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Einleitung

1 Einleitung

Moraxella (Branhamella) catarrhalis galt lange Zeit als harmloser Kommensale des
Respirationstraktes. Die Auffassung von M. catarrhalis als humanpathogene Spezies
kommt der Wiederentdeckung eines vormals kaum beachteten Organismus gleich
(Enright and McKenzie 1997). Diese Auffassung, obschon keineswegs neu, hat sich

erst wieder in den letzten 20 bis 30 Jahren durchsetzen kdnnen.

Berk (Berk 1990) beschreibt wie der Keim, obwohl wahrscheinlich schon 14 Jahre
vorher durch Seifert entdeckt, im Jahre 1896 nach Pfeiffer die Bezeichnung
Mikrokokkus catarrhalis erfahrt und durch Ghon und Pfeiffer 1902 neben
Streptococcus pneumoniae und einem Organismus, der spater Haemophilus
influenza heil3en sollte, eindeutig als Atemwegspathogen eingeordnet wird. Daran
andert sich auch 1905 noch nichts, als Dunn und Gordon eine Influenza-Epidemie in
East Herfordshire untersuchen und drei verschiedene Arten von gram-negativen
Kokken aus Sekreten des Respirationstraktes isolieren konnen, von denen M.
catarrhalis sogar der haufigste war. Die Wende tritt 1921 mit einer Studie an gram-
negativen Kokken bei der allgemeinen Erkaltungskrankheit und der Influenza von
Gordon ein. In der Studie wurde ungltcklicherweise nicht zwischen M. catarrhalis
und Neisseria cinera, einem Kommensalen des Respirationstraktes differenziert
(Karalus and Campagnari 2000), mit der Folge, dass dem Keim seitdem jede
Pathogenitat abgesprochen worden ist. Diese Einschatzung Uberdauert die meiste
Zeit des letzten Jahrhunderts, wahrend derer viele klinische Labors vernachlassigen,
Proben von Patienten mit respiratorischen Infekten auf die Anwesenheit von M.

catarrhalis zu testen (Karalus and Campagnari 2000).

Das von Unklarheiten gepragte Bild des Organismus spiegelt sich auch in seiner
Nomenklatur wieder.

1963 zeigt Berger, dass die urspringliche Gattung Mikrokokkus catarrhalis zwei
verschiedene Spezies Neisseria cinera und Neisseria catarrhalis beinhaltet. Gestutzt
durch frihe DNA-DNA-Hybridisierungsstudien von 1970 und in Abgrenzung zu

Neisseriaceae spp. schlagt Catlin (Catlin 1970) die EinfUhrung einer neuen Gattung
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der Branhamella vor. Im Folgenden zeigt sich mehr und mehr die Verwandschaft zu
Moraxella spp. was die Bezeichnung Moraxella (Branhamella) catarrhalis in Bergey’'s
Manual of Systematic Bacteriology von 1984 zum Ausdruck bringt. 1979 hatte Bovre
eine Teilung der Gattung Moraxella in die Subgattungen Moraxella und Branhamella
vorgeschlagen, 1991 schlagt Catlin die EinflUhrung einer neuen Familie der
Branhamaceae mit den Gattungen der Moraxella und Branhamella vor. Solche
Versuche betonten die Trennung zwischen diplokokkoidem ,Branhamella“ catarrhalis
und stabchenférmigen und zudem meist harmlosen Moraxella spp. (Murphy 1996).

Heute scheint die taxonomische Diskussion geldst (Verduin, Hol et al. 2002): Anhand
von neueren DNA-DNA- (Veron, Lenvoise-Furet et al. 1993) und rRNA-DNA-
Hybridisationen (Rossau, Van Landschoot et al. 1991) sowie durch den Vergleich
von 16S-rDNA-Sequenzen (Enright, Carter et al. 1994; Pettersson, Kodjo et al. 1998)
konnte gezeigt werden, dass M. catarrhalis ausreichende Ahnlichkeit zu anderen
Moraxella spp. besitzt und gewdhnliche Kriterien zur Einordnung in diese Gattung
erfullt. Mit dieser Auffassung wird die Bezeichnung Moraxella catarrhalis ungeachtet
aller morphologischen Unterschiede favorisiert, dem in dieser Darstellung gefolgt

wird.

Die Kolonien des aeroben, oxidase-positiven, gram-negativen Diplokokkus sind nach
48-stundiger Inkubation auf Blut- oder Kochblut-Agar etwa 2 mm grof3, opak und
zeigen keine Hamolyse. Charakteristischerweise lassen sie sich auf dem Agar wie
ein Puck auf dem Eis mit einer Schlinge verschieben (Bovre 1984). Neben der
morphologischen  Ahnlichkeit zu Neisseria spp. lauern auch bei der
Stoffwechselaktivitat einige Fallstricke, die in der Geschichte des Keims zu
beschriebenen Verwechslungen gefuhrt haben. Wie bei N. cinerea werden die
Zucker Saccharose, Glukose, Maltose und Laktose nicht metabolisiert. Zum sicheren
Ausschluss von Neisseria ssp. sind weitere Tests notig: M. catarrhalis reduziert
Nitrate und Nitrite, ist Desoxyribonuklease-Produzent (DNAse) und reagiert positiv im
Superoxol-Test (Ahmad, Young et al. 1987). Alternativ wird zur Abgrenzung zu
Neisserien die Fahigkeit von M. catarrhalis zur Hydrolyse von Tributyrin
(Trybutyrinesterase positiv) in einem Schnelltest in der Routine-Diagnostik
ausgenutzt (Riley 1987). Allerdings reagieren auch einige Moraxella spp. positiv, so
dass hier DNAse oder Nitrat-Reduktionstests zusatzlich erforderlich sind (Peiris,

Ralphson et al. 1993). Die Schwierigkeiten bei der Identifikation des Keims
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erschweren zusatzlich die Interpretation alterer Studien, bei denen die Erkenntnisse
uber die Stoffwechselaktivitaten noch nicht berucksichtigt wurden (Enright and
McKenzie 1997).

Die Arbeit der Forschung der letzten Jahre bestand zu einem wesentlichen Teil im
Nachweis der Pathogenitat von M. catarrhalis. Dabei waren fur Murphy und Sethi
(Murphy and Sethi 1992) Uber die Koinzidenz von Isolation des Keims aus einer
Probe des Patienten und Krankheitszustand hinaus folgende Punkte zur Erhartung
der Kausalitat wichtig: zunehmende Anzahl positiver Befunde in Sputumproben, die
nach strengen Kriterien zur Prifung auf Kontamination evaluiert wurden (McLeod,
Ahmad et al. 1986; Nicotra, Rivera et al. 1986); zunehmende Anzahl positiver
Befunde in Reinkulturen von transtrachealen Aspirationen (Ninane, Joly et al. 1978;
Aitken and Thornley 1983; Hager, Verghese et al. 1987) sowie gelegentlich aus
sterilen Kompartimenten wie Blut oder Pleurafllissigkeit (Choo and Gantz 1989;
Wallace and Oldfield 1990; Collazos, de Miguel et al. 1992); Ansprechen auf
adaquate antibiotische Behandlung (McLeod, Ahmad et al. 1986; Nicotra, Rivera et
al. 1986; Darelid, Lofgren et al. 1993) sowie eine bakterizide Antikdrperantwort auf
den homologen Stamm bei Patienten mit chronischer Bronchitis (Chapman, Musher
et al. 1985). Inzwischen ist Uber die Zunahme an Fallen von Infektionen durch M.
catarrhalis  unabhangig von  Veranderungen der Labortechnik  oder
Interpretationspraktik viel berichtet worden (Shurin, Marchant et al. 1983; Calder,
Croughan et al. 1986; McLeod, Ahmad et al. 1986; Davies and Maesen 1988; Wright,
Wallace et al. 1990; Chong, Lim et al. 1997), und die Liste der beschriebenen
Krankheitsbilder zeugt von der klinischen Bedeutung des Keims.

Zu ihnen gehoren an erster Stelle die Infektionen des oberen und unteren
Respirationstraktes wie die Sinusitis, Otitis media, Laryngitis, Tracheitis, Bronchitis
und Pneumonie (McGregor, Chang et al. 1998), ferner okulare Infektionen bei
Kindern (Verduin, Hol et al. 2002) und seltene ernsthafte Infektionen mit teilweise

kritischem Verlauf (Karalus and Campagnari 2000).

Bei Kindern ist die Otitis media eine sehr haufige Erkrankung: 50% aller Einjahrigen
haben eine Episode durchgemacht, 70% sind es bei den Dreijahrigen (Thoene and
Johnson 1991). Zudem konnen rezidivierende Verlaufe zu Schwerhdrigkeit und

konsekutiv Entwicklungsstérungen im Schulalter fihren (Klein 1994; Klein 1994). M.
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catarrhalis wird, wie verschiedene Studien =zeigen, fiur 15-20% aller Falle
verantwortlich gemacht und steht damit nach S. pneumoniae und H. influenzae an
dritter Stelle der Ursachenhaufigkeit (Enright and McKenzie 1997; McGregor, Chang
et al. 1998; Karalus and Campagnari 2000). Unter diesen Voraussetzungen wird
geschatzt, dass allein in den USA 3,4 Mio. Falle von M. catarrhalis induzierter Otitis
media pro Jahr auftreten, deren Behandlung neben indirekten Kosten fur die Eltern 2
Mill. Dollar pro Jahr ausmacht (Stool and Field 1989; Klein 1994; Murphy 1996).
Diese Zahlen durften einen weiteren Aspekt ,klinischer Bedeutung® illustrieren.

Bei der Sinusitis zeigen sich ebenfalls die drei schon bekannten Pathogene des
Respirationstraktes S. pneumoniae, H. influenzae und M. catarrhalis, die hier oft in
Kombination isoliert werden. Die Gesamtisolationshaufigkeit von M. catarrhalis liegt
bei 22%, die Reinkultur fand sich vor allem bei jungeren Kindern (Wald, Milmoe et al.
1981).

Andere Studien geben 18% bei der Sinusitis und 23,5% Isolationshaufigkeit bei
Kindern mit persistierendem Husten an (Brorson and Malmvall 1981; Tinkelman and
Silk 1989).

Erkrankungen des unteren Respirationstraktes oder invasive Erkrankungen sind bei
Kindern seltener, treten aber auch ohne pradisponierende Faktoren auf, vor allem bei
Kindern unter einem Jahr (Wright, Wallace et al. 1990; Faden, Duffy et al. 1997).

Bei Erwachsenen sind es gerade solche vorbestehenden kardiopulmonalen
Veranderungen oder Erkrankungen, auf deren Boden sich durch M. catarrhalis
hervorgerufene Infektionen abspielen (McGregor, Chang et al. 1998). Dazu gehdren
chronische Bronchitiden bei Rauchern oder die COPD und andere chronische
Lungenerkrankungen (Wright, Wallace et al. 1990; Murphy and Sethi 1992), virale
Vorschaden (Arola, Ruuskanen et al. 1990) oder eine unspezifische
Immunsuppression (McNeely, Kitchens et al. 1976; Diamond and Lorber 1984), die
zu purulenten Exazerbationen vor allem im Bereich des unteren Respirationstraktes
fuhren. M. catarrhalis wird hier in 13,5% der Falle ebenfalls auch in Kombination mit
S. pneumoniae und H. influenzae isoliert, wie z.B. das Alexander Projekt zeigt
(Felmingham and Gruneberg 1996).

Die fuhrende Position halt es bei der akuten Laryngitis des Erwachsenen, fur die es

sich in Uber 50% der Falle verantwortlich zeichnet (Schalen, Christensen et al. 1980).
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Der Groldteil der respiratorischen Isolate kommt von alteren Patienten. In einer
Studie von Wright et al. in Texas waren 81% von 42 Patienten mit einer M.
catarrhalis-Pneumonie auf dem Boden einer zugrunde liegenden Vorerkrankung Uber
55 Jahre (Wright, Wallace et al. 1990), und obwohl die Pneumonie als mild
beschrieben wird, starben 45% der Betroffenen innerhalb von drei Monaten, was fur

die ernste Prognose der Erkrankung spricht.

Das Phanomen eines nosokomialen Ausbruchs von M. catarrhalis-Infektionen gilt als
gesichert (Enright and McKenzie 1997; McGregor, Chang et al. 1998; Karalus and
Campagnari 2000), auch wenn der Ausbreitungsmodus noch nicht vollstandig geklart
ist. Mehrere Wege waren denkbar und sind auch beschrieben worden:
Kontamination der Pflege-Stationen tritt ebenso auf wie Kolonisation des Personals
mit einer moglichen Verbreitung Uber die Hande (McGregor, Chang et al. 1998).
Hinzu kommt die Fahigkeit des Keims in Sputum drei Wochen zu Gberleben (Ahmad,
McLeod et al. 1985). Die Aquisition von M. catarrhalis ist mit der Lange des
stationaren Aufenthaltes assoziiert (lkram, Nixon et al. 1993). Die auftretenden
Infektionen waren zumeist auf den Respirationstrakt beschrankt oder traten

ausschlielich auf pneumologischen Stationen auf (Karalus and Campagnari 2000).

Manifestationen von M. catarrhalis aulierhalb des Respirationstraktes sind
beschrieben worden und fiihren gelegentlich zu ernsten Infektionen, sind aber im
Allgemeinen  selten.  Fallberichte  existieren  von  septischer  Arthritis,
Weichteilentzindungen, Osteomyelitis, Endo- und Perikarditis sowie neonataler
Meningitis. Falle von Bakteriamie sind ebenfalls selten, allerdings haufig mit (3-

Laktamase-Produzenten assoziiert (Karalus and Campagnari 2000).

Die Moglichkeit der Kolonisation ohne Krankheitserscheinungen, fur die der Keim so
lange Zeit bekannt war, besteht nach wie vor. Hauptlokalisationsort ist der
Respirationstrakt des Menschen, seltener traten Isolate der Konjunktiva und des
Genitaltraktes auf (Blackwell, Young et al. 1978; Wilhelmus, Peacock et al. 1980).
Umgekehrt gilt auch der Mensch als einziges Erregerreservoir (Henriksen 1976). Die
Rate der Kolonisation ist von vielen Faktoren abhangig, wozu vor allen Dingen das
Alter, aber auch Gesundheitszustand, soziodkonomischer Status, geographische

Lokalisation und die Jahreszeit mit einer Haufung im Winter und Herbst gehéren.
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Groldte Kolonisationsraten findet man bei Kindern, wobei die Zahlen einer grof3en
Schwankungsbreite (28-100% im ersten Lebensjahr) unterliegen, fur die obige
Faktoren verantwortlich gemacht werden (Karalus and Campagnari 2000). Faden et
al. konnten zeigen, dass Kinder zu 66% im ersten Lebensjahr und zu 77,5% im
zweiten Lebensjahr kolonisiert werden und dass dabei drei bis vier unterschiedliche
Stamme aufgenommen und determiniert werden (Faden, Harabuchi et al. 1994). Bei
alteren Kindern von 3-12 Jahren finden sich noch Raten von 48,9% (Ejlertsen,
Thisted et al. 1994), die auf Raten von 1-5% bei gesunden Erwachsenen abfallen
(Karalus and Campagnari 2000), dann im Alter >60 Jahren jedoch auf 26,5%
ansteigen (Vaneechoutte, Verschraegen et al. 1990) und auch wieder héhere Werte
bei Erwachsenen mit vorbestehenden Lungenerkrankungen zeigen (Karalus and
Campagnari 2000).

Bei Erwachsenen entspricht Kolonisation ebenfalls einem dynamischen Prozess von
Aufnahme und Elimination, bei dem ein Stamm im Durchschnitt 2,3 Monate
nachweisbar bleibt (Klingman, Pye et al. 1995).

Offensichtlich kommt es innerhalb dieser Auseinandersetzung des Wirts mit dem
Keim immer wieder zu Ausbrichen einer Infektion: bei der kindlichen Otitis media
konnte gezeigt werden, dass M. catarrhalis leicht vom Nasopharynx aus das
Mittelohr  erreichen kann und isolierte = Stamme  haufig identische
Restriktionsendonuklease-Analysen zeigen (Dickinson, Loos et al. 1988), ferner sind
Kolonisationsraten und Infektionsraten miteinander korreliert (Faden, Duffy et al.
1997) und die Abnahme der Kolonisation bei heranwachsenden Kindern geht mit
einer Zunahme an 1gG gegen M. catarrhalis einher (Ejlertsen, Thisted et al. 1994).
Weitere Punkte legen nahe, dass Kolonisation die Basis fur eine Infektion darstellen
kann: Beide Phanomene zeigen eine ahnliche Altersverteilung mit niedrigen
Kolonisations- und Infektionsraten bei Erwachsenen und hdheren bei Kindern sowie
eine ahnliche jahreszeitliche Verteilung mit deutlich hoheren Werten wahrend der
Herbst- und Wintermonate (Enright and McKenzie 1997; McGregor, Chang et al.
1998; Karalus and Campagnari 2000).

