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Einleitung

1. EINLEITUNG

Mit der Entdeckung des Penicillins durch Alexander Fleming im Jahr 1929 wurde ein
grolRer Durchbruch in der Bekdmpfung bakterieller Infektionen erreicht, der zu einer
schnellen Weiterentwicklung und kommerziellen Nutzung von Antibiotika seit den
40er Jahren flhrte. Dem grollen Nutzen des Penicillins und der entwickelten
R-Laktam-Antibiotika steht besonders die grol’e Zunahme und Selektion von resistenten
Mikroorganismen gegenuber, da die Entwicklung von Resistenzen die Wirksamkeit von
Antibiotikatherapien erheblich einschrankt. Besonders der extensive und unkontrollierte
Einsatz von R-Laktam-Antibiotika in der Human- und Veterindrmedizin wird fur die

rasante Zunahme der Resistenzbildung verantwortlich gemacht.

Bakterien verfigen (Uber verschiedene Mechanismen, die sie gegen eine
Antibiotikawirkung schutzen. Neben einer Permeabilitatsanderung der Bakterien-
membran gegenlber Antibiotika oder der Konformationsanderung Penicillin-Bindender-
Proteine (PBP’s) in der Bakterienzelle, stellt die Bildung von chromosomal- oder
plasmidal-kodierten R-Laktamasen den bedeutendsten Resistenzmechanismus gegen
R-Laktam-Antibiotika dar. Diese Enzyme sind in der Lage, die antibakterielle Wirkung
der 3-Laktam-Antibiotika aufzuheben, indem sie den [3-Laktam-Ring dieser Antiinfektiva

zerstoren.

Die Bildung von R-Laktamasen ist bei grampositiven und besonders bei gramnegativen
Bakterien weit verbreitet. Auch der humanpathogene VYersinia (Y.) enterocolitica
Bioserotyp 4/0:3 besitzt diesen Resistenzmechanismus. Dieser Bioserotyp exprimiert
regelmalig zwei chromosomal-kodierte 3-Laktamasen, die [3-Laktamasen A und B.
Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass in Europa vorkommende
Y. enterocolitica  4/0:3-Stamme  beide R-Laktamasen exprimieren, wahrend
Y. enterocoljtica 4/0:3 Stamme aus Australien und Neuseeland nur eines der beiden
Enzyme besitzen. Dennoch konnte in einer Studie eine Amoxicillin/Clavulansaure-

Empfindlichkeit bei Y. enterocolitica Stammen aus Bayern ermittelt werden.
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Y. enterocolitica Bioserotyp 4/0:3 zahlt zu den wichtigsten humanpathogenen Yersinien
in Deutschland. Diese Bakteriengruppe stellt einen bedeutenden Zoonoseerreger dar,
der Gastroenteritiden sowie Gelenkentziindungen hervorrufen kann. Die Epidemiologie
von Y. enterocolitica-Infektionen ist bisher noch nicht vollstandig geklart. Dennoch gilt
das Schwein als Hauptreservoir. Besonders die unvollstandige Entfernung der Tonsillen
bei der Schweineschlachtung gqilt als Hauptibertragungsursache. Somit ist
Y. enferocolitica 4/0:3 nach Campylobacter und Salmonella einer der wichtigsten

Lebensmittelinfektionserreger.

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung des Vorkommens der R-Laktamase-Gene b/aA
und b/aB mittels konventioneller PCR-Methode und der Nachweis der Expression der
R-Laktamasen A und B mittels Agardiffusionstest bei 200 aus Bayern isolierten
Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen, von denen 60 humanen und 140 Stdmme porcinen
Ursprungs sind. Damit sollte die in einer vorangegangenen Studie ermittelte
Empfindlichkeit dieser Stdmme gegen Amoxicillin/Clavulansaure (20/10 ug) Uberprift

werden.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 R-Laktam-Antibiotika

2.1.1 Definition

1929 entdeckte Alexander Flemming eine Hemmung des Bakterienwachstums durch
Kulturen des Schimmelpilzes Penicillium notatum. Er fand heraus, dass die Pilzkulturen
einen Stoff bilden, der heute als Penicillin bekannt ist. Ausgehend von diesem
Natur-Antibiotikum entwickelten H. W. Florey und E. B. Chain viele Antibiotika-Derivate,
denen ein einheitliches Grundgerist zu Grunde liegt, dem 4-gliedrigen R-Laktam-Ring.
Der namensgebende Ring ist fir die antibiotische Wirkung dieser Antiinfektiva
verantwortlich. lhre bakterizide Wirkung beruht auf einer Hemmung der
Bakterienzellwandbiosynthese bei grampositiven und gramnegativen Bakterien
(KNOTT-HUNZIKER et al., 1982; MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996;
HANDAL und OLSEN, 2000). Das Wirkspektrum der R-Laktam-Antibiotika differiert sehr
stark. Wahrend die Breitband-R-Laktam-Antibiotika gegen grampositive und
gramnegative Bakterien wirken, sind die Schmalband-R-Laktam-Antibiotika oft nur
gegen grampositive oder gramnegative Bakterien oder nur gegen einzelne Erreger aktiv.
R-Laktam-Antibiotika zahlen zu den wichtigsten Antiinfektiva in der Human- und
Veterinarmedizin (LI et al., 2007). Zu den Vertretern der R-Laktam-Gruppe zahlen die
Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame (MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING, 1996).

2.1.2 Einteilung von R-Laktam-Antibiotika

Wie zuvor erwahnt umfassen die R-Laktam-Antibiotika die Substanzgruppen Penicilline,
Cephalosporine, Carbapeneme und Monobactame (Abb.1 und Tab. 1). Nachfolgend
werden die Charakteristika und Wirkspektren der einzelnen Klassen kurz dargestellt.
Nahere Informationen zum biochemischen Aufbau kénnen bei MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING (1996) oder KROKER et al. (2001) nachgelesen werden.
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Abbildung 1: Strukturelle Darstellung der 4 Substanzgruppen der R-Laktam-Antibiotika
(nach TODAR, 2008)

Penicilline

Das erste Antibiotikum dieser Gruppe ist das Penicillin G (Benzylpenicillin). Es wurde
aus Schimmelpilzkulturen des Penicillium notatum gewonnen (LULLMANN et al., 2004)
und als erstes Antibiotikum bereits in den Jahren 1940-41 klinisch erprobt (FLUIT et al.,
2001; KROKER, 2002). Penicillin G ist nur bei grampositiven Bakterien wirksam, da es
die Zellmembran gramnegativer Bakterien nicht durchdringen kann (KROKER et al.,
2001). Die Uber 50 entwickelten Penicillin-Antibiotika-Derivate (Tab. 1) unterscheiden
sich aufgrund ihrer Substituenten voneinander. Sie besitzen im Vergleich zum
Penicillin G eine hdéhere Saurefestigkeit und kénnen dadurch oral verabreicht werden.
Wegen ihrer hdheren R-Laktamase-Stabilitdt weisen sie zusatzlich ein breiteres
Wirkspektrum auf (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996). Auf diese Weise

sind Penicilline, wie Amoxicillin oder Ampicillin auch gegen einige Enterobacteriaceae
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wirksam. Trotz der gro3en Anzahl an Penicillinen ist Benzylpenicillin noch bei vielen
Indikationen Mittel der ersten Wahl (KROKER et al., 2001). Um die Stabilitat der
Penicilline weiter zu erh6hen, werden sie oft in Kombination mit Penicillinase-Inhibitoren
verabreicht (LULLMANN et al., 2004) (siehe Kapitel 2.1.5). Beim Einsatz von
Penicillinen treten in der Regel keine toxischen Nebenwirkungen auf. Eine Ausnahme
stellen allergische Reaktionen dar, die individuell ausgepragt sein kdnnen
(MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).

Cephalosporine

Die Ursprungssubstanz der Cephalosporine ist das Cephalosporin C, welches aus dem
Pilz Acremonium chrysogenum gewonnen wurde. Es ist wegen seiner schwach
antibiotischen Wirkung therapeutisch nicht von Bedeutung (MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING, 1996). Cephalosporine sind aufgrund ihrer zeitlichen Entwicklung
in 4 Generationen unterteilt (Tab. 1). Im Vergleich zu ihrem naturlichen Vertreter
besitzen sie eine hohere Wirkungsintensitat, eine groliere -Laktamasestabilitat und ein
breiteres  Wirkungsspektrum (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996;
LULLMANN et al., 2004). Ilhre Eigenschaften steigen dabei mit der
Cephalosporingeneration (BERGOGNE-BEREZIN, 1989). Durch eine Hemmung der
Transpeptidase wahrend der Zellteilung wirken die halbsynthetischen Derivate der
Cephalosporine wie Penicilline (KROKER, 2002). In Bezug auf ihre Klinische
Anwendung gelten Cephalosporine als s&urestabil, aber schlecht resorbierbar
(LOLLMANN et al., 2004). Wie die Penicilline sind Cephalosporine wenig toxisch. Die
bei alteren Substanzen beobachtete nierenschadigende Wirkung tritt bei neueren
Préparaten nicht mehr auf (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996). Trotzdem
sollten Cephalosporine bei Patienten mit bereits bestehender Niereninsuffizienz nicht
eingesetzt oder wahrend einer Therapie mit diesen Substanzen zumindest regelmafige
Nierenfunktionskontrollen durchgeflihrt werden. Allergische Reaktionen treten bei
behandelten Patienten nur gelegentlich auf (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING,
1996).
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Carbapeneme

Carbapeneme ahneln in ihrer Struktur stark den Penicillinen. Das Molekil basiert auf
dem Naturstoff Thienamycin, der aus dem Pilz Strepfomyces cattleya gewonnen wurde.
Dieser Naturstoff erwies sich als sehr instabil, weshalb nur wenige Carbapeneme
entwickelt werden konnten (EDWARDS et al., 1989). Von den R-Laktam-Antibiotika
besitzen Carbapeneme das breiteste Wirkspektrum, da sie die Vorteile von Penicillinen
und Cephalosporinen in sich vereinen. lhre Empfindlichkeit gegentber 3-Laktamasen ist
sehr gering. In-vivo kann ihre Aktivitdt dennoch herabgesetzt sein, da sie durch eine
renale Dipeptidase inaktiviert werden kénnen (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING,
1996). Imipenem war das erste klinisch verfigbare Carbapenem. Aufgrund einer
geringen Resistenzlage gegenutber diesem Wirkstoff gilt es als Reserve-Antibiotikum
(BERGOGNE-BEREZIN, 1989; LIVERMORE und WOODFORD, 2006). Carbapeneme
weisen dieselben Nebenwirkungen wie die anderen [-Laktam-Antibiotika auf, kdnnen
aber bei héheren Dosierungen zusatzlich potentiell nephrotoxisch wirken (MUTSCHLER
und SCHAFER-KORTING, 1996).

Monobactame

Monobactame sind durch gramnegative Bakterien gebildete und synthetisch modifizierte
monozyklische R-Laktam-Antibiotika (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).
Sie wurden erst 1980 in die Gruppe der [R-Laktam-Antibiotika aufgenommen
(SKLAVUNU-TSURUTSOGLU et al., 1989). Der einzige Vertreter dieser Gruppe ist das
vollstandig synthetisch hergestellte Aztreonam. Es ist seit 1985 in Deutschland als
therapeutisch zugelassenes Monobactam verfugbar (N.N., 1985). Es besitzt keinen
Einfluss auf grampositive Bakterien und Anaerobier, weist aber eine hohe Wirksamkeit
gegen gramnegative Bakterien auf (N.N., 1985; MUTSCHLER und SCHAFER-
KORTING, 1996). Wegen der fehlenden Wirkung auf grampositive Erreger ist die
Anwendung auf Infektionen mit Monobactam-empfindlichen Enterobakterien und
Pseudomonaden begrenzt (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996). Da
Monobactame im Magen-Darmtrakt nicht resorbierbar sind, missen sie parenteral
verabreicht werden. Neben allergischen Reaktionen koénnen Monobactame

gastrointestinale Stérungen verursachen.
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Tabelle 1: Einteilung der R-Laktam-Antibiotika (modifiziert nach MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996; KROKER et al., 2001)

R-Laktam-Antibiotika Klasse Untergruppen Beispielwirkstoffe Eigenschaften/Wirksamkeit
Penicilline 3-Laktamase-sensitive Penicilline Penicillin G v.a. grampositive B. (Staph., Strep., Coryn., List.), auch Past.; gramnegative Anaerobier;
(Benzylpenicillin) R-Laktamase-instabil; saurelabil; keine orale Anw.; extrazellulare Verteilung; kurze HWZ
-Laktamase-resistente Penicilline Flucloxacillin v.a. grampositive B.; R-Laktamase-stabil; gegeniiber Staph. R-Laktamase 50-250fach stabiler als
Oxacillin Penicillin G; orale Gabe mdglich
Methicillin
Breitbandpenicilline Amoxicillin 2-5 mal schlechter gegen grampositive B., 4-10mal besser gegen gramnegative B.; R-Laktamase-
Ampicillin instabil; orale Gabe mdglich; kurze HWZ; Amo und Ampi gleiches Wirkspektrum; Ampi schlechter
Ticarcillin resorbierbar, Tic nicht saurestabil
Cephalosporine 1. Generation Cefalotin gegen grampositive B.; schwach gegen gramnegative B.; R-Laktamase-instabil; verbesserte
(ohne erhohte R-Laktamase-Stabilitat) Cefradin R-Laktamase-Stabilitat steigend von 1-4
Cefazolin
2. Generation Cefalexin gegen grampositive B.; besser gegen Enterobakterien; z. T. gegen P. aeruginosa,
(mit erhohter B-Laktamase-Stabilitat) Cefotiam
Cefoxitin
3. Generation Cefotaxim
Ceftizoxim
Ceftazidim
4. Generation Cefpirom
Cefepim
Carbapeneme Imipenem hohe Wirksamkeit gegen fast alle R-Laktamasen, (auch gegen S. aureus, P. aeruginosa und
Ertapenem Anaerobier), B-Laktamase-stabil
Meropenem
Monobactame Aztreonam hohe Wirksamkeit gegen R-Laktamasen

Amo: Amoxicillin; Ampi: Ampicillin; Anw.: Anwendung; B.: Bakterien; Coryn.: Corynebakterien; HWZ: Halbwertzeit; List.: Listerien; Past.: Pastorellen; P. aeruginosa. Pseudomonas aeruginosa;

Staph.: Staphylokokken; S. aureus: Staphylococcus aureus, Strep.: Streptokokken; TIC: Ticarcillin
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2.1.3 Wirkungsweise von R-Laktam-Antibiotika

R-Laktam-Antibiotika gelten unter der Vielzahl von antimikrobiellen Substanzen als
klinisch sicher und zuverlassig und finden daher in der Human- und Veterindrmedizin
groRe Anwendung (LIVERMORE, 1998; HANDAL und OLSEN, 2000; LIVERMORE und
WOODFORD, 2006; LI et al., 2007).

Die antibakterielle Wirkung der R-Laktam-Antibiotika beruht auf der Inhibition der
Zellwandsynthese wahrend der bakteriellen Zellteilung. Bei der Zellwandsynthese ist
eine D-Alanin-Transpeptidase fur die Quervernetzung von Peptidoglykanketten, dem so
genannten Murein, verantwortlich. Das Murein ist ein essentieller Bestandteil der
bakteriellen Zellwand. Es halt die Bakterienzelle in Form und schitzt sie so vor der
osmotischen Lyse (JACOBS et al., 1997). R-Laktam-Antibiotika werden aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeit mit den Peptidoglykanbausteinen von den Transpeptidasen in
ihrem aktiven Zentrum gebunden. Unter Offnung des R-Laktam-Rings blockieren die
R-Laktame die Transpeptidasen, so dass die Zellwandsynthese irreversibel inhibiert wird
(MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996; KROKER, 2002). Infolge dessen bleibt
die Bildung des fur die Stabilitadt der Bakterienzelle essentiellen Mureins aus (KROKER,
2002). Der hohe intrazellulare osmotische Druck in der Bakterienzelle und das Fehlen
der stabilisierenden Mureinschicht (KROKER et al., 2001) fahrt zum Anschwellen und
schlieRlich zum Platzen der Bakterien (LULLMANN et al., 2004). Die R-Laktame wirken
somit auf wachsende und sich vermehrende Keime bakterizid (MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING, 1996; LULLMANN et al., 2004). Da menschliche und tierische
Zellen keine bakterielle Zellwand und auch kein Murein besitzen, eignen sich 3-Laktam-

Antibiotika besonders als Therapeutika flr die Human- und Veterinarmedizin.

R-Laktam-Antibiotika kdnnen zusatzlich Verbindungen mit Enzymproteinen eingehen,
die als Penicillin-Bindende-Proteine (PBP’s) bezeichnet werden. Aufgrund dieser
Verbindung verlieren die PBP’s ihre enzymatischen Eigenschaften (MASSOVA und
MOBASHERY, 1998; KROKER, 2002), was schlieBlich zur Zerstérung der Bakterien

fuhrt.t. Um eine solche Bindung eingehen zu kdénnen, muissen [-Laktam-
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Antibiotika die Zellwand und den periplasmatischen Raum der Bakterienzelle
durchdringen (BUSH wund SYKES, 1986). Aufgrund des unterschiedlichen
Zellwandaufbaues ist dies besonders bei grampositiven Bakterien moglich. Derzeit sind
sieben solcher Proteine bekannt, die an der inneren Bakterienmembran lokalisiert sind
(MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).

2.1.4 Verbrauch von [3-Laktam-Antibiotika

Die Entstehung bakterieller Resistenzen wird haufig auf einen extensiven und
unkontrollierten Einsatz von Antibiotika zurtickgefuhrt. Im Jahr 1996 wurden weltweit
270.000 Tonnen (t) veterinarmedizinische antimikrobielle Wirkstoffe verwendet, wovon
25% allein in der EU zum Einsatz kamen. Von diesem europdischen Anteil entfielen
50% auf die Therapie, 25% auf Fltterungsarzneimittel und 25% auf Futterzusatzstoffe
(SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001). Nach einer Studie der European Animal
Health Association (FEDESA, 1999) lag der Gesamtverbrauch an Antiinfektiva in der EU
im Jahr 1997 bei 10.493t (Abb. 2). Davon betrug der Anteil des Humanbereiches
5.400 t (52%) und der Anteil des Veterinarbereiches 5.093 t (48%). Von den 5.093 t im
Veterinarbereich sind 3.494 t (33%) fur die Therapie und 1.599 t (15%) als
Leistungsférderer eingesetzt worden. Die hohe Gesamtmenge an veterinar-
medizinischen Antibiotika ist auf die notwendigen wirksamen Dosen pro Tier (10 bis
100 mg pro Kilogramm Korpergewicht) sowie auf die hohe Anzahl an Tieren, die in
Deutschland gehalten werden, zurlickzufihren. Pro Jahr werden in Deutschland ca.
41,5 Millionen (Mio.) Mastschweine zu 100 kg Kdrpergewicht gemastet und Gber 1 Mio. t
Geflugelfleisch  produziert. Dies entspricht rund einer Milliarde Masthahnchen.
Hinzukommen Uber 3 Mio. Mastbullen, Kalber, Schafe und verschiedene andere
Tierarten, die dem menschlichen Verzehr dienen (SCHNEIDEREIT, 2004).
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Abbildung 2: Verbrauch von antimikrobiell wirksamen Substanzen im Bereich
Veterindrmedizin in der EU (inkl. Schweiz) 1997 (nach FEDESA/FEFANA,
1999)

Von den eingesetzten antimikrobiell wirksamen Substanzen wurden Tetrazykline mit
66% am haufigsten verwendet, gefolgt von Makrolid-Antibiotika mit 12% und Penicillinen
mit 9% (FEDESA; 1999). Tabelle 2 zeigt den Antibiotikaeinsatz in der Veterindrmedizin
in Deutschland fur die Jahre 2003 und 2005. Im Jahr 2003 betrug die Gesamtmenge an
eingesetzten Antibiotika 742,2 t und stieg im Jahr 2005 auf insgesamt 784,4 t an.

In den Jahren 2003 und 2005 fanden die R-Laktam-Antibiotika nach den Tetrazyklinen
als zweithaufigste Antibiotikagruppe Anwendung. Im Jahr 1997 rangierten die Penicilline
nach den Tetrazyklinen und Makroliden noch an dritter Stelle (FEDESA, 1999). Im
Vergleich zu 2003 stieg die R-Laktammenge zum Jahr 2005 um 44 t an. Der leichte
Anstieg der Antibiotikamengen ist auf den Wegfall der antibiotischen Leistungsférderern
und auf die Verschiebungen im Preisgefige zugunsten generischer Wirkstoffe
zuruckzufihren. Besonders der Preisabfall bei Amoxicillinen trug zum vermehrten
Einsatz der R-Laktam-Antibiotika bei (SCHNEIDEREIT, 2006).
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Tabelle 2: Veterinarmedizinischer Einsatz von Antiinfektiva in Deutschland in t
(nach SCHNEIDEREIT, 2006)

Antibiotika 2003 2005
Aminoglycoside 27,3 36,3
R-Laktame 155,2 199,2
Chinolone 3,5 3,7
Lincosamide 7,5 12,1
Makrolide 38,6 52,6
Pleuromutiline 4.7 4.8
Pheniciole 6,8 6,4
Polypeptide 23,4 21,8
Sulfonamide 71,7 97,5
Tetrazykline 385,5 350,0
Gesamt 724,2 7844

2.1.5 R-Laktamase-Inhibitoren

Neben den R-Laktamase-stabilen 3-Laktam-Antibiotika wurden [3-Laktamase-Inhibitoren
entwickelt, die eine weitere Moglichkeit zur Bekampfung [3-Laktamase-produzierender
Bakterien bieten (COLE, 1980; KROKER et al., 2001). Derzeit gibt es die drei klinisch
relevanten R-Laktamase-Inhibitoren Clavulansaure, Sulbactam und Tazobactam
(KROKER et al.,, 2001), welche sich hinsichtlich ihres Wirkungsprinzips nicht
unterscheiden (N.N., 1998). Auch hier beruht die Wirksamkeit auf dem Vorhandensein
eines R-Laktam-Rings (KROKER, 2002) (Abb. 3).

11
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Abbildung 3: Strukturelle Darstellung der 3-Laktamase-Inhibitoren
(hach MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996)

Im Gegensatz zu R-Laktam-Antibiotika sind R-Laktamase-Inhibitoren antibakteriell nicht
wirksam. Die bakterielle Aktivitdt der Kombination aus R-Laktam-Antibiotika und
R-Laktamase-Inhibitoren wird primar durch das Antibiotikum und nicht durch den
Inhibitor bestimmt (N.N., 1998). R-Laktamase-Inhibitoren inhibieren die Wirkung von
plasmid- und chromosomal-kodierten R-Laktamasen durch eine direkte und irreversible
Bindung der Enzyme in ihrem aktiven Zentrum (TOMASZ, 1980; N.N., 1998; KROKER,
2002). Dadurch kénnen 3-Laktam-Antibiotika ihre volle antibakterielle Wirkung entfalten,
ohne von den R-Laktamasen hydrolysiert zu werden. R-Laktamase-Inhibitoren sind
besonders zur Kombination mit nicht R-Laktamase-stabilen R-Laktam-Antibiotika
geeignet (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996). Wirkungsvolle
Kombinationen ergeben sich aus Clavulansdure mit Amoxicillin oder Ticarcillin,
Sulbactam mit Piperacillin oder Ampicillin und Tazobactam mit Piperacillin (MASTERS
et al., 1989; MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996; LIVERMORE, 1998; N.N.,
1998). Die Hemmwirkung der drei R-Laktamase-Inhibitoren ist besonders bei plasmid-
kodierten Enzymen ausgepragt. Am effektivsten ist ihre hemmende Wirkung gegen
R-Laktamasen von S. aureus, Haemophilus influenza und einigen Enferobacteriaceae

(N.N., 1998), doch auch bei chromosomal-kodierten 3-Laktamasen zeigen sie eine gute
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hemmende Wirkung. Clavulansdure und Sulbactam sind potente Inhibitoren einer Reihe
von R-Laktamasen, besonders von chromosomalen Enzymen der Klasse A, die von
Aerobiern und anaeroben gramnegativen und grampositiven Bakterien gebildet werden
(MASTERS et al.,, 1989). Klasse D R-Laktamasen werden zum Teil durch die
Clavulanséure gehemmt (COLE, 1980; MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).
Sulbactam ist in der Lage, die meisten Formen der bakteriellen R-Laktamasen zu
inhibieren, jedoch nicht die AmpC R-Laktamasen. Tazobactam hingegen hemmt die
meisten plasmid-kodierten, allerdings weniger oder kaum chromosomal-kodierten
Penicillinasen (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996). In Tabelle 3 sind die
Wirkungsgruppen der R-Laktamase-Inhibitoren und ihre maoglichen

Einsatzkombinationen aufgefuhrt.

Tabelle 3: Wirkungsgruppen der R-Laktamase-Inhibitoren und mégliche

Einsatzkombinationen

R-Laktamase- Antibiotika- Inhibitionspotential

Inhibitoren kombination

Clavulansaure Amoxicillin fast alle Klasse A R-Laktamasen, z. T. Klasse D
Ticarcillin R-Laktamasen

Sulbactam Piperacillin fast alle 3-Laktamasen, aulder AmpC
Ampicillin R-Laktamasen

Tazobactam Piperacillin fast alle plasmid-, kaum chromosomal-kodierte

R-Laktamasen

13
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2.1.6 Resistenzen

Der Einsatz antibakterieller Wirkstoffe bei bakteriellen Infektionen flhrt zu einer
Hemmung des Bakterienwachstums oder gar zu einer Zerstérung der Bakterien. Bleibt
der Einfluss auf die Bakterienvermehrung ohne Erfolg, spricht man von einer
antimikrobiellen Resistenz (LULLMANN et al., 2004) gegeniiber dieser Wirkstoffe.

Bei Betrachtung der Resistenzen unterscheidet man zwischen einer naturlichen und
einer erworbenen Resistenz. Eine natirliche Resistenz beruht darauf, dass eine
Bakterienart aufgrund ihrer Stoffwechseleigenschaften gegeniber antibakteriellen
Wirkstoffen widerstandsfahig ist (LULLMANN et al., 2004). Zum Beispiel sind
gramnegative Bakterien gegen Benzylpenicillin naturlich resistent, da Benzylpenicillin
die Zellmembran dieser Bakterien nicht passieren kann (KROKER et al., 2001).
Y. enterocolitica ist natlrlich resistent gegen Penicilline, wie Benzylpenicillin,
Carbenicillin, Oxacillin, Amoxicillin, Ampicillin, Ticarcillin und Cephalosporine, wie
Cephalothin (PHAM et al., 1991a, 1991b, 1995a; PRESTON et al., 1994; STOLK-
ENGELAAR et al.,, 1995; BOTTONE, 1997; STOCK und WIEDEMANN, 1998, 1999;
BAUMGARTNER et al., 2007). Resistenzen gegen andere Antibiotika, wie Makrolide,
Lincosamide, Teicoplanin, Erythromycin, Vancomycin, Rifampicin und Fusidinsaure
werden ebenfalls bei ihnen beschrieben (STOCK und WIEDEMANN, 1998; Meyer,
2007).

