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11   EE II NN LL EE II TT UU NN GG 
 
 
1.1 Bedeutung von Klebsiella spp.  in der Medizin: 
 
 
Die  Gat tung Klebsiel la  spp.  wurde nach dem deutschen Pathologen und 

Biologen Edwin Klebs (1834-1913)  benannt .  Klebsiel len kommen im Darm 

und Respirat ionstrakt  von Mensch und Tier ,  aber  auch sehr  häufig in  der  

Umwelt  vor ,  wo s ich die  Bakter ien s tark im Wasser  vermehren können 

(z .B.  im Belebtbecken von Kläranlagen,  auf  feuchten oder  faulenden 

Pflanzen,  in  organischen Industr ieabwässern.) .  

 Eine Aufnahme über  Lebensmit te l  (z .B.  Salate)  kann zur  vorübergehenden 

Besiedlung im Darm führen und so im Krankenhaus als  Erregerreservoir  

dienen.[1]  

 
 

D e r  G e n u s  K l e b s i e l l a  
Name  Synonym 

Klebsiella ornithinolytica Klebsiella oxytoca Ornithin positive / 
Klebsiella Gruppe 47 

Klebsiella oxytoca Indol (+) Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella planticola Klebsiella trevisanii 
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae Klebsiella ozaenae 
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis Klebsiella rhinoscleromatis 
Klebsiella terrigena 
                                                                                                                                                 [2] 
 
 
Klebsiel la rhinoscleromatis  i s t  beim Rhinosklerom, einer  chronischen,  

anfangs inf i l t ra t iv-hypertrophischen,  später  narbig-sklerosierenden 

Entzündung der  Nasenschleimhaut  betei l igt .  [1]  

 

 

Klebsiel la  ozaenae  führ t  ebenfal ls  zu Entzündungen der  Nasenschleimhaut ;  

diese is t  durch Produkt ion zähflüssigen Schleims mit  Bi ldung 

übelr iechender  Borken charakter is ier t .  [1]  
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Klebsiel la oxytoca  (gr .  Säure hervorbringen)  unterscheidet  s ich von der  

kl inisch und bakter iologisch sehr  ähnl ichen Klebsiel la  pneumoniae  durch 

die  posi t ive Indolreakt ion.  [1]  

 

 

In  den vergangenen Jahren wurden wei tere  Arten mit  bisher  ungeklär ter  

medizinischer  Bedeutung beschrieben:  

-  Klebsiel la terr igena  ( la t . /gr .  von der  Erde ents tehend)  wurde bisher  

fas t  ausschl ießl ich in  Umweltmater ia l  nachgewiesen.  

-  Klebsiel la plant icola  ( la t .  Pf lanzen bewohnend)  überwiegend auf  

Pf lanzen,  nur  ausnahmsweise in  kl inischem Untersuchungsmater ia l  

-  Klebsiel la  Gruppe 47  e in  kl inisch bedeutungsvol leres ,  wenn auch 

bisher  nur  sel ten diagnost iz ier tes  Indol-  und ODC-posi t ives  Taxon,  

das  wahrscheinl ich als  Biovar  von Klebsiel la  plant icola  anzusehen 

is t .  [1]  

 

Klebs ie l la  pneumoniae:  

Morphologie :  Gram-negat iv ,  unbegeiße l t ,  unbewegl ich ,  

Polysacchar idkapsel ,  11O-  und 82K- Ant igene ,  ke ine  Hämolyse .  

Kul ture l le r  Nachweis :  Ösentes t  2-3  cm sp innbare  Kolonien ,  b iochemisch:  

Lactose  pos i t iv ;  Biochemische  Di f ferenzierung 

Pa thologie :  fakul ta t iv  pa thogener  natür l icher  Bewohner  des  Damtraktes ,   

macht  10% a l ler  nosokomialen  Infekt ionen aus  (  v .a .  be i  Prädisponier ten) ,  

Vi rulenzfaktor :  ant iphagozytäre  Kapsel  

Kl in ik:  Fr ied länder  Pneumonie  (3% a l le r  bakter ie l len Pneumonien) ,  

Lungenabszesse ,  P leur i t i s ,  Bronchi t i s ,  S inus i t i s ,  Masto id i t i s ,  Ot i t i s ,  

Hus ten ,  Auswurf ,  F ieber  Cholezys t i t i s ,  HWI,  Wundinfekt ionen,  

Meningi t i s ,  Endocardi t i s ,  Osteomyel i t i s  und Sept ikämie .  

 

Mikroskopie:  

Im Original-  und Primärkul turpräparat  meis t  plumpe,  kokkoide Gram-

negat ive Stäbchen.  Bei  Zugabe von spezif ischem Kapsel-Antiserum zu 

fr ischem Kulturmater ia l  kommt es  zur  Präzipi ta t ion an der  

Kapseloberf läche wodurch diese s ichtbar  wird,  ohne s ie  zu vergrößern 
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(sogenannte  Quel lungsreakt ion) .  Mit  dieser  Methode läßt  s ich die  

serologische Typisierung durchführen.  [1]  

 

 

Isol ierung:  

Die Isol ierung erfolgt  in  der  Regel  auf  Blut-  oder  Endo-Agar .  Die 

bekapsel ten Klebsiel len Arten s ind an ihren schleimigen,  halbkugel igen 

Kolonien zu erkennen;  auf  Indikatornährböden führt  die  meis t  vorhandene 

Lactose-Saccharose-Vergärung zum Farbumschlag,  der  a l lerdings bei  

s tarker  Kapsel-  bzw.  Schleimbildung schwach ausgebi ldet  sein kann.   

Different ia ldiagnost isch müssen schleimig wachsende E. col i -  oder  

Enterobacter-Stämme unterschieden werden.  [1]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo eines auf Blutagar 
ausgestrichenen 
Klebsiella pneumoniae 
Isolates 

 

 

Ident i f iz ierung:  

Die medzinisch bedeutsamen Klebsiel len s ind kapselbi ldend und 

unbeweglich.   

Für  epidemiologische Zwecke werden mit te ls  Quel lungsreakt ion 

serologisch derzei t  82 def inier te  Polysaccharid-Kapsel-(K-)Antigene 

unterschieden,  die  speziesübergreifende bei  a l len bekapsel ten Klebsiel len-

ar ten auftreten können.[1]  Nach Orskov werden bei  Infekt ionen des  
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Respirat ionstraktes meis t  d ie  Kapsel typen 1-6 nachgewiesen;  bei  

Pneumonien überwiegt  Typ 1 vor  Typ 2 und Typ 3.  Klebsiel la 

rhinoskleromatis  gehört  zum Kapsel typ 3,  bei  Klebsiel la  ozaenae  werden 

meis t  die  K-Typen 4-6 nachgewiesen,  Abgesehen von Typ 2 s ind die  

Harnwegsinfekt ionen meist  Kapsel typen oberhalb Typ 6 betei l igt .  Typ 68 

is t  häufig  bei  Klebsiel la  oxytoca  anzutreffen.  

Die Best immung der  11 def inier ten O-Antigene wird sel tener  durchgeführt .  

Es  bestehen Antigengemeinschaften mit  O-Antigenen von E.col i .  [1]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reaktionsenzyme der oben angegebenen Abkürzungen: Ind=Indol-Bildung; MR= Methylrot; VP= Acetoinbildung (Voges Proskauer); ZIT=Citrate; Gel=Gelatinase; Mao=Matonate Utilisation; LDC= Lysin 
DeCarboxylase; Glu= Glukose; ONPG= Ortho-Nitrophenyl-ßD-Galaktopyranosidase; Dul= Dulcitrol Fermentation 

Differnezierung der medizinisch wichtigen Klebsiella-Arten (nach Ewing 1986) 
 

 Hst Ind MR VP Zit Gel Mao Muk LDC Pek Azt Glu ONPG Dul 
Klebsiella 

pneumoniae + - d(11) + + + + + + - d(75) + + d(35)

Klebsiella 
ozaenae d(15) - + - d(28) - - d(25) d(36) - - d(56) d(80) - 

Klebsiella 
rhinoscleromatis - - + - - - + - - - - - - - 

Klebsiella 
oxytoca + + d(33) + + d(64) + + + + + + + d(53)

Bebrütung 48 Stunden bei 36°C. 
+: ≧ 90 % positiv, -: ≦ 10 % positiv 
d: 11-89 %  positiv, Angabe positiver Reaktionen (%) in Klammern 

[1]  

 
Reaktionen der Unterscheidung der Klebsiella-pneumoniae-/oxytoca-Gruppe von Klebsiella 
terrigena und planticola (nach Farmer u. Mitarb. 1985) 

 

 
     Wachstum und Glucoseabbau bei 

 Ind ODC 5°C 10°C 41°C 44,5°C 
Klebsiella 

pneumoniae - - - - + + 

Klebsiella 
oxytoca + - - + + d 

Klebsiella 
terrigena - - + + - - 

Klebsiella 
planticola d - + + + - 

Klebsiella 
Gruppe 47 + + + + + - 

+: ≧ 90 % positiv, -: ≦ 10 % positiv;    d: 11-89 %  positiv 
Reaktionsenzyme der oben angegebenen Abkürzungen: Ind: Indol-Bildung; ODC Ornithin DeCarboxylase 

[1]  
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1.2 Grundlagen der untersuchten Resistenzmechanismen 

1.2.1 Resistenz 
 

 

Def in i t ion :  

Eine  Bakter ienres i s tenz  l iegt  vor ,  wenn Bakter ien  in  Anwesenhei t  

therapeut i sch  re levanter  Konzent ra t ionen  e ines  Chemotherapeut ikums  

(Ant ib iot ikums)  ihre  Vermehrung nicht  e ins te l len .  S ie  s ind  gegenüber  der  

Wirksubs tanz  unempf indl ich . [6]  

 

Ursachen für  Res i s tenzen:  

-  Natür l iche  Res is tenz :  

Der  Wirkmechanismus  e ines  bes t immten  Ant ib io t ikums kommt  n ich t  zum 

Zuge,  da  d ie  na tür l ichen,  genet i sch  f ix ier ten  Eigenschaf ten   des  

Bakter iums ke inen  Angr i f fspunkt  für  das  Ant ib io t ikum bie ten .  Es  handel t  

s ich  a lso  um e ine  bekannte ,  immer  vorhandene  Überempfindl ichkei t ,  d ie  

be i  der  Therapie  zu  berücks icht igen  i s t .   

In  jeder  Bakter ienpopula t ion  exis t ie ren  e inze lne  Indiv iduen,  d ie  durch  

natür l iche ,  zufä l l ige ,  sehr  se l tene ,  aber  immer  vorhandene  Muta t ionen  

gegen  bes t immte  Wirkmechanismen von Ant ib io t ika  res i s ten t  geworden 

s ind .  Es  bes teht  dabei  ke in  Zusammenhang zwischen  vorausgegangenen  

oder  bes tehenden Therapiemaßnahmen.  Diese  sogenannten „Pers i s ter“  

entwickeln  s ich  unter  e iner  Ant ib io t ika therapie  aufgrund e ines  

Se lekt ionsvor te i l s  und werden  zu  e inem therapeut i schen  Problem.[6]  

 

-  Erworbene  (über t ragene ,  sekundäre)  Res is tenz  

Die  sekundäre  Resi s tenz  s teht  im Zusammenhang mi t  der  

Ant ib io t ika therapie .  Neben dem bere i t s  oben angesprochenen  

Resi s tenzmechanismus spie l t  h ier  der  Austausch des  genet i schen 

Mater ia ls  zwischen e inzelnen Bakter ien  e ine  wicht ige  Rol le .  Res is tenz-

Transfer -Faktoren ,  auch  Plasmide  genannt ,  s ind  DNA-Elemente ,  d ie  s ich  

außerhalb  des  Nukleot ids  in  der  Zel le  bef inden und die  Informat ion  für  

Ant ib io t ikares is tenz  t ragen.  [6]  
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P lasmide:  

Diese  ext rachromosomalen  Elemtente ,  l iegen  in  der  Bakter ienzel le  a l s  

„autonome“,  r ingförmig  angeordnete ,  doppels t rängige  DNA- Moleküle  

vor .  Sie  kodieren  für  Eigenschaf ten ,  d ie  dem Bakter ium Selekt ionsvor te i le

verschaf fen  können.   

P lasmide  können von e iner  Zel le  zur  anderen  über t ragen  werden.  

 

Man unterscheide t :  

1 )  Plasmide  (se lbs t  über t ragbar) ,  d ie  d ie  Wir t sze l le  in  e inen 

Donorzus tand verse tz ten  (z .B.  F- ,U- ,  R-Faktoren)  und e inen  

Mechanismus   für  d ie  Konjugat ion  mi t  e iner  Rezeptorze l le  

vermi t te ln .  P lasmide  können dabei  chromosomale  DNA des  Wir t s  

oder  andere  P lasmid-DNA mitüber t ragen .  

2)  Nicht infektöse  Plasmide  (n icht  se lbs t  über t ragbar) ,  d ie  zum 

Austausch  e inen  Transfer faktor  e ines  t ransduzie renden 

Bakter iophagen  benöt igen.  

Manche  Plasmide  l iegen nur  in  e iner  Kopie ,  andere  in  b i s  zu  50facher  

Kopie  pro  Zel le  vor .  [7]  
 

 

-  Induzier te  Res is tenz:  

Al le  gramnegat iven  Stäbchenbakter ien  (außer  Salmonel la )  bes i tzen  

zumindes t  e ine  chromosomal  kodier te  Informat ion  für  e ine  Beta lac tamase .  

Nur  wenige  Bakter ien  expr imieren  d ieses  Gen kons t i tu t iv  und s ind  somi t  

von vornhere in  gegen d ie  meis ten  Beta lac tamant ib io t ika  res is tent .  Unter  

e iner  Therapie  mi t  d iesen Ant ib iot ika ,  wenn d iese  z .B.  unzure ichend 

dos ier t  s ind ,  können nach  und nach  auch b is  dahin  empf indl iche  Bakter ien  

ohne  neue  Resis tenzgene  ihren  Res is tenzphänotyp  ändern .   

Die  Produkt ion  p lasmidkodier ter  Beta lac tamasen unter l i egt  n icht  der  

Regula t ion  durch  das  Chromosom.  Solche  Enzyme werden  a lso  s tändig  

produzier t ,  und zwar  in  großer  Menge ,  ganz  besonders  wenn das  P lasmid  

in  mehrfacher  Kopie  in  der  Bakter ienze l le  vor l iegt . [6]  
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1.2.2 Betalactamasen 
 

 

Sind bakter ie l le  Enzyme,  die  den Betalactamring hydrolyt isch öffnen 

können (of tmals  durch Penici l l in selbst  induzier te  Penici l l inasen) .  

Betalactam-Antibiot ika verl ieren dadurch ihre ant ibakter iel le  Akt ivi tä t .  

Betalactamasen werden in  den meis ten Bakter ien (s .  Tabel le  auf  Sei te  9)  in  

niedrigen Konzentat ionen nachgewiesen.  Sie  werden charakter is ier t  und 

klass i f iz ier t  nach ihrem Substratspektrum (den Betalactam-Antibiot ika die 

von einer  best immten Betalactamase hydrol is ier t  werden) ,  der  

Verminderung ihrer  Aktivi tä t  durch Betalactamase-Inhibi toren,  der  

Lokal isat ion ihres  Gens (bla-Gen)  auf  dem Bakter ien-Chromosom oder  auf  

e inem extrachromsomalen Plasmid,  ihrem isoelektr ischen Punkt  (z .B.  TEM-

Betalactamasen,  SHV-Betalactamasen) ,  den Spezies ,  bei  denen s ie  häufig 

auf t re ten,  der  Induzierbarkei t  ihrer  Synthese ( induzierbar  s ind zumeist  nur  

chromosomale Betalactamasen,  während plasmidische konst i tut iv 

produzier t  werden – ausgenommen die  Penici l l inasen bei  Staphylokokken) ,  

ihrer  Aminosäuresequenz,  u .a .  Betalactamasen als  Ursache der  Resis tenz 

f inden s ich sowohl  bei  gramposi t iven als  auch bei  gramnegat iven Erregern.  

