danach
wurde die Blotmembran mit Pierce ECL Western Blot Substrate (chemilumineszent) fur 1-2
min inkubiert (gemaR der Herstelleranweisung). Die dadurch erzeugten Lichtsignale wurden
mit der G:BOX (Syngene) detektiert.

3.2.9.3 Das On-Bead-Capture-Experiment

Die On-Bead-Capture-Experimente wurden in 200 pl Reaktionsgefalien mit flachen Deckeln
durchgefihrt. Daflir wurde 0,7 ml einer 10 mg/ml Beadsuspension (Dynabeads SA C1) mit 2
pl einer 21.8 mM Ldsung des Capture Compounds (Mero-CC) versetzt und fur 5 min gut
geschittelt. Die Beads wurden danach mittels caproMag gesammelt und 2x in ca. 2 ml
Capture-Puffer (Tabelle 3) resuspendiert und erneut gesammelt. Nach diesen Waschschritten
wurden die mit Capture Compound beladenen Beads in 700 ul Capture-Puffer resuspendiert.
Danach wurde pro Ansatz 10 pul (100 pg Beads) oder 100 ul (1000 pg Beads) mit Capture
Compound beladene Beads in 100 ul Zelllysat (Proteinkonzentration: 6,5 mg/ml, oder 100 pl
rekombinantem Enzym in einer Endkonzentration von 0,25 pM) resuspendiert. Der
Competitions-Ansatz enthielt freies Meropenem (Konzentration der Stammldsung in DMSO:
20 mM, Competitor von Mero-CC) in einer Endkonzentration von 200 pM. Zu dem Assay-
Ansatz (ohne Competitor) wurde eine entsprechende Menge DMSO gegeben. Die Proben
wurden flr 2 Stunden unter Rotation bei 0-4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben
fir die folgende Belichtung ohne Deckel 8x 2,5 min in der caproBox (0-4°C, Amax = 310)
bestrahlt. Nach jeder 2,5-minitigen Bestrahlung wurden die Proben mit geschlossenen
Deckeln kurz geschittelt. Nach der Bestrahlung wurden 10 % von jedem Ansatz als Probe
entnommen und anschliefend mittels SDS-PAGE/Western-Blot analysiert. Vom Hauptteil der
Reaktionsgemische wurden die Beads mittels caproMag gesammelt und gewaschen: 3x mit
jeweils 200 pl 1x Waschpuffer 1 und anschliefend mit je 200 pl ddH,O. Bei jedem

Waschschritt wurden die Beads resuspendiert und erneut mittels CaproMag gesammelt. Die
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weiteren Probenvorbereitungen fir die massenspektrometrischen Analyse und fir die SDS-

PAGE bzw. Western Blot erfolgten nach der Beschreibung von den Kapiteln 3.2.9.2.1 und
3.2.9.2.2.

3.2.9.4 Das Pulldown-Experiment

Pulldown Experimente wurden ahnlich zu On-Bead-Capture-Experimenten allerdings ohne
UV-Bestrahlung durchgefiihrt. Dafir wurde 50 pl einer 10 mg/ml Beadsuspension
(Dynabeads SA C1) mit 12,5 ul 200 pM Mero-CC versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde gut
gemischt (ca. 5 min), dann wurden die Beads mittels caproMag gesammelt und die
Uberstande verworfen. Danach wurden die Beads 3x mit jeweils 200 pl PBS gewaschen
(resuspendiert und erneut mittels caproMag gesammelt). Anschliefend wurden die Beads
erneut in 50 pl PBS resuspendiert und in 2 PCR-Reaktionsgefale zu jeweils 25 ul (Assay-
Ansatz und Competitions-Ansatz) Uberfihrt. Zu dem Competitions-Ansatz wurde freies
Meropenem (Konzentration der Stammldsung in DMSO: 20mM, Competitor von Mero-CC)
gegeben. Das Meropenem hatte eine Endkonzentration von 20 pM. Zu dem Assay-Ansatz
wurde eine entsprechende Menge DMSO gegeben. Danach wurde zu jedem Reaktionsansatz
Zelllyast gegeben, sodass das Reaktionsvolumen insgesamt 100 ul betrug. Anschliel}end
wurden die Proben 2-3 h unter Rotation bei 0-4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Beads mittels caproMag gesammelt und der Uberstand verworfen. Die Beads wurden 7x mit
jeweils 15 pl PBS resuspendiert und erneut gesammelt. Nach jedem Waschschritt wurden die
Uberstinde in neue ReaktionsgefaRe fiir die SDS-PAGE/Western-Blot (iberfiihrt. Nach dem
siebten Waschschritt wurden die Beads zur Elution Meropenem-bindender Proteine 4x in
jeweils 15 pl PBS + 2 mM Meropenem resuspendiert und gesammelt. Nach jedem
Elutionsschritt wurden die Uberstande wieder in frische ReaktionsgefaRe fir die SDS-
PAGE/Western-Blot Uberfuhrt. Fir die SDS-PAGE wurden die Beads in 8 pl 2x SDS-
Probenpuffer resuspendiert und die Wasch- und Elutionsfraktionen mit 6 pl 4x SDS-
Probenpuffer versetzt und fir 15 min bei 95-100°C inkubiert. SDS-PAGE und Streptavidin
Blot bzw. Western Blot flr die Detektion biotinylierter Proteine und der 3-Laktamase TEM-1
erfolgten wie es im Kapitel 3.2.9.2.2 beschrieben ist.

3.2.9.5 Das Off-Bead-Capture-Experiment mit einer hoher Mero-CC-Konzentration
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(763 uM)

Da im Nitrocefin-Assay herausgefunden wurde, dass die Affinitdit von Mero-CC zu B-
Laktamasen im Vergleich zum freien Meropenem deutlich niedriger war, wurde ein
Experiment nach dem Off-Bead Protokoll (Kapitel 3.2.9.1) durchgefiihrt, bei dem die
Konzentration von Mero-CC 763 uM betrug. Weil die Stoffmenge an eingesetztem Capture
Compound (76,3 nmol) die Kapazitat der einzusetzenden Menge an Streptavidin-gekoppelten
Magnetbeads (50 pl 10 mg/ml bei ca. 4 nmol/mg, d.h. ca. 2 nmol) weit Uberstieg, musste nach
der Bestrahlung Uberschissiges, nicht an Protein gekoppeltes Capture Compound abgetrennt
werden. Die Trennung erfolgte durch ,Proteinfallung mit Methanol/Chloroform®. Dafir
wurden die Reaktionsgemische nach der Bestrahlung in 1.5 ml ReaktionsgefaRe tberfiihrt. Zu
jedem Ansatz (Assay und Competition) wurden je 80 pl Chloroform, 240 pl Methanol und
160 pl Wasser gegeben. Nach jeder Zugabe wurde gemischt. Die Proben wurden bei 21.000 x
g fur 10 min bei 2°C zentrifugiert. Es entstanden zwei flissige Phasen: in der oberen
Methanol mit Wasser, in der unteren Chloroform. Dazwischen befanden sich die Proteine in
einer weillen Schicht. Die obere Phase wurde abgenommen, dann pro Ansatz erneut 240 pl
Methanol zugegeben und geschittelt. AnschlieBend wurden die Proben wieder unter den
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Uberstehende Ldsung wurde verworfen und die
Pellets 5x mit je 100 pl RIPA Puffer resuspendiert und bei 21.000 x g fiir 10 min bei 2°C
zentrifugiert. Danach wurden die Uberstinde in neue ReaktionsgefaRe Uberfilhrt. Davon
wurde 10 pl fur SDS-PAGE entnommen und zum Rest je 50 pl 10 mg/ml Beadsuspension
(Dynabeads SA C1) zugegeben. Die Proben wurden fiir 2 Stunden unter Rotation bei 0-4°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Beads mittels caproMag gesammelt. Die
Uberstande wurden in neue ReaktionsgefaRe tberfiihrt und davon jeweils 10 pl (Assay und
Competition) fiir SDS-PAGE/Western Blot entnommen. Der Rest wurde bei -20° C gelagert.
Die Beads wurden 2x in je 200 pl RIPA-Puffer resuspendiert und erneut gesammelt. Es
folgten in Kapitel 3.2.9.1 beschriebene Waschschritte: 3x mit 200 ul Waschpuffer 1 und 1x
mit 200 pl ddH,0. Im Anschluss wurden SDS-PAGE und Western Blot durchgefihrt (siehe
Kapitel 3.2.9.2.2).

3.2.9.6 Chemische Struktur und die Synthese von Mero-CC

Zum Nachweis von B-Laktamasen im bakteriellen Zelllysat wurde ein Capture Compound
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(Mero-CC) bei der Fa. caprotec bioanalytics GmbH, Berlin, entworfen und synthetisiert. Wie

schon in Kapitel 1.16 beschrieben, ist ein Capture Compound ein trifunktionelles Molekdil,
welches eine Grundstruktur aus der Reaktivitatsfunktion (RF), Selektivitatsfunktion (SF) und
dem Biotin als Sortierfunktion (Pullout-Funktion) besitzt. Als Selektivitatsfunktion wurde
Meropenem (ein [3-Laktam-Antibiotikum aus der Gruppe Carbapeneme) verwendet. Als
Reaktivitatsfunktion wurde Trifluormethylaryldiazirin verwendet, das bei Photo-Aktivierung
ein Carben bildet und Uber einen dreiarmigen Kern (Asparaginsédure) mit Meropenem (SF)
und Biotin verbunden ist. Die chemische Struktur des Mero-CC Capture Compounds ist in
Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Chemische Struktur des Mero-CC.
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4. Ergebnisse

Es ist zu beachten, dass ein Teil der Ergebnisse bereits in einem wissenschaftlichen Artikel
publiziert wurde. Deshalb ist die Darstellung eines Teiles der Ergebnisse mit der Publikation

identisch. Dies betrifft auch die Diskussion der entsprechenden Ergebnisse.

4.1 Die Bakterienstamme

Die Keimidentifikation und Bestimmung des Resistenzphdnotyps der fir diese Arbeit
gesammelten Stamme erfolgte mittels Vitek® 2 und der AST-N116 Karte (Kapitel 3.2.1.1).
118 Stdamme wurden als E. coli, 49 Stdimme als K. pneumoniae, 5 Stamme als K. oxytoca und
3 Stamme als P. mirabilis identifiziert worden. Bei allen 175 Isolaten war eine Resistenz
gegentber mindestens einem der drei Cephalosporine der 3. Generation gefunden worden.
Die Bestatigung der ESBL-Bildung erfolgte mittels Mikrobouillondilutionstest (Kapitel
3.2.1.2), wobei alle 175 Isolate als ESBL-Bildner phénotypisch bestatigt wurden.