Unter Einwirkung antibakterieller Wirkstoffe kdnnen aus urspriinglich empfindlichen
Bakterienarten antibiotikaresistente Bakterienarten hervorgehen. Diese erworbene
Resistenz kann zum einen eine Folge von Mutationen im Bakterienerbgut sein. Dabei
steigt die Wahrscheinlichkeit fur das Entstehen erworbener Resistenz gegen bestimmte
Antibiotika an, je haufiger diese eingesetzt werden (LULLMANN et al., 2004). Eine
solche Resistenz kann aber auch durch die Aufnahme von so genannten Resistenz-
Plasmiden anderer resistenter Bakterien erfolgen (COURVALIN, 1996; LULLMANN et
al., 2004). In diesem Fall spricht man von einer Ubertragbaren Resistenz, die in den

meisten Fallen eine Resistenz gegenuber mehreren antibakteriellen Substanzen bewirkt
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(KROKER, 2002). Die Aufnahme solcher Resistenzgene kann auf verschiedenste Weise
erfolgen, wie z.B. durch die Aufnahme freier DNA (Transformation) von lysierten
Bakterien, durch eine Gen-Ubertragung mittels Bakteriophagen (Transduktion) oder im
Anschluss an einen Zellkontakt (Konjugation) zwischen zwei Bakterien (KROKER et al.,
2001).

Da die Resistenzentwicklung eine naturliche und unausweichliche Adaptation der
Bakterienzellen an eine antibakterielle Behandlung ist (DAVISON et al., 2000), hat die
Resistenzhaufigkeit weltweit bei fast allen wichtigen bakteriellen Infektionserregern
zugenommen (KROKER et al., 2001). Die Antibiotikaresistenz wird heute als eine grof3e
Bedrohung der menschlichen Gesundheit betrachtet (NANDIVADA und AMYES, 1990;
BgVV, 1996, 1997; MEDEIROS, 1997; DAVISON et al., 2000), da eine hohe Anzahl an
Mikroorganismen aufgrund ihrer Resistenz bei Menschen und Tieren schwerer zu
bekédmpfen sind (LEVY, 2002). Das Verbot von Leistungsférderern in der
Veterindrmedizin und der Preisabfall bei den R-Laktam-Antibiotika flhrten zu einer
hdéheren und extensiveren klinischen Anwendung dieser Antibiotika in der Behandlung
bakterieller Infektionen (NANDIVADA und AMYES, 1990; FLUIT et al., 2001,
SCHNEIDEREIT, 2006). Dieser massive Einsatz erhdhte den Druck zur Bildung
bakterieller Resistenzen. Innerhalb weniger Jahre fuhrte die schnelle Entwicklung von
R-Laktam-Antibiotikaresistenzen zu einem groRen Problem, besonders bei Infektionen
mit gramnegativen Bakterien (NANDIVADA und AMYES, 1990; MEDEIROS, 1997,
MAJIDUDDIN et al., 2002; LI et al., 2007). Diese Resistenzentwicklung ist
beunruhigend, da es normalerweise unter der Therapie mit 3-Laktam-Antibiotika nur
langsam zur Resistenzbildung kommt (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).
ABRAHAM und CHAIN (1940) fanden bereits 1940 Zerstérungen von Penicillinen durch
Bakterien, noch vor der klinischen Nutzung von Antibiotika. Ferner wurden 1954 die
ersten Resistenzen infolge einer Antibiotikatherapie bei S. aureus gegeniber
Penicillinen entdeckt (LEVY, 1992). Als Benzylpenicillin 1944 auf den Markt kam, waren
95% der S. aureus-Stamme empfindlich gegen diesen Wirkstoff. Schon wenige Jahre

spater waren es nur noch 50%. Heute gelten mehr als 90% resistent gegen
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Benzylpenicillin (LIVERMORE, 1998). Die Bakterien entwickelten drei Hauptstrategien
gegen die antibakterielle Wirkung von Antibiotika (BRZOSTEK und HREBENDA, 1988;
NEU, 1992; LIVERMOORE, 1995; MAJIDUDDIN et al, 2002; LI et al., 2007).
Gramnegative Bakterien weisen im Vergleich zu grampositiven Bakterien eine dinnere
Mureinschicht auf, besitzen im Gegenzug dazu aber eine aufiere Membran, die bei
grampositiven Bakterien nicht vorhanden ist. Diese Membran ist in der Lage eine
selektive Permeabilitat, z.B. durch den Einsatz von Efflux-Pumpen zu bewirken (LI et al.,
1994; KROKER et al., 2001; MAJIDUDDIN et al., 2002), die es den R-Laktam-Antibiotika
erschwert, in die Bakterienzelle einzudringen (BUSH UND SYKES, 1986) und sie zu
zerstoren (JAFFE et al., 1982; LI et al., 1994; LIVERMORE, 1998). 3-Laktam-Antibiotika
kobnnen somit nur durch in der Bakterienmembran eingelagerte Porine in den
periplasmatischen Raum eindringen. Bei Verlust oder Veranderung dieser Porine
kénnen die R-Laktame nicht mehr zu den Zielstrukturen vordringen, was wiederum eine
verringerte Antibiotika-Empfindlichkeit der Bakterien zur Folge hat (JAFFE et al., 1982).

Die Veranderung der PBP’s stellt eine weitere Strategie gegen die Wirkung von
R-Laktam-Antibiotika dar. Durch die strukturelle Anderung der PBP’s kénnen diese nicht
mehr von den R-Laktam-Antibiotika gebunden werden, womit eine Lyse der Bakterien
unterbleibt (SPRATT, 1994; LIVERMORE, 1998; MAJIDUDDIN et al., 2002). Dieser
Resistenzmechanismus ist insbesondere bei grampositiven Bakterien zu beobachten
(LIVERMORE, 1998; LIVERMORE und WOODFORD, 2006).

Die Hauptursache der bakteriellen Resistenz gegen R-Laktam-Antibiotika ist aber auf die
bakterielle Synthese von chromosomal- oder plasmidal-kodierten R-Laktamasen
zuruckzufihren. Diese Enzyme kénnen den R-Laktam-Ring der R-Laktam-Antibiotika
zerstdéren und damit ihre antimikrobielle Wirkung aufzuheben (KNOTT-HUNZIKER et al.,
1982; SEEBERG et al., 1983; BUSH et al., 1995; FRERE, 1995; LIVERMORE, 1995,
1998; MEDEIROS, 1997; HERITAGE et al., 2001; MAJIDUDDIN et al., 2002).
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Die Uberanwendung von Antibiotika in der Humanmedizin und der Einsatz von
Antibiotika in der Veterinarmedizin férdern die Ausbildung von Resistenzen (BgVV,
1997). Gerade in Entwicklungslandern ist die Resistenzsteigerung in der Humanmedizin
zu beobachten. Aufgrund leichter Verflgbarkeit von Antiinfektiva und infolge geringer
finanzieller Mittel werden Chemotherapeutika in diesen Landern oft unkontrolliert, zu
niedrig dosiert oder nicht ausreichend lang eingenommen. Die so erzielte unvollstandige
Erregerelimination beglnstigt die Entstehung resistenter Bakterien (MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING, 1996). Die extensive und falsche Handhabung antimikrobieller
Wirkstoffe flhrte aber auch in den Industrielandern zu einem raschen Anstieg der
Resistenzbildung (siehe Kapitel 2.1.4). In der Veterinarmedizin werden
Futterungsarzneimittel (KROKER et al., 2001) und antimikrobielle Wirkstoffe als
Leistungsférderer (HELMUTH und PROTZ, 1997) fur den rasanten Anstieg der
Resistenzen verantwortlich gemacht. Aus diesem Grund wurde von der Européischen
Union (EU) 2001 die ,Mitteilung der Kommission Uber Strategie der Gemeinschaft zur
Bekampfung der Resistenz gegen antimikrobielle Mittel* herausgegeben, in der

Vorschlage zur Uberwachung und Kontrolle von Resistenzen gemacht werden.

2.2 R-Laktamasen

2.2.1 Definition

Die ersten -Laktamasen wurden von ABRAHAM and CHAIN 1940 bereits kurz vor dem
weltweiten Einsatz von Penicillinen zur Behandlung von bakteriellen Infektionen
entdeckt (BUSH UND SYKES, 1986). Wahrend 1998 erst 190 verschiedene Kklinisch
relevante [3-Laktamasen beschrieben wurden (THEURETZBACHER, 1998), sind derzeit
Uber 340 R-Laktamasen bekannt, die eine wichtige Rolle im Resistenzgeschehen gegen
antimikrobielle Wirkstoffe spielen (BUSH, 2001; THEURETZBACHER, 2004). Sie zahlen
zu einer heterogenen Gruppe intrazellularer Enzyme, die von verschiedenen
Bakterienarten induziert oder permanent gebildet werden (BUSH et al., 1995;
LIVERMORE, 1995). In ihrer Struktur und Wirkung ahneln sie den Transpeptidasen, die
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fur den Zellwandaufbau verantwortlich sind. Sie sind in der Lage den [3-Laktam-Ring von
R-Laktam-Antibiotika zu hydrolysieren und somit deren antibakterielle Wirkung
aufzuheben (FRERE, 1995; MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996; HANDAL
und OLSEN, 2000) (Abb. 4). Die genetische Information zur Bildung dieser Enzyme
kann auf Chromosomen oder Resistenz-Plasmiden kodiert sein (MUTSCHLER und
SCHAFER-KORTING, 1996). Eine Vielzahl dieser Enzyme ist chromosomal-kodiert und
wird erst nach Induktion durch R-Laktam-Antibiotika gebildet. Eine klinische Bedeutung
erhalten diese induzierbaren R-Laktamasen, wenn sie durch eine Mutation in den

regulatorischen Genen permanent exprimiert werden (BUSH et al., 1995).

R-Laktamase
N — NH,
o \ O
OH
R-Laktam-Ring R-Laktam-Ring
(intakt) (gespalten)

Abbildung 4: Spaltung des 3-Laktam-Rings durch 3-Laktamasen
(nach MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996)

Eine  Weiterentwicklung der R-Laktamasen stellen die so genannten
Extended-Spectrum-R-Laktamasen (ESBL) dar. Sie wurden erstmals 1983 beschrieben.
ESBL entstehen durch Punktmutation herkdmmlicher R-Laktamasen und sind in der
Lage, ein groReres Spektrum an R-Laktamen zu spalten. Bakterien mit ESBL sind in der
Regel gegen Penicilline, Cephalosporine und Monobactame resistent. Derzeit sind
ESBL besonders bei gramnegativen Bakterien wie Escherichia coli (E. colj) und
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) bekannt (LIVERMORE und WOODFORD,
2006). Bei Y. enferocolifica konnte das Vorkommen von ESBL bisher nicht
nachgewiesen werden. Die Gene der ESBL befinden sich hauptsachlich auf einem
Plasmid, wodurch sie leicht von Bakterium zu Bakterium sowohl vertikal als auch

horizontal weitergegeben werden konnen.
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2.2.2 Einteilung von R-Laktamasen

Aufgrund ihrer Vielfaltigkeit und ihrer charakteristischen enzymatischen und molekularen
Eigenschaften wurden R-Laktamasen im Laufe der Jahre auf verschiedenste Weise
eingeteilt. Die Einteilung begann mit der Unterscheidung der Enzyme in Penicillinasen,
die eine gute Penizillinhydrolyseaktivitat aufwiesen und in Cephalosporinasen, die
besonders Cephalosporine hydrolysierten (BUSH et al., 1995). RICHMOND und
SYKES (1973) teilten alle gramnegativen Bakterien hinsichtlich ihrer Substratspezifitat in
5 Gruppen ein. Dieses Schema wurde durch SYKES und MATTHEWS (1976) erweitert,
indem sie die [-Laktamasen mittels isoelektrischer Fokussierung unterschieden.
Nachdem AMBLER (1980) die Einteilung der R-Laktamasen anhand ihrer
Ubereinstimmung in der Aminosduresequenz vornahm, fiigten MITSUHASHI und
INOUE (1981) zu den Kategorien Penicillinasen und Cephalosporinasen die Kategorie
Cefuroxime-hydrolysierende R-Laktamasen hinzu. Erst 1989 entwickelte BUSH (1989a,
1989b, 1989c) auf der Grundlage von AMBLER (1980) eine Einteilung, die die
R-Laktamasen aller Bakterien umfasste. Dabei sollte die Korrelation zwischen
Substratprofil, Hemmbarkeit durch [-Laktamase-Inhibitoren und molekularer Struktur
berlcksichtigt werden. Aufgrund der rasanten Veranderung und Entdeckung weiterer
R-Laktamasen wurde die Einteilung der Bush-Gruppen von BUSH et al. (1995)

Uberarbeitet. Diese Einteilung gilt bisher als akzeptiertes Schema.

2.2.2.1 Einteilung nach Ambler
AMBLER (1980) unterteilte die R-Laktamasen aufgrund ihrer Aminosaure-Sequenz in
die Ambler Klassen A-D (Abb. 5 und Tab. 4). Die Klassen A, C und D umfassen die

Serin-R-Laktamasen und die Klasse B alle Metallo-R-Laktamasen.

Ambler Klasse A:

Diese R-Laktamasen kommen bei grampositiven und gramnegativen Bakterien vor. Zu

ihren Hauptvertretern gehdren die 3-Laktamasen TEM und SHV. Die Bezeichnung TEM
bezieht sich auf den Namen Temoniera eines griechischen Patienten, bei dem das

Enzym entdeckt wurde. SHV stammt von der Bezeichnung SulpHydrylVariable (ZEBA,
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2005). TEM-R-Laktamasen zahlen zu den weit verbreitesten plasmid-kodierten
R-Laktamasearten. Die plasmid-kodierte [-Laktamase TEM-1 wurde bereits in den
frithen 1960ern in Europa bei E. colrStammen beschrieben (DATTA und
KONTOMICHALOU, 1965). Danach wurde TEM-1 in immer mehr Bakterienstammen,
wie P. aeruginosa, Haemophilus influenza oder Neisseria gonorrhoeae nachgewiesen
(LIVERMORE, 1998; BRADFORD, 2001). Derzeit stellt die TEM-1 R-Laktamase die
haufigste isolierte R-Laktamase aus humanen klinischen lIsolaten dar. Sie wird in
gleichem Malde von grampositiven und gramnegativen Bakterien gebildet (LIVERMORE,
1995). Etwa 50-96% der Ofampicillin-resistenten E£. col/FStamme besitzen diese
R-Laktamase (HUOVINEN et al, 1988; LIVERMORE, 1995). TEM-1, TEM-2 und TEM-3
gehdren zu den haufigsten plasmid-kodierten R-Laktamasen bei gramnegativen Bakterie
der Familie Enterobacteriaceae (HUOVINEN et al., 1988; BRINAS et al., 2002). Etwa
zur selben Zeit wie das TEM-1 Enzym wurde auch das SHV-1 Enzym entdeckt, das
ebenfalls plasmid-kodiert ist. SHV-1 kam urspringlich nur bei Klebsiella spp. vor und
war hier chromosomal-kodiert (HAEGGMAN et al., 1997; CHAVES et al., 2001; ZEBA,
2005). Infolge des massiven und intensiven Einsatzes von R-Laktam-Antibiotika
entstanden aufgrund von Mutationen mehr als Hundert Variationen des urspriinglichen
TEM-Enzyms und mehr als 20 Variationen des SHV-Enzyms (MAJIDUDDIN et al., 2002;
LIVERMORE und WOODFORD, 2006). Die TEM-Enzymvarianten treten hauptsachlich
bei E. col-Stammen auf, wahrend SHV-Enzyme bei K. pneumoniae vorherrschend sind
(ZEBA, 2005). Die R-Laktamase A von Y. enferocolitica ist chromosomal-kodiert und
gehdrt ebenfalls zu den Ambler Klasse A Enzymen (SEOANE et al., 1992).

Ambler Klasse B:

Die Ambler Klasse B unterscheidet sich strukturell und funktionell eindeutig von den
anderen drei Ambler Klassen. In ihrem aktiven Zentrum besitzen diese Enzyme ein bis
zwei Zink-lonen, wahrend bei den anderen 3 Klassen ein Serin-lon vorhanden ist
(MAJIDUDDIN et al.,, 2002; ZEBA, 2005). Aus diesem Grund werden diese
R-Laktamasen auch Metallo-3-Laktamasen genannt (LIVERMORE, 1995). Sie sind

gegen Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme im gleichen Male aktiv
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(FLUIT et al., 2001). Wichtige Vertreter sind L1 von Xanthomonas maltophilia und CcrA

von Pseudomonas cepacia (P. cepacia) (ZEBA, 2005).

Ambler Klasse C:

Die Hauptvertreter dieser Gruppe sind die chromosomal-kodierten AmpC

R-Laktamasen. Diese Enzyme sind in der Regel induzierbar und hoch aktiv gegen die 1.
und 2. Generation der Cephalosporine (ZEBA, 2005). Die AmpC-Familie zeichnet sich
durch grol3e genetische Diversitat aus. Viele Enterobakterien besitzen von Natur aus
chromosomale ampC-Gene. Jedem AmpC-Cluster liegt ein chromosomales
,Jrsprungs“-AmpC-Enzym zugrunde, von dem sich Plasmid-kodierte AmpC
R-Laktamasen ableiten (PFEIFER, 2007). Die R-Laktamase B (BlaB) von
Y. enterocolitica ist ein chromosomal-kodiertes, induzierbares Enzym und gehdrt daher
zu den AmpC R-Laktamasen (SEOANE et al., 1992).

Ambler Klasse D:

Ihr Hauptenzym ist das OXA, das in der Lage ist, Oxacillin zu hydrolysieren (ZEBA,
2005). Diese Klasse umfasst mehr als 30 Varianten des OXA-Enzyms. In der Regel
kommt es bei P. aeruginosa vor (FLUIT et al., 2001; ZEBA, 2005).

R-Laktamasen

Serin-Enzyme Zink-Enzyme
Klasse A Klasse C Klasse D Klasse B
TEM, SHY AmpC CA CerA, L1

Abbildung 5: Klassifizierung der R-Laktamasen (nach AMBLER, 1980)
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2.2.2.2 Einteilung nach Bush, Jacoby und Medeiros

BUSH (1989a) und BUSH et al. (1995) teilten im Vergleich zu AMBLER (1980) die
bereits identifizierten R-Laktamasen aufgrund ihrer charakteristischen Funktion unter
Berucksichtung ihres Substratspektrums und ihrer Hemmbarkeit durch Inhibitoren in
4 Gruppen neu ein (Tab. 4). Da fir die Auswahl eines geeigneten Antibiotikums die
Substratspezifitat wichtig ist, wird heute mehr auf die Einteilung der R-Laktamasen nach
BUSH, JACOBY und MEDEIROS (BUSH et al., 1995) als auf die Einteilung nach
AMBLER (1980) zuriickgegriffen. Im Folgenden wird ein Uberblick (iber die einzelnen
Gruppen gegeben.

Bush Gruppe 1:

Die R-Laktamasen der Bush-Gruppe 1 entsprechen als einzige der Ambler Klasse C.
Die Hauptvertreter dieser Gruppe sind die AmpC-Enzyme. Sie hydrolysieren fast alle
Cephalosporine, aufler dem Cefepim und dem Cefpirom (Wiegand, 2003). Auch
Carbapeneme konnen nicht von ihnen hydrolysiert werden (BUSH, 1989a, 1989b;
Wiegand, 2003). Um eine Wirkung hervorrufen zu kénnen, missen die R-Laktamasen
dieser Gruppe in ausreichender Menge produziert werden (LIVERMORE, 1998).
R-Laktamase-Inhibitoren zeigen bei dieser Gruppe kaum eine Wirkung (BUSH, 1989b).
Die AmpC R-Laktamasen kdnnen plasmidal- oder chromosomal-kodiert sein. Da ihre
Hauptvertreter Uberwiegend chromosomal-kodiert sind und bei gramnegativen Bakterien
vorkommen (BUSH, 1989b), besitzen diese Enzyme eine groRRe klinische Relevanz
(LIVERMORE, 1995). Bei den chromosomal-kodierten ampC-Genen ist eine Induktion
fur die Bildung unbedingt nétig (BUSH, 1989b). In den spaten 1980er Jahren wurden
chromosomal-kodierte AmpC auch auf Plasmiden nachgewiesen (PHILIPPON et al.,
2002). Diese plasmid-kodierten ~ AmpC-Enzyme besalen aber  keine
Induktionseigenschaften und wurden somit permanent exprimiert. Sie kdnnen von
Bakterium zu Bakterium weitergegeben werden, die diese [-Laktamasen vorher nicht
besallen. Besonders E. coli, Klebsiella spp. und Salmonella spp. kbnnen Trager solcher
plasmid-kodierten R-Laktamasen sein (HANSON, 2003). Die plasmid-kodierten
AmpC [3-Laktamasen werden in gro3en Mengen exprimiert (PHILIPPON et al., 2002).
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Bush Gruppe 2:

Die Bush Gruppe 2 enthalt eine Vielzahl von [-Laktamasen mit unterschiedlichen
Substratprofilen und ist daher in die Gruppen 2a bis 2f unterteilt. Mit Ausnahme der
Untergruppe 2d gehdren alle R-Laktamasen der Gruppe 2 in die Ambler Klasse A
(BUSH, 1989a). Alle Gruppen sind durch Clavulansaure hemmbar. Eine Ausnahme
stellt die Untergruppe 2br dar. Von der Bush-Gruppe 2 sind besonders die Gruppen 2a,
2b und 2d sind bereits klinisch relevant (WIEGAND, 2003).

Die R-Laktamasen der Gruppe 2a zahlen zu den klassischen Penicillinasen (BUSH,
1989a) und kommen hauptsachlich bei grampositiven Bakterien vor (BUSH, 1989b). Sie
sind in der Lage Penicilline zu hydrolysieren und kénnen selbst durch Clavulansaure

gehemmt werden.

Die Gruppe 2b ist weltweit verbreitet und umfasst die traditionellen
Breitband-f3-Laktamasen, da sie die Fahigkeit besitzen, die meisten Penicilline und
Cephalosporine zu hydrolysieren. Wie Gruppe 2a koénnen sie durch R-Laktamase-
Inhibitoren gehemmt werden. Innerhalb dieser Gruppe spielen die Enzyme TEM-1 und
SHV-1 eine besondere klinische Rolle (BUSH, 1989a, 1989b). Aufgrund von Mutationen
entstanden in dieser Gruppe neue R-Laktamasen, die in den Gruppen 2be und 2br

zusammengefasst wurden (BUSH, 1989Db).

Die Gruppe 2c umfasst die Carbenicillinasen aus der Gruppe der Penicillinasen. Sie
kénnen Carbenicillin gut spalten, doch Cloxacillin und Oxacillin hingegen schlecht. Eine
Hemmung durch den R-Laktamase-Inhibitor Clavulansaure ist moglich. Vertreter dieser
Gruppe sind die in P. aeruginosa vorkommenden Enzyme PSE-1, PSE-3 und PSE-4
(BUSH, 1989b). Klinisch gesehen ist diese Gruppe nicht sehr relevant (WIEDEMANN,
2003).

23



Literaturtibersicht

Die R-Laktamase Gruppe 2d gehdrt als einzige der Gruppe 2 in die Ambler Gruppe D.
Zu den wichtigsten Vertretern zahlen die OXA-Enzyme (BUSH, 1989b), da sie die
Antibiotika Carbenicillin, Cloxacillin und Oxacillin gleich gut hydrolysieren kénnen. Eine

Hemmung der R-Laktamasen durch Clavulansaure erfolgt nur schwach.

Die beiden Gruppen 2e und 2f umfassen alle [-Laktamasen, die bisher selten
aufgetreten sind. In der Regel sind sie durch den R-Laktamase-Inhibitor Clavulansaure
hemmbar. Aufgrund ihrer Aminosauresequenz zahlen diese R-Laktamasen zu der
Ambler Klasse A (BUSH, 1989b).

Bush Gruppe 3:

Die Bush Gruppe 3 umfasst die Metallo-Enzyme und entspricht der Ambler Klasse B
(BUSH, 1989b). Diese Enzyme besitzen ein bis zwei Zink-lon in ihrem aktiven Zentrum
und kénnen alle R-Laktam-Antibiotika mit Ausnahme der Monobactame spalten. Die
wichtigsten R-Laktamasen stellen in dieser Gruppe die L1-Enzyme dar, die in der Lage
sind, Imipenem potent zu hydrolysieren. Diese R-Laktamasen kdnnen nicht durch
R-Laktamase-Inhibitoren gehemmt werden (BUSH, 1989a, 1989b).

Bush Gruppe 4:

In dieser Gruppe sind alle Penicillinasen zusammengefasst, die den anderen Gruppen
nicht zugeordnet werden kdnnen. Sie sind nicht durch Clavulansdure hemmbar (BUSH,
1989a).
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Tabelle 4 : Klassifizierung von 3-Laktamasen (nach BUSH, 1989a, 1989b, 1989c, 1995)

Molekulare Klasse
(Ambler, 1980)

Funktionelle Gruppe
(Bush et al., 1995)

hemmbar durch

Clavulanséure

Substratspezifitat

Substratspezifitat

Serin -Laktamase C

Serin R-Laktamase A, D

Zink R-Laktamase B

Serin R-Laktamase unbekannt

1

2a

2b

2be

2br

2c

2d

2e

2f

nein

ja

nein

nein

alle R-Laktame besonders
Cephalosporine, aufter

Carbapeneme,

Penicilline

Penicillinen, Breitspektrum-
Cephalosporinen

ESBL, Cephalosporinen und
Monobactamen

Penicillinen

Carbenicillin

Cloxacillin, Oxacillin,

Cephalosporine

Carbapeneme

alle BR-Laktame, aulier

Monobactame

Penicilline

AmpC Enzyme von gramnegativen Bakterien, BlaB chromosomal- und
einige plasmid-kodiert, MIR-1, BlaA

Plasmiden kodierte Enzyme grampositiver Bakterien (S. aureus), TEM,
SHV, BlaZ (bei S. aureus)
Breitspektrum R-Laktamasen, TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3 bis 26, SHV-2 bis 6, K1 (Klebsiella oxytoca)

Inhibitor-resistente Breitspektrum-R-Laktamasen, TEM-30 bis 36, SHV-10,
TRC-1
PSE-1, PSE-3, PSE-4 (= CARB-1)

OXA-1 bis 11, PSE-2

induzierbar, Enzyme von Proteus vulgaris (CepA)

SME-1 von Serratia marcescens, NMC-A von Enterobacter cloacae

Metallo-R-Laktamasen von gramnegativen und grampositiven Bakterien,

L1 von Xanthomonas maltophilia, CcrA von P. cepacia

AmpC Enzyme von gramnegativen Bakterien, BlaB chromosomal- und

einige plasmid-kodiert, MIR-1,

ESBL: Extended Spectrum R-Lactamase; P. cepacia. Pseudomonas cepacia; S. aureus. Staphylococcus aureus
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2.2.3 -Laktamasen bei grampositiven und gramnegativen Bakterien

Die Bildung von R-Laktamasen ist bei grampositiven und gramnegativen Bakterien weit
verbreitet, erfolgt aber bei beiden Bakterienarten unterschiedlich. Grampositive
Bakterien kdonnen grolle Mengen an R-Laktamasen bilden (AMBLER, 1980), die
zellgebunden in der Zellwand aufbewahrt oder nach aullen abgegeben werden
(LIVERMORE, 1995; MEDEIROS, 1997; THEURETZBACHER, 1998). Auf diese Art ist
es mdglich, neben der einzelnen Bakterienzelle auch die gesamte Bakterienpopulation
gegen R-Laktam-Antibiotika zu schitzen. Bei gramnegativen Bakterien werden die
R-Laktamasen nur in sehr kleine Mengen gebildet und in den periplasmatischen Raum
sezerniert (THEURETBACHER, 1998). Da sich hier der Angriffsort der
R-Laktam-Antibiotika befindet, reichen die geringen Mengen an R-Laktamasen aus,
damit auch gramnegative Bakterien eine stabile Resistenz (LIVERMORE, 1995;
MEDEIROS, 1997) und somit einen optimalen Schutz vor R-Laktam-Antibiotika
entwickeln kénnen (AMBLER, 1980).