Bei  le tzteren is t  d ie  Vielfa l t  sehr  viel  größer .  In  den le tz ten Jahren s ind 

neue plamidische Betalactamasen nachgewiesen worden,  die  insbesondere 

Klebsiel la  pneumoniae  gegen Cephalosporine auch neuer  Generat ion,  

Cephamycine eingeschlossen,  und Aztreonam resis tent  werden lassen.[3]  
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Bakter ie l l e Beta lac tamasen

Grampositive Bakterien 

Chromosomal 
Bacillus spp. (Penicillinasen) 
Zn++-stimuliertes Enzym 
hydrolysiert alle Betalactamasen 

Gramnegative Bakterien Nocardia, chromosomal 
(Vielzweck) 

Mykobakterien, chromosomal 
(Vielzweck) 

Plasmidisch 
S. aureus*

S. epidermidis*

S. haemolyticus*

E. faecalis* 

Chromosomal 

Cephalosporinasen Breit-Spektrum-
Betalactamasen

Cefuroximasen Alle Betalactame 

S. maltophilia P. vulgaris*

B. cepacia 
Klebsiella*

Bacteroides spp.*
Legionella spp.*

Moraxella*

Induzierbar 
 

Enterobacter 
C. freundii 

S. marcescens 
P. aeruginosa 
M. morganii 
Providencia

Plasmidisch 

Konstitutiv 
 

Enterobacter 
C. freundii 

Acinetobacter 
Bacteroides*

Breit-Spektrum-
Betalactamasen

Betalactamasen mit 
erweitertem Spektrum 

Carbenicillinasen Oxacillinasen 

TEM-1* PSE 1,2,3,4* OXA 1-7* TEM 3-26*

TEM-2* Pseudomonas Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae 
SHV-1* (Klebsiella) E.coli 
HMS-1* SHV 2-8*

Enterobacteriaceae Cephamycinasen 
Haemophilus CMY-1, CMY-2 

N. gonorrhoeae 

*Enzyme werden durch Clavulansäure, Sulbactam und Tazobactam gehemmt. [3.1] 
Nach Neu (1992), verändert 



 
1.2.2.1 SHV Betalactamasen 
 

 

(Sulf-Hydryl-Variable ,  durch Parachlor imercurobenzoat ,  e inem Inhibi tor  

von Sulfhydrylgruppen unterschiedl ich hemmbare Betalactamasen:  

Hydrolyse von Cephalor idin komplet t  gehemmt,  Hydrolyse von 

Benzylpenici l l in nicht  gehemmt.)  Gruppe von Betalactamasen,  die  sowohl  

Penici l l ine a ls  auch Cephalosporine hydrol is ieren 

(Brei tspektrumbetalactamasen)  und deren Gene auf  R-Faktoren 

(=Resistenzfaktor)  lokal is ier t  und damit  über t ragbar  s ind,  kommen 

bevorzugt  in  der  Gat tung Klebsiel la  vor .  Sei t  1983 wel twei tes  Auftreten 

neuer  SHV Enzyme mit  erwei ter tem Brei tspektrum (EBS),  welche auch 

Antibiot ika mit  e iner  Oximino-Gruppe (z .B.  Cefotaxim,  Ceftazidim,  

Aztreonam) spal ten (s .Tabel le) ,  durch Mutat ion aus äl teren SHV 

Betalactamase-Genen (SHV-1,  SHV-2)  ents tanden.  Beispielhaf t  s ind einige 

aufgeführt  [4] :  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Betalactamasen 

 
Isoelektrischer 
Punkt 

 
MHK1(mg/l) gegenüber 
 
 
Cefotaxim             Ceftazidim              Aztreonam 

 
Vorkommen 
(Land, Spezies) 

SHV-1 7,6 0,13             1                   0,5 Schweiz, E.coli (1974,P2) 

SHV-2 
 
SHV-3 
SHV-4 (CAZ-5) 

SHV-5 (CAZ-4) 
 
SHV-6 

7,6 
 
7,0 
7,8 
8,2 
 
7,6 

64                 32                32 
 
64                 32                32 
128               128              256 
64                 128              256 
 
0,5                32                4 

Deutschland, E.coli (1983,P) 
Deutschland, K. oxyt. (1983,P) 
 
Frankreich, K. pneum. (1988,P) 
 

Frankreich, K. pneum. (1988,P) 
 
Chile, K. pneum. (1987,I2) 
Frankreich, K. pneum. (1988,P) 
Deutschland, K. pneum. (1990,I) 
Fankreich, K. pneum. (1991,P) 
 

1 von Transkonjuganten 
2 erste Isolierung (I) oder Publikation(P) 

[4] 
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1.2.2.2 TEM Betalactamasen 
 

 

P lasmidische  Beta lac tamasen  kommen be i  Enterobacter iaceae ,  Neisser ia ,  

Haemophi lus  vor .  Derze i t  s ind  135 verschiedene  TEM-Beta lac tamasen 

bekannt .  Benannt  nach  Temoniera ,  e iner  gr iechischen  Pat ient in ,  von 

welcher  e in  E.col i  S tamm iso l ier t  wurde ,  bei  dem e in  Enzym mi t  bre i tem 

Spekt rum (sowohl  Penic i l l ine  a l s  auch Cephalospor ine  hydrolys ierend)  

ident i f iz ie r t  wurde .  TEM-Enzyme s ind  p lasmid kodier t ,  d ie  genet i sche  

Informat ion  i s t  a l so  über t ragbar  (R-Faktoren ,  z .B.  P lasmid  pMUC,  

welches  das  Gen blaT-6  für  d ie  Synthese  der  Beta lac tamase  TEM-6 t rägt ) .  

Bis  Anfang der  80er  Jahre  bes tand d ie  TEM Enzymreihe  nur  aus  den  

Beta lac tamsen TEM-1 und TEM-2.  Se i ther  s ind  wel twei t  neue  Enzyme des  

TEM-Typs  nachgewiesen worden (s .Tabe l le  Se i te  58/59) ,  ents tanden durch 

Mutat ionen  in  TEM Genen.  Der  therapeut isch  bedeutsamste  Unterschied 

zu  TEM-1 i s t  d ie  Verbre i terung  des  Spekt rums hydrol i s ie rbarer  

Beta lac tamasen  unte r  Einschluß der  meis ten  Oximino-Gruppen (z .B.  

Cefuroxim,  Cefotaxim,  Cef taz id im,  Aztreonam) .  Enzyme dieses  Typs  

(auch  SHV-Beta lac tamasen)  werden,  aufgrund ihres  e rwei ter ten  

Bre i t spekt rums ,  a l s  Extended   Spec t rum Beta lac tamases  (ESBL) 

bezeichnet .  S ie  s ind  Ursache  dafür ,  daß  in  e inze lnen  Regionen,  z .B.  

Frankre ich   oder  Argent in ien ,  zwischen 10  und 20% der  Infek t ionen  mi t  

Klebs ie l len  n icht  mehr  mi t  den  genannten  Ant ib io t ika  behandel t  werden 

können [5] .  
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 1  von  Transkonjuganten  oder  Wild typen  (WT) 

2  e rs te  I so l ie rung ( I )  oder  Publ ika t ion  (P)   
3  S tämme,  d ie  d iese  Enzyme produzieren ,  wurden in   Frankre ich ,  
Belg ien ,  England,  Chi le  und Deutschland i so l ier t ,  aber  das  genaue  
Ursprungs land wurde  n icht  beschr ieben.  [5] 
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1.2.3 Integrons 
 

 

In tegrons  und d ie  Verbre i tung von Res i s tenzgenen unter  Bakter ien:  

Muta t ionen  im bakter ie l len  Chromosom führen  im a l lgemeinen  zur  

Res i s tenz  gegenüber  nur  e inem Ant ib io t ikum.  Mutat ionen,  d ie  zur  

chromosomal  vermi t te l ten  Res is tenz  gegenüber  zwei  Ant ib io t ika  mi t  

verschiedenen  Resi s tenzmechanismen führen ,  s ind  sehr  se l ten .  

Chromosomale  Resi s tenz  b le ib t  zumeis t  auf  das  Bakter ium,  in  dem das  

Mutat ionsere ignis  e inge tre ten  i s t  und  dessen  fo lgende  Genera t ionen 

(ver t ika le  Res is tenzwei tergabe)  beschränkt .  Durch  d ie  Übernahme von 

Resi s tenzgenen (hor izonta le  Resi s tenzwei te rgabe)  können 

Mikroorganismen auch  res i s ten t  werden gegenüber  Ant ib io t ika .  Dies  kann 

er fo lgen  durch  Aufnahme von DNA ohne  Zel lkontakt ,  en tweder  in  f re ie r  

Form (Transformat ion)  oder  a l s  Tei l  e ines  Bakter iophagenoms 

(Transdukt ion) ,  bzw.  im Anschluß an  Zel lkontakt  (Konjugat ion) .  

Vorrausse tzung für  den  g le ichzei t igen  Transfer  mehrerer  Res is tenzgene  

i s t  deren  ext rachromosomale  Lokal i sa t ion  auf  Plasmiden ,  welche  Gene  für  

Res is tenzen  gegenüber  den  verschiedenen Ant ib io t ika  t ragen können.  

Ant ib io t ikaempf indl iche  Wild typstämme werden durch Aufnahme 

derar t iger  Res is tenzfak toren  res i s ten t  und  g le ichze i t ig  ihrerse i t s  zu  

potent ie l len  Über t rägern .  Die  P lasmide können auf  Stämme der  Spezies  

oder  Genera  über t ragen werden [8] ,  ( s iehe  auch unter  Grundlagen-

Resi s tenz) .  

In tegrons  s ind  genet i sche  Elemente ,  d ie  n icht  se lbs t  mobi l  s ind ,  aber  

Genkasse t ten  ( s .u . )  mi t  potent ie l l  mehreren  h in tere inander  l i egenden 

Resi s tenzgenen in  ihrer  S t ruktur  aufnehmen können.  Sie  können 

mobi l i s ie r t  und in  anderen  In tegrons ,  P lasmiden oder  in  das  

Bakter ienchromosom e ingebaut  werden .  Auf  d iesem Weg kann e ine  

schnel le  Res i s tenzausbre i tung er fo lgen .  

Def in i t ion  In tegron:  

Vie le  vermi t te l te  Ant ib iot ikares i s tenzen  werden über  Genkasse t ten  

über t ragen.  Darunter  vers teht  man k le ine  mobi le  Elemente ,  d ie  of t  in  

Ringform vor l iegen .  Für  d ie  Express ion  d ieser  Gene  fehl t  ihnen  a l le rd ings 
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die  enzymat ische  Auss ta t tung  in  Form e ines  Promotors  und e ines  

rep l iz ierenden  Enzyms ( Integrase) .  Res i s tenzgene  im Bakter iengenom 

werden  häuf ig  von  zwei  hochkonservier ten  Regionen f lankier t .  Die  

Regionen s t immen mi t  den  charak ter i s t i schen Bes tandte i len  von 

Genkasse t ten  übere in .  Aus  d iesen  Beobachtungen entwicke l ten  Hal l  und 

Col l i s  e ine  a l lgemeine  In tegrondef in i t ion .  Danach i s t  e in  In tegron jede  

zusammengehör ige  genet i sche  Einhei t ,  d ie  über  e ine  spez i f i sche  

Rekombinat ionsschni t t s te l le  für  den  Einbau von Genkasse t ten  und d ie  

Enzymauss ta t tung  für  d ie  Repl ika t ion  der  jewei l igen  Gene  ver fügt .  

Eine  In tegrase  ka ta lys ier t  d ie  Rekombinat ion  von Genkasse t ten .  S ie  wird  

durch  d ie  in t -Sequenz codier t ,  d ie  der  Steuerung e ines  Promotors  PA N T  

unter l ieg t .  Der  Promotor  P1  oder  P A N T  bef indet  s ich  innerhalb  des  

5`konservier ten  Segmentes  (CS) ,  welches  auch  für  d ie  Transskr ip t ion  der  

Ant ib iot ika  Resi s tenzgene   verantwor t l ich  i s t .  In  e in igen  Fä l len  wurde  e in  

zwei te r  Promotor  P2 ,  beschr ieben,  der  beobachte t  wurde  wenn P A N T  e ine  

schwache Bindung ze ig te .  In  d iesem Fal l  kann P2 zum Hauptpromotor  

werden .  Von Promotor  P1 in  der  5`CS exis t ie ren  dre i  Vers ionen:  Ein  P1  

mi t  schwacher  Akt iv i tä t ,  e in  s ta rker  Promotor  und e ine  Hybr id-Vers ion .  

Einige  In tegrons  mi t  schwachem P1 weisen  e inen  zwei ten  Promotor  auf .  

Dies  ha t  potent ie l l  Konsequenzen  für  d ie  Express ion  der  in  den  In tegrons  

en tha l tenen  Genkasse t ten .  Die  re la t ive  Akt iv i tä t  des  Promotors  kann d ie  

Menge an  t ranskr ib ier ter  mRNA für  d ie  in  den Genkasse t ten  enthal tenen 

Res i s tenzgene  beeinf lussen .  Auch d ie  Pos i t ion  des  Gens  könnte  be i  

mehreren  Resi s tenzgenen  in  e inem Integron insofern  von Bedeutung se in ,  

a l s  das  jedem Gen nachgeschal te te  59-Basen  Element  potent ie l l  a l s  

Terminat ionssequenz  d ienen  kann.  

Mi t  Hi l fe  der  5`CS-3`CS Pr imer  (Sequenz  s iehe  Mater ia l  und  Methoden)  

kann d ie  Präsenz  von Integrons  in  Bakter iens tämmen überprüf t  werden.  

Wei terhin  i s t  d ie  Best immung der  In tegronlänge  von Bedeutung,  da  h ier  

Rückschlüsse  auf  d ie  in  den  Genkasse t ten  bef indl ichen  Gene  mögl ich  

s ind .  Wird  zusä tz l ich  mi t  dem 3`CS noch e in  In t 2 F  Pr imer  (Sequenz  s iehe  

Mater ia l  und Methoden)   e ingese tz t ,  so  i s t  d ie  genere l le  

S t rukturaufklärung des  In tegrons  wahrscheinl ich .  Die  In t 2 F-Region  läss t  

s ich  s t rangaufwär t s  von der  5´CS Region nachweisen .  So kann zusätz l ich   
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e ine  Aussage  über  d ie  in  dem In tegron entha l tene  Genkasse t te  ge t rof fen 

werden ,  i s t  das  59-Basenpaar -Element  und  das  Res is tenzgen vorhanden 

oder  v ie l le ich t  sogar  de le t ie r t .    
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Typische  St ruktur  e ines  In tegrons  der  Klasse  1 ;  
Res t r ik t ionsschni t t s te l l en:  A:  AvaI ;  Ba:  bamHI;  Bs :  Bs tUI ;  Ea:  EagI ;  
Pv:  PvuII ;  P ,  P1-P2:  Promotoren;  quacE∆1,  su l1:  typische  
Resi s tenzgene  im Bere ich  des  3`CS;  or f5:  Open reading f rame 5;  in t :  
In tegrase   
es tandte i le  von Genkasse t ten :  

enkasse t ten  entha l ten  e ine  Basensequenz ,  d ie  e in  Res is tenzgen oder  

inen  of fenen  Leserahmen (ORFs)  codier t .  Die  Funkt ionen der  

enprodukte  der  publ iz ier ten  sechs  ORFs  s ind  n icht  bekannt .  

l l e  59  bekannten  Genkasse t ten  ze igen e inen  analogen Aufbau:  Die  

odierende  Sequenz  wird  sowohl  am 3` -Ende  a l s  auch  am 5` -Ende  von 

e i len  des  59-Basen Elementes  f l ankier t .  Nur  bei  der  n icht  in  e in  In tegron 

ingebauten  Ringformen der  Genkasse t te  f inde t  s ich  e in  ungete i l tes  59-

asen Element .  Kommt es  zum Einbau e iner  Genkasse t te ,  d ienen d ie  

e iden  Enden des  ge te i l ten  59-Basen  Elements  a l s  spezi f i sche  

nhef tungsregion .  In  5`-Richtung bindet  d ie  sogenannte  Core  Region,  

es tehend aus  der  Sequenz  GTTRRRY an d ie  a t t I  Schni t t s te l le  des  

n tegrons .  Der  Kontakt  zu  der  Schni t t s te l le  wi rd  über  d ie  In tegrase  

a ta lys ier t .  In  3` -Rich tung endet  d ie  Genkasse t te  mi t  e iner  inversen  Core 

egion auf  d ie  Sequenz  RYYYAAC---G.  Wird  nur  e ine  e inzige  

enkasse t te  e ingebaut ,  sch l ieß t  s ich  wei te r  in  3` -Richtung das  andere  

n tegronende  mi t  der  Sequenz  TTRRRY an.  

ind  mehrere  Gene  vorhanden,  ver fügt  jedes  davon über  sein  e igenes  59-

asen  Element .  In  d iesem Fal l  schl ießt  d ie  nächste  Inser ta t ionskasse t te  
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am 3`-Ende  des  59-Basen Elementes  der  er s ten  Kasse t te  an .  In tegrons  

entha l ten  n icht  immer  Genkasse t ten .  Da  Genkasse t ten  a l s  mobi le  

genet i sche  Elemente  ohne  enzymat i sche  Auss ta t tung  für  d ie  Express ion 

der  en tha l tenen  Gene  zu  sehen  s ind ,  b i lde t  e rs t  d ie  enzymat ische 

Auss ta t tung  des   In tegrons  mi t  Promotor  und  In tegrase  den  vol l s tändigen 

Rahmen für  e ine  Express ion  der  entha l tenen Res is tenzgene .   
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Schemat ischer  Aufbau  e iner  Genkasse t te  und ihres  zugehör igen 59-

Basen  Elementes  modi f iz ier t  nach  Hal l  e t  a l .  
ntegrons  s ind  in   der  Lage ,  Res is tenzgene  in  den Wir t sorganismus  

inzuschleusen ,  sowei t  s ie  dor t  e ine  entsprechende  Anheftungsregion  

or f inden.  Hierbe i  b indet  d ie  Anhef tungsregion  der  Res i s tenzgene  an  e ine  

assende  spez i f i sche  Anheftungssequenz  innerha lb  der  Genkasse t ten .   

i e  Verbre i tung von Genkasse t ten  f indet  in  Ausnahmefäl len  auch  ohne  

ntegrons  s ta t t ,  wie  s ich  am Beispie l  e iner  aadB-Kasset te  für  

ct ine tobacter  ze igen  l ieß  [10] .  Die  Inser t ionskasse t ten  können  auch  ohne  

ie  Unters tü tzung e iner  In tegrase  unspezi f i sch  e ingebaut  werden,  d ie  

xpress ion  kann aber  nur  s ta t t f inden,  wenn e in  en tsprechender  räuml ich  

ich t ig  or ien t ie r te r  Promotor  vorhanden i s t .  

ür  d ie  Res i s tenzentwicklung gegenüber  Ant ibot ika  i s t  vor  a l l em die  

ögl ichkei t  bedeutsam,  mehrere  der  ungebundenen Genkasse t ten-

ingform aufzunehmen und in  be l iebiger  Reihenfolge  innerha lb  des  

n tegrons  anzuordnen.  Dabei  kann es  zur  Fusion zwischen  zwei  

enkasse t ten  kommen.  Durch d iesen  Vorgang können sowohl  neue  

nordnungen von Res is tenzgenen ents tehen,  a l s  auch  neue  Operons  

ebi lde t  werden [11] .  
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In tegronherkunft  und  Verbre i tung:  

Eine  Erklärung für  d ie  Verbre i tung könnte  dar in  bes tehen,  dass  In tegrons  

zwar  se lbs t  ke ine  mobi len  genet i schen  Einhei ten  s ind ,  aber  manchmal  

Bes tandte i l  von Transposons  se in  können.  Transposons  ver fügen über  d ie  

Fähigkei t ,  s i ch  aus  e inem Plasmid  in  e in  anderes  zu  in tegr ie ren .  Es  g ib t  

Kont ro l lmechanismen dafür ,  wie  häuf ig  Transposons  in  e inem Plasmid  auf  

e in  anderes  oder  in  e in  Ringchromosom t ransponieren.  Transposons  

d ienen in  d iesem Vers tändnis  a l s  nächs t  größere  Trägere inhei t  genet i scher  

Informat ion ,  d ie  ihrerse i t s  in  Plasmide  in tegr ie r t  und verarbe i te t  werden 

können [13] .  

Nach  Flui t  e t  a l .  g ib t  es  Hinweise  für  d ie  Abstammung der  In tegrons  von 

den  Transposons  [12] .  

