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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Inzidenz und Prognose von S. pneumoniae Infektionen

Streptococcus pneumoniae zdhlt zu den haufigsten Krankheitserregern beim Menschen.
Dieser Diplococcus verursacht unter anderem Infekte der oberen und unteren Atemwege
(Sinusitis, Pneumonien, Otitis media) sowie Meningitis und Peritonitis. Morphologisches
Charakteristikum dieses Keims sind ovale bis lanzettenformige, unbewegliche Einzelkokken,
welche zur Kapselbildung befdhigt sind und ihr Wachstumsoptimum bei 37 Grad Celsius
haben. Die katalasenegativ und fakultativ anaeroben Kolonien wachsen auf Blutagarplatten.
Sie werden nach ithrem Hamolysevermdgen (a-, B-, y-Hédmolyse) sowie ihrer Antigenitit eines
in der Zellwand vorkommenden Kohlenhydrates (Lancefield-Antigen) eingeteilt. Die im
Bereich der Humanmedizin wichtigsten Arten sind S. pyogenes (A-Streptokokken) und S.
pneumoniae. Haufige Folgekrankheiten bei einer inaddquaten antibiotischen Therapie nach
einer Pneumokokkeninfektion sind z.B. die Glomerulonephrititis oder das akute rheumatische
Fieber. Besonders gefiirchtet sind neben den oben erwédhnten Erkrankungen die
Endokarditiden, die in aller Regel schon mit Kombinationsprdparaten aus einem Penicillin
und einem Aminoglykosid therapiert werden miissen. Epidemiologische Untersuchungen
zeigen, dall ca. 40-60% der gesunden Bevolkerung Keimtrager von S. pneumoniae sind.
Pradisponierend fiir Pneumokokkeninfektionen sind z.B. kardiopulmonale Vorerkrankungen,
Komplementdefekte, Milzexstirpation und vorausgegangene Infekte. Schwere Infektionen
konnen mit einer Septikdmie einhergehen.

Die Diagnose erfolgt mittels mikroskopischer und kultureller Verfahren. Pneumokokken
lassen sich aufgrund ihrer erhdhten Empfindlichkeit gegeniiber Optochin (Athylhydrocuprein)
im Test oder durch die Untersuchung der Galleloslichkeit nachweisen. Antibiotikum der Wahl
ist nach wie vor das Benzylpenicillin. Die zunehmende Resistenz der Keime gegeniiber
Penicillinen fiihrte jedoch dazu, daBB man zunehmend auf Alternativen wie z.B. Makrolid-
Antibiotika auswich. Alarmierende Zahlen der Pneumokokkenresistenz gegeniiber Penicillin
sind in der Arbeit von Gay [1] dokumentiert: Von 1979 bis 1987 wurden in einer groen
Studie [2] in den USA 0,02% Penicillin-resistente Keime gefunden. Weiterfithrende
Untersuchungen zeigten in den darauf folgenden Jahren beunruhigende Zahlen von mehr als
30% Penicillin-resistenten Pneumokokken [3-5]. Pneumokokkeninfektionen kommen
endemisch und zu allen Jahreszeiten vor. In den USA erkranken jahrlich etwa 3.000
Menschen an einer Pneumokokkenmeningitis, bei 50.000 kommt es zu einer Bakteridmie und

etwa 7 Millionen erkranken an einer Otitis media. Weltweit werden jahrlich 1.2 Millionen
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Todesfélle auf Pneumokokkenerkrankungen zuriickgefiihrt. Die Inzidenz (Tabelle 1) der
invasiven Pneumokokkeninfektionen zeigt einen Gipfel in der frithen Kindheit (< 2 Jahren)
und bei den {iber 65-Jahrigen. Nach dem fiinften Lebensjahr nimmt die Haufigkeit stark ab.
Risikofaktoren sind unter anderem Friihgeburtlichkeit, chronische Erkrankungen wie
Mukoviszidose, HIV, Sichelzellandmien etc. Fiir das mannliche Geschlecht besteht laut einer
schottischen Studie ein erhohtes Risiko, an einer invasiven Pneumokokkeninfektion zu
erkranken und zwar 1,2:1 gegeniiber dem weiblichen Geschlecht fiir die Bakteridmie und

1,5:1 fiir die Meningitis (ARZTE WOCHE, 16. Jg., Nr. 36, 2002).

Tabelle 1:

Inzidenz invasiver Pneumokokkeninfektionen (ARZTE WOCHE ,16. Jg., Nr. 36, 2002)

Alter pro 100.000

0-5 Monate 73,4

6-11 Monate 227,8

12-23 Monate 184,2

24-35 Monate 64,7

36-47 Monate 26,7
> 5 Jahre 5,7
> 65 Jahre 61

Haufig sind &ltere, immungeschwéchte Patienten betroffen. Thnen steht eine

Immunisierungsprophylaxe mit gereinigten Kapselpolysacchariden von 23 der am héufigsten
vorkommenden Serogruppen und Serovare zur Verfiigung.

In letzter Zeit hat die Resistenz gegeniiber Penicillin G sowie gegeniiber anderen Antibiotika
weltweit deutlich zugenommen. So zeigt sich S. pneumoniae bereits jetzt zunehmend
resistent gegeniiber einer Therapie mit Makroliden, Tetrazyklinen und Chinolonen bzw.
Kombinationen  dieser  Antibiotika. Die  zugrunde  liegenden  genetischen
Resistenzmechanismen wurden in den letzten Jahren intensiv untersucht und weitgehend
aufgeklart [6-28].

Zwischen 1997 und 1999 wurden 1191 Isolate von S. pneumoniae im Rahmen der so
genannten SENTRY Studie untersucht. Diese Arbeit soll einen Uberblick iiber die zugrunde
liegenden Resistenzmechanismen und die in-vitro Aktivitidt verschiedener Substanzen bei
klinischen Pneumokokken-Isolaten aus den Jahren 1997-1999 geben. Die genannte Studie

umfaflte 1191 Isolate aus 24 europdischen Universitétskliniken, die im Rahmen des SENTRY
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Uberwachungsprogramms gesammelt wurden. 18% der Isolate stammten aus positiven
Blutkulturen, 72% von ambulant erworbenen und 10% von nosokomial erworbenen
Pneumonien. Die Isolate wurden aus Osterreich (42), Belgien (76), Frankreich (232),
Deutschland (104), Griechenland (16), Italien (72), den Niederlanden (32), Polen (36),
Portugal (16), Spanien (286), der Schweiz (90), England (38), Tiirkei (2) und Israel (47)
gesammelt und die MHK-Werte verschiedener Antibiotika nach NCCLS [29] Kiriterien
ermittelt. Bei den resistenten Isolaten wurden die klinisch wichtigsten Resistenzmechanismen
molekular-epidemiologisch untersucht. Im Folgenden werden zunédchst der grundsétzliche
Resistenzmechanismus, die Resistenzentwicklung und schlie8lich die in-vitro Aktivitdt der

einzelnen Substanzen dargestellt.

1.2 Makrolid- und Lincosamidresistenz

Makrolide sind Produkte verschiedener Stidmme von Streptomyces erythreus. Als
Leitsubstanz gilt Erythromycin, welches oral verfiigbar und gut vertrdglich ist. Makrolide
entfalten ihre bakteriostatische Wirkung, indem sie an Proteine der 50s-Untereinheit von
Ribosomen binden, was die Kettenverlingerung bei der Synthese bakterieller Proteine
verhindert. Das Wirkspektrum von Erythromycin umfasst vor allem grampositive Erreger,
insbesondere Streptokokken. Gramnegative Erreger, Anaerobier und sogenannte atypische
Mikroorganismen wie Mykoplasmen, Chlamydien und Legionellen werden mit Erythromycin
weniger gut erfasst. Die in den letzten zehn Jahren halbsynthetisch hergestellten Makrolide
Roxithromycin (Rulid®), Clarithromycin (Klacid®) und Azithromycin (Zithromax®) hatten
zum Ziel, eine im Vergleich zum Erythromycin hohere Saurestabilitit und damit geringere
Variabilitdt der gastrointestinalen Resorption zu erreichen. Eine ldngere Halbwertszeit, ein
erweitertes antimikrobielles Spektrum und weniger gastrointestinale Nebenwirkungen waren
ebenfalls erwiinscht. Aufgrund der zunehmenden Makrolidresistenz hat man in den letzten
Jahren nach Alternativen gesucht. Im vergangenen Jahr kamen gleich zwei Vertreter neuer
Antibiotikaklassen auf den deutschen Markt. Zum einen das Telithromycin, einzuordnen in
die sich aus den Makroliden heraus entwickelte Gruppe der Ketolide. Zum anderen das
Linezolid, das einer strukturell ganz neuen Gruppe mit neuem Wirkmechanismus, den
Oxazolidinonen, angehdrt. Betrachtet man allerdings die Historie und die Entwicklung der
Antibiotika insgesamt, so wird man feststellen, daf in den letzten dreilig Jahren kaum neue

Antibiotika entwickelt wurden (Tabelle 2).


http://www.infomed.org/pharma-kritik/pk13a-98.html#lit#lit
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Tabelle 2: Historie der Antibiotika-Entwicklung
Entwicklung Stoffgruppe
1936 Sulfonamide
1940 B-Laktame
1949 Tetrazykline/Chloramphenicol
1950 Aminoglykoside
1952 Makrolide
1958 Erythromycin/Glykopeptide
1962 Streptogramine/Chinolone
1985 Fluor-Chinolone
1999 Oxazolidinone
2000 Ketolide

Die breite und unkontrollierte Anwendung von Makroliden hat in einigen Lédndern zu
Resistenzproblemen gefiihrt. So betrdgt beispielsweise die Empfindlichkeit von
Pneumokokken gegen Clarithromycin und Erythromycin in Landern wie Frankreich, Spanien,
China und Japan zum Teil nur noch 60% und weniger. [30]. In Finnland hat die Resistenz von
hidmolysierenden Streptokokken gegeniiber Erythromycin innerhalb von 3 Jahren (1988-1990)
von 4 auf 24% zugenommen [31]. In Atlanta fand man 1994 16% Erythromycin-resistente
Pneumokokken, 1999 bereits mehr als 31% [1]. Grundsitzlich eignen sich alle neueren
Makrolide zur Behandlung ambulant erworbener Pneumonien. Vor einem unbedachten
Einsatz mul} jedoch in Anbetracht der nachweisbar zunehmenden Resistenzentwicklung bei
den Pneumokokken gewarnt werden.

Erythromycin ist gekennzeichnet durch seine Instabilitit gegen Séure. Die Magensiure
katalysiert in einem ersten Schritt die intramolekulare Hemiacetalisierung der Ketogruppe mit
der Hydroxylgruppe in der "nordlichen" Hemisphire des Molekiils sowie weitere
intramolekulare Ringschlufireaktionen. In den Ketoliden Telithromycin und ABT 773, den
,Nachfolgern® der Makrolide, ist die Alkoholgruppe an C-6 verethert, was die erwihnte
Reaktionsfolge unterdriickt. Von entscheidender Bedeutung fiir eine Resistenzinduktion ist
hier der Austausch des Zuckers Cladinose an C-3 gegen eine Ketogruppe, die den verdnderten
Makroliden ihren neuen Namen gegeben hat. Zusammen mit dem cyclischen Carbamat sorgt
diese Ketogruppe auf der gegeniiberliegenden Seite des Molekiils fiir einen veridnderten
Wirkmechanismus und somit eine deutlich hohere antibiotische Aktivitit der Ketolide im
Vergleich zu den Makroliden [32]. Makrolide und Ketolide greifen in die Proteinbiosynthese
ein [33]. Um die Proteinbiosynthese in Gang zu setzen, miissen sich die 30S-und 50S-
Untereinheiten der Ribosomen zusammenlagern. Dieser Prozess der Zusammenlagerung der

Vorldufer der 50S-Untereinheiten wird sowohl von Makroliden als auch von Ketoliden
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gestort. Ist ein Komplex der ribosomalen 30S- und 50S-Untereinheit mit der mRNA gebildet,
so bindet die transfer-RNA an die mRNA und sorgt mit Hilfe einer Peptidyltransferase fiir
den Aufbau des Peptidfadens. Dieser wird durch einen Translationskanal durch die
ribosomale RNA nach auflen transportiert. Genau in diesen Kanal lagern sich die Makrolide
und Ketolide ein und verhindern so die Translokation.

Hierbei zeigen sich graduelle Unterschiede zwischen Makroliden und Ketoliden. Wéhrend die
Hauptbindungsstelle fiir die Makrolide das Adenin 2058 in der Doméne V der 23S rRNA
darstellt (librigens findet an dieser Stelle auch die Methylierung bei der Resistenzentwicklung
statt), binden die Ketolide aufgrund der zusitzlichen Carbamatfunktion zusitzlich an Adenin
752 in der Doméne II der 23S rRNA. Es kommt so zu einer 10-fach festeren Bindung an die
ribosomale RNA als z.B. bei Clarithromycin. Diese stidrkere Bindung an die rRNA erschwert
zusitzlich die Methylierung des Adeninrestes A2058, was die Wahrscheinlichkeit einer
Kreuzresistenz zu den MLS-Antibiotika deutlich verringert. Trotz allem wurde auf der letzten
International Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (ICAAC) im Dezember
2001 in Chicago schon von ersten Ketolid-resistenten Streptokokken berichtet (Tait-Kamradt,
A.G., et al., High-Level Resistent-Streptococci, ICAAC 2001, Poster 1813) und die
vorgeschlagene First-Line-Therapie mit Ketoliden wegen der Gefahr bereits beobachteter
Resistenzentwicklungen kontrovers diskutiert.

Nicht sinnvoll ist im Allgemeinen der primédre Einsatz von neueren Makroliden bei
Pharyngitis, Sinusitis, Otitis media und Bronchitis. Bei diesen Erkrankungen kommen
Makrolide lediglich als Alternative in Frage, wenn z.B. eine Penicillinallergie besteht.
Pneumokokken zeigen primér zwei unterschiedliche Mechanismen der Makrolidresistenz. Der
erste Mechanismus basiert auf dem mefE Gen, welches fiir die Effluxpunpe der ,,Major
facilitator-Gruppe* codiert. Die transmembranalen Segmente der Effluxpumpe beziehen ihre
Energie aus dem H+-Gradienten der Membran. Die Pneumokokken zeigen bei diesem
Mechanismus eine reine Makrolidresistenz (M-Phénotyp) in Form eines gesteigerten Effluxes
von Makroliden [18, 22, 27, 34-41].

Das ermB Gen, welches eine 23S rRNA Methylase codiert, spielt beim zweiten Mechanismus
der Resistenzentwicklung eine Rolle. Das Anheften der Makrolide wird in der Form
verhindert, dal} die Methylase zwei Methylgruppen auf den Adeninrest an Position A2058 der
23S rRNA iibertrdgt und damit nicht nur die Wirkung von Makroliden, sondern auch die
Wirkung von Lincosamiden und B-Komponenten der Streptogramine blockiert. Es ergibt sich
eine Makrolid-Lincosamid-Streptogramin B Resistenz (MLSg-Phénotyp) [15, 39, 41-44]. Das

ermB Gen ist auf konjugativen Multiresistenzplasmiden wie z.B. Tn 1545 zu finden [41].

11
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Kiirzlich wurde an einem Stamm in Griechenland auch das ermA Gen isoliert, welches
ebenfalls fiir eine 23SrRNA Methylase codiert [45].

Zusitzliche Resistenzmechanismen wurden fiir S. pneumoniae beschrieben [23, 24, 26, 46].
Tait-Kamradt et al. untersuchten S. pneumoniae Isolate, die durch Passagierung in
subinhibitorischen Konzentrationen von Azithromycin selektiert wurden. Diese Isolate
zeigten ungewohnliche ML- oder MSg-Phéanotypen und trugen Mutationen in der 23S rRNA
oder im ribosomalen Protein L4 [23, 24].

Als Resistenz vermittelnde Mutationen in der 23S rRNA wurden C2611A, C2611G, A2058G
und A2059G beobachtet. Fiir die B-Komponente der Streptogramine wurden die Mutationen
C2611A, C2611G und A2058G gefunden. Alle diese Mutationen bewirken eine Resistenz
gegeniiber 14-, 15- und 16-gliedrigen Makroliden. Eine Resistenz gegeniiber den B-
Komponenten der Streptogramine zeigt sich bei den Mutationen A2058G und A2059G. Fiir
die Resistenzentwicklung ist eine Mutation in allen vier Allelen der 23S rRNA nicht
zwingend notwendig, wobei aber eine ansteigende Anzahl der Allel-Mutation auch das
Resistenzniveau hebt [23, 24].

Neben den bereits beschriebenen Resistenzmechanismen gibt es noch weitere Mutationen, die
fiir die Resistenz gegeniiber Makroliden kodieren. Mutationen in den ribosomalen Proteinen
L4 und L22, die primir an die Doméne I in der 23S rRNA binden, kénnen zu Stérungen in
der Konformation der Doménen II, III und V fiihren und somit die Wirkung der Antibiotika,
die mit den Nukleotiden im Peptidyltransferasezentrum der Domine V interagieren,
nachhaltig storen [39, 46]. Depardieu und Courvalin identifizierten bei S. pneumoniae eine
weitere Mutation A2062C, die eine Resistenz gegniiber 16-gliedrigen Makroliden und
Streptograminen vermittelt [7].

In Osteuropa und Nordamerika wurde bei 16 Streptococcus pneumoniae Isolaten, die einen
MSg-Phinotyp aufwiesen, in einer konservierten Region des L4-Proteins eine 3 Aminoséduren
umfassende Mutation nachgewiesen: 69-GTG-71 zu 69-TPS-71. Bei einem weiteren Isolat
wurde in dieser Region eine liber 6 Aminosduren grofle Insertion gefunden: 69-GTGRAR-74
zu 69-GTGREKGTGRAR-80 [24]. Des Weiteren wurden Mutationen mit einem singuldren
Aminosédureaustausch (G96C) sowie die Insertion von zwei Aminosduren (67-QK-68 zu

67QSQK-70) beschrieben [23].
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1.3  Tetrazyklinresistenz

Tetrazykline sind Produkte verschiedener Streptomyces-Arten mit einem tetrazyklischen
Ringsystem und einem breiten Wirkspektrum. Nachteilig sind die z.T. sehr hohen Resistenz-
und Kreuzresistenzraten. Tetrazykline binden an die 30s-Untereinheit von Ribosomen und
verhindern dadurch die Anlagerung von t-RNS an die m-RNS. So erkldrt sich die
bakteriostatische Wirkung der Tetrazykline. Resistenzen werden auf Plasmid-DNS kodiert
und beruhen entweder auf einer Bindung an Ribosomen oder auf einer Hemmung der
Penetration ins Zytosol.

Fiir S. pneumoniae ist lediglich ein einziger Resistenzmechanismus beschrieben. Dieser wird
durch die Gene tetM und tetO kodiert, wobei das tetM Gen hauptsdchlich auf Transposons
(TN1545 und Tn5251) oder Plasmiden zu finden ist [41]. In Siidafrika wurde kiirzlich das
tetO-Gen in einigen S. pneumoniae Isolaten gefunden und wies hier eine 75%-ige Homologie
zu tetM auf [27]. Es ist immer noch unklar, wie die Ribosomen vor den Tetrazyklinen durch
die tet-Resistenzfaktoren geschiitzt werden. Es wird vermutet, dafl Tetrazykline iiber ein GTP
abhingiges System entfernt werden. Frither wurde angenommen, dafl tetO nicht mit der
Bindung der Tetrazykline an die Ribosomen interferiert [12, 47]. Dies ist aber nur in
Abwesenheit von GTP der Fall. In Anwesenheit von GTP konnte gezeigt werden, dal} tetM
die Entfernung der Tetrazykline von den Ribosomen katalysiert. Hierbei ist die Hydrolyse von
GTP notwendig, da die Substitution von 5’-Guanylimidodiphosphat, einem nicht
hydrolysierbaren Derivat von GTP, nicht ausreicht, um die vollstindige Ablosung der
Tetrazykline vom Ribosom herbeizufiihren [41]. Auffillig hierbei ist die Ahnlichkeit
zwischen den N-terminalen Regionen der Tet-Strukturen und den Elongationsfaktoren EF-G
und EF-Tu. Die N-terminalen Regionen der Elongationsfaktoren sind an der GTP-GDP
Bindung beteiligt [48]. Die Sequenzdhnlichkeiten sind wahrscheinlich deswegen zu
beobachten, weil alle diese Proteine GTP in ihren Katalysationsreaktionen gebrauchen. TetM
besitzt eine GTPase, welche fiir die Resistenzentwicklung notwendig ist. Erfolgt eine
Substitution der GTP-bindenden Doméne in tetO, so geht die Tetrazyklinresistenz verloren
[12, 41]. Interessanterweise reichen bereits geringe Mengen tetO und tetM aus, um eine
Resistenz zu bewirken. TetO und tetM scheinen demnach eine katalytische Funktion zu
besitzen.

AuBlerdem nimmt man an, dal} tetM in eine tRNA Modifikation involviert sein kénnte, da in
Escherichia coli Stimmen, die im miaA Genlocus Mutationen aufwiesen, bei Anwesenheit
von tetM eine erniedrigte Tetrazyklinresistenz beobachtet wurde [49]. Das miaA Gen codiert

eine Enzymaktivitat, bei der die Position A37 modifiziert wird. Diese Posistion liegt sofort 3’
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des Anticodons der tRNA, die Codons beginnend mit U abliest [50]. Burdett nahm an, daf3
miaA tetM hindern konnte, die tRNA-Interaktion ausreichend zu stabilisieren, so daf3 die
Proteinbiosynthese normal ablaufen kann [41, 49]. Bereits 1982 konnten Burdett et al. drei
Determinanten der Tetrazyklinresistenz identifizieren: tetL, tetM und tetN [51]. Einige Jahre
spéter stellte man fest, da3 tetL fiir den aktiven Efflux der Tetrazykline verantwortlich ist
[52]. TetN tauchte nur selten auf, wohingegen tetM in zahlreichen Bakterien, wie z.B.
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum und Gardnerella vaginalis, gefunden wurde
[53-58], welche bei den sexuell libertragbaren Infektionen eine grofle Rolle spielen [59]. 1986
wurde die Nukleotidsequenz des tetM Gens entschliisselt [54]. Taylor et al. berichten in ihrer
Arbeit von drei Tetrazyklin-Resistenz-Mechanismen [38]: ein energieabhingiger Efflux, eine
Verianderung des ribosomalen Proteins und eine enzymatische Inaktivierung des Tetrazyklins,
welche aber sehr selten vorkommt und erstmalig in einer Arbeit von Speer beschrieben wurde
[60]. In einer groBen Studie wurden von 1979 bis 1990 in Spanien 1492 Pneumokokken
beziiglich ihrer Resistenz gegeniiber Antibiotika getestet. Die Inzidenz der Penicillin-
resistenten Stdmme nahm von 4,3% in 1979 auf 40% in 1990 zu. Die Erythromycin-
resistenten Stimme nahmen von 0% in 1979 auf 9,4% in 1990 zu. Auftillig war zu diesem
Zeitpunkt die Abnahme der Inzidenz der Tetrazyklin-resistenten Stdmme von 76,1% auf
37,6% [61]. In den darauf folgenden Jahren nahm die Antibiotika-Multiresistenz der
Pneumokokken weltweit stetig zu. In Siidafrika zum Beispiel war ein Anstieg der
Multiresistenz der Pneumokokken in den Jahren 1991-1998 von 2,2 auf 3,8% zu verzeichnen
[62]. In Belgien stieg die Tetrazyklinresistenz in den Jahren 1994 bis 1998 von 14,9 auf 28%
an [63].

14 Chinolonresistenz

Chinolone (Gyrase-Hemmer) sind chemisch synthetisierte Substanzen. Sie sind oral
verfiigbar, haben eine hohe Wirksamkeit und eine gute Gewebediffusion. Ein
Zwischenprodukt der Chloroquin-Synthese erwies sich Anfang der sechziger Jahre als
antibakteriell wirksam. Daraus entstand 1962 die Nalidixinsdure, die als Nograma zur
Behandlung von Harnwegsinfektionen eingefiihrt wurde. Da sie schlecht resorbiert wird, nur
ein enges Spektrum von Erregern erfalit und sehr schnell Resistenzen erzeugt, errang diese
Substanz keine grofle Bedeutung. Erst die Variation des Substitutionsmusters fiihrte zu

wirksamen Antibiotika, die heute breit eingesetzt werden.
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Ein wichtiger Meilenstein in der Geschichte der Gyrasehemmstoffe ist die Pipemidséure, die
auf Grund des zusitzlichen Piperazinringes eine deutlich verbesserte Pharmakokinetik und
eine gute Wirksamkeit gegen Pseudomonas aeruginosa zeigt. Der Durchbruch gelang erst mit
der Einfiihrung des Fluoratoms in Position 5 des Chinolon-Grundgeriistes. Die seitdem als
Fluorochinolone bezeichnete Substanzgruppe, deren erster Vertreter das 1978 in den Handel
gebrachte Norfloxacin war, hat eine gute Bioverfiigbarkeit, eine lingere Halbwertszeit und
trifft vor allem ein breiteres Erregerspektrum, insbesondere im gramnegativen Bereich. In den
achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurden dann schnell nacheinander Pefloxacin,
Ofloxacin, Ciprofloxacin und Enoxacin auf den Markt gebracht. Ciprofloxacin und Ofloxacin,
die auch gegen grampositive Keime wirksam sind, konnen wohl als die potentesten Mittel
dieser Gruppe angesehen werden. Diese Substanzen der zweiten Generation konnen gegen
Infektionen der tieferen Atemwege, bakterielle Darmerkrankungen - hier Mittel der ersten
Wahl, insbesondere bei Salmonelleninfektionen -, Harnwegsinfektionen, bei unkomplizierter
Gonorrhoe oder Infektionen der Knochen eingesetzt werden. In vielen Fillen sollten sie aber
als Mittel der zweiten Wahl benutzt werden, da B-Lactamantibiotika oder die Kombination
aus Trimethoprim und Sulfamethoxazol ein breiteres Wirkspektrum bei meist gilinstigerem
Nebenwirkungsspektrum zeigen. Der grofle Vorteil der Fluorochinolone liegt sicher in ihrer
guten peroralen Bioverfiigbarkeit, was bedeutet, daf} sie ambulant gut einsetzbar sind.