An dieser Stelle rickt also das Wechselspiel von Virulenzfaktoren des Keims und der

lokalen oder systemischen Antwort des Wirtes in den Mittelpunkt des Interesses.

Untersuchungen auf diesen Gebieten zielen auf die Klarung der Genese von
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Kolonisation und Infektion und deren Zusammenhange ab, um dem Keim in

wirkungsvoller Weise begegnen zu kdnnen.

Der Weg von M. catarrhalis im Bewusstsein der Wissenschaft zu einem etablierten
humanen Pathogen, wurde begleitet von der zunehmenden Expression einer neuen
Familie von B-Laktamasen, was nicht nur das pathogene Potential des Organismus
unterstreicht, sondern auch zu einem Phanomen fuhrt, welches als indirekte
Pathogenitat von M. catarrhalis bekannt ist: Die B-Laktamase von M. catarrhalis
bietet nicht nur einen Schutz fir die Bakterien, die das Enzym produzieren, sondern
kann dariber hinaus die antibiotische Behandlung von Infektionen durch
gefahrlichere Krankheitserreger wie S. pneumoniae und/oder H. influenzae
erschweren (Wardle 1986; Hol, Van Dijke et al. 1994). Dies lasst auch die Isolation
von Mischkulturen von Atemwegspathogenen mit M. catarrhalis in einem neuen Licht

erscheinen (Verduin, Hol et al. 2002).

Mittels isoelektrischer Fokussierung konnten Anfang der 80er Jahre zwei
unterschiedliche Enzyme differenziert werden, die nach den Belgischen Stammen
aus denen sie zuerst isoliert wurden, zunachst Ravasio und 1908 genannt wurden
(Farmer and Reading 1982). Spater wird der Ravasio-Typ als BRO-1 und der 1908-
Typ als BRO-2 klassifiziert (Wallace, Steingrube et al. 1989). Die Bezeichnung BRO
geht auf die Kombination aus Branhamella und Moraxella zurlick (Wallace, Nash et
al. 1990).

Der erste B-Laktamase-positive Stamm wurde 1977 isoliert. In diesem Jahr traten
resistente Isolate in Schweden, Belgien, GroRbritannien und Frankreich auf (Hoi-
Dang, Brive-Le Bouguenec et al. 1978). Studien bezuglich antimikrobieller
Sensibilitat beschrieben alle Stamme vor 1970 als Penicillin-sensibel (Catlin 1970).
Retrospektive Untersuchungen an konservierten Isolaten in Frankreich und den USA
zeigten, dass alle bis 1976 isolierten Stamme keine [B-Laktamase produzierten.
Darunter fand sich ein bereits im Jahre 1976 isolierter Stamm aus den USA mit B-
Laktamase-Aktivitat (Philippon, Riou et al. 1986; Wallace, Steingrube et al. 1989).
Das Auftreten von BRO-B-Laktamasen war daher ein Ereignis, das plotzlich und
praktisch simultan in der ganzen Welt auftrat (McGregor, Chang et al. 1998).

Der Anteil der p-Laktamase-Produzenten nahm kontinuierlich zu: Waren nach nur

vier Jahren 1980 schon etwa 75% aller M. catarrhalis-Isolate in den USA und etwa
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50% in Europa B-Laktamase-positiv, so stieg der Anteil 1990 in beiden Erdteilen auf
uber 80%. Heute sind Uber 90% aller Isolate aus Europa, den USA und Australien -
Laktamase-positiv. Diese Entwicklung entspricht dem schnellsten je beobachtetem
Anstieg in der Pravalenz einer B-Laktamase bei einer Spezies (Enright and McKenzie
1997; Verduin, Hol et al. 2002).

Die beispiellose Ausbreitung der BRO-3-Laktamasen deutet auf einen wirkungsvollen
horizontalen Transfermechanismus hin. Dafur spricht auch die genetische
Heterogenitat, die bei M. catarrhalis-Stammen beobachtet wird (McGregor, Chang et
al. 1998).

Weitaus die Mehrheit aller B-Laktamase-positiven Strange produziert BRO-1: man
geht von einem Anteil von 90-95% aus, weniger als 10% produzieren BRO-2. Das
Verhaltnis scheint in den letzten zehn Jahren konstant gewesen zu sein und zeigt
auch im geographischen Vergleich keine signifikanten Abweichungen (Philippon,
Riou et al. 1986; Fung, Yeo et al. 1994; Ejlertsen and Skov 1996; McGregor, Chang
et al. 1998). Die simultane Produktion von BRO-1 und BRO-2 ist bisher bei keinem
einzigen Stamm beobachtet worden (Ejlertsen and Skov 1996; McGregor, Chang et
al. 1998).

BRO-1 und BRO-2 unterscheiden sich von den [(-Laktamasen anderer gram-
negativer Bakterien durch ihr Pattern in der IEF und ihr Substratprofil. Sie werden nur
noch bei zwei nahen Verwandten, M. lacunata und M. nonliquefaciens, gefunden
(McGregor, Chang et al. 1998).

Nicht alle B-Laktam-Antibiotika werden durch die Enzyme inaktiviert. Wahrend die
BRO-B-Laktamase-Produzenten Penicillin, Amoxicilin  und Ampicillin  schnell
hydrolysieren, wird die Aktivitat von Zweit- und Drittgenerations-Cephalosporinen
bisher praktisch nicht beeintrachtigt (Farmer and Reading 1982; Kallings, Bengtsson
et al. 1983; Wallace, Steingrube et al. 1989; Fung, Yeo et al. 1994). Beide Enzyme
werden durch B-Laktamase-Inhibitoren wie Clavulansaure leicht inaktiviert.
(McGregor, Chang et al. 1998). In ihrem Substrat- und Hemmungsprofil sind BRO-1

und BRO-2 identisch, was den Blick auf Aminosaure- und codierende Sequenz lenkt.

Die Enzyme sind chromosomal codiert und das bro-Gen von 945 bp verschlusselt fur
ein Polypeptid von 314 Aminosauren. brol und bro2 unterscheiden sich lediglich
durch finf unterschiedliche Basen, von denen nur eine in einem

Aminosaureaustausch resultiert. BRO-2 enthalt Gly anstatt Asp an Position 294, was
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das unterschiedliche Verhalten in der IEF erkaren kann (Bootsma, van Dijk et al.
1996; Bootsma, Aerts et al. 1999; Bootsma, van der Heide et al. 2000; Bootsma, van
Dijk et al. 2000).

Die Beobachtung, dass BRO-1 mit hdheren MHK-Werten als BRO-2 assoziiert ist,
wird auf die Produktion einer etwa dreifach gréfleren Menge an Enzym aufgrund
unterschiedlicher transkriptionaler Aktivitat der Gene zuruckgefuhrt. Bootsma et al.
beschrieben eine Deletion von 21 bp in der Promotorregion eines BRO-2
produzierenden Stammes, die neben weiteren Abweichungen den grofdten
Unterschied zwischen beiden Genen ausmachte und auch die potenzielle -10- und
-35-Sequenz  beruhrte. Die Gene werden demnach offensichtlich durch
unterschiedliche Promotoren kontrolliert. Hierin wird der entscheidende Beitrag fur
die geringere B-Laktamase-Aktivitat der BRO-2-Produzenten gesehen (Wallace,
Steingrube et al. 1989; Wallace, Nash et al. 1990; Bootsma, van Dijk et al. 1996).
Dartber hinaus vermuteten Richter et al. (Richter, Winokur et al. 2000), dass
zusatzliche unbekannte Mutationen oder Deletionen/Insertionen in  der
regulatorischen Region des Gens die Variationen in den MHK-Werten der BRO-1
und BRO-2 produzierenden M. catarrhalis-Isolate, die in einigen Surveillance-Studien
beobachtet wurden, erklaren konnen.

Vor diesem Hintergrund erregt die Promotorregion der BRO-B-Laktamasen ein

besonderes Interesse, dem in dieser Arbeit nachgegangen werden soll.

Auf die Bedeutung von Virulenzfaktoren wurde bereits eingegangen. Ein wichtiger
Virulenzfaktor ist sicherlich die Fahigkeit einiger M. catarrhalis-Stammen der Lyse
durch Komplement in menschlichem Blutserum zu widerstehen, da Komplement eine
tragende Rolle in der Wirtsabwehr gegen gram-negative Bakterien spielt. So konnte
fur N. gonorrhoeae und N. meningitidis gezeigt werden, dass Patienten mit einem
Mangel an Komplement 8000fach gefahrdeter fur eine Infektion durch diese
Organismen waren (Enright and McKenzie 1997).

Die klinische Relevanz von Komplement-Resistenz zeigt sich in einer Untersuchung
an 40 Isolaten aus dem Sputum alterer Patienten (Murphy, Fitzgerald et al. 1997):
Von jeweils 20 Isolaten waren 13 in der Gruppe der kranken Patienten aber nur zwei
in der gesunden Kontrollgruppe gegen Komplement vermittelte Lyse resistent. Zu
ahnlichen Zahlen kommt eine Studie von Hol et al. (Hol, Verduin et al. 1995), die

62% Komplement-resistente und 27% intermediar-sensible Isolate bei alteren
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Patienten mit bronchopulmonaler Infektion finden. Die Studie untersuchte ebenfalls
das Sputum gesunder Kinder im Alter von 4-13 Jahren mit 33% resistenten und 8,5%
intermediar-sensiblen Isolaten. Erkrankte Kinder wurden nicht untersucht. Beide
Veroffentlichungen sehen eine enge Assoziation zwischen Erkrankung und
Komplement-Resistenz.

Der Mechanismus der resistente Stamme der Lyse durch Komplement widerstehen
lasst ist nicht vollstandig aufgeklart. Fur verschiedene Oberfachenstrukturen von M.
catarrhalis wie LOS (Zaleski, Scheffler et al. 2000), HMW-OMP, auch bekannt als
UspA, in Bindung von humanem Vitronektin (Verduin, Jansze et al. 1994) oder auch
fur OMP CopB/OMP B2 (Helminen, Maciver et al. 1993) ist gezeigt worden, dass sie
eine entscheidende Rolle fur die Resistenz gegenuber Lyse durch Humanserum
spielen kdonnen. Die Heterogenitat der bisherigen Ergebnisse lasst Verduin et al.
(Verduin, Hol et al. 2002) auf einen hoch multifaktoriellen Prozess als Interaktion von
Keim und Wirt fur die Ausbildung der Komplement-Resistenz schliel3en.

Umso erstaunlicher erscheint dann vielleicht die These, dass Komplement-resistente
M. catarrhalis-Stamme eine Subpopulation eigenstandiger genetischer Herkunft
innerhalb der Spezies bilden, was kirzlich von einigen Autoren aufgrund
verschiedener molekulargenetischer Untersuchungen postuliert wurde (Bootsma, van
der Heide et al. 2000; Verduin, Kools-Sijmons et al. 2000; Wolf, Kools-Sijmons et al.
2000).

Unter der Voraussetzung, dass Komplement-resistente M. catarrhalis-Stamme eine
eigenstandige genetische Subpopulation bilden, sollte eine niedrige oder fehlende
Korrelation zwischen den Eigenschaften der Komplement-Resistenz und der (-
Laktamase-Produktion auf den Verbreitungs-Modus eines horizontalen Transfers der

Gene schlieen lassen und die derzeitigen Annahmen stitzen.
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1.1 Fragestellung

Das erste Ziel der Studie war die Art der vorkommenden (-Laktamasen und
modgliche Modifikationen der regulatorischen Region in europaischen M. catarrhalis-
Isolaten zu charakterisieren. Die prozentuale Pravalenz der zwei Enzymtypen wurde
ebenfalls bestimmt und die Korrelation zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) fur
29 Antibiotika ermittelt.

Das zweite Ziel bestand in der Erfassung des Anteils der Komplement-resistenten
Isolate, um die Verbindung zwischen Komplement-Resistenz und der B-Laktamase-
Produktion zu analysieren. lhre Korrelation war von Interesse, um Aussagen Uber

den Verbreitungsmodus der BRO-B-Laktamasen zu treffen.

In einem ersten Schritt wurden 419 M. catarrhalis-lsolate der europaischen SENTRY-
Studie in einem Disk Assay auf p-Laktamase-Aktivitat Uberpruft. Anschlieend
wurden alle Isolate zur Differenzierung zwischen BRO-1- und BRO-2-Produktion
einem PCR-Screening unterzogen. Der prozentuale Anteil p-Laktamase-negativer
Isolate, der BRO-1- und BRO-2-Produzenten, sowie die Sequenz der
Promotorregionen vorkommender bro-Gene konnten so bestimmt werden.

Die MHK fiur jeden Stamm und jedes der 29 Antibiotika wurde bestimmt.

Die Verteilung der MHK der getesteten Antibiotika fur jede der drei Gruppen wurde
ermittelt und einander gegenubergestellt.

In einem letzen Schritt erfolgte die Testung auf Komplement-Resistenz und
Bestimmung des Anteils der Komplement-resistenten Isolate innerhalb der jeweiligen

Gruppen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien

Untersucht wurden insgesamt 419 M. catarrhalis-Stamme. Sie entstammen 24
unterschiedlichen Universitatskliniken in 13 Landern Europas und wurden von April
1997 bis Dezember 1999 im Rahmen des European SENTRY Antimicrobial
Surveillance Programm isoliert. Es wurden die Isolate aus respiratorischen Sekreten
von Patienten mit ambulant erworbenen Infektionen des Respirationstraktes oder
nosokomialer Pneumonie ausgewahlt. Dabei wurde nur ein Isolat pro Patient
verwendet. Die |dentifizierung der Keime erfolgte im Rahmen der SENTRY-Studie
durch konventionelle Kriterien (Knapp and Rice 1995). Zum Ausschluss von
Verunreinigungen erfolgte vor jeder Verarbeitung eine makroskopische Beurteilung
der Kolonien. Die Archivierung der Isolate erfolgte auf Mikrobank, was eine
kontaminationsfreie und zuverlassige Konservierung bei unproblematischem Zugriff
erlaubte. Die Bebrlitung der Kulturen geschah in einem Brutraum bei 37°C, die

kurzfristige Lagerung in einem Kihlraum bei 4°C.

2.2 Chemikalien

2.2.1 Flussigstoffe und pulverformige Substanzen

10%ige Ammoniumpersulfat-Lésung = APS (Ambresco)
1,0 g Ammoniumpersulfat
10,0 ml H,O

Dextranblau / EDTA: 25mM EDTA pH 8,0; 50 mg/ml DB
Formamid (Verhaltnis Formamid: DB/EDTA 5:1) (Amresco)
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Acrylamidgel (29:1): 40%ige Mischung aus Acrylamid und Bisacrylamid (29:1) in
Aqua bidest. (29 g Acrylamid, 1g Bisacrylamid) (Sigma)

10 x conc. TBE-Puffer (fur 11)
108,0 g 890 mM Tris Base
55,0 g 890 mM Borsaure
7,4 g 20 mM NaEDTA

TEMED = N, N, N’, N'-tetramethylethylenediamine (Ambresco)
Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml) (BioRad)

Bluemarker (6 x conc. Gel-Ladungspuffer) (Gibco BGL)
Bromphenolblau (0,25% w/v) = BPB
Xylenecyanole FF (0,25% w/v)

Sucrose (40% w/v)

Mit Glycerin im Verhaltnis 1:1 verdinnt

1 Kb DNA Molekulargewichtsmarker (10 ul Aliquots mit 1 ug Marker) (Gibco BGL)
1,0 ul Marker
7,5 ul Aqua bidest.
1,5 ul 6xBPB

10 mM Tris-Cl (pH 8,5) (Merck)

Mikrobank mit Kryolésung und pordsen Keramik-Mikrospharen (Pro-Lab)
PBS, Phosphate (10 mM)-buffered saline (ph 7,3)

PBS-BSA, PBS mit 5% bovinem Serumalbumin

VBS?, Veronal (5 mM)-buffered saline (pH 7,4) mit 0,15 mM Ca®* und 0,5 mM Mg?*

HPS, humanes gepooltes Serum von 30 gesunden Freiwilligen
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2.2.2 Antibiotika

Samtliche Antibiotika lagen als Pulver vor und wurden entsprechend den Angaben

des Herstellers gelost und verwendet.