Die  Bedeutung von In tegrons  wird  zukünft ig  n ich t  nur  in  der  Verbre i tung 

von Ant ib io t ikares is tenzgenen und der  Ents tehung neuer  Rekombinat ionen  

und Muta t ionen des  In tegrons  l iegen.  Auch das  Ausble iben des  zu  

erwar tenden Rückgangs  res is ten ter  Bakter ien  nach  Eins te l lung des  

Ant ib io t ikae insa tzes  für  d ie  be t rof fene  Substanzgruppe kann auf  In tegrons  

zurückgeführ t  werden.  Wei te re  Untersuchungen müssen  in  Zukunf t  

darüber  Aufschluss  geben,  welche  Bedeutung In tegrons  für  d ie  

Entwicklung und Verbre i tung von Ant ib io t ikares is tenzen  haben [13] .  
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1.3 Ziel  der Arbeit  
 

 

Aufgabens te l lung i s t  es  d ie  in ternat ionalen  Stammkul turen der  SENTRY 

Studie  (Ant imicrobia l  Survei l lance  programme,  in te rnat ionale  Kol lekt ion  

der  Jahre  1998-2001,  aus  48  euopäischen  und wei teren  in terna t ionalen  

Ländern  [  aus  Deutschland Bete i l igung der  Univers i tä t sk l in iken  

Düsse ldorf  und Fre iburg  ] ,  I so la te  aus  dem Blut ,  aus  Wundabs t r ichen ,  aus  

dem Respi ra t ions t rak t  und dem Uro-Geni ta l t rakt )   und d ie  k l in i schen   

S tammkul turen  aus  Deutschland  (na t iona le  Kol lek t ion  aus  dem Nat iona len 

Referenzzent rum für  Klebs ie l len  in  Kie l )  auf  das  Vorkommen der  Gene 

SHV und TEM zu untersuchen,  anschl ießend aufzure in igen und zu 

sequenzieren .  

 

Im wei teren  Ver lauf  sol len  d ie  Klebs ie l lenisola te  der  in ternat ionalen  

SENTRY Studie  auf  das  Vorkommen und d ie  Länge  der  In tegrons  3`CS-

5`CS und 3´CS-In t 2 F  gescreent  werden .  

Anschl ießend so l l te  der  Res is tenzphänoptyp für  d iese  Iso la te  e rmi t te l t  

werden  und dem Vor l iegen  von In tegrons  gegenübergeste l l t  werden.  

 

 - 20 -



 
22   MMAA TT EE RR II AA LL   UU NN DD   MM EE TT HH OO DD EE NN   

 
 
2.1 Materialien 
 
 
2.1.1Geräte 
 
 
Autoklav        Wes t ima-Sauter  

 
E lekt rophoresekammern  (u .  Zubehör)    BioRad 

 
Spannungsgerä t        BioRad 

 
Analysewaage  und Grobwaage    Sar tor ius  

 
Thermocycler        Perkin-Elmer  

 
DNA Sequenzer               377  ABI  Pr ism 

 
Vor texer         Wi teg  e lec t r ik  

 
S ter i lbank        Bio  Garhood 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 Thermocycler der Firma Perkin E lmer

Pipet ten         Eppendorf ,  Gi l l son  

Mehrkanalpipet ten       BioHi t ,ProLine ,Finn   

Mul t ip ipe t ten        Eppendorf ,  Gi l l son  

Glasgerä te         Schot t  

Pe t r i schalen       Gre iner  
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Mikrot i te rp la t ten        Gre iner  
(96  Loch Pla t ten ,  gerade  Bodenform)  

 
Mikrobank        Pro-Lab 

 
Tischzent r i fuge        Heraeus  

 
Thermomixer        Eppendorf  

 
Mikrowel le                Moul inex  

 
P las t ik-  und Einwegar t ike l ,  wie  z .B.  Reakt ionsgefäße  s tammten  von den  

Fi rmen Gre iner ,  Biozym,  Eppendorf  und Perk in  Elmer  

 
 
2.1.2 Chemikalien 
 
 
2.1.2.1 Feststoffe,  Puffer und  Lösungen  
 
 
E th id iumbromidlösung (Konz . :  10mg/ml)   BioRad 

 
Agarose  Ul t ra  Pure       F luka  

 
Agar          F luka  

 
Ethanol         Riedel  de  Häen  

 
EDTA        S igma 

 
Borsäure         ICN Biomedica ls  INC.

 
Tr i s          Merck  

 
NaCl          Merck  

 
Glucose         Merck  

 
 
 

1  kB-Marker  

1  kB Marker  von Life  Technologies  100 µl
Bluemarker  150 µl
Glycer in  350 µl
Wasser  400 µl
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Tr is  -  Base -  EDTA -  Puffer  (TBE -  Puffer)  10 -  fach 

Tris-Base [Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan]:  108 g
Borsäure [B(OH3)] :  55 g
0,5 M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, pH 8):  40 ml
Auffül len mit  e inem Liter  Wasser  1  l

 
 

Bluemarker  (6  x  conc.  Gel ladungspuffer)  (Gibco BGL) 

Bromphenolblau (0,25 % w/v)  = BPB 
Xylenecyanole  FF (0,25 % w/v)  
Sucrose (40 % w/v)  
mit  Glycer in  1  :  1  verdünnt  

 
 
2.1.2.2 Antibiotika 
 
 
Antib io t ika tes tp lä t tchen     Becton  Dickison 

 
 
 
 
Gentamicin (CN), chemische Strukturformel: 
 
 
 
 
 
 
 
Tobramycin (TOB) 
 
 
Amicacin (AN), chemische Strukturformel:  
 
 
 
 
 
 
 
Trimethoprim (SXT), chemische Strukturformel: 
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2.1.2.3 Fertigkits 
 
 
Expand High Fidel i ty  PCR System    Roche 

 
PCR Nucleot ide-Mix      Roche 

 
PCR-Purif icat ions-Kit                                              Qiagen 

 
Mikrobank                       Roche 

 
Micronaut-S-MHK Plat ten     Merl in  
Zur  ESBL Detekt ion 

 
ABI PrismT M                                                        Perkin Elmer 
Ready-React ion-Dye-Terminator-Cycle  Sequencing-Kit  

 
Terminator  Ready Rxn-Mix (Sequenziermix)              Perkin Elmer 

 
 
2.1.2.4 Primer 
 
 
Die  Pr imer  wurden  be i  der  Fi rma INVITROGEN l i fe  technologies  

herges te l l t .  

 

TEM: 
SHV(A):  5´zu  3´ :  ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA 
SHV(B):  5´zu  3´ :  GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC A 
 
SHV:  
SHV(C):   5 ´zu  3´ :  GGG TTA TTC TTA TTT GTC GC 
SHV(D):  5´zu  3´ :  TTA GCG TTG CCA GTG CTC 
 
5´CS:  
5´zu  3´ :  GGC ATC CAA GCA GCA AG 
 
3´CS:  
5´zu3´:  AAG CAG ACT TGA CCT GA 
 
In t 2 F :  
5´zu3´:  TCT CGG GTA ACA TCA AGG 
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2.1.3 Bakterien 
 
 
Die  uns  vor l iegenden Bakter iens tämme s tammen aus  der  SENTRY Studie  

und kommen aus  den  Herkunf ts ländern  d ie  in  der  Gesamtübers ich t  der  

Bakter iens tämme angegeben s ind .  

 
 
2.1.4 Nährmedien 
 
 

Blutagar  

Setz t  s ich  zusammen aus  Muel le r  Hin ton-Agar  mi t  e inem Zusa tz  von 
100 ml  Schafsb lu t .  Die  Pla t ten  kamen be i der  Anzucht  der  
Klebs ie l leni so la te  zum Einsa tz .  

 
 

Muel ler  -  Hinton -  Boul l ion 

Rindfle isch ,  ge t rocknetes  Ext rakt  aus  300 g :  2  g / l
Case inhydrolysa t :  17 ,5  g / l
S tärke :  1 ,5  g / l

 
 

Muel ler  -  Hinton -  Agar  

Rindfle isch ,  ge t rocknetes  Ext rakt  aus  300 g :  2  g / l
Case inhydrolysa t :  17 ,5  g / l
S tärke :  1 ,5  g / l
Agar :  17  g / l
pH:  7 ,4  ±  0 ,2

 
 

Trypton -  Soja  -  Boul l ion (TSB)  

Trypton:  17  g / l
Sojamehlpepton:  3  g / l
D -  Glucose :  2 ,5  g / l
Fand Anwendung zur  Hers te l lung von 
Übernachtkul turen ,  z .B.  be i  res is tenzvermi t te l t en
Versuchen.  
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2.2 Methoden 
 
 
2.2.1 Allgemeine Methoden 
 
 
2.2.1.1 Steril isation 
 
 
Al le  verwendeten  Reakt ionsgefäße ,  P ipe t tenspi tzen  und Medien wurden  

be i  1 ,2  bar  Überdruck  und 121°C 20 Minuten  in  gespannter  

Wassedruckatmosphäre  autoklavier t .  Thermolabi le  Zusä tze  wie  

Ant ib io t ika  wurden nach  dem Autolavie ren s ter i l f i l t r i e r t  und  zugese tz t .  

Glasgerä te  wurden nach  dem Spülen  für  8  Stunden in  e inem 

Trockenschrank bei  160°C erhi tz t  und  so  s te r i l i s ie r t .  

 
 
2.2.1.2 Bakterienkonservierung 
 
 

Die  gewachsenen Bakter ien  s ind  auf  den Agarpla t ten  nur  
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kurze  Ze i t  lebensfähig .  Um diese  dauerhaf t  zur  

Ver fügung bere i t  zu  ha l ten ,  wurden e inze lne  Kolonien  

der  Klebs ie l len i so la te  auf  Mikrobank T M  gebracht .  Dieses  

Sys tem ermögl ich t  d ie  Aufbewahrung der  Bakter ien  be i  

minus  70  b is  minus  273°C über  mehrere  Jahre .  Die  

Mikrobank i s t  e in  s te r i les  Kryogefäß  mi t  e inem 

spezie l len  Kryomedium und 25 Keramikkugeln .  Die  

ugeln  weisen  durch  e ine  spezie l le  Säurebehandlung e ine  poröse 

ber f läche  auf ,  an  d ie  s ich  d ie  Mikroorganismen b inden.  Diese  

e ramikkugeln  d ienen  so  a ls  Träger  und er le ich tern  wesent l ich  d ie  

agerung und Kul t iv ierung versch iedens ter  Mikroorganismen.   

 

u rchführung:   

on  e iner  Agarpla t ten-Kul tur  wi rd  e ine  Einze lkolonie  en tnommen und in  

as  Röhrchen über führ t .  Dies  wird  verschlossen und e in  paar  mal  

mgeschwenkt .  Das  Kryomedium wird  mi t  e iner  1  ml  Pipe t te  abgezogen.   

um Ansetz ten  e iner  gewünschten  Kul tur  bedient  man s ich  nun der  

ikrobank T M ,  en tn immt  e ine  Keramikkugel  und ro l l t  d iese  auf  e iner  
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Agarpla t te  aus  oder  g ib t  s ie  in  e in  Reagenzgefäß mi t  Nährmedium,  zur  

Ers te l lung e iner  Übernachtkul tur .   

 
 
2.2.1.3 Agardiffusionstest  
 
 
Dieser  Tes t  i s t  e ine  semiquant i ta t ive  Methode  zur  Bes t immung der  

Empfindl ichkei t  von Bakter ien  gegen Ant ib io t ika .  Er  e rmögl ich t  nach   

DIN 58940 d ie  Eins tufung der  Bakter ien  in  res i s tent ,  in termediär - res i s tent  

und sens ibe l  gegen das  verwendete  

Ant ib io t ikum.  In termediär - res i s ten t  

bedeute t ,  daß  das  Res is tenzgen  

zwar  genotypisch  vorhanden i s t ,  d ie  

Res is tenz  aber  phänotypisch  n icht  

vol l s tändig  ausgeprägt  i s t .  

Durchführung:  

Aus  e iner  über  24h  be i  37°C 

bebrüte ten  Übernachtkul tur  des  zu  

tes tenden Stammes werden 0 ,5  ml  en tnommen und auf  e iner  Muel le r -

Hinton-Agarpla t te  ausges t r ichen .  Der  Übers tand  wird  verworfen .  Nach 

kurzem Ein t rocknen werden  Ant ib iot ika-Papierp lä t tchen ,  mi t  e iner  

def in ier ten  Konzent ra t ion ,  auf  d ie  be impf te  Pla t te  ge leg t .  Das  

Ant ib io t ikum kann so  d i f fundieren  und es  en ts teh t  e in  

Konzent ra t ionsgefä l le .  Die  P la t te  wird  über  24h be i  37°C bebrüte t .  

Solange  d ie  Wirks tof fkonzent ra t ion  ausre icht ,  wird  das  Wachstum der  

Bakter ien  gehemmt und es  b i lde t  s ich  e ine  Zone  ohne  Keimwachs tum.  

Sobald  aber  d ie  Konzent ra t ion  unter  e inen  kr i t i schen  Wer t  s inkt ,  können 

s ich  d ie  Bakter ien  wieder  vermehren .  Der  Durchmesser  der  Hemmzone 

s teht  in  e inem l inearen  Verhäl tn i s  zur  MHK und wird  unter  zur  

Hi l fenahme e ines  Meßschiebers  ausgemessen .  
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2.2.1.4 Herstel lung der Lysate 
 
 
Von Klebs ie l la  pneumoniae  werden  Kochlysa te  herges te l l t .  Dafür  werden 

e in ige  Kolonien  e iner  Übernachtkul tur  auf  Agarp la t te ,  in  200  µl  

des t i l l ie r tem Wasser  ge lös t .  Anschl ießend be i  95°C im Thermomixer  für   

10  Minuten  lys ie r t .  

 
 
2 .2.1.5 Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 
 
 
Die  Polymerase  Ket ten  Reakt ion  (PCR,  po lymerase  cha in  react ion)  i s t  

e ine  in-v i t ro-Technik ,  mi t  der  man gez ie l t  Desoxyr ibonucle insäure  –

(DNA-)  Abschni t te ,  d ie  von zwei  bekannten  DNA-Sequenzen e ingerahmt  

wird ,  verv ie l fä l t igen  kann.  Um die  DNA ampl i f iz ieren  zu  können,  benöt ig t  

man a ls  S tar th i l fe  Ol igonucleot idpr imer  (Pr imer) .  Dabei  handel t  es  s ich  

um kurze ,  e inze ls t rängige  DNA Moleküle ,  d ie  komplementär  zu  den  Enden 

e iner  def in ie r ten  Sequenz  der  DNA-Matr ize  ( templa te)  s ind .  Eine  DNA 

Polymerase  ver länger t  un ter  den r icht igen Reakt ionsbedingungen und in  

der  Gegenwar t  von Desoxynucleos id t r iphosphaten  (dNTPs:  

Adenosint r iphosphat ,  Tymint r iphosphat ,  Cytos int r iphosphat  und 

Guanint r iphosphat )  d ie  Pr imer  ent lang der  e inzel s t rängigen ,  denatur ie r ten  

DNA-Matr ize  und synthe t i s ie r t  so  neue  DNA-St ränge ,  deren  Sequenz  

komplementär  zur  Matr ize  i s t .  Diese  DNA Moleküle  l iegen  am Ende  der  

Reakt ion  a l s  Doppels t ränge  vor .  Um diese  Synthese  zu  wiederholen,  muß 

man doppels t rängige  DNA erneut  durch  Hi tze  aufschmelzen  und nach  

Abkühlen  der  Mischung d ie  Pr imer  wieder  b inden lassen .  Sobald  d ie  

r icht ige  Tempera tur  für  d ie  Enzymreakt ion  er re ich t  i s t ,  ver länger t  d ie  

DNA Polymerase  d ie  Pr imer .  Jede  zusätz l iche  St rangsynthese  bedeute t  

e ine  neue  Vermehrungsrunde .  Dabei  d ienen  auch  die  neu  synthe t i s ie r ten  

DNA-Stränge  a ls  Matr ize  und t ragen  so  dazu  be i ,  daß  mi t  jedem neuen  

Zyklus  d ie  Konzent ra t ion  der  vervie l fä l t ig ten  Zie lsequenzen exponent ie l l  

s te ig t .  [74]  
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Schematische Darstellung einer Polymerasen Ketten Reaktion: 
 

 

Die  PCR is t  d ie  Technik ,  zur  

Vervie l fä l t igung bes t immter  

DNA-Abschni t te .  

Die  PCR l ie fer t  Kopien  genau 

d ieses  DNA-Abschni t tes  nach  dre i  

s ich  immer  wiederholenden 

Reakt ionss tufen .  

[75]

 
 
 
 
 
 

 

Denatur ie rung 

Der  ers te  Schr i t t  i s t  d ie  Denatur ierung .  
>  90°C Bei  >  90°C wird  der  DNA-Doppels t rang  in  d ie  be iden  

komplementären  Einze ls t ränge  separ ier t .  

[75]
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Extens ion 

Beim anschl ießenden Erhi tzen  auf  max.  72°C er fo lgt  

Ver längerung der  DNA-Stränge  (Extens ion) .  

In  der  Reakt ions lösung s ind  neben den  v ier  DNA-Bau

(Nucleot ide)  auch  das  h i tzes tabi le  Enzym Taq 

Polymerase  enthal ten  ( i sol ie r t  aus  Bacter ium T

aquat icus) ,  das  d ie  Reakt ion  kata lys ier t .  

D i e  V e r l ä n g e r u n d  d e s  D N A  S t r an g e s  e r f o l g t  s t e t s  i n  5 ´ -

Nun werden d ie  sogenannten  Pr imer  (be i  ca .  50-62°C)  

angelager t .  Diese  s ind wiederum komplementär  zu  dem 

Star t segment  auf  dem jewei l igen  DNA-Einzels t rang .  

Der  Vorgang wird  a ls  Anneal ing  bezeichnet .  

Z ie l  i s t  es  n icht  d ie  gesamte  DNA zu  verv ie l fä l t igen ,  

sondern  led ig l ich  e ine  charachter i s t i sche  Sequenz  

(meis t  100-600 Basenpaare) .

Anneal ing  

50 - 62°C

50 – 62°C

r  
Pr imer  
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Pr ime
 

 

bis  72°C 

nun die  

s te inen  

DNA-

hermus  

3 ´R i c h tu n g  

[75]

[75]



 

Endprodukte  

Endprodukte  des  e rs ten  PCR-Zyklus  s ind  nunmehr  2  DNA-Stränge .  

[75]

 
 
 
 
 

 
 
 

Eff iz ienz  der  Reakt ion  

Jeder  wei te re  PCR-Schr i t t  e rhöht  d ie  Anzahl  der  DNA-Stränge  um 

jewei l s  d ie  doppel te  Zahl .  

Nach der  PCR mi t  30  –  40  Zyklen  l i eg t  e ine  ausre ichende  Menge 

spez i f i scher  DNA-Stränge  vor  für  d ie  s ich  anschl ießende  Detekt ion .  