Da aber bei weitem noch nicht alle Erreger mit diesen Fluorochinolonen getroffen werden
konnten, die Halbwertszeit nicht geniigend lang war und es betrichtliche Interaktionen mit
anderen Arzneistoffen wie zum Beispiel dem Theophyllin gab, suchte man nach Substanzen
mit besserer Pharmakokinetik und antibakterieller Wirksamkeit. Seit 1977 ist bekannt, daf} die
Fluorochinolone die Topoisomerase II, auch Gyrase genannt, hemmen.

Angriffspunkte der Chinolone sind die Enzyme Gyrase und Topoisomerase IV, wobei beide
Enzyme der Topoisomerase II zuzuordnen sind. Die Topoisomerasen ermdglichen eine
Entdrillung oder auch ,,Relaxation* der DNS-Doppelhelix und spiralisieren (,,supercoiling*)
sie anschlieBend wieder. Man unterscheidet eine Topoisomerase I von einer Topoisomerase
II. Die Topoisomerase 1 katalysiert ausschlieBlich die ,Relaxation® der DNS. Die
Topoisomerase II, ein Tetramer bestehend aus gyrA und gyrB, katalysiert die ,,Relaxation*
und das ,,supercoiling®. Alle Gyrase-Hemmer binden an die A-Unterheiten (gyrA) bakterieller
Topoisomerase II und zerstéren die DNS. Eine Hemmung der Gyrase bewirkt eine fehlende
Uberspiralisierung der DNS und damit einen vergroBerten Raumbedarf fiir das
Bakterienchromosom. Als Energielieferant fiir diese Reaktion fungiert das ATP.

Resistenzmechanismen gegen die Wirkung der Gyrase-Hemmern zeigen sich entweder in
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einer verminderten Permeabilitdt der Zellmembran oder der verminderten Affinitdt der
Gyrasen gegeniiber Hemmstoffen. Solche Verdnderungen sind bisher nur als chromosomale
Mutationen bekannt. Zum ersten findet eine Mutation der Gyrase-Gene an den Positionen
statt, an denen die Aminosduren kodiert sind, die flir die Bindung der 4-Chinolone
verantwortlich sind. Hier gibt es Kreuzresistenzen zwischen allen 4-Chinolonen (Ausnahme
2-Pyridone). Da diese Resistenz chromosomaler Art und nicht auf Plasmiden kodiert ist, wird
sie langsamer verbreitet als Resistenzformen bei anderen Antibiotikagruppen. Bei einem
zweiten Mechanismus gelangen hydrophile Chinolone mit Hilfe von Porinen
(transmembranale Transportproteine) in die Bakterienzelle hinein. Bei resistenten Keimen hat
man eine verminderte Bildung dieser Porine gefunden, was die 4-Chinolon-Konzentration in
der Bakterienzelle senkt. Zusdtzlich wird im Rahmen der Resistenz ein erhohter aktiver
Auswirtstransport der 4-Chinolone durch die Exprimierung von Effluxproteinen beobachtet.

Beide Enzyme, Gyrase und Topoisomerase IV, haben einen &hnlichen Aufbau der
Untereinheiten. Sie bestehen aus je zwei Paaren identischer Untereinheiten, A2B2. Fiir die
Gyrase sind es gyrA und gyrB und fiir die Topoisomerase IV sind es parC und parE. Die
Hauptaufgabe der Topoisomerase IV besteht in der Trennung der Tochterchromosomen sowie
der Decatenierung, die eine Voraussetzung der Zellreplikation darstellen, da die
Chromosomen nach einer Replikationsrunde als Catenane ineinander verkettet vorliegen [8].
Die A-Untereinheiten der Enzyme sind vor allem fiir die Wechselwirkungen mit der DNA,
die B-Untereinheit fiir die ATP-Bindung verantwortlich. Chinolone binden mit einer hohen
Affinitdit an den Enzym-DNA-Komplex und verhindern das WiederverschlieBen der
Doppelstrangbriiche durch Stabilisierung eines tertidren spaltbaren Komplexes aus Enzym,
DNA und Chinolon. Dieser spaltbare Komplex aus Enzym, DNA und Chinolon wird im
Rahmen der Replikation irreversibel fixiert, das Enzym 16st sich von der DNA, die
Topoisomerasen zerfallen in ihre Untereinheiten und es kommt zur Freisetzung der freien
DNA-Enden [8]. Chinolonantibiotika bewirken eine Verdnderung der Zielstruktur und
verringern die Substanzkonzentration am Wirkungsort. Fiir Chinolone als synthetische
Substanzen sind bisher keine bei Bakterien vorkommenden Enzyme bekannt, die diese
Substanzen inaktivieren konnen. Die beschriebenen Resistenzen erfolgen aufgrund von
Mutationen in Gyrase und Topoisomerase IV. Besonders wichtig in diesem Zusammenhang
ist die Quinolone Resistance Determining Region (QRDR) der gyrA und parC Gene [8, 10,
14, 17, 25, 64-67]. Die Mutationsfolge ist je nach Kombination zwischen Chinolon und
Bakterienart eventuell unterschiedlich. Grundsétzlich wurde angenommen, daBl die

Topoisomerase IV immer das primdre Target der Chinolone in gram-positiven Bakterien ist
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[17]. Untersuchungen beziiglich des priméiren Targets sind allerdings in in-vitro bzw. in-vivo
Studien widerspriichlich und keinesfalls geklédrt [68]. Man nahm an, dal sich zundchst die
Topoisomerase VI in parC durch Mutationen verdndert. In ihren Untersuchungen konnten
Pan und Fischer allerdings zeigen, daB3 durch Sparfloxacin zundchst gyrA selektiert wurde
bevor eine Mutation bei der Topoisomerase IV in parC erfolgte. Fukuda et. al fanden heraus,
daB3 Ciprofloxacin und Levofloxacin Topoisomerase IV als priméres Target haben [10, 25].

Ein weiterer Resistenzmechanismus der Pneumokokken gegeniiber Chinolonen wird durch
die Effluxpumpe, einem H'-abhingigen System der multidrug transporter-Gruppe aus der
Familie der major facilitators vermittelt. Diese Pumpen befordern hydrophile Chinolone aus
der Zelle. Eine Reihe solcher Multidrug-Resistence-Effluxproteine ist in der letzten Zeit
charakterisiert worden, zum Beispiel die NorA-MDR-Pumpe, die bei Chinolon-resistentem
Staphylococcus aureus gefunden wurde [69]. Diese Pumpe transportiert hydrophobe Kationen
wie am Piperazinring protoniertes Norfloxacin aus der Bakterienzelle. Aus Berberis fremontii
wurde in diesem Jahr 5'-Methoxyhydnocarpin isoliert, das den Auswirtstransport sowohl von
Berberin, dem natiirlichen Substrat der Pumpe, als auch von Norfloxacin hemmt. Die
Substanz, die selbst keine antibakterielle Aktivitdt aufweist, potenziert den Berberin- und
Norfloxacin-Effekt, indem die Resistenz  i{iberwunden wird. Von  weiteren
Effluxpumpenhemmern ist kiirzlich berichtet worden [70]. Sie geben Anlall zur Hoffnung,
daB das Resistenzproblem kiinftig in Grenzen gehalten werden kann. Die Resistenzlage ist in
Bezug auf empfindliche Keime insgesamt positiv und seit 1995 nahezu konstant. Das schlief3t
nicht aus, dal es hohe Resistenzraten bei unempfindlichen Keimen gibt [71, 72] So wurde in
S. pneumoniae mit PmrA ein neues Effluxsystem identifiziert [11, 28, 73]. Durch Reserpin
sind diese Pumpen hemmbar, so daB die MHK-Werte der durch Uberexpression der
Effluxsysteme resistent gewordenen Bakterien unter Reserpin-EinfluB8 sinken. Eine deutliche
MHK-Steigerung um mehr als 1-2 Stufen zeigt sich jedoch erst in Kombination von
Uberexpression der Effluxpumpe und einer Mutation in den Genen der Gyrase oder der
Topoisomerase IV. Eine alleinige Uberexpression von Effluxpumpen lisst den MHK nur um
1-2 Stufen ansteigen. Chen et al. beschrieben in kanadischen Surveillance-Studien in den
Jahren 1993-1998 ebenfalls eine ansteigende Chinolonresistenz von 0 auf 1,7% fiir
Ciprofloxaxin [74, 75]. Generell ist die Resistenz gegen Fluorchinolone bei Pneumokokken in
Europa noch relativ selten [76, 77], widhrend aber in anderen Léndern ein Zunehmen der
Resistenzentwicklung beobachtet wurde [78]. Bei Zugabe von Reserpin zur Blockierung der

Effluxpunpe [64] wurde bei den vier sequenzierten Isolaten mit einem Levofloxacin MHK-
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Wert von > 4ug/ml ein Abfall der MHK-Werte um 2-3 Stufen beobachtet, so da} an der
Resistenzauspriagung ebenfalls ein aktiver Efflux der (hydrophilen) Chinolone beteiligt ist.

Die klassischen Alterationen bei Streptococcus pneumoniae finden sich an Codon-Position 81
fiir gyrA und an den Positionen 79 und 83 in parC. Zwar wurden in gyrB und parE ebenfalls
Mutationen beschrieben, diese haben aber offenbar klinisch keine groe Bedeutung [10, 14,

18, 64, 66].

1.5  Trimethoprim/ Sulfamethoxazol-Resistenz

In Kombination mit anderen Hemmstoffen wie der Folsdureantagonisten (z.B. Trimethoprim
oder Pyrimethamin) wirken Sulfonamide besser. Trimethoprim und Sulfamethaxol sind in
Form des Kombinationspriparates Cotrimoxazol ein gebrduchliches Antibiotikum.
Folsdureantagonisten hemmen die bakterielle Biosynthese von Tetrahydrofolsidure, indem sie
als ,.falsches Substrat“ mit der Dihydrofolsdurereduktase (DHFR) interagieren und so die
Bildung von Tetrahydrofolsdure aus Dihydrofolsdure hemmen. Tetrahydrofolsdure spielt eine
wichtige Rolle bei der Biosynthese von Bausteinen der DNS und RNS in Form von
Purinnucleotiden und Thymin. Durch Folsdureantagonisten werden das Wachstum und die
Zellteilung gehemmt, da die fir die Synthese von Purinen und Thymin ndtige
Tetrahydrofolsdure gehemmt wird. Wenn Tetrahydrofolsdure der Zelle nicht zur Verfiigung
steht, scheint sie aus Thyminmangel abzusterben [13, 41]. Folsdureantagonisten wirken
demnach bakteriostatisch.

Sulfonamide sind kompetetive Antagonisten der para-Aminobenzoesdure. Sie hemmen die
Dihydrofolsdure-Synthase zu einem fritheren Zeitpunkt, indem sie als Antimetabolit mit p-
Aminobenzoesdure konkurrieren, das durch die Dihydropteroinséuresynthetase zu 7,8-
Dihydropteroinsdure umgewandelt wird. Der daraus resultierende Mangel an
Desoxythymidintriphosphat stoppt die DNA-Synthese. Die Kombination von Sulfonamiden
und Folsdureantagonisten zeigt somit eine synergistische Hemmung der Tetrahydrofolsdure-
Produktion (Abbildung 1). Eine Veranderung der Dihydrofolatreduktase (DHFR) bewirkt eine
zunehmende Resistenz gegen Trimethoprim. Entweder erfolgt eine Mutation im
chromosomalen Gen oder eine Aufnahme eines exogenen Gens, welches weniger sensibel fiir
die DHFR als die Wildtyp-DHFR gegeniiber Trimethoprim kodiert [13, 41]. Diese exogenen
Gene sind héufig auf Transposons oder Plasmiden zu finden. Die Trimethoprimresistenz ist
bei Pneumokokken stirker mit der Cotrimoxazolresistenz korreliert als die
Sulfamethaxolresistenz. Fiir die Sulfonamidresistenz ist eine chromosomale Mutation

verantwortlich. Es kommt entweder zu einer Uberproduktion von p-Aminobenzoesiure oder
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zu einer veranderten Durchldssigkeit des Bakteriums fiir Sulfonamide. Moglich wére auch die
Aufnahme von Genen, die fiir Enzyme wie DHPS (Dihydropteroatsynthetasen) kodieren und
nicht ldnger sensibel gegen Sulfonamide sind. Bei Pneumokokken scheinen chromosomale
Mutationen eine wichtige Rolle zu spielen [13, 41, 79, 80]. In vorherigen Studien wurde ein
[le100Leu Austausch entdeckt, der dquivalent mit der Alteration an Ile94 bei E.coli ist [6].
Diese Position ist an der Hydrogenbindung an die 4-Aminogruppe des Trimethoprims
beteiligt. Ein Ersatz von Isoleucin durch Leucin fiihrt wahrscheinlich zu einer Aufhebung der
Bindung, ohne die DHFR-Bindung zu beeinflussen [41]. So kann die Bildung von
Tetrahydrofolsdure auch weiterhin selbst in Gegenwart von Trimethoprim stattfinden.
Vorausgehende Studien zur Sulfonamidresistenz in einer Labormutante erbrachten eine
Duplikation der Aminosduren 66 und 67 (sul-d) in sulA, dem chromosomalen DHPS Gen
[41]. Nachfolgend zeigten sich im Rahmen von Sequenzvergleichen empfindlicher und
resistenter klinischer Pneumokokken-Isolate Duplikationen von entweder 3 oder 6 Basen, die
eine Wiederholung von 1 oder 2 Aminosduren in der Region von Codon Arg58 zu Tyr63 in
der DHPS resistenter Isolate hervorrufen [13, 41, 79, 80]. Durch die zunehmende
Entwicklung von Resistenzen haben die Sulfonamide an Bedeutung verloren. 1972 wurde
zum ersten Mal {iber die Cotrimoxazol-Resistenz berichtet [81]. Sie nimmt weltweit
dramatisch zu [82]. Als 1960 nach der Einfilhrung des Cotrimoxazols die ersten resistenten
Isolate von S. pneumoniae gefunden wurden [81], konnte man eine stetige Zunahme der
Resistenz in Italien von 1 auf 5% und von 15 auf 80% in Spanien, USA und Siidafrika
beobachten [82].

In Siidafrika sind 64% der Pneumokokken resistent gegentiber Cotrimoxazol [6]. In Spanien
kann man einen Anstieg der Cotrimoxazol-Resistenz bei Kindern mit Otitis media von 64% in
1992 und auf 81% in 1996 verzeichnen [83]. Die Cotrimoxazol-Resistenz stieg in England
von urspriinglich 8,4% (1994-1995) auf 12,6% (1996-1997), wihrend die Rate in Irland bei
16,1% lag [84]. Auffillig ist, da3 Penicillin-resistente Isolate von S. pneumoniae oftmals mit
einer Multiresistenz gegeniiber Cotrimoxazol assoziiert sind [82]. Bedngstigende Zahlen fand
man hierzu zum Beispiel in Spanien, wo 26% der Cotrimoxazol-resistenten Stdmme mit
Penicillin-Resistenz gekoppelt waren [85]. In Sitidafrika waren 42,5% der bei Kindern
gefundenen Penicillin-resistenten S. pneumoniae auch gegeniiber Cotrimoxazol resistent [86,

87]. Insgesamt scheint die Multiresistenz eine zunehmende Bedrohung darzustellen.
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1.6  p-Laktam-Resistenz

Die Resistenz gegen -Laktamantibiotika wird bei S. pneumoniae durch verdnderte Penicillin-
Binde-Protein (PBP) verursacht. Diese Enzyme sind essentielle, membrangebundene Enzyme,
die an spéteren Schritten der Mureinbiosynthese beteiligt sind. Inzwischen sind sehr viele
Sequenzen von PBP-Genen und entsprechend abgeleitete Proteinsequenzen bekannt. PBPs
sind Multidoménproteine, die neben einer N- und C-terminalen Domédne auch eine
»Penicillinbindungsdomine* enthalten. Auf ihr lassen sich drei Peptidmotive nachweisen, die
auch in B-Lactamasen der Klasse A und C vorkommen. Die Ser XxxXxx-Lys-Box mit dem
aktiven Ser, ein SerSxxAsn-Motiv und eine Lys(Ser/Thr)Gly-Sequenz [88]. Diese Proteine
werden als Penicilloyl-Serin-Transferasen zusammengefalit. Aufgrund von
Homologievergleichen kann man diese in drei Klassen einteilen: hochmolekulare PBP (hmm,
hmw) der Klasse A und B und niedermolekulare PBP (Imm, Imw). Im Allgemeinen werden
die hmm PBP als die essentiellen PBP und damit als die wichtigen priméren Targets fiir -
Laktamantibiotika angesehen. Je nach Antibiotikum sind die zur Inhibierung notigen
Konzentrationen verschieden. Niedrige bis intermedidre Resistenz gegen Cefotaxim und
Oxacillin werden durch Verdnderungen in PBP2x, gegen Piperacillin durch PBP2b vermittelt
[89, 90]. Hohe Resistenzen, wie sie in klinischen Isolaten beobachtet werden, sind das
Resultat von sehr komplexen Verdnderungen, die nicht nur ein sondern mehrere PBP
betreffen [88]. Aus der Klasse der B-Laktamantibiotika wurden stellvertretend fiir die
Penicilline die MHK-Werte gegeniiber Amoxicillin, Amoxicillin/Clavulansdure und Penicillin
G ermittelt (National Committee for Clinical Laboratory Standards. 1998). Vertreter der
Cephalosporine waren Cefadroxil, Cefaclor, Ceftibuten, Cefprozil, Cefuroxim, Cefixim,
Cefotaxim, Cefpodoxim, Ceftazidime, Cefepim und Loradarbef. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht
iber die Verteilung der MHK-Werte fiir die verschiedenen -Laktamantibiotika.

1.7  Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurde die gegenwirtige Genetik der Makrolid-resistenten
Pneumokokken hinsichtlich der beiden oben erwihnten Gene ermB und mefE untersucht und
es wurde ein Screening der Mutationen auf ribosomaler Ebene durchgefiihrt. Weiterhin fand
ein Vergleich der MHK-Werte der Makrolid-resistenten Pneumokokken fiir 30 Antibiotika
statt und im Anschlul erfolgte die Diskussion iiber die Resistenzentwicklung und den

moglichen Einsatz neuer Substanzen, wie z.B. der Ketolide.
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Dariiberhinaus erfolgte die Analyse der Genetik Tetrazyklin-resistenter Pneumokokken und
wiederum wurden die MHK-Werte fiir 30 Antibiotika ermittelt. Desweiteren wurde die
Genetik Chinolon-resistenter Pneumokokken im Hinblick auf die Gyrase und Topoisomerase
analysiert und die in-vitro Aktivitditen neuerer Chinolone getestet. Als weitere mogliche
therapeutische Alternative der Behandlung Antibiotika-resistenter Pneumokokken konnte
Sulfamethoxazol eingesetzt werden. Daher wurden die zugrunde liegenden
Resistenzmechanismen néher analysiert und die in-vitro Aktivitit getestet. AbschlieBend
erfolgte die genetische Aufarbeitung der B-Laktam-resistenten Pnemokokken, da B-Laktame
weiterhin Mittel der Wahl bei pneumonischen Erkrankungen sind.

Generell erfolgte bei allen getesteten Antibiotikaklassen parallel eine genetische Analyse
zugrunde liegender Resistenzmechanismen sowie eine in-vitro Testung bekannter und neuerer

Substanzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterien

Bei den bearbeiteten Bakterien handelte es sich um die grampositive Spezies S. pneumoniae.

Vor der Bearbeitung der Bakterienspezies erfolgte ein Ausstreichen auf Blutagarplatten zur
Uberpriifung der Isolate auf die korrekte Spezieszuordnung. Die Testung der
Pneumokokkenstimme erfolgte anhand des MicroScan Walk Away 96 Systems (Tabelle 5).
Die Pneumokokken wurden zusitzlich einer  Priifung auf Optochinempfindlichkeit
unterzogen, wobei eine Sensibilitit fiir das Vorliegen dieser Spezies sprach. Anschlieend
fand eine Uberfithrung simtlicher positiv getesteter Isolate auf die Mikrobank statt, um zu
gewdhrleisten, dal eine kontaminationsfreie Archivierung der Isolate stattfand. Die
Anziichtung und Aufbewahrung ausgestrichener Pneumokokken erfolgte in einem mit CO,

angereicherten Brutschrank bei 37°C.

2.1.1 Streptococcus pneumoniae

Bei dieser Spezies handelt es sich um grampositive, ovale bis lanzettformige Diplokokken,
die physiologisch in 40-70% bei gesunden Erwachsenen in der Schleimhaut des oberen
Respirationstraktes vorkommen. Pneumokokken sind von einer dicken Kapsel umgeben, die
sie vor der Phagozytose schiitzt. Die Kapsel stellt den wichtigsten Virulenzfaktor dieser
Bakterien dar, denn kapsellose Varianten konnen keine Krankheiten hervorrufen.
Streptococcus pneumoniae-Infektionen gehen in der Regel von der eigenen Flora aus
(endogene Infekte), wobei kardiopulmonale Grundleiden, vorausgegangene Infektionen (z.B.
Influenza), Milzextirpation und Komplementdefekte pradisponierende Faktoren sind. Die
wichtigsten Pneumokokkeninfektionen sind die Lobér- und die Bronchopneumonie. Weitere
Erkrankungen sind die akute Exazerbation der chronischen Bronchitis, die Otitis media,
Sinusitiden, Meningitiden und das Ulcus cornea [91].

Die untersuchten Isolate entstammten einer Sammlung, die im Rahmen der SENTRY Studie
im Zeitraum 1997-99 untersucht wurden. Insgesamt wurden 1191 Pneumokokken-Isolate aus
Kliniken in Osterreich, Belgien, Frankreich, Deutschland, Griechenland, Italien, den
Niederlanden, Polen, Portugal, Spanien, Schweiz, England, der Tiirkei und Israel gesammelt
und untersucht. Die gesammelten Isolate wurden von Patienten mit positiven Blutkulturen

(18%) sowie mit ambulant (72%) bzw. nosokomial erworbenen (10%) Pneumonien gewonnen
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und auf ihre MHK-Werte und in-vitro Aktivitdten mit verschiedenen Substanzen getestet. Auf
der Basis dieser Daten wurden die in der vorliegenden molekulargenetischen Studie
untersuchten Staimme ausgewdhlt. Die durch die SENTRY Studie ermittelten MHK-Werte
wurden durch unsere eigene MHK-Untersuchung fiir Faropenem und Telithromycin (Tabelle
6) durch eine Mikrotiterverdiinnungsmethode mit Antibiotikakonzentrationen von 0,004 - 64
pg/ml erginzt [29]. Die MHK-Werte fiir die anderen Antibiotika lagen im Rahmen der
SENTRY Studie bereits vor.

Nach einer Inkubation fiir 20-24 Std. im Miiller-Hinton Ndhrmedium mit Zusatz von 3%
lysiertem Pferdeblut wurden die MHK-Werte bestimmt, indem die niedrigste Konzentration
ermittelt wurde, bei der kein Bakterienwachstum mehr vorhanden war. Der Stamm S.

pneumoniae ATCC 49619 diente als sensibler Kontrollstamm.

2.1.1.1 Herkunft der Bakterienstimme

42 Isolate: Osterreich
76 Isolate: Belgien

232 Isolate: Frankreich
204  Isolate: Deutschland
16 Isolate: Griechenland
48 Isolate: Israel

72 Isolate: Italien

32 Isolate: Niederlande
136  Isolate: Polen

17 Isolate: Portugal
186  Isolate: Spanien

90 Isolate: Schweiz

38 Isolate: England

2 Isolate: Tiirkei

2.2 Chemikalien

2.2.1 Flissigstoffe und pulverformige Substanzen

Dextranblau / EDTA: 25mM EDTA pH 8,0; 50 mg/ml DB
Formamid (Verhiltnis Formamid: DB/EDTA 5:1, Ambresco)
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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%ige Ammoniumpersulfat-Losung = APS (Ambresco)
1,0g Ammoniumpersulfat

10,0 ml H,O

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

TEMED = N, N, N’, N'-tetramethylethylenediamine (Ambresco)
Bluemarker (6 x conc. Gelladungspuffer, Gibco BGL)
Bromphenolblau (0,25% w/v) = BPB
Xylenecyanole FF (0,25% w/v)
Sucrose (40% w/v)
Mit Glycerin 1:1 verdiinnt

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

Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml, BioRad)

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

Mikrobank mit Kryoldsung und pordsen Keramik-Kiigelchen (Pro-Lab)

Neg./Post. BP-Kombo-Platte Typ 1E/4 E nach DIN (DADE Microscan)
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2.2.2  Antibiotika

Innerhalb der SENTRY Studie wurde die Sensibilidt der Isolate gegen folgende Antibiotika

getestet:

Ciprofloxacin Levofloxacin Sparfloxacin Gatifloxacin
Trovafloxacin Grepafloxacin Erythromycin Clindamycin
Azithromycin Clarithromycin Quinupristin Rifampicin
Tetracyclin Trimethoprim Vancomycin Chloramphenicol
Amoxicillin/Clav.  Penicillin Cefadroxil Cefaclor
Ceftibuten Cefprozil Cefuroxim Cefixime
Cefotaxime Cefpodoxime Ceftazidim Cefepim
Loracarbef

2.2.3 Testblittchen

Optochin (50 pg pro Testbléttchen, Oxoid)
Doxycyllin (30 ug pro Testblattchen, Oxoid)
Erythromycin (10 pg pro Testblédttchen, Oxoid)

Sulfameth./Trimethoprim (23,75 pg /1,25ug pro Testbléttchen, Oxoid)

Clindamycin (10 pg pro Testbléttchen, Oxoid)
Rifampicin (5 pg por Testbldttchen, Oxoid)
Ciprofloxacin (5 ng pro Testbldttchen, Oxoid)
2.2.4 Kits

Expand"™ High Fidelity PCR System (Boehringer Mannheim)
1. Enzyme mix, high fidelity (Taq-Polymerase)
2. Expand HF buffer, 10 x conc. without MgCl,
3. MgCl, stock solution: 25 mM MgCl,

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

ABI PRISM™ dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Premix,
Perkin Elmer)
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2.3 Primer (Gibco BGL)

Die Auswahl der spezifischen Primersequenzen erfolgte anhand von Literaturangaben mit
Modifizierungen entsprechend der in der Genbank verdffentlichten Sequenzen. AnschlieBend
synthetisierte die Firma Gibco BGL den Vorgaben entsprechend die Primer. Die spezifischen
Primer wurden bei den Pneumokokken zusétzlich mit einer Tag-Primersequenz ausgestattet,
die als Anhidngsel an die spezifische Primersequenz angefiigt waren und fiir alle Genloci
(gyrA, gyrB, parC, parE, ermB, mefE, tetM, tetO, sulf1/2, sulf3/4, tri1/2, 23SRNA, L4, L22)
die gleichen Sequenzen aufwiesen. Diese Produkte aus spezifischen Primern und Tag-Primern
fanden in der PCR Verwendung. Dies hatte den Vorteil, dal in der Sequenzierreaktion fiir

alle Genloci der Tag-Primer ohne die spezifische Primersequenz eingesetzt werden konnte.