Die genetische Information zur Bildung dieser Enzyme kann auf Chromosomen oder
Resistenz-Plasmiden vorliegen (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996).
Besonders ESBL sind auf einem Plasmid kodiert, wodurch sie von Bakterium zu
Bakterium sowohl vertikal als auch horizontal weitergegeben werden koénnen.
Chromosomal-kodierte [-Laktamasen kommen bei fast allen Enterobakterien, mit
Ausnahme von Salmonellen, vor (MUTSCHLER und SCHAFER-KORTING, 1996;
THEURETZBACHER, 2004). Viele Enterobacteriaceae produzieren Klasse A und/oder
Klasse C R-Laktamasen, die abhangig von der Spezies oder dem Stamm induzierbar
oder permanent gebildet werden (THEURETZBACHER, 2004). Die chromosomalen
AmpC R-Laktamasen gelten als typische Enzyme der Enterobacteriaceae. Sie sind in
der Regel durch die Behandlung mit Antibiotika induzierbar. Die gebildete Enzymmenge
ist von der Bakterienart, dem [3-Laktamase-Typ und vom Induktionspotentials sowie der
Konzentration des Antibiotikums abhéangig (THEURETZBACHER, 1998). Beim
Vergleich der induzierten und permanenten [-Laktamase-Expression kann die

Expression aufgrund einer Induktion um das 100 bis 1.000fache héher sein als ohne
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Induktion (LODGE und PIDDOCK, 1991). Dies ist aber nur gegeben, wenn die Induktion
auch stark genug ist. Bei schwacher Induktion reicht die exprimierte R-Laktamasemenge
fur eine Klinisch relevante Resistenz oft nicht aus (THEURETZBACHER, 2004).
Aufgrund einer Mutation kann der Regulationsmechanismus der [3-Laktamasebildung
soweit gestért sein, dass eine permanente Uberproduktion von vorher induzierbaren
Enzymen erfolgt, so dass standig eine hohe Resistenz dieser Bakterien erzielt wird
(LINDBERG et al., 1987; LINDQUIST et al., 1993; THEURETZBACHER, 1998, 2004).

2.2.4 R-Laktamasen bei Y. enterocolitica 4/0:3

1975 isolierten CORNELIS und ABRAHAM (1975) zwei R-Laktamasen, nachdem sie
1973 erstmals vom Vorhandensein solcher Enzyme bei Y. enferocolifica berichtet
haben. Sie nannten die R-Laktamasen A (BlaA) und B (BlaB). Das nicht induzierbare
Breitspektrum-R-Laktamase-Enzym BlaA zeigte eine Resistenz gegen Penicilline und
Cephalosporine. Es ist durch Cloxacillin teilweise (CORNELIS, 1975; PHAM et al.,
1991b; STOCK et al., 1999) und durch Clavulanséaure vollstandig hemmbar (PHAM et
al., 1991b; STOCK et al., 1999). Das Enzym besitzt einen isoelektrischen Punkt bei
pH 8,1 und hat ein Molekulargewicht von 20 kDa. Das induzierbare R-Laktamase-Enzym
BlaB, auch Cephalosporinase genannt, zeigt eine spezifische Resistenz gegenlber
Cephalosporinen. Es ist durch Cloxacillin (CORNELIS, 1975; JIMENEZ-VALERA et al.,
1986; PHAM et al., 1991b) und durch Aztreonam vollstandig, aber nicht durch
Clavulansaure hemmbar (STOCK et al.,, 1999). Im Gegensatz zu dem Enzym BlaA
wurde das BlaB regelmaRig in geringeren Mengen nachgewiesen. Der isoelektrische
Punkt des Enzyms BlaB liegt bei pH 5,4 und das Molekulargewicht betragt 34 kDa. Die
Induzierbarkeit der BlaB wird in der Regel durch die Anwesenheit von Antibiotika
erreicht, kann aber auch durch R-Laktam-Inhibitoren erzielt werden. Mit der Bildung
dieser zwei [R-Laktamasen besitzen Y. enferocolitica4/0:3 einen  in-vivo
Resistenzmechanismus gegen [3-Laktam-Antibiotika (CORNELIS und ABRAHAM, 1975;
HORNSTEIN et al., 1985). Tabelle 5 zeigt eine Zusammenfassung der BlaA und BlaB

Eigenschaften.
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Tabelle 5: R-Laktamase BlaA und BlaB bei Y. enferocolitica

Eigenschaft R-Laktamase A (BlaA) R-Laktamase B (BlaB)
Einteilung nach Klasse A Klasse C

Ambler (1980)

Einteilung nach Gruppe 2 Gruppe 1

Bush et al.

(1995)

Expression permanent induziert

IP pH 8,1 pH 5,4

MG 20 kDa 34 kDa

Resistenz Penicilline (Carbenicillin, Ticarcillin), Cephalothin, Cephalosporine

Cephalosporine
Hemmung teilweise durch Cloxacillin, vollstdndig durch Cloxacillin
vollstandig durch Clavulansaure und Aztreonam,

nicht durch Clavulansaure

IP: isoelektrische Punkt; MG: Molekulargewicht

Taxonomisch zahlt die R-Laktamase BlaA zu den Klasse A Enzymen, welche mit
anderen Klasse A Enzymen von grampositiven und gramnegativen Bakterien verwandt
ist. Die R-Laktamase BlaB gehort zu den induzierbaren Klasse C Enzymen, wie die
AmpC [3-Laktamasen der Enterobacteriaceae (SEOANE et al., 1992).

Wie bereits im Kapitel 2.2.3 ausgeflhrt, werden die genetischen Informationen zur
Synthese der R-Laktamasen chromosomal oder plasmidal vererbt. CORNELIS und
ABRAHAM (1975) vermuteten eine chromosomale Kodierung beider Enzyme bei
Y. enterocolitica. Mittels isoelektrischer Fokussierung konnte eine spezifische
chromosomale Kodierung fur die Yersinien-Spezies bewiesen werden (MATTHEW et
al., 1975, 1977; MATTHEW und HARRIS, 1976). Die isoelektrischen Ergebnisse liel3en

vermuten, dass die chromosomal-kodierten R-Laktamasen bei Yersinien fur jede
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Subspezies charakteristisch sind. Dabei hatten die Enzyme BlaA und BlaB der
Serogruppen 1, 2, 3 sowie 9 und das Enzym BlaB der Serogruppe 5,27 ein enges
taxonomisches Verhaltnis trotz biochemischer Unterschiede (MATTHEW et al., 1977).

Obwohl Untersuchungen zeigten, dass beide chromosomale R-Laktamase-Gene bei
isolierten Y. enferocolitica Stammen aus Deutschland vorkommen (MATTHEW et al.,
1975; MATHEW und HARRIS, 1976; MATTHEW et al., 1977), exprimieren nicht alle
Stamme beide Enzyme in gleicher Weise (DE LA PRIETA et al., 1995; STOCK et al.,
1999; PHAM et al., 2000). Diese Eigenschaft scheint fur alle Yersinien zu gelten, welche
bei menschlichen Erkrankungen vorkommen (SCHIEFER et al., 2005). DE LA PRIETA
et al. (2006) und NUKAGA et al. (1995) fuhrten dies auf Mutationen in den
R-Laktamase-Genen zurick. PHAM et al. (1991a) fanden heraus, dass die
Empfindlichkeit gegeniber R-Laktamasen fur jeden Biotyp spezifisch ist. Wahrend in
Deutschland, Europa, Asien, Brasilien, Sudafrika und Ungarn isolierte
Y. enferocolitica 4/0:3 Stamme beide Enzyme exprimieren (CORNELIS und ABRAHAM,
1975; MATTHEW et al., 1975; MATTHEW et al., 1977; PHAM et al., 1995a; STOCK et
al.,, 1999), die sich in der Art ihrer Empfindlichkeit gegenlber R-Laktam-Antibiotika
unterscheiden (CORNELIS, 1975), exprimieren Y. enferocolitica 4/0:3 Stamme aus
Australien und Neuseeland nur BlaA (PHAM et al., 1991b; 1995a). Die Abwesenheit des
Enzyms BlaB erklart dabei die hohere Empfindlichkeit der Y. enferocolitica Stamme
gegenuber Amoxicillin/Clavulansaure und Cefoxitin in diesen Landern (PHAM, et al.,
1991b, 1995a).

In der Regel zeigen Bioserotyp 4/0:3 Stdamme ein einheitliches Muster von Induktion
und Inhibition bei den R-Laktamasen (PHAM und BELL, 1993b; BELL et al., 2006). Nicht
induzierte Stdamme exprimieren Uberwiegend BlaA und nur eine kleine Menge BlaB. Bei
Induktion produzieren Y. enferocolifica Biotyp 4 Stamme Uberwiegend BlaB (STOCK et
al., 1999). Die Biotyp-spezifische R-Laktam-Antibiotikaempfindlichkeit kann von der
Regulation und der Expression der R-Laktamasen abhangen (STOCK et al., 1999).
Waéahrend STOLK-ENGELAAR et al. (1995) keinen Zusammenhang zwischen der
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Antibiotikaempfindlichkeit und den Biotypen und Serotypen fanden, zeigten AHMEDY et
al. (1985), HORNSTEIN et al. (1985), KWAGA und IVERSEN (1990), PHAM et al.
(1991) und PRESTON et al. (1994), dass ein Zusammenhang besteht.

KIST und SANABRIA DE ISELE (1980) untersuchten erstmals die
Temperaturabhangigkeit der R-Laktamaseproduktion bei den Y. enferocolitica Serotypen
0O:3 und 0O:9. Dabei wiesen sie eine kontinuierliche Resistenzzunahme, sowie eine
zunehmende R-Laktamaseaktivitat bei abnehmender Bebritungstemperatur von 37°C
nach 22°C nach. Sie fuhrten diese Beobachtung auf verschiedene Ursachen zurtck. Ein
vermehrtes Bakterienwachstum bei niedrigeren Temperaturen und damit eine scheinbar
vermehrte Resistenz hielten sie ebenso fur moglich, wie eine zunehmende
R-Laktamaseproduktion bei abnehmender Bebritungstemperatur. Auch eine
Resistenzzunahme aufgrund anderer temperaturabhangiger Resistenzmechanismen,
wie Permeabilitatsanderung der Zellwand bei gramnegativen Bakterien, schlossen sie
nicht aus. Auch JIMENEZ-VALERA et al. (1986) zeigten eine hdhere R-Laktamase-
Expression bei Y. enferocolitica Kulturen bei 22°C im Vergleich zu Kulturen bei 37°C

Bebrutungstemperatur.

2.2.5 Expressionsregulation der AmpC R- Laktamasen

Die AmpC R-Laktamaseregulation wurde bei den Bakterienstdmmen E. coli; Citrobacter
freundii (C. freundli), Enterobacter cloacae (E. cloacae) (LINDBERG et al., 1985, 1987,
HONORE et al., 1986; HENIKOFF et al., 1988; KORFMANN und SANDERS, 1989;
LINDQUIST et al., 1989, 1993) und P. aeruginosa (BAGGE et al., 2002; JUAN et al.,
2006) schon weitestgehend untersucht. Fir die Regulation der Induktion von
AmpC R-Laktamasen sind die Gene ampR, ampD, ampG und ampE verantwortlich
(LINDBERG et al., 1985, 1987; KORFMANN und SANDERS, 1989; LINDQUIST et al.,
1989, 1993). In der Familie der Enferobacteriaceae ist die Regulation der
AmpC R-Laktamase durch AmpR-Protein weit verbreitet. Untersuchungen bei
Y. enterocolitica fanden bisher nur durch SEOANE et al. (1992) und DE LA PRIETA et
al. (1995, 2006) statt.
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AmpR

Die Induktion von chromosomalen AmpC [R-Laktamasen durch [-Laktame ist bei
gramnegativen Bakterien von der Aktivitat des 32 kDa grof’e Transkriptionsregulator-
Proteins AmpR (LODGE und PIDDOCK, 1991) und dem Transport von zerstorten
Mureinproteinen ins Zytosol abhangig. Je mehr zerstorte Produkte vorhanden sind,
umso eher wird AmpR gebildet, das wiederum die Expression von AmpC R-Laktamasen
induziert (JACOBS et al.,, 1994; DIETZ et al,. 1997). Muropeptide, welche von den
bakteriellen Peptidoglykanen gebildet werden, werden mittels Transmembran-Permease
AmpG ins Zytosol transportiert (LODGE und PIDDOCK, 1991; DIETZ et al., 1996). Im
Zytosol wirken die Muropeptide als Signal zur Bildung von AmpR-Proteinen, das
wiederum die ampC-Gen-Transkriptionsregulation aktivieren (LINDQUIST et al., 1989).
AmpR dient somit als Aktivator fur die Synthese von AmpC R-Laktamasen (JACOBS et
al., 1997). Von den 4 Regulationsproteinen wurde das AmpR Protein am meisten
untersucht (LINDQUIST et al., 1993). Die Bindung von AmpR an den Genregionen
ampC und ampR wurde bereits 1989 bewiesen. Die Bindungsstelle besitzt eine GroRRe
von 38 bp und schliet den Promotor des ampR-Gens mit ein. Sie liegt 2 bp neben dem
ampC-Promotorbereich. Durch diese enge raumliche Verbindung ist es dem AmpR
madglich, die Transkription beider Gene zu steuern (LINDQUIST et al., 1989). Bei
Anwesenheit eines Inducers bindet AmpR an die DNA Sequenz des ampC-Promotors,
wirkt als Repressor seiner eigenen Expression und als Aktivator der
ampC-Transskription. Ist kein Inducer anwesend, wirkt es fir beide Gene als Repressor
(LINDBERG et al., 1985; HONORE et al., 1986; LINDQUIST et al., 1989). Das
ampR-Gen kommt nur in Stdmmen vor, die ein induzierbares ampC-Gen besitzen
(LINDBERG et al., 1985; HONORE et al., 1986; LINDBERG et al., 1987). In
Bakterienstdmmen wie E. coli wurde das ampR-Gen infolge einer Mutation deletiert,
wodurch die R-Laktamase bei ihnen nicht induzierbar ist (HONORE et al., 1986;
SEOANE et al., 1992).
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AmpD

Das ampD-Gen kodiert eine zytoplasmatische Amidase, die ebenfalls auf die
AmpC-Expression Einfluss nimmt. Sie ist essentiell fir die Bildung und das Recycling
von Muroproteinen. Zusatzlich fungiert es als Repressor der AmpC-Expression.
Mutationsbedingte Inaktivierung des amp[-Gen qilt als Hauptursache flr eine
AmpR-abhangige permanente Hyperproduktion von AmpC R-Laktamasen und flihrt zu
vermehrten Resistenzen bei Enterobacteriaceae (LINDBERG et al., 1987; LINDQUIST
et al., 1993; FLUIT et al., 2001). Im Vergleich zu den Ursprungs-Stammen verursachten
Mutationen im ampD-Gen eine Zunahme der Resistenzen (LINDBERG et al., 1987;
LODGE und PIDDOCK, 1991).

AmpG

Die Induktion von R-Laktamasen ist auRerdem von einem Membranprotein abhangig,
das auf dem ampG-Gen kodiert ist. Es dient ebenfalls als Signalmolektil. Ohne dieses
Gen ist eine Induktion nicht moglich (KORFMANN und SANDERS, 1989; DIETZ et al.,
1997). Die ampD und ampG Loci sind nicht mit dem ampR verbunden. lhre
vorherrschende Funktion besteht in der Aktivierung des ampR-Gens, sofern ein Inducer
anwesend ist (SEOANE et al., 1992).

AmpE
Das ampE-Gen kodiert ein Zytoplasmamembranprotein. Dies fungiert als erforderliches
Signalmolekdl in der AmpC-Regulation (LINDBERG et al.,, 1987). Die genaue

Funktionsweise des ampE-Gen ist allerdings bisher noch nicht genau geklart.

Bei Y. enterocolitica ist die ampC-Gen-Regulierung vom AmpR-Protein abhangig, wie es
auch in anderen Stammen der Familie der Enterobacteriaceae der Fall ist (SEOANE et
al., 1992). Fur die Induzierbarkeit der R-Laktamase-Expression ist das AmpR-Protein
unbedingt erforderlich (LINDBERG et al., 1985; SEOANE et al., 1992). Das ampR-Gen
ist immer auf der 5'Seite des ampC-Gens lokalisiert. Auch bei Y. enferocolitica befindet

sich das ampR-Gen in der Nahe des ampC-Gens. Das gebildete
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AmpR-Regulationsprotein von Y. enferocolifica ist mit dem AmpR-Protein von
E. cloacae und C. freundii fast identisch. PHAM et al. (2000) zeigten hingegen, dass ein
auffalliger Unterschied zwischen den chromosomalen, induzierbaren Cephalosporinase
BlaB der Y. enferocolifica Stamme und der Enzyme aus der Familie der
Enterobacteriaceae besteht, da Y. enterocolitica empfindlich auf Antibiotika der dritten
Cephalosporingeneration reagierten, wahrend die anderen Bakterien der Familie
Enferobacteriaceae resistent waren. Dies ist auf eine falsche Funktion oder gar eine
Deletion eines funktionierenden ampR-Gens zurlckzufiihren. Wird AmpR-Protein nur
unzureichend gebildet, wird AmpC nur gering exprimiert (SEOANE et al., 1992). Ist das
ampR-Gen aufgrund einer Mutation aber deletiert, kann keine induzierte
AmpC R-Laktamase gebildet werden. Eine Beteilung von AmpD und AmpG an der

BlaB-Expression bei Y. enterocolifica konnte noch nicht nachgewiesen werden.

Der Unterschied zwischen der Expression nicht induzierbaren Spezies wie E. coli und
anderen Mitgliedern der Familie der Entferobacteriaceae ist nicht das Resultat von
Mutationen im ampC-Gen, sondern der Verlust der Regulation durch AmpR (LINDBERG
et al., 1985; HONORE et al., 1986). Y. enterocolitica Y56 z.B. bildet nur BlaA (SEOANE
und LOBO, 1991; DE LA PRIETA et al., 2006), da aufgrund von gleich zwei Mutationen
im ampR-Gen die Aminosauresequenz des AmpR-Proteins soweit verandert ist, dass
keine BlaB-Exprimierung mehr maoglich ist (SEOANE et al., 1992; DE LA PRIETA et al.,
2006). Dies qilt nicht fur den Y. enferocolifica Stamm |P97. Dieser kann keine BlaA
bilden, da es wegen einer 51 bp groRen Deletion im b/aA-Gen zu einer kompletten
Inaktivierung der [3-Laktamaseproduktion gekommen ist (SEOANE ET AL., 1992). Eine
Mutation im ampR-Gen wurde auch bei den Stdmmen Y60, H6 und H14 gefunden, da
bei ihnen keine Aktivitat von AmpC vorhanden ist (SEOANE et al., 1992). Auch andere
Bakterien aus der Familie der Enferobacteriaceae produzieren keine BlaA, was

vermutlich auf eine Mutation im b/aA-Gen zurlck zuflhren ist (PHAM et al., 1999).

33



Literaturtibersicht

2.2.6 R-Laktamasen bei anderen Y. enferocolitica Biotypen

Die bereits beschriebenen chromosomal-kodierten Enzyme BlaA und BlaB kommen in
der Regel bei allen Y. enterocolitica Biotypen vor. Jedoch werden diese R-Laktamasen
nicht bei allen Biotypen in gleicher Weise exprimiert. Das unterschiedliche Vorkommen
der blaA- und blaB-Gene sowie die ungleiche Expression der BlaA und BlaB fuhrt zu
einer heterogenen R-Laktam-Antibiotikaempfindlichkeit innerhalb der Y. enferocolitica
Biotypen (AHMEDY et al., 1985; HORNSTEIN et al., 1985; KWAGA und IVERSEN,
1990; PHAM et al., 1991, 1999; PRESTON et al., 1994; STOCK et al., 1999, 2000).

Tabelle 6 zeigt eine Zusammenfassung Uber die BlaA und BlaB Verteilung bei den
verschiedenen Y. enferocolitica Biotypen, die durch Studien von PHAM et al. (19913,
1991b, 1995b, 1999, 2000), SHARMA et al. (2004, 2006) und STOCK et al. (1999,
2000) ermittelt wurden. Insgesamt betrachtet wurden bei allen 6 Y. enferocolitica
Biotypen beide R-Laktamase-Gene b/aA und b/aB und damit eine Expression dieser
Enzyme nachgewiesen. Bei den Biotypen 1B und 5 konnte bei allen untersuchten
Stammen das Vorkommen beider R-Laktamasen gezeigt werden. Der Biotyp 1A besitzt
ebenfalls beide R-Laktamasen, jedoch wurde ein Unterschied im b/aA-Gen entdeckt, so
dass dieses "A-like’-Gen nur mit spezifischen Primern zu amplifizieren ist (SHARMA et
al., 2004, 2006). Ahnlich verhalt es sich beim BlaB des Biotyps 1A. Dieses Enzym zeigte
bei Untersuchungen mittels isoelektrischer Fokussierung einen anderen isoelektrischen
Punkt als die bisher beschriebene R-Laktamase B. Beim Biotyp 2 kommen beide
Enzyme nur beim Serotyp O:9 vor. Die Serotypen O:5 und O.5,27 besitzen hingegen
nur BlaB. Der Biotyp 3 besitzt ebenfalls BlaA und BlaB. Bei Stdmmen aus Japan und
USA konnte hingegen nur BlaA nachgewiesen werden. Auch Stdmme des Bioserotyps
4/0:3 aus Australien besitzen keine BlaA, wahrend Biotyp 4/0:3 Stdmme aus
Deutschland, Europa, Asien, Brasilien, Sudafrika und Ungarn beide R-Laktamasen
aufwiesen. PHAM et al. (1995b, 2000) konnten weiterhin nachweisen, das die
R-Laktamase-Expression auch innerhalb des Bioserotyps 4/0:3 zwischen den
Phagentypen variiert. Bei 2 Stammen aus Neukaledonien mit dem Phagentyp O:3/VIlI
wurde ein Fehlen der BlaA ermittelt, wéhrend sich beim Phagentyp O:3/IXb/A kein
Enzym B nachweisen lies.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der nachgewiesenen BlaA und BlaB bei verschiedenen Y. enterocolifica Biotypen

Biotyp Serotyp/ R-Laktamase IP Nachweis Herkunft Autor
Phagentyp BlaA BlaB BlaA BlaB
1A verschieden A ‘B-like” 8,3 6,2 IF weltweit PHAM et al., 1991a, 1991, 1999b, 2000
A B AD Indien SHARMA et al., 2004
‘A-like” B PCR Europa, Indien, USA STOCK et al., 2000 SHARMA et al., 2006
1B 0:8 A B weltweit PHAM et al., 1999
A B Deutschland STOCK et al., 2000
(2 Stamme)
2 0:9 A B IF weltweit PHAM et al., 1999, 2000
0:5,27; O:5 - B AD PHAM et al., 1999, 2000
0:5; 0:5,27; A B IDT, PCR USA, Japan STOCK et al., 1999
0:9 (bei nicht (bei Induktion)
Induktion)
3 0:3; 0:5; A B 8,1 5,4 IF, AD weltweit PHAM et al., 1999; 2000
0:1,2a-3 STOCK et al., 2000
- B 54 5,6 IF, IDT Australien PHAM et al., 1991a, 1991b
4 03 A AD, IF, PCR  weltweit PHAM et al., 1995b, 1999; STOCK et al, 1999
A - 8,3 Inhibitionstest,  Australien, PHAM et al., 1991b, 1995b
P Neuseeland, Kanada
O:3/VIIl A B weltweit PHAM et al., 2000
O:3/Vllla - B
0:3/IXa A B
0O:3/IXb/A A -
0:3/Ixb/AB A
5 0O:2a; O:2b; A weltweit PHAM et al., 1999, 2000; STOCK et al, 1999
0:3

0O:3/Vllla: zwei Stamme aus Neukaledonien; AD: Agardiffusion; IF: isoelektrische Fokussierung; IP: isoelektrischer Punkt; IDT: Induktionstest
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2.3 Yersinia enterocolitica

2.3.1 Einteilung von Yersinien

Yersinien sind nach ihrem Entdecker A. J. E. Yersin (1863-1943) benannt, der 1894
erstmalig Yersinia pestis in Hongkong isoliete (ROLLE und MAYER, 2002). Sie
gehéren zur Familie der Enterobacteriaceae, einer Gruppe gramnegativer,
oxidasenegativer und fakultativ anaerober Bakterien. Mit der Wahl des Gattungsnamen
Yersinia (Y.) wurden die nah verwandten Erreger Pasteurella pestis und

Pasteurella pseudotuberculosis aufgenommen (KNAPP et al., 1973).

Zur Gattung Yersinia gehoren derzeit vierzehn verschiedene Spezies (SPRAGNE und
NEUBAUER, 2005; MERHEJ et al., 2008; SPRAGUE et al.,, 2008), die in der
Abbildung 6 aufgefuhrt sind.

Y. enterocolitica pathogene
) } Lebensmittel- pathogene
Y. pseudotuberculosis infektionserreger Zoonoseerreger
Y. pestis
Y. frederiksenii \

Y. infermedia
Y. kristensenii

Y. mollareltii

Y. bercovieri
apathogene

Y. aldovae pathod
Umweltkeime

Y. rhodei

Y. ruckeri

Y. aleksiciae

Y. massiliensis

Y. similis J

Abbildung 6: Gattung Yersinia mit ihren 14 verschiedenen Spezies
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Y. enterocolifica und verwandte Spezies wurden in vielen Landern aus verschiedenen
Lebensmitteln isoliert (KAPPERUD, 1991). Von den Yersinia Spezies sind nur
Y. enferocolitica, Y. pseudotuberculosis sowie Y. pestis pathogen. Y. enterocolitica und
Y. pseudotuberculosis gelten als Erreger der Yersiniose (BOTTONE, 1999). Die
Mehrheit der Lebensmittelisolate unterscheidet sich in ihren biochemischen und
serologischen Eigenschaften von den typisch klinischen Stammen. Sie werden als
apathogene Yersinien Stdmme zusammengefasst. Zu ihnen gehoéren: Y. frederiksenii,
Y. kristensenii; Y. intermedia, Y. aldovae, Y. rhodei, Y. aleksiciae, Y. mollaretti und
Y. bercovieri Sie kommen ubiquitdr vor und sind ohne klinische Bedeutung
(KAPPERUD, 1991). Eine Ausnahme stellt Y. ruckeri als Erreger der ,enteric redmouth
disease” bei Salmoniden dar, der zu hohen Verlusten fliihren kann (TOBBACK et al.,
2007). Erst kirzlich wurden die Yersinien-Spezies Y. similis und Y. massiliensis als
Yersinien-Spezies entdeckt (MERHEJ et al., 2008; SPRAGUE et al., 2008).