1 2 4 8 

... 2n
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Versuchsansatz:  [75]
 
Einfachansa tz  ,  50  µl  insgesamt :  
 
PCR-Puffer         :  5µl         
MgCl 2                :  konzent ra t ionsabhängig  (  5µl  )  
dNTP-Mix          :  2µl        
Pr imer                 :  2µl  ,  j ewei ls       
Taq-Polymerase  :  0 ,6  µl        
Ze l lysa t               :  0 ,6  µl        
H 2 O                   :  auf  50µl  auf fü l len  (32 ,8µl  )  
 
PCR Bedingungen:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2
 
 
E

P

G

A

d

D

e

G

P

a

G

g

D

u

g

 

 Für  3´CS –  5´CS,  3´CS –  In t 2 F   
 
Denatur ie rung:  94°C  8´  
 
Denatur ie rung:  94°C  1´  
Anneal ing:   55°C  1´  
Elongat ion:   72°C  2´  
Zyklenzahl :  35  
 
Elongat ion:   72°C  10´  
.2 .1.6 Agarosegelelektrophorese

ine  der  e infachs ten  und schnel ls

rodukten  i s t  d ie  Auf t rennung der  a

e le lekt rophorese .  Neben dem Nac

mpl i f ika t ion  g ib t  d ie  ge le lekt rophore

ie  Anzahl  und  das  Molekulargewich

as  Molekulargewicht  e ines  PCR-Prod

inem geeigneten  DNA-Größenmark

ele lek t rophorese  mi tgeführ t  wird .  Da

rodukt  der  e rwar te ten  Molekülgröße  

nderes  Ampl i f ika t ionsprodukt  han

ele lekt rophorese  e ine  Pos i t ivkont ro l l

esuchten  Gen)  und e ine  Negat ivkon

NA) mi tgeführ t .  Das  e lek t rophore t i

n te rschiedl ichen Wanderungsgesch

eladenen DNA-Moleküle  in  der  Elekt r

- 32 -
Für  SHV und TEM  
 
Denatur ie rung:  94°C  8´  
 
Denatur ie rung:  94°C  1´  
Anneal ing:   58°C  1´  
Elongat ion:   72°C  1´  
Zyklenzahl :  35  
 
Elongat ion:   72°C  10´  
 

ten  Analysemethoden von PCR-

mpl i f iz ie r ten  DNA mit  Hi l fe  der  

hweis  der  e r fo lgre ichen  DNA-

t ische  Auf t rennung Auskunf t  über  

t  der  en ts tandenen PCR-Produkte .  

uktes  läß t  s i ch  durch  Vergle ich  mi t  

e r  bes t immen,  der  be i  jeder  

durch  wird erkennbar ,  ob  das  PCR-

entspr ich t ,  oder  ob  es  s ich  um e in  

de l t .  Ferner  wird  be i  jeder  

e  (d .h .  e in  Referenzs tamm mit  dem 

t ro l le  (d .h .  der  Mastermix ohne  

sche  Trennpr inz ip  beruht  auf  der  

windigkei t  der  e lekt ronegat iv  

o ly t lösung unter  dem Einf luß  e ines  



e lekt r i schen  Fe ldes  zur  Anode .  Man verwendet  zur  Auf t rennung der  

ampl i f iz ie r ten  DNA Agarosegele ,  deren  Konzent ra t ion ,  d .h .  Porengröße ,  

neben  der  St romstärke  und den Pufferbedingungen d ie  

Wanderungsgeschwindigkei t  und dami t  d ie  Schärfe  der  Trennung 

mi tbes t immen.  Um den  Ver lauf  der  Elekt rophorese  s ich tbar  zu  machen ,  

wird  zu  den  Proben und dem Referenzs tamm ein  Bluemarker  gegeben.  Der  

Bluemarker  bes teht  aus  Bromphenolblau ,  das  im e lekt r i schen Feld  

mi twander t  und  aus  Glyzer in ,  das  dafür  sorgt ,  daß  die  Probe   in  den 

Gel taschen nach unten  s inkt .  Für  den Nachweis  der  PCR-Produkte  wird  

be i  dem Gießen der  Gele  Eth id iumbromidlösung zugegeben.  Das  

Eth id iumbromid  lager t  s ich  zwischen den  Basenpaaren  der  DNA-

Fragmente  e in  ( In terka la t ion) ,  so  daß  d iese  unter  UV-Licht  durch 

Fluoreszenz  des  Eth id iumbromids  s ich tbar  gemacht  werden können.  

 

Durchführung:  

 

1g  der  Agarose  in  e inem Er lenmeyerkolben  e inwiegen  und mi t  100ml  

TBE-Puffer  verse tz ten .   

Die  Agarose  kurz  in  der  Mikrowel le  aufkochen,  b is  s ie  vol lkommen ge lös t  

i s t ,  anschl ießend 10 µl  Ethid iumbromid zugeben und kurz  umschwenken.  

Den Gelschl i t ten  in  d ie  Gießvorr ich tung e inspannen und mi t  zwei  20-Slo t -

Kämmen versehen .  

Das  Gel  g ießen  (es  i s t  darauf  zu  achten ,  daß s ich  ke ine  Blasen b i lden)  und 

erka l ten  lassen .  

Den Gelschl i t ten  entnehmen,  in  d ie  Elekt rophoresekammer  se tz ten  und 

TBE Puffer  zufügen (das  Gel  muß vol lkommen bedeckt  se in) .  

Das  PCR-Produkt  oder  d ie  aufgere in ig te  DNA mit  jewei l s  4  µl  Bluemarker  

mischen .  

Das  Eppendorfcup e ine  Minute  be i  13000 Umdrehungen zent r i fugieren .  

Die  Proben in  d ie  Gels lo ts  fü l len  und e ine  Spannung von 80  V anlegen .  

Die  DNA-Fragmente  wurden unter  UV-Licht  s ich tbar  gemacht .  
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2.2.1.7 Aufreinigung 
 
 
An d ie  Polymeraseket tenreakt ion  schl ießt  s ich  d ie  Aufre in igung an ,  um 

das  gewonnene  Ampl i f ika t  von  den  in  der  PCR zugesetz ten  Substanzen  ,  

wie  Pr imer ,  Nukleot ide ,  Salze  und Taq-Polymerase  zu  befre ien .  Dazu 

wurde  das  PCR-Purc i f ica t ion-Ki t  der  Fi rma Qiagen  verwendet .  

 

Quiaquick spin column 
= Aufreinigungssäule 

Collection tube = 
Sammelgefäß 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Zunächs t  f indet  e ine  Vermischung des  300 

Produkt  s ta t t  (Es  wurden jewei ls  2  PCR-Ans

Der  nächs te  Schr i t t  be inhal te t  das  Einfül

Aufre in igungssäule ,  d ie  in  e inem 2 ml  groß

anschl ießendes  Zent r i fugieren  be i  13000 Um

Minuten  lang  ,  t rennt  s ich  d ie  von den  übersc

bindet  d ie  DNA an d ie  Membran  der  Aufr

Subs tanzen  sammeln  s ich  in  dem Col lec

Sammelgefäßes  wird  verworfen ,  d ie  

zurückges te l l t  in  das  geleer te  Sammelgefäß  

(PE-Puffer )  gefü l l t .  Erneut  wird  für  2  Min

Umdrehungen pro  Minute .  Die   aufgefange

wird  wieder  verworfen .  Dann noch e inmal  ze

um den  Waschpuffer  vol l s tändig  zu  ent ferne

je tz t  durch  1 ,5  ml  fassende  Eppendorf  Cups

das  Ein t röpfe ln  von 50  µl   10  mM Tris-C

Membran der  Aufre in igungssäule  und das  e
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µl  PB Puffer  mi r  dem PCR-

ätze  in  e ine  Säule  gegeben) . .  

l en  des  Gemisches  in  e ine  

en  Sammelgefäß  s teht .  Durch 

drehungen pro  Minute  über  2  

hüss igen  Subs tanzen .  Hierbe i  

e in igungssäule ,  a l le  anderen  

t ion  Tube .  Der  Inhal t  des  

Aufre in igungssäule  wird  

und mi t  700  µl  Waschpuffer  

u ten  zent r i fugier t  be i  13000 

ne  Lösung im Sammelgefäß  

n t r i fugieren  für  60  Sekunden,  

n .  Die  Sammelgefäße  werden  

 e rse tz t .  Es  schl ießt  s ich  nun 

l  (pH 8 ,5)  in  d ie  Mit te  der  

rneute  Zent r i fugieren für  60 



Sekunden,  nach  5  minüt iger  Einwirkzei t ,  an .  Dabei  wird  d ie  gere inig te  

DNA mit  den  50  µl  Elu t ionspuffer  im Eppendorf  Cup aufgefangen.  

Zur  Kontrol le  der  Aufre inigung werden  4  µl  des  Produktes  durch  

Gele lekt rophorese  überprüf t .  Dazu läß t  man dre i  Marker  mi t  

verschiedener  Konzentra t ion  (50ng/µl ,  25  ng/µl  und 15  ng/µl )  mi t laufen ,  

um von der  Hel l igkei t  der  DNA Banden auf  d ie  DNA Menge in  den  Proben 

schl ießen zu können.  Von den Markern  werden 5  µl  aufge t ragen und die  

Hel l igkei t  der  Banden der  Probe  mi t  der  Hel l igkei t  1 ,6  Kp-Bande  der  

Marker  vergl ichen.  

 
 
2.2.1.8 Sequenzierreaktion 
 
 
Nach der  Aufre in igung schl ieß t  s ich d ie  Sequenzier reakt ion  des  PCR-

Produktes  an .  Diese  i s t  mi t  der  PCR vergle ichbar ,  j edoch wird  nur  e in  

S t rang  der  DNA ampl i f iz ie r t .  

Diese  Reakt ion  er fo lg te  mi t  der  von der  Fi rma Appl ied  Biosys tems  Inc .  

(ABI  PRISM) 1990 e ingeführ ten  Taq-Cycle-Sequenzing-Methode .  Das  

Verfahren  ermögl ich t  durch  d ie  Anwendung der  thermostabi len  Taq-

Polymerase  e ine  au tomat ische  DNA Sequenzierung in  e inem Thermocycler  

mi t  Einbau  f luoreszenzmarkier ten  Dinukleot iden  (Dye  Terminatoren)  

ans te l le  der  Nukleot idmonophosphate  und unmi t te lbaren  Abbruch des  

DNA-Stranges  h in ter  d iesen  (modif iz ie r te  Ket tenabbruchmethode  nach  

Sanger) .  In  der  Sequenzier reakt ion  werden  normalerweise  50  ng  DNA 

eingese tz t .  Die  entsprechende  Menge des  Aufre in igungsproduktes  wird  

über  d ie  Hel l igkei t  der  Banden wie  oben beschr ieben ermi t te l t .  Der  

Ansatz  der  Sequenzier reakt ion  enthä l t :  

Bei  KB 50:  8µl  Aufre in igungsprodukt  zum Sequenzieren ,  1µl  des  5´ -

Pr imers ,  3µl  Big  Dye Terminator  Mix  und  3µl  H2 O →  15µl  

Sequenzieransa tz .  

Be i  KB 25:  12µl  Aufre in igungsprodukt  zum Sequenzieren ,  1µl  des  5´ -

Pr imers ,  4µl  Big  Dye Terminator  Mix  und  3µl  H2 O →  20µl  

Sequenzieransa tz .  

Be i  KB 15:  15µl  Aufre in igungsprodukt  zum Sequenzieren ,  1µl  des  5´ -

Pr imers  und 4µl  Big  Dye Terminator  Mix  →  20µl  Sequenzieransa tz .  
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Während der  nun  fo lgenden Abläufe  im Thermocycler  e r fo lgt  d ie  

Markierung der  DNA je  nach  Wahl  des  Pr imers  aus  vom 3´oder  5´Ende ,  

indem die  Taq-Polymerase  ans te l le  der  Nukleot idmonophosphate  d ie  

f luoreszenzmarkier ten  Didesoxynukleot ide  (DidesoxyA,  Didesoxy C,  

DidesoxyG und DidesoxyT)  e inbaut  und unmi t te lbar  danach  zum Abbruch 

des  DNA Stranges  führ te  ( s .o . ) .  

 

Das  Tempera turprogramm für  d ie  Sequenzierung laute t :  

Denatur ie rung:  96°C  5  min   

 

Denatur ie rung:  96°C  30  sec  

Anneal ing:   50°C   15  sec  Reakt ion  läuf t  über  25  Zyklen  

Polymer isa t ion:   60°C  4  min  

 
 
2.2.1.9 DNA Fällung 
 
 
Nach der  Sequenzier reakt ion  fo lg t  d ie  Fä l lung  der  DNA,  d ie  e ine  

Aufbere i tung der  Proben für  d ie  Sequenzierung im Sequenzer  be inhal te t .  

Hierzu  er fo lg t  zunächs t  d ie  Gabe von des t i l l ie r tem H 2 O (ad  100 µl )  zu  

jeder  Probe ,  daran  schl ieß t  s ich  e ine  Überführung d ieser  Probe  in  250µl  

100%igem Ethanol  und  10µl  3M Natr iumaceta t  (pH:  4 ,6)  gefü l l tes  

Eppendorfcup an .  Dieses  Gemisch  wi rd  30  Minuten  zent r i fugier t  be i  

13000 Umdrehungen /Minute .   Der  Übers tand  wird  danach vors icht ig  

abdekant ie r t  und 300µl  70%iger  Ethanol  in  das  Eppendorfcup  gegeben,  um 

die  DNA umzukr is ta l l i s ie ren und von überschüss igen  Salzen  zu  bef re ien .  

Nach Vor texen werden d ie  Ansätze  nochmals  für  15  Minuten  be i  13000 

Umdrehungen pro  Minute  zent r i fugier t .  Der  Alkoholübers tand  wird  

abpipe t t ie r t ,  das  res t l iche  Ethanol  ca .  1  Stunde  be i  37°C zum Verdampfen  

gebracht .  Dadurch  wird  das  vol l s tändige  Trocknen der  Pe l le t s  im 

Eppendorfcup er re ich t .  Die  Fä l lung i s t  damit  abgeschlossen .  
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2.2.1.10 Sequenzierung 
 
 
Die  ausgefä l l te  DNA wird  in  4µl  Puffer  aufgenommen,  der  aus  

de ionis ier tem Formamid  und EDTA bes teht .  Danach  werden  d ie  Proben  

für  2  Minuten  erh i tz t ,  um s ie  zu  denatur ie ren .  Die  Proben müssen  zur  

Wei terverarbei tung auf  Eis  aufbewahr t  werden.  Die  Proben  werden auf  e in  

Gel  aufget ragen und e lekt rophore t i sch  ge t rennt .  Aufgrund der  markier ten 

dNTP´s  des  DNA-Stranges  kann d ie  Basensequenz  de tekt ie r t  werden .  Die  

Konzent ra t ionen der  e inze lnen  dNTP´s  werden  in  e iner  Kurve  

aufgeze ichnet ,  der  jewei l s  höchs te  Peak  g ib t  an ,  welche  Base  s ich  an  

d ieser  Ste l le  des  DNA-Strangs  bef indet .   

Die  Sequenzierung wurde  nach  der  Didesoxy-Terminat ionsmethode  mi t  

dem ABI  PRISMT M  373 A,  bzw.  377 DNA Sequenzer  durch  das  

Biologisch-Mediz in ische-Forschungs ins t i tu t  (BMFZ)  durchgeführ t .  
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Prozentuale  Ver te i lung der  aus  den e inzelnen Ländern  s tammenden 

Klebs ie l len iso la te  der  SENTRY Studie  s ind  in  dem unten  darges te l l t en  

Kre isd iagramm aufgeführ t .  Die  Gesamtzahl  der  I so la te  be t rägt  243 .  Die  

meis ten  I so la te  kommen mi t  16% aus  der  Türkei ,  mi t  14% aus  

Gr iechenland,  mi t  11% aus  Singapur ,  mi t  jewei l s  9% aus  Hongkong und 

den Phi l ippinen.  Mi t  6  % aus  Por tugal ,  mi t  5  % aus  I ta l ien ,  Japan und 

China .  (Bei  2  % der  I so la te  i s t  d ie  Herkunft  n ich t  bekannt . )  
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Die  Gesamtzahl  der  aus  dem Referenzzent rums für  Klebs ie l len  in  Kie l  

s tammenden zu  untersuchenden k l in ischen Klebs ie l leni sola te  be t rägt  99 .  

 

 

Daraus  resul t ie r t  e in  im nachfo lgenden Diagramm darges te l l tes  

Ver te i lungsmuster  zwischen den  Iso la ten  der  SENTRY Studie  und den  

k l in i schen I so la ten  d ie  aus  Deutschland s tammen (Mit  e iner  Gesamtzahl  

von  342 Stämmen) :  

 
 
 
 

Zusammensetzung des untersuchten 
Klebsiellenkollektivs

 

Regionale Studie 
Referenzzentrum Kiel 

29% 

71% 
Internationale Studie 

Sentry Studie 
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Gesamtergebnisse in tabellarischer Form: 
 
 
In  der  Tabel le  Ergebnisse  3 .1  s ind  d ie  Klebs ie l lens tämme der  SENTRY – 

Studie  aufgeführ t ,  d ie  anhand des  Herkunfts landes  und anschl ießend nach  

I sola tbeze ichnung sor t ie r t  wurden.  Gle iches  g i l t  für  d ie  in  Tabel le  

Ergebnisse  3 .2  aufgeführ ten  Iso la te  d ie  aus  Kie l /Deutschland s tammen.  In  

der  e r s ten  Spal te  s teht  d ie  I so la tbeze ichnung,  in  der  zwei ten  Spal te  i s t  das  

Herkunfts land  beschr ieben .   

Spal te  3  und 4  geben Aufschluß  über  das  Screening  der  Gene  SHV und 

TEM, dabe i  bedeute t  e in  f re ies  Kästchen ,  dass  in  der  PCR kein  pos i t ives  

Ergebnis  vor lag .  Bei  pos i t ivem Ergebnis  i s t  das  Käs tchen grau  h in ter legt  

und d ie  be i  der  Sequenzierung ermi t te l te  Beta lac tamase  nament l ich  

e inget ragen .  

Spal te  fünf  und sechs  beinhal ten  be i  grauer  Hinter legung e in  jewei l s  

pos i t ives  Ergebnis  bezügl ich  der  In tegrons  3´CS-5´CS und 3´CS-In t 2 F  im 

Screening.  Der  e inget ragene  Zahlenwer t  g ib t  d ie  Anzahl  der  gefundenen 

In tegrons  wieder ,  sowie  d ie  Länge  der  In tegrons ,  d ie  anhand e ines  

Referenzmarkers  abgelesen  wurde .  