Penicillin
Amoxicillin
Amoxicillin/Clavulansaure
Cefaclor
Loracarbef
Cefuroxim
Cefprozil
Cefpodoxim
Cefixim
Ceftibuten
Cefotaxim
Ceftazidim
Cefepim
Faropenem
Ciprofloxacin
Levofloxacin
Sparfloxacin
Gatifloxacin
Trovafloxacin
Grepafloxacin
Moxifloxacin
Gemifloxacin
Erythromycin
Azithromycin
Clarithromycin
Telithromycin
Tetracyclin
Rifampicin

Sulfamethoxazol/Trimethoprim

21



Material und Methoden

2.2.3 Testblattchen

Nitrocefin (50 pg pro Testblattchen)
(Cefinase disks, BBL Microbiology Systems Cockeysville, MD, USA)

2.2.4 Kits

Expand™ High Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim) bestehend aus:
Enzyme mix, high fidelity (Tag-Polymerase)
Expand HF buffer, 10 x conc. without MgCl,
MgCl, stock solution: 25 mM MgCl,

PCR Nucleotide Mix (Boehringer Mannheim)
Quiaquick PCR-Purification-Kit (250) (Qiagen)

ABl PRISM™ dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

(Premix) (Perkin Elmer)

2.3 Primer (Gibco BGL)

FUr die Sequenzierung der Promotorregion der bro-Gene benutzten wir die von
Bootsma et al. (Bootsma, van Dijk et al. 1996) verwendeten Sequenzen. Diese

waren fur brol und bro2 identisch.

Primer (GIBCO BRL Custom Primers, Life Technologies):
forward: 5-CCTGTGGGACAAGCRAACGG-3’
reverse: 5 -GTAAAAAATGACGGCGTTGC-3"

22



Material und Methoden

2.4 Nahrmedien

Muller-Hinton-Bouillon (Oxoid)
Getrocknete Infusion aus 300g Rindfleisch 2,0 g/l
Caseinhydrolysat 17,5 g/l
Starke 1,5 g/l

Mdller-Hinton-Agar, pH 7,4 (mit und ohne Schafsblut) (Oxoid)
Getrocknete Infusion aus 300 g Rindfleisch 2,0 g/l

Caseinhydrolysat 17,5 g/l
Starke 1,5 4l
Agar 17,0 g/l

ggf. Schafserythrozyten

BHI-Agar (37 g/l) (Difco)
Nahrstoffkonzentrat aus 200 g Kalbshirn
Nahrstoffkonzentrat aus 250 g Rinderherz
Proteosepepton 10,0 g
D-Glukose 20 g
NaCl 50 g
Nax(HPOy) 25 g

2.5 Apparaturen

Dr. Lange-Photometer (Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin)
RoboCycler® Gradient 96 Temperature Cycler with Hot Top Assembly (Stratagene)

DNA-Sequenzer 377 (ABI Prism)
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2.6 Untersuchungsmethoden

2.6.1 Bakterienkonservierung

Die Bakterien wurden zur Konservierung auf Mikrobank dberfuhrt. Bei diesem
System befindet sich in einem sterilen Plastikréhrchen mit Schraubverschluss etwa 1
ml flussiges Kryomedium und 25 Plastikkigelchen (Durchmesser etwa 1,5 mm),
deren Oberflache durch Saurebehandlung pords ist. Eine Kolonie wird mit der gut
ausgebrannten Ose in das Kryomedium gegeben. Nach VerschlieRen wird das
Réhrchen 4 bis 5 Mal sachte hin- und hergeschwenkt. Dabei erfolgt eine feste
Anlagerung der Zellen an die Oberflache der Mikrospharen. Anschliel3end wird das
Kryomedium mit einer sterilen Pipette abgesaugt und wieder verschlossen. Die
Mikrobank wird bei -20 bis -70 °C tiefgekUhlt aufbewahrt. Zur Anzichtung der
Bakterien in Flissigmedium und Ausstreichen auf Agarplatten genigt ein

Plastikktgelchen.

2.6.2 Sterilisation

Je nach zu sterilisierendem Material kamen drei unterschiedliche Verfahren zur
Anwendung. Die Dampfdrucksterilisation von Eppendorfcups, Pippettenspitzen,
Nahrmedien und destilliertem Wasser erfolgte im Autoklaven bei 121°C und 1,2 hPa
fur 20 Minuten. Ebenso behandelt wurden infektiose Abfalle wie benutzte
Pipettenspitzen, bewachsene Agarplatten und Nahrmedien etc. Glasgerate wurden
nach dem Spulen mittels Hitzesterilisation bei 160° fir 8 Stunden in einem
Trockenschrank keimfrei gemacht. Fur hitzelabile Materialien wie Antibiotika kam die

Sterilfiltration zur Anwendung.
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2.6.3 Messung der optischen Dichte

Die Ermittlung der Zellkonzentration einer Bakterienkultur erfolgte Gber die Messung
der Lichtabsorption einer Probe mittels eines Photometers nach dem Lambert-
Beertschen-Gesetz, nach dem die Extinktion des Lichtes durch eine Suspension im
Vergleich zu einem Leerwert bei konstanter PartikelgrolRe proportional der
durchstrahlten Schichtdicke und Partikelkonzentration ist.

Zur Messung wurde ein Quantum der zu untersuchenden Bakterienkultur in eine
Quarzkuvette gegeben. Die durchstrahlte Schichtdicke entsprechend den
Innenmalien der Kuvette betrug 1cm. Als Leerwert diente die gereinigte, mit sterilem
Wasser gefillite Klvette. Je nach gemessenem Wert konnte die Bakterienkultur zur

weiteren Verarbeitung auf das nétige Mal3 verdinnt werden.

2.6.4 Bestimmung der MHK

Die minimale Hemmkonzentration gibt die niedrigste Antibiotikakonzentration an, ab
der kein Bakterienwachstum mehr stattfindet. Sie ist damit ein fur jeden Stamm und
jedes Antibiotikum zu ermittelnder Wert.

Ihre  Bestimmung erfolgte mit dem Mikrotiterverfahren. Dazu kommen
Mikrotiterplatten zum Einsatz, welche 12 x 8 Vertiefungen aufweisen, in die jeweils
Doppeltansatze pipettiert werden.

Eine Ubernachtkultur des zu bestimmenden Stammes wird entweder von einer
bebruteten Agarplatte oder direkt von einer Mikro-Bank angesetzt und deren optische
Dichte photometrisch bei einer Wellenlange von 535 nm gemessen. Zur
Standardisierung der Zelldichte wird die Kultur auf 0,1 optische Dichte verdinnt. 9,9
ml doppelt konzentrierter Mduller-Hinton-Bruhe werden mit 100 ul der
Bakteriensuspension beimpft. Die verwendete Antibiotikaldsung muss aufgrund des
Verfahrens vierfach hoher konzentriert sein als die hochste zu testende Stufe. In jede
Vertiefung der Mikrotiterplatte wird mit Hilfe der Multipette 100 pl H2O vorgelegt. In
das oberste Loch jeder Reihe wird ebenfalls 100 ul Antibiotikaldsung gegeben und
durchgemischt, was eine erste Verdunnung der Antibiotikakonzentration um den
Faktor zwei bedingt. 100 pl dieser Mischung werden jetzt in das zweite Loch jeder

Reihe gegeben und ebenfalls vermischt. Die jeweils zweiten Vertiefungen besitzen
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damit nur noch die Halfte der Konzentration. Es wird in dieser Weise bis zur
niedrigsten Stufe fortgefahren. Dabei bleibt die unterste Vertiefung jeder Reihe als
Leerwert zur Kontrolle, ob uUberhaupt ein Wachstum stattfindet, ohne Antibiotikum.
Alle Locher einer Platte enthalten jetzt 100 pyl Losung in einer um Zweierpotenzen
abfallenden Antibiotikakonzentration. Nun erfolgt die Beimpfung aller Locher mit
100 pl der vorbereiteten Bakteriensuspension, wobei eine zweite Verdunnung der
Antibiotikakonzentration um den Faktor zwei stattfindet. Als Qualitatskontrolle dient
neben den schon erwahnten Leerwerten flur jedes Antibiotikum und jeden Stamm ein
mitgefUhrter Referenzstamm pro Antibiotikum mit bekannter MHK. Die
Mikrotiterplatten werden flir 24 h bei 37°C inkubiert.

Die Auswertung erfolgte mit einem Spezialphotometer bei 620 nm. Bei bewachsenen
Vertiefungen ist ein deutliches Pellet zu erkennen, das den Lichtstrahl schwacht. Die
Vertiefung mit der niedrigsten Antibiotikakonzentration, die kein Wachstum und damit
keine Lichtschwachung zeigt, sollte flr beide Reihen des Doppeltansatzes gleich

sein und gilt als minimale Hemmkonzentration.

2.6.5 Agardiffusionstest

Eine Kolonie des zu untersuchenden Bakterienstammes wird in 10 ml 0,9%iger
NaCl-Lésung suspendiert und 0,5 ml dieser Suspension auf einer Agarplatte
ausgestrichen. Nach kurzem Antrocknen wird das entsprechende Testplatichen auf
den Agar gelegt. Das Testplatichen besteht aus Filterpapier, das mit dem zu
testenden Antibiotikum getrankt ist. Die so praparierten Kulturen werden flr 24 h bei
37°C bebritet. Das Antibiotikum diffundiert in den umliegenden Agar. Abhangig von
der Resistenzlage des Bakterienstammes wird dessen Wachstum ab einer
bestimmten Antibiotikakonzentration gehemmt. Entsprechend der konzentrischen
Diffusion mit nach aufden hin abnehmender Konzentration findet bei einem sensiblen
Bakterienstamm in einem kreisférmigen Bereich um das Testplattchen kein
Wachstum statt, resistente Stamme zeigen sich in ihrem Wachstum unbeeinflusst.
Nach der Grolle dieses Hemmhofes und der Grenzwertdichte aus der DIN-Vorschrift
(nach DIN 58940) kann eine Einteilung in sensibel (S), intermediar (I) und resistent
(R) erfolgen. Die Testung der B-Laktamase-Aktivitat erfolgte durch einen kommerziell

erhaltlichen konventionellen chromogenetischen Cephalosporin Disk Assay, der
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Nitrocefin als Substrat enthalt (Cefinase disks, BBL Microbiology Systems
Cockeysville, MD, USA).

2.6.6 Agarosegelelektrophorese

Dieses Verfahren kam an drei Stellen der Sequenzierung zum Tragen. Nach der
Polymerase-Kettenreaktion diente es zum Nachweis des PCR-Produkts und zur
Uberprifung seiner Lange, die neben der mitgefiihrten Wasserprobe eine Kontrolle
der Spezifitdt liefert. Nach der Aufreinigung erfolgte mit Hilfe der
Agarosegelelektrophorese eine semiquantitative Einschatzung der DNA-Menge. Im
letzten Schritt war wieder die Fragmentlange von entscheidender Bedeutung: Bei der
Abtastung mit einem Argonlaser wurde der entsprechenden Base die jeweilige
Lokalisation innerhalb des DNA-Stranges zugeordnet.

Die  Trennung der DNA-Fragmente erfolgt in einem elektrischen
Gleichspannungsfeld. Dabei wandern die elektrisch negativ geladenen Partikel
entlang den Feldlinien auf die positiv geladene Anode zu. Die Lange des Weges, den
die Teilchen im Feld pro Zeiteinheit zuricklegen, wird auler durch die Hohe der
Spannung durch die Wechselwirkung des DNA-Molekils mit dem Tragermaterial
bestimmt. Die Anziehungskrafte zwischen Tragermaterial und Partikel sind abhangig
von deren chemischen Eigenschaften, die durch den umgebenden Puffer noch in
wunschenswerterweise beeinflusst werden. Bei gleichem molekularem Aufbau der
einzelnen DNA-Strange ist die Fragmentlange der entscheidende Parameter.
Kirzere DNA-Fragmente legen aufgrund geringerer Anziehungskrafte einen
grolieren Weg zurick.

Detaillierte Beschreibungen der technischen Realisation finden sich in den

entsprechenden Kapiteln.
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2.6.7 Polymerase-Kettenreaktion

Mit diesem hoch sensiblen Verfahren ist es mdglich, die interessierenden
Nukleinsaureabschnitte fur die Untersuchung ihrer Sequenz zu vervielfaltigen. Wie
bei der DNA-Synthese in vivo dient ein DNA-Strang als Matrix, an dem der jeweilig
komplementare Strang durch fortlaufende Anlagerung des entsprechenden
Nukleotids synthetisiert wird. Katalysiert wird die Reaktion durch das Enzym Tag-
Polymerase aus dem Bacillus thermophilus aquatus, das gegen Hitze stabil genug
ist, um die erforderlichen Temperaturen des Verfahrens zu Uberstehen. Durch
Wiederholung der einzelnen Schritte des Verfahrens wird ein exponentieller Zuwachs
an spezifischer DNA erzielt, was vollautomatisch in einem Robocycler der Firma
Stratagene geschah, der auf die einzuhaltenden Temperaturen und Haltezeiten

programmiert war.

In einem Ansatz werden der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz in Form einer
Bakterienkolonie, PCR-Puffer, MgCl,, ein korrespondierendes Paar definierter
Oligonukleotid-Sequenzen als spezifische Primer, eine LOsung mit den vier
Desoxyribonukleinsdurephosphaten gewissermalen als Bausteine sowie die Tag-

Polymerase hinzugegeben und mit Wasser nach folgendem Schema aufgefullt:

Einfachansatz: 50 pl insgesamt

H>0O (Aqua bidest): 33,4 pl
PCR-Puffer, Expand HF buffer, 10 x conc. without MgCly: 5 pl
MgCl, stock solution: 25 mM MgCly: 5ul
PCR Nukleotide Mix: 2 ul
Primer: 2x2 pl
DNA-Taqg-Polymerase: 0,6 pl

Fir jede Probe werden Doppeltansatze in Micro-Cups pipettiert, ebenso eine
Wasserprobe zur Qualitatssicherung, die alle Substanzen bis auf die Bakterien-DNA
enthielt. Zeigt die Wasserprobe eine Bande, so muss von einer Verunreinigung mit
ggf. unspezifischer Bindung ausgegangen werden.

Die hitzestabile Tag-Polymerase aus dem Bacillus thermophilus aquatus Uberdauert

den gesamten Ablauf des Verfahrens in ausreichender Aktivitdt und muss nicht neu
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hinzugegeben werden. Sie verknupft die einzelnen sich anlagernden Nukleotide zu
einem kontinuierlichen Strang. Als Primer wurden die von Bootsma et al. (Bootsma,
van Dijk et al. 1996) angegebenen Sequenzen verwendet. Diese Oligonukleotide
flankieren den zu amplifizierenden Bereich auf den jeweils zueinander
komplementaren Strangen und markieren so je einen Startpunkt der Synthese durch

die Tag-Polymerase. PCR-Puffer und MgCl; stabilisieren die Losung.

Die PCR beginnt mit dem Schritt der Denaturierung. Hierbei werden innerhalb von
2 min. bei 93°C die Membranen der Bakterienzelle, die als Ganzes zugegeben wird,
aufgebrochen und die jetzt frei in Losung befindliche DNA in ihre Einzelstrange
getrennt. Anschlie3end erfolgt die Amplifizierung, die aus insgesamt 30 Zyklen mit
den Phasen einer weiteren Denaturierung, dem Annealing (Primerbindungsphase)
und der DNA-Synthese durch die Tag-Polymerase besteht. Durch diese Reihenfolge
der Programmierung wird die initiale Denaturierung um 30 s verlangert. Die
Temperatur der Denaturierungsphase innerhalb der Zyklen der Amplifizierung betragt
ebenfalls 93°C. Das Annealing erfolgt bei 55°C fur 1 min. Hierbei lagern sich die
Primer spezifisch an ihre komplementare Sequenz an. Die optimale Temperatur ist
hier von der Basen-Zusammensetzung der Primer abhangig. Bei zu hoher
Temperatur konnen sich die Wasserstoffbrucken zwischen den Basen zur Bindung
der Strange nicht ausbilden, bei zu tiefer Temperatur erfolgt die Bindung zu
unspezifisch, so dass keine Amplifizierung identischer Sequenzen geschehen kann.
In der dritten und letzten Phase eines Zyklus erfolgt bei 72°C fur 40 s die Synthese
des komplementaren Stranges. AulRerhalb eines Bereichs um das Reaktionsoptimum
von 72°C, dementsprechend wahrend der Denaturierung und des Annealings, ist die
Tag-Polymerase inaktiv. Die Dauer dieser Phase von 40 s erwies sich bei einer
Lange des Produkts von 238 bp als ausreichend, gemaf der Formel 1 min/kb.