2.3.1 S. pneumoniae (spezifische Primersequenzen)

[6,24, 27,79, 80, 92-94]
gyrA: forward: 5"-CCGTCGCATTCTTTACG-3"
reverse: 5'-AGTTGCTCCATTAACCA-3’

gyrB: forward: 5-TTCTCCGATTTCCTCATG-3"
reverse: 5'-AGAAGGGTACGAATGTGG-3’

parC: forward: 5"-TGGGTTGAAGCCGGTTCA-3’
reverse: 5'-TGCTGGCAAGACCGTTGG-3"

parE: forward: 5'-AAGGCGCGTGATGAGAGC-3’
reverse: 5'-TCTGCTCCAACACCCGCA-3’

ermB: forward: 5’AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC-3’
reverse: 5° —TTC TTC TGG TAC TAA AAG TGG-3’

mefE: forward: 5> ~AAA ACT GCA GGC GTT TAA GAT AAG CTG GC3’
reverse: 5° —CCA ATG CAT CCT GCA CCA TTT GCT CCT AC3’

tetM: forward: 5> —GAT ATT ATG TGG ATT CTG CGA C-3°
reverse: 5° —CTC CCT AAT GGA AGC GGT GC-3°
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tetO:

sulf1/2:

sulf3/4:

tri1/2:

23S5’:

23S3’:

23Scent:

L4:

L22:

23.1.1

forward:

reverse:

forward: 5° —=TGC GGC AAG GTA TTC TTA AAT-3’
reverse: 5 —ATT TTA TAT GAC TTT TGC AAG CTG-3’

forward: 5> ~AGC CAA TCA TGC AAA GAC AG-3°
reverse: 5° —GAC TAG ATC GGC ACC AGC AG-3’

forward: 5> — GGA ATT GGC TTT GGT CTG AC-3’
reverse: 5 —ATT TTC CGC TTC ATC AGC CAG-3’

forward: 5 —-GGA AGC ATG ACT AAG AAA ATC G-3°
reverse: 5° “CAC AGA AAA GCC GTG AAT AAA CC-3°

forward: 5 -GGT TAA GTT AAT AAG GGC GC-3’
reverse: 5 —TTT CGA CTA CGG ATC TTA GC-3°

forward: 5> -CGG CGG CCG TAA CTA TAA CG-3°
reverse: 5° —TTG GAT AAG TCC TCG AGC TAT TAG-3’

forward: 5> —CTG TTT GGG TGA GGG GTC C-3°
reverse: 5° —ACC TGC ATC TTC ACA GGT AC-3°

forward: 5> ~AAA TCA GCA GTT AAA GCT GG-3’
reverse: 5° “GAG CTT TCA GTG ATG ACA GG-3°

forward: 5 -GCA GAC GAC AAG AAA ACA CG-3’
reverse: 5° —ATT GGA TGT ACT TTT TGA CC-3’

Tag-Primersequenzen

5"-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
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2.4 Nihrmedien

Miiller-Hinton-Bouillon (Oxoid)

Getrocknete Infusion aus 300g Rindfleisch 2,0 g/l
Caseinhydrolysat 17,5 g/l
Starke 1,5 g/l

Miiller-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
Stirke 1,5 g/l
Agar 17,0 g/l

evtl. Schafserythrozyten

BHI-Agar 37 g/l (Difco)
Néhrstoffkonzentrat aus 200 g Kalbshirn
Néhrstoffkonzentrat aus 250 g Rinderherz

Proteosepepton 10,0 g
D-Glukose 20¢g
NaCl 50g
Nay(HPOy) 25¢g

2.5 Apparaturen

PE Cetus DNS Thermocycler (Perkin-Elmer)

DNS-Sequenzer 377 (ABI Prism)

Prompt Inokulationssystem (DADE Microscan)

2.6  Untersuchungsmethoden
2.6.1 MicroScan Walk Away 96 System (= DADE)
Die Kontrolle der bereits vorher identifizierten Pneumokokkenstimme machte eine

Untersuchung durch das MicroScan Walk Away 96 System notwendig. Hierbei handelt es sich
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um einen Computer gestiitzten Vollautomaten zur Inkubation von Mikrotiterplatten, der die
Ergebnisse der biochemischen Identifikation und Resistenzbestimmung von Mikroorganismen
selbstindig durch eine photometrische bzw. fluorometrische Messung auswertet [95]. Die
Mikrotiterplatten beinhalteten Testfelder, die mit spezifischen Substanzen gefiillt waren. Die
Summe der Reaktionen dieser Substanzen mit den zu untersuchenden Bakterien gab
Aufschluf3 tiber die Bakterienspezies und fiihrte letztendlich zu einer Identifizierung. Bei den
grampositiven Pneumokokken erfolgte die Bestimmung anhand des
Mikrodilutionsverfahrens, wobei die Testfelder einer Mikrotiterplatte mit einer
standardisierten Keimsuspension der zu untersuchenden Bakterien beimpft, bei 35°C bebriitet
und hierbei einer qualitativen Empfindlichkeitsbestimmung unterzogen wurden. Die
Bebriitung dauerte bei grampositiven Bakterien 16 bis 42 Stunden. Anschlieend verglich die
hierbei benutzte Software die Resultate der Resistenzbestimmung mit vorgegebenen
Normalwerten. Die weitere Bearbeitung erfolgte nur an Bakterienisolaten, deren
urspriingliche Identifizierung mit der des DADE's iibereinstimmte. War es zu einer
abweichenden Identifizierung gekommen, wurde der DADE wiederholt. Wiederholte sich das
abweichende Ergebnis, wurde die vom DADE angezeigte Identifizierung iibernommen. Alle
als Pneumokokken identifizierten Isolate wurden anschlieBend einem Optochintest
unterzogen. Der positive Ausfall bewies, dall es sich bei den untersuchten Bakterien auch

wirklich um Pneumokokken handelte.

2.6.1.1 Testfelder der Mikrotiterplatten fiir grampositive Bakterien

Kristalviolett Mikrokokkentest Nitrat

Novobiocin PNP-B-D-Glucoronid Indoxyl-Phosphatase
Voges-Proskauer Optochin Phosphatase
40%iges Gallen-Askulin L-Pyrrolidonyl-B-naphtylamid Arginin
PNP-B-D-Galaktopyronosid Harnstoff Raffinose

Laktose Trehalose Mannose

6,5%-iges Natriumchlorid Sorbitol Arabinose

Ribose Inulin Mannitol

Bacitracin Pyruvat 3-Laktamase

Thymidinfreies Wachstumsfeld
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2.6.2 Agarosegelelektrophorese

Dieses Verfahren diente der Uberpriifung der Linge des PCR-Produkts, der Abschétzung der
DNS-Menge nach der Sequenzierreaktion und dem Erkennen der Fragmentlédngen durch einen
Argonlaser bei der Sequenzierung. Das Prinzip der Gelelektrophorese bestand darin, durch
das Anlegen einer elektrischen Spannung (Gleichstrom) auf einem Gel aufgetragene geladene
Teilchen in einer Pufferlosung nach ihrer Ladung und Gréf8e wandern zu lassen und somit
eine Trennung der Teilchen zu erreichen. Da es sich bei den DNS-Fragmenten um negativ
geladene Teilchen handelte, wanderten sie in Richtung der Anode. Je weiter sie auf dem Gel
wanderten, desto kiirzer bzw. leichter waren die Fragmente. Die Dauer der Auftrennung
richtete sich nach der Konzentration des Gels, der FragmentgroBe und der Hoéhe der
angelegten Spannung. Sowohl die Herstellung des Gels als auch die Elektrophorese selbst
fand in Plexiglas-Gefiallen statt. Bei Inbetriebnahme der Elektrophorese lag das Gel auf einem
Schlitten, der in das Pufferreservoir hineinragte und von der Pufferfliissigkeit vollstindig

bedeckt wurde. Die Abmessung der Gele betrug ca. 12 x 25 cm.

2.6.3 Messung der optischen Dichte

Um die Zellkonzentration einer Bakteriensuspension zu ermitteln, erfolgte mit Hilfe eines
Photometers die Bestimmung der durch die Absorption verdnderten Lichtintensitit einer
probenhaltigen Kiivette im Vergleich zum Leerwert. Die Ermittlung des Leerwertes gelang
durch einen Null-Ausgleich anhand einer gereinigten, mit sterilem Wasser gefiillten
Quarzkiivette (Schichtdicke 1 cm). AnschlieBend konnte die Extinktion der zu
untersuchenden Probe (nach Durchmischung) gemessen werden. Bei konstanter Zellgrofie
war die Extinktion proportional der Konzentration der absorbierenden Substanzen und der
Schichtdicke (Lambert-Beersches Gesetz). Da die Schichtdicke konstant war, wies die

Extinktion eine Proportionalitit zur Zellkonzentration auf.

2.6.4 Agardiffusionstest

Eine Kolonie des zu testenden Bakterienstammes wurde in 10 ml 0,9 % NaCl suspendiert und
0,5 ml dieser Suspension auf einer blutfreien Miller-Hinton-Agarplatte ausgestrichen. Nach
dem Antrocknen erfolgte das Auflegen des entsprechenden Antibiotikatestblédttchens
(Filterpapier mit adsorbiertem Antibiotikum). Die anschlieBende Bebriitung fand bei 37 °C
fir 24 Std. statt. Anhand der sich durch die Diffusion des Antibiotikums im Agar
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ausbildenden Hemmhofe und der Grenzwertdichte aus der DIN-Vorschrift (nach DIN 58940),
konnten Aussagen iiber die Resistenzlage des Bakteriums gegeniiber dem getesteten
Antibiotikum gemacht werden. Es erfolgte eine Einteilung in empfindlich (S), intermediér (I)
und resistent (R). Der Nachweis des MLSg- oder M-Phinotyps erfolgte mittels Doppel-
Blattchen-Test. Dabei wurden Erythromycin (15ug)- und Clindamycin (2pg)-Testblédttchen 20
mm voneinander entfernt auf einem mit Streptokokken beimpften Mueller-Hinton-Blutagar
platziert. Die Ablesung der Platten erfolgte nach 24-48 Stunden Inkubation. Das induzierbare
Resistenzmuster zeigt eine Abflachung des Clindamycin-Hemmhofes in der Nihe des

Erythromycin-Bléttchens.

2.6.5 Bakterienkonservierung

Zur Gewihrleistung einer sicheren Bakterienkonservierung diente die sterile Uberfiihrung
einer auf einer Agarplatte gewachsenen Kolonie auf die Mikrobank. Hierbei handelt es sich
um sterile Plastikréhrchen mit SchraubverschlufS. Der Inhalt bestand aus 1 ml fliissigem
Kryomedium mit 25 Plastikkiigelchen (Durchmesser ca. 1,5 mm), die durch Saurebehandlung
eine pordse Oberfliche aufwiesen. Fand die sterile Uberfiihrung einer Bakterienkolonie in das
Rohrchen statt, folgte nach dem VerschluB3 des Gefédlles ein vorsichtiges vier- bis fiinfmaliges
Umschwenken unter Vermeidung von Schaumbildung. Anschlieend wurde das Kryomedium
mittels steriler Pipette abgesaugt. Wéhrend des Umschwenkens lagerten sich die
Bakterienzellen fest an die Kiigelchen an. Das sich anschlieBende Einfrieren erfolgte bei -20
bis -70°C. Bei der Anziichtung der Bakterien in Fliissigmedium und dem Ausstreichen auf

Agarplatten kamen die aufgetauten Kiigelchen zur Verwendung.

2.6.6 Sterilisation

Die Sterilisation von Pipettenspitzen, Eppendorfcups, Nahrmedien und destilliertem Wasser
geschah im Autoklaven bei 120°C und 1,2 bar Uberdruck fiir eine Zeit von 20 min. Die
gleiche Behandlung erfuhren infektiose Abfélle (gebrauchte Pipettenspitzen, Mediumreste,
bewachsene Agarplatten usw.). Erhitzen bei 160°C fiir 8 Std. in einem Trockenschrank
gewdhrleistete die Keimfreiheit der gespiilten Glasgerdte. Thermolabile Stoffe wie z.B.

Antibiotika wurden einer Sterilfiltration unterzogen.
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2.6.7 PCR

Bei der verwendeten Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um ein hochempfindliches
Verfahren, mit dessen Hilfe Nukleinsdureabschnitte nachgewiesen werden konnen. Die
Neusynthese der spezifischen Zielsequenzen der zu untersuchenden DNS fiihrt dazu, dal am
Ende des Verfahrens eine Vervielfiltigung des entsprechenden DNS-Abschnittes vorliegt,
entsprechend der Replikation in-vivo. Alle PCR-Schritte liefen automatisch in einem
Thermocycler ab, der flir Temperaturenwechsel und Haltezeiten programmiert war.

Um diese DNS-Neusynthese zu erzielen, wurden Doppelansitze aus dem Enzym DNS-Taq-
Polymerase, einem  Paar  synthetischer = DNS-Oligonukleotide  (Primer), vier
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (Adenin-, Guanin-, Cytosin- und Thymintriphosphat)
sowie dem zu untersuchenden DNS-Material (nicht isoliert, sondern in Form einer
Bakterienkolonie) nach einer Standardmethode gewéhlt [96]. Eine mitgefiihrte Blindprobe zur
Qualititskontrolle enthielt alle aufgezéhlten Substanzen mit Ausnahme der Bakterien-DNS.

PCR-Protokoll (fiir 1 Ansatz)

Expand HF buffer, 10 x conc. without MgCl, | 5,0 ul
MgCl, stock solution: 25 mM MgCl, 5,0 ul
Primer 1 2,0 ul

Primer 2 2,0 ul

PCR Nukleotide Mix 2,0 ul

Aqua bidest. 33,4 ul
DNS-Taq-Polymerase 0,6 ul

Die verwendete DNS-Tag-Polymerase stammte aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus und war so thermostabil, so daB} sich ein wiederholtes Zugeben nach jedem
Denaturierungsschritt eriibrigte. Die Polymerase verkniipfte die einzeln angelagerten
Nukleotide zu einem kontinuierlichen Strang. Die Wahl der Sequenzen beider Primer erfolgte
so, dal} sie jeweils komplementér zu den zu untersuchenden gegenldufigen DNS-Stringen
waren. Ferner flankierten sie den zu amplifizierenden Bereich und gewéhrleisteten hierdurch,
daB3 die von der Polymerase synthetisierten DNS-Strange gegenldufig waren. Das Hinzugeben
von geeigneten Pufferlésungen und Magnesiumchlorid (von der Tag-Polymerase zur DNS-
Strangverkniipfung benétigt), sorgte fiir ein stabiles Gemisch. Zwei Tropfen Ol verhinderten

ein Verdunsten des Ansatzes wihrend der Vorginge im Thermocycler.
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Die PCR-Reaktion lief nun in drei ineinander {ibergehenden Schritten ab. Es handelt sich
hierbei um Denaturierung, Amplifizierungszyklus und Polymerisation. Bei der Denaturierung,
die bei 94°C ablief und 2 min dauerte, erfolgte eine Trennung der DNS-Doppelhelix in ihre
Einzelstrange. Der zeitliche Umfang dieses Schrittes war in der Tatsache begriindet, daf3 ein
Zugeben ganzer Bakterienkolonien und nicht etwa nur isolierter DNS stattgefunden hatte. Der
sich anschlieende Amplifizierungszyklus begann mit einer erneuten Denaturierungsphase bei
94°C fiir 60 sec, woran sich die Primerbindungsphase (Annealing) anschlof3, die bei 55°C
ablief und 60 sec dauerte. Die Temperatur dieser Phase richtete sich nach dem verwendeten
Primer und stellte ein Optimum fiir die Anlagerung des Primers dar. Der letzte Schritt des
Amplifizierungszyklus bestand in der eigentlichen DNS-Synthese mit dem Ziel einer
Sequenz-Verdoppelung. Der Polymerisationsschritt lief bei 72°C ab und dauerte 60 sec. Die
zeitliche Dauer dieses Schrittes hing von der Linge des DNS-Produktes ab und errechnete
sich nach dem Verhéltnis: 1Kb/min, wobei 30 sec das Zeitminimum darstellten. Die Anzahl
der Wiederholungen des Amplifizierungszyklus betrug 30 Zyklen. Es schloB sich der
Polymerisationsschritt an, der bei 72°C ablief und 4 min andauerte. Dieser Schritt ist als
Sicherheitsschritt zu verstehen, in dem die Synthese noch unvollstindig hergestellter DNS-
Produkte nachtréiglich stattfinden kann.

An die PCR schloB sich ein Mischen von jeweils 8 pl der Proben mit 4 pl Bluemarker (zum
Beschweren und Sichtbarmachen) an. Danach erfolgte das Auftragen dieser Proben sowie Sul
eines 1Kb DNS-Molekulargewichtsmarkers in jeweils getrennte Bahnen auf ein mit
Ethidiumbromid gefarbtes 1%-iges Gel. Die Herstellung des Gels bestand in einem
Aufkochen von 100 ml TBE-Puffer mit 1g Agarosepulver sowie anschlieBendem Hinzufiigen
von 40 ul Ethidiumbromid. AnschlieBend blasenfreies HineingieBen in hierflir vorgesehene
Gelschlitten. Das Gel wurde mit entsprechenden Kunststoffkdmmen versehen, was zur
Bildung von Schlitzen fiir die betreffende Probe fiihrte. Das Ethidiumbromid lagerte sich
zwischen den Basenpaaren der DNS-Fragmente an und gewihrleistete dadurch das
Sichtbarwerden der durch die Elektrophorese entstandenen Banden unter UV-Licht. Das im
Bluemarker enthaltene Bromphenolblau wanderte in der Elektrophorese mit der DNS und
zeigte so den Fortschritt der Elektrophorese an. Das ebenfalls enthaltene Glycerin beschwerte
die Proben und sorgte flir ein Verbleiben der Proben in den zugehdrigen Bahnen. Der
Molekulargewichtsmarker war ein synthetisch hergestellter DNS-Marker, der sich in der
Elektrophorese nach definierten MolekiilgroBen auftrennte. Hierdurch war ein Vergleich des
DNS-Produktes mit der entsprechenden Bande des Molekiilgewichtsmarkers zur

Erfolgskontrolle der PCR moglich (Abbildung 2 im Bildanhang).
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Linge der untersuchten Gene:

gyrA 430 Bp
gyrB 495 Bp
parC 402 Bp
parE 325 Bp
ermB 640 Bp
mefE 345 Bp
sulf 2 315Bp
sulf % 314Bp
tri v 883 Bp
tetM 850 Bp
tetO 1.458 kBp
2355’ 1.011 Bp
23S 3’ 1.003 Bp
23S cent 1.060 Bp
L22 420Bp
L4 720Bp

2.6.8 Aufreinigung

An die PCR schloB sich eine Aufreinigung an, um das gewonnene Produkt von den in der
PCR hinzugefiigten Substanzen wie Primer, Nukleotide, Salze, Taq-Polymerase und Ol zu
befreien. Zunichst fand eine Vermischung von 300 pl PB Puffer mit dem PCR-Produkt statt,
wobei eine Entfernung des Oles unterblieb. Der niichste Schritt beinhaltete das Einfiillen des
entstandenen Gemisches in eine Aufreinigungssdule (Quiaquick spin column), die in einem 2
ml groBen Sammelgefal3 (collection tube) stand. Das anschlieBende Zentrifugieren bei 13.000
rpm tiber eine Zeit von 60 sec trennte die DNS von den iiberschiissigen Substanzen. Hierbei
fand eine Bindung der DNS an die Membran der Séule statt, wihrend alle anderen Substanzen
in dem Sammelgefdl aufgefangen wurden. Nach dem Verwerfen des Inhaltes des
Sammelgefilles, dem Zuriickstellen der Aufreinigungssdule in das geleerte Sammelgefall und
dem Einfiillen von 700 pl Waschpuffer in die Aufreinigungssidule fand ein erneutes
Zentrifugieren fiir 60 sec statt. Nach dem erneuten Verwerfen der aufgefangenen Substanzen
wurde durch weiteres Zentrifugieren von 60 sec der Waschpuffer vollstindig entfernt. Das

sich anschlielende Eintropfeln von 50 pl 10 mM Tris-Cl (pH 8,5) in die Mitte der Membran
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der Sdule und das wiederholte Zentrifugieren von 60 sec diente dem Eluieren der DNS. Ein
1,5 ml Eppendorfcup fing die gereinigte DNS auf. Es schlof} sich ein Auftragen von 4 ul des
Eluats, vermischt mit 4 pul Bluemarker auf ein mit 40 ul Ethidiumbromid versetztes 1% Gel
an. Das parallele Auftragen von jeweils 5 ul dreier Molekulargewichtsmarker, die sich in
threr Konzentration und somit auch in ihrem DNS-Gehalt voneinander unterschieden,
ermOglichte nach dem Ablauf der Elektrophorese einen Vergleich der entstandenen Banden.
Ob das entstandene DNS-Produkt die geforderte Linge besall, wurde durch Vergleich der
Hohe der Banden ermittelt. Anhand des Helligkeitsvergleiches mit der 1,6 Kb-Bande konnte
abgelesen werden, in welcher Konzentration das PCR-Produkt vorlag. Diese Bande wies bei
dem am stdrksten konzentrierten Marker einen Gehalt von 50 ng, bei einem mittelstark
konzentrierten Marker einen Gehalt von 25 ng und bei einem schwach konzentrierten Marker

einen Gehalt von 15 ng auf (Abbildung 3 im Bildanhang).

2.6.9 Sequenzierreaktion

Der Aufreinigung schlof sich die Sequenzierreaktion an. Diese erfolgte mit der von der Fa.
Applied Biosystems Inc. (ABI PRISM) 1990 eingefiihrten Tag-Cycle-Sequenzing-Methode.
Das Verfahren ermdglichte durch die Anwendung der thermostabilen Tag-Polymerase eine
automatische =~ DNS-Sequenzierung in einem Thermocycler mit Einbau von
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden (Dye Terminatoren) an der Stelle der
Nukleotidmonophosphate und dem sich unmittelbar anschlieBenden Abbruch des DNS-
Stranges (modifizierte Kettenabbruchmethode nach Sanger). Anschliefend konnte mit Hilfe
des DNS-Sequenzers 377 der Fa. ABI PRISM eine elektrophoretische Analyse der auf ein Gel
aufgetragenen Proben vorgenommen werden.

Der Reaktionsansatz bestand fiir jede einzelne Probe aus 1 pl Sequenzierprimer (Tag-Primer),
3-4 ul Premix (je nach Ansatzmenge: bei 10 pl und 15 pl Gesamtansatz 3 pl Premix, bei 20 pl
Gesamtansatz 4 pul Premix), DNS-Template (die Menge, die 50 ng DNS enthielt) und dest.
H,0 (je nach Ansatzmenge ad 10 pl , ad 15 pl oder ad 20 ul). Wahrend der nun folgenden
Abléufe im Thermocycler erfolgte die Markierung der DNS je nach Wahl des Primers vom 3’
-Ende oder vom 5’-Ende, indem die Tag-Polymerase anstelle der Nukleotidmonophosphate
die fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (Didesoxy A, Didesoxy C, Didesoxy G und
Didesoxy T) einbaute und unmittelbar danach zum Abbruch des DNS-Stranges fiihrte.
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Thermocycler-Protokoll (25 Zyklen)

96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 4 min

2.6.10 Féllung

Nach der Sequenzierreaktion folgte eine Féllung der DNS, die eine Aufbereitung der Proben
fiir die Sequenzierung im Sequenzer beinhaltete. Hierzu erfolgte zunéchst die Gabe von H,O
(ad 100 pl) zu jeder der Proben, woran sich schlieBlich die Uberfiihrung dieser Proben in mit
250 pl 100%-igem Ethanol und 10 pl 3 M Natriumacetat (ph 4,6) gefiillte Eppendorfcups
anschlof3. Nach einem Vermischen erfolgte ein 30 min langes Zentrifugieren bei 13.000 rpm.
Das Ethanol wurde anschlieBend mit der Pipette entfernt. Nach der Prézipitation schloB sich
das Waschen mit 300 pl 70%-igem Alkohol und das anschlieBende Zentrifugieren {iber einen
Zeitraum von 15 min bei 13.000 rpm an. Das Verwerfen des Alkoholiiberstandes und das
vollstdndige Trocknen (an der Luft oder 5 Min. im Speed-Vac) der Pellets im Eppendorfcup
beendete die Fillung.