Spal te  7  b is  10  be inhal ten  d ie  Ergebnisse  der  Res is tenz tes tung mi t te l s  

Agardi f fus ions tes t  und Verwendung von Ant ib io t ika tes tp lä t tchen  der  

F i rma Becton Dickison .  Die  Abkürzungen s tehen für  fogende  Ant ib io t ika :  

GN für  Gentamic in ,  TOB für  Tobramycin ,  AN für  Amikacin  und SXT für  

Tr imethopr im.  Die  e inget ragenen Buchs taben s tehen für :  R=res is tent ,  I=  

in termediär  und S= für  sens ibe l  gegenüber  dem verwendeten  

Ant ib io t ikum.  

 

Eine  tabe l la r i sche  Sor t ie rung in  a lphabet i scher  Reihenfolge  der  

Klebs ie l leni so la te  i s t  im Anhang aufgeführ t .  
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Häufigkeit  von SHV und TEM in der internationalen SENTRY 

und regionalen Studie 
 
 
Auf  der  nachfolgenden Sei te  i s t  e ine  Dars te l lung der  gesamten  

Klebs ie l len iso la te  der  reg ionalen  und in terna t ionalen  Studie  in  e inem 

Balkendiagramm aufgezeig t  (Tabel le  3 .3  und 3 .5) .  99  Iso la te  aus  der  

reg ionalen  Studie  s tammen aus  Deutschland und 243 I sola te  s tammen aus  

der  in terna t ionalen  SENTRY Studie .  

Daneben d ie  graphische  Dars te l lung   der  Häufigkei t  des  Vorkommens  der  

Beta lac tamasen SHV und TEM. 99 Isola te  aus  der  reg ionalen  Studie ,  243 

I so la te  aus  der  SENTRY Studie  be inhal ten  d ie  Beta lac tamase  SHV.  52 

Stämme aus  der  regiona len  und 75 Iso la te  aus  der  SENTRY Studie  

be inhal ten  d ie  Beta lac tamase  TEM. 

In  der  Tabel le  Ergebnisse  3 .4  s ieh t  man d ie  graphische  Auf t ragung der  

prozentua len  Häufigkei t  des  Vorkommens  der  Beta lac tamase  TEM in  der  

reg ionalen  Studie  der  Klebs ie l len iso la te  in  e inem Kre isdiagramm.  TEM 

pos i t iv  waren  51 ,5% der  Klebs ie l len iso la te .  Die  prozentuale  Ver te i lung 

für  SHV is t  graphisch  n icht  aufget ragen,  d ie  Häuf igkei t  be t rägt  in  be iden 

Studien  100%.  

In  der  Tabel le  Ergebnisse  3 .6  s ieh t  man d ie  graphische  Auf t ragung der  

prozentua len  Häufigkei t  des  Vorkommens  der  Beta lac tamase  TEM in  der  

in ternat ionalen  SENTRY Studie  in  e inem Kreisd iagramm.  TEM posi t iv  

waren  30 ,8% der  Klebs ie l len iso la te .  
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Daten der regionalen Deutschland / Kiel Studie
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Tabelle 3.5

Tabelle 3.4

Tabelle 3.6

Verteilung von TEM und SHV in den Ländern der SENTRY Studie 
versus den aus Deutschland/Kiel stammenden Klebsiellenisolate



Verteilung von SHV und TEM in den Ländern der SENTRY 
Studie  
 
 
In  der  fo lgenden Ergebnis tabe l le  3 .7  s ind  a l le  Länder  der  SENTRY Studie  

auf  der  Abszisse  aufgeführ t ,  dabei  f indet  e ine  nähere  Unter te i lung der  

e inze lnen  Länder  in  Stämme gesamt  (d ies  bedeute t  d ie  jewei l ige  Anzahl  

der  Stämme aus  dem e inze lnen  Land)  und in  d ie  Anzahl  der  SHV und TEM 

hal t igen  I so la te  s ta t t .  Die  Anzahl  i s t  dabei  a l s  absolute  Zahl  auf  der  

Ordina te  aufge t ragen,  deren  Maximalwer t  40  Stämme ausweis t .  

 

 

In  a l len  Ländern  i s t  d ie  Anzahl  der  Gesamts tämme gle ichbedeutend mi t  

der  Anzahl  der  SHV posi t iv  gescreenten  Klebs ie l lens tämme,  d ie  

Beta lac tamase  SHV kam in  100 Prozent  der  untersuchten  Klebs ie l len  vor .  

 

 

Aus  Albanien  s tammen neun Iso la te  der  243 Klebs ie l lens tämme aus  der  

SENTRY Studie ,  davon is t  e iner  TEM pos i t iv .  Aust ra l ien  i s t  mi t  dre i  

I so la ten  ver t re ten ,  e in  I so la t  i s t  TEM pos i t iv .  Aus  China  s tammen 13 

Klebs ie l len ,  v ier  s ind TEM pos i t iv .  Deutschland i s t  mi t  zwei  I so la ten  

ver t re ten ,  ke iner  i s t  TEM pos i t iv .  Aus  Frankre ich  s tammen fünf  

Klebs ie l leni sola te ,  v ie r  s ind  TEM pos i t iv .  Aus  Gr iechenland s tammt  d ie  

zwei thöchs te  Anzahl  ge tes te ter  Klebs ie l len  mi t  v ierunddre iß ig  Stück,  

neun  weisen die  Beta lac tamase  TEM auf .  Großbr i tannien i s t  mi t  e inem 

Iso la t  ver t re ten ,  der  TEM nicht  be inhal te t .  Hong Kong is t  mi t  

dre iundzwanzig  Klebs ie l len  ver t re ten ,  von denen dre i  TEM pos i t iv  s ind .  

I t a l ien  hat  insgesamt  zwöl f  I so la te  von denen ke iner  TEM posi t iv  ge tes te t  

wurde .  Japan hat  e l f  I so la te  zur  SENTRY Studie  be ige t ragen,  von denen 

ke iner  TEM aufwies .  Die  Nieder lande  s ind  mi t  v ie r  I so la ten  ver te ten ,  von  

denen  keiner  d ie  Beta lac tamase  TEM enthie l t .  Die  Phi l ippinen  s ind  mi t  

insgesamt  21 Stämmen ver t re ten ,  von denen zwei  TEM posi t iv  waren.  Aus  

Polen  s tammen vie r  I so la te ,  von denen zwei  TEM pos i t iv  waren.  Aus  

Por tugal  kommen v ierzehn Iso la te  von denen dre izehn d ie  Beta lac tamase  

TEM aufwiesen .  Aus  Singapur  s tammen 26  Iso la te  d ie  in  neun Fäl len  TEM 
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posi t iv  waren.  Spanien  i s t  mi t  sechs  I so la ten  ver t re ten  von denen fünf  

pos i t iv  auf  TEM waren ,  Süd Afr ika  i s t  mi t  fünf  Iso la ten  ver t re ten  von 

denen e iner  TEM posi t iv  war .  Aus  Taiwan kamen acht  der  unte rsuchten  

Klebs ie l len ,  davon waren dre i  TEM pos i t iv .  Aus  der  Türkei  s tammt  d ie  

größte  Anzahl  der  untersuchten  Iso la te  mi t  achtunddre iß ig ,  wovon 

s iebzehn der  ge tes te ten  Klebs ie l len  auf  d ie  Beta lac tamase  TEM posi t iv  

waren .  Von insgesamt  v ier  S tämmen i s t  d ie  Herkunft  n icht  geklär t ,  von  

d iesen  war  e in  Stamm TEM pos i t iv .  
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Klassif izierung der Betalactamasen SHV und TEM 
 
 
Die  durch  Sequenzierung  k lass i f iz ier ten  SHV Beta lac tamasen entsprachen 

dem SHV-1,  SHV-11 und SHV-27 Typ.  Eine  Tabel le  3 .8  zu  den  

k lass i f iz ie r ten  Beta lac tamasen f inde t  s ich  auf  der  Se i te  55  und 56 .  Dor t  

werden  die  Beta lac tamasen  SHV-1 bis  SHV-29 aufgeführ t .  Insgesamt  s ind 

SHV Beta lac tamasen  von 1-57  bekannt  ( le tz te  Aktual i s ie rung vom 

06.10 .2004) .  

 

 

Die  durch  Sequenzierung  k lass i f iz ie r ten  TEM Beta lac tamasen 

entsprachen dem TEM-1 und TEM-18 Typ.  Eine  Tabe l le  3 .9  zu  den  

k lass i f iz ie r ten  Beta lac tamasen  f inde t  s ich  auf  den  Sei ten  57  und.  Dor t  

werden die  k lass i f iz ie r ten  Beta lac tamasen  TEM-1 bis  TEM-26 aufgeführ t .  

Insgesamt  s ind TEM Beta lac tamasen von 1-135 bekannt  ( le tz te  

Aktua l i s ie rung vom 06.10 .2004) .  
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ß-Lactamase Alternativer 
Name Aminosäure an Position                   

                         7 8 18 25 35 43 48 54 64 69 75 89 113 119 122 126 129 130 140 141 142 145 146

SHV-1  Y I T A L R E G E M V E L V L A M S A T V P A 

SHV-2                         

SHV-2A      Q                   

SHV-3                         

SHV-4                         

SHV-5                         

SHV-6                         

SHV-7   F    S                  

SHV-8                         

SHV-9 5a        el           R     SHV- D

SHV-10         el          G R     D

SHV-11 SHV-1-2a     Q                   

SHV-12 2a     Q                   SHV-5-

SHV-13      Q                   

SHV-14   F    S                  

SHV-15      Q  K    M K            

SHV-16 163DRWET167 
insertion                        

SHV-17 n                        Withdraw

SHV-18   F    S                  

SHV-19                         

SHV-20                         

SHV-21                F         

SHV-22                         

SHV-23 Not yet 
released                        

SHV-24                         

SHV-25    A  Q            V       

SHV-26                         

SHV-27                         

SHV-28  F                       

SHV-29      Q S                  

SHV Extended-Spectrum and Inhibitor Resistant ß-Lactamases 
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                     ß-Lactamase 

149                      156 158 169 173 175 179 187 188 192 193 195 205 206 226 238 240 243 267 278 pI LiteraturAminosäure an Position 

T G N L L G D A A K L  R Q P G E A T Q SHV-1 07. Jun [14] 

               S     -2 un 4] SHV 07. J [1

               S     A un 5] SHV-2 07. J [1

            L   S     -3 ug 6] SHV 07.A [1

                       L S K SHV-4 07. Aug [17]

               S K    -5 eb 8] SHV 08. F [1

      A              -6 un 9] SHV 07. J [1

               S K    -7 un 0] SHV 07. J [2

      N              -8 un 1] SHV 07. J [2

                       N V S K SHV-9 08. Feb [22,23]

                       N V S K SHV-10 08. Feb [23]

                    SHV-11 07. Jun [24] 

               S K    12 eb 4] SHV- 08. F [2

               A     13 un 5] SHV- 07. J [2

                    14 un 6] SHV- 07.J [2

               S K    15  7] SHV- [2

                    16 un 8] SHV- 07. J [2

                    17   SHV-

               A K    18 ug 9] SHV- 07. A [2

    F                19 un 0] SHV- 07. J [3

    F           S     20 un 0] SHV- 07. J [3

    F           S     21 un 0] SHV- 07. J [3

  K             D K    22 un 0] SHV- 07. J [3

                    23  4] SHV- [3

      G              24  1] SHV- [3

                    25 ai 2] SHV- 07. M [3

       T             26 un 2] SHV- 07. J [3

 D                   SHV-27  [35] 

                    28  6] SHV- [3

               A     29  7] SHV- [3

Abkürzungenin der folgenden Tabelle: A=Alanin, C=Cystein, D=Asparaginsäure, E=Glutaminsäure, F=Phenylalanin, G=Glycin, H=Histidin, I=Isoleucin, K=Lysin, L=Leucin, M=Methionin, 
N=Asparagin, P=Prolin, Q=Glutamin, R=Arginin, S=Serin, T=Threonin, U=-Selenocystein, V=Valin, W=Tryptophan, Y=Tyrosin 
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TEM Extended-Spectrum and Inhibitor Resistant ß-Lactamases 

Alternativer  Aminosäureß-Lactamase 

Name   
                 

an Position

               4 5 6 16 21 39 42 51 69 80 84 92 104 115 124 127 130 145 153 157 158 163 164
TEM-1 RTEM-1 S I Q F L Q A L M V V G E D S I S P H D H D R 
TEM-2      K                   

CTX-1 
TEM-3 

TEM-14 
     K       K           

TEM-4     F        K            
TEM-5 1                       S CAZ-
TEM-6              K          H 
TEM-7       K                 S 
TEM-8 2      K       K          S CAZ-
TEM-9                         RHH-1 F K S

MGH-1 
TEM-E3 TEM-10 
TEM-23 

                      S 

TEM-11 lo      K                 H CAZ-
YOU-2 
CAZ-3 TEM-12 

TEM-E2 
                      S 

TEM-13             K            
TEM-15              K           
TEM-16 7      K       K          H CAZ-
TEM-17             K            
TEM-18       K       K           
TEM-19                         
TEM-20                         
TEM-21       K       K      R     
TEM-22       K       K           
TEM-24 6      K       K          S CAZ-
TEM-25 2     F                   CTX-
TEM-26 1             K          S YOU-
TEM-27                       H  
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                     ß-Lactamase 

165        173 179 182 184 196 204 218 237 238 240 244 262 265 268 275 276 280 289 pI Literatur
W I D M A G R G A G E R V T S R N A H TEM-1 05. Apr [38,39] 
                   2 n 1] TEM- 05. Ju [40,4

         S          3 rz 4] TEM- 06. M [42,42,4

                      S M TEM-4 05. Sep [45,46]
        T  K         5 5 7] TEM- Mai 5 [46,4
                   6 p 9] TEM- 05. Se [48,4
                   7 pr 1] TEM- 05. A [50,5
                      S TEM-8 05. Sep [52,53,58]
             M      9 ai ] TEM- 05. M [48,54

                      K TEM-10 05. Jun [55,56,58]

                      TEM-11 05. Jun [49,57,58]

                   2 5 0] TEM-1 Mai 2 [58,59,6

                      M TEM-13 05. Jun [49,58]
                      S TEM-15 06.Mrz [49,58,61]
                   6 rz ] TEM-1 06. M [50,53
                   7 ai ] TEM-1 05. M [71
                   TEM-18 06. Mrz [49,70,72] 
                      S TEM-19 05. Apr [49,62]
                      T S TEM-20 05. Apr [63,64,66]
                      S TEM-21 06. Apr [63,64,66,73]
                     G S TEM-22 06. Mrz [65,66] 
                      T K TEM-24 06. Mai [52,53,58]
                      S M TEM-25 05. Mrz [60,67]
                   6 n  TEM-2 05. Ju 68
                      K M TEM-27 05. Sep [69]

 Abkürzungenin der folgenden Tabelle: A=Alanin, C=Cystein, D=Asparaginsäure, E=Glutaminsäure, F=Phenylalanin, G=Glycin, H=Histidin, I=Isoleucin, K=Lysin, L=Leucin, M=Methionin, N=Asparagin, 
P=Prolin, Q=Glutamin, R=Arginin, S=Serin, T=Threonin, U=-Selenocystein, V=Valin, W=Tryptophan, Y=Tyrosin 
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Häufigkeit  der Betalactamase SHV in der internationalen 

SENTRY Studie und in der regionalen Deutschland Studie 
 
 
Auf  der  nachfo lgenden Sei te  bef indet  s ich  e ine  graphische  Dars te l lung der  

Häuf igkei t  des  Vorkommens  der  gefundenen Beta lac tamasen  SHV in  der  

in terna t ionalen  SENTRY Studie  ( s .  Tabel le  3 .10) .  In  Tabel le   3 .11  i s t  d ie  

prozentua le  Ver te i lung an  den  in  der  SENTRY Studie  gesamt  gefundenen 

Beta lac tamasen SHV im Kre isd iagramm darges te l l t .  

Darunter  darges te l l t  in  der  Tabel le  3 .12  d ie  Häuf igkei t  des  Vorkommens  

der  gefundenen Beta lac tamasen  SHV in  der  na t iona len  Deutschland 

Studie .  Tabel le  3 .13  er te i l t  Auskunf t  über  d ie  prozentua le  Ver te i lung an  

den in  der  Deutschland-Studie  gefundenen Beta lac tamasen  SHV.  

 

Dem schl ieß t  s ich  d ie  graphische  Dars te l lung  der  Häufigkei t  des  

Vorkommens der  gefundenen  Beta lac tamasen TEM in  der  in ternat ionalen  

SENTRY Studie  ( s .  Tabel le  3 .14)  an .  In  Tabel le   3 .15  i s t  d ie  prozentua le  

Ver te i lung an  den in  der  SENTRY Studie  gesamt  gefundenen  Beta-

lac tamasen  TEM im Kre isd iagramm darges te l l t .  

Darunter  darges te l l t  i s t  in  der  Tabel le  3 .16  d ie  Häuf igkei t  des  

Vorkommens  der  gefundenen TEM Beta lac tamasen in  der  na t iona len  

Deutschland Studie .  Tabe l le  3 .17  g ib t  Aufschluss  über  d ie  prozentua le  

Ver te i lung an  den in  der  Deutschland Studie  gefundenen Beta lac tamasen  

TEM. 

 

Die  a l s  NEW benannten  Beta lac tamasen beze ichnen dabei  jewei l s  d ie  be i  

der  Sequenzierung neu  gefundener  Beta lac tamasen  des  Typs  SHV oder  

TEM, die  b isher  noch  n icht  k lass i f iz ie r t  wurden.  
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Alignment der als  NEW identif izierten Betalactamasen des 

Typs SHV in Klebsiel la pneumoniae ,  

d ie  noch  n icht  k lass i f iz ie r t  wurden.  

Dars te l lung  der  e inze lnen  Basen  im Vergle ich  mi t  SHV 1.  In  der  e r s ten  

Spal te  jewei l s  der  S tammname der  Klebs ie l len .  Änderungen im Vergle ich  

zu  SHV 1  s ind  mi t  e iner  Graus tufe  zur  besseren  Ident i f iz ie rung hinter legt .  
 