4.2 Nachweis von bla-Genen mittels PCR

Dem phanotypischen Nachweis der ESBL-Bildung folgte die molekulare Charakterisierung
der Stamme (Kapitel 3.2.3). Bei allen 175 Isolaten wurde das Vorhandensein der Plasmid-
kodierten bla-Gene mit Hilfe von PCR untersucht: blarem, blasky, blactx-m-cruppe 1, PlacTx-m-

Gruppe 2y bIaCTX—M—Gruppe 8/25 und bIaCTX—M—Gruppe 9.

Von den 175 getesteten Isolaten waren 77 Isolate (44,0 %) nur fur ein ESBL-Gen positiv.
Davon waren 58 E. coli-, 13 K. pneumoniae-, 4 K. oxytoca- und 2 P. mirabilis-Stamme. Bei
83 (46,8 %) Isolaten wurden 2 unterschiedliche Gene nachgewiesen, hiervon waren 60 E.
coli-, 22 K. pneumoniae- und 1 K. oxytoca-Isolate. Bei 15 Isolaten (8,6 %) wurden 3
unterschiedliche Gene nachgewiesen. Davon waren 14 K. pneumoniae- und 1 P. mirabilis-
Isolate (Abbildung 3).

Abbildung 4 zeigt den Anteil der blargm-, blasyy- und blacTx-m-Gene bei ESBL-bildenden E.

coli- und Klebsiella spp.- und P. mirabilis-Isolaten.

88 (50,3 %) der ESBL-Isolate waren positiv fir ein blargm-Gen, davon waren 62 (70,5 %) E.
coli-, 23 (26,1 %) K. pneumoniae- und 3 P. mirabilis-Isolate. 52,5 % aller E. coli-, 46,9 %
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aller K. pneumoniae-Isolatewaren positiv fir ein blatgy-Gen.

Bei 54 (30,9 %) Isolaten wurde ein blasyy-Gen nachgewiesen. VVon diesen 54 Isolaten waren 4
(7,4 %) E. coli-Isolate, 47 (87,0 %) K. pneumoniae-Isolate und 3 (5,6 %) K. oxytoca-Isolate.
3,4 % aller E. coli Stamme und 92,6 % aller Klebsiella spp. Stamme hatten ein blagny-Gen.

Bei 119 (68,0 %) Isolaten wurde ein blacrx.w-Gen aus der Gruppe 1 nachgewiesen. Davon
waren 90 (75,6 %) E. coli-Isolate, 28 (23,5 %) K. pneumoniae-Isolate undl K. oxytoca-
Isolate. 76,3 % aller getesteten E. coli-Isolate und 53,7 % aller getesteten Klebsiella spp.-

Isolate hatten ein blactx-u-Gen aus der Gruppe 1.

Ein blactxm-Gen aus der Gruppe 2 wurde lediglich bei einem P. mirabilis-Isolat

nachgewiesen.
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Abbildung 3: Multiples Vorkommen der bla-Gene bei E. coli-, Klebsiella spp.- und P. mirabilis-
Isolaten.

Bei 24 (13,7 %) Isolaten war ein blacrx.v-Gen aus der Gruppe 9 nachzuweisen. Darunter
waren 22 (91,7 %) E. coli-Stdamme und jeweils 1 K. oxytoca und P. mirabilsis-Isolat. 18,6 %

der getesteten E. coli-Isolate waren positiv fur ein blactx-u-Gen aus der Gruppe 9.

Es wurde lediglich bei 2 (1,1 %) Isolaten ein blactx.v -Gen aus den 8/25 Gruppen

nachgewiesen: Ein K. pneumoniae- und ein K. oxytoca-Isolat.
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Abbildung 4: Unterschiedliche Haufigkeiten von blatgy-, blasyy- und blacrx.um-Gene bei ESBL-
bildenden E. coli-, Klebsiella spp.- und P. mirabilis-Isolaten.

Abbildung 5 zeigt die Haufigkeit des Vorkommens der blatgy-, blaspy- und blacrx-m-Gene.
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\

® CTX-M Gruppe 1 = TEM SHV
CTX-M Gruppe 9 ® CTX-M Gruppen 8/25 = CTX-M Gruppe 2

Abbildung 5: Das Vorkommen der blatgy-, blasny- und blacrx.m-Gene.

Bei den 60 E. coli-Isolaten mit mehreren Resistenzgenen waren folgende Kombinationen von
blarem-, blasny- und blactx-w-Genen vorhanden: Bei 49 Isolaten wurde eine Kombination von
blarem + blacrx-m aus der Gruppe 1, bei 7 Isolaten eine Kombination von blargy + blacrx.m aus
der Gruppe 9, bei 2 Isolaten eine Kombination von blasyy + blactx-w aus der Gruppe 9, bei
einem Isolat eine Kombination von blargm + blasyy und bei einem weiteren Isolat eine
Kombination von einem blacrx.w aus der Gruppe 1 und einem blactx-m aus der Gruppe 9
nachgewiesen.

Bei den 22 K. pneumoniae-Isolaten mit mehreren Resistenzgenen wurden eine
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Kombinationen aus zwei unterschiedlichen oben erwéhnten bla-Genen nachgewiesen: Bei 13

Isolaten war eine Kombination von blasyy + blactx-m aus der Gruppe 1, bei 7 Isolaten eine
Kombination von blargm+ blasny, und bei 2 Isolaten eine Kombination von blargy + blacrx-m
aus der Gruppe 1 vorhanden. Bei 14 K. pneumoniae-lIsolaten wurde eine Kombination von
diesen drei Genen nachgewiesen. Bei 13 Isolaten war eine Kombinationen von blargy +
blasyy + blactx-wm aus der Gruppe 1, und lediglich bei einem Isolat eine Kombination von
blarem + blasny + blactx-m aus den Gruppen 8/25 vorhanden.

Bei einem K. oxytoca-Isolat wurde die folgende Kombination aus zwei Genen nachgewiesen:

blaspy+ blacTx-m aus der Gruppe 9.

Bei einem P. mirabilis-lIsolat wurde die folgende Kombination aus drei bla-Genen

nachgewiesen: blargm + blactx-m aus der Gruppe 2 + blacrx-m aus den Gruppen 8/25.

4.3 Auswahl eines Stammes mit einer hohen R-Laktamase-Aktivitat

Die Durchfuhrung des ESBL NDP Tests fur den Nachweis der 3-Laktamase Aktivitét ist in
Kapitel 3.2.8.1 beschrieben. Nach der Etablierung der Methode wurde das Reaktionsvolumen
auf 30 pul reduziert und als Tropfentest durchgefiihrt. Der modifizierte Tropfentest diente als
Screening um ein hochaktives Isolat aus der fiir diese Arbeit gesammelten Stammsammlung
zu suchen. Zu diesem Zweck wurden Isolate untersucht, bei denen mit PCR 2 oder 3 bla-Gene
nachgewiesen wurden. Bei mindestens einem dieser Gene handelte sich um blactx-m. ES
waren insgesamt 75 lIsolate, davon 47 E. coli, 26 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca und 1 P.
mirabilis. Die molekulare Charakterisierung der untersuchten Stamme findet sich in Tabelle
14.

Tabelle 14: Molekulare Charakterisierung der im Phenolrot-Assay untersuchten Stéamme

Isolate SHV'+ SHvV+ TEM*+ TEM+ TEM+ TEM+ TEM+ Total
CTX- CTX- CTX- CTX- SHV+ CTX- SHV+
M-1>  M-9° M-1 M-9 CTX- M-2°+ CTX-
M-1 CTX- M-8/25°
M-9

E. coli 1 1 36 5 3 1 47
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K. pneumoniae 10 3 13 1 26
K. oxtoca 1 1
P. mirabilis 1 1
Insgesamt 75

' positiv fir ein blaspy, > positiv fiir ein blacrx.y aus der Gruppe 1, ® — positiv fir ein blacx.y aus der
Gruppe 9, * — positiv fir ein blargy, °— positiv fir ein blacrxw aus der Gruppe 2, °- positiv fiir ein

blactx.m aus der Gruppen 8/25.

Als Positivkontrolle wurde die rekombinante R-Laktamase LacBuster und fir die
Negativkontrolle der Stamm E. coli ATCC 25922 verwendet.

Die Ergebnisse wurden nach 15- und anschlieBend nach 30-minitiger Inkubationszeit
protokolliert. Die Stdamme, die innerhalb 15 min einen Farbumschlag verursachten, waren von
besonderem Interesse (26 Isolate). Von diesen 26 Isolaten waren 15 E. coli, 1 K. oxytoca und
10 K. pneumoniae.

Die hochste R-Lakatamase-Aktivitat wurde bei dem Isolat E. coli 11 nachgewiesen. Der
Nachweis erfolgte innerhalb 1-2 min (schon beim Resuspendieren der Bakterienkolonien fand
der Farbumschlag statt), vergleichbar zum Reaktionsausfall bei der rekombinanten [-
Laktamase. Der Stamm E. coli 11 wurde deshalb als Kontrollstamm flr die Etablierung der
CCMS-Experimente verwendet.

4.4 Der Kontrollstamm E. coli 11

Der Stamm E. coli 11 wurde von einer 61 jahrigen Patientin aus Sekret der Galle isoliert. Die
Patientin wurde in der Abteilung Hamatologie und Onkologie behandelt. Die ID-
Identifikation und Bestimmung des Resistenzphanotyps erfolgte mittels Vitek® 2 (Kapitel
3.2.1.1).

4.4.1 Bestimmung des Resistenzph&notyps des E. coli 11-Stammes

Die MHK-Werte aus dem Vitek® 2 sind in Tabelle 15 dargestellt. Die Bestatigung der ESBL-
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Bildung erfolgte durch Mikrobouillondilution.

Tabelle 15: MHK-Daten des E. coli 11-Isolates fiir Vitek® 2 AST-N116 Karte [ug/ml]

Antibiotika MHK Antibiotika MHK
Ampicillin >32 Ceftazidim >64
Ampicillin/Sulbactam >32 Cefepim >64
Piperacillin >128 Imipenem <1
Piperacillin/Tazobactam >128 Meropenem <0,25
Cefazolin >64 Gentamicin <1
Cefuroxim >64 Tobramycin <1
Cefuroxim Axetil >64 Ciprofloxacin >4
Cefoxitin 8 Levofloxacin >8
Cefpodoxim >8 Tigecycline <0,5
Cefotaxim >64 Trimethoprim >320

/Sulfamethoxazol

4.4.2 Charakterisierung von bla-Gene des E. coli 11-Stames

Nach dem phénotypischen Nachweis der ESBL-Bildung wurden mit molekularen
Nachweismethoden (PCR und nachfolgender Sequenzierung, siehe Kapitel 3.2.3 und 3.2.4)
bei E. coli 11-Stamm zwei unterschiedliche B-Laktamasen nachgewiesen. Diese waren eine
TEM-1 R-Laktamase (funktionelle Gruppe 2b) und eine CTX-M-15 Extended-Spektrum [3-
Laktamase (funktionelle Gruppe 2be).