Die heterogene Gruppe Y. enterocolitica besteht aus den 6 Biotypen 1A, 1B, 2, 3, 4 und
5 sowie aus mehr als 50 Serotypen. Die Einteilung in die Bio- und Serotypen erfolgt
anhand ihrer biochemischen Eigenschaften (BOTTONE, 1999). Die unterschiedlichen
Biotypen und Serotypen differieren sowohl in ihrer geographischen Verteilung als auch
in ihren pathogenen Eigenschaften (STOCK und WIEDEMANN, 1999). Die Serotypen
1B/0O:8, 2/0:9, 2/0:5,27 und 4/0:3 gelten als humanpathogen, was auf ihre Fahigkeit
zur Zellpenetration zurlckgefihrt wird (BOTTONE, 1997). In Europa kommen
besonders die Serotypen O:3 und O:9 als menschenpathogene Erreger vor, wobei O:3
der bekannteste klinische Serotyp ist (DE BOER, 1992; STOCK et al.,, 1999). Der
Bioserotyp 2/0:5,27 wurde Uberwiegend in den USA und Japan isoliert, wo sie mit
humanen Yersiniosen assoziiert sind. In Europa sind Infektionen mit Biotyp 2 nicht
selten, werden aber von dem Serotyp O:9 verursacht (STOCK et al., 1999). Serotyp O:8
ist besonders in Nordamerika bekannt (DE BOER, 1992). In der Europaischen Union
(EU), Japan, Asien, Kanada und in den USA ist Y. enterocolitica Bioserotyp 4/0:3 als
Yersinioseausléser von besonderer Bedeutung (BOTTONE, 1999). Pham et al. (1991a)
zeigten, dass auch in Australien der Uberwiegende Teil an klinischen Yersinien dem
Biotyp 4/0:3 entsprechen.
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2.3.2 Epidemiologie

Y. enterocolitica ist ein pathogenes Bakterium, welches in der Lage ist, sich auch bei
niedrigen Temperaturen zu vermehren. Dies fuhrt zu einer weltweiten Bedeutung als
Lebensmittelinfektionserreger (NESBAKKEN und BORCH, 1995; BOCKEMUHL und
ROGGENTIN, 2004). Y. enterocolifica kdbnnen bei Menschen, nahezu allen Wild- und
Haustieren und seltener bei Reptilien, Fischen und Muscheln nachgewiesen werden
(BOCKEMUHL und ROGGENTIN, 2004).

Bisher ist die Epidemiologie von Infektionen mit Y. enferocolitica nicht vollstédndig
geklart. Die meisten Yersiniosefélle traten sporadisch ohne ersichtliche Quelle auf
(KAPPERUD, 1991; OSTROFF, 1995; BOTTONE, 1999; FREDRIKSSON-AHOMAA et
al., 2006a, 2006b). Mehrere Studien konnten belegen, dass die Kontamination von
Lebensmitteln wie Schweinefleisch, Schweinezungen, Milch sowie kontaminiertes
Wasser wichtige Ubertragungswege darstellen (COVER und ABER, 1989; KAPPERUD,
1991; DE BOER, 1992; BOTTONE, 1999). In den USA konnten verschiedene
Yersinioseausbrlche auf infizierte Schokoladenmilch, Milchpulver, Tofu, pasteurisierte
Milch, Sojabohnen und Kutteln zurickgefuhrt werden (KAPPERUD, 1991). In Europa gilt
das Schwein als Hauptreservoir fur pathogene Y. enferocolitica Stamme (DE BOER und
NOUWS, 1991; STOCK et al., 1999; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001, 20063,
2006b) und stellt damit die grélte Infektionsquelle des Menschen dar (DE BOER und
NOUWS, 1991; NESBAKKEN und BORCH, 1995; BOTTONE, 1999; BOCKEMUHL und
ROGGENTIN, 2004; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001, 2006a). Die Tatsache,
dass isolierte Y. enferocolitica Stdamme bei Mensch und Tier dieselben DNA-Muster
aufweisen (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2006a), bestatigt diese Hypothese. Bisher
konnte aber nur bei einem Yersinioseausbruch das Schwein eindeutig als
Infektionsquelle identifiziert werden (MARJAI et al., 1987). Schweine sind oft
symptomlose Trager, die den Erreger besonders in den Tonsillen beherbergen
(KAPPERUD, 1991; FREDRIKSSON-AHOMAA, 2001, 2003; BOCKEMUHL und
ROGGENTIN, 2004) oder mit den Faeces ausscheiden (NESBAKKEN und BORCH,
1995; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001). In einer Studie zur Untersuchung von
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isolierten Y. enterocolitica Stammen aus dem Munchener Raum lag die Pravalenz des
Bioserotyps 4/0:3 in den Tonsillen bei 60% und in den Faeces bei 10 %
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2003). Weitere Untersuchungen aus Deutschland und
den Niederlanden legten eine Pravalenz von 40-80% pathogener Y. enferocolitica
Stamme in Maulhdéhlen geschlachteter Schweine dar, von denen die meisten zur
Serogruppe 0:3 gehoérten (DE BOER und NOUWS, 1991; FREDRIKSSON-AHOMAA et
al.,, 2001). Die Kontamination des Schlachtkérpers erfolgt hauptsachlich durch das
Ausschneiden der Zunge und Tonsillen, aber auch durch ungenitigend entfernte
Tonsillen wahrend der Schlachtung (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2004). Dies ist
unvermeidbar, da ein gewisser Kontaminationsgrad wahrend des hochtechnisierten
Schlachtungs- und Zerlegungsprozesses nicht verhindert werden kann (STOLLE, 1989).
In Folge von Gruppenerkrankungen in Krankenhausern, Kindergarten und Schulen wird
der Kontakt von Mensch zu Mensch als weiterer Ubertragungsweg diskutiert (ALEKSIC
und BOCKEMUHL, 1990).

Erst seit 2001 besteht in Deutschland eine bundesweite Meldepflicht nach dem
Infektionsschutzgesetz (§7) fur Erkrankungen mit Y. enferocolitica. Seither liegen beim
Robert-Koch-Institut (RKI) statistische Daten Uber Erkrankungen mit Y. enterocolitica
vor. Es muss aber von einer héheren Dunkelziffer ausgegangen werden, da nur
gemeldete Erkrankungen erfasst werden kdonnen (Tab. 7). Wahrend Salmonellose bis
2004 noch als wichtigste Lebensmittelinfektion galt, rangiert derzeit die
Campylobacteriose an erster Stelle. Die Zahlen des RKI zeigen weiterhin, dass im
Vergleich zur Campylobacteriose und Salmonellose nur etwa ein Zehntel

Yersinioseerkrankungen auftraten, bei denen der Serotyp O:3 der Haupterreger war.
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Tabelle 7: Anzahl der beim RKI gemeldeten Erkrankungen mit Y. enterocolitica,

Campylobacter und Salmonellain Deutschland von 2001-2007

(nach RKI 2002, 2003, 2004, 2005, 2006, 2007)

Jahr Y. enferocolitica Campylobacter Salmonella
2001 7213 54616 77386
2002 7525 56372 72379
2203 6573 47906 63066
2004 6182 55796 56976
2005 5627 62133 52267
2006 5162 55050 52575
2007 4987 66107 55400

Wie in Deutschland zahlt Y. enterocolifica auch in Finnland (HALLANVUO et al., 2002;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2003), Norwegen und Schweden zu den 3 wichtigsten

bakteriellen Lebensmittelinfektionserregern, obgleich in diesen Landern Sal/monella vor

Campylobacter und Yersinia in der Haufigkeit der Erkrankungen steht (NESBAKKEN

und BORCH, 1995).
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2.3.3 Klinik der Yersiniose

Yersiniosen werden beim Menschen nur von wenigen Yersinia Bioserotypen verursacht.
Zu diesen Bioserotypen zahlen 1/0:8, 2/0:5,27, 2/0:9 und 4/0:3 (BOTTONE, 1997). Die
Ubertragung erfolgt hauptsachlich oral-alimentar (iber kontaminierte Lebensmittel und
Wasser (BOCKEMUHL und ROGGENTIN, 2004). Nach einer Inkubationszeit von
7-10 Tagen (ALEKSIC und BOCKEMUHL, 1990) verursacht Y. enterocolitica
verschiedene akute, seltener subakute gastrointestinale Probleme, wie akute Diarrhoe,
lleitis terminalis acuta und Appendicitis mit mesenterialer Lymphadenitis. Alle
Erkrankungsformen kdénnen von einer reaktiven Arthritis oder einem Erythema nodosum
gefolgt bzw. begleitet sein (KNAPP et al., 1973; BOTTONE, 1999; BOCKEMUHL und
ROGGENTIN, 2004). Die haufigste Manifestation der Yersiniose stellt aber die
Gastroenteritis mit selbstlimitierendem Durchfall dar (ALEKSIC und BOCKEMUHL,
1990). Selten treten schwere, z. T. tddliche, septische Verlaufsformen auf (KNAPP et
al., 1973), die bei Erwachsenen mit schweren Grunderkrankungen assoziiert sind und
dann zu Meningitis, Endokarditis und zu fokalen Abszessen in Leber und Milz fihren
kénnen (BOCKEMUHL und ROGGENTIN, 2004). Auch eine jahrelange Persistenz des
Erregers in Lymphknoten und darmassoziierten-lymphatischen Geweben ist moglich
(HEESEMANN und KARCH, 1995).

Y. enterocolitica spielt als Krankheitserreger beim Tier eher eine untergeordnete Rolle,
da Tiere selten an einer Y. enferocolitica-Infektion erkranken (ALESKIC und
BOCKEMUHL, 1996). In Ausnahmefillen kénnen klinische Yersiniosen bei Ferkeln
auftreten und zu Gastroenteritiden fihren. Auch Sauen koénnen erkranken und
Fertilisationsstérungen und Aborte zeigen (NEUBAUER et al., 2001). Bei Rindern
erkranken in der Regel nur Jungtiere und zeigen Symptome wie Durchfall und Kimmern
(NEUBAUER et al., 2001). Infektionen mit Y. enterocolitica sind aber auch bei Hund und
Katze bekannt, die sich Uber die Aufnahme von kontaminierten rohen oder nicht
vollstandig erhitztem Fleisch infizieren (NEUBAUER et al., 2001, EFFENBERGER,
2008).
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2.3.4 Therapie von Yersiniosen

Unkomplizierte intestinale VY. enferocolifica-Infektionen werden in der Regel nicht
therapiert, da Studien belegen, dass die Dauer und der Verlauf der Gastroenteritis nicht
immer positiv durch Antibiotika beeinflussbar ist (COVER und ABER, 1989). Zur
Behandlung einer klinischen Yersiniose eignen sich Cephalosporine der 3. Generation
allein oder in Kombination mit Aminoglykosiden, Tetrazykline, Fluorchinolone,
Trimethoprim/Sulfamethoxazol und Doxycyclin (STOLK-ENGELAAR et al.,, 1995;
BOTTONE, 1997; BOCKEMUHL und ROGGENTIN, 2004) sowie Chloramphenicol
(STOLK-ENGELAAR et al., 1995). Bei immunsupprimierten Patienten wird die Gabe von
Doxycyclin und Trimethoprim/Sulfamethoxazol und bei Bakteriamien die Verabreichung
von Doxycyclin in Kombination mit Aminoglykosiden empfohlen (COVER und ABER,
1989). Ein friher Therapiebeginn mit Ciprofloxacin hat gute Ergebnisse bei der
Behandlung der reaktiven Arthritis erzielt (ZHANG et al., 1997, HOOGKAMP-
KORSTANUJE et al., 2000).

Hinsichtlich der Antibiotikaempfindlichkeit konnen die einzelnen Yersinia Biotypen
unterschiedlich reagieren, was bei der Therapie beachtet werden sollte (WHITE et. al.,
2002). Ein Unterschied in der Empfindlichkeit zwischen menschlichen und tierischen
Stammen besteht in der Regel aber nicht (PRESTON et al., 1994; MEYER, 2007).

2.4 Agardiffusionstest

Untersuchungen zur Erregeridentifizierung und Antibiotika-Empfindlichkeitsprifungen
zahlen zu den wichtigsten Aufgaben im mikrobiologisch-diagnostischen Labor, da die
Ergebnisse die Grundlage einer gezielten Antibiotikatherapie bilden. Auch im Hinblick
auf die weltweit zunehmende Antibiotikaresistenz kommt der schnellen und
sachgerechten Empfindlichkeitspriifung klinischer Isolate immer groRere Bedeutung zu
(GEISS et al.,, 2004). Solche Priufungen werden anhand von Agardiffusionstests
durchgefuhrt, die auf einer Hemmung bakteriellen Wachstums in Gegenwart von
Antibiotika bei definierten in-vitro-Bedingungen basieren (GEISS et al., 2004).
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Agardiffusionstests gelten als einfache Testverfahren, die routinemallig eingesetzt
werden konnen (KOLBERT und SHAH, 2002). Um verlassliche und reproduzierbare
Ergebnisse erzielen zu kénnen, sollten diese Verfahren standardisiert sein (STOCK und
WIEDEMANN, 1998). Unterschiedliche Ergebnisse in verdffentlichten
Empfindlichkeitsstudien sind darauf zurlckzufiihren, dass es bei der Durchflihrung
Abweichungen in den verwendeten Testmedien, Inokulum, Beschickungsmenge der
Testplattchen, Inkubationsbedingungen, Ableseverfahren sowie bei der Festlegung von
Grenzwerten gibt (STOCK und WIEDEMANN, 1998; GEISS et al.,, 2004). Erste
Vorschlage zur Standardisierung der Empfindlichkeitstestung wurden bereits in den 50er
Jahren publiziert, die zur weltweiten Etablierung des Agardiffusionsverfahrens fuhrten
(GEISS et al., 2004). Der CLSI-Untersuchungsausschuss fur veterinarmedizinische
antimikrobielle Empfindlichkeitsprifung empfahl mit Hilfe des Dokumentes M31-A2

(2002) eine bisher gultige sowie standardisierte Methode.

Obwohl Agardiffusionstests bei der Empfindlichkeitsprifung routinemafig zum Einsatz
kommen, stimmt der therapeutische Erfolg nicht immer mit den /n-vifro erhaltenen
Testergebnissen Uberein (HOOGKAMP-KORSTANJE und KONING, 1990).

Der Agardiffusionstest wird auf festen N&hrmedien durchgefuhrt, die mit
Bakterienmaterial definierter Dichte mittels sterilem Spatel oder Wattetupfer homogen
beimpft werden. Flr die Empfindlichkeitsprifung bei Enterobacteriaceae wird speziell
die Mdaller-Hinton-Agarplatte empfohlen (CLSI, 2002). Die Antibiotika werden in
handelsiblichen  Wirkstofftragern, den Antibiotikatestplattchen, mit definierter
Beschickungsmenge eingesetzt. Sie werden auf die Agarplatte aufgebracht. Wahrend
der Bebritung erfolgt eine Hemmung des Wachstums empfindlicher Stamme, da der
antibiotische Wirkstoff von den Testplattchen in den Agar diffundiert, wobei ein
Konzentrationsgradient entsteht, bei dem die hochste Antibiotikakonzentration in
unmittelbarer Nahe des Testplatichen zu finden ist. Je nach Empfindlichkeit bzw.

Unempfindlichkeit der Keime gegenuber dem eingesetzten antibakteriellen Wirkstoff
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ergeben sich unterschiedlich groBRe Hemmhofe um die einzelnen Testplatichen. Die
GroRe der Hemmhofe werden entweder manuell anhand eines Lineals Millimeter genau
ausgemessen oder durch Verwendung entsprechender Gerate von AURA, OSIRIS,
BIOMIC oder SIRSCAN ausgewertet (KOLBERT und SHAH, 2002). Die Bewertung
erfolgt in den Kategorien ‘sensibel’, ‘intermediar” und ‘resistent’, weshalb nur eine

qualitative Aussage maoglich ist.

Der Agardiffusionstest dient nicht nur der Empfindlichkeitspriifung, sondern auch dem
Nachweis von R-Laktamasen. Der Doppelplattchenagardiffusionstest ist ein einfacher
Test zur Detektion der BlaA und BlaB von Y. enferocolitica, der routinemafig im
Diagnostiklabor eingesetzt werden kann. Diese Testmethode geht auf SANDERS und
SANDERS (1979) zurtck und wurde von PHAM et al. (1993a, 1999) modifiziert. In
diesem Testverfahren werden nur 2 Antibiotikatestplatichen auf die Agarplatte
aufgebracht und die HemmhofgréRe sowie die Synergie zwischen diesen beiden
Testplattchen zur Beurteilung herangezogen (Kapitel 3.2.4). Um die BlaA und BlaB bei
Y. enterocolitica nachzuweisen, werden daflr die Testplatichen Ticarcillin 75 ug und
Amoxicillin/Clavulansaure 3 ug verwendet. Der Test basiert auf der Resistenz der BlaA
gegen Ticarcillin und einer hohen Inhibition desselben Enzyms durch Clavulansaure.
Die Expression der BlaA wird durch eine charakteristische Synergiezone zwischen den
Hemmhofen um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansaure angezeigt. Ein Hemmhof von
> 9 mm um Ticarcillin ohne diese charakteristische Synergiezone zwischen den
Antibiotikatestplatichen zeigt eine BlaB-Expression bei gleichzeitiger Abwesenheit einer
BlaA-Expression an (PHAM et al., 1999). Werden BlaA und BlaB gleichzeitig exprimiert,
tritt ebenfalls eine Synergiezone auf, die sich zwischen dem Hemmhof um Ticarcillin
durch die BlaA und um Amoxicillin/Clavulansaure durch die BlaB bildet. Der HHR um
Amoxicillin/Clavulansaure ist dabei maximal 3 mm grof3. Neben dem Doppelplattchen-
agardiffusionstest kann die Expression der BlaB auch lediglich mit einem
Amoxicillin/Clavulansaure-Antibiotikatestplattichen detektiert werden. Ein HHR um
Amoxicillin/Clavulansaure von kleiner 3 mm zeigt eine BlaB-Expression an, wahrend ein
HHR grofRer 6 mm keine BlaB-Expression bedeutet (PHAM et al., 1995b).
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Neben der Detektion der 3-Laktamase-Expression ist es moglich, Y. enferocolitica von
anderen Bakterien der Familie der Enferobacteriaceae in diesem Test zu unterscheiden,
da diese keine R-Laktamase A produzieren. Bei diesen Stdmmen liegt der HHR um
Ticarcillin ebenfalls zwischen 2 bis 8 mm, aber eine charakteristische Synergiezone
zwischen den Antibiotikatestplattchen tritt dabei nicht auf, da diese Zone spezifisch flr
BlaA ist (PHAM et al., 1999).

Zum Nachweis der R-Laktamase B steht ein weiteres Agardiffusionstestverfahren mit
den Antibiotikatestplatichen Cefotaxime 5 pg und Imipenem 10 pg zur Verfigung.
Dieser Inhibitionstests beruht auf einer Induktion der R-Laktamase B mittels Imipenem
und Cefotaxime als Substrat. Ein positiver Induktionstest zeigt eine charakteristische
Inhibitionszone um Cefotaxime. Bei einem negativen Ergebnis und damit einer
Abwesenheit des Enzyms stellt sich der Hemmhof um beide Antibiotikatestplattchen
symmetrisch dar (PAHM und BELL, 1993a).

2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine /n-vifro Methode zur selektiven,
enzymatischen Amplifikation von DNA-Sequenzen um den Faktor 106-109, die 1987 von
K. B. Mullis entwickelt wurde. Synthetische Oligonucleotide (Primer) ermdéglichen die
Vervielfaltigung des zwischen ihnen liegenden Bereichs, der so genannten Template-
DNA, durch eine thermostabile Polymerase. Die Reaktion verlduft in mehreren Zyklen
(BANGSOW et al., 2002). Durch die Wiederholung von einzelnen Reaktionsschritten in
einem Zyklus wird die Template-DNA exponentiell amplifiziert. Die Spezifitat hangt von
der Anlagerung der Primer an die DNA sowie von der notwendigen
Anlagerungstemperatur ab (BANGSOW et al., 2002). Ein PCR Zyklus beginnt mit der
thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Dopplestranges (Template-
DNA) durch Erhitzen auf 94°C, wodurch der Doppelstrang in Einzelstrange getrennt
wird. Die folgende Primer-Hybridisierung (Annealing) wird Ublicherweise bei einer

Temperatur von utber 50°C durchgefiihrt. Der 3. Schritt umfasst die Synthesephase
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(Elongation), bei der die Amplifikation der DNA durch die thermostabile DNA-
Polymerase bei einer Temperatur von 72°C stattfindet. Ein Amplifikationzyklus aus
Denaturierung, Annealing und Elongation wird in der Regel 25- bis 35-mal wiederholt
(BANGSOW et al., 2002).

Bei der Anwendung der konventionellen PCR-Methode erfolgt die Detektion der
DNA-Amplifikate anhand der Agarosegelelektrophorese und Anfarbung der
DNA-Amplifikate mittels Ethidiumbromid. In diesem Fall wandern die DNA-Molekiile in
Abhangigkeit von ihrer GroRe und aufgrund ihrer negativen Ladung von der Katode zur
Anode, wobei die kleinsten DNA-Molekile das Gel am weitesten durchlaufen. Zur
Bestimmung der Fragmentgrofie dienen definierte GroRenstandards, die bei jeder
Auftrennung mitgefihrt werden (DECHERT, 2002).

Das Vorkommen von blaA- und blaB-Genen bei Y. enterocolifica 4/0:3 Stdmmen kann
anhand dieser konventionellen PCR-Methode untersucht werden. Zur Amplifikation der
entsprechenden Template-DNA dienen spezielle Primer, die diese speziellen
Genabschnitte amplifizieren. Das b/aA-Gen wird durch ein 479 bp grolRes
DNA-Amplifikat nachgewiesen, wahrend ein 827 bp grolles DNA-Amplifikat fur das
Vorliegen eines b/aB-Gens spricht (STOCK et al., 1999). Diese Primer kdnnen ebenfalls
die blaA- und blaB-Gene der Biotypen 1B, 2, 3 und 5 amplifizieren. Aufgrund einer
anderen Basensequenz bei dem b/aA-Gen des Biotyps 1A kdnnen diese Primer nicht
zur Amplifikation genutzt werden. Hierfir sind spezielle Primer entwickelt worden
(SHARMA et al., 2006).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick (iber die wichtigsten verwendeten Materialien
gegeben. Alle laborlUblichen Materialien und Gerate sind im Anhang gesondert
aufgefihrt (Kapitel 11).

3.1.1 Herkunft und Anzahl der zu untersuchenden Bakterienstamme

3.1.1.1 Y. enterocolifica Stamme

In dieser Studie wurden 200 Y. enterocolifica Stamme des Bioserotyps 4/0:3 untersucht
(Tab. 8). 140 der Y. enterocolitica Stamme wurden aus porcinem Untersuchungs-
material in den Jahren 1999 bis 2004 am Institut fir Hygiene und Technologie der
Lebensmittel tierischen Ursprungs des veterindrwissenschaftlichen Departments der
tierarztlichen  Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen  isoliert.
60 Y. enterocolifica Stamme wurden im Rahmen einer Dissertation des oben genannten
Instituts in den Jahren 2001 bis 2002 in einem humanmedizinischen Diagnostiklabor in
Minchen isoliert. Die Y. enterocolitica Stamme wurden im Mikrobank-System® bei -80°C

gelagert.

Tabelle 8: Herkunft und Anzahl der untersuchten Y. enferocolitica Stamme des
Bioserotyp 4/0:3

Herkunft der Stamme Untersuchungsmaterial Anzahl der Stamme
Mensch Stuhl 60
Schwein Kot 17
Tonsillen 63
Ferkel 2
Schweinefleischprodukte Fleischstlicke 17
Innereien 14
Zungen 5
Hackfleisch 22
Summe 200
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3.1.1.2 Kontroll- und Referenzstdmme
Das CLSI Dokument M31-A2 (CLSI, 2002) empfiehlt die Verwendung von

Kontrollstdmmen zur Uberpriifung der Durchfiihrung des Agardiffusionstests und der

Zuverlassigkeit der eingesetzten Reagenzien. Diese Kontrollstdmme sollten aus der
American Type Culture Collection (ATCC) oder der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) oder einer vergleichbaren Einrichtung
stammen (Tab. 9). Anhand der Bakterienstamme E. co/i DSM® 1103 (ATCC® 25922)
und S. agureus DSM® 1104 (ATCC® 25923) wurde die Zuverlassigkeit der
Agardiffusionstestdurchfihrung kontrolliert. Der R-Laktamase-produzierende
Y. enterocoljtica 108-c 4/0:3 Stamm aus dem Max von Pettenkofer Institut, Minchen
sowie der E. colFStamm ATCC® 35218 (DSM® 5564) vom DoenitzLab dienten der
Positivkontrolle des b/aA- und blaB-Gennachweises in der PCR und der R-Laktamase-

Expression der BlaA und BlaB im Agardiffusionstest.

Tabelle 9: Verwendete Kontrollstamme

Kontrollstamm Verwendung

E. coliDSM® 1103 (ATCC® 25922) Qualitatskontrolle Agardiffusion

S. aureus DSM® 1104 (ATCC® 25923) Qualitatskontrolle Agardiffusion

E. coli ATCC® 35218 (DSM® 5564) Positivkontrolle Agardiffusion

Y. enterocolitica 108-c 4/0:3 Positivkontrolle Agardiffusion und PCR

48



Material und Methoden

3.1.2 Material fiir den Agardiffusionstest

Die bei der Agardiffusion eingesetzten antimikrobiellen Testplattchen wurden nach der
Veroéffentlichung von Pham et al. (1999) ausgewahlt. Zum Einsatz kamen die
Antibiotikatestplattchen Ticarcillin 75 uyg (Oxoid) und Amoxicillin/Clavulansaure 3 ug
(2ug/1ug) (OXOID). Zur Anzucht der Y. enterocolifica Stamme und der Kontrollstamme
wurden Blutagarplatten (BAP) (Oxoid) und Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agarplatten
(CASO-Agarplatten) (Oxoid) verwendet. Fur die Durchfihrung des Agardiffusionstest
kamen Mdller-Hinton-Agarplatten (MH-Agarplatten) (Oxoid) sowie Muller-Hinton-Bouillon
(MH-Bouillon) (Oxoid) zum Einsatz.

3.1.3 Material fur die PCR

DNA-Extraktion

Die Extraktion der chromosomalen Bakterien-DNA erfolgte mit DNAse freiem Wasser

(Eppendorf) in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle (Eppendorf).

Primer

In der PCR wurden zur Detektion des b/aA-Gens die Primer blaA3 und blaAS5 (eurofind
MWG GmbH) und zur Detektion des b/aB-Gens die Primer blaB3 und blaB5 (eurofind
MWG GmbH) verwendet (Tab. 10). Im PCR-Ansatz wurden die Primer mit einer

Konzentration von 200 nmol/l eingesetzt.