 
SHV-1          ACTTTCTTATAGTTCATCACGGCCTTGAGTCAAAAAATAGCGTGCTTAGGCAGGGCTAGA 
                                                                             
 
SHV-1          TATTGATTATTCGAAATAAAAGATGAAAAATGATGAAGGAAAAAAGAGGAATTGTGAATC 
                                                                             
 
15D143         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15C136         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A509         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
ESBL 144       ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15C090         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A667         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A499         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
06E046         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
ESBL 140       ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
945250         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A280         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15E050         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15D120         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
06A395         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A653         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A527         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
15A615         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
942878         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
944566         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
944676         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
2048015        ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
944542         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
2047971        ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
943153         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
2048468        ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
2048326        ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
943152         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
11A094         ---------------------------------------------------GCCTTCACT 
942992         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
2048271        ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
14A076         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
14E015         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
14C042         ---------------------------------------------------GCCCTCACT 
SHV-1          AGCAAAACGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGCTTCTTTACTCGCCTTTATCGGCCCTCACT 
 
 
15D143         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15C136         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A509         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
ESBL 144       CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15C090         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A667         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A499         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
06E046         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
ESBL 140       CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
945250         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A280         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15E050         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15D120         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
06A395         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
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15A653         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A527         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
15A615         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
942878         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
944566         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
944676         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
2048015        CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
944542         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
2047971        CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTTTATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
943153         CGAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
2048468        CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCGCC 
2048326        CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCGCC 
943152         CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
11A094         TAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGACTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
942992         CAAGGATGTAT-GTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
2048271        CAAGGATGTAT-GTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
14A076         CAAGGATGTAT-GTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
14E015         CAAGGATGTAT-GTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
14C042         CAAGGATGTATTGTGGTTAAGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
SHV-1          CAAGGATGTATTGTGGTTATGCGTTATATTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCCACC 
 
 
15D143         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15C136         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A509         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
ESBL 144       CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15C090         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A667         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A499         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
06E046         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
ESBL 140       CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
945250         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A280         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15E050         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15D120         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
06A395         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A653         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A527         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
15A615         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
942878         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
944566         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
944676         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
2048015        CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
944542         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
2047971        CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
943153         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
2048468        CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACAAAGCGAAAGC 
2048326        CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACAAAGCGAAAGC 
943152         CTGCCGCTGGCGGTACACTCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
11A094         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACAAAGCGAAAGC 
942992         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
2048271        CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
14A076         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
14E015         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
14C042         CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
SHV-1          CTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCAAATTAAACTAAGCGAAAGC 
 
 
15D143         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15C136         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A509         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
ESBL 144       CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15C090         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A667         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A499         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
06E046         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
ESBL 140       CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
945250         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A280         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15E050         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15D120         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
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06A395         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A653         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A527         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
15A615         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
942878         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
944566         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
944676         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
2048015        CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
944542         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
2047971        CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
943153         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
2048468        CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
2048326        CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
943152         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACCCTGACC 
11A094         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
942992         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
2048271        CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
14A076         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
14E015         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
14C042         CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
SHV-1          CAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGACC 
 
 
15D143         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15C136         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A509         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
ESBL 144       GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15C090         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A667         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A499         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
06E046         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
ESBL 140       GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
945250         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A280         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15E050         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15D120         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
06A395         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A653         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A527         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
15A615         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
942878         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
944566         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
944676         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
2048015        GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
944542         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
2047971        GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
943153         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
2048468        GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
2048326        GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
943152         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
11A094         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
942992         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
2048271        GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
14A076         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
14E015         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
14C042         GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
SHV-1          GCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGC 
 
 
15D143         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15C136         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A509         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
ESBL 144       GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15C090         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A667         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A499         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
06E046         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
ESBL 140       GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
945250         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A280         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15E050         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
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15D120         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
06A395         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A653         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A527         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
15A615         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
942878         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
944566         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
944676         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
2048015        GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
944542         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
2047971        GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
943153         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
2048468        GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
2048326        GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
943152         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
11A094         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
942992         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
2048271        GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
14A076         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
14E015         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
14C042         GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
SHV-1          GCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC 
 
 
15D143         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15C136         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A509         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
ESBL 144       CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15C090         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A667         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A499         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
06E046         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
ESBL 140       CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
945250         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A280         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15E050         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15D120         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
06A395         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A653         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A527         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
15A615         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
942878         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
944566         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
944676         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
2048015        CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
944542         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
2047971        CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
943153         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACATCTTGCCGACGGCATGACG 
2048468        CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
2048326        CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
943152         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
11A094         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
942992         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
2048271        CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
14A076         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCAGACGGCATGACG 
14E015         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCAGACGGCATGACG 
14C042         CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
SHV-1          CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACG 
 
 
15D143         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15C136         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A509         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
ESBL 144       GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15C090         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A667         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A499         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
06E046         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
ESBL 140       GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
945250         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A280         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
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15E050         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15D120         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
06A395         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A653         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A527         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
15A615         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
942878         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
944566         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
944676         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
2048015        GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
944542         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
2047971        GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
943153         GTCGGCGAACTCTGTGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
2048468        GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCGTGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
2048326        GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCGTGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
943152         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCGTGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
11A094         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
942992         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
2048271        GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
14A076         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
14E015         GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
14C042         GTCGGCGAACTCTGTGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTG 
SHV-1          GTCGGCGAACTCTGCGCCGCCGCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTA 
 
 
15D143         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15C136         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A509         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
ESBL 144       CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15C090         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A667         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A499         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
06E046         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
ESBL 140       CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
945250         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A280         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15E050         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15D120         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
06A395         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A653         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A527         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
15A615         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
942878         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
944566         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
944676         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
2048015        CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
944542         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
2047971        CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
943153         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
2048468        CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
2048326        CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
943152         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
11A094         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
942992         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
2048271        CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
14A076         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
14E015         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
14C042         CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
SHV-1          CTGGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAAC 
                                                                            
 
15D143         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTC-------------- 
15C136         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A509         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
ESBL 144       GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15C090         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A667         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A499         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
06E046         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
ESBL 140       GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
945250         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
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15A280         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15E050         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15D120         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
06A395         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A653         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A527         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
15A615         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
942878         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
944566         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
944676         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
2048015        GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
944542         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
2047971        GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
943153         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
2048468        GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCACGGCGACGCCCGC 
2048326        GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
943152         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
11A094         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
942992         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
2048271        GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
14A076         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCACTTCCCGGCGACGCCCGC 
14E015         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCACTTCCCGGCGACGCCCGC 
14C042         GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
SHV-1          GTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGC 
                                                                            
 
15D143         ------------------------------------------------------------ 
15C136         GACACCACTACCCCGGCCAGCATG------------------------------------ 
15A509         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGAC---------------------------- 
ESBL 144       GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCC----- 
15C090         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A667         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A499         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
06E046         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
ESBL 140       GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
945250         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A280         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15E050         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15D120         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
06A395         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A653         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A527         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
15A615         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
942878         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
944566         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
944676         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
2048015        GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
944542         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
2047971        GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
943153         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
2048468        GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
2048326        GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
943152         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
11A094         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCA-------- 
942992         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
2048271        GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
14A076         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGTTGCTGACCAGCCAGCGT 
14E015         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCA-------------------- 
14C042         GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
SHV-1          GACACCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGT 
                                                                            
 
15D143         ------------------------------------------------------------ 
15C136         ------------------------------------------------------------ 
15A509         ------------------------------------------------------------ 
ESBL 144       ------------------------------------------------------------ 
15C090         CTGAGCG----------------------------------------------------- 
15A667         CTGAGCGC---------------------------------------------------- 
15A499         CTGAGCGC---------------------------------------------------- 
06E046         CTGAGCGCCCGTTCGCA------------------------------------------- 
ESBL 140       CTGAGCGCCCGTTCGCA------------------------------------------- 
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945250         CTGAGCGCCCGTTCGCA------------------------------------------- 
15A280         CTGAGCGCCCGTTCGCA------------------------------------------- 
15E050         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCA---------------------------- 
15D120         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTG------------------------- 
06A395         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
15A653         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
15A527         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
15A615         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
942878         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
944566         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
944676         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
2048015        CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
944542         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
2047971        CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
943153         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
2048468        CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTG------------------------- 
2048326        CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTG------------------------- 
943152         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
11A094         ------------------------------------------------------------ 
942992         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
2048271        CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTG------------------------- 
14A076         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
14E015         ------------------------------------------------------------ 
14C042         CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGG------------------------ 
SHV-1          CTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGA 
                                                                          
 
SHV-1          CCGTTGATCCGCTCCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAGACCGGAGCTGGC 
                                                                            
 
SHV-1          GAGCGGGGTGCGCGCGGGATTGTCGCCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGCATT 
                                                                            
 
SHV-1          GTGGTGATTTATCTGCGGGATACCCCGGCGAGCATGGCCGAGCGAAATCAGCAAATCGCC 
                                                                           
 
SHV-1          GGGATCGGCGCGGCGCTGATCGAGCACTGGCAACGCTAACCCGGCGGTGGCCGCGCGCGT 
                                                                            
 
SHV-1          TATCCGGCCCGCAGCACCTCGCAGGCGTGCCGGGCGATATGACTGGCGGCGGCATCGGAA 
                                                                            
 
SHV-1          AGATGCCGGTCGGTAATGATGGTGGTGAACCGGGTCAAAGGTAACGCCATAAACGTGGCC 
                                                                            
 
SHV-1          ACCTGATTGTATTTCGAACTGTCGCACAGCAGGATGCTTCTCGCGCTGACCTGGCTGACG 
                                                                            
 
SHV-1          GTCTCCTTGACGGTAACCTTGTTCTCATCAGGGGTGAATATCCCGCGACTGTCCCAGCCG 
       
                                                                      
SHV-1          CTGGCGGAGATAAAGGCCGTAT 
 
 
 
 
 

Auf der  nachfolgenden Sei te  s ind  in  Spal te  e ins  d ie  jewei l igen  

Klebs ie l leni sola tbeze ichnungen angegeben,  in  den nachfolgenden Spa l ten  

werden d ie  en tsprechenden Pos i t ionen und der  jewei l ige  Basenaus tausch  

genannt .  
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Alignment der als  NEW identif izierten Betalactamasen des 

Typs TEM in Klebsiel la pneumoniae  
 

 

Dars te l lung  der  e inze lnen Basen  im Vergle ich  mi t  TEM 1.  In  der  e rs ten  

Spal te  jewei l s  der  S tammname der  Klebs ie l len .  Änderungen im Vergle ich  

zu  TEM 1 s ind  mi t  e iner  Graus tufe  zur  besseren  Ident i f iz ie rung h in ter legt .  

 
 
TEM-1          ------------------------------------------------------------ 
ESBL 129       TACGCTTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCA 
ESBL 130       TACGCTTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCA 
                                                                             
TEM-1          ----TCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA 
ESBL 129       CTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA 
ESBL 130       CTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA 
 
TEM-1          TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGA 
ESBL 129       TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGA 
ESBL 130       TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGA 
 
TEM-1          GTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTC 
ESBL 129       GTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCTTTC 
ESBL 130       GTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCTTTC 
 
TEM-1          CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTG 
ESBL 129       CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTG 
ESBL 130       CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGT-------------------------------- 
 
TEM-1          CACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCC 
ESBL 129       CACGAGTGGGTTACATCGAGCTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCC 
ESBL 130       ------------------------------------------------------------ 
                                                                           
TEM-1          CCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTAT 
ESBL 129       CCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTAT 
ESBL 130       ------------------------------------------------------------            
 
TEM-1          CCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACT 
ESBL 129       CCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACT 
ESBL 130       ------------------------------------------------------------            
 
TEM-1          TGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT 
ESBL 129       TGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT 
ESBL 130       ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
TEM-1          TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA 
ESBL 129       TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA 
ESBL 130       ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
TEM-1          TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTA 
ESBL 129       TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTT----------------------- 
ESBL 130       ----------------------------------------------------- 
                                   
 
 

Im Bezug auf  TEM 1,  bef inden  s ich  h ier  be i  den  be iden  neu  gefundenen 

TEM Beta lac tamasen  64 Basen vor  Pos i t ion  1 .  Wei terh in  e in  Aus tausch 

der  Base  T nach  C an  Pos i t ion  136 und C nach T an Pos i t ion  173.                           
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Verteilung der Klasse I  Integrons in den Klebsiel lenisolaten 

der SENTRY Studie 
 
 
Ergebnis tabe l le  3 .19  und 3 .21  geben d ie  Häuf igkei t  der  gefundenen 

In tegronlängen der  Klebs ie l lens tämme der  SENTRY Studie  wieder .  

Tabel le  3 .19  g ib t  Aussage  über  das  Ergebnis  der  3´CS-5´CS Polymerasen  

Ket ten  Reakt ion  und Tabel le  3 .21  über  das  Ergebnis  der  3´CS-Int 2 F  

Polymerasen  Ket ten  Rakt ion .  Die  Integronlänge  wurde  anhand e ines  

Referenzmarkers  abgelesen .  

Dabei  i s t  auf  der  Abszisse  d ie  In tegronlänge aufge t ragen,  d ie  Ordinate  

g ib t  d ie  Häuf igke i t  wieder .  Wenn das  Klebs ie l len iso la t  mehr  a l s  e in  

In tegron  aufwies  i s t  d ies  in  der  Tabel le  berücks icht ig t  worden .  

 

 

In  der  rechten  oberen  Ecke  der  Se i ten  72  und 73  i s t  e in  Kre isd iagramm 

darges te l l t  (Tabel le  3 .20  und 3 .22) ,  welches  d ie  prozentuale  und absolute  

Ver te i lung  der  In tegron  pos i t iven  Stämme  ze ig t .  Daraus  ergib t  s ich ,  dass  

von den 243 untersuchten  I sola ten  der  SENTRY Studie  164 I sola te  

In tegrons  aufweisen ,  d ies  entspr icht  e inem Prozentsa tz  von  67%.  
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Verteilung der Antibiotikaresistenz bei Integron pos/neg Stämmen 
der SENTRY Studie

12891143112Integron positiv, 164 Stämme

37366051Integron negativ, 79 Stämme

SXTANTOBCN 

TrimethoprimAmikacinTobramicinGentamicinSentry Studie, 
gesamt 243 Stämme
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Prozentuale Verteilung der Antibiotikaresistenz 
bei Integron pos/neg Stämmen

Integron positiv

Integron negativ

Die oben dargestellte Tabelle 3.21 enthält die Information, wieviele der Integron positiven 
oder negativen Klebsiellenstämme der SENTRY Studie gegen das in der Tabelle 
aufgeführte Antibiotikum resistent waren. So waren z.B. 51 der 79 nichtintegronhaltigen 
Klebsiellenstämme und 112 der 164 integronhaltigen Klebsiellenstämme gegen das 
Antibiotikum Gentamicin resistent .

Tabelle 3.21

Tabelle 3.22

78%55,49%87,20%68,29%Integron positiv, 164 Stämme

46,84%45,57%75,95%64,58%Integron negativ, 79 Stämme

SXTANTOBCN 

TrimethoprimAmikacinTobramicinGentamicinSentry Studie, 
gesamt 243 Stämme

Tabelle 3.21 zeigen die graphische Darstellung der prozentualen Änderung und Tabelle 
3.23 die prozentuale Veränderung in Zahlen der Antibiotikaresistenz und Änderung im 
Bezug auf die integron-haltigen/ nicht-integron-haltigen Klebsiellenstämme der SENTRY 
Studie.
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44   DD II SS KK UU SS SS II OO NN   
 
Bedeutung von Klebsiel la pneumoniae  und Vertei lung der 
Betalactamasen SHV und TEM in der Deutschlandstudie und 
in der SENTRY Studie  
 
 
In  Deutschland  werden  jähr l ich  c i rca  16  Mi l l ionen Menschen  vol l s ta t ionär  

behandel t .  Hinzu  kommen mediz in ische  Maßnahmen im Rahmen der  

ambulanten  mediz in i schen  Versorgung und anderen  Einr ichtungen des  

Gesundhei t swesens .  Pf lege  und Behandlung s ind  je  nach Ihrer  Ar t  mi t  

e inem endogenen und exogenen Infekt ionsr i s iko verbunden.  

Klebs ie l len  s ind  häuf ige  Er reger  nosokomia ler  Infekt ionen,  d ie  

typischerweise  abwehrgeschwächte  Pat ienten mi t  schwerwiegenden 

Grunderkrankungen be t ref fen  (Podschun und Ul lmann 1998) .  S ie  s ind  

gramnegat ive ,  bekapse l te  S täbchenbakter ien  aus  der  Fami l ie  der  

Enterobacter iaceae ,  d ie  Bes tandte i l  der  normalen  Darmflora  des  Menschen 

s ind  und ubiqui tä r  in  der  Umwel t  vorkommen (Podschun und 

Ul lmann1998) .  So  werden schätzungsweise  8% al ler  bakter ie l l  bedingten 

Hospi ta l infekt ionen durch Klebs ie l len ,  vor  a l lem durch  d ie  Spezies  K.  

pneumoniae  und K.  oxytoca  verursacht  (Podschun und Ul lmann 1998,  

Pr incee t  a l .  1997) .  Sowohl  in  Nordamer ika  a ls  auch in  Deutschland ge l ten  

Klebs ie l len  mi t ,  je  nach  Infekt ionsar t ,  3 -17% als  der  dr i t thäuf igs te  

gramnegat ive  Erreger  nosokomialer  Harnwegsinfekt ionen ,  Pneumonien 

und Bakter iämien  (Horan  e t  a l .  1988,  Zas t row 1990,  Gikas  e t  a l .  1998,  

Podschun und Ul lmann 1998) .   

 

Genere l l  kann es  k l in isch  zu  fo lgenden Infekt ionen  kommen:  der  

Fr ied länder  Pneumonie  (3% a l le r  bakter ie l len  Pneumonien) ,  e inem 

Lungenabszess ,  e iner  P leur i t i s ,  Bronchi t i s ,  S inus i t i s ,  Masto id i t i s ,  Ot i t i s  

und  Infekt insze ichen  wie  F ieber .  Des  wei te ren  zur  Cholezys t i t i s ,  zum 

Harnwegsinfekt ,  zur  Wundinfekt ion ,  Meningi t i s ,  Endocardi t i s ,  

Os teomyel i t i s  und  Sept ikämie .  

 

Se i t  der  Ers tbeschre ibung wurden  be i  Klebs ie l la  v ie le  verschiedene  ESBL-  

Typen beschr ieben unter  denen gegenwär t ig  d ie  TEM- und SHV-Typen 
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vorher rschend s ind ,  be i  denen durch  Punktmuta t ionen  oder  Dele t ion  des  

Ursprungsgens  mehr  a l s  57  Subtypen von SHV und 135 Subtypen von 

TEM unterscheidbar  s ind  (Stand  06 .10 .2004) .  