4.5 Analyse der Bindungsaffinitat des Mero-CC Capture Compounds im ESBL NDP
Test

Der ESBL NDP Test, in dem die Hydrolyse von Cefotaxim durch 3-Laktamasen einen
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Farbumschlag verursacht, wurde erfolgreich eingesetzt, um die Bindungsaffinitat des Mero-

CC Capture Compounds zu den R-Laktamasen im Zelllysat von E. coli 11 zu untersuchen
(siene Kapitel 3.2.8.1). Die Analyse wurde mit vier Reaktionsansatzen durchgefiihrt: Ein
Ansatz ohne Competitor und entsprechende Ansitze mit den bekannten Inhibitoren
Tazobactam und Meropenem, sowie dem als Inhibitor zu testenden Mero-CC. Die Hydrolyse
von Cefotaxim durch die B-Laktamasen im Zelllysat des E. coli 11-lsolats erfolgte
augenblicklich und die Farbe im Ansatz ohne Competitor schlug von rot nach gelb um. Bei
den Ansétzen mit den Inhibitoren Tazobactam und Meropenem fand kein Farbumschlag statt.
Der Reaktionsverlauf beim Ansatz mit Mero-CC war derselbe wie im Ansatz ohne
Competitor. Der Farbumschlag von rot zu gelb fand unmittelbar nach der Zugabe von
Zelllysat statt.

Durch den Vergleich der kompetitiven Inhibition des Assays durch Meropenem oder Mero-
CC konnte gezeigt werden, dass Mero-CC im Vergleich zu freiem Meropenem entweder gar
keine oder eine deutlich geringere Bindungsaffinitat zu R-Laktamasen aufweist. Fir die

visuelle Darstellung der Analyse siehe Abbildung 6.

a. CTX CTX+TZB CTX+MER b. cTXx CTX+TZB CTX+ MER

e 20 30

CTX+ Mero-CC

2l

Abbildung 6: Analyse des Mero-CC Capture Compounds in ESBL NDP Test.
a: Vor der Zugabe des Zelllysates; b: Nach der Zugabe des Zelllysates. CTX: Cefotaxim, CTX+TZB: Cefotaxim
+ Tazobactam, CTX+MER: Cefotaxim + Meropenem, CTX+Mero-CC: Cefotaxim + Mero-CC.

Abbildung b zeigt, dass die Hydrolyse von Cefotaxim durch die R-Laktamasen des E. coli 11-Stammes von
Tazobactam und Meropenem gehemmt wurde (kein Farbumschlag von Rot nach Gelb), wahrend Mero-CC keine
optisch sichtbare Inhibition erwirkte (Farbumschlag von Rot nach Gelb sowohl bei Positivkontrolle als auch bei
Inhibitionskontrolle mit Mero-CC).
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*die Farbe des Tropfens mit Meropenem war von Anfang an heller (mehr orange). Meropenem alleine fiihrt zu

einer geringen pH-Anderung.

4.6 Etablierung eines quantitativen photometrischen Assays zur Detektion der R-
Laktamase-Enzymaktivitat

Zur genaueren Analyse der Bindungsaffinitdat von Mero-CC zu [3-Laktamasen wurde eine
sensiblere, photometrische Messung nach Henderson et al. (63) etabliert. Als Substrat fiir die
R-Laktamase-Aktivitat im Zelllysat wurde das chromogene [-Laktam-Antibiotikum
Nitrocefin verwendet. Fir die kompetitive Inhibition wurden freies Meropenem oder Mero-
CC eingesetzt (Kapitel 3.2.8.2).

4.6.1 Die Bestimmung der Substrat-Eigenschaften von Nitrocefin und der Inhibitor-

Eigenschaften von Meropenem

Fur die Berechnung der Michaelis-Menten Kinetik wurden Nitrocefinkonzentrationen von 8,8
MM bis 250 puM eingesetzt und im Abstand von je einer Minute wurden die Enzym-
Reaktionsgeschwindigkeiten insgesamt fir 5 min in Abhé&ngigkeit von der Nitrocefin-
Konzentration photometrisch tber die Absorption bei 486 nm gemessen. In Tabelle 16 sind
die Angaben der photometrischen Messung aufgefiihrt. Die Michaelis-Menten-Konstante
(Km) und die maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vmax) der Hydrolyse des Substrates
(Nitrocefin) durch die B-Laktamasen des E. coli 11-Isoalts wurden durch die Auftragung im

Lineweaver-Burk Diagramm bestimmt.

Tabelle 16: Substratkonzentrationen und die Enzymreaktionsgeschwindigkeiten pro Minute in
Abhéangigkeit von der Nitrocefinkonzentration

Nitrocefin- Geschwindigkeit- 1/S 1wV
Konzentrationen V (UM/min)” (/M) (min/uM)
8,8 1,789 0,114 0,559
17,5 3,740 0,057 0,267

35 8,130 0,029 0,123
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70 8,211 0,014 0,122
140 8,293 0,007 0,121
200 8,293 0,005 0,121
250 8,293 0,004 0,121

* _ der molare Extinktionskoeffizient von hydrolysiertem Nitrocefin betragt bei 486 nm 20500 M™* cm™.

Der Lineweaver-Burk Plot ist in Abbildung 7 dargestellt. Der R* Wert von fast 95 % zeigt
eine gute Korrelation zwischen den Datenpunkten und der Regressionslinie. Die Zunahme
von 1/S vergroRert 1/V. Die Gleichung der Regressionsgeraden liefert die Informationen tber
die Kn- und Viyax-Werte des Enzymes. Der y-Achsenabschnitt (0,0738 min/uM) ist gleich
1/V max, daher ist Vimax = 13,55 uM/min. Die Steigung der Regressionslinie (3,9786 min) ist
gleich Kin/Vmax, daher ist Ky = (Vimax) (Kn/Vmax) = 53,9 UM.

Fur die kompetitive Inhibition der Hydrolyse des Nitrocefins durch die R-Laktamasen des E.
coli 11-Isolates wurde Meropenem verwendet. Fir die Bestimmung der mittleren

inhibitorischen Konzentration (ICs) des Meropenems wurden Meropenemkonzentrationen

LINEWEAVER-BURK PLOT

0,6 y = 3,9786x + 0,0738
05 R2 = 0,9493
2 04
=
E 0,3
> 02
S~
(o]

01

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12

1/S (1/um)

Abbildung 7: Lineweaver-Burk Plot fiir die Berechnung der K- und V.x-Werte.

von 1,1 uM bis 17,5 uM im Nitrocefin-Assay eingesetzt. Das Substrat (Nitrocefin) war in
einer konstanten Konzentration von 35 UM im Reaktionsansatz enthalten. Die Absorption
(optische Dichte-OD) bei 486 nm wurde fur insgesamt drei Minuten nach jeder Minute

gemessen. Die Angaben der Messung sind in Abbildung 8 dargestellt. Aus der Kurve wird
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erkenntlich, dass eine halomaximale Inhibition (ICso) der Hydrolyse des Nitrocefins bei ca.

4,4 uM Meropenem erreicht wurde.

Der K; Wert des Meropenems (Kq des Inhibitors) wurde durch die Cheng-Prusoff-Gleichung
bestimmt (148):

R (o

1+ j.l-’ilTl

Nach dieser Gleichung betragt der K; Wert 4,6 uM.

0,5
0,4
a 0,3
© 9.2 , —
0,1 ”
0
1 2 3
Zeit/min
=—o—F. coli11 =e=—F. coli 11 + Mero-17,5 uM

E. coli 11 + Mero-8,8 uM ==e=FE. coli 11+Mero-4,4 uM
E. coli 11 + Mero-2,2 uM E. coli11 + Mero-1,1 uM

Abbildung 8: Bestimmung von 1Cs, des Meropenems.
Abbildung 8 zeigt die die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration von Meropnem

mittels Ntrocefin-Hydrolyse durch B-Laktamasen aus dem Zelllysat des Kontrollstammes E. coli 11.

E. coli 11- Assay-Reaktion ohne Inhibitor, E. coli 11 + 17, 5 uM Mero, E. coli 11 + 8,8 UM Mero, E. coli 11 +
4,4 UM Mero, E. coli 11 + Mero-2,2 uM Mero, E. coli 11 + 1,1 uM Mero- sind die Reaktionsansatze mit

entsprechenden Konzentrationen von Meropenem.

4.6.2 Analyse des Mero-CC Capture Compounds im Nitrocefin-Assay

Nach der Bestimmung des K-Wertes des Nitrocefins und des K;-Wertes des kompetitiven

Inhibitors Meropenem wurde Mero-CC (analog zu Meropenem) im Nitrocefin-Assay als

kompetitiver Inhibitor analysiert. Es wurden folgende Konzentrationen von Mero-CC im

Assay eingesetzt: 70 uM und 700 puM. Aufgrund der kleinen Menge des fiir dieses Projekt
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synthetisierten Mero-CC war es unmadglich, eine Konzentrationsreihe fur die Ermittlung des

ICso herzustellen. Daher war auch die Berechnung des K;-Wertes des Mero-CC Capture
Compounds unmdglich. Nitrocefin wurde nach dem etablierten Verfahren in einer konstanten
Konzentration von 35 UM eingesetzt. Als Kontrolle zu Mero-CC wurde das freie Meropenem
in einer Endkonzentration von 70 puM eingesetzt. Die Resultate der Analysen sind in
Abbildung 9 gezeigt. Aus den Kurven wird erkenntlich, dass durch 70 uM freies Meropenem
eine Vollinhibition der enzymatischen Hydrolyse des Nitrocefins durch 3-Laktamasen erwirkt
wurde. Bei der gleichen Konzentration erfolgte hingegen bei Mero-CC keine Inhibition. Die
Enzymreaktionsgeschwindigkeit im Ansatz mit 70 uM Mero-CC war genauso schnell wie in
der Reaktion ohne Zusatz von Competitor. Nur eine hohe Konzentration des Mero-CC von
700 puM hatte eine Inhibition von 14 % zufolge.

08 S
0,6 _/
(a]

(]
0,4

0,2 /

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Zeit/min

=== coli 11 === F. coli 11 + Mero-70 uM
E. coli 11 + Mero-CC-70 uM ==e=E. coli 11 + Mero-CC-700 uM

Abbildung 9: Inhibition der Hydrolyse des Nitrocefins durch 70 uM Meropenem und 700 pM
Mero-CC.