Im letzten Schritt der PCR findet eine letzte Polymerisation bei 72°C fur 4 min statt.
Noch unvollstandige Sequenzen konnen sich wahrend dieser Zeit an ihr Pendant
anlagern und vervollstandigt werden.

Das PCR-Programm entsprach den Angaben von Bootsma et al. (Bootsma, van Dijk
et al. 1996):
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PCR-Programm:

Denaturierung: 93°C 2min
Amplifizierung: Denaturierung: 93°C 30s
30 Zyklen Annealing: 55°C 1 min
Polymerisation: 72°C 40s
Polymerisation: 72°C 4 min

Zum Nachweis des PCR-Produkts und der Uberpriifung auf Spezifitat erfolgte eine
Agarosegelelektrophorese und Auswertung unter UV-Licht.

Tragermaterial ist ein einige Millimeter starkes Gel aus 100 ml TBE-Puffer und 2 g
Agarose. Die Mischung wird in einem Mikrowellengerat erhitzt und mit einem Zusatz
von 10 pl Ethidiumbromid versehen, welches die DNA spater unter UV-Licht
fluoreszieren lasst. Die Gele werden auf einem etwa 25 x 12 cm grof3en Schlitten aus
Plexiglas gegossen. Dabei ragen in das flissige Gel am oberen Rand und mittig zwei
Reiter herein, welche die je 20 Probenschlitze formen. Der Schlitten kann nach
Erkalten des Gels und Entfernen der Reiter direkt in die mit Pufferlosung gefullten
Elektrophoresekammern Uberfuhrt werden. Die Gele sollten wahrend der
Elektrophorese von der TBE-Pufferldsung vollstandig bedeckt sein.

Bei einer Gleichspannung von 80 mV und 2%igen Gelen konnte bei Fragmentlangen

von einigen hundert Basen mit Laufzeiten von 40-45 min gerechnet werden.

Nach erfolgter PCR werden jedem einzelnen Ansatz 8 pl enthommen, mit 4 ul
Bluemarker in einem Eppendorf-Cup vermischt und zur besseren Pippetierbarkeit
kurz abzentrifugiert. Die so vorbereiteten Proben konnen jetzt auf das Gel
aufgetragen werden. Der Bluemarker beschwert die Proben und verhindert mit
seinem  Glycerinanteil die  Vermischung mit dem  TBE-Puffer der
Elektrophoresekammer. Die Proben sinken als gut sichtbare blaue Phase auf den
Boden der Probenschlitze. Die Wanderung des Bluemarkers, allerdings nicht mit
gleicher Geschwindigkeit wie die DNA, zeigt auch den Fortschritt der Elektrophorese
an. Das dem Gel zugesetzte Ethidiumbromid lagert sich interkalierend der DNA an.

Bei Betrachtung unter UV-Licht ergibt die so markierte und im Gleichspannungsfeld
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gewanderte DNA eine sichtbare Bande. Nur die Wasserprobe ohne bakterielle DNA
sollte keine Bande zeigen. Zur Kontrolle der Lange des Produkts wird ein synthetisch
hergestellter Molekulargewichtsmarker mitgefuhrt. Er enthalt ein diskretes Spektrum
DNA definierter unterschiedlicher Grofle, das nach Auftrennung in der
Elektrophorese als Bandenmuster gewissermalien einen Malstab erzeugt. Bei
bekannter Lange des Produkts kann so im Vergleich der Laufweiten der Erfolg der
PCR uberpruft werden. Mit einer Fotokamera werden die Gele zur Dokumentation
unter UV-Licht abfotografiert (s. Abb. 2)

2.6.8 Aufreinigung

Zur Isolierung des PCR-Produktes von Uberresten der Bakterien, zugegebenen
Salzen, Primern und Tag-Polymerase erfolgte im Anschluss an die Polymerase-

Kettenreaktion das Verfahren der Aufreinigung mittels einer lonenaustauschersaule.

Dazu werden die beiden Proben eines jeden Doppeltansatzes mit je 300 pl des PB-
Puffers vermischt und zusammen in eine Aufreinigungssaule (Qiaquick spin column)
gegeben. Das Vermischen und Abpipettieren erfordert etwas Fingerspitzengefuhl, da
die Mikro-Cups nur etwas mehr als 100 ul Fassungsvermdgen besitzen. Die Saule
steht in einem 2 ml groBen Sammelgefall (Collection tube), das die eluierten
Losungen bei den Zentrifugationen auffangt. Bei der ersten Zentrifugation mit 13.000
rom wahrend einer Minute werden alle Bestandteile, die sich nicht wie die DNA des
PCR-Produktes an die Membran der Saule binden abzentrifugiert und anschliel3end
verworfen. Es werden danach 700 pl PE-Puffer (Waschpuffer) in die Saule pipettiert
und wieder fur eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dabei werden unspezifische
Substanzen mit Bindung an die Membran ausgewaschen, die spezifische DNA des
PCR-Produkts bleibt weiterhin in der Saule. Ein weiteres Zentrifugieren gewahrleistet
die vollstandige Entfernung des Waschpuffers, der samt dem Sammelgefal
verworfen wird. Die DNA wird bei einer letzten Zentrifugation mittels 50 pyl 10 mM
Tris-NaCl (pH 8,5) in beschriftete Eppendorf-Cups eluiert. Die Eppendorf-Cups
dienen zur Aufbewahrung der gereinigten DNA im Gefrierschrank bis zur weiteren

Verarbeitung.
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Zur Kontrolle des Erfolgs der Aufreinigung und zur semiquantitativen Beurteilung der
Menge des erhaltenen Produkts, die fur die folgende Sequenzierreaktion maf3geblich
ist, erfolgte eine weitere Agarosegelelektrophorese.

Es kommen die gleichen Gele wie oben beschrieben zur Anwendung. Allerdings
werden jetzt nur 4 pl der Proben mit 4 yl Bluemarker gemischt und auf ein 2%iges
Gel aufgetragen. Durch Verdinnen des Molekulargewichtsmarkers mit Bluemarker
im Verhaltnis 1:1 und 3:5 erhalt man drei Marker mit unterschiedlichem DNA-Gehalt.
Einheitlich 5 ul werden in drei benachbarte Probenschlitze pipettiert, so dass sich bei
der Kontrolle unter UV-Licht auch drei entsprechende Intensitaten ergeben. Die
Helligkeit der 1,6 kb Bande der Marker dient als Vergleichskriterium. Je nach
Konzentration enthalt sie 50, 25 oder 15 ng an DNA. Der Gehalt an spezifischer DNA
jeder Probe wird durch Vergleich in 5 Kategorien eingeteilt, je nachdem, ob die
Bande in ihrer Helligkeit etwa gleich ist oder genau zwischen den Abstufungen der
Marker liegt. Eine wiederholte Kontrolle der Lange des DNA-Produkts ist auch an
dieser Stelle durch Vergleich der Laufweite mit den Banden der Marker moglich. (s.
Abb. 3)

2.6.9 Sequenzierreaktion

Die in der PCR vervielfaltigte und im vorigen Arbeitsgang aufgereinigte spezifische
DNA wurde in diesem Schritt so aufgearbeitet, dass vom 5-Ende beginnend
samtliche Fragmentlangen synthetisiert und am Abbruchende fluoreszenzmarkiert
wurden, so dass die Detektion mit dem Argonlaser in der Sequenzierung mdglich
wurde. Das Verfahren entsprach der von der Fa. Applied Biosystems Inc. (ABI
PRISM) 1990 eingefuhrten Tag-Cycle-Sequencing-Methode.

Analog der Polymerase-Kettenreaktion werden in aufeinander folgenden Zyklen mit
den Phasen Denaturierung, Annealing und Polymerisation zum Matrix-Strang
komplementare Strange synthetisiert. Werden zu einem zufalligen Zeitpunkt statt der
herkdommlichen Nukleotidmonophosphate die zugegebenen fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotide (Dye Terminatoren) eingebaut, so kommt es mangels
Verknupfungsmaglichkeit unmittelbar dahinter zum Kettenabbruch (modifizierte
Kettenabbruchmethode nach Sanger). Da nur der 5-Primer eingesetzt wird,

entsprechen alle gebildeten Strange der forward Richtung. Dementsprechend
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stammen alle dazu komplementaren Strange aus der PCR, liegen so gut wie
ausschlieflich in voller Lange vor, sind nicht fluoreszenzmarkiert und interferieren
daher auch nicht mit der Sequenzierung.

Die Synthese erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll:

96°C 10 sec
(25 Zyklen) 50°C 5 sec
60°C 4 min

In jeden Einfachansatz werden je nach Zuordnung zu den funf Kategorien des
Helligkeitsvergleichs 6,8,10,12 oder 15 pl spezifisches DNA-Template pipettiert.
Dazu kommen bei 6 und 8 pl Template 3 ul bzw. bei 10, 12 und 15 ul Template 4 pl
Premix-Losung, die stabilisierende Salze, Nukleotide und die Tag-Polymerase
enthalt. Von der Losung des 5-Primers wird pro Ansatz 1 pl hinzugegeben.

AbschlieRend wird mit Aqua dest. auf 15 bzw. 20 pl Gesamt-Volumen aufgefulit.

2.6.10 Fallung

Die fur die Sequenzierung mit den beschriebenen Verfahren vorbereitete DNA wurde
in diesem Schritt gefallt.

Die Proben aus der Sequenzierreaktion werden mit H,O ad 100 pl versetzt und
anschlie3end in 1,5 ml Eppendorf-Cups mit 250 pl 96%igem Ethanol und 10 pl 3 M
Natriumacetat-Losung mit pH 4,6 Uberfihrt. Nach einem kurzen Durchmischen auf
dem Vortex werden die Proben bei 13.000 rpm fir 30 Minuten zentrifugiert, wobei die
DNA auf dem Boden des GefaRes prazipitiert. Der Uberstand wird verworfen. Es
folgt ein Waschen in 300 pl 70%igem Ethanol und einer erneuten Zentrifugation mit
13.000 rpm fir 15 min., auch hier wird der Uberstand verworfen. Reste des Ethanols
werden durch Trocknen der Pellets im Eppendorf-Cup an Luft oder schneller im
Speed-Vac entfernt. Die gefallte DNA ist auch bei Raumtemperatur sehr stabil, und

die Proben waren daher gut konservierbar.
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2.6.11 Sequenzierung

Bei der Sequenzierung wurde die in der Sequenzierreaktion erzeugte Markierung der
unterschiedlich langen Fragmente ausgenutzt: Die Laufweite des Fragments lie} auf
die Position der Base schlie3en, die Wellenlange der Fluoreszenz auf die Art des
eingebauten Nukleotids.

Zur Elektrophorese wird ein etwa 0,4 mm dickes Polyacrylamid-Gel zwischen zwei
25 x 40 cm grolRen Glasplatten gegossen. Dazu kommt Harnstoff in einem Ansatz
von 30%iger Acrylamid-Losung (Acrylamid: Bisacrylamid in einem Verhaltnis 29:1),
TBE-Puffer (10%) sowie H,0 zum Einsatz (Harnstoff nicht Gber 50°C erwarmen). Die
Lésung wird durch einen 0,2 pl Filter filtriert, entgast und anschlieffend in einem
Becherglas von 150 ml Gréfze mit 15 ul Temed und 350 pl 10%iger APS-L6sung
gemischt, wodurch sofort die Polymerisation beginnt. Das flissige Gel wird direkt
zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen und ein Kunststoffkamm zur
Bildung der Probenschlitze eingesetzt. Wahrend der Auskuhlung liegt das Gel fur 1-
1,5 h in horizontaler Lage. Nach Abschluss der Polymerisation wird das Gel zur
Beschickung mit den Proben in den Sequenzer gestellt.

Die prazipitierte DNA wird mit 0,8 pl einer als Ladungspuffer dienenden Mischung
aus Formamid und EDTA / Dextranblau (50 mg/ml DB, 25 mM EDTA pH 8,0)
aufgenommen. Das Verhaltnis von Formamid zu EDTA/ DB betragt funf zu eins. Ein
Erhitzen auf 95°C fur 5 min. besorgt die Denaturierung, also Trennung der Strange,
danach bleiben die Proben zur Abkihlung auf Eis. 0,7 pl der so vorbereiteten Proben
werden auf das Gel im DNA-Sequenzer gegeben. Die Elektrophorese beginnt nach
dem Einfullen einer 10%igen TBE-Puffer-Losung in die Elektrophoresekammern.
Dabei erfolgt die bekannte Trennung durch Laufweitendifferenzen aufgrund
unterschiedlicher Fragmentlangen.

Zur Auswertung der Information durch die Fluoreszenzmarkierung kommt ein Argon-
ionenlaser zur Anwendung. Uber ein optisches System aus Linsen zur Fokussierung
und mehreren Spiegeln zur Ablenkung wird der Strahl im Winkel von 95° auf das Gel
gelenkt. Die markierten Didesoxynukleotide im Strahlengang werden unter der
Lichteinwirkung angeregt und emittieren ihrerseits Licht bestimmter Wellenlange
(Fluoreszenz). Diese Emission wird Uber ein weiteres optisches System aus Linsen
und Filtern geblindelt und zu einem Spektrographen geleitet, der das Licht nach der

Wellenlange trennt. Eine angeschlossene Charge Coupled Device (CCD) Camera
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ermittelt die einfallende Lichtintensitat. Die Auswertung der erhaltenen Informationen
erfolgt rechnergestutzt. Die Software enthalt dabei die notigen Informationen Uber die
verwendeten Dye-Terminatoren, wie deren Emissionsmaxima. Graphisch stellt sich
das Ergebnis als Intensitatsverteilung nach der Basenposition dar. Didesoxy-A
erscheint als grine Kurve, Didesoxy-C als blaue, Didesoxy-G schwarz und
Didesoxy-T als rote Kurve. Ein steiler Peak entspricht einer hohen Emission an der
jeweiligen Stelle und reprasentiert die entsprechende Base.

Die weitere Auswertung wie beispielsweise der Vergleich von Sequenzen erfolgte
uber die Software SeqMan (DNASTAR, Inc.).

2.6.12 Bestimmung der Komplement-Resistenz

Die Bestimmung der Resistenz gegen Komplement vermittelte Lyse in menschlichem
gepoolten Blutserum erfolgte mit einem Serum Bakterizidie Assay.

Fir jeden zu bestimmenden Stamm wird eine Ubernachtkultur in einem
Schuttelinkubator bei 37°C angesetzt. Die Muller-Hinton-Bruhe enthalt 0,5% BSA,
um ein Verklumpen der Bakterien zu verhindern. Die bewachsene Kultur wird bei
Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und die Bakterien in
VSB?* resuspendiert. Die Suspension wird auf eine optische Dichte von 0,1 bei 660
nm in einem Dr. Lange-Photometer eingestellt und anschlieRend mit VSB** im
Verhdltnis 1/1,25 auf etwa 1,2 10® CFU/ml verdiinnt. Sterile U-formige
Mikrotiterplatten werden bei Raumtemperatur fur eine Stunde mit PBS-BSA befllt,
um spater Bakterienadherenz an den Wanden zu verhindern, und fur eine Nacht bei
4°C gelagert. Vor der weiteren Verwendung werden die Platten dreimal mit sterilem
PBS gewaschen. Zur Inokulation kommen 125 ul Bakteriensuspension und
ebensoviel HPS. Fur jeden Stamm wird eine Leerprobe mit 50% Hitze inaktiviertem
(56°C, 30 min.) HPS angelegt. Es folgt eine Inkubation von 3 h bei 37°C in einem
Wasserbad. Nach 0, 15, 30, 60, 120 und 180 min. werden Proben von 20 ul
entnommen und auf 5%igen Schafsblut-Agarplatten fur 18 h bei 37°C bebritet. Zur
Auswertung erfolgen die Auszahlung der gewachsenen Kolonien und der Vergleich
mit der jeweiligen Leerprobe. Als resistent gelten Stamme, die nach Inkubation von

3 h mehr als 50% Kolonien im Vergleich mit ihrer Leerprobe zeigen. Sensible
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Stamme sind solche, die nach einer Stunde weniger als 3% Wachstum zeigen.
Intermediare Keime liegen in ihrem Wachstum dazwischen.
Keime, die ihr Resultat in der zweiten Testung nicht reproduzierten, konnten nach

funf Bestimmungen eingeordnet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 B-Laktamase-Aktivitat

Im Cephalosporin Disk Assay erwiesen sich von den 419 gesammelten M. catarrhalis
Isolaten 385 B-Laktamase-positiv. Das entspricht einem Anteil von 92%.

Die Prasenz dieser 3-Laktamase produzierenden Isolate variierte von 83 bis 98% in
den 13 teilnehmenden Landern und kein Anstieg der Pravalenz wurde wahrend der
Studienzeit beobachtet.