2.6.11 Sequenzierung

An das Aufnehmen des getrockneten Ansatzes in 0,8 ul einer Mischung aus Formamid und
EDTA/Dextranblau (50 mg/ml DB, 25 mM EDTA pH 8,0), die als Ladungspuffer dienten und
ein Verhiltnis von Formamid zu EDTA/DB von fiinf zu eins aufwiesen, schlof3 sich ein
Erhitzen auf 95°C fiir eine Zeit von 5 min zur Denaturierung an. AnschlieBend verblieben die
Proben zur Abkiihlung auf Eis. 0,7 pl der DNS-Proben wurden anschlieBend mit einer Pipette
auf das vorbereitete Gel im DNS-Sequenzer gegeben. Bei dem zwischen zwei ca. 25 x 40 cm
groflen Glasplatten gegossenen Gel entstand ein ca. 0,4 mm dickes Polyacrylamidgel. Das
Ansetzen der Gellosung beinhaltete das Losen von Harnstoff (nicht {iber 50°C erwérmen) in
einem Ansatz von 30%-iger Acrylamid-Losung (Acrylamid: Bisacrylamid in einem
Verhiltnis von 29:1), TBE-Puffer (10%) sowie H>O und das darauf folgende Filtrieren und
Entgasen durch einen 0,2 um Filter. Es folgte das Uberfiihren in ein 150 ml Becherglas sowie
ein Vermischen mit 15 pl Temed und 350 pl 10%-iger APS-Losung zur sofortigen

Polymerisation des Gels. Darauf folgte das Gielen zwischen die vorbereiteten Glasplatten
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und das Finsetzen eines Kunststoftkammes zur Bildung der Probenschlitze. Die
Polymerisation des Gels erstreckte sich iiber 1-1,5 Stunden in horizontaler Lage, bis das
fertige Gel in den Sequenzer gestellt werden konnte. Nach dem Einfiillen der 10%-igen TBE-
Pufferlosung in die Pufferkammern begann die Elektrophorese. Nach deren Beendigung
erfolgte die Detektion mit Hilfe eines Argonionenlasers. Mehrere drehbare Spiegel richteten
den Laserstrahl auf das Elektrophoresegel, spezifische Linsen fokussierten den Strahl. Ein
Spiegel richtete den Laserstrahl mit einem 95° Winkel auf das Gel. Mehrere spezifische
Linsen sammelten die vorhandene Fluoreszenzanregung der Didesoxynukleotide und leiteten
diese nach Filterung und nochmaliger Fokussierung zu einem Spektrographen. Dieser trennte
das Licht nach der Wellenldnge und leitete es zu einer Charge Coupled Device (CCD)
Camera, welche die Lichtintensitét untersuchte. Die Software des angeschlossenen Computers
enthielt die Informationen {iber die verwendeten Dye-Terminatoren und ihre
Emissionsmaxima, wandelte hierdurch das Lichtsignal in ein digitales Signal um und
verarbeitete es. Durch unterschiedliche Absorptionsmaxima der Fluoreszenzfarbstoffe
erschienen die vier Basen nach der graphischen Verarbeitung als griine, blaue, rote und
schwarze Wellenlinien, aus denen die Sequenz der untersuchten DNS abzulesen war.

Didesoxy A erschien griin, Didesoxy C blau, Didesoxy G schwarz und Didesoxy T rot.

2.6.12 MHK-Bestimmung

Die MHK eines Bakteriums gab die Konzentration eines Antibiotikums an, die minimal nétig
war, um das Bakterium in seinem Wachstum zu hemmen. Jeder einzelne Bakterienstamm
besa} einen fiir ihn spezifischen MHK-Wert. Die Messung der MHK-Werte erfolgte nach
dem Mikrotiterverfahren und wurde in Zweierpotenzschritten in mg/l bestimmt. Eine
Ubernachtkultur des zu testenden Bakterienstammes, entnommen von einer frisch
bewachsenen Agarplatte, in Miiller-Hinton-Medium bei 37°C fithrte zu einer dicht
bewachsenen Bakteriensuspension. Nach der Bestimmung der optischen Dichte dieser Kultur
bei 535 nm schloB sich eine Verdiinnung der Suspension auf eine optische Dichte von 0,1 an
und schlieBlich eine erneute Verdiinnung mit doppeltkonzentriertem Miiller-Hinton-Medium,
um die Zelldichte zu verringern. Parallel erfolgte das Anlegen einer Antibiotika-
Stammlosung, die das Vierfache der maximal zu testenden Antibiotikakonzentration enthielt.
Zunichst erfolgte ein Einfiillen von 100 ul destilliertem und sterilisiertem Wasser in alle
Locher der 96-Loch-Mikrotiterplatten (8x12  Locher). Die sich  anschlieBende

Antibiotikaverdiinnungsreihe wurde erstellt, indem in das Loch der obersten 12er-Reihe 100
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pl der Antibiotikaldsung gegeben wurden (Verdiinnung 1:2). Das anschlieende Mischen und
Entnehmen von 100 pl aus diesem Loch und das Einfiillen in das ndchst tiefere Loch
gewihrleisteten eine 1:2-Verdiinnung der hochsten Testkonzentration. Eine Wiederholung
dieses Vorgangs fand so lange statt, bis die niedrigste zu testende Antibiotikakonzentration
erreicht war. Nach Beendigung aller Antibiotikaverdiinnungsreihen (fiir jedes Antibiotikum
eine Verdiinnungsreihe) erfolgte die Beimpfung mit der Bakteriensuspension, indem ein
Hinzugeben von 100 pl in jedes Loch durchgefiihrt wurde (nochmalige 1:2 Verdiinnung). Pro
Ansatz betrug die Anzahl der Bakterien ca. 1-3 x 10" Keime/ml. Zur Qualititskontrolle
gehorten das Mitfithren eines Blindwertes (ohne Antibiotikum) fiir jeden Stamm und jedes
Antibiotikum sowie das Mitfiihren eines Referenzstammes pro Antibiotikum mit bekanntem
MHK-Wert. Die Inkubation betrug 24 Std. bei 37°C. Anschliefend wurden die optischen
Dichten der einzelnen Ansitze in einem Spezialphotometer fiir Mikrotiterplatten bei 620 nm
gemessen, um das Wachstum der Bakterien bei den  unterschiedlichen
Antibiotikakonzentrationen beurteilen zu konnen. Eine Bestimmung des MHK-Wertes gelang
nun, indem von der niedrigsten Konzentration ausgehend eine Ermittlung derjenigen

Konzentration erfolgte, bei der kein Bakterienwachstum mehr vorhanden war.
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3 Ergebnisse

3.1. Makrolide

In der vorliegenden Studie konnte mittels PCR [23, 37] bei europédischen Isolaten in 73% der
untersuchten Erythromycin-resistenten Stamme (157/215) das ermB Gen nachgewiesen
werden, wihrend die restlichen 27% (58/215) das mefE Gen trugen. Alle Isolate, die ermB
enthielten, zeigten den MLSg-Phdnotyp, wihrend die anderen Isolate nur eine Resistenz
gegeniiber Makroliden ausprigten. Einen Uberblick hierzu liefert Tabelle 8, aus welcher
sowohl die Ergebnisse der Optochin- und der Sensibilidtstestung der Isolate gebeniiber
Erythromycin und Clindamycin (mittels Testbldttchen) als auch die Ergebnisse des PCR-
Screenings auf ermB bzw. mefE abgelesen werden konnen (Abbildung 4 im Bildanhang).
Auffallig ist nicht nur das héufigere Vorkommen von ermB, sondern auch die Tatsache, daf3
kein Isolat beide Resistenzgene gleichzeitig, also ermB und mefE, aufweist. Da bei einigen
Isolaten trotz des Erythromycin-resistenten und Clindamycin-sensiblen Testbldttchens keines
der beiden Gene ermB oder mefE gefunden werden konnte, erweiterten wir unsere
Untersuchung, um zu testen, wie viele der Isolate zusitzlich zu oder ohne ermB und mefE,
Mutationen oder Verdnderungen in der 23SrRNA und/oder den ribosomalen Proteinen L4 und
L22 zeigten. Als Beispiel seien an dieser Stelle zwei Isolate mit der AN (=Arbeitsnummer)
121 und 377 aus Tabelle 8 erwihnt, bei denen wir weder ermB noch mefE, aber auch keine
dieser Mutationen bzw. Alterationen auf Proteinebene entdecken konnten. Bei einigen
Keimen (AN 5, 16, 208, 226, 231, 247, 277, 355) konnten wir anstelle von mefE ermB finden.
Aber auch hier waren keine weiteren Mutationen auf ribosomaler Ebene ausgepragt.

Die Pneumokokken wurden geméf ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Penicillin in Penicillin-
empfindliche/-sensible (PenS), Penicillin-intermedidr-empfindliche (Penl) und Penicillin-
resistente (PenR) S. pneumoniae eingeteilt. Nach erfolgtem PCR-Screening ergaben sich zwei
Gruppen von S. pneumoniae: Isolate mit Erythromycin-resistenter-/Clindamycin-sensibler-
Aktivitdit und Erythromycin-/Clindamycin-resistenter-Aktivitit. Innerhalb der Sentry-Studie
wurden die MHK-Werte der gesammelten Isolate gegeniiber 30 Antibiotika getestet und
durch unsere MHK-Untersuchung fiir Faropenem und Telithromycin erginzt. Innerhalb dieser
beiden Gruppen (EryR/ClinS; EryR/ClinR) wurde die MHK-Verteilung (Range) und der
MHK5sp- und MHKg,-Wert fiir jedes Antibiotikum ermittelt. Der ,,Range® entsprach dem
jeweiligen Maximum bzw. Minimum der gemessenen MHK. Die MHK sy bzw. MHKy, geben

die MHK an, die von mindestens 50 bzw. 90 Prozent der Isolate gerade erreicht oder
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unterschritten wird. Somit haben maximal 10% der Isolate eine MHK iiber der MHKy, und

maximal 50% eine MHK tiber der MHK5.

Die MHKjs90-Verteilung kann man nachfolgend der Tabelle 9 entnehmen:

Tabelle 9:
Ery R, Clin S Ery R, Clin R
MIC50/90 %S | Anzahl Range MIC50/90 %S | Anzahl Range
Penicillin 0,06/1 53,7 82 <=0,03-2 0,25/2 30,7 166 <=0,03->4
Amoxycillin <=0,06/2 76,8 82 <=0,06-4 0,25/2 57,8 166 <=0,06->8
Amox/Clavu <=0,25/2 79,3 82 <=0,25-4 <=0,25/2 59,6 166 <=0,25->8
Ciprofloxacin 1,02 - 82 0,12->2 1,072 - 166 0,12->2
Levofloxacin 1,0/1,0 100 82 <=0,5-2 1,0/1,0 100 166 <=0,5-2
Sparfloxacin 0,25/0,5 100 35 <=0,12-0,5 0,25/0,5 96 50 <=0,12-1
Gatifloxacin 0,25/0,5 - 82 0,06-1 0,25/0,5 - 166 0,06-0,5
Trovafloxacin 0,12/0,25 100 82 <=0,03-0,5 0,12/0,25 100 166 <=0,03-0,5
Grepafloxacin 0,25/0,5 97,9 47 <=0,12-1 <=0,12/0,25 100 116 <=0,12-0,5
Azithromycin 2/>16 28 82 <=0,12->16 >16/>16 0 166 1->16
Clarithromycin 1/>32 23,2 82 <=0,25->32 >32/>32 1,2 166 <=0,25->32
Tetracycline 8/>16 42,7 82 <=2->16 >16/>16 17,5 166 <=2->16
Trimetho/Sulfam <=0,25/4 68,3 82 <=0,25-8 1,0/4 458 166 <=0,25->8
Rifampin <=l/<=1 100 35 <=1 <=1/<=1 100 50 <=1
Chloramphenicol <=2/8 89 82 <=2-16 <=2/16 72,9 166 <=2->16
orale Cephalosporine
Cefaclor 0,5/32 - 35 <=0,25->32 16/>32 - 50 <=0,25->32
Cefadroxil 2/>8 - 82 <=1->8 4/>8 - 166 <=1->8
neue
Cefixime 0,25/>4 - 35 <=0,03->4 >4/>4 - 49 012->4
Cefpodoxime 0,06/2 - 82 <=0,03-4 0,25/2 - 166 <=0,03->4
Cefprozil 0,5/8 - 82 <=0,12->16 1,0/16 - 166 <=0,12->16
1.Generation
2. Generation
Cefuroxime 0,25/4 70,7 82 <=0,06-8 1,0/8 47,6 166 <=0,06-8
3. Generation
Cefotaxime 0,06/1 87,8 82 <=0,008-2 0,12/1 69,9 166 <=0,008-2
Ceftazidime 1,0/8 - 47 <=0,25-16 2,0/16 - 116 <=0,25->16
4. Generation
Cefepime <=0,06/1 82,9 82 <=0,06-8 0,25/1 65,1 166 <=0,06-4
Ceftibuten >4/>4 - 47 0,5->4 >4/>4 - 116 1->4
Loracarbef 2/>32 - 47 <=0,25->32 2/>32 - 116 <=0,25->32
Quinupr/Dalfopr 0,5/1 - 82 0,12-2 0,5/1 - 166 0,25->8
Vancomycin 0,5/0,5 98,8 82 <=0,12-2 0,5/0,5 100 166 <=0,12-1
Faropenem 0,0156/0,125 - 40 <=0,0039-0,5 0,0625/0,25 - 109 <=0,0039-0,5
Telithromycin 0,0625/0,125 - 39 <=0,0019->2 0,0313/>2 - 107 <=0,0019->2
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Wie aus Tabelle 9 ersichtlich wird, waren alle Antibiotika hoch aktiv. Im Vergleich muss den
Cephalosporinen der 1.Generation (Cefadroxil und Cefaclor) mit einem MHKgy von 32 bzw.
8ug/ml eine geringere Aktivitdt bescheinigt werden. Ebenso verhilt es sich mit den beiden
getesteten Makroliden Azithromycin und Clarithromycin, die einen MHKyy von 16 bzw. 32
pg/ml haben. Die MHK-Verteilung (Tabelle 3) ergibt, dal etwa 20% der Pneumokokken
Makrolid-resistent sind. Die hochste Aktivitit zeigen Faropenem und Telithromycin (jeweils
MHKy 0,125pg/ml), gefolgt von Trovafloxacin (MHKyy 0,25pg/ml) und Gatifloxacin
(MHKgy 0,5ug/ml).

3.2 Tetrazykline

Die in die Sentry-Studie eingeschleusten 240 Tetrazyklin-resistenten Isolate wurden ebenso
wie die Makrolide auf ihre MHK-Werte gegeniiber 30 Antibiotika getestet. Der Datensatz
wurde durch unsere MHK-Untersuchung mit Faropenem und Telithromycin ergénzt (Tabelle
3). Die Keime wurden zuvor als Optochin-sensibele Pneumokokken (Testbléttchen)
identifiziert und anschlieBend in Doxycyclin-sensible, Doxycyclin-intermedidre und
Doxycyclin-resistente Isolate eingeteilt. Fiir das weitere Screening auf tetM bzw. tetO wurden
alle Isolate mit einer MHK =2=4ug/ml in unsere Untersuchung eingeschleust. In den
untersuchten 240 Tetrazyklin-resistenten Isolaten konnten wir mittels PCR nur tetM, nicht
jedoch tetO detektieren (Abbildung 5 im Bildanhang).

Die MHKjsg90-Bestimmung zeigt Tabelle 10: Die hochste Aktivitdit gegen Tetrazyklin-
resistente Pneumokokken zeigen Faropenem, Trovafloxacin und Grepafloxacin (je MHKgy,
0,25ug/ml), ebenso Telithromycin und Vancomycin (je MHKgqy 0,5pg/ml), gefolgt von
Cefotaxim und Cefepim (je MHKgy 1,0pg/ml). Die Makrolide Azithromycin, Clarithromycin
und Erythromycin schneiden mit MHKg von >16 bzw. >32ug/ml weniger aktiv ab.

Tabelle 10:

tet R
MIC50/90 %S | Anzahl Range
Penicillin 0,12/2 48,6 | 290 <=0,03-4
Amoxycillin <=0,06/2 71 290 <=0,06->8
Amox/Clavu <=0,25/2 72,1 290 <=0,25->8
Ciprofloxacin 1,0/2 - 290 0,12->2
Levofloxacin 1,0/1 99,3 290 <=0,5-4
Sparfloxacin 0,25/0,5 97,5 119 <=0,12-1
Gatifloxacin 0,25/0,5 - 290 0,06-2
Trovafloxacin <=0,12/0,25 100 290 <=0,03-1
Grepafloxacin 0,12/0,25 100 171 <=0,12-1
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Erythromycin 2/>32 36,6 | 290 <=0,25->32
Clindamycin 0,25/>8 51,7 290 <=0,06->8
Azithromycin 8/>16 40,7 | 290 <=0,12->16
Clarithromycin 2/>32 41 290 <=0,25->32
Trimeth/Sulfam 0,5/4 54,1 | 290 <=0,25->8
Rifampin <=l/<=1 100 119 <=1
Chloramphen. <=2/16 74,1 290 <=2->16
orale Cephalosporine
Cefaclor 1/>32 - 119 <=0,25->32
Cefadroxil 4/>8 - 290 <=1->8
neue
Cefixime 1/>4 - 118 <=0,03->4
Cefpodoxime 0,06/2 - 290 <=0,03->4
Cefprozil 0,5/16 - 290 <=0,12->16

1.Generation

2. Generation

Cefuroxime 0,25/4 61,7 | 290 <=0,06-8
3. Generation
Cefotaxime 0,06/1 79,7 | 290 <=0,008-2
Ceftazidime 1,0/16 - 171 <=0,25-32
4. Generation
Cefepime 0,12/1 75,9 | 290 <=0,06-8
Ceftibuten >4/>4 - 171 0,5->4
Loracarbef 2/>32 - 171 <=0,25->32
Quinupr/Dalfopr 0,5/1 - 290 <=0,06-2
Vancomycin 0,5/0,5 99,7 290 <=0,12-2
Faropenem 0,0156/0,25 - 170 <=0,0039-0,5
Telithromycin 0,0156/0,5 - 169 <=0,0019->2

3.3 Chinolone

Wenn man den von Chen [75] festgelegten Wert von >4pg/ml fiir Ciprofloxacin zugrundelegt,
zeigen bei MHK-Bestimmung 1,8% (21/1191) eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber
Ciprofloxacin. Tabelle 3 zeigt die Verteilung der MHK-Werte.

In der vorliegenden Studie wurden die vier Isolate mit einem Levofloxacin MHK-Wert von
Iug bis >4pg/ml mittels PCR amplifiziert und sequenziert und die klassischen Alterationen an
den ,.hot spots* gefunden, ndmlich Ser81Phe oder Tyr in gyrA und Ser79Phe und Asp83Asn
in parC (Tabelle 11 und Abbildung 6 im Bildanhang).
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Tabelle 11:

Isolat Gen MHK Mutation Aminosiure
25P13B152 gyrA 2pg/ml 224C->T 75Tyr—Tyr
78P13B132 gyrA | >4pg/ml 224C—T 15Tyr—Tyr
115P13B138 gyrA 2ug/ml 224C—T 75Tyr—Tyr
250P06B158 gyrA 1ug/ml 224C—T 15Tyr—Tyr
25P13B152 parC 2ug/ml 236C— T 79Ser— Phe
78P13B132 parC | >4pg/ml 247G— A 88Asp— Asn

384C— T Stille Mutation
411G—T Lys —Asn
115P13B138 parC | 2ug/ml 236C— T 79Ser— Phe
250P06B158 parC 1pg/ml 236C— T 79Ser— Phe

Untenstehende Tabelle 12 liefert die MHKs090-Werte und die Maxima bzw. Minima der
einzelnen MHK-Werte fiir Ciprofloxacin (=Cip)-resistente S.pneumoniae mit MHK =2pg/ml

fiir insgesamt 30 Antibiotika.

Tabelle 12:

Cip >2pg/ml
MIC50/90 %S | Anzahl Range
Penicillin <=0,03/2 56,3 16 <=0,03-2
Amoxycillin <=0,06/2 81,3 16 <=0,06-8
Amox/Clavu 0,25/2 81,3 16 <=0,06-4
Levofloxacin 2,0/4 87,5 16 1->4
Sparfloxacin 0,5/1 80 5 0,25-1
Gatifloxacin 0,5/1 - 16 0,25->4
Trovafloxacin 0,25/0,5 93,8 16 0,06-4
Grepafloxacin 0,5/1 63,6 11 <=0,12->1
Erythromycin 1/>32 43,8 16 <=0,25->32
Clindamycin <=0,06/>8 62,5 16 <=0,06->8
Azithromycin 1/>16 438 16 <=0,12->16
Clarithromycin 1/>32 37,5 16 <=0,25->32
Tetracycline <=2/>16 56,3 16 <=2->16
Trimeth/Sulfam 2,0/4 438 16 <=0,25-4
Rifampin <=l/<=1 100 5 <=1
Chloramphenicol 2,0/8 87,5 16 2,0-16
orale Cephalosporine
Cefaclor 8,0/32 - 5 <=0,25-32
Cefadroxil 4/>8 - 16 <=1->8
neue
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Cefixime >4/>4 - 5 0,25->4
Cefpodoxime 0,06/2 - 16 <=0,03-2
Cefprozil 0,5/16 - 16 <=0,12-16
1.Generation
2. Generation
Cefuroxime 0,25/4 62,5 16 <=0,06-4
3. Generation
Cefotaxime 0,06/1 87,5 16 <=0,008-1
Ceftazidime 1,0/8 - 11 <=0,25-16
4. Generation
Cefepime 0,12/1 81,3 16 <=0,06-1
Ceftibuten >4/>4 - 11 1->4
Loracarbef 1,0/32 - 11 0,5->32
Quinupr/Dalfopr 0,5/1 - 16 0,12-2
Vancomycin 0,5/1 100 16 0,25-1
Faropenem 0,0078/0,0625 - 5 <=0,0039-0,0625
Telithromycin <=0,0019/0,0313 - 5 <=0,0019-0,0313

Faropenem und Telithromycin zeigen mit ihren MHKgo-Werten (0,0625/0,0313pg/ml) eine
hohe Aktivitdt gegeniiber Ciprofloxacin-resistente Pneumokokken. Nicht dagegen die
Makrolide Erythromycin, Azithromycin, Clindamycin und Clarithromycin, bei denen die
MHKy,-Werte von >8ug bis >32ug variieren. Den oralen Cephalosporinen Cefaclor und
Cefadroxil muB3 ebenfalls eine geringe Aktivitit mit MHKyy von 32ug bis >8ug attestiert

werden.

34 Trimethoprim/Sulfamethoxazol

In der vorliegenden Studie zeigte die MHK-Bestimmung, da3 12,4% der Isolate resistent
gegen Cotrimoxazol waren. Die Verteilung der MHK-Werte ist in Tabelle 3 dargestellt. Zur
Kldrung der Resistenzmechanismen haben wir 50 Isolate willkiirlich ausgewéhlt, die sowohl
gegeniiber Trimethoprim als auch gegeniiber Sulfamethoxazol resistent waren. Das DHFR
Gen wurde mittels PCR amplifiziert und sequenziert (Abbildung 7), und wie erwartet liel sich
bei allen getesteten Isolaten eine Ile100Leu Alteration beobachten (Tabelle 13C). Ein weiteres
PCR-Screening sollte die Ursachen der Resistenz untersuchen. In unserer Studie besa3en alle
50 Isolate eine Baseninsertion GAA kombiniert mit AGC oder AGT alleine zwischen Codon
61 und 62, AGT kombiniert mit AGC als auch AAC oder AGT alleine zwischen Codon 62
und 63, und AGC kombiniert mit TAT zwischen Codon 63 und 64. Wihrend der Rest der

Insertionen schon als Duplikationen beschrieben wurden, die zur Wiederholung von ein oder
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zwel Aminosduren in der Codonstruktur fithren, sind die beobachteten AAC und GAA
Insertionen hier zum ersten mal beschrieben worden und kénnen den Tabellen 13 A und B
entnommen werden. Diese stellen keine Duplikationen von schon existierenden Sequenzen in
der SulA Region dar.

Die in der Literatur beschriebene Kreuzresistenz von Penicillin und Cotrimoxazol spiegelt
sich in den MHKso/90-Werten fiir Cotrimoxazol-resistente Pneumokokken wider (Tabelle 14):
Amoxicillin und Amoxicillin/Clavulansdure mit MHKyy 4pg/ml und Penicillin mit MHKg,

2pg/ml.