Tabelle 10: Sequenz der Primer fur die Amplifikation von b/aA und blaB

R-Laktamase-Gen Primer  Primer-Sequenz AmplifikatgrofRe

blaA blaA3 5-AGT GGT GGT ATC ACG TGG GT-3° 479 bp

blaAS 5-AAATGC GCT ACC GGC TTC AG-3°

blaB blaB3 5-GAA CAT ATC TCC TGC CTG GAA AT-3° 827 bp

blaB5 5-CCC ACT TTATAC CTT GGC ACA AA-3’
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Polymerase
Fur die PCR wurde der Eppendorf® Master-Mix (2,5x) (Eppendorf®) eingesetzt. Die

Zusammensetzung des Master-Mix (2,5x) und die Konzentrationen der einzelnen
Reagenzien sind in der Tabelle 11 zusammengefasst. Die PCR wurde mit dem
PCR-Cycler iCycler (BioRad) durchgeflhrt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Eppendorf® Master-Mix (2,5x)

Reagenzien Konzentration 2,5x
dNTP’s 200 uM
Tag-Polymerase 1,25 U
MgCl, 1,5 mM

Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese mit anschlieBender Anfarbung der DNA-Amplifikate
mittels Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) fand zur optischen Darstellung der DNA-
Amplifikate statt. Fur das 1% Agarosegel wurde die Agarose, BioRad Molecular Biology
verwendet. Als Gel-Laufpuffer diente der Nucleid Acid Sample Loading Buffer, (5x,)
(BioRad). Die visuelle Auswertung der Gele erfolgte anhand des DNA-Markers 100 bp
Molecular Ruler EZ Load™ 80 ug/ml (Oxoid).
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3.2 Methoden

3.2.1 Anzuchtbedingungen fir die Bakterien- und Referenzstdmme

Zu Beginn wurden die 200 untersuchten Y. enferocolitica Stamme aus der Mikrobank
auf Blutagarplatten (BAP) sowie auf Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agarplatten
(CASO-Agarplatten) ausgestrichen und bei 30°C flr 24-30 Stunden bebritet. Die
Qualitatskontrollstdmme E. co/i DSM® 1103 und S. aureus DSM® 1104 wurden
ebenfalls direkt aus der Mikrobank auf BAP und CASO-Agarplatten ausgestrichen.
Diese wurden bei 37°C flr 24-30 Stunden bebritet. Der BlaA- und BlaB-produzierende
Y. enterocolitica 108-c 4/0:3 aus dem Max von Pettenkofer Institut, Minchen kam als
Positivkontrolle im Agardiffusionstest und in der PCR zum Einsatz. Dazu wurde dieser
Stamm auf BAP und CASO-Agarplatten ausgestrichen und ebenfalls bei 30°C fur
24-30 Stunden bebritet. Der ebenfalls R-Laktamase-produzierende
Positivkontrollstamm E. co/i ATCC® 35218 wurde von der Firma DoenitzLab bezogen

und nach Anweisung des Herstellers auf BAP und CASO-Agarplatten angezlchtet.

Fur den Agardiffusionstest kamen samtliche BAP als Ausgangsagarplatten zum Einsatz,

wahrend die CASO-Agarplatten fir die PCR verwendet wurden.

3.2.2 Einstellung der Bakteriendichte

Grundlage fur den Agardiffusionstest bildete eine Ausgangsbakteriendichte von
1-4 x 107 KbE/ml (Pham et al., 1999). Zur Erlangung dieser Ausgangskonzentration
wurde in einem Vorversuch ein Tribungsstandard nach McFarland von 0,5 ermittelt.
Dieser TrUbungsstandard entspricht einer Bakteriendichte von 1-4 x 108 KbE/ml und
einer optischen Dichte von 0,125 bei 600 nm. Die Keimzahldichte von 1-4 x 108 KbE/ml
ist mit Hilfe der photometrischen Bestimmung und mit Hilfe des Tropfplattenverfahrens
ermittelt worden (N.N., 1984). Dieses Inokulum wurde anschlieBend fir den
Agardiffusionstest 1:10 verdunnt, um die Ausgangsbakteriendichte von 1-4 x 107 KbE/ml
zu erhalten (Abb. 7).
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Vorgehensweise:

Tag 1: Zwei der zu untersuchenden Y. enterocolitica Stamme und der Y. enterocolitica-
Positivkontrollstamm wurden auf BAP ausgestrichen und bei 30°C fur 24-30 Stunden
bebriten. Die Qualitdtskontrollstdamme E£. co/i DSM® 1103 und S. aureus DSM® 1104
und der Positivkontrollstamm E. co/i ATCC® 35218 wurden ebenfalls auf BAP
ausgestrichen und bei 37°C fur 24-30 Stunden bebruten.

Tag 2: Am folgenden Tag wurden im Dreifach-Ansatz von jeder BAP 5 Kolonien mittels
Impfése in ein Reagenzglas mit 5 ml Miller-Hinton-Bouillon (MH-Bouillon) tberflhrt und
durch einen Vortex-Mixer homogenisiert. Die anschlieBende Bebritung der
MH-Bouillons der zwei zu untersuchenden Y. enterocolifica Stdmme und des
Y. enterocolitica-Positivkontrollstammes erfolgte bei 30°C fir 16-20 Stunden

(Kontrollstdmme bei 37°C) = 0 Lésung.

Tag 3: Die Bakteriensuspension (0-Lésung) diente zur Anfertigung einer
Verdinnungsreihe bis 10-9. Daftir wurde aus dem 5 ml MH-Bouillon-Réhrchen mit der
0-Lésung 1 ml Suspension entnommen und in ein 9 ml MH-Bouillon-Réhrchen tberfuhrt.
Nach dem Homogenisieren wurden hieraus wieder 1 ml Suspension entnommen und in
ein neues Reagenzglas mit 9 ml MH-Bouillon gegeben und anschlieBend gut
homogenisiert. Die Verdunnungsreihe wurde so bis zur Verdinnungsstufe 10

fortgesetzt.

Photometrische Bestimmung der Bakterienzelldichte:

Die photometrische Bestimmung der Bakterienzellzahl erfolgte bei der 0-Lésung sowie
bei den Verdinnungsstufen 10-1 bis 10-3. Zur Bestimmung der optischen Dichte wurden
100 ul der jeweiligen 0-Losung (Dreifach-Ansatz) in eine Kiivette pipettiert und bei
600 nm im Photometer gemessen. Im Anschluss daran erfolgte die photometrische
Bestimmung der Verdunnungsstufen 10-', 102 und 10-3. Als Blank-Wert diente eine
unbeimpfte MH-Bouillon. Zur Vermeidung von Messfehlern innerhalb des Dreifach-
Ansatzes wurden alle drei Messungen mit derselben Klvette vorgenommen. Diese

wurde zwischen jedem Ansatz mit einer unbeimpften MH-Bouillon gespdult.
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Keimzahlbestimmung mittels Tropfplattenverfahren:

Die Keimzahlbestimmung mittels Tropfplattenverfahren erfolgte anhand der "Amtlichen
Sammlung” von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB (N. N., 1984). Dazu erfolgte
zu Beginn eine Beschriftung der Miller-Hinton-Agarplatten (MH-Agarplatten) im
Doppelansatz mit 6 Verdinnungsstufen (104 bis 10-°). Aus der jeweiligen MH-Bouillon-
Verdinnungsstufe wurden anschlieBend 50 ul pro beschriftetes Feld auf die
MH-Agarplatte pipettiert und mit der Pipettenspitze vorsichtig nach innen verstrichen.
Nachdem die Flissigkeit von dem Nahrboden aufgenommen wurde, erfolgte eine
Bebritung der MH-Agarplatten bei 30°C fur 18-24 Stunden (Kontrollstamme bei 37°C).

Tag 4: Zur Auswertung der Tropfplatten wurden jeweils zwei Sektoren auf den
MH-Agarplatten im Doppelansatz ausgezahlt, die zwischen 5 und 50 Kolonien
aufwiesen. Die Berechnung der Bakteriendichte erfolgte anhand folgender Formel (N.N.,
1984):

) 2(

Cnx140,x0,1

c= gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen
>c= Summe der Kolonien aller Sektoren, die zur Berechnung herangezogen werden
ni1= Anzahl der Sektoren der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe

n>= Anzahl der Sektoren der ndchst hdheren Verdiinnungsstufe
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TAG 1 /AV 5 Kolonien

5 ml MH-Bouillon

16-20 h bei 30°C bebriten

bebritete
Blutagarplatte

1

< ml/\1ml/\<1mlﬂ<1ml/\1ml/\1ml/\<1ml/\1ml 1 ml

TAG 2

9 ml MH-Bouillon

0-Ldsung
Je 100 pl l
Kavetten
TROPFPLATTEN-
VERFAHREN

100 pl (Doppelansatz)

PHOTOMETRISCHE MH-Agarplatte

MESSUNG
18-24 h bei 30°C bebriuten

6 Kolonien 4 Kolonien

TAG 3 17 Kolonien

15 Kolonien

AUSWERTUNG
(Doppelansatz)

MH-Agarplatte MH-Agarplatte
E= 2C = 6+17+4+15 = 19,1

ny X 1+n;x 0,1 2x1+2x0,1

Ergebnis 19,1x20x107 = 3,8x10° KBE/ml

Abbildung 7: Schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte zur Einstellung
der Bakteriendichte auf 107 KbE/ml mit Beispielauswertung (modifiziert
nach Meyer, 2007)
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3.2.3 Ergebnisse der Einstellung der Bakteriendichte

Tabelle 12: Durchschnittliche Ergebnisse der photometrischen Dichtebestimmung

sowie der Keimzahlung mittels Tropfplattenverfahren

Stamm Verdiinnung Optische Dichte bei 600 nm Bakterienzelldichte
Y. enterocolitica 0 1,082 3,6 x 102 KbE/ml
HYE 9297 10" 0,127

102 0,019

103 0,001
Y. enterocolitica 0 1,116 3,7 x 10° KbE/ml
HYE 2093 10 0,126

102 0,018

103 0,002
E. coli 0 1,282 6,5 x 10° KbE/ml
DSM® 1103 10 0,157

102 0,020

103 0,003
S. aureus 0 1,101 4,9 x 10° KbE ml
DSM® 1104 10 0,155

102 0,024

103 0,004
Y. enterocolitica 0 1,068 3,8 x 10° KbE/ml
108-c 10 0,126

102 0,020

103 0,002
E. coli 0 1,280 6,2 x 10° KbE/ml
ATCC® 35218 10 0,153

102 0,024

103 0,004
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Die Bestimmung der Bakteriendichte mittels Tropfplattenverfahren zeigte, dass die
0-Lésung bei den getesteten Y. enterocolitica Stammen zwischen 3,6-3,8 x 10° KbE/ml
enthielt. Bei den Qualitatskontrollstdmmen lag die Bakteriendichte in der 0-Lésung bei
E. co/iDSM® 1103 im Durchschnitt bei 6,5 x 109 KbE/ml und bei S. aureus DSM® 1104
durchschnittlich  bei  4,9x10° KbE/ml. Bei den Positivkontrollen zeigte
Y. enterocolitica 108-c 4/0:3 eine Dichte von 3,8 x 10° KbE/ml und E. co/i ATTC® 35218

eine Durchschnittsbakteriendichte von 6,2 x 109 KbE/ml.

Die photometrische Dichtebestimmung der 1:10 Verdlinnung wies eine durchschnittliche
optische Dichte (OD) von 0,126 bis 0,127 bei den Y. entferocolitica Stammen und eine
OD von 0,126 beim Y. enferocolitica 108-c Positivstamm auf. Die Ergebnisse der OD-
Bestimmung bestéatigen damit die Bakteriendichte von 10° KbE/ml in der 0-LOsung. Bei
einer 1:100 Verdinnung der 0-Ldsung ist dementsprechend eine Bakteriendichte von
1-4 x 107 KbE/ml bei VY. enferocolitica zu erwarten. Daher wurde diese
Verdinnungsstufe zum Beimpfen der MH-Agarplatten im Agardiffusionstest verwendet.

Die durchschnittlichen Ergebnisse sind in Tabelle 12 dargestellit.

3.2.4 Durchflhrung des Agardiffusionstests

Die Durchfuhrung des Agardiffusionstests erfolgte in Anlehnung an die Veréffentlichung
von Pham et al. (1993a, 1999) und nach den Richtlinien des CLSI-Dokument M31-A2
aus dem Jahre 2002. Zu Beginn der Tests wurden die 200 Y. enferocolitica Stamme von
der Mikrobank auf BAP ausgestrichen und Utber Nacht bei 30°C (Positivkontrolle bei
30°C, Kontrollstamme bei 37°C) bebritet. Zur Herstellung des Inokulums mit einer
Bakteriendichte von 1-4 x 107 KbE/ml wurden von den jeweiligen beimpften BAP vom
Vortag 5 Kolonien mit der Impfése in 5 ml MH-Bouillon Gberimpft, mittels Vortex-Mixer
gut homogenisiert und fur 16-20 Stunden bei 30°C (Positivkontrolle bei 30°C,
Kontrollstdmme bei 37°C) bebritet. Aus der Flussigkultur wurde eine 1:100 Verdinnung
hergestellt, indem 1 ml von der Flissigkultur in ein 9 ml MH-Bouillon-Réhrchen und von

diesem wieder 1 ml in ein neues 9 ml MH-Bouillon-Rdéhrchen tberfihrt wurde. Mit Hilfe
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des Vortex-Mixers sind die Suspensionen gut gemischt worden. Anschliellend wurde
jedes verdunnte Inokulum visuell mit dem McFarland 0,5 Standard verglichen und
gegebenenfalls mit MH-Bouillon angepasst. Zur Beimpfung der MH-Agarplatten wurde
diese 1:100 Verdinnung verwendet. Dazu wurde ein steriler Tupfer in die
Bakteriensuspension eingetaucht und anschlieend Uberschiissiges Inokulum aus dem
Tupfer entfernt, indem der Tupfer oberhalb des FlUssigkeitsspiegels an die
Réhrchenwand gedrickt wurde. Mit diesem befeuchteten Tupfer erfolgte ein
gleichmaliger Dreifach-Ausstrich Uber die gesamte MH-Agarplatte, wobei die
MH-Agarplatte jedes Mal um 60° gedreht wurde. Zum Antrocknen des Inokulums wurde
die beimpfte Agarplatte fur 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen.
Danach wurden die antibiotikahaltigen Testplattchen im Doppelansatz mit Hilfe einer
sterilen Pinzette in einem Abstand von 22 mm mittig auf die Agaroberflache
aufgebracht. Zur Uberpriifung der BlaA-Expression wurden die Antibiotikatestpléttchen
Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg) auf die MH-Agarplatte und zur
Uberpriifung der BlaB nur ein Amoxicillin/Clavulanséure-Antibiotikatestplattchen (3 pg)
auf die MH-Agarplatte aufgebracht AnschlieRend wurden die Platten 20-22 Stunden bei
30°C (Positivkontrolle bei 30°C, Kontrollstamme bei 37°C) bebritet.

Um eine mogliche Temperaturabhangigkeit der [R-Laktamasebildung zu Uberprifen
(KIST und SANABRIA DE ISELE, 1980; JIMENEZ-VALERA et al., 1986), wurden die
gleichen Untersuchungen im Doppelansatz bei 25°C (Kontrollstdmme bei 25°C und
30°C) durchgefuhrt.

Nach der Inkubation wurde der Hemmbhof bei jedem Testplatichen mit einem Lineal auf
den Millimeter genau ausgemessen. In Abbildung 8 ist die Durchfiihrung des
Agardiffusionstests ~ schematisch  dargestellt. Der  Auswertung liegt der
Auswerteschlissel von Pham et al. (1995b, 1999) zu Grunde. Dabei wurde von der
GroRe des HHR um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansaure auf die Expression der
BlaA oder BlaB geschlossen (Tab. 13). Der HHR entsprach dabei der Strecke des
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Hemmhofs vom Rand des Antibiotikaplatichen bis zum Ende der Hemmhofzone. Bei
ungleichmaligen Hemmhdfen wurde die breiteste Flache gemessen. Eine
BlaA-Expression liegt vor, wenn der HHR um Ticarcillin zwischen 2 und 8 mm betragt
und eine charakteristische Synergiezone zwischen den Hemmhdfen um Ticarcillin und
Amoxicillin/Clavulansaure besteht. Eine BlaB-Expression hingegen besteht, wenn der
Hemmhof um Ticarcillin gréer 9 mm betragt und keine charakteristische Synergiezone
zwischen den Antibiotikatestplatichen vorhanden ist (PHAM et al.,, 1999). Die
Anwesenheit der BlaB kann auch anhand des Amoxicillin/Clavulansaure-
Antibiotikatestplattchen  allein  bestimmt werden. Bei einem HHR um
Amoxicillin/Clavulansaure von kleiner 3 mm liegt eine BlaB-Expression vor, wahrend

eine Expression bei einem HHR von gréf3er 6 mm nicht existiert (PHAM et al., 1995b).

Tabelle 13: Bewertungsschlissel zur Bestimmung der Expression der 3-Laktamase A
und B im Agardiffusionstest (nach Pham et al., 1995b, 1999)

R-Laktamase positive Expression

BlaA HHR TIC 2-8 mm + einen charakteristische Synergiezone
zwischen TIC und AMC; HHR AMC > 6 mm

BlaB HHR > 9 mm um TIC und keine Synergiezone um AMC; HHR
AMC <3 mm

AMC: Amoxicillin/Clavulansaure; HHR: Hemmbhofradius; TIC: Ticarcillin
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TAG 1

bebritete
Blutagarplatte

TAG 2

TAG 3

5 Kolonien

5 ml MH-Bouillon

16-20 h bei 30°C bebruten

1ml ~— 1ml

4 / 4

9 ml MH-Bouillon
10° KbE/ml 108 KbE/ml 107 KbE/ml
(0-L6sung) (10 (102)
Tupfer

Tupfer befeuchten

107 KbE/ml
(10?)

Platte im Doppelansatz

MH-A latt
mit Tupfer 3x ausstreichen arplatte

\ 5min trocknen

Antibiotikaplattchen
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Abbildung 8: Durchfiihrung des Agardiffusionstests (modifiziert nach Meyer, 2007)
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3.2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion

3.2.5.1 DNA-EXxtraktion

Die Untersuchung auf Vorliegen der [3-Laktamase-Gene b/aA und b/aB mittels PCR
wurde bei allen 200 Y. enferocolitica Stdmmen durchgefihrt. Dazu wurden die
Y. enterocolitica Stamme und die Referenzstdmme, wie im Kapitel 3.2.1 beschrieben,
auf CASO-Agarplatten (Oxoid) angezichtet. Zur Extraktion der DNA wurde von jeder
CASO-Agarplatte eine kleine Bakterienkolonie mittels Impfése entnommen und in sterile
1,5 ml Eppendorfreaktionsgefale mit 100 yl DNase freiem Wasser (Eppendorf)
suspendiert. AnschlieBend wurden die Proben mittels Vortex-Mixer kurz gemischt.
Durch eine Erhitzung der Proben fur 10 min bei 99°C wurde die Zellwande zerstort und
damit die Bakterien-DNA freigesetzt. Durch eine kurze Zentrifugation sind anschliel3end
Wasserkondensate aus dem Deckel der Eppendorfgefalle entfernt worden. Die

freigesetzte Bakterien-DNA wurde im Anschluss als Template-DNA verwendet.

3.2.5.2 PCR-Reaktionsansatze und DNA-Amplifikation

Die PCR-Reaktionsansatze wurden unter der Sicherheitswerkbank (NUNC™) auf Eis in
0,5 ml EppendorfgefalRe pipettiert (Tab. 14). Der Reaktionsansatz bestand dabei aus
dem Eppendorf-Mastermix® (2,5x), DNase freiem Wasser (Eppendorf®), den jeweiligen
Primern, sowie der Template-DNA. Das Reaktionsvolumen pro Probe betrug insgesamt
25 pl.

Tabelle 14: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes pro Probe

Reagenz Volumen
DNAse freies Wasser (Eppendorf®) 12 ul
Eppendorf-Master-Mix (2,5x®) 10 pl
Primer (blaA oder blaB) 1 ul
Template-DNA 2yl
Summe 25 pl
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Die Eppendorfgefalle wurden in den Thermocycler (iCycler BioRad) eingesetzt und die

DNA-PCR-Amplifikation bei folgendem Programm gestartet:

Tabelle 15: PCR-Protokoll

Protokollschritt Laufzeit Temperatur Zyklen
Primardenaturierung 5 min 95°C 1
Denaturierung 30 sec 95°C
Annealing 1 min 54°C 35
Elongation 2 min 72°C
Schlusselongation 4 min 72°C 1

Zur Kontrolle der Kontaminationsfreiheit wurde bei jedem Gel in eine Gel-Tasche eine
Negativkontrolle mitgefiihrt, die alle Reagenzien auRer der Template-DNA enthielt. Als

Positivkontrolle wurde der Y. enterocolitica 108-c 4/0:3 Stamm mitgefuhrt.

3.2.5.3 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der PCR-Amplifikate erfolgte mit einem 1%igen Agarosegel. Dazu wurden
0,3 g Agarose (BioRad) in einem 100 ml Erlenmeyerkolben eingewogen und mit
1,5 ml 10x TSE-Puffer (BioRad) ad 30 ml Aqua bidest. gemischt. Um die Agarose
vollstdndig zu I6sen, wurde die Loésung fur ca. 2 min in der Mikrowelle erhitzt.
AnschlieRend wurde ein Gelschlitten in die dazugehdrige GielRvorrichtung eingespannt
und die geléste Agarose hineingegeben. Sofort wurde ein Gelkamm mit
15 Zinken in die GieRRvorrichtung eingehangt. Das Agarosegel stand fir 45 Minuten bis
zur Polymerisation bei RT. Nach der Polymerisation der Agarose konnte der Gelkamm
entfernt und das Gel mit dem Gelschlitten in die Laufkammer eingehangt werden. Dabei
musste darauf geachtet werden, dass die Geltaschen zum Negativpol der Laufkammer

zeigten. Die Laufkammer wurde mit 0,5x TSE-Puffer gefullt, bis das Agarosegel
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ausreichend mit dem Puffer bedeckt war. Zur Erleichterung des Einbringens der PCR-
Ansatze sowie zur optischen Verfolgung des Elektrophoreselaufs wurden je 4 ul eines
PCR-Ansatzes mit 4 yl des Gel-Laufpuffers (BioRad), bestehend aus Glycerin, TBE-
Puffer sowie Bromphenolblau vermischt und 4 pl davon in die Geltaschen eingebracht.
In die erste und in die letzte Geltasche wurden 4 pl des DNA-Markers (BioRad)
pipettiert. AnschlieRend wurde die Laufkammer geschlossen und die Gelelektrophorese
bei 120 Volt fir 30 Minuten gestartet. Nach Beendigung wurde das Gel fir 15 Minuten in
ein Ethidiumbromidbad (25 pl/500 ml) eingelegt. Zur Entfernung von Uberschissigem
Ethidiumbromid wurde das Gel anschlieRend fur 5 Minuten in Aqua bidest. gewassert.
Unter UV-Licht wurde das Gel betrachtet und zur Dokumentation digital fotografiert. Die
Auswertung erfolgte visuell mit Hilfe der Langenstandards (BioRad) sowie des

Positivkontrollstamms.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse des Agardiffusionstests

Die Expression von R-Laktamasen wurde bei 200 aus Bayern isolierten
Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen mittels Doppelplattchenagardiffusionstest untersucht.
60 der untersuchten Stdmme sind humane Stuhlproben. 140 Stdamme sind porcinen
Ursprungs und wurden aus Kot (17), Tonsillen (63), Ferkeln (2), Fleischstiicken (17),
Innereien (14), Zungen (5) und Hackfleisch (22) isoliert. Die Auswertung erfolgte nach
PHAM et al. (1995b, 1999). Zur Bewertung wurde der HHR um das Ticarcillin- und
Amoxicillin/Clavulansaure-Antibiotikatestplatichen, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben,

herangezogen (Abb. 9).

BlaA und BlaB BlaA ohne BlaB

Abbildung 9: Expression und Synergiezone von BlaA mit BlaB-Expression (links)
bzw. ohne BlaB-Expression (rechts) im Agardiffusionstest bei

Y. enterocolitica 4/0:3
Antibiotikatestplattchen je Platte: links: Ticarcillin (75 pg); rechts:

Amoxicillin/Clavulansaure (3 ug)
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Im  Agardiffusionstest wiesen insgesamt 99,5% der 200 untersuchten
Y. enterocolitica 4/0:3 Stdmme eine BlaA-Expression auf. Die 199 BlaA-positiven
Stdmme zeigten dabei einen HHR von 2 bis 5 mm um Ticarcillin sowie eine
charakteristische Synergiezone zwischen den Antibiotikatestplattchen. Nur bei einem
einzigen aus Schweine-Tonsillen isolierten Stamm war die Interpretation des
Ergebnisses fraglich. Dieser Stamm besal} im Agardiffusionstest einen HHR von 9 mm
um Ticarcillin, womit er auRerhalb des HHR-Bereiches fir ein BlaA-positives Ergebnis
lag. Trotzdem zeigte dieser Stamm eine Synergiezone zwischen den

Antibiotikatestplattchen, die charakteristisch fir eine BlaA-Expression ist.

Von den 200 untersuchten Proben zeigten 196 (98,0 %) Stdmme im Agardiffusionstest
eine Expression von BlaB. 57 dieser BlaB-positiven Stdmme waren humanen und
139 porciner Herkunft. Bei allen 196 BlaB-positiven Stdmmen wurden gleichzeitig auch
BlaA exprimiert. Bei dem Stamm mit fraglicher BlaA-Expression erfolgte eine BlaB-
Expression. In Tabelle 16 sind die BlaA- und BlaB-positiven Stadmme zur
Veranschaulichung dargestellt. Der HHR um Amoxicillin/Clavulansaure war bei allen
196 (98,0 %) BlaB-positiven Stammen kleiner 3 mm. Bei den 4 (2,0 %) BlaB-negativen
Stammen lag der HHR zwischen 6 und 8 mm. Drei dieser Stdmme waren humanen und

ein Stamm porcinen Ursprungs (Tab. 22).

PHAM et al. (1999) erklarten die positive BlaA-Expression mit einem HHR um Ticarcillin
von 2 bis 8 mm und mit einer gleichzeitigen charakteristischen Synergiezone zwischen
dem Hemmhof um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansaure. Im durchgefuhrten
Agardiffusionstest wiesen alle 200 untersuchten Stdmmen eine solche Synergiezone
auf, von denen aber nicht alle Stdmme auch einen Hemmhof um
Amoxicillin/Clavulansaure zeigten. Bei 30°C Bebrutungstemperatur zeigten nur
20 (10,0 %) von 200 Stammen eine charakteristische Synergiezonezone mit
gleichzeitigem Hemmhofradius um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansaure (Abb. 9).
Bei der Bebrutungstemperatur von 25°C konnte dies bei 15 (7,5 %) Stammen

beobachtet werden. Dabei wurde ein HHR von gréRer 2 mm als Hemmhof um
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Amoxicillin/Clavulansaure als positiv fur diese Zone gewertet. Bei den Ubrigen
180 (90,0 %) Stammen bei der Bebritungstemperatur von 30°C und den 185 (92,5 %)
Stammen bei der Bebritungstemperatur von 25°C konnte eine Synergiezone zwischen
den beiden Antibiotikatestplatichen beobachtet werden, bei dem der Hemmhof um

Amoxicillin/Clavulansaure kleiner 1 mm war (Abb. 9).