B-Laktamase-Aktivitat wurde in ahnlicher Haufigkeit bei Isolaten mit nosokomialer
und ambulant erworbener Pneumonie gefunden. Dabei spielte das Probenmaterial
ebenso wenig wie das Alter des Patienten eine Rolle.

Alle Keime wurden daraufhin auf die Anwesenheit von brol oder bro2 gescreent.
Hierzu wurden die Stdmme bezlglich der Promotorregion des bro-Gens wie
beschrieben sequenziert. Es galt eine Deletion von 21 Bp der Positionen 1712 bis
1732 des bro-Gens als Kriterium der Identifikation als bro2. Bei dieser Zuordnung
wurden zusatzliche Mutationen zunachst nicht berlcksichtigt. BRO2-3-Laktamasen

wurden in 22 entsprechend 5,7% der 385 3-Laktamase positiven Isolate gefunden:

02B142 02B143 06B023
07B081 09B071 10B020
10B024 10B125 10B128
10B130 13B104 13B110
17B024 18B077 18B112
18B113 18B116 19B182
20B065 20B070 20B077
20B085

Diese Isolate kamen aus 10 der 24 teilnehmenden Universitatskliniken in Belgien,
Deutschland, Frankreich, Griechenland, Italien, Polen, Spanien, der Schweiz und

England. Die Pravalenz von bro2 lag bis 1998 bei 5,1%, im Zeitraum danach bei
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6,2%. Dem Groliteil der B-Laktamase-Produktion, namlich 94%, liegt das brol-Gen
zugrunde, das in Keimen aller Zentren nachgewiesen werden konnte.

Wie erwartet war in allen B-Laktamase-negativen Isolaten kein bro-Gen detektierbar.
Alle gesammelten M. catarrhalis-Stdamme konnten auf diese Weise genau einer der
drei Gruppen, keine [B-Laktamase-Aktivitat, BRO-1-Aktivitdt oder BRO-2-Aktivitat,
zugeordnet werden.

Die sich ergebende Verteilung nach Disk-Assay und PCR-Screening wird in

Tabelle 1 dargestellt.

3.2 Sequenzen und Mutationen

Hauptunterscheidungsmerkmal der Gene, die fir BRO-1 und BRO-2 codieren, ist die
21-Bp-Deletion in der Promotor-Region der zwei Gene. Zusatzlich unterscheiden sich
die upstream-Regionen von brol und bro2 an 29 Stellen durch Basenmutationen,
darunter zwei Abschnitte mit vier und finf aufeinander folgenden Variationen (Abb.
4). Abbildung5 zeigt die ermittelten Sequenzen und auftretenden
Nukleotidvariationen der Promotorregion fur alle BRO-2-Isolate und exemplarisch fur
13 BRO-1-Isolate im Vergleich mit den von Bootsma et al. fur brol und bro2
ermittelten Sequenzen.

Es konnte fur 16 der 22 BRO-2-Isolate die von Bootsma at al. (Bootsma, van Dijk et
al. 1996) beschriebene Sequenz bestatigt werden. Bei sechs Keimen trat eine davon
abweichende Sequenz auf. Eine zusatzliche Deletion oder auch eine neue Insertion
konnte nicht nachgewiesen werden.

Bemerkenswert ist hier, dass 5 Keime, 10B125, 10B128, 10B130, 19B182 und
20B65, mit einigen punktuellen Abweichungen im Wesentlichen die Sequenz von
bro2 zeigen. 18B112 hingegen entspricht an 25 der 29 unterschiedlichen Stellen der
Sequenz von brol, zeichnet sich damit nur durch die 21-Bp-Deletion als BRO-2
zugehdrig aus. Es bleiben vier Stellen, an denen der Keim der von Bootsma et al.
publizierten bro2-Sequenz entspricht: Bp 1583 A, Bp 1586 A, Bp 1595 C und Bp
1601 A. Zusatzlich traten zwei neue Mutationen in Abweichung zu brol und bro2 auf:
Bp 1529 C->T und Bp 1596 G>A. Bei den 5 BRO-2-Keimen flhrten folgende neue
Mutationen punktuell zur brol-Sequenz: Bp 1583 A->C, Bp 1586 G—>A, Bp 1590
T->C, Bp 1592 G->C, Bp 1595 T->C und Bp 1601 G>A. Die Mutationen ohne Bezug
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zur BRO-1-Gruppe waren: Bp 1589 G>A, Bp 1598 T->C, Bp 1604 T->C, Bp 1610
G—>A, Bp 1613 A>G, Bp 1616 C>T, Bp 1619 G>A, Bp 1625 A>G, Bp 1627 A>C,
Bp 1736 A>T, Bp 1752 T>G, Bp 1753 A>G, Bp 1754 A>G, Bp 1763 A>G.

Bei 93 der brol enthaltenden 363 Isolate konnten wir die regulatorische Sequenz von
Bootsma et al. bestatigen. Kein einziger BRO-1-Produzent zeigte eine Deletion oder
Insertion. Neue Mutationen, die punktuell zur bro2-Sequenz fuhrten, waren: Bp 1583
C->A, Bp 1586 A>G, Bp 1590 C->T, Bp 1592 C->G, Bp 1595 C->T, Bp 1601 A>G
und Bp 1622 G->A. Zusatzlich gab es auch hier weitere Mutationen: Bp 1592 C->T,
Bp 1596 G>A, 1598 T->C, Bp 1604 T->C, Bp 1610 G>A, Bp 1613 A>G, Bp 1619
G—->A, Bp 1625 A->G und Bp 1627 A>G.

3.3 In-vitro-Aktivitat der getesteten Antibiotika

Nach Disk-Assay und PCR-Screening ergeben sich drei Gruppen von M. catarrhalis-
Isolaten: Isolate ohne B-Laktamase-Aktivitat (n=34), Isolate mit BRO-1-Aktivitat
(n=363) und Isolate mit BRO-2-Aktivitat (n=22). In der SENTRY-Studie wurden Uber
einen Zeitraum von zwei Jahren M.catarrhalis-Isolate gesammelt und deren MHK-
Werte gegenuber gangigen Antibiotika bestimmt. Dazu gehorten insbesondere die
MHK-Werte der neueren Antibiotika Telithromycin und Faropenem. Eine Analyse der
Daten erfolgte durch Erstellung der MHK-Verteilung innerhalb jeder der drei Gruppen
fur jedes Antibiotikum. Zur Charakterisierung der Verteilung erfolgt die Angabe der
MHKso- und MHKgy-Werte sowie der Bereichsgrenzen der Verteilung. Die
Bereichsgrenzen entsprechen dem Minimum und dem Maximum der gemessenen
MHK. Die MHKso bzw. MHKgy geben die MHK an, die von mindestens 50 bzw. 90
Prozent der lIsolate unterschritten oder gerade erreicht wird. Dementsprechend
haben maximal 50% der Isolate einen MHK Uber der MHKs5o und maximal 10% Uber
der MHKgo. Die Gegenulberstellung der Verteilungen fur jedes Antibiotikum bietet
Tabelle 2. Fir die B-Laktam-Antibiotika werden die Verteilungen zusatzlich im

Einzelnen in den Tabellen 6-8 angegeben.

Wie erwartet zeigte die p-Laktamase hohe Aktivitat gegen Penicillin und Amoxicillin.
Die BRO-1-Laktamase war dabei in beiden Fallen deutlich wirksamer. Vor allem im

Falle von Amoxicillin lag die MHKs, fur die BRO-2-Gruppe relativ niedrig. Die
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Hemmung durch Clavulansaure beider Enzyme flhrte zu einer vollstandigen
Angleichung der drei MHK-Verteilungen im Falle des Kombinatonspraparates
Amoxicillin/Clavulansaure.

Die Aktivitat der B-Laktamase gegenlber weiteren [B-Laktam-Antibiotika wie den
Zweit- und Drittgenerations-Cephalosporinen war weitaus eingeschrankt. Auch die
Verteilungen von BRO-1 und BRO-2 unterschieden sich nur diskret. Die BRO-2- und
B-Laktamase negativen Isolate zeigten vergleichbare MHK-Werte. Es fanden sich
keine Resistenzen gegen Cephalosporine, allenfalls wurden bei Cefprozil,
Cefpodoxim und Cefixim einzelne Keime mit angehobenen MHK-Werten gefunden.
Mit einem MHKg, von maximal 1 ug/ml in der Gruppe der BRO-1-Isolate war
Faropenem unabhangig von der [B-Laktamase-Aktivitat gut wirksam gegen M.
catarrhalis.

Alle getesteten Nicht-B-Laktam-Antibiotika zeigten im Allgemeinen eine gute In-vitro-
Aktivitat mit durchweg niedrigen MHKgo-Werten. Die Prasenz von B-Laktamase
spielte bei ihnen keine Rolle fur die Verteilung der MHK-Werte. Im Vergleich der
Gruppen waren die MHKso und MHKgg identisch.

Dies galt vor allem fir die Gruppe der Chinolone. Es fanden sich keine Resistenzen,
und alle M. catarrhalis-lsolate konnten durch Chinolonkonzentrationen von maximal 1
Mg/ml gehemmt werden.

Die Makrolide zeigten sich bei weit Uber 90% der Isolate als potente Antibiotika.
Einige wenige Keime besal3en hier allerdings héhere MHK-Werte von 2-4 ug/ml, 4
pg/ml und sogar 216 pg/ml fur die Antibiotika Erythromycin, Clarithromycin bzw.
Azitromycin.

Das neuere Ketolid Telithromycin besall} ausnahmslos gute In-vitro-Aktivitat.

Auch Tetracyclin und Rifampicin hemmten jegliches Bakterienwachstum bei
Konzentrationen von maximal 2 bzw. 1 mg/ml. Einzelne hohere MHK wurden nicht
registriert.

FUr die Makrolide gesagtes galt ahnlich fir die Kombination von Sulfamethoxazol

und Trimethoprim. Bei genereller Wirksamkeit gegentiber SXT zeigen sich Keime

mit MHK-Werten > 8ug/ml in allen drei Gruppen.
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3.4 Komplement-Resistenz

Alle 419 M. catarrhalis-Isolate wurden auf die Resistenz gegen Komplement getestet.
Es ergaben sich dadurch zwei Subpopulationen. Komplement-sensibel waren 19%
oder 80 Stamme, resistent also 339 Stamme.

Um das Verhaltnis zwischen Komplement-Resistenz und (-Laktamase-Aktivitat zu
beleuchten wurde in einem zweiten Schritt die sich ergebende Verteilung bzgl. der 3-
Laktamase-Aktivitat innerhalb der beiden Subpopulationen untersucht und
miteinander verglichen. Tabelle 3, die sich in ihrem Layout an Tabelle 1 halt, stellt die
prozentuale Verteilung innerhalb der beiden Subpopulationen gegenuber.

Es zeigt sich, dass die Verteilungen in beiden Subpopulationen vergleichbar waren:
B-Laktamase-Produktion war in 94% der Komplement-sensiblen und in 91% der
Komplement-resistenten Isolate festzustellen. Ein Vergleich der [-Laktamase-
Produzenten beider Subpopulationen zeigt das Gleiche: Der Anteil der BRO-2-Isolate
unter den [(-Laktamase-Produzenten war 6,7 % in der Komplement-sensiblen
Gruppe und 5,5 % in der Komplement-resistenten Gruppe. Es fand sich demnach

keine Korrelation zwischen Komplement-Resistenz und B-Laktamase-Aktivitat.
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4 Diskussion

4.1 B-Laktamase-Aktivitat

Die Ausbreitung der BRO-B-Laktamasen innerhalb der Spezies M. catarrhalis bietet
einen beispiellosen Verlauf und hat das Interesse an diesem Organismus mehr als
nur gefordert. Innerhalb kurzester Zeit hat ihre Pravalenz den Anteil B-Laktamase-
positiver H. influenzae bei weitem dberfligelt (Davies and Maesen 1988;
Felmingham, Robbins et al. 1996). Sie sind der Grund dafir, dass in der kalkulierten
Therapie von Atemwegsinfektionen die Anwendung von Penicillin, Amoxicillin oder
Ampicillin ohne den Zusatz von Laktamaseinhibitoren wie Clavulansaure nicht mehr
empfohlen wird (McGregor, Chang et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pravalenz der B-Laktamase-Aktivitat europa-
ischer M. catarrhalis-Isolate von April 1997 bis Dezember 1999 untersucht. Mit 92%
liegt dieses Ergebnis etwas uber den ermittelten Werten anderer europaischer
Studien, die in den selben Zeitraum fallen: Wahrend des Winters von 1997/98
wurden 556 M. catarrhalis-Isolate in den funf Landern Frankreich, Deutschland,
Italien, Spanien und GroRbritannien gesammelt, von denen sich 87,4% als pB-
Laktamase positiv erwiesen (Sahm, Jones et al. 2000). Eine andere Studie, die
wahrend der Monate Marz bis Juni 1998 in Osterreich, Frankreich Deutschland,
Italien und der Schweiz durchgeflihrt wurde, zeichnet 90,3% als B-Laktamase-
Produzenten aus (Jones, Staples et al. 2000).

In Tabelle 4 wird versucht die Entwicklung der B-Laktamase-Verbreitung der letzten
Jahre fur Europa und Nordamerika nachzuzeichnen. Es wird auf die Angabe von
Daten des Patienten bzw. Tragers oder der betroffenen Korperregion verzichtet. Wie
auch in dieser Arbeit scheint ihr Einfluss auf die Raten von (3-Laktamase-Produktion
eine untergeordnete Rolle zu spielen.

In Europa wird die Grenze von 90% einmal schon 1991 durchbrochen, insgesamt
bewegen sich die Werte wahrend der 90er Jahre aber erst auf diese Marke zu.
Hingegen wurden in Nordamerika zu dieser Zeit in samtlichen Studien Haufigkeiten
fur B-Laktamase-Produzenten von uber 90% ermittelt. Zum Vergleich werden

exemplarisch fur die anderen Kontinente Zahlen fur Australien, Brasilien, Angola und
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Japan angegeben, die in derselben GroRenordnung wie die aus Europa oder
Nordamerika liegen. Als Spitzenreiter der gezeigten Werte zeigen sich Japan und
Brasilien mit allerdings recht kleinem Stichprobenumfang.

Unter Einbezug des Ergebnisses dieser Arbeit von 92% scheint die Verbreitung der
BRO-B-Laktamase in Europa der in Nordamerika nur noch wenig hinterher zu hinken.
Haufigkeiten von 100% oder fast 100% treten nur lokoregionar und meist im
Zusammenhang mit niedrigeren Fallzahlen auf (Felmingham, Robbins et al. 1996;
Doern, Jones et al. 1999; Critchley, Thornsberry et al. 2000; Zhanel, Karlowsky et al.
2000). In dieser Arbeit wurden in keinem Land ausschliel3lich positive Stamme
isoliert. Die vollstandige Verbreitung scheint also auch geographisch begrenzt noch
nicht erreicht zu sein. Fur therapeutische Zwecke sollte man aber, auch im Hinblick
auf die indirekte Pathogenitat von M. catarrhalis, bei der kalkulierten Therapie mehr
denn je von einer generellen Resistenz gegen Penicillin-Antibiotika ausgehen.
Umgekehrt wurden in einigen Zentren nicht einmal 90% B-Laktamase-Produzenten
gefunden. Die ermittelten Haufigkeiten reichen in diesem Zusammenhang nicht aus,
um die B-Laktamase-Aktivitat zur Identifizierung von M. catarrhalis zu verwenden
(McGregor, Chang et al. 1998).

Die weitere Entwicklung der B-Laktamase-Verbreitung bleibt abzuwarten. Es wird
interessant sein, ob in der Zukunft alle M. catarrhalis-Stamme [(3-Laktamase-
Produzenten werden, oder ob etwa als Ausdruck eines Gleichgewichtes zwischen
Aquisition und Verlust der bro-Gene ein prozentual kleiner Anteil keine B-Laktamase-
Aktivitat zeigt.

In den meisten Surveillance-Studien wird bei den [(-Laktamase-positiven
M. catarrhalis-Isolaten nicht zwischen BRO-1- und BRO-2-Produzenten differenziert.
Hierzu sind umfangreichere Verfahren nétig wie IEF oder molekulargenetische
Methoden (du Plessis 2001), was bei entsprechend hohen Fallzahlen mit relativ
grollem Aufwand verbunden ist. In dieser Arbeit wurde die 21 bp umfassende
Deletion des bro2-Gens zur Klassifizierung ausgenutzt. Der ermittelte Anteil der
BRO-2-Produzenten an allen [B-Laktamase-positiven Isolaten von 5,7%, liegt im
weltweiten Vergleich innerhalb des Spektrums veroffentlichter Werte, das bei den
hier gezeigten Studien von 5 bis 9% reicht. Ein etwas hoherer Anteil von 13% wurde

wahrend der ersten Jahre des Auftretens von (B-Laktamase-positiven M. catarrhalis-
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Isolaten, namlich wahrend der ersten Halfte der 80er Jahre, von Philippon et al.
beobachtet (Philippon, Riou et al. 1986).