Tabelle 14:
MHKG50/90 Auswertung fiir Sulfamethoxazol (=SXT)-resistente Pneumokokken

SXT R
MIC50/90 %S | Anzahl Range
Penicillin 0,5/2 30,3 228 <=0,03->4
Amoxycillin 0,5/4 53,1 228 <=0,06->8
Amox/clavunalate 0,5/4 53,5 228 <=0,25->8
Ciprofloxacin 1.0/2 - 228 0,06->2
Levofloxacin 1.0/1 100 228 <=0,5-2
Sparfloxacin 0,25/0,5 96,8 94 <=0,12-1
Gatifloxacin 0,25/0,5 - 228 0,06-1
Trovafloxacin 0,12/0,5 100 228 <=0,03-0,5
Grepafloxacin <=0,12/0,25 99,3 134 <=0,12-1
Erythromycin 0,5/32 49,1 228 <=0,25->32
Clindamycin <=0,06/>8 59,6 228 <=0,06->8
Azithromycin 0,5/>16 52,6 228 <=0,12/>16
Clarithromycin <=0,25/>32 52,6 228 <=0,25->32
Tetracycline 16/>16 41,7 228 <=2->16
Rifampin <=l/<=1 100 94 <=1
Chloramphenicol <=2/16 65,8 228 <=2->16
orale Cephalosporine
Cefaclor 16/>32 - 94 <=0,25->32
Cefadroxil >8/>8 - 228 <=1->8
neue
Cefixime >4/>4 - 94 <=0,03->4
Cefpodoxime 1,0/2 - 228 <=0,03->4
Cefprozil 4,0/16 - 228 <=0,12->16
1.Generation
2. Generation
Cefuroxime 2,0/8 38,6 228 <=0,06->8
3. Generation
Cefotaxime 0,25/1 68,9 228 <=0,008-4
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Ceftazidime 4,0/16 - 134 <=0,25-32
4. Generation
Cefepime 0,5/2 61 228 <=0,06-8
Ceftibuten >4/>4 - 134 1->4
Loracarbef 32/>32 - 134 <=0,25->32
Quinupr/Dalfopr 0,5/1 - 228 0,12->8 (2)
Vancomycin 0,5/0,5 99,6 228 <=0,12-2
Faropenem 0,125/0,25 - 154 <=0,0039-0,5
Telithromycin 0,0156/0,125 - 152 <=0,0019->2

35 p-Laktame

Die Resistenz gegen B-Laktamantibiotika wird bei S. pneumoniae durch verdnderte Penicillin-
Binde-Proteine (PBP) verursacht. Aus der Klasse der [-Laktamantibiotika wurden
stellvertretend  fir die  Penicilline die MHK-Werte gegeniiber Amoxicillin,
Amoxicillin/Clavulansdure und Penicillin G ermittelt. Vertreter der Cephalosporine waren
Cefadroxil, Cefaclor, Ceftibuten, Ceprozil, Cefuroxim, Cefixim, Cefotaxim, Cefpodoxim,
Ceftazidime, Cefepim und Loracarbef. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die Verteilung der
MHK-Werte fiir die verschiedenen PB-Laktamantibiotika. 72,9% der Isolate waren Penicillin
empfindlich, 19,9% waren intermedidr resistent und 7,2% zeigten eine Penicillinresistenz.
Dabei waren 5% der Blutkulturisolate resistent, wihrend 7% der Isolate von ambulant
erworbenen Pneumonien und 11% der Isolate aus nosokomialen Pneumonien eine Resistenz
gegen Penicillin zeigten.

Obwohl Amoxicillin und Amoxicillin/Clavulansdure die gleiche oder eine halb so grofle
Aktivitét, relativ zum Gewicht, gegen Pneumokokken zeigen, wie Penicillin G, sind die
Resistenzraten weitaus niedriger. Dies ist aber eine Folge der verschiedenen MHK-
Grenzwerte. Die Aktivititen der Cephalosporine variierten je nach Hoéhe der
Penicillinresistenz. Insgesamt zeigte Cefotaxim die hochste in-vitro Aktivitdt, es folgten
Cefepim, Cefpodoxim, Cefuroxim, Cefprozil und Cefixim, Cefaclor und mit der geringsten
Aktivitit Cefadroxil. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die Verteilung der MHK-Werte fiir
die verschiedenen B-Laktamantibiotika.

Es gab ein auffilliges Verhiltnis zwischen Penicillinresistenz und Erythromycinresistenz

(19% aller Isolate), gegeniiber Penicillin- und Clindamycinresistenz (14%) und gegeniiber
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Penicillin- und Tetrazyklinresistenz (23%). Nur ein einziges Isolat zeigte eine

Levofloxacinresistenz (Tabelle 4).
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4 Diskussion

Streptococcus pneumoniae ist ein weit verbreiteter Krankheitserreger. Aufgrund der
zunehmenden Resistenz gegeniiber Penicillin G sowie gegeniiber anderen Antibiotika ist
neben dem rationalen Einsatz der Antibiotika auch die Entwicklung neuer Substanzen gefragt.
Zusétzlich zum vermehrten Auftreten einer [-Laktamantibiotika-Resistenz werden
zunehmend Isolate mit einer Resistenz gegeniiber Makroliden, Tetrazyklinen, Timethoprim-
Sulfamethoxazol und Chinolonen beobachtet. Die besorgniserregende Zunahme der (Multi-
)Resistenz wurde in zahlreichen Studien belegt [97, 98]. In der vorliegenden Studie wurde die
Empfindlichkeit von 1191 klinischen S. pneumoniae-Isolaten gegeniiber 32 Antibiotika
getestet. Die Erythromycin-, Tetrazyklin-, Chinolon- und Sulfamethoxazol-resistenten
Stimme wurden weiter auf Phidnotyp und genetische Marker untersucht. Die 1191 Isolate
stammten aus 24 ecuropdischen Univeritdtskliniken, die im Rahmen des SENTRY-
Uberwachungsprogramms gesammelt wurden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue und
bekannte Resistenzmechanismen zu finden und anhand der gewonnenen Ergebnisse,
Definitionen auf Basis genetischer Untersuchungen abzuleiten.

Keime mit Problemresistenzen sind bereits seit einiger Zeit bekannt. Im Jahre 1940
beschrieben Abraham und Chain ein penizillinhydrolysierendes Enzym bei E. coli [99, 100],
1944 entdeckte Kirby eine dhnliche Penicillinase bei Staphylococcus aureus [101]. Hinzu
kamen einige Jahre spater multiresistente Krankheitserreger, welche die therapeutische Wahl
bei der Behandlung noch stirker einengten. Seit den 70er Jahren wird das Auftreten
Penicillin-resistenter Pneumokokken beobachtet. Von einer Penicillin-Resistenz bei
Pneumokokken wurde dann erstmals 1965 von Kislak et al. in Boston berichtet und dann
zwischen 1974 und 1984 weltweit beschrieben [102]. Zu den in neuster Zeit erkannten
Problemkeimen gehdren penizillinresistente Pneumokokken, welche zuerst 1967 in Australien
entdeckt und in einer multiresistenten Form 1977 in Siidafrika bei Minenarbeitern gefunden
wurden [103]. Bei diesen Pneumokokken handelte es sich erstmals um multiresistente
Stimme, die gegen drei oder mehr Antibiotikaklassen resistent waren. Schon Ende der 80er
Jahre wurde die Penicillin-Resistenz von Pneumokokken ein Problem von internationaler
Bedeutung.

Uberwachungsprogramme der WHO (World health Organization) und der IFAR
(International Forum for Antibiotic Resistance) haben zu der Resistenzproblematik Stellung
genommen und ein ,,Strategiepapier (WHO), welches im September 2001 verdffentlicht

wurde, und ein ,,Global White Paper” (IFAR) formuliert. Das ,,Strategiepapier* beinhaltet
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einen Katalog fiir Interventionsmafnahmen, das ,,Global White Paper enthilt Strategien zur
internationalen Aktion gegeniiber Antibiotikaresistenz bei Erregern der
Atemwegsinfektionen. Vor allem in Ungarn, Frankreich und Spanien besteht eine sehr hohe
Antibiotikaresistenz [104, 105]. In Deutschland sind aktuellen Studien zufolge 28 Prozent der
Pneumokokken Makrolidresistent. Tendenz steigend [106, 107]. Ahnliche Ergebnisse zeigten
sich auch innerhalb unserer Studie, in der 19,4% der Isolate als Erythromycin-resistent und
14,3% als Clarithromycin-resistent getestet wurden. Die Situation der Penicillin-Resistenz bei
invasiven Pneumokokken-Erkrankungen ist in Deutschland laut aktueller Studien mit 5 bis 10
Prozent noch recht giinstig [107]. Diese Zahlen decken sich in etwa mit denen unserer
Untersuchung, bei der wir 72,9% der Isolate Penicillin-empfindlich, 19,9% Penicillin-
intermediér und 7,2% Penicillin-resistent testeten (Tabelle 3). Betrachtet man allerdings die
zeitliche Komponente der Resistenzentwicklung, so war in den letzten Jahren eine deutliche
Zunahme der Penicillinresistenz zu verzeichnen [107]. Diesen Sachverhalt belegen Mason et
al. in ihrer Arbeit, in der sie neben der Untersuchung von 4489 Isolaten zusétzlich zur
zeitlichen Komponente auch auf geographische Unterschiede der Resistenzlage hinweisen.
Hiernach hat sich sowohl die Anzahl der Penicillin-intermedidren als auch die Anzahl der
Penicillin-resistenten Isolate von 1992 (I=15%, R=7%) bis 1997 (1=23,6%, R= 12,9%) fast
verdoppelt [108]. Die aktulle PROTEKT (Prospective Resistant Organism Tracking and
Epidemiology of the Ketolide Telithromycin) Studie stellte im Jahr 2002 in Frankfurt ihre
Ergebnisse vor und sprach von einer ,,Aufriistung der Pneumokokken in Europa®. Europaweit
soll die Penicillinresistenz der Pneumokokken die 20-Prozent-Marke tiiberschritten haben,
wohingegen die Makrolidresistenz bei liber 25 Prozent liegt. Die zeitliche Brisanz der
Penicillin-Resistenzentwicklung — wie sie oben von Mason bereits zitiert wurde — ist auch
Inhalt dieser PROTEKT-Studie [107]. Bestitigt werden hier auch die dramatischen Zahlen der
Resistenzen aus Frankreich (46%) und Spanien (42%). In Deutschland sei die
Makrolidresistenz besorgniserregender (28%) als die Penicillinresistenz (7%).

Die Weltgesundheitsorganisation WHO hatte im September 2001 vor der weltweiten
Zunahme der Antibiotika-Resistenz gewarnt. Pneumokokken seien der weltweit bedeutendste
bakterielle Krankheitserreger. Insgesamt kommt es zu etwa 12.000 Todesfillen in
Deutschland. Altere Menschen sind besonders gefiihrdet, da 90 Prozent der Opfer ilter als 60
Jahre sind. Weltweit werden immer mehr Bakterienstimme gegen Antibiotika resistent. Einer
neuen Studie zufolge (Alexander-Projekt) gilt dies vor allem fiir Pneumokokken, die
wichtigsten Erreger der Lungenentziindung. Bedenklich &dufBerten sich die Teilnehmer dieser

Studie iiber die Resistenzlage der Pneumokokken insbesondere in Japan, Hongkong,

49



Diskussion

Singapur, Stidafrika, Mexiko und den USA, wo teilweise 70 Prozent der Pneumokokken
gegen Penicillin resistent seien [109]. Ebenso bedenklich sei die Lage in Spanien und
Frankreich mit 45% resistenten Pneumokokken [110]. Positiver scheinen auch hier laut
Alexander-Projekt die Zahlen fiir Deutschland zu sein, wo lediglich 7 bis 8% der
Pneumokokken resistent zu sein scheinen. Gesammelt wurden die Daten im Jahre 2000. Die
Testung der Isolate, die aus 23 verschiedenen Léandern stammten, erfolgte gegeniiber 25
Antibiotika (Alexander der Grof3e, der an einem fieberhaften Infekt gestorben sein soll, gab
dem Projekt seinen Namen). Betrachtet man die unterschiedlichen Daten der Resistenzen
(USA 70%, Frankreich und Spanien 45%, Deutschland 8%), so scheint es deutliche regionale
Unterschiede zu geben. Ziel wunserer Studie war es, die Genetik und die
Resistenzmechanismen bei Pneumokokken mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber
Makroliden und Tetrazyklinen zu untersuchen und Definitionen fiir das Resistenzverhalten zu
finden. Was sind die Griinde der Resistenzentwicklung? Die Resistenzentwicklung wird durch
zweil Hauptkomponenten bestimmt. Dem genetischen Potential zur Resistenzentwicklung und
dem Selektionsdruck durch therapeutischen Antibiotikaeinsatz. Gut belegt ist die
Resistenzentwicklung infolge des Selektionsdruckes wie z.B. die Makrolidresistenz im
Zusammenhang mit der Makrolidtherapie der Acne [111]. Bestétigt wird diese Theorie durch
das Fehlen der Resistenz gegeniiber Chinolonen bei MRSA aus Polen, wo Fluorchinolone
nicht zugelassen waren [112]. Allerdings finden sich auch Beispiele fiir einen Riickgang der
Resistenz-Inzidenz. In Finnland stieg die Erythromycinresistenz bei S. pyogenes mit der
zunehmenden ambulanten Verschreibung von Erythromycin im Jahre 1990 zunichst auf 13%
an, ehe die Resistenzhdufigkeit durch einen zuriickhaltendem Einsatz diese Antibiotikums
wieder zuriick ging [113].

Der grundsitzliche Trend der Multiresistenz scheint sich auch in der Schweiz abzuzeichnen.
Eine fiir die ganze Schweiz reprisentative Untersuchung von nasopharyngealen
Pneumokokkenisolaten von Kindern mit akuter Otitis media oder Pneumonie in der
ambulanten Praxis iiber den Zeitraum von zwei Jahren (1998 und 1999) zeigt, daB3 sich die
Resistenzlage in der Schweiz rasch und drastisch verdndert. Im Moment sind hauptsédchlich
die Westschweiz und vor allem Kinder unter zwei Jahren betroffen. Etwa 20% der
Pneumokokkenisolate sind gegen Penicillin vermindert empfindlich (iibrige Regionen noch
unter 10%), bei Kindern unter zwei Jahren fast ein Drittel [114].

In einer prospektiven Kohortenstudie in der australischen Hauptstadt Canberra fand man
heraus, dal mit jedem =zusdtzlichen Tag einer Antibiotikagabe das Risiko einer

Resistenzentwicklung fiir Pneumokokken um 4% anstieg. Die Autoren schlieBen aus diesen
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Ergebnissen, daB3 die Neigung zur Ausbreitung resistenter Pneumokokken sinken konnte,
wenn weniger Antibiotika verordnet wiirden [115]. Auch die PROTEKT-Studie verlangt nach
einem restriktiven Antibiotikaeinsatz und die Entwicklung neuer Substanzen, da die derzeitige
Behandlung gegen resistente Keime nicht effektiv sei [107].

In einer weiteren Studie aus Osterreich wurden — beginnend im Jahre 1994 — Linzer
Pneumokokken-Stimme auf ihre genetischen Determinanten ihrer Resistenz und ihren
Phénotyp hin untersucht. In diese Studie wurden weitere Ergebnisse aus Untersuchungen von
1999 und 2000 aus verschiedenen Regionen Osterreichs eingeflochten. Die Privalenz der
Penicillin-, Erythromycin- und Tetrazyklin-Resistenz betrug fiir Linz 3 bzw. 12 und 11
Prozent. Bei allen Stimmen, die im Jahr 1999 in Linz isoliert wurden, betrug die Priavalenz
der Erythromycin-Resistenz 16% und die der Tetrazyklin-Resistenz 13%. Fenoll et al. und
Baquero et al. prophezeiten [78, 116] fiir Spanien einen Anstieg der Erythromycin-Resistenz
(Spanien 1989: 10%, 1997: 33,7%), ebenso taten es Marchese et al. fiir Italien (1993: 6%,
1999: 31,7%) [117]. Vergleicht man die Erythromycin-Resistenz aus Spanien und Frankreich
mit den aktuellen Zahlen unserer und mit denen anderer Studien, so liegt die Erythromycin-
Resistenz fiir Pneumokokken in Deutschland im Gegensatz zu Spanien mit 20% noch unter
der 30-Prozent Marke. Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung wird es aber
wahrscheinlich auch in Deutschland bzw. in den anderen Léndern in Zukunft zu einem
Anstieg  der  Erythromycin-resistenten =~ Pneumokokken  kommen, solange  der
Antibiotikaeinsatz nicht geziigelt werden kann. Unsere ermittelte Penicillin-Resistenz mit
7,2% deckt sich mit der in der Protekt- bzw. Alexander-Studie gemachten Angabe. Die
Penicillinresistenz scheint demnach in Deutschland und in den iibrigen Landern zwar noch
von geringer Bedeutung zu sein. Hinsichtlich der bereits erwdhnten zeitlichen Brisanz der
Resistenzzunahme wird es in Zukunft dennoch von entscheidender Bedeutung sein, die
Penicillin- bzw. Tetrazyklin-Resistenz (19,4%) in weiterfithrenden Studien zu verfolgen.

Die Makrolid-Resistenz bei Streptokokken beruht hauptsdchlich auf zwei Mechanismen. Zum
einen auf einer enzymatischen Verdnderung des Angriffspunkts an den Ribosomen, die von
einem erm-Gen kodiert wird. Solche Stimme sind resistent gegeniiber allen Makroliden und
auch gegeniiber Lincosamiden und Streptogramin B (MLSg-Resistenz) [42].

Zum anderen auf dem Transport des Makrolids aus der Zelle. Dieser Transportmechanismus
wird von einem mef-Gen gesteuert [21, 22]. und betrifft nur 14- und 15-gliedrige Makrolide,
nicht aber 16-gliedrige Makrolide wie Josamycin. Das mef-Gen fiihrt nur zu einer Makrolid-
Resistenz (M-Resistenz). Ein neues erm-Gen, genannt ermTR, wurde von Seppéli et al. 1998

bei S. pyogenes beschrieben [118]. 2001 fanden Syrogyannopoulos et al. [45] auch bei S.
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pneumoniae ein ermTR-Gen. Dies war allerdings nicht Inhalt unserer Arbeit. Bei
Pneumokokken wurden auch andere Makrolid-Resistenz-Mechanismen beschrieben, die aber
viel seltener vorkommen: Makrolid-Esterase, Makrolid-Phosphorylase, Mutationen in den
ribosomalen Proteinen L4 und L22 sowie Mutationen in der ribosomalen 23 S rRNA [23].
Keine dieser Mutationen in den ribosomalen Proteinen konnten wir entdecken, so daf} es sich
offenbar zurzeit immer noch um sehr seltene Verdnderungen, primdr bei Isolaten aus
Osteuropa, handeln diirfte. Weltweit wurde bei S. pneumoniae eine Penicillin- und
Clarithromycin-Resistenz von 54,1% und 67,9% in Japan, 16,9% und 74,2% in China, 10,7%
und 8,7% in England, 7,8% und 9,9% in Deutschland, 65,6% und 37,8% in Spanien, 66,5%
und 58,4% in Frankreich, 16,8% und 24,3% in Italien festgestellt [105]. Felmingham et al.
fanden in den Untersuchungen des Alexander-Projekts 1992 -1996 in Frankreich und Italien —
Liander mit hoher Verwendung von Makrolid-Antibiotika — eine hdhere, nicht mit einer
Penicillin-Resistenz assoziierte Makrolid-Resistenz [84]. Dies stand im Gegensatz zu den
meisten anderen Lindern, wo eine Makrolid-Resistenz stets mit einer Penicillin-Resistenz
assoziiert war. Die gekoppelte Makrolid-Resistenz bei Penicillin-resistenten Pneumokokken
wurde bereits in mehreren Studien beschrieben [119]. Die Analyse unserer Daten ergab
dhnliche Hinweise. So lag die Rate der Erythromycin-Resistenz fiir Penicillin-empfindliche
Stdmme nur bei ca 10%, wihrend sie bei intermedidr-resistenten Stimmen auf 40% und fiir
resistente Isolate sogar auf 55% anstieg. Es scheint demnach eine Kreuzresistenz zwischen
Erythromycin- und Penicillin-Resistenz zu geben. Fiir alle Isolate konnten wir eine fast
vollstindige Kreuzresistenz zwischen den drei Makroliden finden. So waren 98,1% der
Erythromycin-resistenten Isolate ebenfalls resistent gegeniiber Clarithromycin und
Azithromycin. Penicillin-empfindliche Isolate waren zu 6,5% gegeniiber Clindamycin
resistent, wihrend die Penicillin-resistenten Isolate zu 49,4% eine Kreuzresistenz gegeniiber
Clindamycin aufwiesen. Ahnliche Zusammenhinge konnten wir auch bei Chloramphenicol,
gegen das 3,1% der Penicillin-empfindlichen Isolate und 42,5% der resistenten Isolate
resistent waren, sowie bei Tetrazyklinen, 16,1% versus 51,7%, beobachten. Auch bei
Cotrimoxazol stieg die prozentuale Resistenz von 4,8% bei Penicillin-empfindlichen
Stimmen auf 49,4% bei resistenten Isolaten an. Eine Ubersicht gibt hierzu Tabelle 4. Man
kann demnach davon ausgehen, dal eine Resistenz gegeniiber einem bestimmten
Antibiotikum die Gefahr der Muliresistenz beinhaltet, was dann wiederum therapeutische
Konsequenzen verlangt.

Eine Dominanz der MLSg-Phinotypen und der erm-Gene wurde aus Spanien [78], Italien

[117] und Belgien [120] berichtet, im Gegensatz zu den USA [121] und Kanada [122], wo
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das mef-Gen cine weitere Verbreitung hat. In der vorliegenden Studie konnten wir bei
europdischen Isolaten in 73% der untersuchten Erythromycin-resistenten Staimme (157/215)
das ermB-Gen nachweisen, wihrend die restlichen 27% (58/215) das mefE Gen trugen. Alle
Isolate, die das ermB-Gen enthielten, zeigten den MLSg-Phénotyp, wihrend die anderen
Isolate nur eine Resistenz gegeniiber Makroliden ausprigten. Griinde fiir die unterschiedliche
Dominanz der beiden Gene ermB und mefE liegen vermutlich in regionalen Unterschieden. In
den USA, Siidafrika und Kanada wurde von einer Zunahme mefE tragender Pneumokokken
berichtet [40, 122]. Dabei soll sich die Zahl der Pneumokokken mit mefE zwischen 1994 und
1999 sogar verdreifacht haben [1]. Der Mechanismus, der sich hinter dieser schnellen
Zunahme von mefE verbirgt, ist noch ungeklart. Es wird diskutiert, da3 die klonale
Ausbreitung und globale Verbreitung der Muliresistenz bei der Zunahme von mefE eine Rolle
spielen. Die interkontinentale Ausbreitung der multiresistenten Klone wurde bereits mehrfach
dokumentiert [123-125]. So wurde kiirzlich von der Ausbreitung des Makrolid-resistenten
Seotyp-14-Klons von Schweden nach Australien berichtet [126]. Es wire demnach
hypothetisch mdglich, dal aufgrund klonaler Ausbreitung auch in Europa eine Zunahme des
mefE Gens zu verzeichnen sein konnte. Dieser Sachverhalt miiite dann in Zukunft in grofen
Studien untersucht werden.

Das in der Literatur beschriebene tetO-Gen ist in europdischen Isolaten offensichtlich wenig
verbreitet. In den von uns untersuchten 240 Tetrazyklin-resistenten Isolaten konnten wir nur
tetM detektieren, so daf3 das tetO-Gen zurzeit vermutlich keine klinische Bedeutung hat oder
noch nicht sicher in Zusammenhang mit einer Tetrazyklin-Resistenz gebracht werden kann.
Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Dominanz des tetM Gens wiére das gemeinsame
Vorkommen der beiden Gene ermB und tetM auf demselben Transposon Tn 1545 [22, 127].
Die zunehmende Kreuzresistenz von Penicillin- und Erythromycin-Resistenz hat dazu
gefiihrt, da3 man bei der Behandlung von Pneumokokken auf andere Substanzen ausweichen
mul. Hierbei sollten einige neue Anforderungen erfiillt werden. Die neue Substanz sollte
moglichst alle wichtigen Errger (auch atypische) erfassen, sie sollte aktiv sein gegen
Makrolid- und B-Laktam-resistente Erreger, sie sollte ein geringes Potential zur Induktion und
Selektion von Resistenzen haben und mdglichst wenig Kreuzresistenzen aufweisen. Daten der
Pharmakologie belegen, dal das neue Antibiotikum Telithromycin (Ketek®) diese
Anforderungen erfiillt [107]. Es besteht — wie Erythromycin — aus einem 14-gliedrigen
Lactonring, neuen Carbamat-Seitenketten und einer Ketogruppe. Die Carbamat-Seitenkette
ermoglicht eine hohere Penetration in die Zelle und somit eine stidrkere Anreicherung der

Substanz in den Zellen. Die Ketogruppe ersetzt die sonst {libliche Cladinose-Seitenkette der
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Makrolide und schiitzt so vor einer Makrolidresistenz. Die Induktion von Resistenzen wird
auch dadurch verhindert, da3 das Ketolid nicht nur an der Domain V der 23SrRNA, sondern
auch an der Domain II bindet und somit eine Resistenzentwicklung unwahrscheinlicher
macht, da das Bakterium an beiden Stellen gleichzeitig mutieren miiflite, um resistent zu
werden. In der vorliegenden Studie haben wir die MHK-Werte der Erythromycin-resistenten
Stamme fiir Telithromycin getestet.

Der ,,Range” der MHK-Werte der Erythromycin-resistenten (EryR) und Clindamycin-
sensiblen (ClinS) Isolate lag fiir Telithromycin bei 0,0019ug/ml bis >2 pg/ml, wobei die
MHKyy mit 0,125pg/ml eine gute Wirksamkeit zeigte. Fiir EryR- und ClinR-Isolate konnten
dhnliche Bereichsgrenzen von 0,0019ug/ml bis >2pg/ml zugrunde gelegt werden. Die MHKyg
zeigte allerdings mit >2 pg/ml fiir EryR/ClinR eine schwéchere Wirksamkeit der Substanz.
Insgesamt Dbestidtigen unsere FErgebnisse fiir Telithromycin eine vielversprechende
Wirksamkeit (MHKy, 0,125pg/ml), da die anderen iiblichen Substanzen wie z.B. Amoxicillin
und Amoxicillin/Clavulansdure mit MHKgy >2 pg/ml oder Cefaclor mit MHKgy 32 pg/ml
schlechter abschnitten. So decken sich unsere Ergebnisse mit denen des ,,Ketek News Ticker
aus dem Januar 2002, in welchem darauf hingewiesen wird, da3 die klinische Wirksamkeit
von Telithromycin inzwischen von mehreren Phase-III-Studien bestdtigt sei. Die Ergebnisse
mit Telithromycin seien in allen Altersgruppen gleich gut, bei élteren Patienten (iiber 65
Jahre) sogar signifikant besser. Telithromycin wird hier als First-Line-Therapie
vorgeschlagen, da es keine MLSg-Resistenz verursacht, die hdufigsten Erreger erfaflt, im
Gegensatz zu den Makroliden in hoheren Konzentrationen bakterizid und gegen Penicillin-
bzw. Makrolid-resistente Pneumokokken wirkt. Eine weitere Substanz, die gut gegen
grampositive und Penicillin- bzw. Makrolid-resistente Keime wirkt, ist das Oxazolidinon,
welches aus einem fiinfgliedrigen Oxazolidinonring besteht, an den stets eine
Acetamidomethylengruppe so angekniipft ist, daf3 sich eine S-Konfiguration ergibt. Linezolid
und Eperezolid sind die ersten Vertreter dieser Antibiotikagruppe, die als bakteriostatisch
eingestuft werden. Uber die Bindungsstelle der Oxazolidinone ist bisher nur so viel bekannt,
dal3 kein anderes Antibiotikum hier angreift. Deshalb gibt es bisher keinerlei Kreuzresistenz
zwischen Oxazolidinonen und anderen Antibiotika. Resistenzen an sich entstehen offenbar
durch Punktmutationen im Gen der 23S-Untereinheit der Ribosomen. Die MHK von
Linezolid soll fiir Penicillin-empfindliche und -resistente Pneumokokken zwischen 0,5 und
2pug/ml  liegen [128]. Weitere Studien sollten in Zukunft die Wirksamkeit und
Resistenzentwicklung der viel versprechenden Substanzen Ketolid und Oxazolidinone

beobachten und analysieren. Die epidemiologische Betrachtung soll einen Uberblick iiber
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einzelne oder kombinierte Mutationen bei Makrolid- und Tetrazyklin-resistenten
europdischen Routineisolaten von S. pneumoniae liefern. Im Hinblick auf die aktuelle
Literatur wird es in Zukunft interessant sein, den Selektionsdruck beim wohlmdglich
gesteigerten Verbrauch der Makrolide und insbesondere der neuen Makrolide zu verfolgen.
Auf der letzten International Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(ICAAC) wurde im Dezember 2001 in Chicago bereits von ersten Ketolid-resistenten
Streptokokken berichtet (Tait-Kamradt, A.G., et al., High-Level Resistent-Streptococci,
ICAAC 2001, Poster 1813).