E. coli 11- Assay-Reaktion ohne Inhibitor, E. coi 11 + 70 uM Mero, E. coli 11 + 70 uM Mero-CC, E. coli 11 +
700 uM Mero-CC - sind die Inhibitionsreaktionen mit entsprechenden Konzentrationen von Meropenem bzw.
Mero-CC.

Bei der Inhibitionsreaktion mit 700 UM Mero-CC wurde die enzymatische Hydrolyse des
Nitrocefins der dritten Reaktionsminute im Vergleich zur Reaktion ohne Zusatz von
Competitor zu 14 % inhibiert (Abbildung 9). 1 mM Mero-CC bewirkte eine &hnliche
Inhibition (15 %) (Daten nicht gezeigt).
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4.6.3 Analyse der Bindungsaffinitat von hydrolysiertem Meropenem an [3-Laktamasen

Bei der Synthese und Aufreinigung des Mero-CC, in dem als Selektivitatsfunktion das
Molekiil Meropenem eingebaut ist, ergaben sich Schwierigkeiten bedingt durch die Offnung
des Laktam-Rings, weshalb die Ausbeute an intaktem Produkt relativ gering ausfiel. Um ggf.
mit hydrolysiertem Meropenem als Selektivitatsfunktion im Mero-CC arbeiten zu konnen,
wurde geprift, welche Bindungsaffinitdt Meropenem mit gedffnetem Laktam-Ring an -
Laktamasen hat. Dafiir wurde der Laktam-Ring des Meropenems mit einer rekombinant
hergestellten, gereinigten (3-Laktamase (LucBuster) hydrolysiert und dieses hydrolysierte
Meropenem im Nitrocefin-Assay als kompetitiver Inhibitor eingesetzt. Fir die Beschreibung
der Methode siehe Kapitel 3.2.8.2.1.

Der Nitrocefin-Assay wurde nach dem etablierten Protokoll durchgefiihrt, wobei die
Nitrocefin-Konzentration 35 pM betrug. Fur die Ansdtze mit (zu testenden) Inhibitoren
wurden intaktes Meropenem und hydrolysiertes Meropenem, jeweils in einer
Endkonzentration von 20 uM, eingesetzt. Die Konzentration des gespaltenen Nitrocefins
wurde photometrisch (Absorption bei 492 nm) nach 1, 3, 6 und 60 min gemessen. Die
graphische Darstellung der Analyseergebnisse findet sich in Abbildung 10. Aus diesem
Diagramm ist ersichtlich, dass hydrolysiertes Meropenem im Gegensatz zu intaktem
Meropenem keine signifikante Inhibition bewirkte. Die Enzymreaktionsgeschwindigkeiten
beim Ansatz ohne Competitor und dem entsprechenden Ansatz mit 20 uM hydrolysiertem
Meropenem waren gleich. Damit schied die Mdoglichkeit aus, mit chemisch leicht und damit
kostengunstig herzustellenden Konstrukten zu arbeiten, die auf hydrolysiertem Meropenem

als Selektivitatsfunktion basiert hatten.
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0,6 -
0,5 -
H 35 uM Nitrocefin
0,4 -
803 -
o - B 35 uM Nitrocefin + 20 uM
Meropenem
0,2 -
01 - 35 uM Nitrocefin + 20 uM
! hydrolysiertes
0 Meropenem
1 3 6 60
Zeit/min

Abbildung 10: Analyse des hydrolysierten Meropenems als kompetitiver Inhibitor mittels
Nitrocefin-Assay.

35 uM Nitrocefin- Assay-Reaktion ohne Inhibitor, 35 pM Nitrocefin + 20 pM Meropenem, 35 uM Nitrocefin +
20 uM hydrolysiertes Meropenem - sind die Inhibitionsreaktionen mit intaktem Meropenem bzw.

hydrolysiertem Meropenem.

4.6.4 Analyse verschiedener R-Laktame unter verschiedenen Bedingungen mittels

Nitrocefin-Assay

Fur eine kostengunstige Synthese eines neuen Capture Compounds mit einem R-Laktam als
Selektivitatsfunktion war die Stabilitdt des Laktam-Rings sehr wichtig. Um ein neues
effektives Capture Compound zum Nachweis von [3-Laktamasen zu konstruieren, wurden fur
die weitere Synthese funf verschiedene R-Laktamae bei verschiedenen, fir die Synthese
wichtigen Bedingungen, analysiert. Hierbei sollte herausgefunden werden, welches 3-Laktam
potenziell am besten fiir eine Synthese geeignet ist, d.h. die groRte Stabilitdt unter
verschiedenen Bedingungen aufweist. Diese B-Laktame waren Clavulansiure, Tazobactam,
Meropenem, Ertapenem und Doripenem. Die Bedingungen, unter denen sie analysiert
wurden, waren folgende: pH (pH 2,04, pH 7.26, und pH 12,36), Temperatur (Raumtemperatur
und 4°C) und Zeit (Nullwert, 1 h und 8 h). Nach der Behandlung unter diesen Bedingungen
wurden die oben erwahnten R-Laktame als Inhibitoren im Nitrocefin-Assay eingesetzt. Fir die
Beschreibung der Methode siehe Kapitel 3.2.8.2.2. Nach den Analysenergebnissen wurde

beurteilt, welches das stabilste Molekul war. In den Abbildungen 11-20 sind die graphischen
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Darstellungen der inhibitorischen Aktivitaten der oben erwéhnten (3-Laktame nach ihrer

Inkubation bei unterschiedlichen pH-Werten, Temperaturen und Zeiten dargestellt. Die

Messergebnisse  wurden

standardisiert (OD des Ansatzes mit Inhibitor/OD des

entsprechenden Ansatzes ohne Inhibitor).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

OD-i/0OD-k

0,3
0,2
0,1

0

0 1 8

Zeit/h

m 35 uM Nitrocefin +
20uM CIS in pH-
Puffer 2.04

35 uM Nitrocefin +
20 uM CIS in pH-
Puffer 7.26

35 uM Nitrocefin +
20 uM CIS in pH-
Puffer 12.36

Abbildung 11: Analyse der Stabilitat von Clavulansidure bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei
Raumtemperatur ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei Raumtemperatur mit 35 pM Nitrocefin und 20 pM Clavulansdure (CIS). Y-Achse: OD der

Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:

Inkubationszeit und pH.

803

o
N}

0 1 8

Zeit/h

H 35 uM Nitrocefin +
20 uM Tazo in pH-
Puffer 2.04

H 35 uM Nitrocefin +
20 uM Tazo in pH-
Puffer 7.26

35 uM Nitrocefin +
20 pM Tazo in pH-
Puffer 12.36

Abbildung 12: Analyse der Stabilitdit von Tazobactam bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei
Raumtemperatur ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei Raumtemperatur mit 35 puM Nitrocefin und 20 pM Tazobactam (Tazo). Y-Achse: OD der
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Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.

0,8
0,7
06 m 35 uM Nitrocefin +
' 20 uM Mero in pH-
X 05
a Puffer 2.04
o4
o
(@)

35 uM Nitrocefin +
0,3 20 uM Mero in pH-
0.2 Puffer 7.26
0,1 35 puM Nitrocefin +
20 uM Mero in pH-
0 Puffer 12.36
0 1 8

Zeit/h

Abbildung 13: Analyse der Stabilitit von Meropenem bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei
Raumtemperatur ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei Raumtemperatur mit 35 pM Nitrocefin und 20 pM Meropenem. Y-Achse: OD der
Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.

0,7
0,6

m 35 uM Nitrocefin +
0,5 20 uM Erta in pH-

Puffer 2.04
35 uM Nitrocefin +

20 pM Erta in pH-
0,2 Puffer 7.26
0,1 35 uM Nitrocefin +
0 20 uM Erta in pH-
0 1 8

Puffer 12.36
Zeit/h
Abbildung 14: Analyse der Stabilitdt von Ertapenem (Erta) bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei
Raumtemperatur ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.
Nitrocefin-Assay bei Raumtemperatur mit 35 pM Nitrocefin und 20 pM Ertapenem. Y-Achse: OD der

Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.

82



Ergebnisse
Aus den Diagramen 11, 13 und 15 wird ersichtlich, dass die inhibitorischen Aktivitdten von

Clavulansédure, Meropenem und Doripenem nach einer Stunde Inkubation beli
Raumtemperatur im pH-Puffer 12.36 mit 20 % Acetonitril deutlich abnahmen. Nach der
Inkubation von 8 Stunden bei Raumtemperatur im pH-Puffer12.36 mit 20 % Acetonitril
nahmen die inhibitorischen Aktivitaten von allen getesteten Inhibitoren stark ab (Abbildungen
11-15). Im Gegensatz zu den anderen Inhibitoren, verlor Meropenem seine inhibitorische
Aktivitat auch nach der Inkubation im pH-Puffer 2.04 mit 20 % Acetonitril (Abbildung 13).

0,9

0,8

0,7 m 35 uM Nitrocefin + 20
~ 0,6 UM Dori in pH-Puffer
8 0,5 2.04
E 0,4 m 35 uM Nitrocefin + 20
o 0,3 UM Dori in pH-Puffer

0,2 7.26

0,1 35 uM Nitrocefin + 20

0 UM Dori in pH-Puffer
0 1 8 12.36

Zeit/h

Abbildung 15: Analyse der Stabilitit von Doripenem bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei
Raumtemperatur ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei Raumtemperatur mit 35 uM Nitrocefin und 20 uM Doripenem (Dori). Y-Achse: OD der
Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.

1,2
1 m 35 pM Nitrocefin +
08 20 uM CIS in pH-
a Puffer 2.04
Q 06
E ’ M 35 puM Nitrocefin +
O 04 20 uM CIS in pH-

N

Puffer 7.26
0, . )
I I 35 uM Nitrocefin +
0 20 uM CIS in pH-
0 1 8

Puffer 12.36
Zeit/h

Abbildung 16: Analyse der Stabilitat von Clavulansaure bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei 4°C
ohne, nach einer und nach acht Stunden Inkubation.
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Nitrocefin-Assay bei 4°C mit 35 uM Nitrocefin und 20 uM Clavulansiaure (CIS). Y-Achse: OD der

Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:

Inkubationszeit und pH.