Tabelle 16: Anzahl der BlaA- und BlaB-positiven Stamme im Agardiffusionstest

untersuchte Stdmme BlaA positiv BlaB positiv
Herkunft der Stamme

(%) (%) (%)
Mensch Stuhl 60 (30,0) 60 (30,0) 57 (28,5)
Schwein Kot 17 (8,5) 17 (8,5) 17 (8,5)
Tonsillen 63 (31,5) 62 (31,0) 62 (31,0)
Ferkel 2(1,0) 2 (1,0) 2 (1,0)
Schweinefleisch  Fleischstiicke 17 (8,5) 17 (8,5) 17 (8,5)
Innereien 14 (7,0) 14 (7,0) 14 (7,0)
Zungen 5(2,5) 5(2,5) 5(2,5)
Hackfleisch 22 (11,0) 22 (11,0) 22 (11,0)
Summe 200 (100,0) 199 (99,5) 196 (98,0)

Ergebnisse des HHR um Ticarcillin und der Synergie im Agardiffusionstest bei

30°C Bebriitungstemperatur

Im Agardiffusionstest zeigten 59 der BlaA-positiven humanen Y. enterocolitica 4/0:3
Stdmme einen HHR um Ticarcillin von 2 bis 4 mm. Nur 1 Stamm besal einen grolReren
HHR von 5 mm. Der HHR um Ticarcillin lag bei 61 der 62 BlaA-positiven Stdmme aus
Schweine-Tonsillen ebenfalls zwischen 2 und 4 mm. Bei einem Stamm war der HHR
kleiner 1 mm. Bei den Stdmmen aus Kot, Ferkeln, Fleischstiicken, Innereien und
Zungen wurden alle BlaA-positiven Stdmme mit einem HHR von 2 bis 4 mm gemessen.
21 der 22 Hackfleischstamme zeigten ebenfalls diese HHR-GroRe. Lediglich 1 Stamm
wies mit 5 mm einen groReren HHR auf. Die Ergebnisse der Verteilung der HHR-GroRRe
um Ticarcillin bei den BlaA-positiven Stammen sind in Tabelle 17 zusammengefasst.
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Tabelle 17: Verteilung der HHR-Grdol3e um Ticarcillin der BlaA-positiven Stdmme

(30°C Bebritungstemperatur)

Herkunft der Stdmme (n) BlaA positiv (n) <1 mm 2-4mm 5mm
Mensch Stuhl (60) 60 - 59 1
Schwein Kot (17) 17 - 17 -
Tonsillen (63) 62 1 61 -
Ferkel (2) 2 - 2 -
Schweinefleisch Fleischstlicke (17) 17 - 17 -
Innereien (14) 14 - 14 -
Zungen (5) 5 - 5 -
Hackfleisch (22) 22 - 21 1
Summe 200 199 1 196 2

n: Anzahl der Proben

Die von PHAM et al. (1999) beschriebene charakteristische Synergiezone zwischen
dem Hemmbhof um Ticarcillin und gleichzeitigem Hemmhof um Amoxicillin/Clavulansaure
von gréRer 2 mm konnte nur bei 20 (10,0 %) der 200 untersuchten Stdmme beobachtet
werden. Von diesen 20 Stammen waren 7 Stdmme humanen und 13 Stamme porcinen
Ursprungs (2 aus Kot, 9 aus Tonsillen, 1 aus Innereien, 1 aus Hackfleisch) (Tab. 18).
Bei den Ubrigen 180 (90,0 %) Stdmmen zeigte sich eine Synergiezone zwischen den
Antibiotikatestplattchen, aber der HHR um Amoxicillin/Clavulansaure war kleiner 1 mm
(Abb. 9).

Die Synergiezone zeigte sich bei den einzelnen Stammen in ihrer Auspragung
unterschiedlich grof3. Bei der Mehrheit der Stdamme reichte die Synergiezone vom Rand
des Ticarcillin-Antibiotikaplattchen 16 bis 22 mm  weit bis zum

Amoxicillin/Clavulansaure-
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Antibiotikatestplatichen. Nur bei 17 Stammen reichte die Synergiezone weniger als
16 mm weit. Einen Zusammenhang zwischen der HHR-GréRe um Ticarcillin oder
Amoxicillin/Clavulansaure und der Synergiezonen-Grélke war dabei ebenso wenig zu
erkennen wie ein Zusammenhang zwischen der Synergiezonen-Grolde und des

Ursprungs der untersuchten Stamme.

Tabelle 18: Anzahl der BlaA positiven Stdmme mit charakteristischer Synergiezone und
HHR von >2 mm um AMC bzw. HHR von <1 mm um AMC
(30°C Bebritungstemperatur)

Synergiezone

Herkunft der Stdmme (n) BlaA positiv HHR AMC HHR AMC
(%) > 2mm (%) <1 mm (%)
Mensch Stuhl (60) 60 (30,0) 7 (3,5) 53 (26,5)
Schwein Kot (17) 17 (8,5) 2(1,0) 15 (7,5)
Tonsillen (63) 62 (31,0) 9 (4,5) 53 (26,5)
Ferkel (2) 2(1,0) - 2(1,0)
Schweinefleisch  Fleischstlcke(17) 17 (8,5) - 17 (8,5)
Innereien (14) 14 (7,0) 1(0,5) 13 (6,5)
Zungen (5) 5(2,5) - 5(2,5)
Hackfleisch (22) 22 (11,0) 1(0,5) 21 (10,5)
Summe 200 199 (99,5) 20 (10,0) 179 (89,5)

n: Anzahl der Proben; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure
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Ergebnisse des HHR um Ticarcillin und der Synergie im Agardiffusionstest bei

25°C Bebritungstemperatur

Bei 25°C Bebritungstemperatur lag der HHR um Ticarcillin bei 190 der BlaA-positive
Stdmme zwischen 2 und 4 mm. Nur 2 humane Stdmme zeigten einen groleren HHR
von 5 mm und 1 humaner Stamm einen HHR von 6 mm. Bei den porcinen Stammen
wiesen drei Stamme aus Schweine-Tonsillen einen HHR von kleiner 1 mm auf, wobei
einer dieser beiden Stdmme bereits bei 30°C diese HHR-GrolRe zeigte. Lediglich ein
Stamm aus Schweine-Tonsillen wies einen grélleren HHR von 5 mm auf. Der gréfte
HHR der BlaA-positiven Stamme lag bei einem aus Hackfleisch isoliertem Stamm bei
7 mm (Tab. 19).

Tabelle 19: Verteilung der HHR-Grdél3e um Ticarcillin der BlaA-positiven Stdmme

(25°C Bebrutungstemperatur)

Herkunft der Stdmme (n) poSiItT\:A(n) <1mm 2-4mm 5mm 6 mm 7 mm
Mensch Stuhl (60) 60 - 57 2 1 -
Schwein Kot (17) 17 - 16 - 1 -
Tonsillen (63) 62 3 58 1 - -
Ferkel (2) 2 - 2 - - -
Schweinefleisch Fleischstiicke(17) 17 - 17 - - -
Innereien (14) 14 - 14 - - -
Zungen (5) 5 - 5 - - -
Hackfleisch (22) 22 - 21 - - 1
Summe 200 199 3 190 3 2 1

n: Anzahl der Proben

68



Ergebnisse

Bei einer Bebrutungstemperatur von 25°C zeigten 15 (7,5 %) der 200 untersuchten
Stdmme eine charakteristische Synergiezone zwischen den Antibiotikatestplattchen mit
gleichzeitigem Hemmhof von gréfler 2 mm um Amoxicillin/Clavulansdure. Von diesen
Stdmmen waren 9 humanen und 6 porcinen Ursprungs. Von diesen porcinen Stdmmen
waren 4 Stamme aus Schweine-Tonsillen und je 1 Stamm aus Ferkeln und Hackfleisch.
Bei den ubrigen 184 Stdmmen zeigte sich eine Synergiezone mit einem HHR von
kleiner 1 mm um das Amoxicillin/Clavulansdure-Antibiotikatestplattchen (Tab. 20). Bei
25°C reichte die Synergiezone vom Rand des Ticarcillin-Antibiotikaplattchen 6 bis
22 mm weit bis zum Amoxicillin/Clavulansaure-Antibiotikatestplattchen. Nur bei
19 Stdmmen reichte die Synergiezone weniger als 16 mm weit. Einen Zusammenhang
zwischen der HHR-GroRe um Ticarcilin oder Amoxicillin/Clavulansaure und der
Synergiezonen-GroRe sowie ein Zusammenhang zwischen der Synergiezonen-Grolie

und des Ursprungs der untersuchten Stamme war auch hier nicht zu erkennen.

Tabelle 20: Anzahl der BlaA positiven Stdmme mit charakteristischer Synergiezone und
HHR von >2 mm um AMC bzw. HHR von <1 mm um AMC
(25°C Bebritungstemperatur)

Synergiezone

Herkunft der Stdmme (n) BlaA positiv HHR AMC HHR AMC
(%) > 2 mm (%) <1 mm (%)
Mensch Stuhl (60) 60 (30,0) 9 (4,5) 51 (25,5)
Schwein Kot (17) 17 (8,5) - 17 (8,5)
Tonsillen (63) 62 (31,0) 4 (2,0) 58 (29)
Ferkel (2) 2(1,0) 1(0,5) 1(0,5)
Schweinefleisch  Fleischstlicke(17) 17 (8,5) - 17 (8,5)
Innereien (14) 14 (7,0) - 14 (7,0)
Zungen (5) 5(2,5) - 5(2,5)
Hackfleisch (22) 22 (11,0) 1(0,5) 21 (10,5)
Summe 200 199 (99,5) 15 (7,5) 184 (92,0)

n: Anzahl der Proben
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Vergleich der Ergebnisse bei 30°C und 25°C Bebriitungstemperatur

Die Agardiffusionstestergebnisse der beiden Bebrutungstemperaturen 30°C und 25°C
differierten besonders in der Anzahl der unterschiedlichen HHR-GréRen (Tab. 21). Beim
Vergleich der einzelnen HHR-Grélen in mm zeigte sich, dass bei 30°C insgesamt 64
Stamme (32,0 %) einen HHR von 2 mm um Ticarcillin aufwiesen, wahrend es bei 25°C
insgesamt 104 (52,0 %) Stdmme waren. Anders verhalt es sich bei der HHR-GréRRe von
3 mm. Diese HHR-GroRe wiesen bei 30°C insgesamt 102 (52,0 %) Stamme auf,
wahrend dies bei 25°C nur 21 Stamme taten. Ahnlich ist das Ergebnis bei einem HHR
von 4 mm. Wahrend bei 30°C 30 (15,0 %) Stdamme diese HHR-GréRe hatten, waren es
bei 25°C nur 15 (7,5 %). Bei den anderen HHR-Gr6Ren zeigten sich nur geringflgige

Unterschiede.

Die charakteristische Synergiezone bildete sich zwischen den Antibiotikatestplattchen
bei den unterschiedlichen Y. enterocolifica Stdmmen unterschiedlich grol3 aus. Bei der
Mehrheit der Stamme reichte die Synergiezone vom Rand des Ticarcillin-
Antibiotikaplattchen 16 bis 22 mm weit bis zum Amoxicillin/Clavulansaure-
Antibiotikatestplattchen. Wahrend bei 30°C Bebrutungstemperatur 17 Stdmme eine
kleinere GroRRe dieser Synergiezone zeigten, waren es bei 25°C 19 Stamme. Einen
Zusammenhang zwischen der HHR-GréRe um Ticarcillin oder Amoxicillin/Clavulansaure
und der Grolie der Synergiezone war dabei nicht zu erkennen. Ebenso liel3 sich kein
Zusammenhang zwischen der Synergiezonen-Grofle und des Ursprungs der
untersuchten Stamme erkennen. Ein Einfluss der Temperatur auf die SynergiegréfRe lag

nicht vor.
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Insgesamt wiesen alle 200 untersuchten Y. enferocolitica 4/0:3 Stamme eine
charakteristische Synergiezone zwischen den beiden Antibiotikatestplattchen Ticarcillin
und Amoxicillin/Clavulansaure auf. Dabei unterschieden sie sich insbesondere in der
Grolle des HHR um Amoxicillin/Clavulansaure. Wahrend bei der Bebriatungstemperatur
von 30°C 20 (10,0 %) Stdmme unterschiedlichen Ursprungs eine charakteristische
Synergiezone mit gleichzeitigem HHR von gréBer 2 mm um Amoxicillin/Clavulansdure
zeigten, waren es bei 25°C Bebritungstemperatur von diesen 20 Stammen insgesamt
nur 15 (7,5 %) Stamme. 179 (89,5 %) Stamme unterschiedlichen Ursprungs zeigten bei
30°C neben der Synergiezone lediglich einen HHR um Amoxicillin/Clavulansdure von
kleiner 1 mm. Bei 25°C waren es hingegen 184 (92,0 %).

Tabelle 21: Vergleich des HHR um Ticarcillin in mm bei den BlaA-positiven Stammen

bei den Bebritungstemperaturen 30°C und 25°C

BlaB-positive <1mm 2mm 3 mm 4 mm 5 mm 6 mm 7 mm
Stamme (n) 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25
Stuhl (60) - - 15 26 31 27 13 4 1 2 -1 - -
Kot (17) - - 6 8 7 5 4 3 - - -1 - -
Tonsillen (62) 1 3 25 36 29 18 7 4 -1 - - - -
Ferkel (2) - - - 1 2 - -1 - - - - - -
Fleischstucke (17) - - 3 7 12 8 2 2 - - - - - -
Innereien (14) - - 9 M 5 3 - - - - - - - -
Zungen (5) - - 1 3 2 2 2 - - - - - - -
Hackfleisch (22) - - 5 12 14 8 2 1 1 - - - -1
Summe 1 3 64 104 102 71 30 15 2 3 - 2 -1

n: Anzahl der Proben
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Ergebnisse des HHR um Amoxicillin/Clavulansdure zur Detektion der

BlaB-Expression im Agardiffusionstest

Die Detektion der BlaB-Expression erfolgte im Agardiffusionstest anhand des HHR um

Amoxicillin/Clavulansaure. Dieser lag bei insgesamt 196 (98,0 %) der 200 Stdmme

zwischen kleiner 1 mm und 3 mm (Tab. 22). Bei lediglich 4 (2,0 %) Stdmmen betrug der

HHR 6 bis 8 mm. Diese 4 Stdmme zeigten damit keine BlaB-Expression im

Agardiffusionstest. Von diesen 4 BlaB-negativen Stdmmen waren 3 humanen und

1 Stamm porcinen Ursprungs. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den HHR-Grdélen

um Amoxicillin/Clavulansdure konnte beim Vergleich der beiden Bebritungs-
temperaturen 30°C und 25°C nicht festgestellt werden.
Tabelle 22: Vergleich des HHR um Amoxicillin/Clavulansaure in mm
(30°C und 25°C Bebrutungstemperatur)
Herkunft der <1mm 2 mm 3 mm 4 mm 5 mm 6 mm 7 mm 8 mm
Stamme (n) 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25 30 25
Stuhl (60) 53 51 3 3 1 3 - - - - 1 - 11 12
Kot (17) 15 17 2 - -
Tonsillen (63) 54 59 8 3 - - - - - - 1 1
Ferkel (2) 2 1 -1
Fleischstlicke (17) 17 17 - - -
Innereien (14) 13 14 1 - -
Zungen (5) 5 5 - - -
Hackfleisch (22) 21 21 11
Summe 180 185 15 8 1 3 - - - - 2 1 1 1 1 2

n: Anzahl der Proben
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4.2 Ergebnisse der PCR

Die Uberpriffung des Vorliegens der R-Laktamase-Gene b/aA und blaB fir die
Expression von BlaA und BlaB wurde bei 200 Y. enterocolitica 4/0:3 Stdammen unter
Verwendung einer konventionellen PCR-Methode nach STOCK et al. (1999) untersucht.
Als Positivstamm wurde der bereits von STOCK et al. (1999) verwendete

Y. enterocolitica 108-c 4/0:3 Stamm eingesetzt.

104 bp

Abbildung 10: PCR Amplifikate im Agarosegel
M: 100 bp DNA-Marker; P: Positivkontrolle Y. enferocolifica 108-c 4/0:3; N: Negativkontrolle;
P1 bis P5 :Y. enterocolitica 4/0:3 Nr. 1 bis 5; A: PCR-Amplifikat fir b/aA;; B: PCR-Amplifikat fir b/aB;

Unter Verwendung spezifischer Primer fir die VY. enterocolifica 4/0:3 R-Laktamase-
Gene b/aA und blaB (siehe Kapitel 3.1.3) wurden fir b/aA ein DNA-Amplifikat von
479 bp und fur die b/aB ein DNA-Amplifikat von 827 bp detektiert (Abb. 10). Ein
DNA-Amplifikat von 479 bp fur das b/aA-Gen konnte in 199 (99,5 %) der
200 untersuchten Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen nachgewiesen werden. Lediglich ein
Stamm aus einer Hackfleischprobe enthielt kein DNA-Amplifikat fir das Gen b/aA. Bei
allen untersuchten Stammen konnte ein DNA-Amplifikat von 827 bp flr das b/laB-Gen

nachgewiesen werden.
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4.3 Vergleich der Ergebnisse des Agardiffusionstests und der PCR

Ein Vergleich der Ergebnisse beider Methoden zeigt, das 199 (99,5 %) der
200 untersuchten Y. enterocolitica 4/0:3 Stamme das Gen b/aA besitzen. Von diesen
199 blaA-positiven Stdamme exprimierten 198 Stamme auch BlaA im Agardiffusionstest.
Lediglich 1 Stamm aus Schweine-Tonsillen wies in der PCR das Gen b/aA auf,
exprimierte im Agardiffusionstest aber nur BlaB. In der PCR konnte bei einem Stamm
aus Hackfleisch kein b/aA-Gen nachgewiesen werden. Trotz fehlendem Gennachweis

exprimierte dieser Stamm BlaA in der Agardiffusion.

Das b/aB-Gen zur Expression der BlaB konnte anhand der PCR bei allen untersuchten
Stammen nachgewiesen werden. Trotz Vorliegen des Gens bei allen Stdmmen
exprimierten nur 196 (98,0 %) Stamme die BlaB im Agardiffusionstest. Bei 4 (2,0 %)
Stammen konnte keine BlaB-Expression festgestellt werden (Tab. 23). Von diesen
Stdmmen waren 3 humanen und ein Stamm porcinen Ursprungs. Neben der BlaB

exprimierten alle 196 BlaB-positiven Y. enferocolitica Stdmme gleichzeitig auch BlaA.

Tabelle 23: Darstellung der abweichenden Ergebnisse zwischen dem Vorkommen der
blaA- und blaB-Gene und der Expression der BlaA und BlaB aus PCR und

Agardiffusion bei Y. enterocolitica 4/0:3

Agardiffusion PCR
Herkunft der Stamme (n) BlaA- BlaB- blaA- blaB-
positiv positiv positiv positiv
Mensch Stuhl (60) 60 57 60 60
Schwein Tonsillen (63) 62 62 63 63
Schweinefleisch Hackfleisch (22) 22 22 21 22
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5. DISKUSSION

Antibakterielle Resistenzen stellen ein zunehmendes Problem in der antimikrobiellen
Therapie dar. Besonders der extensive und unkontrollierte Einsatz von Antibiotika in der
Human- und Veterinarmedizin wird fir dieses Problem verantwortlich gemacht. Bei
R-Laktam-Antibiotikaresistenzen resultieren diese hauptsachlich aus der bakteriellen
Fahigkeit zur R-Laktamasebildung. Bisher haben sich nur wenige Studien mit der
Pravalenz der chromosomalen R-Laktamasen bei Y. enferocolitica 4/0:3 Stammen
befasst (CORNELIS und ABRAHAM, 1975; MATTHEW et al., 1977; PHAM et al.,,
1991b, 1995b, 1999; STOCK et al., 1999). Unter diesen wurde bei einer Studie das
Vorkommen von R-Laktamasen bei Y. enterocolitica 4/0:3 aus Deutschland untersucht
(STOCK et al, 1999). In der vorliegenden Studie sollte das Vorkommen der
R-Laktamase-Gene blaA und blaB sowie die Expression der 3-Laktamasen A und B bei
Y. enterocoljtica 4/0:3 Stammen aus Bayern mittels konventioneller PCR-Methode und
Agardiffusionstest untersucht werden. Die Ergebnisse beider Testverfahren werden im

Folgenden diskutiert.

Insgesamt betrachtet konnte im Agardiffusionstest bei 199 (99,5 %) der
200 untersuchten Y. enferocolitica Stdmme eine BlaA-Expression nachgewiesen
werden. Bei einem Stamm aus Schweine-Tonsillen war hinsichtlich widersprichlicher
Ergebnisse im Agardiffusionstest die Interpretation einer BlaA-Expression fraglich.
Aufgrund eines HHR um Ticarcillin von 9 mm gilt dieser Stamm eigentlich als
BlaA-negativ. Da er aber eine charakteristische Synergiezone aufwies und diese
eigentlich eine BlaA-Expression anzeigt, musste der Stamm als BlaA-positiv beurteilt
werden. Vermutlich exprimierte dieser Stamm BlaA in so geringer Menge, dass er
aufgrund des HHR sensitiv und damit als BlaA-negativ erschien, aber dennoch eine
charakteristische Synergiezone bewirken konnte. Ebenso ist es mdglich, dass eine
fehlende Expression durch eine Mutation im b/aA-Gen verursacht wurde. DE LA
PRIETA et al. (2006) und SEOANE et al. (1992) zeigten beim Stamm IP97 eine
fehlende BlaA-Expression aufgrund einer 51 bp gro3en Basenmutation im b/aA-Gen.
Somit kénnte bei einer Mutation zwar eine DNA-Amplifikation des b/aA-Gens erfolgen,
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die Funktion des Gens aber soweit eingeschrankt sein, dass die Expression gar nicht
oder nur in sehr geringem Umfang stattfand. Eine Expression von BlaB konnte bei
196 (98,0 %) der 200 untersuchten Stamme detektiert werden. All diese 196 Stamme
zeigten neben der BlaB- auch eine BlaA-Expression. Somit exprimierten nicht alle
untersuchten Y. enterocolitica 40:3 Stamme beide [3-Laktamasen. Diese Ergebnisse
decken sich im Wesentlichen mit Ergebnissen anderer Studien bei Y. enferocolitica
4/0:3. Wahrend Studien Uber in Europa vorkommende Y. enferocolitica 4/0:3 Stamme
eine Expression beider R-Laktamasen bei allen untersuchten Stammen belegen konnten
(CORNELIS und ABRAHAM, 1975; MATTHEW et al., 1975, 1977; PHAM et al., 1995b,
1999, 2000; STOCK et al., 1999), wurden in Danemark, Kanada, Neuseeland,
Australien und USA nicht bei allen Y. enferocolitica 4/0:3 Stammen beide
R-Laktamasen nachgewiesen (PHAM et al., 1991b, 1999, 2000; PRESTON et al., 1994,
HARIHARAN et al., 1995; AARESTRUP et al., 1998).

Aufgrund dieser R-Laktamasebildung gelten Y. enterocolifica 4/0:3 Stdmme gegen
die meisten R-Laktam-Antibiotika resistent. Studien belegten eine Resistenz von
Y. enterocolitica gegen Penicilline, wie Benzylpenicillin, Carbenicillin, Oxacillin,
Amoxicillin,  Amoxicillin/Clavulansaure, Ampicillin, Carbenicillin, Ticarcillin  und
Cephalosporine, wie Cephalothin (PHAM et al., 19991a, 1991b, 1995a; PRESTON et
al.,, 1994; STOLK-ENGELAAR et al.,, 1995; BOTTONE, 1997; STOCK und
WIEDEMANN, 1998, 1999; BAUMGARTNER et al., 2007). Die Ergebnisse dieser Studie
belegen eine 99,5 %ige Resistenz der untersuchten Y. enterocolitica 4/0:3 Stamme
gegenuber Ticarcillin (75 pg) aufgrund einer BlaA-Bildung und eine 98 %ige Resistenz
gegen Amoxicillin/Clavulansaure (2/1 pg) aufgrund einer BlaB-Bildung. Eine Resistenz
gegenuber Amoxicillin/Clavulansdure wurde bereits von STOLK-ENGELAAR et al.
(1995) sowie von KWAGA und IVERSEN (1990) ermittelt. Auch PRESTON et al. (1994)
fanden eine 90 %ige Resistenz von Y. enferocolitica Stammen gegen Ticarcillin und
eine 73 %ige Resistenz gegen Amoxicillin/Clavulansaure. PHAM et al. (1991a)
hingegen diagnostizierten bei aus Australien isolierten Y. enferocolitica 4/0:3 Stammen

eine Amoxicillin/Clavulansaure-Empfindlichkeit. Nach weiteren Studien fuhrten sie diese
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Empfindlichkeit auf eine Abwesenheit des b/aB-Gens und damit der Abwesenheit einer
BlaB-Expression in australischen Stammen zurick (PHAM et al., 1993b, 1995b).
MEYER (2007) ermittelte bei ihren Resistenzstudien mit denselben Stdmmen dieser
Studie ebenfalls eine 100 %ige Empfindlichkeit gegentber Amoxicillin/Clavulansaure.
Zu diesen Ergebnis kommt auch eine Studie von STOCK und WIEDEMANN (1999), die
die  Antibiotikaempfindlichkeit bei Y. enferocolitica 4/0:3 Stdmmen  gegenuber
Amoxicillin/Clavulansaure mittels Mikrodilution erforschten. Im Gegensatz zu dem in
dieser Studie durchgefuhrten Agardiffusionstest mit einer Amoxicillin/Clavulansaure
Testplattchenbeschickung von 3 pg, verwendete MEYER (2007) in ihrer Resistenzstudie
eine Beschickung von 30 pg (20 pg/10 pg), da diese Beschickung die derzeit
therapeutisch eingesetzte Menge an Amoxicillin/Clavulansdure reprasentiert. Somit ist
zu vermuten, dass die Empfindlichkeitsprifung und in Folge dessen die Resistenz
gegenuber R-Laktam-Antibiotika von der Wirkstoffkonzentration abhangig ist.
Wahrscheinlich hat die 10fach hdéhere Menge an Amoxicillin/Clavulansdure die
R-Laktamase A in ihrer Aktivitit soweit gehemmt, dass die induzierbare
R-Laktamase B allein keine ausreichende Resistenz bewirken konnte. Hinzu kommt,
dass die BlaB nur bei einer sehr starken Induktion fir eine klinisch relevante Resistenz
in ausreichender Menge gebildet wird, so dass die eingesetzte Menge an Clavulansaure
zwar zu einer Expression der BlaB im Agardiffusionstest gefuhrt hat, aber die Menge an
Enzym nicht ausreichend fur die therapeutische Dosis an Amoxicillin/Clavulansaure ist
(LODGE und PIDDOCK, 1991; PHAM et al., 1999; STOCK et al., 1999, 2002). Die von
STOLK-ENGELAAR et al. (1995), KWAGA und IVERSEN (1990) sowie
PRESTON et al. (1994) ermittelte Resistenz gegen Amoxicillin/Clavulansdure wurde
ebenfalls mit einer Testplattchenbeschickung von 3 bzw. 4 ug ermittelt, was die
Vermutung einer Konzentrationsabhangigkeit des Wirkstoffes bestarkt. Schon STOCK
und WIEDEMANN (1998, 1999) wiesen darauf hin, dass die Verwendung von
unterschiedlichen Beschickungen der Antibiotikatestplattchen zu unterschiedlichen
Ergebnissen in Empfindlichkeitstests  fiuhren kénnen und dass aufgrund
unterschiedlicher R-Laktamase-Expression keine allgemeingulltige Aussage Uber die

naturliche Antibiotika-Empfindlichkeit von Y. enferocolitica gegen Penicilline und
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Cephalosporine getroffen werden kann. PHAM et al. (1999) erklarten eine BlaA-
Expression im Agardiffusionstest mit einer charakteristischen Synergiezone zwischen
den Hemmhoéfen um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansaure und die BlaB-Expression
durch das Fehlen einer solchen Synergiezone. Die charakteristische Synergiezone
erklarten sie mit einer Inhibition des Bakterienwachstums um Ticarcillin und zwischen
den Antibiotikatestplattchen durch die Expression von BlaA. Die Hemmung des
Wachstums um Amoxicillin/Clavulansaure erklarten sie durch eine fehlende Expression
von BlaB. Im Gegensatz dazu zeigt ein HHR von kleiner 3 mm um
Amoxicillin/Clavulansaure eine BlaB-Expression an, wenn das Testplatichen eine
Beschickung von 3 pg aufweist. PHAM et al. (1995b, 1999) detektieren in ihren
Untersuchungen zur Pravalenz der chromosomalen R-Laktamasen A und B bei
Y. enferocolitica 4/0:3 bei all ihren Stdmmen eine charakteristische Synergiezone
zwischen den Hemmhoéfen um Ticarcillin und Amoxicillin/Clavulansdure. Von den in
dieser Studie untersuchten 200 Stdmmen aus Bayern zeigten bei der
Bebrutungstemperatur von 30°C nur 20 (10,0 %) Stdmme eine solche charakteristische
Synergiezone (Abb. 9), wahrend die Uubrigen 180 (90,0 %) Stdmme zwar eine
Synergiezone zwischen den Antibiotikatestplatichen, aber keinen Hemmhof um
Amoxicillin/Clavulansaure  aufwiesen. Bei 25°C  zeigten nur 15  dieser
20 Stdmme eine charakteristische Synergiezone. Auch SHARMA et al. (2004, 2006)
konnten bei ihren Untersuchungen des Bioserotyps 1A lediglich bei 34 % der
untersuchten Stamme eine charakteristische Synergiezone nachweisen. Wie der
Bioserotyp 4/0:3 bildet auch der Bioserotyp 1A beide chromosomalen Enzyme. Da
PHAM et al. (1989, 1993a, 1995a) aber Y. enferocolitica 4/0:3 Stdamme aus Australien
untersuchten und diese nur BlaA bilden, konnten sie eine Hemmung des
Bakterienwachstums um  Amoxicillin/Clavulansaure aufgrund einer fehlenden

BlaB-Expression detektieren.