 

Von besonderem In teresse  i s t  in  d iesem Zusammenhang e ine  in  mehreren  

Arbe i ten  beschr iebene  Assoz ia t ion  zwischen  ESBL-Produkt ion  und der  

Ausprägung verschiedener  Klebs ie l la -Pathogeni tä ts faktoren .  das  

Vorhandense in  des  für  d ie  ESBL-Produkt ion  kodierenden Plasmids  s ind  

auch für  d ie  Express ion  bes t immter  Adhäs ine  kodier t ,  

welche  ESBL- b i ldenden Stämmen s tärkere  adhäs ive  Eigenschaf ten  an  

humane in tes t ina le  Epi the lze l len  vermi t te ln  (Dar feui l le -Michaud 1992,  Di  

Mar t ino  1996,  Livre l l i  1996,  Di  Mar t ino  1997) .  Es  s teh t  zu  befürchten ,  

dass  Infekt ionen  durch  ESBL-  produzierenden Klebs ie l len  n icht  nur  

schwer  therapierbar  s ind ,  sondern  dass  d iese  auch deut l ich  v i ru lenter  i s t  

a l s  n icht -ESBL-produzierende  Klebs ie l len .   

 

Innerha lb  d ieser  Arbe i t  wurden das  SHV und TEM Vorkommen sowie  

Ver te i lung in  der  in ternat iona len  SENTRY Studie  (  Tei le  der  

Klebs ie l lens tammkul turen  der  Jahre  1998-2001 aus  48  europäischen und 

wei te ren in ternat ionalen  Ländern)  und der  reg ionalen  Deutschlandstudie  

mi t  S tämmen des  Referenzzent rums für  Klebsie l len  in  Kiel  bes t immt .  

Wei terh in  wurde  der  jewei l ige  Subtyp/Typ der  e inze lnen  SHV und TEM-

Beta lac tamasen bes t immt .  

 

In  be iden untersuchten  Studien  konnte  aufgezeig t  werden ,  dass  d ie  

Häuf igkei t  des  Beta lac tamase-kodierenden-Gens  SHV in  hunder t  Prozent  

der  Klebs ie l lens tämme nachgewiesen wurde .  Hingegen war  das  

Beta lac tamase-Gen TEM, in  der  na t ionalen  Deutschland  Studie  mi t  über  

51  Prozent  be i  99  untersuchten  Iso la te  vorhanden.  Die  in terna t iona le  

SENTRY Studie  ze ig te  im Länderverg le ich  sehr  unterschiedl iche  TEM-

Verte i lungen und in  ihrer  Gesamthei t  mi t  knapp e inunddre iß ig  Prozent  

von  243 untersuchten  Iso la te  e in  n iedr igeres  Vorkommen des  Gens  TEM 

als  in  der  na t ionalen  Studie .  
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Bei  den Klebs ie l lenisola ten  der  Türkei  konnte  TEM in  44 ,7% 

nachgewiesen werden,  bei  38  untersuchten  I so la ten .  In  Gr iechenland 

konnten  26 ,5% der  I so la te  TEM pos i t iv  ge tes te t  werden  be i  34 

untersuchten  Stämmen.  S ingapur  mi t  26 Klebs ie l lens tämme ze ig te  e ine 

TEM Ver te i lung von 34 ,6  Prozent  und in  Hong Kong wurden 23 Stämme 

untersucht  und nur  13  Prozent  waren  TEM pos i t iv .  Bei  21  untersuchten  

Stämmen aus  den  Phi l ipp inen ze ig ten  s ich  9 ,5  Prozent  TEM posi t iv .  

Im Vergle ich  der  im Screening  gefundenen k lass i f iz ie r ten  SHV und TEM 

Beta lac tamasen konnte  fo lgende  Ver te i lung fes tges te l l t  werden.  Die  

SENTRY Studie  ze ig t  mi t  50  Prozent  e ine  SHV 1  Typis ie rung,  mi t  37  

Prozent  das  Vorkommen von SHV 11 und mi t  0 ,5% die  Häuf igkei t  von  

SHV 27.  In  dem internat ionalen  Kol lek t iv  wurden 13 Prozent  e iner  b i sher  

noch n icht  k lass i f iz ier ten  Beta lac tamase  e ines  Subtyps  von SHV 

detekt ie r t .  Die  Deutschlands tudie  ze ig te  h ingegen mi t  93  Prozent  e inen  

überwiegenden Antei l  des  SHV 1 Typs ,  SHV 11 wurde  in  4  Prozent ,  SHV 

27 in  e inem Prozent  der  untersuchten  Stämme nachgewiesen .  Zwei  Prozent  

der  I so la te  wurden a ls  n icht  k lass i f iz ie r te  Subtypen des  Gens  SHV 

e inges tuf t .   

Die  prozentua le  Ver te i lung des  TEM 1 Gens  i s t  in  be iden S tudien  

annährend g le ich ,  TEM 1 konnte  in  der  SENTRY und regionalen  

Deutschlands tudie  in  96% nachgewiesen werden.  TEM 18 wurde  in  4  

Prozent  der  I so la te  der  SENTRY Studie  gefunden,  während in  der  

Deutschlands tudie  d ieser  Subtyp n icht  nachgewiesen wurde .  Des  wei te ren  

wurde  in  der  SENTRY Studie  ke in  noch n icht  k lass i f iz ier te r  TEM-Typ 

de tekt ie r t ,  in  der  Deutschlands tudie  wurden 4  Prozent  der  gefundenen 

TEM-Gene  noch nicht  k lass i f iz ier t .  

Bei  den  noch n icht  k lass i f iz ie r ten  Stämmen mi t  dem Typ/Subtyp SHV 

zeigte  s ich  be i  23  der  33  n icht  k lass i f iz ier ten  S tämme d ie  se lbe  Mutat ion 

an  Pos i t ion  206,  e in  Austausch der  Base  A nach T und an  Pos i t ion  522,  

e in  Aus tausch  der  Base  C nach G.  Dabei  s ind  2  d ieser  Klebs ie l lens tämme 

aus  Deutschland  und 2  aus  Frankre ich ,  s ieben  aus  Japan  und 12  aus  

Por tugal .  Es  ze igt  s ich  länderspez i f i sch ,  z .B.  in  Por tugal  e ine  Anhäufung 

der  oben angegebenen Mutat ionen,  so  dass  d ie  Vermutung nahe  l ieg t ,  dass  

h ier  k lonal  ident i sche  Stämme aus  e iner  Einr ich tung verg l ichen  wurden.  
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Derzei t  i s t  es  n ich t  geklär t ,  ob  d ie  gegenwär t ige  wel twei te  Verbre i tung 

ESBL-bi ldender  Stämme von e inander  unabhängig  ents tandenen und von 

genet i sch  unte rschiedl ichen Stämmen ausgeht  oder  ob  s ie  auf  der  

Ausbre i tung  e ines  bzw.  weniger  e r folgre icher  Klone  beruht .   

Eine  k lona le  Ausbre i tung könnte  s ich  insbesondere  im Hinbl ick  auf  d ie  

Konzept ion  therapeut i scher  Al ternat iven  zur  Chemotherapie  a l s  wicht ig  

e rweisen .  (Podschun e t  a l .2000)  

 
 
Integrons – Genetische Hintergründe und Bedeutung für die 

Resistenzentwicklung 

 
 
In tegronepidemiologie  

Klasse  1  In tegrons  s ind wel twei t  in  der  Umwel t  und  im kl in ischen  

Umfeld ,  vor  a l lem innerhalb  der  Famil ie  der  Enterobacter iaceae ,  

verbre i te t .  Dabei  i s t  Ant ib io t ika-  Mul t i res i s tenz  häuf ig  mi t  e iner  

In tegronpräsenz  innerha lb  e iner  Bakter ienspezies  assoz i ie r t  [82] .  In  

d iesem Zusammenhang s ind kl in i sche  Ausbrüche  e ines  e inzigen  

mul t i res i s tenten  Bakter iens tammes  mi t  e inem [83-85]  oder  mehreren  

In tegrons  [86;87]  beschr ieben worden .  

Im In tes t ina l t rakt  von Menschen und Tieren  ex is t ie ren  v ie le  Mi tg l ieder  

der  Fami l ie  der  Enterobacter iaceae  nebeneinander  und s ind  dor t  häuf ig  

verschiedenen Ant ib io t ikaklassen  ausgese tz t .  Das  somi t  ents tehende  

Potent ia l  für  Ant ib io t ika-Resi s tenz  unter  bes tehendem Ant ib io t ika-  

Se lekt ionsdruck b ie te t  e ine  p laus ib le  Erklä rung für  das  häuf ige  Auf t re ten  

von In tegrons  innerha lb  der  Fami l ie  der  Enterobacter iaceae  und  d ie  

daraus  resul t ie rende  Problemat ik  der  Ant ib io t ika-  Res is tenz  [88] .  Eine  

kürz l ich  publ iz ie r te  S tudie  von Bonten e t  a l .   ze ig te ,  dass  s ich  von 7  

nachweisbaren  Clus tern  In tegronhal t iger  Er reger  auf  zwei  beobachte ten  

In tens ivs ta t ionen  in  der  Mehrzahl  der  Fäl le  (26  von 34  Fäl len)  d ie  

Akquis i t ion  so lcher  I so la te  e r s t  während des  Aufentha l tes  auf  e iner  

In tens ivs ta t ion  ere ignete .  Dabei  konnte  sowohl  e ine  Über t ragung (19  

Episoden)  a l s  auch Inte rspez ies-  Transfer  (2  Fäl le )  und In t ra-  Spezies  

Transfer  beobachte t  werden (Bonten e t  a l . ) .  Ein  hor izonta ler  In ter -  
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Spezies  Transfer  zwischen  n icht  verwandten ,  mul t i res i s tenten  

Enterobakter iaceaen-Isola ten  wurde  von d ieser  Arbei t sgruppe  bere i t s  in  

e iner  f rüheren Arbei t  beschr ieben  

 
 
Da  Integrons  von den konservier ten  Segmenten (CS) ,  dem 5’-CS 

(Conserved Segment)  und 3’ -CS f lankier t  werden und innerhalb  des  5’ -CS 

Region das  In tegrasegen,  sowie  der  Promotor  loka l i s ie r t  s ind  (4) ,  wurde  

in  der  vor l iegenden Arbei t  mi t  Hi l fe  der  Pr imer  5´CS-3´CS das  In tegron  

de tekt ie r t .  Zur  wei teren  Klass i f iz ierung des  In tegrons  kamen d ie  Pr imer  

In t 2 F-3´CS zum Einsa tz ,  d ie  d i rekt  d ie  Präsens  von Int I1- In tegrase  

be legen ,  d ie  für  In tegrons  der  Klasse  I  typ isch  s ind .  

Zur  Bes t immung der  Länge  der  Produkte wurden mi t te l s  

Gele lekt rophorese  das  Ampl i f ika t  aufge t rennt  und  der  approximier te  

Basenumfang durch  Vergleich  mi t  e inem mi tgeführ ten  Referenzmarkers  

(Lambda- ladder)  e rmi t te l t .   

Es  ze ig te  s ich ,  dass  d ie  unte rsuchten  Klebs ie l leni sola te  der  SENTRY 

Studie  in  67% in tegronha l t ig  waren .  Dabei  wiesen  mehrere  I so la te  b is  zu  

v ier  In tegrons  unterschiedl icher  Länge auf .  Es  konnte  e ine  

durchschni t t l iche   Häufung der  mi t  5´CS-3´CS untersuchten  I sola ten  mi t  

e iner  Länge  von ca .  800-1000 Basen  und 1400-1600 Basen ermi t te l t  

werden.  Die  Var ia t ion  der  gefundenen Integronlängen ze ig te  e in  In terval l  

von  unter  500 b is  3000 Basen .  

Wie  zu  erwar ten  waren die  In tegronlängen der  Klebs ie l leni so la te  mi t  dem 

untersuchten  Pr imern  3´CS-In t 2 F  länger .  Bei  a l l en  unte rsuchten  

Klebs ie l len iso la ten  konnte  neben dem 5´CS-3´CS Region d ie  3´CS-Int 2 F  

Region  nachgewiesen  werden .  Dabei  konnte  e ine  Häufung der  Längen um 

1400-1600 und um 2000 Basen  dokument ie r t  werden .  Die  Var ia t ion  der  

gefundenen In tegronlängen ze igt  e in  In te rva l l  von  700-3600 Basen .  

Vorhergegangene  Arbe i ten  von Schmi tz  e t  a l .  dokument ie ren  e ine  

Zunahme in tegronhal t iger  Klebs ie l lens tämme in  den le tz ten  Jahren  

dokument ie ren .   

Dabei  i s t  d ie  Herkunft  von  In tegrons  im kl in ischen Umfeld  noch n icht  

vol l s tändig  bekannt ,  j edoch s te l l t  d ie  Umwel t  e in  potent ie l les  Reservoi r  

dar  [89] .  E inen  maßgebl ichen  Einf luss  dürf te ,  t ro tz  e iner  EU-wei ten  
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Verbotes  e in iger  Subs tanzen,  der  wel twei te  Ant ib io t ika-  Einsa tz  in  Form 

von Wachtumsbeschleunigern  in  der  Massent ie rha l tung  ausüben.  Der  mi t  

subinhib i tor i sch  dos ier ten  Ant ib io t ika  e inhergehende  Selekt ionsdruck  

könnte  erk lären ,  das  Klasse  1  In tegrons  of tmals  in  bakter ie l len  Iso la ten  

aus  t ie r i schen Quel len  nachgewiesen wurden und somi t  über  d ie  

Nahrungsket te  in  den  menschl ichen  Organismus  ge langen [90]  können.  

In tegrons  wurden auch in  Bakter ien-  I so la ten  aus  Gewässern  und Böden 

nachgewiesen  [88] .  In  Umgebungen  von Abwassere in le i tungen aus  

Indus t r ieanlagen mi t  hohem Verbrauch an quate rnären  

Ammoniumverbindungen (z .B.  in  der  Text i l indus t r ie)  wurden  im 

Vergle ich  zu  re in  landwir tschaf t l ich  genutz ten  Flächen e in  höheres  

Vorkommen von Bakter ien  „mi t“  Klasse  1  In tegrons  und e iner  e rhöhten  

Res is tenz  gegenüber  quaternären  Ammoniumverbindungen nachgewiesen .  

Obwohl  In tegrons  hauptsächl ich  innerha lb  der  Famil ie  der  

Enterobacter iaceae  und  anderen  Gram-  negat iven  Bakter ien  vorkommen,  

be legen  neuere  Untersuchungsergebnisse ,  dass  auch  e in ige  Gram-posi t ive  

Bakter ien  und Mykobakter ien  a l s  In tegron-  Reservoi re  angesehen werden 

können [91] .  

 
 
Antibiotikaresistenzzunahme bei  Integron negativen,  im 

Vergleich zu Integron posit iven Klebsiel lenstämme der 

SENTRY Studie 
 
 
In  der  vor l iegenden Studie  wurde  das  Vor l iegen  von In tegrons  der  Klasse  

1  in  e inem in ternat ionalen Kol lek t iv  von  Klebsie l la- I so la ten  untersucht .  

Vorarbe i ten  von Schmi tz  e t  a l .  konnten  ze igen ,  dass  d ie  k l in i sche  

Bedeutung so lcher  Rekombinat ionselemente  zunehmend be i  der  

Verbre i tung von ant imikrobie l ler  Res is tenz  zugenommen ha t .   

Durch  den  Einsa tz  der  umfangre ichen  SENTRY-Stammsammlung und der  

Res i tenztes tung der  In tegron  negat iven  gegenüber  den  In tegron  pos i t iven  

Stämmen wird  d iese  Aussage  ges tütz t .   

Es  konnte  e ine  Ste igerung der  Res i s tenz  von In tegron negat iven zu 

In tegron  pos i t iven  Klebs ie l lens tämmen für  d ie  fo lgenden Ant ib io t ika ,  
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Gentamic in  5 ,78%,  Tobramic in  14 ,81%,  Amikacin  21 ,77% und 

Tr imethopr im von 66 ,52  Prozent  dokument ie r t  werden . 

Die  Bedeutung von In tegrons ,  d ie  Ents tehung neuer  Rekombinat ionen  und 

Muta t ionen des  In tegrons ,  lassen  so  d ie  Verbre i tung von 

Ant ib io t ikares is tenzgenen und ihres  Res i s tenzphänotyps  wahrschein l ich  

werden .  

 

 

 

In  Krankenhäusern  ergeben s ich  daraus  d ie  fo lgenden Ris iken:  
 

•  Die Bes iedlung  mi t  in tegronhal t igen Bakter ien  i s t  s ign i f ikant  mi t  

der  Entwicklung e iner  Mul t i res i s tenz  assoz i ie r t  (Levers te in-Van  

Hal l  e t  a l . ,  2003 ) .   

•  Die  Senkung des  Ant ib io t ikase lekt ionsdruckes  führ t  n icht  

automat i sch  zu  e iner  Wiederhers te l lung der  Sens i t iv i tä t  gegenüber  

e inem Ant ib io t ikum.  In tegrons  t ragen mi t  ihren  

Res is tenzgenkasse t ten  of fenbar  dazu bei ,  Res is tenzen gegenüber  

Subs tanzen ,  d ie  wenig  oder  n ich t  mehr  verwendet  werden,  auf recht  

zu  erha l ten  (Chiew e t  a l . ,  1998 ) .  

•  Die  Mögl ichke i t ,  dass  In tegrons  se lbs t  a l s  Bes tandte i l  von  mobi len  

genet i schen  Elementen  auf t re ten  können,  bedingt  a l le rd ings ,  dass  

somi t  Res i s tenze igenschaf ten ,  d ie  In tegron-vermi t te l t  s ind ,  

gemeinsam mi t  Vi rulenzeigenschaf ten  des  Trägerplasmids  verbre i te t  

werden .  Der  daraus  resu l t ie rende  Empfängers tamm verfügt  dami t  

über  e inen  erhebl ichen  Wet tbewerbsvor te i l .  Bisher  exis t i e r t  e in  

solcher  Ber icht  über  d ie  kombinier te  Verbrei tung von Res i s tenz  und 

Vi rulenz  bei  Sa lmonel len  (Guerra  e t  a l . ,  2002 ) .  
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Grundätz l ich  so l l te  be i  mul t i res i s ten ten  nosokomialen  Erregern  der   

E inhal tung  von Hygienemaßnahmen e ine  vorrangige  Bedeutung zute i l  

werden und diese  Maßnahmen e ine  Bas is  im Krankenhaus  dars te l len .   