Beziiglich der Chinolonresistenz bei Pneumokokken beschrieben Chen et al. in kanadischen
Surveillance-Studien in den Jahren 1993-1998 eine ansteigende Chinolonresistenz von 0 auf
1,7% fiir Ciprofloxacin [74, 75]. Bet MHK-Testung zeigten in unserer Arbeit nur 0,08% der
Isolate (1/1191) eine Resistenz gegeniiber Levofloxacin, Gatifloxacin und Trovafloxacin und
nur 0,13% (2/722) gegeniiber Grepafloxacin. Legt man den von Chen et al. festgelegten Wert
von > 4pg/ml fiir Ciprofloxacin zugrunde, zeigen bei MHK-Bestimmung 1,8% (21/1191) eine
verminderte Empfindlichkeit gegeniiber Ciprofloxacin [75]. Tabelle 3 zeigt die Verteilung der
MHK-Werte. Generell ist die Resistenz gegen Fluorchinolone bei Pneumokokken in Europa
noch relativ selten [76, 77], wihrend in anderen Lédndern ein Zunehmen der Resistenz
beobachtet wurde [78]. Bei Zugabe von Reserpin zur Blockierung der Effluxpumpe [64]
wurde bei den 4 sequenzierten Isolaten mit einem Levofloxacin MHK-Wert von > 4ug/ml ein
Abfall der MHK-Werte um 2-3 Stufen beobachtet, so daB an der Resistenzausprigung
ebenfalls ein aktiver Efflux der (hydrophilen) Chinolone beteiligt ist. Die {iblichen
Alterationen in S. pneumoniae an Codon-Position 81 in gyrA und an den Positionen 79 und
83 in parC konnten wir in unserer Studie belegen (Tabelle 11 im Ergebnisteil).
Resistenzmutationen in gyrB und parE, die ebenfalls beschrieben wurden und offenbar aber
klinisch keine groBe Bedeutung haben [10, 14, 18, 64, 66], waren nicht Inhalt unserer Arbeit.
Wir amplifizierten und sequenzierten die 4 Isolate mit einem Levofloxacin MHK-Wert von >
4ug/ml mittels PCR [66] und konnten die klassischen Alterationen (Ser81Phe oder Tyr in
gyrA und Ser79Phe und Asp83Asn in parC) finden (Tabelle 11). Wie Tab. 3 zeigt, ist nach
den hier vorgelegten Untersuchungen anzunehmen, daf3 sich die Pridvalenz einer verminderten
Sensibilitit gegeniiber anderen Fluorchinolonen (Clinafloxacin, Gatifloxacin, Grepafloxacin,
Moxifloxacin, Sitafloxacin und Trovafloxacin) dhnlich verhilt wie die fiir Levofloxacin und
Sparfloxacin bzw. geringer ist. Dennoch ist nach den bisherigen Erfahrungen mit élteren
Fluorchinolonen zu befiirchten, dal die weltweite Anwendung der neuen Fluorchinolone,

besonders bei der Behandlung von Infektionen des Respirationstraktes, in Zukunft zu einem
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Anstieg der Fluorochonolonresistenz bei Pneumokokken fiihrt, da Mutationen in gyrA und
parC zu einer Zunahme der Resistenz bei Pneumokokken fiihren. Ziel der vorliegenden
Studie war es, die gegenwartige Genetik der "quinolone resistance determining region" von
Pneumokokken-Isolaten mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen FQ zu
untersuchen und Definitionen beziiglich des Resistenzverhaltens bei Pneumokokken zu
finden. Anlehnend an die Literatur wurden bereits verschiedene Mutationen, die zu einer
Fluorchinolon-Resistenz fiihren, beschrieben [17, 39, 92]. Allerdings handelte es sich hierbei
meist um Isolate, die im Labor einem Fluorchinolon-Selektionsdruck ausgesetzt oder mit
Transformationsverfahren behandelt wurden. Die oben genannten klassischen Alterationen,
die wir in unserer Studie in den europdischen und ausschlieBlich klinischen Isolaten fanden,
wurden von anderen Autoren bereits bei anderen Labormutanten oder Routineisolaten
beschrieben [17, 39, 92]. Mutationen bei Routineisolaten (Trp93Arg in gyrA und Ser80Pro,
Arg95Cys oder Lys137Asn in parC) [14, 129] und bei Labormutanten (Glu85Lys) [130]
konnten wir in unserer Arbeit nicht nachweisen. Diese Mutationen scheinen nicht sicher mit
der Fluorchinolon-Resistenz in Zusammenhang zu stehen und eine geringe klinische
Bedeutung zu haben. Wir wiesen keine neuen Mutationen mit einer daraus resultierenden
verminderten Sensibilitdt gegeniiber Fluorchinolonen in gyrA und parC nach, so daf
scheinbar nur die ,,klassischen Mutationen* in gyrA und parC eine bedeutende Rolle fiir die
Fluorchinolon-Resistenz bei S. pneumoniae spielen. Dies unterstiitzt die von Fukuda und
Hiramatsu [10] beschriebene Bedeutung der first-step Mutationen in gyrA (Ser81Phe oder
Tyr) und parC (Ser79Tyr oder Asp83Asn) fiir das Resistenzverhalten und zeigt, dall diese
Mutationen identisch sind mit denen in dieser Arbeit vorgestellten Mutationen, die
unabhdngig von ihrer geographischen Herkunft am héufigsten in klinischen Isolaten mit
verminderter Sensibilitdt auftraten.

Einige Autoren machen die chemische Struktur der beteiligten Fluorchinolone fiir die
Reihenfolge der auftretenden Mutationen bei S. pneumoniae verantwortlich [10, 131, 132].
Dies bedeutet, dall Fluorchinolone aufgrund ihrer Molekularstruktur bestimmte Angriffsziele
bevorzugen. So ist der par-Genlocus der Topoisomerase IV das primédre Target von
Ciprofloxacin, Levofloxacin, Norfloxacin, Ofloxacin und Trovafloxacin, wéahrend der gyr-
Genlocus der Gyrase das Target von Gatifloxacin und Sparfloxacin ist. Interessanterweise
besitzt Clinalfoxacin beide Genloci als Targets, so da3 einer bakteriellen phinotypischen
Resistenzlage Mutationen in beiden Genen, gyrA und parC, vorausgehen miifiten. Dies

kommt laut Angaben der Literatur jedoch nur relativ selten vor [130, 132].
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In der Vergangenheit nahm man an, da3 sich zunichst die Topoisomerase IV in parC durch
Mutationen verdnderte. Pan und Fischer kamen in ihren Untersuchungen zu einem anderen
Ergebnis. Durch Sparfloxacin wurde zunéchst die Gyrasemutante in gyrA selektiert, was sich
sofort phénotypisch in einer MHK-Erhdhung duBlerte. Bei der Topoisomerase IV konnten in
den Untersuchungen mit Sparfloxacin jedoch erst Mutationen in parC gezeigt werden, wenn
in gyrA der Gyrase bereits eine Mutation erfolgt war. Daraus 148t sich schluBfolgern, daf3
Gyrase mit gyrA das primires Target von Sparfloxacin darstellt [131]. Eine Mutation in parC
ist nur in Kombination mit einer Mutation in gyrA zu beobachten. Die sich anschlieBenden
Untersuchungen zeigten, da3 Ciprofloxacin und Levofloxacin Topoisomerase IV als priméres
Target haben. [10, 25]. Clinafloxacin, ein Fluorchinolon, greift beide Strukturen
gleichermaflen an [132]. Weiterfilhrende Experimente von Pan und Fischer zur in-vitro
Hemmung der aus Pneumokokken isolierten Enzyme fiihrten jedoch zu dem Ergebnis, da3 die
Topoisomerase IV durch alle getesteten Fluorchinolone stirker gechemmt wird als die Gyrase.
In-vitro und in-vivo Daten sind also z.T. gegensitzlich, so daf} die Frage des priméiren Targets
in Pneumokokken keinsfalls als geklart betrachtet werden kann [68].

Untersucht man unsere vier sequenzierten Isolate auf Einzel- und Doppelmutationen, so findet
man bei allen vier Isolaten eine first-step Einzelmutation in parC (drei Mal Ser79Phe und ein
Mal Lys137Asn bzw. Asp88Asn). Doppelmutationen konnten wir nicht finden. In unseren
Untersuchungen besitzen die getesteten Isolate demnach parC als primires Target. Die
genannten Einzelmutationen fiihren jedoch nicht zu signifikant erhohten MHK-Werten,
solange keine second-step Mutation in gyrA hinzukommt. Die MHK-Werte konnen der
Tabelle 11 entnommen werden. Die von Brenwald et al. beschriebenen Efflux-Pumpen, die
eine grofle Bedeutung beim Resistenzmechanismus fiir Chinolone spielen, waren nicht Thema
dieser Arbeit. Brenwald et al. isolierte kiirzlich ein Gen pmrA, welches homolog zu dem
norA-Gen bei S. aureus war und mdglicherweise eine Rolle bei der FQ-Resistenz spielt [11].
Die Ergebnisse der vorliegenden epidemiologischen Betrachtung ermdoglichen einen
Uberblick iiber die wichtigsten weltweiten einzelnen und kombinierten Mutationen in den
QRDRs bei klinischen Routineisolaten von S. pneumoniae. Da wir keine neuen signifikanten
Mutationen finden konnten, ist es wahrscheinlich, daB3 alle in dieser Arbeit vorgestellten
Mutationen hinsichtlich ihrer verminderten Sensibilitit gegeniiber dlteren Fluorchinolonen
bereits in den letzten Jahren charakterisiert wurden. In Zukunft wird es von Interesse sein, die
Folgen des Selektionsdruckes durch den steigenden Gebrauch neuerer Fluorchinolone, die

unter anderem auch in dieser Studie verwendet wurden, zu verfolgen.
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Zur Klirung der Resistenzmechanismen bei Cotrimoxazol-resistenten Isolaten, bestimmten
wir in der vorliegenden Studie zunédchst die MHK der 1191 europdischen Isolate: 12,4% der
Isolate waren resistent gegeniiber Cotrimoxazol (Tabelle 3). Ziel unserer Untersuchungen war
es, Definitionen fiir das Resistenzverhalten zu finden und die gegenwirtige Genetik der S.
pneumoniae Isolate mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Cotrimoxazol zu
analysieren. Dazu haben wir bei 50 willkiirlich ausgewihlten Isolaten, die sowohl gegentiber
Trimethoprim als auch gegeniiber Sulfamethoxazol resistent waren, das DHFR Gen mittels
PCR amplifiziert und sequenziert. Bei allen getesteten Isolaten konnten wir eine Ile100Leu
Alteration beobachten. Weiterhin wurden die molekularen Ursachen der Resistenz gegen
Sulfamethoxazol mittels PCR untersucht. In vorausgehenden Studien zur Sulfonamidresistenz
wurde in einer Labormutante eine Duplikation der Aminoséduren 66 und 67 (sul-d) in SulA,
dem chromosomalen DHPS Gen, beschrieben [41]. Zusétzlich berichten einige Autoren iiber
Duplikationen von entweder 3 oder 6 Basen, die eine Wiederholung von ein oder zwei
Amonosiuren in der Region von Codon Arg58 zu Tyr63 in der DHPS resistenter Isolate
hervorrufen [13, 41, 79, 80]. In unserer Studie besaBlen alle 50 getesteten Isolate solche
Baseninsertionen (Tabelle 13A-C): GAA kombiniert mit AGC bzw. AGT alleine zwischen
Codon 61 und 62, AGT in Kombination mit AGC oder AAC sowie AGT alleine zwischen
Codon 62 und 63 als auch AGC kombiniert mit TAT zwischen Codon 63 und 64. Wéhrend
der Rest der Insertionen schon als Duplikationen beschrieben wurde, die zur Wiederholung
von ein oder zwei Aminosauren in der Codonstruktur fiihren, sind die beobachteten AAC und
GAA Insertionen durch uns zum ersten Mal beschrieben worden. Diese stellen keine
Duplikationen von schon existierenden Sequenzen in der SUIA Region dar. Die MHK-Werte
lagen fiir beide Isolate bei 4pg/ml fiir Sulfamethoxazol.

Von der hochsten Cotrimoxazol-Resistenz wird aus Siidafrika [133], Spanien [85] und
Ungarn [119] berichtet. Weiterhin scheint es eine Kreuzresistenz zwischen Penicillin und
Cotrimoxazol zu geben [82]. In unserer Studie konnten wir ebenfalls eine Kreuzresistenz
feststellen. Bei Cotrimoxazol stieg die prozentuale Resistenz sogar von 4,8% bei Penicillin-
empfindlichen Stimmen auf 49,4% bei resistenten Isolaten an. Eine Ubersicht gibt hierzu
Tabelle 4. Betrachtet man parallel zum Sachverhalt der Kreuzresistenz die dazugehorigen
MHKy, Werte aus Tabelle 14, so kann man den Penicillinen (Penicillin MHKy, 2pug/ml,
Amoxicillin MHKgy 4pg/ml, Amoxicillin/Clavulansdure MHKy 4pug/ml) eine verminderte
Aktivitdit gegeniiber Sulfamethoxazol-resistenten Pneumokokken attestieren. Es wird
angenommen, daf die Resistenz gegeniiber Sulfamethoxazol bei Pneumokokken durch einen

horizontalen Gentransfer des verdnderten DHPS Gens entsteht [134, 135]. Analysen des
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DHPS- und PBS-Gens konnten weitere Aufschliisse beziiglich der Kreuzresistenz zwischen
Cotrimoxazol und Penicillin liefern. Dies war jedoch nicht Inhalt dieser Arbeit.

Zusammenfassend war das Ziel dieser Arbeit, einen Uberblick iiber die zugrunde liegenden
Resistenzmechanismen und die in-vitro Aktivitdten verschiedener Substanzen bei klinischen
Pneumokokken-Isolaten aus den Jahren 1997-1999 zu liefern und die klinisch wichtigsten
Resistenzmechanismen molekular-epidemiologisch zu untersuchen. Die vorliegende Studie
umfasste 1191 Isolate aus 24 europidischen Universitétskliniken, die im Rahmen des SENTRY

Uberwachungsprogramms gesammelt wurden.
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5 Zusammenfassung

Streptococcus pneumoniae ist einer der haufigsten Krankheitserreger beim Menschen. In den
letzten Jahren hat die Resistenz gegeniiber Penicillin G sowie anderen Antibiotika weltweit
deutlich zugenommen. Die vorliegende Studie umfasste 1191 Streptococcus pneumoniae
Isolate aus 24 europdischen Universitédtskliniken, die im Rahmen der SENTRY Surveillance-
Studie gesammelt wurden. Die Isolate wurden hinsichtlich ihrer in-vitro Aktivititen
gegeniiber 30 verschiedenen Antibiotika-Substanzen getestet. Bei den resistenten Isolaten
erfolgte die Analyse der wichtigsten Resistenzmechanismen mit molekular-biologischen
Methoden. Diese Arbeit ermdglicht somit einen Uberblick iiber die zugrunde liegenden
Resistenzmechanismen und die in-vitro Aktivitdten neuerer Substanzen bei klinischen
Pneumokokken-Isolaten und kann Tendenzen in Hinblick auf Multiresistenz aufzeigen.

Die untersuchten Isolate der SENTRY-Studie wurden von Patienten mit positiven
Blutkulturen sowie mit ambulant bzw. nosokomial erworbenen Pneumonien gewonnen. Die
Identifikation der Pneumokokkenstdmme erfolgte anhand des MicroScan Walk Away 96
Systems sowie der Priifung auf Optochinempfindlichkeit mittels Testblattchen. Die
Verifizierung der Resistenzlage der einzelnen Isolate erfolgte mittels Agardiffusionstests. Die
Messung der spezifischen MHK-Werte wurde nach dem Mikrotiterverfahren in Miiller-
Hinton-Medium durchgefiihrt. Die molekular-biologische Charakterisierung wurde mit Hilfe
der PCR-Methode und anschlieBender Sequenzierung gesichert.

Bei 73% der Makrolid-resistenten Erreger lief3 sich das ermB-Gen nachweisen, lediglich 27%
wiesen das mefE-Gen auf. Mutationen in der 23 S rRNA und/oder den ribosomalen Proteinen
L4 und L22 konnten nicht nachgewiesen werden. Die Tetrazyklin-Resistenz war nur mit dem
tetM-Gen assoziert. Alle Trimethoprim-resistenten Isolate wiesen eine Ile100—Leu
Alteration in der Dihydrofolsdurereduktase auf, wihrend die Sulfonamid-Resistenz auf
Duplikationen im Dihydropteroatsynthetase-Gen SUlA zuriickgefiihrt werden kann. Bei den
vier Isolaten mit erhdhten Levofloxacin-MHK-Werten lieBen sich neben den klassischen
Alterationen in gyrA (Ser81—Phe oder Tyr) und parC (Ser79—Phe und Asp83—Asn) auch
Efflux-Aktivitdten nachweisen.

Sowohl die in-vitro als auch die auf molekularer Ebene ermittelten Daten unserer Studie
zeigen eine durchaus als dramatisch einzustufende Entwicklung der (Multi-)Resistenz von
Streptococcus pneumoniae gegeniiber verschiedenen Antibiotika bzw. deren Kombinationen.
Die klassischen Mutationen beziiglich der einzelnen Substanzen wurden bestétigt. Mutationen

im tetO-Gen und in den ribosomalen Proteinen L4 und L.22 konnten nicht gefunden werden,
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so dafl davon ausgegangen werden kann, dafl diese Mutationen zurzeit keine klinische
Relevanz haben. Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung, die sich auch in diesen
Ergebnissen widerspiegelt, wird es wahrscheinlich auch in Deutschland bzw. in anderen
europdischen Léndern in Zukunft zu einem deutlichen Anstieg resistenter Pneumokokken
kommen. Zur Erklirung dieses Phdnomens kann der ProzeB der Kreuzresistenz bzw. die
klonale Ausbreitung herangezogen werden, was die unterschiedliche geographische
Verteilung einiger Gene erkldren wiirde. Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Dominanz
einiger Gene, wie z.B. die des tetM Gens, wire das gemeinsame Vorkommen der beiden
Gene ermB und tetM auf demselben Transposon Tn 1545. Im Hinblick auf die aktuelle
Literatur wird es in Zukunft interessant sein, den Selektionsdruck bei wohlmoglich
gesteigertem Antibiotikaverbrauch, insbesondere neuerer Substanzen wie z.B. der neuen

Fluorchinolone sowie Ketolide zu verfolgen.
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Abbildung 2 Gelbild einer PCR nach erfolgter Elektrophorese (S. pneumoniae).
Die Positionen 11,28 und 38 beinhalten den 1 Kb DNA-Molekulargewichts-

marker, bei Position 12,27 und 39 ist die Blindprobe aufgetragen.
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Abbildung 3 Gelbild einer aufgereinigten PCR (S. pneumoniae); die Positionen 11 und 31
zeigen den 1 Kb DNA-Molekulargewichtsmarker, bei den Positionen 11 und
32 liegen die mittelstark konzentrierten Marker vor, und die Positionen 13

und 33 beeinhalten den schwach konzentrierten Marker
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Abbildung 4 Gelbild einer PCR nach erfolgter Elektrophorese. In der oberen Reihe (1-20)
wurden die Isolate auf ermB und in der unteren Reihe (21-40) auf mefE
getestet. In Position 11 und 31 befindet sich der Blue-Marker, in Position 12
und 32 die Wasserproben der jeweiligen PCR-Ansitze und in Position 19+20

bzw. 39+40 befinden sich die Kontrollstimme fiir ermB bzw. mefE.
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Abbildung 5 Gelbild einer Elektrophorese nach Screening auf tetM. Die Wasserproben
befinden sich in Position 12 und 32, die Blue-Marker sind in Position 11 bzw.

31 und der Kontrollstamm in Position 39 und 40 aufgetragen.
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Abbildung 6 PCR-Gelbild nach gyrA und parC-Screening.
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Abbildung 7 Gelbild einer aufgereinigten PCR. Untersucht wurden die Gene DHPS (SulA;
sul1/2 und sul %) und DHFR (tri1/2). In Position 1-26 befinden sich die ,,slots*
fiir sulA, in 27 bis 40 die fiir tril/2.
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Tabelle 3:

Verteilung der MHK-Werte (in pg/ml) der getesteten Antibiotika fiir 1191 S. pneumonia Isolate
Erste Spalte: MHK-Wert, zweite Spalte: Anzahl der Isolate mit dem jeweiligen MHK-Wert,
dritte Spalte: sich ergebender Prozentsatz auf die Gesamtheit der getesteten Isolate bezogen,

vierte Spalte: kumulativer Prozentsatz

Amoxicillin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)

<0,06 899 75,5 75,5
0,12 47 3,9 79,4
0,25 48 4 83,4
0,5 49 4,1 87,5

1 58 4,9 92,4
2 52 43 96,7
4 21 1,8 98,5
8 12 1 99,5
>8 5 0,4 100

Amoxicillin/Clavulansiure (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)

<0,25 990 83,1 83,1
0,5 50 4,2 87,3
1 63 53 92,6

2 49 4,1 96,7

4 27 2,3 99
8 10 0,8 99,8
>8 2 0,2 100
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Penicillin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2pg/ml)

<=0.03 774 65 65.0
0.06 91 7,6 72.6
0.12 66 5,5 78.1
0.25 59 5 83.1

0.5 45 3.8 86.9
1 67 5,6 92.5
2 65 5,5 98.0
4 21 1 99.8
>4 3 0,3 100.0
Cefadroxil (n=1191)
<=1 498 41,8 41.8
2 362 30,4 72.2
4 104 8,7 80.9
8 52 4,4 85.3
>8 175 14,7 100
Cefaclor (n=469)
- 722 -

<=0.25 130 27,7 27,7

0.5 147 31,3 59.0
1 89 19 78.0
2 23 4,9 82.9
4 14 3 85.9
8 8 1,7 87.6
16 10 2,1 89.7
32 15 3,2 92.9
>32 33 7 100
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Ceftibuten (n=723)

- 468 - -
<=0.06 1 0.1 0.1
0.12 1 0.1 0.2
0.25 2 0.3 0.5
0.5 9 1,2 1,7
1 38 52 6,9
2 239 33,1 40,0
4 190 26,3 66,3
>4 243 33,6 99,9

Cefprozil (n=1191)

<=0.12 382 32.1 32.1
0.25 317 26,6 58.7
0.5 208 17,5 76.5
1 65 5,5 81.7
2 45 3.8 85.5
4 47 3,9 89.4
8 60 5,0 94.4
16 46 3.9 98.3
>16 21,0 1,8 100

Cefuroxime (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)

<=0.06 770 64.7 64.7
0.12 67 5,6 70.3
0.25 73 6,1 76.4

0.5 59 5.0 81.4
1 43 3,6 85.0
2 59 5.0 90.0
4 83 7.0 97.0
8 34 2,9 99.9
>8 3 0.3 100
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Cefixime (n=467)

- 724 - -
0,03 51 10,9 10,9
0,06 39 8,4 19.3
0,12 85 18,2 37,5
0,25 127 27,2 64,7
0,5 40 8,6 73,3
1 17 3,6 76,9
2 23 4,9 81,8
4 22 4,7 86,5
4 63 13,5 100

Cefotaxime (n

<0,008 289 24,3 243
0,015 366 30,7 55

0,03 181 15,2 70,2

0,06 62 5,2 75,4

0,12 74 6,2 81,6
0,25 54 4,5 86,1

0,5 68 5,7 91,8

1 78 6,5 98,3

2 15 1,3 99,6

4 2 0,2 99,8
>4 2 0,2 100

Cefpodoxime (n=1191)

<0,03 752 63,1 63,1

0,06 108 9,1 72,2

0,12 55 4,6 76,8

0,25 64 5,4 82,2
0,5 39 3.3 85,5

1 62 5,2 90,7

2 84 7,1 97,8

4 24 2,1 99,8
>4 3 0,3 100

=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)
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Ceftazidime (n=722)

- 469 - -
<0,25 434 60,1 60,1
0,5 72 10 70,1
1 46 6,4 76,5
2 29 4 80,5
4 43 6 8605
8 52 7,2 93,7
16 41 5,7 99,4
32 5 0,7 100

Cefepime (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)