KIST und SANABRIA (1980) sowie JIMENEZ-VALERA et al. (1986) belegten bei ihren
untersuchten Stadmmen eine hdéhere R-Laktamase-Expression und damit eine

Resistenzzunahme bei geringeren Bebriitungstemperaturen. Zur Uberpriifung dieser
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Ergebnisse wurde der Agardiffusionstest in dieser Studie mit den beiden
Bebritungstemperaturen 30°C und 25°C durchgefihrt. Der Vergleich der HHR-GroRe
um Ticarcillin bei 30°C und 25°C Bebritungstemperatur zeigte, dass bei 30°C
64 Stdmme unterschiedlichen Ursprungs einen HHR von 2 mm und 102 Stdmme einen
HHR von 3 mm aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigten bei 25°C 104 Stamme einen
HHR von 2 mm um Ticarcillin, wéhrend 71 Stdmme einen HHR von 3 mm aufwiesen.
Somit scheint eine vermehrte BlaA-Expression bei 25°C zu kleineren HHR gefihrt zu
haben, was die Ergebnisse von KIST und SANABRIA (1980) sowie JIMENEZ-VALERA
et al. (1986) bestatigen wirde. Weiterhin zeigten bei 30°C nur 2 Stdmme einen HHR
von 5 mm, wahrend bei 25°C 3 Stdmme einen HHR von 5 mm, 2 Stdmme einen HHR
von 6 mm und 1 Stamm einen HHR von 7 mm aufwiesen. Vermutlich fihrte bei diesen
Stdmmen die geringere Bebritungstemperatur zu keiner hdheren [-Laktamase-
produktion der BlaA. Im Gegensatz dazu konnte kein Einfluss der Temperatur auf die
Expression der BlaB ermittelt werden. Auch auf die eigentliche 3-Laktamase-Expression
hatte die Bebritungstemperatur keinen Einfluss, da sowohl bei 30°C wie auch bei 25°C

199 Stamme BlaA und 196 Stdmme BlaB exprimierten.

Beim Vergleich der temperaturabhédngigen R-Laktamase-Expression mittels
Agardiffusionstest muss beachtet werden, dass neben der Zunahme der
R-Laktamaseproduktion bei niedrigeren Temperaturen auch eine vermehrte
Bakterienbildung zu einer scheinbar vermehrten Resistenz geflhrt haben kann (KIST
und SANABRIA, 1980). Des Weiteren kdnnen Messfehler bei der manuellen
Bestimmung des HHR sowie nicht ganz exakt eingehaltene Bebritungszeiten zu
falschen Ergebnissen fiihren. Zur Vermeidung von Messfehlern und zur Uberpriifung
der Einhaltung der exakten Bebritungszeit wurden in dieser Studie zwei Kontrollstamme
mitgeflhrt, die bei jedem Messvorgang dieselben HHR-GréRen aufwiesen. Ware es
aufgrund einer zu langen Bebritungszeit zu einer Abnahme der Antibiotikawirkung und
damit zu einer Zunahme des Bakterienwachstums gekommen, ware es bei den

Kontrollstdmmen zu kleineren Hemmhdfen um die Antibiotikatestplattchen gekommen.
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Das Vorkommen der chromosomalen R-Laktamase-Gene b/laA und blaB erfolgte mittels
konventioneller PCR-Methode. Dabei wurden das b/aA-Gen bei 199 und das b/aB-Gen
bei allen 200 untersuchten Stdmmen nachgewiesen. Bei einem aus Hackfleisch
isolierten Stamm konnte kein b/aA-Gen nachgewiesen werden, obwohl dieser im
Agardiffusionstest eine BlaA-Expression aufwies. Dass dieses b/aA-Gen nicht
nachweisbar war, aber trotzdem eine Expression bewiesen wurde, kann durch eine
fehlerhafte Testdurchflihrung oder aufgrund von falschen oder defekten Primern erfolgt
sein. Da aber der mitgefiihrte Positivstamm wahrend der Untersuchung eine
Funktionsweise der Primer bestatigte und auch bei zweimaliger Wiederholung der PCR
dasselbe Ergebnis erzielt wurde, ist dies eher unwahrscheinlich. Infolge einer Mutation
ist es jedoch mdglich, dass bei diesem Stamm die Primer fur das b/aA-Gen nicht an der
komplementaren Template-DNA binden konnten, die Funktion des Gens aber nicht
eingeschrankt war, so dass die BlaA-Expression noch erfolgen konnte. Da dieser
Stamm aus einer Hackfleischprobe isoliert wurde und die Herkunft dieser Probe nicht
mehr nachvollziehbar ist, kénnte der Stamm auch nicht aus Deutschland stammen. Die
genetische Variabilitdt im b/aA-Gen bei den unterschiedlichen Y. enterocolitica
Bioserotyp 4/0:3 Phagentypen kann ebenfalls die Primerbindung an die Template-DNA
des blaA-Gens verhindern. Dies wirde das heterogene Vorkommen von b/aA bei den
unterschiedlichen Y. enferocolitica Biotyp 4/0:3 Phagentypen belegen (PHAM et al.,
1995b, 2000). Zur Bestatigung einer abweichenden Gensequenz im b/laA-Gen musste

dieser Stamm einer Gensequenzierung unterzogen werden.

Bei allen 200 untersuchten Y. enferocolitica Stdmmen konnte das Gen blaB
nachgewiesen werden. Eine BlaB-Expression wurde mit Ausnahme von 4 Stdmmen bei
allen untersuchten Yersinien nachgewiesen. BlaB ist ein chromosomal-kodiertes,
induzierbares Enzym, das nur durch eine starke Induktion exprimiert wird (LODGE und
PIDDOCK, 1991; PHAM et al., 1999, STOCK et al., 1999, 2002). Bei einer schwachen

Induktion erfolgt eine sehr geringe Expression, die im Agardiffusionstest zu einem
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negativen Ergebnis fiihren kann (STOCK et al., 2002). Zur Uberpriifung der Induktion
schlief3t sich dieser Studie der Induktionstest mittels Imipenem fir BlaB nach PHAM et
al. (1993) und die Ermittlung der Expressionsmenge mittels R-Laktamase-Assay an. Die
fehlende BlaB-Expression kann auch die Folge einer Mutation im ampR-Gen sein,
wodurch eine BlaB-Expression nicht mehr moglich ist (DE LA PRIETA et al., 2006;
SEOANE et al., 1992). Sollten die Ergebnisse des Induktionstests negativ ausfallen oder
eine nicht messbare R-Laktamasemenge im [R-Laktamase-Assay ermittelt werden,
empfiehlt sich auch hier eine Gensequenzierung zur Ermittlung einer mdglichen

Mutation.

Der Doppelplattchenagardiffusionstest ist eine geeignete Methode zur routinemafligen
R-Laktamase-Detektion bei Y. enterocolitica 4/0:3. Die Durchfihrung dieses
Testverfahrens ist einfach, kostenglnstig und relativ sicher. Nachteile ergeben sich aus
zu langen Bearbeitungszeiten und mdégliche Verfalschungen der Ergebnisse aufgrund
einer fehlerhaften Durchfihrung. So kann es bei einer zu langen Bebritungszeit zu
einer Abnahme der Antibiotikawirkung und damit zu einer Zunahme des
Bakterienwachstums kommen, was zu scheinbar kleineren Hemmhofen fihren wirde.
Weiterhin kdnnen Stadmme mit geringer R-Laktamase-Expression als falsch-negativ
eingestuft werden. Demzufolge kdnnen gerade im oberen Grenzbereich von 8 mm
fehlerhafte  Interpretationen  der  Ergebnisse erfolgen. Ebenso ist die
temperaturabhangige [-Laktamasebildung mit dem Agardiffusionstest nicht eindeutig
bestimmbar. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass eine mogliche Zunahme der
R-Laktamasekonzentration bei niedriger Bebrttungstemperatur wahrscheinlich ist, diese
sich aber nur in der Abnahme des HHR um 1 mm zeigte. Fur eine genaue und
gesicherte Aussage einer Temperaturabhangigkeit sollte auf eine quantitative
R-Laktamasekonzentrationsbestimmung mittels R-Laktamase-Assay zurickgegriffen

werden.
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Die konventionelle PCR ist eine schnelle, einfache und sichere Methode zur Detektion

der R-Laktamase-Gene. Nachteilig sind der hohe Kostenaufwand sowie die Tatsache,

dass nur eine Aussage Uber das Vorkommen der R-Laktamase-Gene b/aA und b/aB

getroffen werden kann. Eine Expression der entsprechenden R-Laktamasen kann

dagegen mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen

Nahezu alle (199/200) aus Bayern isolierten und untersuchten Y. enferocolitica 4/0:3
Stdmme besitzen die Gene b/aA und blaB fir die chromosomalen [3-Laktamasen A
und B.

Die Uberwiegende Anzahl der aus Bayern isolierten und untersuchten
Y. enterocolifica 4/0:3 Stamme exprimieren auch die chromosomalen 3-Laktamasen
A (199) und B (196)

Die BebrUtungstemperatur zeigte keinen Einfluss auf die eigentliche R-Laktamase-

Expression, lasst aber einen Einfluss auf die Expressionsmenge vermuten.

Der Nachweis der R-Laktamase-Gene b/laA und b/aB mittels konventioneller
PCR-Methode lasst keinen Ruckschluss auf die eigentliche Expression und damit
auf die Resistenz zu. Ein R-Laktamase-Expressionsnachweis ist mit hoher

Zuverlassigkeit anhand des Agardiffusionstests moglich.

Die 3-Laktam-Antibiotikaresistenz ist abhangig von der Wirkstoffkonzentration der
eingesetzten Antibiotika. Die momentan eingesetzte therapeutische
Wirkstoffkonzentration bei Amoxicillin/Clavulansaure ist fir eine Empfindlichkeit

derzeit ausreichend.

Die Ergebnisse dieser Studie decken sich weitestgehend mit anderen weltweiten

Studien Uber R-Laktamasen bei Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die vermehrte Anwendung antimikrobieller Wirkstoffe in der Human- und
Veterinarmedizin hat zu einer Zunahme und Selektion antibakteriell resistenter
Zoonoseerreger, wie Yersinia enterocolitica gefuhrt. Resistenzmechanismen dieser
Bakterien beruhen auf der Bildung chromosomal-kodierter -Laktamasen (A und B).
Aufgrund unterschiedlichen Vorkommens der R-Laktamase-Gene und der Expression
dieser Enzyme innerhalb der einzelnen Y. enterocolitica Biotypen weisen diese eine
heterogene Antibiotikaempfindlichkeit auf. In Deutschland stehen besonders Infektionen
mit Y. enterocolitica Bioserotyp 4/0:3 an erster Stelle. Obwohl dieser Bioserotyp beide
chromosomalen R-Laktamasen bildet, wurden bei Y. enterocolifica Stammen aus

Bayern eine Amoxicillin/Clavulansaure-Antibiotika-Empfindlichkeit belegt.

Ziel dieser Studie war das Vorkommen der Gene und die Expression fir 3-Laktamase
A und B bei 200 aus Bayern isolierten Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen mittels PCR und
Agardiffusionstest zu untersuchen. Von den untersuchten Stdmmen waren 60 humanen
und 140 porcinen Ursprungs. Fur den Nachweis der R-Laktamase-Expression wurden
im Doppelplattchenagardiffusionstest pro Stamm je zwei Mdller-Hinton-Agarplatten mit
einer Bakteriendichte von 107 KbE/ml beimpft und zusammen mit den zwei
Antibiotikatestplatichen Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (2/1 pg)
bebritet. AnschlieRend wurde die Expression der [3-Laktamase A und B anhand der
HemmhofgréRen um Ticarcilin - und  Amoxicillin/Clavulansaure bestimmt. Zur
Uberpriifung einer temperaturabhéngigen R-Laktamase-Expression wurde der
Doppelplatichenagardiffusionstest bei den Bebritungstemperaturen 30°C und 25°C
durchgefiihrt. Im Anschluss wurden dieselben Stdmme mittels konventioneller PCR-

Methode auf das Vorliegen der [3-Laktamasegene b/aA und bl/aB Gberpriift.
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Die Auswertung der PCR Ergebnisse zeigte, dass bei 199 (99,5 %) der 200
untersuchten Y. enterocolitica 4/0:3 Stamme das blaA-Gen vorlag. Von diesen
199 Stdmmen zeigten 198 Stamme auch eine BlaA-Expression in der Agardiffusion. Nur
ein aus Schweine-Tonsillen isolierter Stamm zeigte trotz b/aA-Gen keine
BlaA-Expression. Bei einem der 200 untersuchten Stdmme konnte mit Hilfe der PCR
kein b/aA-Gen nachgewiesen werden. Trotzdem zeigte dieser aus Hackfleisch isolierte
Stamm im Agardiffusionstest eine BlaA-Expression. Das b/aB-Gen wurde bei allen
untersuchten Y. enterocolifica 4/0:3 Stammen nachgewiesen. Im Agardiffusionstest
exprimierten 3 humane und 1 porciner Stamm keine BlaB. Der Vergleich der
Bebratungs-temperaturen 30°C und 25°C zeigte einen Unterschied in der HHR-GroRke
um Ticarcillin. Wahrend bei 30°C die meisten Stamme einen HHR von 3 mm aufwiesen,

hatten die meisten Stamme bei 25°C einen HHR von 2 mm.

Die durchgeflhrte Studie zeigt, dass nahezu alle (199/200) der aus Bayern isolierten
und untersuchten Y. enferocolitica 4/0:3 Stdmme die chromosomalen Gene fur blaA
und blaB besitzen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass fast alle dieser Stamme
beide R-Laktamasen auch exprimieren. Die in einer vorangegangenen Studie ermittelte
Empfindlichkeit dieser Stamme gegen Amoxicillin/Clavulansaure (20/10 pg) ist einerseits
auf den 10fach hoher konzentrierten Wirkstoff, andererseits auf eine geringere
Expressionsmenge der R-Laktamase B zurickzufihren. Die Bebrutungstemperatur
zeigte keinen Einfluss auf die eigentliche R-Laktamase-Expression, lasst aber einen

Einfluss auf die Expressionsmenge vermuten.

84



Summary

7. SUMMARY

Detection of blaA and blaB genes and expression of R-lactamase A and B
of Yersinia enterocolitica 4/0:3 strains from Bavaria by PCR and disc

diffusion methods

Emerging antimicrobial resistance has been recognised among multiple zoonotic
pathogens, including Yersinia enterocolitica, due to frequent use of antimicrobial agents
in veterinary and human medicine. The differences in antimicrobial susceptibility among
Y. enterocolitica strains of different biotypes are largely attributed to R-lactamase
resistance, which is mediated by production of two chromosomally mediated
R-lactamases (A and B). Y. enferocolitica strains are generally resistant to R-lactamase
sensitive antimicrobials, however, some differences have been detected among different
strains. Most of the Bavarian Y. enterocolitica 4/0:3 strains, which is the dominating type
among human disease and pig carriers, have shown to be sensitive to

amoxicillin/clavulanic acid.

The aim of this work was to study the distribution of b/aA and b/aB genes and the
expression of R-lactamase A and B among Y. enterocolitica 4/0:3 strains isolated from
human and porcine sources in Bavaria. Additionally, the influence of two different

temperatures on the expression of 3-lactamase A and B was studied.

Total of 200 Y. enterocolitica 4/0:3 strains, 60 from human and 140 from porcine origin,
were studied. The b/aA and blaB genes were detected by PCR and the expression of
R-lactamases A and B were studied by double disc diffusion method using
ticarcillin (75 pg) and amoxicillin/clavulanic acid (2/1 pg) discs. Expression of

R-lactamases A and B was compared in 25 and 30°C.
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Most (199/200) of the strains were b/aA positive and only one strain, isolated from
minced meat, was b/aA negative. However, this strain expressed [3-lactamase A. Only
one out of 200 strains, a pig tonsil strain, did not express [3-lactamase A. All 200 strains
carried the blaB gene and 196 (98,0 %) strains expressed R-lactamase B. Three human
strains and one pig tonsil strain did not produce R-lactamase B. Expression of

R-lactamase A was slightly higher in 25°C compared to 30°C.

This study shows that both blaA and blaB genes are widely distributed among
Y. enterocolitica 4/0:3 strains from human and porcine origin and that most of these
strains express both [3-lactamase A and B even though all these strains have shown to
be sensitive to amoxicillin/clavulanic acid (20/10 pg) probably due to low amount of

-lactamase B.
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11. ANHANG

Medien und L6sungen

Blutagarplatten (BAP) OXOID
Columbia Agar mit Schafblut plus, gebrauchsfertig.

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (CASO-Agar) OXOID
CASO-Agar 3049
Aqua bidest. 1000 ml

Das Medium aufkochen, autoklavieren, auf 52°C abkiihlen lassen,

4 mm hohe Platten giessen und bei 4°C aufbewahren.

Muller-Hinton Agar (MH-Agar) OXOID
Mdaller-Hinton-Agar 38¢
Aqua bidest. 1000 ml

Das Medium aufkochen, autoklavieren, auf 52°C abkiihlen lassen,

4 mm hohe Platten giessen und bei 4°C aufbewahren.

Mueller-Hinton Bouillon (MH-Bouillon) OXOID
Madller-Hinton Bouillon 219
Aqua bidest. 1000 ml

Das Medium zu 5 ml und 9 ml in Reagenzglaser abflllen, autoklavieren

und bei 4°C aufbewahren.

Chemikalien/Reagenzien

Antibiotikahaltige Testplatichen OXOID
Ticarcillin 75 ug

Amoxicillin/Clavulansaure 3(2/1) ug
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PCR und Gelelektrophorese

Agarose, BioRad Molecular Biology

DNA-Marker, EZ Load™ 80 ug/ml, 100bp Molecular Ruler

Eppendorf® Master-Mix (2,5x)
Ethidiumbromidbad (250 pg/500 ml)
25 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
500 ul Aqua bidest.

Primer

BIORAD

BIORAD

EPPENDORF

BIORAD

EUROFINS MWG GMBH

Primer blaA3 (Sequenz: 5-AGT GGT GGT ATC ACG TGG GT-3")
Primer blaA5 (Sequenz: 5-AAA TGC GCT ACC GGC TTC AG-3")
Primer blaB3 (Sequenz: 5'-GAA CAT ATC TCC TGC CTG GAA AT-3")
Primer blaB5 (Sequenz: 5-CCC ACT TTA TAC CTT GGC ACA AA-3’)

Gel-Laufpuffer, Nucleid Acid Sample Loading Buffer, 5x

10x TBE-Puffer

Water molecular biology grade

Allgemeine Materialien

Aludeckel
Aludeckel @ 8 cm
Aludeckel @ 10 cm
Aludeckel @ 13 cm

Aufbewahrungsgefalle

Messzylinder 20 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml
Erlenmeyerkolben 100 ml, 200 ml, 500 ml, 1000 ml
Petrischalen Nr. 100 (steril)

Autoklav
Hochdruckdampf-Sterilisator Typ 112 KSG
Trockensterilisator SLM 500

BIORAD
BIORAD
EPPENDORF

MERCK
MERCK
MERCK

BRAND
MERCK
WALDECK

STERILISATOREN GmbH
MEMMERT
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Brutschranke
Typ B 6060, Typ B 6200

Dispensierhilfe
Dispensette ® 0-10 ml

HERAEUS INSTRUMENTS

BRAND

Pipetus® akku HIRSCHMANN LABORGERATE

Glaspipetten
Silberbrand-Eterna, Klasse B, 20 ml

Gelelektrophorese

Gelform

Gelkamm 15 Zinken
Gellaufkammer

BioRad Power Pac Basic
BioRad Mini-SOB Cell GT

UV-Kammer

Handschuhe
Einmal-Handschuhe PE gehdmmert , Gentle Skin classic®
Nitril Handschuhe

Heizblocke
Thermomixer comfort

Thermostat plus

Impfésen
Platinum/Iridium-Osen 90/10

Kuhlschranke

Kuhl-Gefrier-Kombination Typ ,Premium®
FKS 5000 Index 10C Typ 200071

Economic cooler automatic

BENDER & HOBEIN

EPPENDORF
BIORAD
BIORAD
BIORAD
BIORAD
BIORAD

MERCK
ROTH

EPPENDORF
EPPENDORF

BENDER & HOBEIN

LIEBHERR
LIEBHERR
BOSCH
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Klvetten
UVette® EPPENDORF

Magnetriher mit Heizplatte

Magnetrihrwerk MR 2002 HEIDOLPH
Typ RCT Janke und Kunkel IK LABORTECHNIK
McFarland Standard 0,5 BIO MERIEUX
Mikrobank PRO-LAB DIAGNOSTICS

Microbank® (PRO-LAB DIAGNOSTICS, PL 160) zur Aufbewahrung von Keimen

Mikrowelle MICROMAXX
micromaxx®

PCR-Cycler

BioRad iCycler BIORAD
pH-Meter

pH 535 Multical mit Temperaturabgleich WTW
Photometer

Bio Photometer 6131 EPPENDORF
Pipetten

Research 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl EPPENDORF
Glaspipetten, Silberbrand-Eterna, Klasse B, 20 ml BENDER&HOBEIN

Pipettenspitzen
ep T.1.P.S. Standardtips 100 ul, 1000 pl, 5000 pl EPPENDORF
ep T.1.P.S. filter PCR clean 10 pl, 100 pl, 1000 pl EPPENDORF
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Plastikbeutel
Vernichtungsbeutel 200 x 300 ml LABORSERVICE

Reagenzglaser
Reagenzglaser SCHOTT

Reagenzglasstander VWR

Reaktionsgefalle

Eppendorf Tubes safe-lock-tubes 0,5; 1,5; 2 ml EPPENDORF
Thermo Strips™ standard strip 0,2 ml PEQLAP
200 pl Thin Wall Cap BIORAD
Eis-Rack EPPENDORF

Sicherheitsbrenner

Fireboy S 1000 TECNOMARA AG Gasi Fabrik-Nr.: 94113 SCHUTT
Sterilbank

HeraSafe KENDRO
Reinraumbank aura PCR NUNC™

Sterile Wattetupfer GREINER BIO ONE
Vortex-Mixer JANKE & KUNKEL
Waagen

Analysenwaage CP3202S-OCE SARTORIUS
Analysenwaage AC210S SARTORIUS
Wattestopfen

STERI-Wattestopfen Nr. 14 SCHUBERT
Zentrifugen HERAEUS INSTRUMENTS

Labortischzentrifuge Biofuge pico
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Tabelle 24: Herkunft der untersuchten Y. enterocolitica 4/0:3 Stamme

Nr. Stamm Herkunft Nr. Stamm Herkunft

1 HYE 9297 Mensch-Stuhl 51 6M 31D Schwein

2 HYE 2093 Mensch-Stuhl 52 6M 11 2D Fleischstiick

3 HYE 8205 Mensch-Stuhl 53 3M 12 1M Schwein-Fleischstuck
4 HYE 6452 Mensch-Stuhl 54 4M 14 1ITC Schwein-Leber
5 HYE 8443 Mensch-Stuhl 55 5M 25 1IMRB Ferkel

6 T17 1M Schwein-Tonsillen 56 HYE 731 Mensch-Stuhl

7 T 36 1D Schwein-Tonsillen 57 HYE 914 Mensch-Stuhl

8 STY 28 1D Schwein-Tonsillen 58 HYE 6989 Mensch-Stuhl

9 MYT 50 1ITC Schwein-Tonsillen 59 HYE 7301 Mensch-Stuhl
10 MYK 29 1ITC Schwein-Kot 60 HYE 7264 Mensch-Stuhl
11 YEF 183 1ITC Schwein-Kopffleisch 61 YEF 46 112 Hackfleisch

12 4M 12 2M Schwein-Schlegel 62 YEF 53 111 Hackfleisch

13 5M 18 1D Schwein-Schlegel 63 YEF 9111 Hackfleisch

14 FYE 84 ITC Hackfleisch 64 YEF 12 212 Hackfleisch

15 FYE 248 1ITC Schwein-Schin 65 YEF 25 1D Hackfleisch

16 HYE 6940 Mensch-Stuhl 66 YEF 40 112 Hackfleisch

17 HYE 5661 Mensch-Stuhl 67 YEF 183 211 Schwein-Kopffleisch
18 HYE 6388 Mensch-Stuhl 68 YEF 188 1D Schwein-Speck
19 HYE 10742 Mensch-Stuhl 69 YEF 297 111 Hackfleisch