Im Einzelnen zählen  dazu:   

1 )  Der  Gebrauch von Einmal-Handschuhen bei  pf leger i schen und 

ärz t l ichen Tät igkei ten .   

2 )  Nach Beendigung des  Kontaktes  mi t  dem bet reuten  Pat ien ten  

müssen  d ie  Handschuhe  umgehend sachgerecht  en tsorgt  werden,  

um das  Ris iko  e iner  Keimüber t ragung auf  andere  Personen und 

b isher  n icht  kontaminier te  Oberf lächen wei tes tgehend zu  

reduzieren .  

3 )  Händedesinfekt ion  zusätz l ich  zum Gebrauch  von Einmal-

Handschuhen und nach  jeder  Tät igkei t  im Umgang mi t  potent ie l l  

e rkrankten  oder  kontaminier ten  Personen innerha lb  und außerha lb  

der  Pat ientenzimmer .  

4 )  Regelmäßiger  Ki t te lwechse l  des  Kl in ikpersonals .  

5 )  Regelmäßige  in tensive  Schulung und Informat ion  des  

Kl in ikpersonals  über  Grundlagen  und Ausmaß nosokomia ler  

Epidemien und Endemien von Problemkeimen,  mögl iche  

Infektke t ten ,  Kontakt - Iso l ie rungsmögl ichkei ten ,  a l lgemeine  

Hygienemaßnahmen und Rein igungs-  sowie  

Des infekt ionsverfahren .  

6 )   Schnel l s tmögl iche  Ent lassung e ines  Problemkeim-Trägers  aus  der  

s ta t ionären  Versorgung nach Abschluss  a l le r  e r forder l ichen 

Behandlungen,  um so  e ine  potent ie l le  Infekt ionsquel le  zu  

e l iminieren .  

7 )  Bei  geplanter  Ver legung frühzei t ige  Informat ion  der  aufnehmenden 

Abte i lung/Sta t ion ,  um durch  Vorbere i tung und Einle i tung 

gee igneter  Maßnahmen das  Ris iko  e iner  in ter -  oder  

in t ra ins t i tu t ionel len  Verbre i tung mögl ichs t  ger ing  zu  ha l ten .  Dies  

g i l t  auch  für  ambulante  Eingr i f fe  und Untersuchungen.  
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Die  nosokomialen  Infekt ionserkrankungen ver langen in  der  heut igen  Zei t  

von  Kl in ikern ,  Mikrobio logen und Krankenhaushygienikern  e in  

gemeinsames  und  koordin ier tes  Vorgehen.  Eines  der  größten Probleme in  

der  modernen  Infekt io logie  s te l l t  dabe i  d ie  in  jüngerer  Zei t  beobachte te  

Zunahme mul t i res i s ten ter ,  überwiegend Gram-negat iver  Bakter ien  dar .   

Sowohl  in  Nordamer ika  a l s  auch  in  Deutschland ge l ten  Klebs ie l len  mi t ,  j e  

nach  Infekt ionsar t ,  3 -17% a ls  der  dr i t thäuf igs te  gramnegat ive  Erreger  

nosokomialer  Harnwegs infekt ionen,  Pneumonien  und Bakter iämien  (Horan 

e t  a l .  1988,  Zas trow 1990,  Gikas  e t  a l .  1998,  Podschun und Ul lmann 

1998 ) .   

Epidemiologische  Untersuchungen be legen ,  dass  be i  Enterobacter iaceaen 

innerha lb  kürzes ter  Ze i t  e ine  Vie lzahl  neu erworbener  Res i s tenzen,  t e i l s  

sogar  gegenüber  ers t  in  jüngs ter  Vergangenhei t  therapeut i sch  e ingese tz ter  

ant imikrobie l l  wi rksamer  Substanzen ,  zu  verze ichnen war .  

Diese  Phänomen läss t  s ich  durch  e inen  in ter -  und  in t raspezie l len  

hor izonta len  DNA-Transfer  e rk lären .  Diese  werden  über  P lasmide  und 

Transposons  wei tergegeben.  Dabei  sp ie len  Beta lac tamasen,  wie  SHV und 

TEM, sowie  In tergrons  und d ie  dar in  enthal tenen Res i s tenzgene  e ine  

wicht ige  Rol le .  

In  d ieser  Arbe i t  ze ig te  s ich  e ine  sehr  hohe  Prävalenz  sowohl  der  

Beta lac tamasen SHV mi t  100% und TEM mit  durchschni t t l ich  37%.  

In tegrons  konnten  mi t  e iner  Prävalenz  von 67% in  den  Klebs ie l len iso la ten  

der  SENTRY Studie  nachgewiesen  werden.   

Legt  man die  Ergebnisse  und die  zunehmende Res is tenzentwicklung der  

le tz ten  Jahre  zugrunde ,  so  sehen  wir  uns  in  naher  Zukunf t  e iner  Vie lzahl  

nosokomialer  Infekt ionser reger  gegenüber ,  d ie  über  mul t ikompat ib le  

genet i sche  Mechanismen zum Erwerb  und zur  Express ion  neuer  

Ant ib io t ikares is tenzen ver fügen d ie  s igni f ikant  mi t  der  Entwicklung e iner  

Mul t i res i s tenz  assoz i ie r t  s ind .  

Umso wicht iger  i s t  es ,  d ie  in  der  Diskuss ion angesprochenen s implen 

Hygienemaßnahmen durchzuführen ,  um e ine  Ausbre i tung nosokomialer  

Infekt ionen  zu  zu  minimieren .   
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Basenfolgen der verschieden bei  der Sequenzierung 
gefundenen SHV/TEM Typen 
 
 
Sind im Folgenden aufgeführt: 
 
SHV 1 ORIGIN  [77]     
        1 actttcttat agttcatcac ggccttgagt caaaaaatag cgtgcttagg cagggctaga 
       61 tattgattat tcgaaataaa agatgaaaaa tgatgaagga aaaaagagga attgtgaatc 
      121 agcaaaacgc cgggttattc ttatttgtcg cttctttact cgcctttatc ggccctcact 
      181 caaggatgta ttgtggttat gcgttatatt cgcctgtgta ttatctccct gttagccacc 
      241 ctgccgctgg cggtacacgc cagcccgcag ccgcttgagc aaattaaact aagcgaaagc 
      301 cagctgtcgg gccgcgtagg catgatagaa atggatctgg ccagcggccg cacgctgacc 
      361 gcctggcgcg ccgatgaacg ctttcccatg atgagcacct ttaaagtagt gctctgcggc 
      421 gcagtgctgg cgcgggtgga tgccggtgac gaacagctgg agcgaaagat ccactatcgc 
      481 cagcaggatc tggtggacta ctcgccggtc agcgaaaaac accttgccga cggcatgacg 
      541 gtcggcgaac tctgcgccgc cgccattacc atgagcgata acagcgccgc caatctgcta 
      601 ctggccaccg tcggcggccc cgcaggattg actgcctttt tgcgccagat cggcgacaac 
      661 gtcacccgcc ttgaccgctg ggaaacggaa ctgaatgagg cgcttcccgg cgacgcccgc 
      721 gacaccacta ccccggccag catggccgcg accctgcgca agctgctgac cagccagcgt 
      781 ctgagcgccc gttcgcaacg gcagctgctg cagtggatgg tggacgatcg ggtcgccgga 
      841 ccgttgatcc gctccgtgct gccggcgggc tggtttatcg ccgataagac cggagctggc 
      901 gagcggggtg cgcgcgggat tgtcgccctg cttggcccga ataacaaagc agagcgcatt 
      961 gtggtgattt atctgcggga taccccggcg agcatggccg agcgaaatca gcaaatcgcc 
     1021 gggatcggcg cggcgctgat cgagcactgg caacgctaac ccggcggtgg ccgcgcgcgt 
     1081 tatccggccc gcagcacctc gcaggcgtgc cgggcgatat gactggcggc ggcatcggaa 
     1141 agatgccggt cggtaatgat ggtggtgaac cgggtcaaag gtaacgccat aaacgtggcc 
     1201 acctgattgt atttcgaact gtcgcacagc aggatgcttc tcgcgctgac ctggctgacg 
     1261 gtctccttga cggtaacctt gttctcatca ggggtgaata tcccgcgact gtcccagccg 
     1321 ctggcggaga taaaggccgt at 
 
 
 
SHV 11 ORIGIN [78]      
        1 ccctttcggg cagggtttaa cagaacattt ttttcattcc acgggtcagg gcgacccgcg 
       61 tcagcttatc gctatcctga tgggcgtcgc tgaaaacgcc aaaaaaatag cgttcatcgt 
      121 caatggtttg gctaacaatt cggtagctca acggttgccc ggatagcgca ccgtactgcg 
      181 caggcgtcac cgagacctcg gtcgcgtcat cggcgacgct gaccaacagc ccgtccgcct 
      241 taccgcccac cagcatgacc ttaattatcg ggtgcaccag ttcctcccgg gatggcatat 
      301 agcgttggcg aaccgcaggg accggcgggc gtggtgatcg gcaaacagcg acgcccgaca 
      361 gagtgcggta tttagtactt tcttatagtt catcacggcc ttgagtcaaa aaatagcgtg 
      421 cttaggcagg gctagatatt gattattcga aataaaagat gacaaatgat gaaggaaaaa 
      481 agaggaattg tgaatcagca aaacgccggg ttattcttat ttgtcgcttc tttactcgcc 
      541 tttatcggcc ctcactcaag gatgtattgt ggttatgcgt tatattcgcc tgtgtattat 
      601 ctccctgtta gccaccctgc cgctggcggt acacgccagc ccgcagccgc ttgagcaaat 
      661 taaacaaagc gaaagccagc tgtcgggccg cgtaggcatg atagaaatgg atctggccag 
      721 cggccgcacg ctgaccgcct ggcgcgccga tgaacgcttt cccatgatga gcacctttaa 
      781 agtagtgctc tgcggcgcag tgctggcgcg ggtggatgcc ggtgacgaac agctggagcg 
      841 aaagatccac tatcgccagc aggatctggt ggactactcg ccggtcagcg aaaaacacct 
      901 tgccgacggc atgacggtcg gcgaactctg cgccgccgcc attaccatga gcgataacag 
      961 cgccgccaat ctgctgctgg ccaccgtcgg cggccccgca ggattgactg cctttttgcg 
     1021 ccagatcggc gacaacgtca cccgccttga ccgctgggaa acggaactga atgaggcgct 
     1081 tcccggcgat gcccgcgaca ccactacccc ggccagcatg gccgcgaccc tgcgcaagct 
     1141 gctgaccagc cagcgtctga gcgcccgttc gcaacggcag ctgctgcagt ggatggtgga 
     1201 cgatcgggtc gccggaccgt tgatccgctc cgtgctgccg gcgggctggt ttatcgccga 
     1261 taagaccgga gctggcgaac ggggtgcgcg cgggattgtc gccctgcttg gcccgaataa 
     1321 caaagcagag cgcattgtgg tgatttatct gcgggatacc ccggcgagca tggccgagcg 
     1381 aaatcagcaa atcgccggga tcggcgcggc gctgatcgag cactggcaac gctaacccgg 
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     1441 cggtggccgc gcgcgttatc cggctcgtag cacctcgcag gcgtgccggg cgatatgact 
     1501 ggcggcggca tcggagagat gccggtcggt aatgatggtg gtgaaccggt tcaaaggtaa 
     1561 cgccatgaac gtggccacct gattgtattt cgaactgtcg cacagcagga tgcttctcgc 
     1621 gctgacctgg ctgacggtct ccttgacggt aaccttgttc tcatcagggg tgaatatccc 
     1681 gcgactgtcc cagccgctgg cggagataaa ggccgtatcg atagccaggt ggcgtaacgt 
     1741 acgcgccgcc gattcgccca cgcaggagcg gttctcccgg cacagagtgc cgccggtgtg 
     1801 gatcacgccg cactggctgg catcgatcag cagctgggtt atctcaaaat cattggtgac 
     1861 cacctggaga tcgttccggt cgaggatcgc cgcggccagc gccagggtgg tagtcccggc 
     1921 atccagataa atgcaactgt ttttggcgat atgactcgcc gccagcgcgc cgatcgcctg 
     1981 tttctcctca ctctgca 
 
 
SHV 27 ORIGIN  [79] 
        1 atgcgttata ttcgcctgtg tattatctcc ctgttagcca ccctgccgct ggcggtacac 
       61 gccagcccgc agccgcttga gcaaattaaa ctaagcgaaa gccagctgtc gggccgcgta 
      121 ggcatgatag aaatggatct ggccagcggc cgcacgctga ccgcctggcg cgccgatgaa 
      181 cgctttccca tgatgagcac ctttaaagta gtgctctgcg gcgcagtgct ggcgcgggtg 
      241 gatgccggtg acgaacagct ggagcgaaag atccactatc gccagcagga tctggtggac 
      301 tactcgccgg tcagcgaaaa acatcttgcc gacggcatga cggtcggcga actctgtgcc 
      361 gccgccatta ccatgagcga taacagcgcc gccaatctgc tgctggccac cgtcggcggc 
      421 cccgcaggat tgactgcctt tttgcgccag atcgacgaca acgtcacccg ccttgaccgc 
      481 tgggaaacgg aactgaatga ggcgcttccc ggcgacgccc gcgacaccac taccccggcc 
      541 agcatggccg cgaccctgcg caagctgctg accagccagc gtctgagcgc ccgttcgcaa 
      601 cggcagctgc tgcagtggat ggtggacgat cgggtcgccg gaccgttgat ccgctccgtg 
      661 ctgccggcgg gctggtttat cgccgataag accggagctg gcgagcgggg tgcgcgcggg 
      721 attgtcgccc tgcttggccc gaataacaaa gcagagcgca ttgtggtgat ttatctgcgg 
      781 gatacgccgg cgagcatggc cgagcgaaat cagcaaatcg ccgggatcgg cgcggcgctg 
      841 atcgagcact ggcaacgcta a 
 
 
TEM 1 ORIGIN  [80]      
        1 tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg tttatttttc taaatacatt caaatatgta 
       61 tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa ggaagagtat 
      121 gagtattcaa cattttcgtg tcgcccttat tccctttttt gcggcatttt gccttcctgt 
      181 ttttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgct gaagatcagt tgggtgcacg 
      241 agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc cttgagagtt ttcgccccga 
      301 agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta tgtggtgcgg tattatcccg 
      361 tgttgacgcc gggcaagagc aactcggtcg ccgcatacac tattctcaga atgacttggt 
      421 tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct tacggatggc atgacagtaa gagaattatg 
      481 cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac tgcggccaac ttacttctga caacgatcgg 
      541 aggaccgaag gagctaaccg cttttttgca caacatgggg gatcatgtaa ctcgccttga 
      601 tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat accaaacgac gagcgtgaca ccacgatgcc 
      661 tgcagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactggc gaactactta ctctagcttc 
      721 ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt gcaggaccac ttctgcgctc 
      781 ggcccttccg gctggctggt ttattgctga taaatctgga gccggtgagc gtgggtctcg 
      841 cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagccctcc cgtatcgtag ttatctacac 
      901 gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga taggtgcctc 
      961 actgattaag cattggtaa 
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Verteilung der SHV und TEM Betalactamasen sowie der Resistenzintegrons 

 in Klebsiella pneumoniae Isolaten 

vorgelegt von  

Agnes Krahmer-Moellenberg 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die internationale SENTRY Stammkollektion sowie 

Stammkulturen des nationalen Referenzzentrums für Klebsiellen in Kiel auf das Vorkommen der 

unterschiedlichen Betalactamase-Gene SHV und TEM untersucht. Im weiteren Verlauf wurde das 

Vorkommen von mobilen genetischen Resistenzelementen, den so genannten Integrons, analysiert.  

Während das SHV Gen bei allen Klebsiellenisolaten nachgewiesen werden konnte, fand sich das TEM 

Gen im deutschen Kollektiv bei 51 %, in der internationalen Stammkollektion bei 31 % der 

untersuchten Isolate. Hinsichtlich der Verteilung der SHV Gene waren in der internationalen 

SENTRY Kollektion 50 % der Isolate mit einer SHV 1-Typisierung assoziiert, 37 % mit einer SHV 

11- und 0,5 % mit der SHV 27-Typisierung. Bei ca. 13 % fand sich eine bisher nicht klassifizierte 

Betalactamase vom SHV Subtyp. Im deutschen Kollektiv fand sich SHV 1 bei 93 %, SHV 11 in 4 %, 

SHV 27 in 1 % der untersuchten Isolate. In 2 % konnten bisher nicht klassifizierte SHV Subtypen 

detektiert werden. TEM 1 überwiegte in beiden Kollektiven mit ca. jeweils 96 %, die restlichen Isolate 

konnten in der SENTRY Studie dem TEM 18 Typ zugeordnet werden, im deutschen Kollektiv waren 

die restlichen 2 gefundenen TEM Gene noch nicht klassifiziert. 

Derzeit ist nicht geklärt, ob die gegenwärtige weltweite Verbreitung ESBL-bildender Stämme von 

einander unabhängig entstandenen und von genetisch unterschiedlichen Stämmen ausgeht oder ob sie 

auf der Ausbreitung eines bzw. weniger erfolgreicher Klone beruht. 

Integrons sind genetische Elemente, die nicht selber mobil sind, aber Genkassetten mit potentiell 

mehreren hintereinander liegenden Resistenzgenen in ihrer Struktur aufnehmen können. Über die 

Verbreitung von Integrons kann eine schnelle phänotypische und genotypische Resistenzausbreitung 

erfolgen. In 67 % der SENTRY Klebsiellenisolaten waren Integrons nachweisbar. Dabei wiesen 

mehrere Isolate bis zu vier Integrons unterschiedlicher Länge auf. Die Variation der gefunden 

Integronlängen lag zwischen 500 und 3000 Basenpaaren. Die Integron-haltigen Isolate waren mit einer 

deutlich ausgeprägteren Kreuzresistenz gegenüber verschiedenen Antibiotikaklassen assoziiert im 

Vergleich zu den Integron-freien Isolaten. 

Da sowohl Betalactamasen, als auch Integrons nosokomial übertragen werden und hierdurch die 

Multiresistenz von Bakterienisolaten im Krankenhaus zunimmt, muss reagiert werden, indem zum 

Einen adäquate Krankenhaushygienemaßnahmen greifen  und zum anderen eine Reduktion des 

Antibiotikaselektionsdruckes durchgeführt werden muss. 

Minden, den 04.10.2005               Professor Dr. med. F.-J. Schmitz Ph.D. 
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