Es konnte bestatigt werden, dass der Anteil an BRO-2-Produzenten keinen
besonderen zeitlich oder geographisch bedingten Variationen unterliegt. In keinem
der teilnehmenden Zentren wurde eine Anhaufung beobachtet und die Pravalenz von

BRO-2-Produktion zeigte keinen signifikanten Anstieg.

4.2 Sequenzen und Mutationen

Die Uubliche Methode zur Differenzierung zwischen BRO-1 und BRO-2 ist die
Isoelektrische Fokussierung, mit der man Uberhaupt erst auf die Existenz zweier
unterschiedlicher Enzyme aufmerksam wurde (McGregor, Chang et al. 1998). BRO-1
und BRO-2 produzieren ein Muster von unterschiedlichen und einheitlichen
Hauptbanden, das die Klassifizierung zulasst. Das Auftreten von Satellitenbanden in
der IEF ist bei B-Laktamasen nicht ungewohnlich, multiple Hauptbanden finden sich
allerdings selten. Es wurde auf der Basis von Substratprofilen gezeigt, dass die
multiplen Hauptbanden der BRO-Enzyme funktionell ein einziges Enzym
reprasentieren (Simpson and Plested 1983). Die Autoren schlugen vor, dass die
proteolytische Aktivitat von ungekochten Enzymextrakten des Ansatzes flr die
multiplen Hauptbanden verantwortlich ist. Die Natur der Banden ist nicht weiter
untersucht worden (McGregor, Chang et al. 1998). Die exakten Bandenpositionen
variieren in den Studien je nach verwendetem Extraktionsverfahren, das bei der
Interpretation des Bandenmusters immer berlcksichtigt werden muss, und nicht
immer konnte eine eindeutige Zuordnung getroffen werden (Chaibi, Mugnier et al.
1995; Ejlertsen and Skov 1996).

Nichtsdestotrotz konnte 1991 aufgrund eines neuen Bandenpatterns ein weiteres
Enzym BRO-3 beschrieben werden, das eine ahnliche biologische Aktivitat wie BRO-
1 und BRO-2 besitzt (Christensen, Keiding et al. 1991). Ein solcher Fund wurde in
keiner der gesichteten Studien wiederholt, ware in dieser Arbeit allerdings auch der
Detektion entgangen, da das bro-Gen nicht selbst sequenziert wurde und so
Veranderungen auf Ebene der Aminosauresequenz mit konsekutiv mutmaflich

abweichendem Pattern in der IEF nicht erfasst werden konnten.
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Bootsma et al. gelang die molekulare Charakterisierung des bro-Gens (Bootsma, van
Dijk et al. 1996). Knock-out-Mutanten, bei denen bro durch die Insertion einer
Kanamycin-Kassette inaktiviert wurde, verloren jegliche B-Laktamase-Aktivitat und
Ampicillin-Resistenz, woraus die Autoren schlossen, dass das bro-Gen allein jegliche
B-Laktamase-Aktivitat vermittelt. Damit zeigt die Detektion eines PCR-Produktes bei
der Amplifizierung der regulatorischen Region die B-Laktamase-Produktion an. Dies
steht in Einklang mit den Ubereinstimmenden Ergebnissen von PCR-Screening und
Disk-Assay.

Weiterhin zeigten Bootsma et al., dass sich zwei Stamme mit BRO-1- bzw. BRO-2-
Bandenmuster in der IEF auf chromosomaler Ebene vor allem im Bereich der
Promotorregion unterscheiden. Diese Abweichungen werden fur die Unterschiede im
biologischen Verhalten verantwortlich gemacht, das in der durchweg beobachteten
niedrigeren  Aktivitdt des BRO-2-Enzyms bei identischem Substrat- und
Hemmungsprofil besteht. Vor diesem Hintergrund erscheint die Sequenzierung der
upstream-Region des bro-Gens als pradisponiert zur unproblematischen
Klassifizierung der untersuchten M. catarrhalis-lsolate als BRO-1- bzw. BRO-2-
Produzent und dartber hinaus zur Erfassung weiterer Veranderungen der
Gensequenz.

Richter et al. untersuchten die MHK von 202 und 201 M. catarrhalis-Isolaten, die
wahrend der Jahre 1994/95 bzw. 1997/98 gesammelt wurden, gegenuber Ampicillin
getrennt fur BRO-1- und BRO-2-Produzenten (Richter, Winokur et al. 2000): MHK-
Werte groRer 1 ug/ml fanden sich nur bei den BRO-1 produzierenden Stammen.
Dieser Anteil machte allerdings weniger als 15% wahrend beider
Beobachtungszeitraume aus. Der weit Uberwiegende Anteil zeigte damit keine
héheren MHK-Werte als die Gruppe der BRO-2-Produzenten. Es wurde daher
vermutet, dass die Sequenzierung einer gréReren Anzahl von BRO-1 und BRO-2
produzierenden Stammen mit ahnlich weitem MHK-Spektrum zusatzliche Mutationen
und Deletionen offenbart, die die Unterschiede bzw. Nivellierungen im
Resistenzverhalten erklaren. Eine enge Korrelation zwischen solchen Variationen der
regulatorischen Region und den beobachteten MHK wurde zusatzlich die Hypothese
stutzen, dass die beschriebenen Unterschiede der Promotorregionen von brol und
bro2 tatsachlich fur die Aktivitatsunterschiede der BRO-B3-Laktamasen und auch fur

das unterschiedliche Resistenzverhalten verantwortlich sind.
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Die Tabellen 3, 5 und 6 prasentieren die ermittelten Verteilungen der MHK fir
Penicillin und Amoxicillin. BRO-2 ist zwar im Allgemeinen mit einer niedrigeren
Resistenz als BRO-1 assoziiert, wie man an den niedrigeren MHKso-Werten erkennt.
Es treten aber in samtlichen getesteten MHK-Stufen sowohl BRO-1 als auch BRO-2-
Produzenten auf. Die MHK-Verteilung weist im Gegensatz zu den von Richter et al.
publizierten Ergebnissen innerhalb des getesteten Bereiches keine obere Grenze
auf. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass in der Untersuchung von
Richter et al. die Isolate mit den MHK-Stufen 2 bis 16 pg/ml in der Differenzierung
nach BRO-1 und BRO-2 unterreprasentiert waren, was einen Einfluss auf die
Detektion relativ seltener BRO-2-Produzenten oberhalb 2 ug/ml gehabt haben
konnte. Ferner werden aus diesem Grund die ermittelten Anteile in Tabelle 4 nicht
erwahnt.

Bei der Sequenzierung der upstream-Region des bro-Gen wurden auller der
bekannten 21 bp Deletion keine weiteren Deletionen oder Insertionen detektiert. Es
trat eine Reihe von bisher nicht beschriebenen Mutationen auf, die weder die
vermeintliche ribosomale Bindungsstelle noch die -10- oder -35-Promotorsequenzen
betrafen. Sie nehmen offenbar keinen nennenswerten Einfluss auf die beobachteten
MHK-Werte.

Tabelle 8 zeigt die MHK-Werte von einigen BRO-1-Produzenten, die Mutationen
aufwiesen, und allen BRO-2-Produzenten. Stamme mit Mutationen sind fettgedruckt
dargestellt. Die BRO-1-Isolate decken das gesamte getestete Spektrum ab. Dabei
war es auch offensichtlich unerheblich, ob der Keim ein oder mehrere Mutationen
akquirierte. Die BRO-2 produzierenden Stamme mit Mutationen zeigen ebenfalls
sowohl hohe als auch niedrige MHK-Werte.

Die Isolate 02B005, 13B088, 14B140, 14B162 und 14B163 haben alle die gleiche
Mutation 1598 T->C und unterscheiden sich hinsichtlich des sequenzierten Bereichs
nicht (vgl. Abb. 4). Die MHK-Werte variieren fur Penicillin und Amoxicillin um 3-4
Dilutionsstufen.

Das Isolat 18B112 ist in sofern interessant, als dass es die bro2 typische 21 bp
Deletion enthalt, an den meisten anderen Stellen einschliel3lich der beiden vier und
funf Bp umfassenden Variationen aber, die Sequenz von brol besitzt. Nach der
derzeitigen Auffassung von der 21-bp-Deletion, sollte dieser Keim entsprechende
niedrige B-Laktamase-Aktivitat exprimieren. Die MHK-Werte fur Penicillin und

Amoxicillin liegen eher im unteren Bereich. Weitere Schllisse, die auf die
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Charakterisierung der 21 bp Deletion abzielen, sind jedoch bei dem weiten MHK-
Spektrum, welches sowohl BRO-1- als auch BRO-2-Isolate zeigen, ohne zusatzliche
Untersuchungen nicht zulassig.

Es muss daher resimiert werden, dass die beobachteten Mutationen offenbar keinen
Einfluss auf die MHK-Werte der getesteten B-Laktam-Antibiotika haben und dass die
vorgestellten Daten keine neuen Schlusse im Hinblick auf die Charakterisierung der
21-bp-deletion zulassen.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Mutationen existieren, die,
mdglicherweise durch Einbezug der fur die Promotoraktivitat relevanten Gen-
Abschnitte, die Antibiotikaresistenz beeinflussen kdnnen.

Ohne solche Mutationen fallt es schwer, die MHK-Verteilungen fur BRO-1- und BRO-
2-Isolate lediglich durch die 21-bp-Deletion mit daraus resultierender niedriger
Enzymaktivitat fir BRO-2 zu erkaren. Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen
damit nahe, dass es weitere unbekannte Faktoren gibt, die die exprimierte [3-
Laktamase-Aktivitat noch modulieren und gegebenenfalls steigern konnen: Eine
obere Grenze der MHK fiur B-Laktam-Antibiotika von BRO-2-Produzenten ist
innerhalb des getesteten Bereichs im Gegensatz zur Untersuchung von Richter et al.
nicht beobachtet worden.

Uber die Vermutung zusétzlicher Faktoren hinaus gehen die Vorschlage von Walker
et al. (Walker, Neal et al. 2000), die in einem einzigen Krankenhaus Uber einen
Zeitraum von 10 Jahren die Trends im Resistenzverhalten von M. catarrhalis-Isolaten
retrospektiv untersuchten. Von 1984 bis 1994 stieg die Pravalenz der B-Laktamase-
Produktion von 30 auf 96% an. Nicht fur alle Antibiotika konnte die abnehmende
Sensibilitat von M. catarrhalis durch die zunehmende Haufigkeit B-Laktamase-
positiver Isolate erklart werden. Walker et al. schlossen, dass fur die Zunahme der
MHK-Werte gegenlber Imipenem und der Kombination Amoxicillin/Clavulansaure
innerhalb der Gruppe der positiven Isolate andere Formen der B-Laktamase, [3-
Laktamase abhangige Modifikatoren und/oder zusatzliche Faktoren verantwortlich
sein mussen (Verduin, Hol et al. 2002).

Diese Vorschlage weichen die bisherige Vorstellung tber die Genese der p-Laktam-
Resistenz aufgrund eines einzigen Gens mit variabler Promotoraktivitat auf. Die
zukinftige Forschung muss zeigen, welcher Art die vermuteten zusatzlichen
Faktoren sind und ob bzw. in welchem Ausmal das Konzept der BRO-3-Laktamasen

erweitert oder modifiziert werden muss.
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4.3 In-vitro-Aktivitat der getesteten Antibiotika

In Ubereinstimmung mit anderen européischen Studien (Jones, Staples et al. 2000;
Sahm, Jones et al. 2000) zeigt sich, dass die B-Laktamase-Aktivitdt den einzig
bedeutsamen Resistenzmechanismus der europaischen M. catarrhalis-Isolate
darstellt: B-Laktamase-negative Isolate erweisen sich sensibel gegenuber Penicillin
und Amoxi-cillin und bei der Kombination von Amoxicillin/Clavulansaure gleichen sich
die Verteilungen der drei Gruppen an.

Die wenigsten Studien differenzieren nach der BRO-B-Laktamase-Aktivitat in drei
Gruppen, nicht selten wird die Gesamtheit aller isolierten M. catarrhalis untersucht.
Fir die non-B-Laktam-Antibiotika ergeben sich daraus keine Schwierigkeiten flr den
Vergleich von Ergebnissen: Die Zugehdrigkeit zu einer der drei Gruppen hatte keinen
Einfluss auf das Resistenzverhalten. Alle getesteten non-B-Laktam-Antibiotika
ergaben durchweg niedrige MHKgo-Werte. Zum Teil wurde von einigen wenigen

Isolaten eine Neigung zu héheren MHK-Werten registriert.

Die beobachtete hohe Aktivitat der B-Laktamase gegenuber Penicillin hat sich in
Europa in den letzten Jahren nicht wesentlich verandert: Publizierte MHKs,/MHKg
liegen bei 4/8 pyg/ml (Ahmad, McLeod et al. 1984) wahrend der 80er Jahre, die etwa
vergleichbar sind mit Werten in den USA von 1/8 ug/ml 1987/88 (Jorgensen, Doern
et al. 1990) und 8/16 pg/ml 1993 (Berk and Kalbfleisch 1996). Haufiger werden vor
allem in neueren Jahren Angaben fur die Aminopenicilline gemacht. Fir Amoxicillin
werden MHKso/MHKgo von 0,25/4 pg/ml 1993 far Europa und 1/4 pg/ml fur USA
(Berk and Kalbfleisch 1996), spater 2/8 ug/ml 1999 in den USA (Jones and Pfaller
2000). Bei diesen Werten wird nicht nach p-Laktamase-Produktion differenziert, was
die Vergleichbarkeit erschwert.

Insgesamt imponieren die Variationen als zu klein, um Aussagen betreffend einer
Tendenz im Resistenzverhalten gegenlber den beiden Antibiotika zu treffen.

Die vielfach beschriebene Beobachtung von kleineren MHK flir die Aminopenicilline
verglichen mit Penicillin, auch als relative Sensibilitat bezeichnet, wird auf die Gruppe
der BRO-2-Produzenten zuruckgefuhrt (Farmer and Reading 1982; Stobberingh, van
Eck et al. 1986). So liegt die MHKsy der BRO-2-Produzenten mit 0,25 ug/ml 8fach
entsprechend 3 Dilutionsstufen unter dem der BRO-1-Isolate. 17% aller [-

Laktamase-positiven Isolate zeigten Amoxicillin-MHK <1 pg/ml. Das NCCLS schlagt
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keine Grenzwerte fur Mikrodilutionsstufen bei der MHK-Testung flr M. catarrhalis
vor. Bezug nehmend auf die gegenwartig empfohlenen Interpretationskriterien fur
H. influenza sollten solche Isolate als empfindlich gegen Ampicillin eingestuft werden.
Die niedrige Aktivitat der B-Laktamasen gegenlber der gesamten Gruppe der
Cephalosporine unterstreicht einmal mehr deren Substratprofil als ,Penicillinasen®
(Labia, Barthelemy et al. 1986). Die BRO-2-Isolate zeigten keine messbaren
Differenzen der MHK-Verteilung verglichen mit den Stammen ohne B-Laktamase-
Aktivitat.

Wie schon von Doern et al. (Doern, Brueggemann et al. 1996) beschrieben,
zeichnete sich Cefixim durch die niedrigsten MHK-Werte aller Cephalosporine aus.
Legt man die Kriterien des NCCLS fur MHK-Bestimmungen bei anspruchslosen
Keimen mit schnellem Wachstum in Mdller-Hinton-Medium zugrunde (Tabelle 9), so
mussten einzelne Keime bezlglich Cefprozil, Cefpodoxim und Cefixim als
intermediar-resistent eingestuft werden. Uber die Resistenz gegeniiber Cefaclor war
bereits berichtet worden (Felmingham, Robbins et al. 1996).

Ausgezeichnete Wirkung besitzen die getesteten Chinolone. Alle isolierten Stamme
konnten in Ubereinstimmung mit anderen Studien (Deshpande and Jones 2000;
Marchese, Debbia et al. 2000; McCloskey, Moore et al. 2000; Rittenhouse,
McCloskey et al. 2000) durch Konzentrationen von maximal 1 pg/ml gehemmt
werden. Bei den neueren Praparaten Moxifloxacin und Gemifloxacin sowie ferner
Grepafloxacin wurden 0,12 pg/ml nicht Uberschritten. Sehr seltene resistente Isolate
wurden in der US-SENTRY-Studie beschrieben, deren Auftreten bei Risikopatienten
mit ernster Pneumonie bei reduziertem Immunstatus und ungenligender
Medikamentencompliance registriert wurde (DiPersio, Jones et al. 1998).