<0,06 856 71,9 71,9
0,12 65 5,5 77,4
0,25 65 5,5 82,9

0,5 76 6,4 89,3
1 90 7,6 96,9
2 29 2,4 99,3
4 3 0,3 99,6
8 6 0,5 100
>8 1 0,1 100
Loracarbef (n=722)
- 469 - -

<0,25 69 9,6 9,6
0,50 196 27,1 36,7

1,0 248 34,3 71,0
2 67 9,3 80,3
4 17 2,4 82,7
8 10 1,4 84,1
16 14 1,9 86

32,0 21 2,9 89

>32 80 11,1 100,0
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Ciprofloxacin (n=1191)

<0,015 3 0,30 0,30
0,03 1 0,1 0,4
0,06 2 0,2 0,6
0,12 10 0,8 1,4
0,26 39 3,3 4,7
0,5 417 35,0 39,0

1 574 48,2 87,9
2 124 10,4 98
>2 21 1,8 100

Levofloxacin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >8ug/ml)

<0,5 440 36,9 36,9
1 696 58,4 95,3
2 51 4,3 100
4,0 3 0,3 100
>4 0,1 100,0
Sparfloxacin (n=469)
- 722 - -
<0,12 82 17,5 17,5
0,25 202 43,1 60,6
0,5 176 37,5 98,1
1 9 1,9 100,0

Gatifloxacin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >4pg/ml)

<0,03 11 0,9 0,9
0,06 10 1,6 2,5
0,12 327 27,5 30,0
0,25 703 59,0 89,0
0,50 126 10,6 99,6
1 3 0,3 99,9
2 1 0,1 100,0
4 0 0,0 100
>4 1 0,1 100
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Trovafloxacin (n=1191)

<0,03 45 3,8 3,8
0,06 260 21,8 25,6
0,12 455 38,2 63,8
0,25 328 27,5 91,3
0,5 101 8,5 99,8

1 1 0,1 99,9

2 0 0,0 99,9

4 1 0,1 100
Grepafloxacin (n=722)

<0,12 442 61,2 61,2
0,25 248 34,3 95,5
0,5 25 3,5 99,0

1 5 0,7 99,7
>1 2 0,3 100,0

Erythromycin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >1ug/ml)

<0,25 928 77,9 77,9

0,5 32 2,7 80,6

1 29 2,4 83,0

2 18 1,5 84,5

4 15 1,3 85,8

8 5 0,4 86,2

16 7 0,6 86,8
32 15 1,3 88
>32 142 11,9 100
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Clindamycin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >1pg/ml)

<0,06 972 81,6 81,6
0,12 36 3,0 24,6
0,25 8 0,7 85,3
0,5 5 0,4 85,7

1 5 0,4 86,1
2 2 0,2 86,3
4 9 0,8 87,1
8 14 1,2 88
>8 140 11,8 100

Azithromycin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2ug/ml)

<0,12 918 77,1 77,1
0,25 22 1,8 78,9
0,50 18 1,5 80,4

1,0 20 1,7 82,1
2 18 1,5 83,6
4 12 1,0 84,6
8 5 0,4 85,0
16 15 1,3 86

>16 163 13,7 100

Clarithromycin (n=1191) (Grenzwert fiir resistente Erreger >2pug/ml)

<0,25 953 80,0 80,0
0,5 20 1,7 81,7
1 29 2,4 84,1

2 10 0,8 84,9

4 8 0,7 85,6

8 7 0,6 86,2
16 8 0,7 86,9
32 11 0,9 87,8
>32 145 12,2 100
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Quinupristin/Dalfopristin (n=1191)

<0,06 30 2,5 2,5
0,12 82 6,9 9,4
0,25 369 31,0 40,4
0,5 473 39,7 80,1

1 206 17,3 97,4

2 30 2,5 99,9

4 0 0,0 99,9

8 0 0,0 99,9

>8 1 0,1 100
Vancomycin (n=1191)

<0,12 271 22,8 22,8
0,25 412 34,6 57,4
0,5 471 39,5 96,9

1 36 3,0 99,9
2 1 0,1 100,0
Chloramphenicol (n=1191)
<2 997 83,7 83,7
4 90 7,6 91,3
8 41 3,9 95,2
16 53 4,5 99,7
>16 5 0,4 100
Rifampicin (n=469)
— 722 - -
| 465 99,1 99,1
2 3 0,9 100,0
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Tetracycline (n=1191)

<2 891 74,8 74,8
4 18 1,5 76,3
8 35 2,9 79,2
16 63 5,3 84,5
>16 184 15,4 100

Trimethoprim/Sulfamethoxazole (n=1191)

<0,25 822 69,0 69,0

0,5 64 5,4 74,4

1 53 4.5 78,9

2 104 8,7 87,6

4 124 10,4 98,0

8 24 2,0 100,0
Tabelle 4:

Ausgewihlte Kreuzresistenzanalysen flir Penicillin-empfindliche (PenS), -intermedidre

(Penl) und resistente (PenR) S. pneumoniae-Isolate in Prozent (%)

PenS Penl PenR
Amoxicillin 0,1 9,3 74,7
Amoxicillin/Clavulansiure 0,3 10,1 70,1
Cefuroxim 0,3 38,8 95,4
Devotaxim 0 1,7 17,2
Cefepim 0,1 4,6 31
Erythromycin 10,4 38,8 55,2
Clindamycin 6,5 30 49.4
Tetrazyklin 16,1 39,2 51,7
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 4.8 26,6 49,4
Levofloxacin 0,1 0 0
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Tabelle 5

Ausgewihlte Isolate mittels Testblattchen (Optochin, Erythromycin, Doxycyclin, Cotrim, Ciprofloxacin, Clindamycin u.Rifampicin) und DADE getestet

AN ENARE | Optochin DADE | Erythromycin | Doxycyclin| Cotrim | Ciprofloxacin | Clindamycin | Rifampicin

1 P02A301 S pneumoniae R S S I S S
2 P17B062 S pneumoniae R R R I R S
3 P19B164 S pneumoniae R R I R R S
4 P17B060 S pneumoniae R R R I I S
5 P14B043 S pneumoniae R R R I S S
6 P18A113 S pneumoniae R R R S R S
7 P15B152 S pneumoniae S R R I S S
8 P18A488 S pneumoniae R R I S R S
9 P25B019 S pneumoniae S S R I S S
10 P17B053 S pneumoniae S R R | S S
11 P18B098 S pneumoniae S S R S S S
12 P17C137 S pneumoniae R R I I R S
13 P19B168 S pneumoniae R S S S R S
14 P17C072 S pneumoniae R R R S S S
15 P17C180 S pneumoniae S R R | S S
16 P16B054 S pneumoniae R R R S S S
18 P18A364 S pneumoniae S S R R S S
19 P17B056 S pneumoniae S S R S S S
20 P17B051 S pneumoniae S I R S S S
21 P17B058 S pneumoniae S S R S S S
22 P14B068 S pneumoniae S S R I S S
23 P17B061 S pneumoniae R I R S R S
24 P17B044 S pneumoniae S S R S S S
25 P13B152 S pneumoniae S S S1 R S S
26 P14B186 S pneumoniae R S R S R S
27 P17C134 S pneumoniae R I R S R S
28 P15B026 S pneumoniae S S R S S S
29 P13B153 S pneumoniae S R I S S S
30 P15C053 S pneumoniae R R R S R S
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31 P17B045 S pneumoniae R R R S R S
32 P18B165 S pneumoniae S S R I S S
33 P19B163 S pneumoniae R R R R R S
34 P10B181 S pneumoniae R R R I R S
35 P18B187 S pneumoniae R S I | R S
37 P18B095 S pneumoniae S I R S S S
38 P18B199 S pneumoniae S S R S S S
39 P10B182 S pneumoniae R R R S R S
40 P18B168 S pneumoniae S R R S S S
43 P17B151 S pneumoniae S S R I S S
44 P25B012 S pneumoniae S S S I S S
45 P10B168 S pneumoniae R R I S R S
46 P14B081 S pneumoniae S S S R S S
47 P18B175 S pneumoniae S S S R S S
48 P10B119 S pneumoniae R R R I R S
49 P18B176 S pneumoniae S S R S S S
50 P18B174 S pneumoniae S S R S S S
51 P13B077 S pneumoniae S R R S S S
52 P13B075 S pneumoniae S R I S S S
53 P10B112 S pneumoniae R R R I S S
54 P07B009* S pneumoniae S S 1 S S S
56 P10B084 S pneumoniae S R S I S S
57 P07B138 S pneumoniae S R R R S S
58 P10B068 S pneumoniae S S R I S S
59 P10B113 S pneumoniae R S S R S S
60 P18A333 S pneumoniae S R R I S S
61 P08B189 S pneumoniae S I R S S R
63 P05B047 S pneumoniae S S R S S S
64 P05B074 S pneumoniae S S R I S S
69 P05B090 S pneumoniae R S R I R S
70 P0SB036 S pneumoniae S S R R S S
71 P13B127 S pneumoniae R R R S I S
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72 P0SB103 S pneumoniae S R R R S S
73 P0SB071 S pneumoniae R R S I R S
74 P13C056 S pneumoniae R R R I I S
75 P15B019 S pneumoniae S S S R S S
76 P07B163 S pneumoniae R R R I R S
77 P0SB070 S pneumoniae S1 I R S S1 S
78 P13B132 S pneumoniae S S S R S R
79 P05B126 S pneumoniae S S R I S S
81 P02C135 S pneumoniae S S I S S S
82 P10B100 S pneumoniae S 1 S I S S
83 P10B099 S pneumoniae S R S I S S
84 P13B129 S pneumoniae S I R S S S
85 P0O8B075 S pneumoniae S R R S S S
86 P13B135 S pneumoniae S S R S S S
87 P18A546 S pneumoniae S S 1 I S S
88 P13B131 S pneumoniae S | I S S S
89 P17C106 S pneumoniae R R R S R S
91 P09B053 S pneumoniae S R R I S S
92 P13B134 S pneumoniae S R R I S S
93 P13B125 S pneumoniae S I S I S S
94 P13B133 S pneumoniae S S I S S S
95 P13B144 S pneumoniae R R R S R S
96 P13B148 S pneumoniae S R I I S S
97 P13B147 S pneumoniae S I R R S S
98 P13B150 S pneumoniae S S R I S S
99 P13B141 S pneumoniae S S R S S S
100 P10B096 S pneumoniae R R R S R S
102 P08C061 S pneumoniae S R R S S S
103 P06C029 S pneumoniae R S S R R S
104 P08C079 S pneumoniae S S S S S S
105 P08C022 S pneumoniae R R S R S S
106 P10B030 S pneumoniae R R R R R S
107 P10B032 S pneumoniae S S R I S S
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108 P08C077 S pneumoniae S S R S S S
109 P09B086 S pneumoniae R S R S S S
111 P05B104 S pneumoniae R R R S R S
112 P08B022 S pneumoniae R R R | R S
113 P07B089 S pneumoniae R S R S S S
114 P05B130 S pneumoniae R R R S 1 S
115 P13B138 S pneumoniae S | | R S S
117 P08A465 S pneumoniae S S R S S S
118 P07A533* S pneumoniae R R R S R S
119 P05B077 S pneumoniae R R R R R S
121 P05B059 S pneumoniae R S R S S S
122 P08B084 S pneumoniae S S R | S S
123 P05B099 S pneumoniae S S R S S S
126 P05B098 S pneumoniae S S S S S S
127 P08C091 S pneumoniae S R R S S S
128 P05B095 S pneumoniae R R R S R S
130 P05C014 S pneumoniae S S R R S S
132 P13B080 S pneumoniae R R R S 1 S
133 P08B104 S pneumoniae S R S | S S
134 P08A311 S pneumoniae R S S I S S
135 P07A452 S pneumoniae R S S | R S
136 P07B073 S pneumoniae S S S S S S
140 P07B090 S pneumoniae S R R S S S
141 P08B169 S pneumoniae R R R S R S
142 P13B057 S pneumoniae R R R S R S
143 P13A067 S pneumoniae S R S S S S
146 P08B092 S pneumoniae R S R S R R
147 P08B101 S pneumoniae S S R S S S
151 P17B098 S pneumoniae S S R S S S
152 P17A107 S pneumoniae R R R S R S
153 P20A374 S pneumoniae R S 1 | S S
154 P17B109 S pneumoniae S S R S S S
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155 P17B091 S pneumoniae R S R S R S
156 P12B013 S pneumoniae R S S | R S
157 P15B015 S pneumoniae S R R S S S
158 P14B184 S pneumoniae R R R S R S
159 P17B089 S pneumoniae R R R S R S
160 P17B090 S pneumoniae S S R | S S
162 P17B103 S pneumoniae R S R | R S
163 P15B014 S pneumoniae S S R S S S
164 P25B022 S pneumoniae S S R S S S
165 P17A345 S pneumoniae R 1 R S R S
166 P25B024 S pneumoniae S S R S S S
167 P17B097 S pneumoniae R R S | R S
169 P14B197 S pneumoniae S S R S S S
170 P14B199 S pneumoniae S S R I S S
172 P25B053 S pneumoniae R R R | R S
174 P14B177 S pneumoniae S S R S S S
175 P14B185 S pneumoniae S S S S S S
177 P10B178 S pneumoniae R S S S S S
178 P18B201 S pneumoniae R S R | R S
179 P17B043 S pneumoniae S S R S S S
180 P15B033 S pneumoniae R R R S 1 S
181 P25B054 S pneumoniae R 1 R | R S
182 P12B019 S pneumoniae R R R S I S
183 P12B005 S pneumoniae S S S S S S
184 P04B006 S pneumoniae S S R S S S
185 P12A314 S pneumoniae S S R S S S
186 P04B032 S pneumoniae R R R S R S
187 P17A547 S pneumoniae S S R S S S
188 P20B060 S pneumoniae S S R S S S
189 P14B179 S pneumoniae S 1 R S S S
190 P12B003 S pneumoniae S S S S S S
191 P04B002 S pneumoniae R S R S R S
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192 P10C054 S pneumoniae R R I I R S
194 P25B007 S pneumoniae S S R S S S
195 P04B005 S pneumoniae R S R S R S
196 P04B030 S pneumoniae S S S R S S
197 P25B045 S pneumoniae S S R S S S
198 P12A183 S pneumoniae S S S S S S
199 P25B044 S pneumoniae S S S S S S
200 P04B003 S pneumoniae R 1 R S R S
201 P02C152 S pneumoniae R R R S S S
202 P16A384 S pneumoniae S S R S S S
203 P19B171 S pneumoniae R S R S R S
204 P19B153 S pneumoniae R S 1 S R S
205 P18B178 S pneumoniae S S R S S S
206 P16A381 S pneumoniae R R S 1 1 S
208 P19B157 S pneumoniae R 1 R S S S
209 P16A238 S pneumoniae R 1 R S R S
210 P18B193 S pneumoniae R R R S I S
211 P18B183 S pneumoniae R R R S R S
212 P22A116 S pneumoniae S S S S S S
213 P20B061 S pneumoniae S S R | S S
214 P19A342 S pneumoniae R S R S R S
215 P14B096 S pneumoniae S R R | S S
216 P18B193 S pneumoniae S S R S S S
217 P19B156 S pneumoniae S S R | S S
218 P18B180 S pneumoniae R R R S R S
222 P19B087 S pneumoniae S S S S S S
223 P19B149 S pneumoniae R S R S S S
224 P14B091 S pneumoniae S R R | S S
226 P04B062 S pneumoniae R R R 1 S S
227 P05A051 S pneumoniae R S S S R S
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228 P02B189 |S pneumoniae | S S | S S S
230 P10B158 | S pneumoniae | R I R S R S
231 P04B047 |S pneumoniae | R S S S S S
232 P06B133 |S pneumoniae | R S S S R S
234 P05A090 |S pneumoniae | S S R R S S
235 P19B071 | S pneumoniae | S S S S S S
236 P04B054 | S pneumoniae | S S S S S S
237 P02B029 |S pneumoniae | R S R S R S
239 P19B150 | S pneumoniae | S S R S S S
240 P05A311 | S pneumoniae | S S S S S S
241 P04C044 | S pneumoniae | R S R S S S
243 P10AS26 |S pneumoniae | S S R S S S
244 P15C035 |S pneumoniae | S S R S S S
245 P16A302 |S pneumoniae | S S R S S S
246 P16B036 | S pneumoniae | R S S S S S
247 P0SB025 |S pneumoniae | R I R S S S
248 P19A006 |S pneumoniae | S S R S S S
249 P08B022 |S pneumoniae | R R I S R S
250 P06B158 | S pneumoniae | R I R R R S
251 P04A246 |S pneumoniae | R I I S R S
252 P04AS06 |S pneumoniae | R S R S R S
254 P04A217 |S pneumoniae | R S R S R S
255 P03C201 |S pneumoniae | S S R S S S
256 P02B082 | S pneumoniae | S S R S S S
257 P03C172 |S pneumoniae | R S R S S S
258 P06B097 |S pneumoniae | S S R S S S
260 P06B070 |S pneumoniae | R I R S R S
261 P02B077 |S pneumoniae | R S R I R S
262 P06B032 | S pneumoniae | S I R S S S
264 P14B138 | S pneumoniae | S S S S S S
265 P02B099 |S pneumoniae | R I R I R S
266 P03C028 |S pneumoniae | S S R S S S
268 P04B044 S pneumoniae R 1 R 1 R S
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270 P03C103 S pneumoniae R I R I R S
271 P03C102 S pneumoniae R R R R R S
272 P03C180 S pneumoniae R S R S I R
273 P02B087 S pneumoniae S S R S S S
274 P02B065 S pneumoniae S S S S R S
275 P03C156 S pneumoniae R S I S R S
276 P14B151 S pneumoniae S S R S S S
277 P06B071 S pneumoniae R S R S S S
279 P03A177 S pneumoniae R S R I R S
280 P02B187 S pneumoniae R R I | R S
281 P19B162 S pneumoniae S S R S S S
282 P02B097 S pneumoniae S S R S S S
283 P02B098 S pneumoniae R R S S R S
284 P03C210 S pneumoniae R R R S R S
285 P04A553 S pneumoniae R R R I R S
286 P06B072 S pneumoniae R S R I R S
287 P02B091 S pneumoniae R I R S R S
288 P04A545 S pneumoniae R S R R R S
289 P04A291 S pneumoniae R S R S R S
291 P06B154 S pneumoniae S S R I S S
292 P04A270 S pneumoniae R S R R R S
293 P06B098 S pneumoniae R R R S R S
294 P04A397 S pneumoniae R R R S R S
296 P04A387 S pneumoniae S S R I S S
299 P06B066 S pneumoniae S R R S S S
300 P19B194 S pneumoniae S I R R S S
302 P02B201 S pneumoniae R S R I R S
303 P01A260 S pneumoniae S S I I S S
304 P02B199 S pneumoniae S S R | S S
305 P02B196 S pneumoniae R R R S R S
306 P01B062 S pneumoniae R R R S R S
307 P03C202 S pneumoniae R R R S R S
308 P02B181 S pneumoniae S S R R S S
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309 P06B151 S pneumoniae S R S I S S
310 P01B055 S pneumoniae R R I S R S
311 P02B179 S pneumoniae S S R S S S
312 P03C165 S pneumoniae R I R I R S
313 P03C212 S pneumoniae S S R S S S
314 P06B067 S pneumoniae R S S I R S
315 P06B044 S pneumoniae R R I S R S
316 P01B045 S pneumoniae S R R I S S
317 P03A174 S pneumoniae S S R R S S
318 P02B184 S pneumoniae S S R I S S
319 P06B147 S pneumoniae S R R S R S
320 P06A476 S pneumoniae R R R S R S
321 P06A373 S pneumoniae R I I I R S
322 P07A452 S pneumoniae R S I I S S
323 P06A112 S pneumoniae S S R S S S
324 P06B052 S pneumoniae S I R S S S
326 P06A072 S pneumoniae R I R S R S
327 P05C112 S pneumoniae R S R S R S
328 P04B035 S pneumoniae R I I I R S
330 P06B136 S pneumoniae R S I | R S
331 P02B173 S pneumoniae R I R S S S
333 P02B162 S pneumoniae R R R S R S
334 P07B073 S pneumoniae S S S I S S
336 P02B163 S pneumoniae S S R I S S
337 P07B062 S pneumoniae S S S S S S
339 P07B090 S pneumoniae S R I S S S
340 P02B185 S pneumoniae I S I S S S
341 P02B175 S pneumoniae S S I I S S
342 P06C029 S pneumoniae R I I R R S
343 P25B011 S pneumoniae S S 1 S S S
345 P03C168 S pneumoniae R S R S R S
347 P07B059 S pneumoniae S S S I S S
348 P07B089 S pneumoniae R S R R S S
349 P06B041 S pneumoniae R R R ! R S
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350 PO7AS53 S pneumoniae R R R I R S
351 POSA375 S pneumoniae R I I R R S
354 P05SA479 S pneumoniae R I R I R S
355 P05A634 S pneumoniae R S I S S S
356 P08A311 S pneumoniae R S S | S S
357 P06B155 S pneumoniae R R R I R S
358 P07B163 S pneumoniae R I R S R S
359 P07B138 S pneumoniae S R R S S S
360 P01A323 S pneumoniae R R R S S S
361 P01B046 S pneumoniae R I S S R S
363 P05A424 S pneumoniae R I R I R S
364 P16B074 S pneumoniae R1! S R S R1 S
365 P02B198 S pneumoniae S S R S S S
366 P05A591 S pneumoniae R S R I R S
367 P16A594 S pneumoniae S S R S S S
368 P16B030 S pneumoniae R R R S R S
369 P05A638 S pneumoniae R R R S R S
370 P19A252 S pneumoniae R R R I R S
372 P06B128 S pneumoniae R R R S R S
373 P19A061 S pneumoniae R S R S R S
374 P06B165 S pneumoniae R R I I R S
376 P16B083 S pneumoniae R R R S R S
377 P05A410 S pneumoniae R S I S S S
378 P08A465 S pneumoniae R S R S I S
380 P02B030 S pneumoniae S 1 | S S S
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Tabelle 6:

MHK-Bestimmung der S.pneumoniae Isolate fiir Faropenem und Telithromycin in pg/ml

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
1 P02A301 <0,004 0,125
2 P17B062 0,25 0,016
3 P19B164 0,004 0,06
4 P17B060 0,0078 0,004
5 P14B043 0,004 <0,002
6 P18A113 0,25 0,03
7 P15B152 0,004 <0,002
8 P18A488 0,0156 0,06
9 P25B019 0,25 0,004
10 | P17B053 0,125 0,0075
12 | P17C137 0,0078 <0,002
13 | P19B168 <0,004 0,0075
15 | P17C180 <0,004 0,004
16 | P16B054 0,0156 0,004
18 | P18A364 0,25 0,004
19 | P17B056 0,125 0,004

20 | P17B051 0,0625 <0,002
21 | P17B058 0,125 0,004
22 | P14B068 0,0625 0,004
23 | P17B061 0,25 0,03
24 | P17B044 0,125 0,016
25 | P13B152 0,0078 0,0075
26 | P14B186 <0,004 0,016
27 | P17C134 0,25 0,03
28 | P15B026 <0,004 0,004
29 | P13B153 <0,004 0,0075
30 | P15C0S3 0,0156 <0,002
31 P17B045 0,125 0,06
32 | P18B165 0,0078 0,0078

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
33 P19B163 <0,004 0,25
34 P10B181 <0,004 0,016
35 P18B187 <0,004 0,0075
37 P18B095 0,25 0,0075
38 P18B199 0,25 0,0075
39 P10B182 <0,004 0,016
40 P18B168 0,0156 0,0075
43 P17B151 <0,004 0,016
44 P25B012 <0,004 0,004
45 P10B168 <0,004 0,016
46 P14B081 <0,004 0,03
47 P18B175 <0,004 <0,002
48 P10B119 <0,004 0,125
49 P18B176 0,25 0,016
50 P18B174 0,0625 <0,002
51 P13B077 <0,004 <0,002
53 P10B112 <0,004 0,0075
56 P10B084 0,0078 0,004
58 P10B068 <0,004 <0,002
59 P10B113 <0,004 0,25
60 P18A333 <0,004 0,0075
61 P08B189 <0,004 0,004
63 P0SB047 <0,004 0,0075
64 P05B074 0,25 0,016
69 P05SB090 0,0078 0,06
70 P0SB036 0,25 0,016
72 P05SB103 0,125 <0,002
74 P13C056 <0,004 0,0075
75 P15B019 0,0156 0,004

94




Tabellenanhang

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
77 | P0OSB070 0,25 <0,002
78 | P13B132 <0,004 <0,002
79 | P05B126 0,125 <0,002
81 | P02C135 <0,004 <0,002
82 | P10B100 <0,004 <0,002
83 | P10B099 <0,004 <0,002
84 | P13B129 <0,004 <0,002
85 | PO8B075 <0,004 <0,002
87 | P18AS46 <0,004 <0,002
89 | P17C106 0,25 0,004
91 P09B053 0,125 <0,002
92 | P13B134 <0,004 <0,002
93 | P13B125 0,0078 <0,002
94 | P13B133 0,0156 <0,002
95 | P13B144 0,0156 0,016
96 | P13B148 <0,004 <0,002
98 | P13B150 <0,004 0,004