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

OD-i/0OD-k

0,3

0,2

0,1

0
0 1 8

Zeit/h

m 35 uM Nitrocefin +
20 uM Tazo in pH-
Puffer 2.04

35 uM Nitrocefin +
20 uM Tazo in pH-
Puffer 7.26

35 uM Nitrocefin +
20 uM Tazo in pH-
Puffer 12.36

Abbildung 17: Analyse der Stabilitat von Tazobactam bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei 4°C ohne,
nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei 4°C mit 35 uM Nitrocefin und 20 uM Tazobactam (Tazo). Y-Achse: OD der

Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:

Inkubationszeit und pH.
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m 35 uM Nitrocefin +
20 uM Mero in pH-
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35 uM Nitrocefin +
20 uM Mero in pH-
Puffer 12.36

Abbildung 18: Analyse der Stabilitat von Meropenem bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei 4°C ohne,
nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei 4°C mit 35 pM Nitrocefin und 20 uM Meropenem (Mero). Y-Achse: OD der
Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:

Inkubationszeit und pH.
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Abbildung 19: Analyse der Stabilitat von Ertapenem bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei 4°C ohne,
nach einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei 4°C mit 35 pM Nitrocefin und 20 puM Ertapenem (Erta). Y-Achse: OD der
Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.
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Abbildung 20: Analyse der Stabilitat Doripenem bei pH 2.04, 7.26 und 12.36, bei 4°C ohne, nach
einer und nach acht Stunden Inkubation.

Nitrocefin-Assay bei 4°C mit 35 puM Nitrocefin und 20 pM Doripenem (Dori). Y-Achse: OD der
Inhibitionskontrolle/OD der entsprechenden Positivkontrolle ohne Inhibitor, x-Achse: variable Parameter:
Inkubationszeit und pH.

Aus den Abbildungen 16-20 ist ersichtlich, dass bei 4° C, nach einer Stunde Inkubation im
pH-Puffer 12.36 mit 20 % Acetonitril von allen finf R-Laktamen nur bei Meropenem die
inhibitorische Aktivitat deutlich abnahm. Allerdings nahm unter den gleichen Bedingungen

die inhibitorische Aktivitdt nach einer Inkubationszeit von 8 Stunden bei allen fiunf R-
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Laktamen stark ab.

4.7 Capture-Experimente mit dem Mero-CC Capture Compound

Die Capture-Experimente wurden erst mit gereinigter, rekombinanter [3-Laktamase (LACTB,
EC 3.5.2.6, Tabelle 6) nach dem Off-Bead Protokoll durchgefihrt (Kapitel 3.2.9.1). Das
Enzym wurde in einer Endkonzentration von 0,5 UM eingesetzt. Capture Compound (Mero-
CC) und Competitor (Meropenem) wurden in zwei unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt: 10 uM und 1 pM, bzw. 1000 puM und 100 pM. Die Proben wurden mit UV-Licht
(Amax = 310 nm) unter Kihlung (4° C) in der caproBox bestrahlt. Es wurden die drei
unterschiedliche Bestrahlungszeiten 0 min, 0,5 min und 5 min getestet. Die Detektion erfolgte
mittels Streptavidin-Infrarot-Farbstoff-Konjugat (IRDye-800CW-Strepavidin) nach SDS-
PAGE und Western Blot. Es wird demnach der Anteil der B-Laktamase detektiert, der in der
Photo-Reaktion mit dem Mero-CC reagiert hat und somit kovalent mit Biotin verkn(ipft ist.

¢(CPT390)/yM 10 10 1 1 10 10 1 1 10 10 1 1

c¢(Meropenem)/pM - 1000 - 100 - 1000 - 100 - 1000 - 100
UV irradiation time / min - - - = 035 ‘05 05 05 5 5 5 5
MW / kDa

250 -

130-
|

15-

10-

Abbildung 21: Streptavidin-Blot zur Detektion biotinylierter Proteine (Protein — Mero-CC —
Konjugate) nach Photo-Crosslinking des Mero-CC mit rekombinant hergestellter R-Laktamase
unter verschiedenen Bedingungen (siehe Beschriftung tiber den Gelspuren).

Abbildung 21 zeigt, dass ohne UV-Bestrahlung keine Reaktion zwischen dem Mero-CC und
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der rekombinanten B-Laktamase stattfand (keine Photocrosslink-Reaktion). Bei den 0,5- und

5-mindtigen Bestrahlungszeiten ist das R-Laktamase — Mero-CC — Konjugat sowohl bei 10
MM Mero-CC als auch bei 1 uM Mero-CC zu erkennen, die Photocrosslink-Reaktion bei der 5
minutigen Bestrahlungszeit liefert mehr R-Laktamase — Mero-CC - Konjugat. Die
schwécheren Signalintensitdten bei An- im Vergleich zur Abwesenheit von Meropenem
deuten zuné&chst darauf hin, dass Meropenem die Bindung des Mero-CC an die rekombinante
R-Laktamase (kompetitiv) inhibiert, allerdings konnte der beobachtete Effekt in Betracht der
Ergebnisse mit E. coli Lysat (Abbildung 22) auch durch Absorption des UV-Lichtes durch
Meropenem verursacht worden sein (innerer Filtereffekt). Die scheinbare Meropenem-
vermittelte Bindung des Mero-CC an die B-Laktamase kann also angezweifelt werden. Die
detektierte R-Laktamase — Mero-CC — Konjugate kdnnten auch durch unspezifische (d.h. nicht
durch die Meropenem-Selektivitatsfunktion des Mero-CC vermittelte) Photoreaktion

entstanden sein.

Die Capture-Experimente wurden mit dem gleichem Protokoll auch im Zelllysat des
Kontrollstammes E. coli 11 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 dargestellt.
Wie bei der rekombinant-hergestellter 3-Laktamase sind im Zelllysat ohne UV-Bestrahlung
ebenfalls kaum Protein — Mero-CC — Konjugate zu erkennen. Bei 0,5- und 5-mindtigen
Bestrahlungszeiten scheint es, dass 1 mM Meropenem bei 10 uM Mero-CC fiir alle Proteine
eine Competition verursacht. Das ist aber unwahrscheinlich und spricht eher fiir einen inneren
Filtereffekt. Im Vergleich zu der rekombinant-hergestellten R-Laktamase wurden im Zelllysat
mit 1 uM Mero-CC und 100 uM Meropenem keine spezifischen Signale detektiert. Der
innere Filtereffekt des Meropenems wirkt sich hier wahrscheinlich wegen zugleich

vorhandener Lysatabsorption weniger aus.

87



Ergebnisse

¢(CPT390) / M 10 10 1 1 10 10 1 1 ) 10 10 1 1
c(Meropenem) /pM - 1000 — 100 - 1000 — 100 - 1000 — 100
UV irradiation time / min  — - - - 05 05 05 05 S 5 5 5

MW / kDa
250

130

100
70

55

25

Abbildung 22: Streptavidin-Blot zur Detektion biotinylierter Proteine (Protein — Mero-CC —
Konjugate) nach Photo-Crosslinking des Mero-CC mit Zelllysat des Kontrollstammes E. coli 11

unter verschiedenen Bedingungen (siehe Beschriftung Giber den Gelspuren).

Um zu prifen, ob es mit 1 mM Meropenem bei Anax = 310 nm Bestrahlung einen inneren

Filtereffekt gab, wurde die Absorption von Meropenem (8,8 uM in H,O) photometrisch

gemessen. Die Messergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Meropenem besitzt bei ca.

310 nm ein Absorptionsmaximum. Somit wurde wahrscheinlich das Licht der 310 nm UV-

Lampe durch Meropenem absorbiert und stand nicht mehr fir die Anregung der

Reaktivitatsfunktion des Mero-CC zur Verflgung (innerer Filtereffekt). Bei 350 nm

absorbiert Meropenem wesentlich weniger.
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Abbildung 23: Absorptionsspektrum von Meropenem

Deswegen wurden weitere Capture-Experimente mit Zelllysat von E. coli 11 mit Anax = 350
nm zur Aktivierung des Capture Compounds durchgefihrt (Abbildung 24), wobei die
Endkonzentration von Mero-CC bzw. Scaffold 2,5 uM und die von Meropnem 20 oder 200
UM betrugen. Die Bestrahlungszeit betrug 5 min. Die Analyse der biotinylierten Proteine
zeigte, dass der innere Filtereffekt, der bei Amax = 310 nm Bestrahlung durch Meropenem
verursacht wurde, wegfiel. Allerdings waren keine spezifischen Banden (mit Competition) zu
erkennen. Das Scaffold-Molekil allein (ohne Meropenem-Selektivitasfunktion) bindet kaum
unspezifisch an Molekile aus Zelllysat. Das bedeutet, dass die in den Proben 1, 3 und 4
nachgewiesenen Protein — Mero-CC — Konjugate durch die Meropenem-Selektivitatsfunktion
bedingt wurden. Allerdings verursachen hier wohl durch Meropnem bedingte Anderungen der
physikalischen Eigenschaften des Capture Compounds wie Polaritat oder Dipolmoment die
beobachteten Anderungen im Photo-Crosslinking und nicht eine spezifische Bindung der
Meropenem-Selektivitatsfunktion in ein aktives Zentrum eines Proteins, da ein hierdurch

photo-gecrosslinktes Protein in der Competitionskontrolle nicht detektiert werden sollte.
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Abbildung 24: Capture-Ergebnisse mit Mero-CC bzw. Scaffold mit Zelllysat des
Kontrollstammes E. coli 11 bei An = 350 nm Bestrahlung. Streptavidin-Blot zur Detektion
biotinylierter Proteine.

Aus dem Abbildung 24 sieht man, dass der innere Filtereffekt, die durch Meropnem verursacht wurde, bei Apax =

350 nm Bestrahlung wegfiel.

Basierend auf den Ergebnissen des Nitrocefin-Assays, in dem Mero-CC in einer
Konzentration von 700 uM eine Inhibition von 14 % bewirkte (Abbildung 9), wurde ein
Capture-Experiment mit einer sehr hohen Konzentration von Mero-CC durchgefuhrt (Kapitel
3.2.9.5). Die Konzentration von Mero-CC betrug 763 puM und die des Competitors
(Meropenem) 800 puM. Nach Western-Blot wurde die TEM-1 R-Laktamase mit anti-TEM-1
Antikorper spezifisch detektiert. Abbildung 25 zeigt, dass in den Proben 1 (Assay) und 2
(Competition) (nach Photo-Crosslinking, vor Anreicherung der Protein — Mero-CC -
Konjugate mittels Streptavidin-Magnetbeads) ein starkes Signal bei dem entsprechenden
Molekulargewicht (ca. 30 kDa) detektiert wurde. Das spricht dafiir, dass im Zelllysat des
Kontrollstammes E. coli 11 eine ausreichende Menge TEM-1 vorhanden war. Bei den Proben
3 (Assay) und 4 (Competition) (nach Photo-Crosslinking und Anreicherung der Protein —
Mero-CC — Konjugate mittels Streptavidin-Magnetbeads) sieht man ein sehr schwaches
Signal. Die Ausbeute der Mero-CC-vermittelten Anreicherung der TEM-1 ist sehr gering —
wahrscheinlich durch die schwache Bindung des Mero-CC an TEM-1. Das etwa stérkere
Signal beim Assay-Ansatz (Probe 3) im Vergleich zum Competitions-Ansatz (Probe 4) deutet
auf eine Meropenem-vermittelte Bindung des Mero-CC an TEM-1 hin. Allerdings erlauben
die sehr schwachen Signale keine eindeutige Aussage. Die Proben 5 und 6 sind jeweils die
Lysat-Uberstande nach Inkubation mit Streptavidin-Magnetbeads der entsprechenden Proben
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3 und 4. Die starken TEM-1 Signale bedeuten, dass die 3-Laktamase TEM-1 — wie bereits

durch schwachen Signale der Proben 3 und 4 angedeutet — nicht nachweisbar aus dem Lysat

isoliert wurde.