Die Resistenz von Tetracyclin und Erythromycin wurde bei US-amerikanischen
M. catarrhalis-Isolaten beschrieben (Brown, Wallace et al. 1989; Roberts, Brown et
al. 1990). Einige der hier untersuchten Keime erreichten ahnlich hohe MHK-Werte:
Weniger als 10 Keime mit MHK von 2-4 ug/ml gegen Erythromycin und
Clarithromycin mussten nach den NCCLS-Kriterien flr anspruchslose Keimen mit
schnellem Wachstum in Miller-Hinton-Medium der intermediaren Gruppe zugeordnet
werden. Darunter befanden sich auch 3 Keime mit einer MHK gegen Azithromycin
von >16 pg/ml. Keines dieser Isolate entstammt der BRO-2-Gruppierung, was aber

wahrscheinlich der niedrigeren Pravalenz von bro2 zugeschrieben werden muss.
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Tetracyclin- oder Rifampicin-Resistenzen kamen bei den untersuchten europaischen
M. catarrhalis-Isolaten nicht vor. Ebenso zeigt das Ketolid Telithromycin wie erwartet
gute In-vitro-Aktivitat (Pankuch, Hoellman et al. 1998).

Das Verhalten europaischer Isolate gegenuber der Kombination von Trimethoprim
und Sulfamethoxazol weist keine neuen Aspekte auf. Wie in friheren Studien lagen
die MHKs5o/MHKgo-Werte bei 0,5/0,5 (Berk and Kalbfleisch 1996). Ein Trend zu
hoheren MHK von 8 pg/ml und groRer (vgl. Tabelle 9) scheint sich abzuzeichnen,
wodurch ein kleiner Anteil resistenter Isolate ausgemacht wird (Felmingham, Robbins
et al. 1996; McGregor, Chang et al. 1998).

Trotz der hohen Pravalenz der BRO-3-Laktamasen von inzwischen tUber 90% sollte
die Therapie bei bekannter M. catarrhalis-Infektion des Respirationstraktes aufgrund
der offensichtlich grolen Auswahl wirksamer Cephalosporine und non-B-Laktam-
Antibiotika keine Probleme bereiten. Bei einigen Keimen mussten hohere MHK
festgestellt werden, eine groRere Gruppierung mit einheitlichem resistentem
Verhalten trat jedoch nicht auf. Moglicherweise konnen Chinolon-Praparate wichtige
Reserve-Antibiotika bei den immer wieder selten beobachteten Resistenzen
(McGregor, Chang et al. 1998) darstellen.

Bei der kalkulierten Therapie von Atemwegsinfektionen muss das Resistenzspektrum
der mutmallich involvierten Organismen wie H. influenzae und S. pneumoniae in die
Uberlegungen mit einbezogen werden. Jorgensen at al. (Jorgensen, Doern et al.
1990) stellten 1996 in diesem Zusammenhang neben anderen die tatsachlich haufig
verwendeten Substanzen Amoxicillin/Clavulansaure und Cefuroxim heraus, was aus
der Sicht dieser Studie aufgrund des wenig veranderten Resistenzspektrums der
europaischen M. catarrhalis-Isolate bestatigt werden kann. Das fehlende Auftreten
neuer grolierer resistenter Populationen oder ausgepragter Kreuzresistenzen ist ein
erfreuliches Ergebnis. Es sollte der Surveillance der folgenden Jahre moglich sein
die Entwicklung und Ausbreitung entsprechender Resistenzmechanismen frihzeitig
zu erkennen und damit zum rechten Zeitpunkt erforderliche Empfehlungen fur die
antimikrobielle Therapie auszusprechen, mit dem Ziel, die Versagensquote

kalkulierter Behandlung im klinischen Alltag zu minimieren.
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4.4 Komplement-Resistenz

Von den 419 untersuchten M. catarrhalis-Isolaten waren 81% gegen die Komplement
vermittelte Lyse resistent.

Der Anteil Komplement-resistenter Isolate ist gro3eren Variationen unterworfen als
die Pravalenz der BRO-B3-Laktamasen und korreliert in starkerem MalRe mit dem
Alter des Patienten bzw. Tragers, dem Krankheitszustand und dem Probenmaterial
(Hol, Verduin et al. 1995; Murphy, Fitzgerald et al. 1997). Der ermittelte Prozentsatz
steht in seiner Hohe im Einklang mit der Bedeutung der Komplement-Resistenz als
Virulenzfaktor und entspricht fur Patienten mit einer Infektion des Respiratonstraktes
den Erwartungen.

Bei der automatischen Ribotypisierung mittels eines Qualicon RiboPrinter von
Verduin et al. wurden die untersuchten M. catarrhalis-lsolate in zwei
Subpopulationen separiert, von denen sich die eine als Komplement-sensibel, die
andere als Komplement-resistent erwies. Die Ergebnisse wurden durch Pulsfeld-Gel-
Elektrophorese (PFGE) und Analyse von Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen (RFLP) bestatigt (Verduin, Kools-Sijmons et al. 2000). Etwa zur
gleichen Zeit machen Bootsma et al. ahnliche Entdeckungen: Zwei Virulenzfaktoren,
darunter die Komplement-Resistenz, sind streng mit einer der beiden durch zwei
unterschiedlich RFLP-Analysen charakterisierten Subspezies assoziiert (Bootsma,
van der Heide et al. 2000). Dagegen fand sich p-Laktamase-Produktion in beiden
Subpopulationen, was im Einklang mit der Vermutung eines horizontalen Transfers
steht, der die schnelle Ausbreitung der BRO-B-Laktamasen erklart. Die
Arbeitsgruppe hat viel zur Aufklarung der Herkunft und Verbreitung beigetragen und
sah sich in der Lage die einzelnen Schritte der Aquisition und Ubertragung
nachzuzeichnen (Bootsma, van Dijk et al. 2000). Demnach stammt BRO-2 als
Lipoprotein aus einem bis dato unbekannten aber wahrscheinlich gram-positiven
Organismus. Das codierende Gen wurde zufallig in das Genom von M. catarrhalis
ubertragen, dessen ubriger G-C-Anteil signifikant hdher liegt als in bro2. brol geht
durch Verdopplung einer Basensequenz von bekannten 21 bp aus bro2 hervor und
erlangt damit durch eine hdhere Promotoraktivitat die Pradominanz uber beide
Typen. Die Ubertragung innerhalb der Spezies erfolgt (iber Transformation. Dabei

sorgt ein flankierender nicht-codierender Sequenzabschnitt fur die Insertion an der
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immer wieder identischen Position zwischen orfl und orf3 (Bootsma, van Dijk et al.
1996).

Vor diesem Hintergrund konnte diese Arbeit fur die isolierten europaischen
M. catarrhalis-Stamme zeigen, dass die Pravalenz der BRO-B-Laktamase-Produktion
nicht mit der Resistenz gegeniuber Komplement korreliert ist. Die Verteilung der B-
Laktamase-Aktivitat auch differenziert nach brol und bro2 innerhalb der beiden
Subpopulationen Komplement-resistenter und Komplement-sensibler Stamme ist
vergleichbar, wie Tabelle 3 offenbart. Unter der Voraussetzung, dass Komplement-
resistente Stdmme eine genetisch eigenstandige Linie bilden, stitzen diese

Ergebnisse die Hypothese eines horizontalen Transfers der BRO-B-Laktamasen.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich auf molekulargenetischer Ebene mit den (-
Laktamasen von 419 M. catarrhalis-Isolaten, die wahrend der europaischen
SENTRY-Surveillancestudie von 1997-1999 gesammelt wurden, analysierte
differenziert nach p-Laktamase-Aktivitat deren Resistenzverhalten gegenuber 29
antimikrobiellen Substanzen und untersuchte den Zusammenhang zwischen [-
Laktamase-Produktion und Komplement-Resistenz.

Von den 419 gesammelten Stammen erwiesen sich 385 (92%) als B-Laktamase-
positiv. Dieser Anteil liegt nur noch gering unter den publizieten Werten US-
amerikanischer Studien. Das Verhaltnis zwischen BRO-1- und BRO-2-Produzenten
belief sich auf 94,3 zu 5,7% und hat sich wahrend der letzten Jahre offensichtlich
nicht wesentlich geandert.

In der Analyse der In-vitro-Aktivitat der 29 verschiedenen Antibiotika prasentierten
sich die BRO-B-Laktamasen als einzig bedeutender Resistenzmechanismus. BRO-1-
Isolate waren im Mittel resistenter gegen Penicilline und in geringerem Umfang
gegen Cephalosporine als die BRO-2-produzierenden Stamme. Dafur werden die
Variationen in der up-stream-Region des codierenden bro-Gens, insbesondere der
21-bp Deletion/Insertion, mit konsekutiv unterschiedlicher Promotoraktivitat
verantwortlich gemacht. Die zusatzlichen neuen Mutationen hatten keinen Effekt auf
die MHK-Verteilungen unter den BRO-1- und BRO-2-Produzenten, zu deren
Erklarung die Existenz zusatzlicher Faktoren vermutet wird, welche die exprimierte -
Laktamase-Aktivitat noch modifizieren.

Beide p-Laktamasen wurden durch Clavulansaure so gut wie vollstandig inhibiert.
Einige wenige Keime mit hoheren MHK-Werten gegenuber Non-B-Laktam-Antibiotika
wie SXT und Azithromycin wurden gefunden, der Ausbruch und die starkere
Verbreitung eines weiteren Resistenzmechanismus sind bisher jedoch unterblieben.
19% der getesteten Stdamme waren Komplement-sensibel. Da die Verteilung der 3-
Laktamase-negativen sowie der BRO-1- und BRO-2-Produzenten vergleichbar in
beiden Komplementpopulationen waren, ist die Antibiotikaresistenz nicht mit der
potentiellen phylogenetischen Abstammung von Subpopulationen der Spezies

verknUpft.
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7 Anhang

7.1 Abbildungen

ot 7 Ao,

™ ool

Abbildung 1: Strukturformel des Penicillin mit dem f-Laktamring (zentraler Viererring), der
durch die BRO-fS-Laktamasen gespalten und inaktiviert wird (Bildnachweis:

www.mbg.cornell.edu/biobm33 1/others/penicillin. htm)
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Abbildung 2: Bandenmuster einer PCR nach elektrophoretischer Aufirennung, fotografiert
unter UV-Fluoreszenz. Mittig erscheinen die Banden des Molekulargewichtsmarkers, an den

Laufweiten kann bereits auf den bro-Typ der amplifizierten Sequenzen geschlossen werden.

,'-th}rtim'guns :

Abbildung 3: Zugehoriges Gelbild der PCR nach der Aufreinigung. Die Anzahl der Proben
hat sich halbiert. Es wurden drei Molekulargewichtsmarker unterschiedlicher Konzentration
aufgetragen, die zur semiquantitativen Einschdtzung der Menge an PCR-Produkt dienen. Der

dunkle Schatten unterhalb der Banden entspricht dem Bluemarker.
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bro1-Gen

1981 TGGTGAAGTGATTTTTGGATTGGGGTGAATGATAAACTTATCCCAAACAATAATAAATTT
-35 -10

1741 ATCCCAAACAATAAAAGGAGATAATGATGCAACGCCGTCATTTTTTACAAAAAACCTTAT
RBS Met M Q R R H F L Q K T L

1801 TGGCACTACCTATTATTTTTTCTGGCAATTTATTAACTGGATGTAAAACGAATTTATCTG
L ALPI1 I FSGNWLIELTGTOCgIKTNTL S

1861 ATGATTATTTGCCCGATGATAAGATAACAAACAATCCAAATTTATTACAAAATAAATTAA
b DYy L P DD KT TNNWPNLILQNIKL

1921 AAGAGATATTGCCAATTTGGGAAAATAAATTTAATGCCAAAATTGGTATGACGATTATTG
K E I L P 1 WENIKIFNAKTITIGMTII

1981 CTGACAATGGTGAACTATCCAGTCATCGTGGTAATGAATATTTTCCTGTTAATAGTACCA
AADNSGIELSSHRGNEYFUPVNST

2041 TTAAAGCCTTTATTGCAAGTCATATATTATTACTTGTAGATAAAGAAAAATTGGATTTAA
Il K A F 1 A SH 1T L L L VDI KEI KL DL

2101 ACGAAAAAATCATCATTAAAGAAAGCGATTTGATAGAATATTCTCCTGTCTGTAAAAAAT
NE K T'1 1 K E S DULIT EY S P V C KK

2191 ACTTTGATGAGAATAAACCAATTTCTATTAGTGAATTGTGCGAAGCTACCATAACACTGA
Y F DENIKW®PI1T S 1 S EL CEATI1I TL

2221 GTGATAATGGTTCTGCTAATATCTTGTTGGATAAAATTGGGGGTTTGACTGCATTCAATC
S DNGSANIT L LD K11 G G L T AFN

2281 AATTTTTGAAAGAGATTGGGGCGGATATGGCGCTGGCAAATAATGAGCCTTTATTAAATC
Q F L KEI1I GADWMALANNTEUPTLTLN

2341 GCTCACATTATGGTGAAACCAGTGATACCGCAAAACCAATTCCTTACACAAAAAGCCTAA
R S HY G ETSDTAIKWPI1 P Y T K S L

2401 AAGCACTGATTGTAGGCAATATCCTATCCAATCAAAGCAAAGAACAGTTGATAACTTGGC
K AL 1 v 6N 1T L SNQS KEQL I T W

2461 TTATCAATGATAAAGTTGCTGATAATTTATTGAGAAAATATTTACCAAAAAATTGGCGAA
L 1 ND KV ADNULULRIKY L P KNWR

2521 TTGGCGACAAAACAGGCACAGGTAGTGAATCAAAAAATATCATTGCTGTGATTTGGAATG
Il G D K T GTG S ES KNTIT 1T AV I WN

2581 AAAATAATAAACCTTATTTTATCAGCCTATTTATCACCCAGCCCCATGATGGTAAATCCC
ENNKPY F I S L F I T QP HDG K S

2641 TTGATTTTAAAAATCAAAAAGATGAAATAATGGCACAAATTGGTAAAGAAATTTATCCAT
L DF KNQ KD EIMAQQTII G KE Il Y P

2701 TTTTATAATCCATTAAATTTTTATAGTGAATAGAAAAATTTATGACCCAACAAGCCCCCC
F LStop

Abbildung 4: Nukleotidsequenz und resultierende Aminosduresequenz von brol. Kdstchen

markieren Start- und Stopcodon sowie die vermeintliche Lipidbindungsstelle
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Upstream-Region des bro-Gens

1551 1561 1571 1581 1591 1601 1611 1621 1631 1641

brol CCTGTGGGACAAGCAAACGGCTTACCTGTGGGCTTACAGCTCATCGGTAAACATTGGGCGGAAAGCGAGCTGTTAAAAACCGCTCACATTTACCAAAGCC
bro2 ... Goeeea oo Goeeea oo A..G...T.G..T..... R A .. T..... T. .GGCGA
BRO2-Isolate:

10Bl25 e e e e e e e e e e e e e e e meaeaaaaaaa C..C..A..C..... A..G..... Ao G.C et
10Bl28 e e e e e e e e e e e e a—————a C..... C..... Coeeeei e n [ I R
10B130 e e e e e e C..A...C.C..C..C..A..Co . ... T, G
19B182 e e e e e e e eemaa——aaa C..... AC.C..C..C..A_ C........... J I G.C
P20 =10 1< 1
18B112 e Al ..., A ... O [ C..... C..AAGCC
BRO1-Isolate

(024 0101 C o e e e e e
(0150201 U
(01500 72 L
1] =0 2 7 C o e e
13B108 e e e e e e e eaeaaaaaan A..G..... 1 1
21201 7C 7 8
21 1107 C o e e e e e
21 117 C..... C..... A..G..... A AL G Ce e
11 2 1 1 72 C o e e e
1AB B3 e e e e e e e C o e e e e
14B167 e e e e e e e e eeamaa—a—an A..G..... 1
17B034 e e e e e e e aeaa—aaan A..G...T.G..T..... U
P2 0] 0 72 < 0 1
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1651 1661 1671 1681 1691 1701 1711 1721 1731 1741
brol ATACCGATTTTCATCAGGCAAAGGCGGATTTGGTGAAGTGATTTTTGGATTGGGGTGAATGATAAACTTATCCCAAACAATAATAAATTTATCCCAAACA
bro2 ... (CIR AAG.T. ... AL GAAC..... AA e i i iiaaaes

BRO2-Isolate:

dOB 2D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e A ———————— e e e
J0B 28 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e amEE———————————— e e
T0B B0 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ———————————— e e
1] = 1 722
20B0BS e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aemeaeeaeae e ——————— e S

i8B112 L...... Toeaao . G.CA.T......... L TGGA. . ... GG im e it i i eaana

BRO1-Isolate

0724 0101
0509201
(015 ] 2] 00 77
015G =0 . 7
1] = 1 10
1212101 YC 7
121 1107 N
11 1 17
1712 1 1 722
LAB B3 e e e e e e e e e e e e e
21 1 1 2
4 =0
P20 0 72 <
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1751 1761 1771 1781
brol ATAAAAGGAGATAATGATGCAACGCCGTCATTTTTTACAA
bro2 L. ..... N

BRO2-Isolate:

10Bl25 e e e e e e e e e e
10Bl28 e e e e e e e e
1] = 1150
] = 1 722
20B065 GGG e S

i8B112  L..... A

BRO1-Isolate

(072420101
(0509201 1
09B004 e e e e e e e e e e e
1G] =0 1

ﬁgégg ---------------------------------------- Produzenten. Vermeintliche Promotorsequenzen (-10 und -35) und

I ribosomale Bindungsstelle von brol und bro2 sind unterstrichen.
I 5 2

TABL162 e Ebenso die Mutationen, die lokal weder zur brol- noch zur bro2-
102 I 7 N

1ABL67 e Sequenz fiihren. Die grauen Unterlegungen markieren die vier
50 1 7
20B048 e e e e e e e e e e e e e e e e —————a

Abbildung 5: Alignment von brol und bro2 sowie der Sequenz der

mutierten BRO-2-Produzenten sowie von einigen mutierten BRO-1-

Positionen, an denen 18B112 die bro2-Sequenz behdilt.
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7.2 Tabellen

Tabelle 1: Verteilung der -Laktamase- bzw. BRO-1- und BRO-2-Aktivitdt. Das grofie
Rechteck zeigt die Ergebnisse des Nitrocefin-Disk-Assay, das kleine Rechteck, die des PCR-
Screenings. Wie in der Literatur tiblich werden die Anteile der BRO-1- und BRO-2-

Produzenten auf die Gesamtheit der -Laktamase-positiven Isolate bezogen.