102 | P08C061 0,03125 0,004

105 | P08C022 0,0078 0,25

107 | P10B032 0,125 <0,002

108 | P08CO077 <0,004 <0,002

111 | P05B104 <0,004 0,004

114 | P05B130 <0,004 <0,002

115 | P13B138 0,003 <0,002

119 | P0O5B077 0,125 0,06

121 | P0O5B059 0,125 0,06

122 | P08B084 <0,004 <0,002

123 | P05B099 0,125 0,0075

126 | P05B098 0,125 0,0075

127 | P08C091 <0,004 >2

128 | P05B095 0,25 0,0075

130 | P0SCO014 0,25 <0,002

132 | P13B080 0,003 0,008

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
133 P08B104 <0,004 0,008
141 P08B169 <0,004 0,0156
142 P13B057 0,0078 0,0156
143 P13A067 0,0078 0,03
146 P08B092 0,06 >2
147 P08B101 <0,004 0,008
151 P17B098 0,25 0,004
152 P17A107 0,25 0,03
153 P20A374 0,0078 0,25
154 P17B109 0,125 0,03
155 P17B091 0,0078 0,06
156 P12B013 0,0156 0,03
157 P15B015 0,25 0,0156
158 P14B184 0,03 0,03
159 P17B089 0,5 0,03
160 P17B090 <0,004 0,008
162 P17B103 <0,004 0,0156
163 P15B014 0,125 0,03
164 P25B022 0,0625 0,03
165 P17A345 0,25 0,004
166 P25B024 0,125 0,004
167 P17B097 0,0078 0,004
169 P14B197 0,004 0,008
170 P14B199 0,125 0,0156
172 P25B053 0,03 0,0156
174 P14B177 <0,004 0,008
175 P14B185 <0,004 0,008
177 P10B178 <0,004 0,06
178 P18B201 0,5 0,0156
179 P17B043 <0,004 0,0156
180 P15B033 0,06 0,004
181 P25B054 0,0156 0,0156
182 P12B019 <0,004 0,004
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Tabellenanhang

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
183 | P12B005 <0,004 0,008
184 | P04B006 <0,004 0,004
185 | P12A314 0,125 0,125
186 | P04B032 0,125 0,125
187 | P17A547 0,125 0,06
188 | P20B060 <0,004 <0,002
189 | P14B179 0,0078 0,125
190 | P12B003 <0,004 0,125
191 | P04B002 0,125 2
192 | P10C054 <0,004 0,06
194 | P25B007 0,125 0,06
195 | P04B005 0,125 0,06
196 | P04B030 0,125 >2
197 | P25B045 <0,004 0,06
198 | P12A183 <0,004 0,06
199 | P25B044 0,0078 0,06
200 | P04B003 0,25 >2
202 | P16A384 0,125 0,06
205 | P18B178 0,5 0,06
206 | P16A381 0,06 0,125
208 | P19B157 0,06 0,06
210 | P18B193 0,06 0,06
211 | P18B183 <0,004 0,06
212 | P22Al116 <0,004 0,06
213 | P20B061 <0,004 0,06
214 | P19A342 <0,004 0,125
215 | P14B096 <0,004 0,125
216 | P18B193 0,625 0,125
217 | P19B156 <0,004 0,06
218 | P18B180 0,125 0,06
222 | P19B087 <0,004 0,125
223 | P19B149 <0,004 0,25
224 | P14B091 <0,004 0,03
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AN Enare | Faropenem | Telithromycin
226 P04B062 0,03125 0,06
227 P05A051 0,125 2
228 P02B189 <0,004 0,125
230 P10B158 0,0156 0,125
231 P04B047 0,125 2
232 P06B133 <0,004 0,125
234 P05A090 0,125 0,125
235 P19B071 <0,004 0,125
236 P04B054 <0,004 0,125
237 P02B029 <0,004 0,03
239 P19B150 <0,004 0,06
240 P05A311 0,0078 0,03
241 P04C044 0,5 0,06
243 P10AS26 <0,004 0,125
244 P15C035 <0,004 0,125
245 P16A302 0,125 0,06
246 P16B036 0,0156 0,125
247 P05B025 0,0156 0,125
248 P19A006 0,125 0,125
250 P06B158 0,06 0,03
251 P04A246 0,06 0,06
252 P04A506 0,25 1
254 P04A217 0,125 0,125
255 P03C201 0,0078 0,06
256 P02B082 0,0078 0,03
257 P03C172 0,125 0,125
258 P06B097 0,0156 0,125
260 P06B070 0,25 2
261 P02B077 0,25 0,06
262 P06B032 0,25 0,06
264 P14B138 <0,004 0,125
265 P02B099 0,0156 0,06
266 P03C028 <0,004 0,125




Tabellenanhang

AN Enare | Faropenem | Telithromycin
270 | P03C103 0,25 0,125
271 | P03C102 0,06 0,125
272 | P03C180 0,06 0,125
273 | P02B087 <0,004 0,125
275 | P03C156 0,125 0,125
276 | P14B151 0,125 0,5
277 | P06B071 0,25 0,125
279 | PO3A177 0,06 0,125
280 | P02B187 0,03 0,06
281 | P19B162 0,06 0,03
282 | P02B097 <0,004 0,06
283 | P02B098 0,0078 0,125
284 | P03C210 0,03 0,125
285 | P04AS53 0,125 0,125
286 | P06B072 0,25 0,06
287 | P02B091 0,125 0,004
288 | P04A545 0,125 2
289 | P04A291 0,25 0,004
292 | P04A270 0,125 0,5
293 | P06B098 0,125 0,016
296 | P04A387 0,125 0,004
299 | P06B066 0,0156 0,004
302 | P02B201 0,125 0,0075
304 | P02B199 0,25 0,004
305 | P02B196 <0,004 0,004
306 | P01B062 <0,004 0,016
307 | P03C202 0,125 <0,002
308 | P02B181 <0,004 0,0075
309 | P06B151 <0,004 0,0075
310 | P01B055 <0,004 <0,002
311 | P02B179 0,0625 0,0075
312 | P03C165 <0,004 0,016
313 | P03C212 <0,004 0,0075
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AN Enare | Faropenem | Telithromycin
314 P06B067 <0,004 2
316 P01B045 <0,004 0,0075
317 P03A174 0,125 0,0075
318 P02B184 0,0156 0,0075
319 P06B147 0,0625 0,0075
320 P06A476 0,0078 0,016
321 P06A373 0,03125 2
323 P06A112 0,0156 0,03
324 P06B052 0,25 0,0075
326 P06A072 0,25 1
327 P05C112 0,125 0,03
328 P04B035 0,03125 0,03
330 P06B136 0,0625 >2
331 P02B173 <0,004 0,016
333 P02B162 0,25 0,03
336 P02B163 0,03125 0,0075
340 P02B185 0,03125 0,03
341 P02B175 <0,004 0,06
343 P25B011 <0,004 0,03
345 P03C168 0,125 0,0075
349 P06B041 0,125 0,0075
354 P05A479 0,03125 0,016
355 P05A634 <0,004 0,0075
357 P06B155 0,0625 0,03
360 P01A323 <0,004 0,03
361 P01B046 <0,004 0,06
363 P05A424 0,0625 2
365 P02B198 <0,004 0,0075
366 P05SA591 0,0078 <0,002
367 P16A594 0,03 0,0075
368 P16B030 0,125 0,0075
369 P0SA638 0,125 0,0075
370 P19A252 0,125 0,016




Tabelle 8:
MLS-Screening einiger ausgewahlter Isolate mittels PCR (O=Optochin-, E=Erythromycin-,
C=Clindamycin-Testblédttchen; n=negativ, p=positiv; P=PCR-Arbeitsprotokoll)

AN Keim (0] E C erm B mef E
121 | POSB059 S R S P2- n P2- n
47 P18B175 S S S P24- n P24- n
44 P25B012 S S S P24- n P24- n
52 P13B075 S S S P24- n P24- n
136 | PO7B073 S S S P24- n P24- n
198 |P12A183 S S S P24- n P24- n
296 | P04A387 S S S P29- n P29- n
308 | PO2B181 S S S P29- n P29- n
318 | P02B184 S S S P29- n P29- n
117 | PO8A465 S S S P29- n P32- n
336 | P02B163 S S S P30- n P30- n
377 | P05A410 S R S P34- n P33- n
59 P10B113 S R S P2- n P2+ p
105 P08C022 S R S P2- n P2+ p
109 | P0O9B086 S R S P2- n P2+ p
113 PO7B089 S R S P2- n P2+ p
134 | PO8A311 S R S P2- n P2+ p
153 P20A374 S R S P2- n P2+ p
177 | P10B178 S R S P7- n P4+ p
201 P02C152 S R S P32- n P5+ p
223 P19B149 S R S P34- n P26+ p
255 P03C201 S S S P34- n P28+ p
322 | P07A452 S R S P29- n P32+ p
341 P02B175 S S S P30- n P30+ p
343 P25B011 S S S P30- n P30+ p
360 |PO1A323 S R S P17- n P17+ p
2 P17B062 S R R P1+ p P1- n
3 P19B164 S R R P1+ p P1- n
4 P17B060 S R 1 P11+ p P11- n
5 P14B043 S R S P2+ p P2- n
6 P18A113 S R R P6+ p P3- n
8 P18A488 S R R P1+ p P1- n
12 P17C137 S R R P1+ p P1- n
13 P19B168 S R R P1+ p P1- n
14 P17C072 S R S P11+ p P11- n
16 P16B054 S R S P11+ p P11- n
23 P17B061 S R R P1+ p P1- n
26 P14B186 S R R P1+ p P1- n
27 P17C134 S R R P1+ p P1- n

98



30 |P15C053| S R R | Pll+ ]| p | PII- | n
31 |P17B045| S R R | PI+ | p | PI- | n
33 |PI19B163| S R R | Pll+ | p | Pll- | n
34 |p10BI81| S R R | Pll+ | p | PlI- | n
35 |P18B187| 8 R R | P23+ | p | P23- | n
39 |p10BI182| S R R | Pl+ | p | PI- | n
45 |P10B168| S R R | P6+ | p | P3- | n
48 |[P10B119| S R R | P+ | p | P> | n
53 |P1oB112| S R s [P+ | p | Pi- | n
69 |P0O5B090| S R R | P+ | p | P3 | n
71 |P13B127| S R I P7+ | p | P3- | n
73 |P05BO71| S R R | P+ | p | P3 | n
74 |P13C056| S R I P+ | p | P3- | n
76 |PO7B163| S R R | P6+ | p | P3- | n
89 |P17C106| S R R | P6+ | p | P> | n
95 |PI13B144| S R R | P+ | p | P3 | n
100 |P10B096| S R R | P25+ | p | P25- | n
103 |P06C029| S R R | P21+ | p | P> | n
106 |P10B030| S R R | Pll+ | p | PIl- | n
111 |PO5B104| S R R | P23+ | p | P23- | n
112 |P08B022| S R R | P23+ | p | P23- | n
114 |PO5SBI130| S R 1 | P21+ | p | P3- | n
119 |P05B077| S R R | P25+ | p | P3- | n
128 |P05B095| S R R | PIO+ | p | P3 | n
132 |P13B080| S R I P7+ | p | P3- | n
141 |PO8B169| S R R | PIO+ | p | P3- | n
142 |P13B057| S R R | P6+ | p | P& | n
146 |P08B092| S R R | P6+ | p | P& | n
152 |P17A107| S R R | PIO+ | p | P& | n
155 |P17B091| S R R | PIO+ | p | P4 | n
156 |P12BO13| S R R | PIO+ | p | P& | n
158 |P14B184| S R R | PIO+ | p | P& | n
159 |P17B089| S R R | P+ | p | P4 | n
162 |P17B103| S R R | PIO+ | p | P4 | n
165 |P17A345| S R R | PIO+ | p | P& | n
167 |P17B097| S R R | P21+ | p | P4 | n
172 |P25B053| S R R | PIO+ | p | P4 | n
178 |P18B201| S R R | P23+ | p | P23- | n
180 |P15B033| S R 1 | P23+ | p | P23- | n
181 |P25B054| S R R | P+ | p | P& | n
182 |P12BO19| S R I P+ | p | P& | n
186 |P04B032| S R R | PI2+ | p | P& | n
191 |P04B002| S R R | P12+ | p | P& | n
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192 [P10C054] S R R | PI2+ | p | P4 | n
195 |P04B005| S R R | P32+ | p | P4 | n
200 |P04B003| S R R | P6+ | p | P5- | n
203 |PI19B171] S R R | PI2+ | p | P5- | n
204 |PI9BIS3| S R R | PI2+ | p | P5- | n
206 |P16A381] S R I | P23+ | p | P23- | n
208 |PI19B157| S R S | P27+ | p | P33 | n
209 |P16A238] S R R | P22+ | p | P25- | n
210 |PISBI93| S R I | P2+ | p | P25- | n
211 |PISBI83| S R R | P12+ | p | P5- | n
214 |P19A342] S R R | P22+ | p | P25- | n
218 |PISBISO| S R R | PI2+ | p | P5> | n
226 |P04B062| S R S [ P26+ | p | P33- | n
227 |PO5A051| S R R | P22+ | p | P25- | n
230 |PI10BIS8| S R R | PI2+ | p | P5- | n
231 |P04B047| S R S [P+ | p | P32- | n
232 |PO6BI33| S R R | P12+ | p | P5- | n
237 |P02B029| S R R | P22+ | p | P25- | n
241 |P04C044| S R S [P+ | p | P25 | n
246 |P16B036| S R S [ P2+ | p | P25 | n
247 |P05B025| S R S | P21+ | p | P21- | n
250 |PO6BIS8| S R R | PI2+ | p | P5- | n
251 |P04A246| S R R | PI2+ | p | P5> | n
252 |P04AS06| S R R | P30+ | p | P> | n
254 |P04A217| S R R | P7+ | p | P5- | n
257 |P03C172] S R S [ p2s+ | p | P28 | n
260 |PO6BO70| S R R | P7+ | p | P5 | n
261 |P02B077| S R R | PI2+ | p | P5- | n
265 |P02B099| S R R | P28+ | p | P28 | n
268 |P04B044| S R R | P7+ | p | P5 | n
270 |P03C103| S R R | PI2+ | p | P5- | n
271 |P03C102] S R R | PI2+ | p | P5- | n
272 |P03CI80| S R I P8+ | p | P8 | n
275 |P03C156| S R R | P30+ | p | P28 | n
277 |PO6BO71| S R S | P34+ | p | P28 | n
279 |PO3A177| S R R | P8+ | p | P8 | n
280 |P02B187| S R R | P8+ | p | P& | n
283 |P02B098| S R R | P8+ | p | P8 | n
284 |P03C210| S R R | P8+ | p | P8 | n
285 |P04AS553| S R R | P8+ | p | P8 | n
286 |PO6B072| S R R | P34+ | p | P28 | n
287 |P02B091| S R R | P8+ | p | P8 | n
288 |P04AS545| S R R | P8+ | p | P8 | n
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289 | P04A291 S R R P29+ | p P29- n
292 |PO4A270| S R R PO+ p P9- n
293 | P06B098 S R R P21+ | p P9- n
294 |P04A397| S R R P21+ | p P9- n
302 | P02B201 S R R P29+ p P29- n
305 | P02B196 S R R P21+ | p P9- n
306 |[P01B062 S R R P29+ | p P29- n
307 |P03C202 S R R P21+ | p P9- n
310 | PO1BO55 S R R P25+ p P9- n
312 | PO3C165 S R R PO+ p P9- n
314 | P06B067 S R R P9+ p P9- n
315 | P06B044 S R R P29+ p P29- n
350 |PO7A553 S R R P29+ | p P29- n
50 P18B174 S S S P24+ | p P24- n
126 | PO5B098 S S S P24+ | p P24- n
196 | P04B030 S S S P24+ p P24- n
235 | P19B071 S S S P26+ | p P33- n
236 | P04B054 S S S P30+ | p P33- n
245 |P16A302 S S S P30+ p P33- n
258 | P06B097 S S S P30+ | p P28- n
319 | P06B147 S S R P29+ | p P32- n
320 |P06A476| S R R P29+ p P32- n
321 |P0O6A373 S R R P29+ p P32- n
326 |PO6AO072 S R R P29+ | p P32- n
327 | PO5C112 S R R P29+ p P32- n
328 | P04B035 S R R P29+ p P32- n
330 | P06B136 S R R P30+ | p P30- n
331 |P02B173 S R S P30+ | p P30- n
333 | P02B162 S R R P30+ p P30- n
340 | P0O2B185 S I S P30+ | p P30- n
345 |P03C168 S R R P31+ | p P31- n
349 | P06B041 S R R P31+ p P31- n
351 |PO5SA375 S R R P31+ p P31- n
354 | P05A479| S R R P17+ | p P17- n
355 |PO5SA634| S R S P17+ | p P17- n
357 | PO6B155 S R R P17+ p P17- n
361 | P01B046 S R R P17+ | p P17- n
363 | P05A424| S R R P17+ | p P17- n
364 |P16B074 S R R P31+ p P31- n
366 | PO5SA591 S R R P31+ p P31- n
368 | P16B030 S R R P31+ | p P31- n
369 |PO5A638 S R R P31+ p P31- n
370 |P19A252 S R R P31+ | p P33- n
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372 | P06B128 S R R P31+ | p P33- n
373 | P19A061 S R R P31+ p P33- n
374 | P06B165 S R R P31+ p P33- n
376 | P16B083 S R R P34+ p P33- n
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Tabellenanhang

Tabelle 13 A:
Gefundene Mutationen im DHPS-Gen (sulA) fiir sul1/2. Grau = neue Mutation

AN Enare 58CGG 59CCG 60GGC 61AGT 62AGC 63TAT 64GTT
Arg Pro Gly Ser Ser Tyr Val

4 P17B060 62AGC 63AGT AGC TAT 64GTT
Ser Ser Ser Tyr Val

10 P17B053 62AGC 63AAC TAT 64GTT
Ser Asn Tyr Val

23 P17B61 58CGG 59CCT 60CGG 61CCG 62GAA 63AGC AGC TAT 64GTT
Arg Pro Arg Pro Glu Ser Ser Tyr Val

91 P09B053 62AGT 63AGT AGC TAT 64GTT
Ser Ser Ser Ser Val

98 P13B150 62AGC 63AGC TAT 64GTT
Ser Ser Tyr Val

160 P17B098 62AGC 63TAT AGC TAT 64GTT
Ser Tyr Ser Tyr Val

268 P04B44 62AGC 63AGC TAT 64GTT
Ser Ser Tyr Val

289 P04A291 62AGT 63AGC TAT 64GTT
Ser Ser Tyr Val

319 P06B147 62AGT 63AGT TAT 64GTT
Ser Ser Tyr Val
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Tabellenanhang

Tabelle 13 B:

Gefundene Mutationen im DHPS-Gen (sulA) fiir sul3/4. grau=neue Mutation, dick umrandet=codierende Mutation;

weil}: bereits in der Literatur beschriebene Mutation

AN Enare 657 GAC-- 669 CTA-- 678 AAG-- 696 CTC-- 702 GTG-- 714CGA--
>GAT >CCTC >AAA >CTT >GTT >CGG
219 Asp 223 Leu 226 Lys 232 Leu 234 Val 238 Arg
4 P17B060
10 | P17B053 X X
23 P17B61 X X
91 P09B053 X X
98 | P13B150 X
160 | P17B098 X
268 | P04B44 X X
289 | P04A291 X X X
319 | P06B147 X X
AN Enare 729 ATC-- 732 CTA-- 735 GAG-- 738 GAG-- 740 AAT-- 744 GGT--
>ATT >CTT >GAA >GAA >AGT >GGG
243 Ile 244 Leu 245 Glu 246 Glu 247 Asn-->Ser 248 Gly
4 P17B060 X X X X X
10 | P17B053 X X X X
23 P17B61 X X X X
91 P09B053 X X X X
98 | P13B150 X X X X
160 | P17B098 X X X X
268 | P04B44 X X X X
289 | P04A291 X X X X
319 | PO6B147 X X X X
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Tabellenanhang

AN Enare 765 ACA-- 768 GAG-- 780 CGC-- 786 CGG-- 789 GAC-- 792 ACG--
>ACC >GAA >CGA >CGA >GAT >ACA
255 Thr 256 Glu 260 Arg 262 Arg 263 Asp 264 Thr
4 P17B060
10 | P17B053 X X
23 P17B61 X X X X X
91 | PO9B053 X X X
98 | P13B150 X X X
160 | P17B098 X X X X
268 | P04B44 X X X X
289 | P04A291 X X X
319 | P06B147 X X X
AN Enare 810 ACT-- 816 ATC-- 820 GCA-- 821/2GCA-- 822 GCA-- 825 AGA--
>ACC >ATT >ACA >GTG >GCG >AGG
270 Thr 272 1le 274 Ala -->Thr | 274 Ala -->Val 274 Ala 275 Arg
4 P17B060
10 | P17B053 X
23 P17B61 X X X
91 | PO9B053 X
98 | P13B150 X
160 | P17B098 X X
268 | P04B44 X
289 | P04A291 X
319 | P0O6B147
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Tabellenanhang

AN | Enare | 834GTA- 855 GAC-- 860 GCT-- 891 TCT-- 894 GCC--
>GTG >GAT >GTT >TCC >GCT
278 Val 285 Asp 287 Ala--> Val 297 Ser 298 Ala
4 P17B060
10 | P17B053 X
23 P17B61 X
91 | P09B053 X X
98 | P13B150 X X X X
160 | P17B098 X X X
268 | P04B44 X X
289 | P04A291 X X X X
319 | PO6B147
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Tabellenanhang

Tabelle 13 C:
Mutationen nach Sequenzierung fiir DHFR Gen (tril/2)

AN Enare 288 ATC—CTC | 288ATC—CTT | 288ATC—ATC
100lle—Leu 100lle—Leu 100lle—Leu
4 P17B060 X
10 P17B053 X
23 P17B61
91 P0O9B053 X
98 P13B150 X
160 P17B098 X
268 P04B44 X
289 PO4A291 X
319 P06B147 X
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Molekulare Untersuchung von Makrolid-, Tetrazyklin-, Chinolon- und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol-Resistenzmechanismen in 1191 klinischen europiischen
Isolaten von Streptococcus pneumoniae

Einleitung: Streptococcus pneumoniae ist einer der héufigsten Krankheitserreger beim
Menschen. In den letzten Jahren hat die Resistenz gegeniiber Penicillin G sowie anderen
Antibiotika weltweit deutlich zugenommen. Die vorliegende Studie umfasste 1191
(Streptococcus-) Isolate aus 24 europdischen Universitétskliniken, die im Rahmen des
SENTRY Uberwachungsprogramms gesammelt wurden. Die gesammelten Isolate wurden auf
ihre MHK-Werte und in-vitro Aktivitdten mit verschiedenen Substanzen getestet. Bei den
resistenten Isolaten wurden die klinisch wichtigsten Resistenzmechanismen molekular-
epidemiologisch untersucht. Diese Arbeit soll somit einen Uberblick iiber die zugrunde
liegenden Resistenzmechanismen und die in-vitro Aktivitidt verschiedener Substanzen bei
klinischen Pneumokokken-Isolaten aus den Jahren 1997-1999 geben und auf mogliche
Tendenzen zur Multiresistenz hinweisen.

Methoden: Die untersuchten Isolate entstammten der SENTRY-Studie. Sie wurden von
Patienten mit positiven Blutkulturen sowie mit ambulant bzw. nosokomial erworbenen
Pneumonien gewonnen. Die Identifikation der Pneumokokkenstimme erfolgte anhand des
MicroScan Walk Away 96 Systems. Zusitzlich erfolgte die Priiffung auf
Optochinempfindlichkeit mittels Testbldttchen. Die Verifizierung der Resistenzlage der
einzelnen Isolate erfolgte mittels Agardiffusionstests. Die Messung der spezifischen MHK-
Werte wurde nach dem Mikrotiterverfahren in Miiller-Hinton-Medium durchgefiiht. Die
Zellkonzentration konnte durch Messung der optischen Dichte kontrolliert werden. Die
molekulare Charakterisierung wurde mit Hilfe der PCR-Methode bzw. Féllung und
anschlieBender Sequenzierung gesichert.

Ergebnisse: Bei 73% der Makrolid-resistenten Erreger liel sich das erm(B)-Gen nachweisen,
lediglich 27% wiesen das mef(E)-Gen auf. Mutationen in 23 S rRNA und/oder den
ribosomalen Proteinen L4 und L22 konnten wir nicht nachweisen. Die Tetrazyklin-Resistnez
war nur mit dem tet(M)-Gen assoziert. Alle Trimethoprim-resistenten Isolate wiesen eine
Ile100—Leu Alteration in der Dihydrofolsdurereduktase auf, wihrend die Sulfonamid-
Resistenz auf Duplikationen im Dihydropteroatsynthetase-Gen sulA zuriickgefiihrt werden
kann. Bei den vier Isolaten mit erhéhten Levofloxacin-MHK-Werten lieen sich neben den
klassischen Alterationen in GyrA (Ser81—Phe oder Tyr) und ParC (Ser79—Phe und
Asp83—Asn) auch Efflux-Aktivititen nachweisen.

Diskussion: Sowohl die in-vitro als auch die auf molekularer Ebene ermittelten Daten unserer
Studie zeigen eine durchaus als dramatisch einzustufende Entwicklung der (Multi-)Resistenz
von Streptococcus pneumoniae gegeniiber verschiedenen Antibiotika bzw. deren
Kombinationen. Die klassischen Mutationen beziiglich der einzelnen Substanzen konnten wir
bestdtigen. Mutationen im tet(O)-Gen und in den ribosomalen Proteinen L4 und L22 konnten
wir nicht finden, so dall wir davon ausgehen, dall diese Mutationen zurzeit keine klinische
Relevanz haben. Aufgrund der zunehmenden Resistenzentwicklung, die sich auch in unseren
Ergebnissen widerspiegelt, wird es wahrscheinlich auch in Deutschland bzw. in anderen
europdischen Landern in Zukunft zu einem deutlichen Anstieg der resistenten Pneumokokken
kommen. Zur Erkldrung dieses Phdnomens kann der ProzeB der Kreuzresistenz bzw. die
klonale Ausbreitung herangezogen werden, was die unterschiedliche geographische
Verteilung einiger Gene erkldren wiirde. Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Dominanz
einiger Gene, wie z.B. die des tet(M) Gens, wire das gemeinsame Vorkommen der beiden
Gene erm(B) und tet(M) auf demselben Transposon Tn 1545. Im Hinblick auf die aktuelle
Literatur wird es in Zukunft interessant sein, den Selektionsdruck bei wohlmdéglich
gesteigertem Antibiotikaverbrauch, insbesondere neuerer Substanzen wie z.B. den Ketoliden
zu verfolgen.

Diisseldorf, 20.06.2003 111 CA Prof. Dr. F.-J. Schmitz
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