12 M 3 4 5 6 ) ) o
1-Assay-Ansatz  vor Inkubation mit Streptavidin-
Magnetbeads
2-Competitions-Ansatz vor Inkubation mit Streptavidin-
Magnetbeads
. M-Protein Marker

3-Assay-Ansatz (Isolat durch Streptavidin-Magnetbeads)

4-Competitions-Ansatz ~ (Isolat  durch  Streptavidin-
. Magnetbeads)

5-Assay-Ansatz  (Uberstand nach  Inkubation  mit
" Streptavidin-Magnetbeads)

& , 6-Competitions-Ansatz (Uberstand nach Inkubation mit
- e 4 Streptavidin-Magnetbeads)

Abbildung 25: Capture-Ergebnisse mit Mero-CC im Zelllysat des Kontrollstammes E. coli 11.
SDS-PAGE, Detektion der -Laktamase TEM-1 mittels Western-Blot.

Weiterhin wurden mittels Mero-CC angereicherte Proteine nach tryptischem Verdau auf den
Streptavidin-Magnetbeads massenspektrometrisch untersucht. Es wurden neben vielen
anderen Proteinen zwar auch R-Laktamasen (TEM-1, CTX-15) identifiziert, allerdings konnte
keine Meropenem-vermittelte Bindung zum Mero-CC (geringere Intensitat in Competitions-
Ansatz mit Meropenem als Competitor) nachgewiesen werden. Die identifizierten B-
Laktamasen wurden wahrscheinlich wie viele andere Proteine durch unspezifische Photo-
Crosslink-Reaktion zum Mero-CC oder durch unspezifisches Anhaften an die Streptavidin-

Magnetbeads identifiziert.

Es wurden Capture-Experimente auch mit On-Bead- und Pulldown-Protokoll (siehe Kapitel
3.2.9.3 bzw. 3.2.9.4) sowohl mit der rekombinanten R-Laktamase als auch mit Zelllysaten des
Kontrollstammes E. coli 11 durchgefuhrt. Allerdings konnte keine spezifische Bindung
zwischen Mero-CC und den 3-Laktamasen gezeigt werden.

Nachdem die Capture-Experimente mit Mero-CC und dem Zelllysat des Kontrollstammes E.
coli 11, der zwei unterschiedliche B-Laktamasen — TEM-1 (funktionelle Gruppe 2b, broad-
spectrum-R3-lactamase) und CTX-M-15 (funktionelle Gruppe 2be, ESBL) — bildete, gezeigt
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haben, dass die Bindung zwischen der Meropenem-Selektivitatsfunktion und den B-

Laktamasen sehr schwach ist und somit Mero-CC fiir die Anreicherung dieser R-Laktamasen
nicht geeignet ist, wurden Kkeine weiteren Experimente mit dem KPC-positiven

Kontrollstamm- K. pneumoniae 3 durchgefihrt.

4.8 Gesamtgenomsequenzierung

Zur Verifizierung anderer Nachweismethoden flr die Detektion von ESBL- und KPC-[-
Laktamasen wurden ein ESBL-bildender E. coli 11 und ein KPC-bildender K. pneumoniae 3
zur Gesamtgenomsequenzierung eingesetzt (Kapitel 3.2.5). Detaillierte Information zu beiden

Stammen sind in Kapiteln 4.4 und 4.8.1 zu finden.

4.8.1 KPC-bildender K. pneumoniae 3

Die KPC-bildende K. pneumoniae 3 wurde aus Tracheobronchialsekret eines 48 jahrigen
Patienten in der Labor Berlin GmbH isoliert. Die ID-ldentifikation und Bestimmung des
Resistenzphanotyps erfolgte mittels VITEK® 2 (Kapitel 3.2.1.1). Die MHK-Werten von
VITEK?2 finden sich in Tabelle 17.

Tabelle 17: MHK-Daten des E. coli 11-Isolates fiir Vitek® 2 AST-N248 Karte [pg/ml]

Antibiotika MHK Antibiotika MHK
Ampicillin/Sulbactam >32 Gentamicin <1
Aztreonam >64 Tobramycin >16
Polymixin B <1 Amikacyn >16
Piperacillin >128 Ciprofloxacin >4
Piperacillin/Tazobactam >128 Moxifloxacin >8
Imipenem >8 Co-Trimoxacol >320
Meropenem >8 Fosfomycin >256
Cefotaxim >32 Tigecycline <2
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Ceftazidim >64 Cefoxitin >64

Cefepim >16

Zur Bestdtigung einer Carbapenemase-Bildung wurde der Stamm zum Nationalen
Referenzzentrum fur gramnegative Krankenhauserreger, Ruhr Universitdt Bochum geschickt.
Dort wurden folgende phanotypische Bestatigungsteste durchgefiihrt: Modifizierter Hodge-
Test (MHT), combined disc Test (CDT) mit EDTA und combined disc Test mit dem
Borséurederivat APB. Der MHT zeigte, dass der Stamm positiv fur Imipenem, Meropenem
und Ertapenem war. Der CDT zeigte keine Vergroerung der Hemmhofe um > 7 mm nach
Zugabe von EDTA bei Imipenem oder Meropenem, dahingegen zeigte sich eine
VergroBerung der Hemmhofe nach Zugabe von APB um > 4 mm bei Imipenem, Ertapenem,
Meropenem und Cefepim. Mittels PCR und nachfolgender Sequenzierung wurde bei dem

Stamm eine KPC-3 [3-Laktamase nachgewiesen.

Der K. pneumoniae 3 Stamm sollte als Kontrollstamm fur die Etablierung der CCMS-
Experimente flr die Isolierung und Charakterisierung der KPC R-Laktamase verwendet

werden.

4.8.2 Die Ergebnisse der Gesamtgenomsequenzierung

Bei dem ESBL-positiven E. coli 11 wurde mittels Gesamtgenomsequenzierung das
Vorhandensein der beiden 3-Laktamasen- TEM-1 (funktionelle Gruppe 2b) und CTX-M-15
(funktionelle Gruppe 2be), die schon mittels PCR und nachfolgender Sequenzierung im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen wurden, bestatigt. Bei dem Isolat K. pneumoniae 3
wurden neben KPC-3 (funktionelle Gruppe 2f), die im Nationalen Referenzzentrum fir
gramnegative Krankenhauserreger, Ruhr Universitit Bochum nachgewiesen worden war,
noch zwei andere R-Laktamasen gefunden: TEM-1 und SHV-11 (beide gehdren zur

funktionellen Gruppe 2b).
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5. Diskussion

5.1 Die molekulare Epidemiologie der ESBL-Bildner

Antibiotikaresistenzen stellen die Gesundheitssysteme weltweit vor groRe Herausforderungen
und sind mit erhohten Kosten, Therapieversagen und erhohten Mortalitdten verbunden (25).
Laut ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control), sterben z.B. in Europa
jahrlich 25.000 Patienten an Infektionskrankheiten durch resistente Bakterien, die gegentber
den derzeit auf dem Markt verfligbaren Antibiotika resistent sind oder sie haben ihre
Empfindlichkeit nur gegenuber den potenziell toxischen Antibiotika, wie zum Beispiel
Polymyxine, behalten (19; 89).

Bei gramnegativen Bakterien beruht der hdufigste Resistenzmechanismus auf R-Laktamasen,
wobei ESBLs eine wichtige klinische Rolle einnehmen. Die héufigsten Erreger unter den
ESBL-Bildnern sind E. coli und K. pneumoniae. Wobei in den letzten Jahren die Anzahl der
ESBL-bildenden P. mirabilis-Isolate zugenommen hat (131).

Bei geographisch unterschiedlicher Verbreitung einzelner ESBL-Genotypen, ist die Prévalenz
der ESBL-bildenden Enterobakteriazeen wéhrend der letzten Jahre europaweit angestiegen
(27). Seit Ende des 20. Jahrhunderts kam es zu eine Verschiebung der ESBL-Genotypen:
CTX-M Enzyme haben TEM- und SHV-Varianten abgel6st (17). Diese Verschiebung kénnte
nicht nur mit einer weiten Verbreitung der blacrx.m -Gene unter den hochmobilen genetischen
Elementen wie Plasmids und Transposons verbunden sein, sondern auch mit der erfolgreichen

Ausbreitung bestimmter Klone (17).

Nach einer deutschlandweiten Studie vom Robert-Koch Institut im Jahr 2004 war der Anteil
von CTX-M bei E. coli sehr hoch (82 %), wobei 28 % dieser Isolate CTX-M-15 bildeten
(Gruppe 1) (109). Hingegen war bei Klebsiella spp. der Anteil von SHV-ESBL hoher. TEM-
ESBL kamen bei E. coli haufiger vor als bei Klebsiella spp. Die Ergebnisse weiterer Studien
(ARS-ESBL-Studie 2008, Limbach-Laborstudie RESET 2011) zeigten spéter eine Dominanz
von CTX-M-Type ESBL sowohl bei E. coli als auch bei K. pneumoniae (109; 110).

Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten 175 E. coli-, Klebsiella spp.- und P.
mirabilis-Stdammen war, wie auch von anderen beschrieben (10; 22; 110), der Anteil von
blactx-m sehr hoch (83 %). Bei E. coli-Isolaten bleibt der Anteil der CTX-M Enzyme mit 94
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% sehr hoch. Hingegen ist bei Klebsiella spp.-Isolaten der Anteil von SHV-Enzymen in

unserer Studie etwas hoher (93 %) (Abbildung 4). In einer Studie von Gilrntke et al. (58), die
am Universitatsklinikum-Charité im Zeitraum von 2008 bis 2011 durchgefuihrt wurde, war
blactx-m, Wie auch nach den Daten vom Robert Koch Institut (110), der hé&ufigste
vorkommende ESBL-Genotyp bei ESBL-bildenden K. pneumoniae-Isolaten. Die Daten sind
nicht vergleichbar, weil in unserer Studie die ESBL-Varianten unter den SHV-Enzymen nicht
beriicksichtigt wurden. In einer anderen Studie aus den USA waren SHV-ESBLs bei den
ESBL-bildenden K. pneumoniae-Isolaten die haufigste isolierten ESBL-Enzyme (137). Die
molekulare Epidemiologie der ESBL-bildenden P. mirabilis-Isolaten ist regional
unterschiedlich. In einer Studie von Tonkic et al. wurden bei 38 ESBL-bildenden P. mirabilis-
Isolaten aus Kroatien nur TEM-Enzyme nachgewiesen (131). Andere Studien sowohl aus
Europa als auch aus Asien zeigten, dass bei ESBL-bildenden P. mirabilis-Isolaten
vorwiegend CTX-M Enzyme isoliert wurden (1; 94; 131). In unserer Studie hatten alle drei P.
mirabilis-Isolate ein blargy-Gen und eines dieser drei lIsolate hatte noch zusatzlich 2
unterschiedliche blacrx-v-Gene (ein blacrx-m aus der Gruppe 2 und ein weiteres blacrx.w aus

der Gruppe 9).

Unter den CTX-M Enzymen war bei den untersuchten 175 Stdmmen blactx.m aus der
phylogenetischen Gruppe 1 der am héufigsten vorkommende Genotyp. 80,4 % der blacrx-m-
positiven E. coli-Stdamme und 91 % der blacrx-m-positiven Klebsiella spp.-Stdmme gehorten
zu der Gruppe 1. Das entspricht sowohl den Daten der Studie von Leistner et al., die von 2008
bis Ende 2010 am Universitatsklinikum Charité durchgefiihrt wurde, als auch den Daten der
Studie von Glrntke et al. (84). Hingegen hatten in einer japanischer Studie ESBL-bildende E.
coli-Stdamme mit CTX-M-9 (phylogenetische Gruppe 9) die hochste Prévalenz (61).

Im Gegensatz zu den Daten der Studie von Leistner et al., die eine Haufigkeit von 4,2 %
fanden, ist das Vorkommen von CTX-M Enzymen aus der phylogenetischen Gruppe 9 bei E.
coli-lsolaten in unserer Studie mit 18,6 % deutlich hoher. Ob dies das Resultat einer klonalen
Expansion ist oder mit der Verbreitung bestimmter mobiler genetischer Elementen

zusammenhéngt, ist nicht gekléart.

Bei geographisch unterschiedlicher Verbreitung der CTX-M Genotypen sind CTX-M-15
(Gruppe 1) und CTX-M-14 (Gruppe 9) weltweit bei weitem die wichtigsten CTX-M Enzyme,
wobei CTX-M-15 mit weltweiter Verbreitung die hochste Pravalenz hat. CTX-M-14 hat eine
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hohe Prévalenz in manchen européischen L&ndern und Asien. Hingegen sind CTX-M-2

(Gruppe 2) und CTX-M-8 (Gruppe 8) in Sudamerika weit verbreitet (17; 137). Wie auch von
anderen gezeigt (27), kommen in unserer Studie die CTX-M Enzyme aus der
phylogenetischen Gruppen 1 und 9 wesentlich haufiger vor, als die Enzyme aus den Gruppen
8/25 und 2.

Die Koexistenz unterschiedlicher bla-Gene in einem Isolat wurde schon von

unterschiedlichen Autoren in verschiedenen Regionen der Erde beschrieben (10; 27; 126).

So konnte in einer japanischen Studie gezeigt werden, dass etwa die Halfte der ESBL-
bildenden E. coli-Isolate zwei oder mehr bla-Gene besallen (61). Laut dieser Studie war die
Kombination blargm + blacrx-m aus der Gruppe 9 mit 38,1 % die héaufigste Kombination. In
unserer Studie war hingegen blargm + blacrx.v aus der Gruppe 1 mit 41,5 % bei E. coli-
Isolaten die h&ufigste Kombination. Dieser folgte die Kombination blargm + blacrx-m aus der
Gruppe 9 (5,9 %). Im Unterschied zur Studie von Romero et al. (122) konnten wir bei E. coli

keine 3-fach-Kombination von bla-Genen nachweisen.

0,
200% 4159

40,0%

30,0% 26,5% 26,5%

20,0% 14,3%
10,0% 5,9%
0,0%
E. coli K. pneumoniae
TEM + CTX-M-1 TEM + CTX-M-9 SHV + CTX-M-1
TEM + SHV B TEM + SHV + CTX-M-1

Abbildung 26: Die haufigsten Kombinationen von verschiedenen bla-Genen bei ESBL-bildenden
E. coli- und K. pneumoniae-Isolate.

blacTx.m-1- €in blactx.m-Gen aus der Gruppe 1, blactx.me- €in blacrx.m-Gen aus der Gruppe 9

In der oben erwahnten Arbeit aus Japan war blargm + balsyy bei K. pneumoniae-Stdmmen die
haufigste Kombination (61). In einer anderen Studie aus Japan (23) wurde bei diesen Erregern
die Kombination blasyy + blacrx.m als am meisten pravalent beschrieben. In unserer Studie
wurde bei K. pneumoniae-Isolaten die Kombination balsyy + blacrx.m hdufiger detektiert (26,5

%) als die Kombination von blatgy +blasyy (14,3 %). Die 3-fach-Kombination blargy +
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blasny + blacrx-m aus der Gruppe 1, die schon von anderen Autoren beschrieben wurde (2),

fand sich mit 26,5 % bei unseren K. pneumoniae-lsolaten recht h&ufig, wéhrend die
Kombination blargm + blasuy + blactxw aus den Gruppen 8/25 nur bei einem Isolat (2 %)
nachgewiesen werden konnte. Die mehrfache Kombination von bla-Genen bei P. mirabilis ist
schon von anderen beschrieben (22). In unserer Studie hatte einer der drei P. mirabilis-Isolate
eine 3-fach-Kombination von bla-Genen, wobei zwei zur CTX-M-Familie gehdrten: blargy +

blacTx-maus der Gruppe 2 + blacrx-m aus der Gruppe 9.

Zusammenfassend kann man sagen, dass CTX-M Genotypen bei den ESBL-bildenden E.
coli- die haufigsten ESBL-Genotypen waren. Hingegen waren blagyy bei Klebsiella spp.-
Isolaten und blargy bei P. mirabilis die haufigsten isolierten Genotypen. Unter den CTX-M
Enzymen war die Gruppe 1 mit 68 % dominant. Der Anteil der Isolate mit Koexistenz
unterschiedlicher bla-Gene war hoch (56 %), wobei nur bei K. pneumoniae und P. mirabilis

3-fach-Kombinationen von bla-Genen nachgewiesen wurde.

Unsere Studie gibt einen Einblick in die aktuelle Pravalenz und molekulare Charakterisierung
der ESBL-bildenden E. coli- und Klebsiella spp.-Isolate an der Universitatsmedizin Berlin,
Charité. Die konventionelle PCR hatte eine hohe Sensitivitat (100 %) fiir das Screening der
Isolate auf das Vorhandensein von bla-Genen. Allerdings kann durch diese Methode nicht
zwischen ESBL- und non-ESBL-Varianten der TEM- und SHV--Laktamasen unterschieden
werden. Die in der EARS-Net Studie (25; 26) gezeigte Zunahme von ESBL-Bildnern
unterstreicht die Bedeutung einer schnellen Diagnostik, um geeignete HygienemalRnahmen im
Krankenhaus umsetzen zu kdnnen. Kiinftige Studien sollten neben der Verteilung der ESBL-
Genotypen den genetischen Hintergrund der ESBL-Isolate mit erfassen, um mdgliche
Zusammenhange zwischen ESBL- und Virulenzmustern analysieren zu konnen. Fir die
Beantwortung dieser Fragestellungen erscheint die Gesamtgenomsequenzierung (Next
Generation Sequencing — NGS) als am besten geeignet (52). Es ist absehbar, dass NGS in

naher Zukunft zu wichtigen Teil der Routinediagnostik wird.

5.2 Capture Experimente: Affinitatsanalysen von Mero-CC zu 3-Laktamasen

Die Aufklarung molekularer Wechselwirkungen gehért zu den wichtigsten Fragestellungen
der Biochemie. Die Wechselwirkung zwischen kleinen Molekiilen (z. B. Medikamente) und

zelluléren Proteinen ist dabei von besonderem medizinisch-pharmakologischem Interesse
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(81). Die Capture Compound Mass Spectrometry (CCMS) ist eine neue innovative

Technologie fur das Studium solcher Interaktionen, z.B. zwischen Signalproteinen und ihren
Bindungspartnern (41; 81). Ein Capture Compound ist ein multifunktionelles Konstrukt mit
Selektivitatsfunktion, Reaktivitatsfunktion und Sortierfunktion (Abbildung 27). Fur die
Selektivitatsfunktion kann jedes beliebige kleine Molekul, wie z.B. ein Enzyminhibitor zur
Funktionsmodellierung in der Proteomik oder ein Medikament zur Identifizierung der
Wirkungsmechanismen des Medikaments und zur Beschreibung von dessen Off-target-
Effekten und Toxizitat, verwendet werden (47; 87). Diese Selektivitatsfunktion interagiert mit
Zielproteinen unter Gleichgewichtsbedingungen. Die Aktivierung der Reaktivitatsfunktion
durch UV-Licht fiihrt zum kovalenten, irreversiblen Cross-Linking zwischen CC und
Zielproteinen. Infolgedessen wird das Gleichgewicht zwischen CC und Zielprotein fixiert.
Durch diese Eigenschaft konnen sogar mit der Selektivitatsfunktion nur schwach
interagierende Proteine mit Capture Compound gekoppelt und detektiert werden (45; 46; 87).
Die kovalente Bindung ermdglicht dabei einerseits eine starke Anreicherung niedrig
abundanter Proteine (41; 85), andererseits erlaubt sie den Einsatz stark selektiver

Waschbedingungen zur Entfernung nicht kovalent gebundener Molekile.

Selektivitatsfunktion

Reaktivitatsfunktion

Sortierfunktion-Biotin

Abbildung 27: Die schematische Darstellung eines Capture Compounds.