Anzahl der % aller
Isolate Isolate
gesamt 419 100
B-Laktamase- 34 8.1
negativ
B-Laktamase- 385 100 92
positiv
BRO-1 363 94
BRO-2 22 57
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Tabelle 2: Gegeniiberstellung der MHK-Verteilungen von f-Laktamase-negativen Isolaten,
BRO-1- und BRO-2-Produzenten fiir 29 Antibiotika.

Antibiotikum MHK (ug/ml)

und Phanotyp/Genotyp MHKs5o MHKgo Bereich

1. Penicillin
B-Laktamase-negativ <0,03 0,25 <0,03-0,5
B-Laktamase-positiv; BRO-1 4 >4 <0,03->4
B-Laktamase-positiv; BRO-2 1 >4 0,25->4

2. Amoxicillin

B-Laktamase-negativ <0,06 0,25 <0,06-0,5
B-Laktamase-positiv; BRO-1 2 8 <0,06->8
B-Laktamase-positiv; BRO-2 0,25 8 <0,06->8

3. Amoxicillin-Clavulansaure

B-Laktamase-negativ <0,25 0,25 <0,25-0,5

B-Laktamase-positiv; BRO-1 0,25 0,25 <0,25-4

B-Laktamase-positiv; BRO-2 0,25 0,25 <0,25-0,5
4. Cefaclor

B-Laktamase-negativ 0,25 2 0,25-2

B-Laktamase-positiv; BRO-1 0,5 1 <0,25-2

B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,25 <0,25 0,25-0,5

5. Loracarbef

B-Laktamase-negativ 0,25 2 <0,25-2
B-Laktamase-positiv; BRO-1 1 2 <0,25-16
B-Laktamase-positiv; BRO-2 1 1 0,5-2

6. Cefuroxim
B-Laktamase-negativ 0,5 1 <0,06-2
B-Laktamase-positiv; BRO-1 1 2 <0,06-4
B-Laktamase-positiv; BRO-2 0,5 1 0,12-2
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7. Cefprozil
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

8. Cefpodoxim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

9. Cefixim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

10. Ceftibuten
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

11. Cefotaxim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

12. Ceftazidim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

13. Cefepim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

0,12
0,5
0,25

<0,03
0,12
0,06

0,12

0,25

0,06
0,25
0,06

0,25
0,25
0,25

0,12
0,5
0,25
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0,5

0,5

0,03
0,25
0,5

0,5
0,5
0,5

0,25
0,25
0,25

0,12-4
<0,12-16
0,5-4

<0,03-0,5
<0,03-4
0,06-1

<0,03-0,5
<0,03-2
<0,03-0,5

<0,03-4
<0,03->4
0,06-4

<0,008-1
<0,008-4
0,03-1

<0,25-2
<0,25-8
<0,25-2

<0,06-2
<0,06-4
0,12-4
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14. Faropenem

B-Laktamase-negativ 0,03 0,25 0,03-0,5
B-Laktamase-positiv; BRO-1 0,12 1 0,03-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2 0,03 0,25 0,03-0,5

15. Ciprofloxacin
B-Laktamase-negativ <0,0015 0,03 <0,0015-0,25
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0,0015 0,03 <0,0015-0,5
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,0015 0,03 <0,0015-0,06

16. Levofloxacin
B-Laktamase-negativ <0, <0, <0,5-1
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0, , <0,5-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0, <0, <0,5

17. Sparfloxacin
B-Laktamase-negativ <0,12 <0,12 <0,12-1
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0,12 <0,12 <0,12-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,12 <0,12 <0,12

18. Gatifloxacin
B-Laktamase-negativ <0,03 <0,03 <0,03-0,12
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0,03 <0,03 <0,03-0,25
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,03 <0,03 <0,03

19. Trovafloxacin
B-Laktamase-negativ <0,03 0,25 <0,03-0,5
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0,03 0,25 <0,03-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,03 0,25 <0,03-0,06

20. Grepafloxacin
B-Laktamase-negativ <0,12 <0,12 <0,12
B-Laktamase-positiv; BRO-1 <0,12 <0,12 <0,12
B-Laktamase-positiv; BRO-2 <0,12 <0,12 <0,12
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21. Moxifloxacin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

22. Gemifloxacin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

23. Erythromycin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

24. Azithromycin
B-Laktamase-negativ
B -Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

25. Clarithromycin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

26. Telithromycin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

27. Tetracyclin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

<0,03
<0,03
<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

<0,25
<0,25
<0,25

<0,12
<0,12
<0,12

<0,25
<0,25
<0,25

<0,06
<0,06
<0,06

A IN A
N NN
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<0,03
<0,03
<0,03

<0,03
<0,03
<0,03

<0,25
<0,25
<0,25

<0,12
<0,12
<0,12

<0,25
<0,25
<0,25

0,12
0,12
0,12

AN IN A
N NN

<0,03-0,12
<0,03-0,12
<0,03-0,12

<0,03-0,06
<0,03-0,12
<0,03-0,06

<0,25-4
<0,25-4
<0,25-2

<0,12-4
<0,12-16
<0,12-1

<0,25-4
<0,25-4
<0,25

<0,06-0,5
<0,06-0,5
<0,06-0,5

AN IN A
N NN
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28. Rifampicin
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

29. Sulfamethoxazol/Trimethoprim
B-Laktamase-negativ
B-Laktamase-positiv; BRO-1
B-Laktamase-positiv; BRO-2

AN IA
— —

IA
—

<0,25
<0,25
<0,25

AN IA
NN

IA
N

0,25
0,25
0,25

AN IA
NN

IA
N

<0,25->8
<0,25->8
<0,25->8
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Tabelle 3: Verteilung der Komplement-Resistenz auf die der Gruppen der f-Laktamase-

negativen Isolate, der BRO-1- und BRO-2-Produzenten. Das Layout orientiert sich an

Tabelle 1.
Komplement- Komplement-
sensibel resistent
abs rel/% abs rel/%
gesamt 80 100 339 100
B-Laktamase- 5 6.3 29 8.6
negativ
B-Laktamase- 75 100 94 310 100 | 91
positiv
BRO-1 70 93 293 95
BRO-2 5 6,7 17 5,5
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Tabelle 4: Zusammenstellung einiger Studien iiber die Privalenz von fi-Laktamase-positiven M. catarrhalis-Isolaten in Europa und Nordamerika
sowie exemplarisch in Australien Brasilien, Angola und Japan. 'Jahr der Veréffentlichung. *Anteil der BRO-1-Produzenten betrug 93,1%, ein Isolat
konnte nicht zugeordnet werden. *In Klammern Anzahl der Isolate die per IEF auf BRO-1- bzw. BRO-2-Produktion untersucht wurden. *Isolate

wurden nach p-Laktamase-Aktivitdiit ausgewdhlt

Laktamase- Anteil
Autoren Zeitraum Herkunft Anzahl )
Pravalenz BRO-2
(Kallings, Bengtsson et al. 1983) 1983 Schweden 226 35%
1980 249 7%
1981 303 38%
1982 318 22%
(Davies and Maesen 1988) 1983 Sud-Niederlande 378 44%
1984 281 51%
1985 312 70%
1986 446 63%
_ o 1983/84 ) 50 3 25%
(Christensen, Keiding et al. 1990) Danemark (30) 6,6%
1988 30 63%
(Ahmad, McLeod et al. 1984) (1984") Schottland 54 65%
(Chaibi, Mugnier et al. 1995) 1989-93 Frankreich (Paris) 62 (50)° 82% 6%
6/89- } )
(Ejlertsen and Skov 1996) 5/90 Danemark 70 84% 5,1%
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(Fung, Yeo et al. 1994) 1991 England/Schottland 413 90,8% 6,9%
_ Deutschland, Frankreich
(Berk and Kalbfleisch 1996) 1993 . . _ . 376 81,6%
Grol3britannien, Italien, Spanien,
(Felmingham, Robbins et al. 1996) 1994/95 GroRbritannien 200 85%
Deutschland, Frankreich,
(Sahm, Jones et al. 2000) 1997/98 . . _ _ 556 87,4%
Grol3britannien, Italien, Spanien
Deutschland, Frankreich, Italien,
(Jones, Staples et al. 2000) 3-6/98 . . _ 226 90,3%
Osterreich, Schweiz
(Nash, Wallace et al. 1986) 1982/83 USA 172 72% 8%
(Jorgensen, Doern et al. 1990) 1987/88 USA 378 84,1%
(Barry, Pfaller et al. 1994) 1992/93 USA 698 92%
(Berk and Kalbfleisch 1996) 1993 USA 148 93,8%
. _ 1994/95 606 95%
(Richter, Winokur et al. 2000) USA
1997/98 513 93,2%
(Thornsberry, Ogilvie et al. 1999) 1996/97 USA 444 93,7%
(Doern, Jones et al. 1999) 1997 USA/Canada 503 92,2%
(Zhanel, Karlowsky et al. 2000) 1997/98 Canada 428 94,2%
(Jones and Pfaller 2000) 1999 USA 539 93,9%
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(Wood, Johnson et al. 1996) (1996)’ Australien 212 92%
. Brasilien 30 97%
(Wolf, Kools-Sijmons et al. 2000) 1996
Angola 19 89%
(Sahm, Jones et al. 2000) 1997/98 Japan 82 97,6%
(Ikeda, Yokota et al. 1993) 1984-90 Japan 68 - 9%
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Tabelle 5: Verteilung der MHK-Werte von BRO-1- und BRO-2-Produzenten fiir Penicillin.

Penicillin Anzahl Anzahl
Anteil Anteil
MHK BRO-1 BRO-2
<=0,03 23 6,4%
0,06 5 1,4%
0,12 4 1,1%
0,25 11 3,0% 5 22, 7%
0,5 40 11,0% 4 18,2%
1 32 8,8% 2 9.1%
2 35 9,7% 4 18,2%
4 57 15, 7% 3 13,6%
>4 155 42,8% 4 18,2%

Tabelle 6: Verteilung der der MHK-Werte von BRO-1- und BRO-2-Produzenten fiir

Amoxicillin.
Amoxicillin Anzahl Anzahl

MHK BRO-1 Anteil BRO.2 Anteil
<=0,06 35 9,7% 3 13,6%
0,12 38 10,5% 4 18,2%
0,25 23 6,4% 4 18,2%

0,5 28 7,7%
1 47 13,0% 4 18,2%
2 92 25,4% 3 13,6%

4 55 15,2%
8 35 9,7% 3 13,6%
>8 9 2,5% 1 4,5%
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Tabelle 7: Verteilung der der MHK-Werte von BRO-1- und BRO-2-Produzenten fiir die

Kombination Amoxicillin und Clavulansdure.

Amox/Clav Anzahl Anzahl
MHK BRO-1 Anteil BRO.2 Anteil
<=0,25 348 96,1 21 95,5
0,5 9 2,5 1 4,5
1 4 1,1
2 0 0,0
4 1 0,3
8
>8
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Tabelle 8: Ubersicht iiber die MHK-Werte von einigen BRO-1-Produzenten, die Mutationen
aufwiesen, und allen BRO-2-Produzenten fiir Penicillin, Amoxicillin und die Kombination
Amoxicillin/Clavulansdure. Fettgedruckt sind alle Isolate mit Mutationen in der upstream-

Region des bro-Gens.

Isolat MHK-Werte fur
BRO-1-Produzenten Penicillin Amoxicillin Amox/Clav

20B048 0.25 <=0.06 <=0.06
14B053 0.25 0.12 <=0.06
09B004 0.25 1 0.25

14B140 0.5 0.12 <=0.25
14B162 0.5 0.12 <=0.25
02B005 0.5 0.12 <=0.06
14B141 1 0.5 <=0.25
13B108 2 1 <=0.25
13B088 4 2 0.5

14B163 4 4 <=0.25
03C209 >4 2 <=0.25
14B167 >4 4 <=0.25
17B034 > 16 8 0.25

BRO-2-Produzenten

18B078 0.25 <=0.06 <=0.06
06B023 0.25 <=0.06 <=0.06
20B077 0.25 <=0.06 <=0.06
10B130 0.25 0.12 <=0.25
10B128 0.25 0.25 <=0.25
18B116 0.5 0.12 <=0.25
10B024 0.5 0.12 <=0.06
18B112 0.5 0.25 <=0.25
09B071 0.5 0.25 <=0.25
10B020 1 0.12 0.06

20B085 1 0.25 <=0.06
02B142 2 1 <=0.25
02B143 2 1 <=0.25
07B081 2 1 <=0.25
20B065 2 2 0.12

19B182 4 1 <=0.25
10B125 4 2 <=0.25
20B070 4 8 0.5

18B113 >4 2 <=0.25
13B110 >4 8 <=0.25
13B104 >4 8 <=0.25
17B024 8 >8 0.12
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Tabelle 9: Vom NCCLS ausgezeichnete Schwellengrenzen fiir MHK-Bestimmungen bei

anspruchslosen Keimen mit schnellem Wachstum in Miiller-Hinton-Medium.

MHK-Breakpoints (ug/ml)

Antibiotikum S I

1. Penicillin <8 - =16
2. Amoxicillin <8 - =216
3. Amoxicillin-Clavulansaure <8 - =216
4. Cefaclor <8 16 >32
5. Loracarbef - - -
6. Cefuroxim <4 8-16 =32
7. Cefprozil <8 16 =232
8. Cefpodoxim <2 4 >8
9. Cefixim <1 2 >4
10. Ceftibuten - - -
11. Cefotaxim <8 16-32 =64
12. Ceftazidim <8 16 >32
13. Cefepim <8 16 =32
14. Faropenem - - -
15. Ciprofloxacin <1 2 >4
16. Levofloxacin <1 2 >4
17. Sparfloxacin <1 2 >4
18. Gatifloxacin <1 2 >4
19. Trovafloxacin <1 2 >4
20. Grepafloxacin - - -
21. Moxifloxacin - - -
22. Gemifloxacin - - -
23. Erythromycin <0,5 1-4 >8
24. Azithromycin <2 4 >8
25. Clarithromycin <2 4 >8
26. Telithromycin - - -
27. Tetracyclin <4 8 =216
28. Rifampicin <1 2 >4
29. Sulfamethoxazol/Trimethoprim <2 4 >8
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