Das hier eingesetzte Capture Compound (Mero-CC), das fur die Isolierung und
Charakterisierung der R-Laktamasen von Fa. caprotec bioanalytics GmbH, Berlin, konstruiert
und synthetisiert wurde, enthielt Meropenem als Selektivitatsfunktion. Meropenem ist ein
Carbapenem-Antibiotikum mit einer sehr hohen Affinitat zu 3-Laktamasen und zu PBPs von
grampositiven und gramnegativen Bakterien. Die Mehrzahl der B-Laktamasen der Klasse A,
darunter klinisch relevante, weitverbreitete TEM-, SHV- und CTX-M-Familien bilden mit
Carbapenemen einen stabilen Acyl-Enzym Komplex, wobei die Deacylierung des kovalenten

Carbapenem-[3-Laktamase Komplexes (ks, Gleichung 1, Kapitel 1.6) sehr langsam ist (50; 51,
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91; 100). Deswegen funktionieren Carbapeneme als ,,Jangsames Substrat™ oder Inhibitor fiir

die -Laktamasen, die keine Carbapenemase-Aktivitdt besitzen, wie z.B. ESBLs. Dadurch
sind Carbapeneme in der Lage, der hydrolytischen Aktivitadt der meisten 3-Laktamasen zu
widerstehen (100; 104) (siehe reversible Inhibitoren, Gleichung 1, Kapitel 1.6).

Der Kkatalytische Rest Ser70 im aktiven Zentrum der Klasse A [R-Laktamasen ist
verantwortlich fir den nukleophilen Angriff auf das Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe der
R-Laktame. Dies fuhrt zur Bildung einer kovalenten Bindung zwischen dem Enzym und dem
Substrat und somit zum Acyl-Enzym-Komplex (37). Das konservierte C3/C4-Carboxylat der
R-Laktame (C3 bei Penicillinen und Carbapenemen, C4 bei Cephalosporinen) spielt dabei
eine wesentliche Rolle (tragt wesentlich zur Affinitat bei der Erkennung und Bindung des
Enzymes bei) (39). Die Guanidin-Gruppe des Arginin-Restes (CHsNs") an den Positionen
244, 220 oder 276 bei den 3-Laktamasen der Klasse A interagiert mit dem C3-Carboxylat der
R-Laktame, wie beispielsweise der Carbapeneme, und fuhrt zur Entstehung einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Cs-Carboxylat der B-Laktame und dem aktiven
Zentrum der 3-Laktamasen (39; 100). Dies spielt eine wichtige Rolle bei der Affinitat der [3-
Laktame zu [3-Laktamasen und tragt dabei zur Stabilisierung des Acly-Enzym Komplexes bei
(12; 39; 100). Bei Carbapenemen spielt die C6-Hydoxyehyl-Gruppe (typisch fir alle
Carbapeneme) eine  weitere  wichtige Rolle durch die Entstehung einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der C6-Hydroxyethyl-Gruppe und dem aktiven
Zentrum der 3-Laktamase. Durch diese Interaktion wird die Deacylierung extrem reduziert.
Die C6-Hydroxyethyl-Gruppe der Carbapeneme ist ein Schliisselelement fir die Carbapenem-
Aktivitdt und die Derivatisierung dieser Gruppe kann die Hydrolyse der Carbapenem
erleichtern (100; 104). In einer weiteren Studie von Anderluh et al. (5) haben die Autoren die
Hypothese aufgestellt, dass die C6-Hydroxyethyl-Gruppe des Meropenems keine
entscheidende Rolle bei der antimikrobiellen Aktivitat spielt. Die Autoren haben ein C6-
Ethyliden-Derivat von Meropenem synthetisiert, welches zwar seine antimikrobielle Aktivitat
bewahrt hatte aber im Vergleich zum Meropenem schlechter war (ICsy im niedrigen

millimolaren Bereich) wodurch die Hypothese widerlegt war.

In der vorliegenden Studie konnten wir mit Mero-CC keine starke Bindung zwischen der
Selektivitatsfunktion Meropnem und den B-Laktamasen im Zelllysat des Kontrollstammes E.
coli 11 nachweisen werden. Im Vergleich zur hohen Affinitat von intaktem Meropnem zu B-

Laktamasen war die Affinitdt des Mero-CC mit Meropenem als Selektivitatsfunktion
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wesentlich geringer. Im Nitrocefin-Assay (siehe Kapitel 4.6.1 bzw. 4.6.2) konnte gezeigt

werden, dass das freie Meropenem bei der enzymatischen Hydrolyse von Nitrocefin durch [3-
Laktamasen aus dem Zelllysat des Kontrollstammes E. coli 11 einen ICso.Wert von 4,4 uM
hatte (Abbildung 8). Dagegen bewirkte Mero-CC selbst in einer Konzentration von 700 uM
eine nur 14 %-ige Inhibition (Abbildung 9). Die Derivatisierung des Meropenems mit dem
Scaffold zum Mero-CC verursachte offenbar eine sehr starke Affinitatsverringerung.
Basierend auf diesem Ergebnis wurde in einem Capture-Experiment mit Zelllysat des
Kontrollstammes E. coli 11 eine sehr hohe Konzentration von 763 uM Mero-CC (vgl.
Nitrocefin-Assay) eingesetzt (Abbildung 25). In diesem Experiment gab es Hinweise auf eine
sehr schwache Bindung der R-Laktamase TEM-1 durch Mero-CC und auf eine Competition
mit Meropenem (Abbildung 25, Probe 3- Ansatz ohne Competitor und Probe 4- Ansatz mit
Comepetitior). Diese schwache Bindung durch 763 pM Mero-CC ist also vergleichbar mit dem
Ergebnis des 0.g. Nitrocefin-Assays, wobei 700 UM Mero-CC eine Inhibition von nur etwa 14
% bewirkte (Abbildung 9). Grob eingeschatzt wirde man eine Inhibition um 50 % (ICsp)
durch Mero-CC bei einer Konzentration von ca. 2,5 mM erwarten (aufgrund der kleinen
Menge des vorhandenen Mero-CC war es unmoglich, ein entsprechendes Experiment fir die
Ermittlung von 1Csy des Mero-CC durchzufiihren). Die Bindung von Mero-CC an B-
Laktamasen aus dem Zelllysat des Kontrollstammes E. coli 11 war mehr als 500-fach
schlechter als die des freien Meropenems. Der Grund hierfur lag wahrscheinlich daran, dass
die Bindungsstelle des Meropenems Uber das C3-Carboxylat im Mero-CC-Konstrukt nicht
optimal war (Abbildung 28). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass durch die Derivatisierung
des C3-Carboxylates die Meropenem-Selektivitatsfunktion ihre Affinitdt zu den G-
Laktamasen weitgehend verloren hat und die anderen zur Verfligung stehenden Interaktionen
nicht ausreichend waren fr eine starke Bindung zwischen Mero-CC und den 3-Laktamasen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Mero-CC eine unglnstige Anknlpfungsposition
besal’ und dadurch nur sehr schwach an die B-Laktamasen binden konnte. Deswegen war das
in unserer Studie eingesetzte Mero-CC fir die Anreicherung von 3-Laktamasen ungeeignet.
Fur weitere Studien sollten ein Re-Design (andere Anknipfungsposition) und eine
entsprechende Neu-Synthese erfolgen.

Nach den Stabilitatsanalysen der finf R-Laktamen — Clavulansdure, Tazobactam, Meropenem,
Ertapenem und Doripenem — unter unterschiedlichen, fur die Synthese wichtigen

Bedingungen, kann man sagen, dass alle funf R-Laktame im stark basischen Milieu eher
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unstabil waren. Schon nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur im pH-Puffer 12.36

mit 20 % Acetonitril nahm die inhibitorische Aktivitat bei allen getesteten R-Laktamen mit
Ausnahme von Tazobactam stark ab (Abbildungen 11-15). Bei 4°C wurde nach einer Stunde
Inkubation im basischen Milieu allerdings nur bei Meropenem eine Abnahme der
inhibitorischen Aktivitdt beobachtet (Abbildung 18). Nach achtstiindiger Inkubation im
basischen Puffer sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C nahm die inhibitorische
Aktivitét bei allen flnf getesteten 3-Laktamen deutlich ab (Abbildungen 11-20). Nach diesen
Ergebnissen sollte bei der weiteren Synthese das basische Milieu vermieden werden.
Meropenem war unter den getesteten Verbindungen am saureempfindlichsten. VVon diesen
funf R-Laktamen sind Clavulansédure und Tazobactam irreversible B-Laktamase-Inhibitoren
(Suizid-Inhibitoren, siehe Kapitel 1.6) und kdnnen damit sehr gut fir Aktivitatsbasiertes
Protein Profiling (ABPP, activity-based protein profiling) eingesetzt werden (28). Die
Reaktivitatsfunktion ist bei ABPP obsolet, da die kovalente Bindung an die Zielproteine

schon durch den Suizid-Inhibitor geschieht.

Reaktivitatsfunktion

N=N
FaC
O . .
0 0 Biotin B
HN\)LN/\,/\O/\/O\,/\O/\/\NJK/\/"-. S
: H H HLZH Hydroxyethyl g
A l N, N Gruppe
HN 0 ‘)}/ HOW = e
Kl % NH
N ot Meropenem st (iber das " " pyrrolidin
— » C3-Carboxylat mit dem
0 S o Scaffold verbunden
H] H N e
“OH LI
Selektivitatsfunktion-
Meropenem

Abbildung 28 : Die Struktur des Mero-CC Capture Compounds (A) und die des freien
Meropenems (B).

Fir die Synthese eines neuen Capture Compounds zur Isolierung und Charakterisierung von

R-Laktamasen, Dbleiben Carbapeneme weiter interessante Kandidaten fur die

Selektivitatsfunktion. Wie im Rahmen dieser Studie gezeigt wurde, flihrte die Derivatisierung

des Meropenems zum C3-Carboxylat zu einem starken Affinitatsverlust. Nach den
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Ergebnissen der oben erwahnten Studie von Anderluh et al. (5) kann die C6-Hydroxyethyl-

Gruppe auch nicht als Ankntpfungsposition in Betracht kommen, da eine Derivatisierung an
dieser Position einen gravierenden Aktivitatsverlust bedingte.

Als weitere Anknlpfungsposition kommt die basische Gruppe des Pyrrolidin-Rings an der
Position N-1 in Betracht. Wie in der Studie von Tanaka et al. gezeigt wurde (128), ist die
basische Gruppe des Pyrrolidin-Rings an der Position N-1 fiir die Derivatisierung gut
geeignet; das Ziel dieser Studie war es, Carbapeneme mit erhéhter orale Bioverfligbarkeit zu
entwickeln. Insofern erscheint die in der vorliegenden Arbeit versuchte Etablierung eines
Assays zum Nachweis und zur Charakterisierung von ESBL-R-Laktamasen mittels Capture
Compound mit einem Carbapenem als Selektivitatsfunktion durchaus realisierbar; allerdings
sollten ausreichend Ressourcen vorhanden sein, um ggf. mehrere unterschiedliche Konstrukte
(Derivatisierungsposition und Spacerstruktur) zur Optimierung des Assays einsetzen zu

kdnnen.
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