20 HYE 12031 Mensch-Stuhl 70 YEF 5111 Hackfleisch

21 MYT 2 1D Schwein-Tonsillen 71 T81M Schwein-Tonsillen
22 MYK 2 1D Schwein-Kot 72 S11D Schwein-Kot
23 MYK 3 1D Schwein-Kot 73 S41D Schwein-Kot
24 MYT 6 1ITC Schwein-Tonsillen 74 T121D Schwein-Tonsillen
25 MYT 8 1D Schwein-Tonsillen 75 S 310N Schwein-Kot
26 YEF 4 1I1 Hackfleisch 76 T10 10N Schwein-Tonsillen
27 YEF 12 211 Hackfleisch 77 T91D Schwein-Tonsillen
28 YEF 159 211 Hackfleisch 78 T51M Schwein-Tonsillen
29 YEF 289 111 Hackfleisch 79 T 201l Schwein-Tonsillen
30 YEF 5112 Schwein-Kopffleisch 80 T191M Schwein-Tonsillen
31 HYE 1302 Mensch-Stuhl 81 T181l Schwein-Tonsillen
32 HYE 5955 Mensch-Stuhl 82 S 18 10N Schwein-Kot
33 HYE 6620 Mensch-Stuhl 83 S 14 10N Schwein-Kot
34 HYE 7269 Mensch-Stuhl 84 T231M Schwein-Tonsillen
35 HYE 7271 Mensch-Stuhl 85 T271M Schwein-Tonsillen
36 SKY 25 1D Schwein-Kot 86 HYE 7428 Mensch-Stuhl
37 SKY 27 1D Schwein-Kot 87 HYE 11434 Mensch-Stuhl
38 STY 301D Schwein-Tonsillen 88 HYE 12247 Mensch-Stuhl
39 STY 13 10N Schwein-Tonsillen 89 HYE 9426 Mensch-Stuhl
40 SKY 36 1D Schwein-Kot 90 HYE 3337 Mensch-Stuhl
41 STY 36 2ITC Schwein-Tonsillen 91 YEF 131111 Hackfleisch

42 STY 42 1D Schwein-Tonsillen 92 FYE 39 1D2 Hackfleisch

43 STY 471D Schwein-Tonsillen 93 FYE 95 1D2 Hackfleisch

44 STY 19 2ITC Schwein-Tonsillen 94 FYE 120 1ITC Hackfleisch

45 1IM11D Ferkel 95 FYE 246 112 Schwein

46 IM51D Schwein 96 HYE 6078 Mensch-Stuhl
47 5M 18 1D Schwein-Schlegel 97 HYE 8822 Mensch-Stuhl
48 7MV 11D Schwein-Leber 98 HYE 8926 Mensch-Stuhl
49 7MV 21D Schwein-Niere 99 HYE 10088 Mensch-Stuhl
50 7MV 41D Schwein-Zunge 100 HYE 4230 Mensch-Stuhl

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme
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Nr. Stamm Herkunft Nr. Stamm Herkunft

101 STY 121D Schwein-Tonsillen 151 MYT 9 1ITC Schwein-Tonsillen
102 STY 17 1D Schwein-Tonsillen 152 MYT 11 1D Schwein-Tonsillen
103 STY 18 1D Schwein-Tonsillen 153 MYT 16 1D Schwein-Tonsillen
104 STY 10 1D Schwein-Tonsillen 154 MYT 13 1D Schwein-Tonsillen
105 SKY 26 1D Schwein-Kot 155 MYT 19 1D Schwein-Tonsillen
106 STY 291D Schwein-Tonsillen 156 MYK 13 2ITC Schwein-Kot
107 1M 5 1ITC Schwein 157 MYK 16 ITC Schwein-Kot
108 4M 22 1ITC Schwein-Leber 158 MYK 17 2ITC Schwein-Kot
109 6M 11 1ITC Schwein-Fleischstiick 159 MYT 21 1D Schwein-Tonsillen
110 5M 19 ITC Schwein-Schlegel 160 MYT 27 1D Schwein-Tonsillen
111 HYE 8444 Mensch-Stuhl 161 HYE 8750 Mensch-Stuhl
112 HYE 8442 Mensch-Stuhl 162 HYE 2502 Mensch-Stuhl
113 HYE 7555 Mensch-Stuhl 163 HYE 4273 Mensch-Stuhl
114 HYE 695 Mensch-Stuhl 164 HYE 8602 Mensch-Stuhl
115 HYE 3757 Mensch-Stuhl 165 HYE 8611 Mensch-Stuhl
116 HYE 6413 Mensch-Stuhl 166 HYE 8616 Mensch-Stuhl
117 HYE 9363 Mensch-Stuhl 167 SHY 2,4 M(B) Schwein-Herz
118 HYE 5721 Mensch-Stuhl 168 SHY 3,3 M(A) Schwein-Lunge
119 HYE 1455 Mensch-Stuhl 169 SHY 1,1 D(A) Schwein-Zunge
120 HYE 1091 Mensch-Stuhl 170 SHY 1,4 M(B) Schwein-Herz
121 T11D Schwein-Tonsillen 171 SHY 4,1 M(A) Schwein-Herz
122 T41M Schwein-Tonsillen 172 SHY 8,1 M(A) Schwein-Zunge
123 T111D Schwein-Tonsillen 173 SHY 10,3 I(A) Schwein-Lunge
124 T31D Schwein-Tonsillen 174 SHY 8,6 OM(A) Schwein-Leber
125 T151M Schwein-Tonsillen 175 STY 231D Schwein-Tonsillen
126 T14 1l Schwein-Tonsillen 176 STY 46 2ITC Schwein-Tonsillen
127 T281D Schwein-Tonsillen 177 STY 50 1ITC Schwein-Tonsillen
128 T221D Schwein-Tonsillen 178 MYT 32 1D Schwein-Tonsillen
129 T211D Schwein-Tonsillen 179 MYT 33 1D Schwein-Tonsillen
130 T341D Schwein-Tonsillen 180 MYT 34 1D Schwein-Tonsillen
131 SHY 11 40N(B) Schwein-Herz 181 MYT 41 1ITC Schwein-Tonsillen
132 SHY 12 1M(B) Schwein-Zunge 182 HYE8798 Mensch-Stuhl
133 SHY 11 7M(B) Schwein-Niere 183 HYE 1950 Mensch-Stuhl
134 SHY 13 4M(A) Schwein-Herz 184 HYE 6316 Mensch-Stuhl
135 SHY 14 4M Schwein-Herz 185 HYE 6370 Mensch-Stuhl
136 SHY 16 1M(A) Schwein-Zunge 186 HYE 7635 Mensch-Stuhl
137 YEF 25 1M Hackfleisch 187 HYE 8051 Mensch-Stuhl
138 YEF 26 111 Hackfleisch 188 SHY 1,2 M(B) Schwein-Tonsillen
139 YEF 97 1D Hackfleisch 189 SHY 3,2 D(B) Schwein-Tonsillen
140 YEF 188 1M Schwein-Speck 190 SHY 4,2 M(B) Schwein-Tonsillen
141 YEF 91 1M Hackfleisch 191 SHY 7,2 D(A) Schwein-Tonsillen
142 YEF 92 11 Hackfleisch 192 SHY 15,2 M(A) Schwein-Tonsillen
143 HYE 12658 Mensch-Stuhl 193 SHY 11,2 M(B) Schwein-Tonsillen
144 HYE 4117 Mensch-Stuhl 194 SHY 12,2 I(A) Schwein-Tonsillen
145 HYE 3738 Mensch-Stuhl 195 SHY 14,2 M Schwein-Tonsillen
146 HYE 3963 Mensch-Stuhl 196 MYK 36 1D Schwein-Kot
147 HYE 2792 Mensch-Stuhl 197 MYK 41 1D Schwein-Kot
148 HYE 7839 Mensch-Stuhl 198 MYT 60 1D Schwein-Tonsillen
149 HYE 6328 Mensch-Stuhl 199 MYT 64 1D Schwein-Tonsillen
150 HYE 11187 Mensch-Stuhl 200 MYT 58 ITC Schwein-Tonsillen

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme
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Tabelle 25: Agardiffusionstestergebnisse der untersuchten Y. enferocolitica 4/0:3 Stdamme

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC SynForm | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC SynForm | Syna | Synb | Syn Hof
1 a 3 2 2 22 17 3 2 2 2 22 19 3
b 3 2 2 22 17 3 2 2 2 22 19 3
2 a 4 3 2 22 18 3 3 2 2 22 22 3
b 4 3 2 22 18 3 3 2 2 22 22 3
3 a 4 - 2 22 22 3 2 - 3 18 16 3
b 4 - 2 22 22 3 2 - 3 18 16 3
4 a 3 1 3 14 18 3 2 - 3 16 12 3
b 3 1 3 14 18 3 2 - 3 16 12 3
5 a 4 1 2 22 19 3 3 - 3 20 18 3
b 4 1 2 22 18 3 3 - 3 20 18 3
6 a 4 - 3 19 16 3 2 - 3 18 15 3
b 4 - 3 19 16 3 2 - 3 18 15 3
7 a 3 1 3 19 19 3 2 1 3 17 16 3
b 3 1 3 19 19 3 2 1 3 17 16 3
8 a 3 2 3 21 18 3 2 1 2 22 17 3
b 3 2 3 21 18 3 2 1 2 22 17 3
9 a 3 - 3 19 16 3 2 - 3 18 15 3
b 3 - 3 19 16 3 2 - 3 18 15 3
10 a 3 - 3 18 18 3 3 - 3 17 16 3
b 3 - 3 18 18 3 3 - 3 17 16 3
11 a 3 - 3 18 15 3 3 - 3 19 15 3
b 3 - 3 18 15 3 3 - 3 20 15 3
12 a 3 - 2 22 19 3 3 - 2 22 19 3
b 3 - 2 22 19 3 3 - 2 22 19 3
13 a 3 - 3 19 26 3 3 - 3 18 19 3
b 3 - 3 19 26 3 3 - 3 18 19 3
14 a 3 - 3 18 20 3 2 - 3 18 21 3
b 3 - 3 18 20 3 2 - 3 18 21 3
15 a 3 - 3 19 26 3 2 - 3 18 24 3
b 3 - 3 19 26 3 2 - 3 18 24 3
16 a 3 - 3 19 22 3 3 - 3 17 20 3
b 3 - 3 19 22 3 3 - 3 17 20 3
17 a 3 - 3 19 18 3 3 - 3 17 16 3
b 3 - 3 19 18 3 3 - 3 17 16 3
18 a 3 2 2 22 18 3 3 2 2 22 22 3
b 3 2 2 22 18 3 3 2 2 22 20 3
19 a 3 1 3 21 19 3 3 1 3 21 20 3
b 3 1 3 21 19 3 3 1 3 21 20 3
20 a 2 8 2 22 18 3 4 8 2 22 31 3
b 2 8 2 22 18 3 4 8 2 22 31 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 4 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -

Nr.= Laufende Nummer der Y. enferocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 pg);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Hoéhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A. E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
c a - - - - - - - - - - - -
b - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
21 a 3 1 2 22 20 3 4 1 2 22 23 3
b 3 1 2 22 20 3 4 1 2 22 21 3
2 a 2 - 3 19 25 3 3 1 3 18 21 3
b 2 - 3 19 25 3 3 1 3 18 21 3
23 a 4 2 3 20 31 3 3 1 3 21 30 3
b 4 2 3 20 31 3 3 1 3 21 30 3
24 a 3 1 3 18 16 3 3 - 3 20 20 3
b 3 1 3 18 16 3 3 - 3 20 20 3
o5 a 2 - 3 16 15 3 2 - 3 20 19 3
b 2 - 3 16 15 3 2 - 3 20 19 3
26 a 2 - 3 16 15 3 2 - 3 18 22 3
b 2 - 3 16 15 3 2 - 3 18 22 3
27 a 3 1 3 20 18 3 2 - 3 21 25 3
b 3 1 3 20 18 3 2 - 3 21 25 3
o8 a 3 - 3 20 24 3 3 - 3 19 23 3
b 3 - 3 20 24 3 3 - 3 19 23 3
29 a 3 - 2 22 26 3 2 - 3 20 26 3
b 3 - 2 22 26 3 2 - 3 20 26 3
30 a 4 1 3 19 17 3 4 - 3 17 19 3
b 4 1 3 19 17 3 4 - 3 17 19 3
31 a 3 - 3 16 24 3 5 - 3 17 24 3
b 3 - 3 16 24 3 5 - 3 17 24 3
32 a 4 - 3 15 29 3 6 - 3 17 26 3
b 4 - 3 16 30 3 6 - 3 17 26 3
33 a 5 2 22 19 3 5 7 2 22 29 3
b 5 6 2 22 19 3 5 7 2 22 29 3
34 a 3 - 3 18 24 3 3 - 3 18 24 3
b 3 - 3 18 24 3 3 - 3 18 24 3
35 a 4 - 3 19 24 3 4 1 3 18 23 3
b 4 - 3 19 24 3 4 1 3 18 23 3
36 a 4 - 3 19 26 3 6 - 3 19 27 3
b 4 - 3 19 26 3 6 - 3 19 27 3
37 a 4 1 3 19 26 3 4 1 3 19 26 3
b 4 1 3 19 26 3 4 1 3 19 26 3
38 a 9 2 2 22 33 3 9 2 2 22 34 3
b 9 2 2 22 33 3 9 2 2 22 34 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulanséure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. |Ansatz| TIC AMC SynForm | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC SynForm | Syna | Synb | Syn Hof
30 a 4 2 2 22 33 3 4 1 3 19 21 3
b 4 2 2 22 33 3 4 1 3 19 21 3
40 a 3 2 2 22 26 3 4 1 3 20 21 3
b 3 2 2 22 26 3 4 1 3 20 21 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 4 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
c a - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
a1 a 3 - 2 22 33 3 3 - 2 22 31 4
b 3 - 2 22 33 3 3 - 2 22 31 4
12 a 4 - 3 18 18 3 3 - 3 17 23 3
b 4 - 3 18 22 4 3 - 3 17 21 3
43 a 2 - 3 17 19 2 2 - 3 18 21 3
b 2 - 3 17 19 2 2 - 3 18 21 3
24 a 2 1 2 19 20 3 3 - 3 18 18 3
b 2 1 2 20 20 3 3 - 3 18 18 3
45 a 3 - 3 18 16 2 2 - 3 18 17 2
b 3 - 3 18 16 2 2 - 3 18 17 2
26 a 2 - 3 17 19 3 2 - 3 19 19 2
b 2 - 3 17 19 3 2 - 3 19 19 2
a7 a 3 - 3 17 19 2 2 - 3 18 20 3
b 3 - 3 17 19 2 2 - 3 18 20 3
48 a 3 1 2 21 19 3 2 - 3 20 18 3
b 3 1 2 21 19 3 2 - 3 20 18 3
49 a 3 - 3 14 18 3 3 - 3 16 17 3
b 3 - 3 14 18 3 3 - 3 16 22 3
50 a 4 - 3 19 20 3 3 - 3 18 20 3
b 4 - 3 19 20 3 3 - 3 18 20 3
51 a 3 1 2 22 22 2 2 - 3 17 18 2
b 3 1 2 22 19 2 2 - 3 17 18 2
52 a 3 - 3 18 21 3 3 - 3 18 18 3
b 3 - 3 18 21 3 3 - 3 18 18 3
53 a 3 1 2 22 22 3 3 - 3 19 18 2
b 3 1 2 22 22 3 3 - 3 19 18 2
54 a 2 1 2 22 16 3 3 1 2 22 21 3
b 2 1 2 22 16 3 3 1 2 22 21 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulanséure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
55 a 3 1 2 21 19 3 4 1 2 22 16 3
b 3 1 2 22 18 3 4 1 2 21 16 3
56 a 4 - 3 22 20 3 3 - 3 19 19 3
b 4 - 3 22 20 3 3 - 3 19 19 3
57 a 3 - 3 17 17 3 3 - 3 20 20 3
b 3 - 3 17 17 3 3 - 3 18 18 3
58 a 3 1 2 22 21 3 3 1 2 22 20 3
b 3 1 2 22 21 3 3 1 2 22 20 3
59 a 4 - 3 18 17 3 3 - 3 18 23 3
b 4 - 3 18 17 3 3 - 3 18 23 3
60 a 4 - 3 19 19 3 3 - 3 18 29 3
b 4 - 3 19 19 3 3 - 3 18 29 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
c a - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
61 a 3 - 3 14 16 3 3 - 3 17 18 3
b 3 - 3 14 16 3 3 - 3 15 18 3
62 a 3 - 3 14 12 3 3 - 3 15 14 3
b 3 - 3 14 12 3 3 - 3 15 14 3
63 a 2 - 3 15 16 3 2 - 3 16 16 3
b 2 - 3 15 16 3 2 - 3 16 16 3
64 a 2 - 3 15 13 3 2 - 3 13 14 3
b 2 - 3 15 14 3 2 - 3 13 14 3
65 a 3 - 3 22 24 3 3 - 3 21 23 3
b 3 - 3 22 24 3 3 - 3 21 23 3
66 a 3 - 3 17 13 3 2 - 3 18 13 3
b 3 - 3 17 13 3 2 - 3 18 13 3
67 a 3 - 3 19 14 3 2 - 3 18 15 3
b 3 - 3 19 14 3 2 - 3 18 15 3
68 a 3 - 3 13 13 3 3 - 3 20 14 3
b 3 - 3 13 13 3 3 - 3 20 14 3
69 a 4 2 2 22 25 3 3 2 3 22 35 3
b4 4 2 2 22 24 3 3 2 3 22 35 3
70 a 3 - 2 22 23 3 4 - 2 22 24 3
b 3 - 2 22 23 3 4 - 2 22 24 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulanséure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
71 a 3 - 3 15 17 3 3 - 3 16 17 3
b 3 - 3 15 17 3 3 - 3 16 17 3
72 a 2 - 3 16 14 3 2 - 3 17 13 3
b 2 - 3 16 14 3 2 - 3 17 13 3
73 a 3 - 3 15 17 3 3 - 3 19 20 3
b 3 - 3 15 17 3 3 - 3 19 20 3
74 a 2 - 3 17 14 3 2 - 3 17 13 3
b 2 - 3 17 14 3 2 - 3 17 13 3
75 a 2 - 3 18 15 3 2 - 3 19 16 3
b 2 - 3 18 14 3 2 - 3 19 16 3
76 a 3 - 3 16 13 3 2 - 3 16 16 3
b 3 - 3 16 13 3 2 - 3 16 20 3
77 a 2 - 3 14 14 3 2 - 3 17 16 3
b 2 - 3 14 14 3 2 - 3 17 16 3
78 a 3 - 3 16 14 3 2 - 3 17 16 3
b 3 - 3 16 14 3 2 - 3 17 16 3
79 a 3 - 2 22 17 3 2 - 3 18 16 3
b 3 - 2 21 17 3 2 - 3 18 16 3
80 a 3 - 3 19 19 3 2 - 3 20 16 3
b 3 - 3 19 19 3 2 - 3 19 16 3
A a 12 - - - - 12 3 - - - -
b 12 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
c a - - - - - - - - - - - -
b - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
81 a 3 - 3 17 17 3 2 - 3 15 17 3
b 3 - 3 19 17 3 2 - 3 15 17 3
82 a 4 1 3 18 19 3 4 1 3 17 22 3
b 4 1 3 18 20 3 4 1 3 17 22 3
83 a 3 1 3 21 20 3 3 - 3 21 21 3
b 3 1 3 21 20 3 3 - 3 21 21 3
84 a 3 - 3 17 19 3 3 - 3 17 20 3
b 3 - 3 17 19 3 3 - 3 17 20 3
85 a 4 2 2 22 21 3 5 2 2 22 21 3
b 4 2 2 22 21 3 5 2 2 22 21 3
86 a 3 1 3 18 18 3 3 1 3 17 19 3
b 3 1 3 18 18 3 3 1 3 17 19 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebriutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
87 a 3 - 3 17 17 3 2 - 3 18 19 3
b 3 - 3 17 17 3 2 - 3 18 19 3
88 a 4 - 3 17 17 3 3 - 3 18 19 3
b 4 - 3 17 18 3 3 - 3 17 19 3
89 a 3 - 3 18 19 3 3 - 3 17 18 3
b 3 - 3 18 19 3 3 - 3 17 18 3
90 a 4 - 3 18 20 3 3 - 3 18 21 3
b 4 - 3 18 20 3 3 - 3 18 21 3
o1 a 3 1 3 16 19 3 2 1 3 17 18 3
b 3 1 3 16 19 3 2 1 3 17 18 3
92 a 3 - 3 21 18 3 3 - 3 20 18 3
b 3 - 3 21 18 3 3 - 3 20 18 3
93 a 3 - 3 18 16 3 3 - 3 17 18 3
b 3 - 3 18 16 3 3 - 3 17 18 3
94 a 5 - 1 12 13 3 7 - 1 14 20 3
b 5 - 1 12 13 3 7 - 1 14 20 3
95 a 3 - 3 17 18 3 3 - 3 16 18 3
b 3 - 3 17 18 3 3 - 3 16 18 3
%6 a 3 - 3 19 18 3 4 - 3 18 16 3
b 3 - 3 19 18 3 4 - 3 18 16 3
97 a 3 1 2 22 20 3 3 1 2 22 19 3
b 3 1 2 22 20 3 3 1 2 22 19 3
08 a 3 7 2 22 15 3 3 8 2 22 19 3
b 3 7 2 22 15 3 3 8 2 22 19 3
99 a 3 1 3 16 14 3 2 1 3 17 19 3
b 3 1 3 16 14 3 2 1 3 17 19 3
100 a 3 - 3 19 18 3 3 - 3 18 20 3
b 3 - 3 19 18 3 3 - 3 18 20 3
A a 12 4 - - - - 12 - - - -
b 12 4 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
C a - - - - - - - - - - - -
b - - - - - - - - - - - -
b a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
101 a 3 2 2 22 16 3 3 1 3 21 17 3
b 3 2 2 22 17 3 3 1 3 21 17 3
102 a 4 - 3 19 20 3 3 - 3 19 18 3
b 4 - 3 18 18 3 3 - 3 19 18 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebriutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR

Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
103 a 3 - 3 18 17 3 2 - 3 19 19 3
b 3 - 3 18 17 3 2 - 3 19 19 3
104 a 4 1 2 22 18 3 4 1 2 22 20 3
b 4 1 2 22 20 3 4 1 2 22 21 3
105 a 3 - 2 22 17 3 2 - 3 20 16 3
b 3 - 2 22 17 3 2 - 3 20 18 3
106 a 3 2 2 22 18 3 2 1 3 21 18 3
b 3 2 2 22 19 3 2 1 3 21 19 3
107 a 3 - 3 20 19 3 3 - 3 20 19 3
b 3 - 3 20 19 3 3 - 3 20 19 3
108 a 2 - 3 19 17 3 2 - 3 18 18 3
b 2 - 3 19 17 3 2 - 3 18 18 3
109 a 2 - 3 17 17 3 2 - 3 18 19 3
b 2 - 3 17 17 3 2 - 3 18 19 3
110 a 4 1 2 22 18 3 4 1 2 22 20 3
b 4 1 2 22 18 3 4 1 2 22 20 3
111 a 4 1 2 22 17 3 3 1 2 22 19 3
b 4 1 2 22 17 3 3 1 2 22 19 3
112 a 3 1 2 22 17 3 3 1 2 22 17 3
b 3 1 2 22 18 3 3 1 2 22 17 3
113 a 3 1 2 22 16 3 2 1 2 22 19 3
b 3 1 2 22 18 3 2 1 2 22 19 3
114 a 3 - 3 20 18 3 3 - 3 17 17 3
b 3 - 3 20 18 3 3 - 3 17 19 3
115 a 3 - 3 17 17 3 3 - 3 16 18 3
b 3 - 3 17 17 3 3 - 3 16 18 3
116 a 2 - 3 19 16 3 2 - 3 17 15 3
b 2 - 3 19 16 3 2 - 3 17 15 3
117 a 3 - 3 17 15 3 2 - 3 18 17 3
b 3 - 3 17 17 3 2 - 3 18 17 3
118 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 19 16 3
b 2 - 3 17 17 3 2 - 3 19 16 3
119 a 2 1 2 22 16 3 2 1 2 22 17 3
b 2 1 2 22 16 3 2 1 2 22 17 3
120 a 2 - 3 18 16 3 2 - 3 18 19 3
b 2 - 3 18 16 3 2 - 3 18 19 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 4 - - - - 12 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR Syn

Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb Hof
c a - - - - - - - - - - - -
b - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
121 a 3 - 3 19 16 2 2 - 3 18 17 3
b 3 - 3 19 16 2 2 - 3 18 17 3
122 a 2 - 3 18 14 3 2 - 3 19 15 3
b 2 - 3 18 16 3 2 - 3 19 15 3
123 a 2 - 3 18 14 3 3 - 3 16 18 3
b 2 - 3 18 14 3 3 - 3 16 16 3
124 a 3 - 3 18 20 3 3 - 3 17 16 3
b 3 - 3 17 20 3 3 - 3 17 16 3
125 a 3 - 3 16 13 3 3 - 3 15 15 3
b 3 - 3 16 13 3 3 - 3 15 15 3
126 a 4 - 3 19 19 3 3 - 3 18 20 3
b 4 - 3 19 19 3 3 - 3 18 20 3
127 a 2 - 3 19 15 3 2 - 3 15 15 3
b 2 - 3 19 15 3 2 - 3 15 15 3
128 a 2 - 3 18 15 3 2 - 3 19 14 3
b 2 - 3 18 15 3 2 - 3 19 14 3
129 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 18 17 3
b 2 - 3 17 15 3 2 - 3 18 17 3
130 a 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 13 3
b 2 - 3 18 14 3 2 - 3 16 13 3
131 a 2 - 3 1 18 3 2 - 3 20 16 3
b 2 - 3 18 18 3 2 - 3 20 16 3
132 a 4 - 3 20 20 3 2 - 3 17 20 3
b 4 - 3 20 20 3 2 - 3 17 20 3
133 a 3 - 3 21 16 2 2 - 3 17 16 3
b 3 - 3 21 15 2 2 - 3 17 16 3
134 a 2 - 3 20 17 3 2 - 3 17 18 3
b 2 - 3 20 17 3 2 - 3 17 18 3
135 a 2 - 3 20 17 3 2 - 3 20 18 3
b 2 - 3 20 16 3 2 - 3 20 18 3
136 a 3 - 3 22 19 3 2 - 3 19 15 3
b 3 - 3 22 16 3 2 - 3 19 17 3
137 a 4 - 3 22 19 4 3 - 3 18 18 3
b 4 - 3 22 19 4 3 - 3 18 18 3
138 a 3 - 3 16 10 3 2 - 3 15 12 3
b 3 - 3 16 13 3 2 - 3 15 12 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebriutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR Syn Syn
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Form Syna | Synb Hof

139 a 3 - 3 19 15 3 2 - 3 19 16 3
b 3 - 3 19 15 3 2 - 3 19 16 3
140 a 2 - 3 17 17 3 2 - 3 15 16 3
b 2 - 3 17 16 3 2 - 3 15 15 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
C a - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
141 a 2 - 3 17 18 3 2 - 3 16 19 3
b 2 - 3 17 18 3 2 - 3 16 19 3
142 a 2 - 3 19 16 3 2 - 3 17 19 3
b 2 - 3 19 16 3 2 - 3 17 19 3
143 a 3 - 3 15 17 3 2 - 3 17 19 3
b 3 - 3 15 17 3 2 - 3 17 19 3
144 a 3 1 3 20 17 3 3 1 3 16 17 3
b 3 1 3 20 17 3 3 1 3 16 17 3
145 a 2 1 3 18 16 3 2 1 3 16 15 3
b 2 1 3 18 16 3 2 1 3 16 15 3
146 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 16 15 3
b 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 15 3
147 a 3 1 3 18 17 4 3 - 3 18 18 4
b 3 1 3 18 17 4 3 - 3 18 17 4
a 2 - 3 18 19 3 2 - 3 17 16 3

148
b 2 - 3 18 19 3 2 - 3 17 16 3
a 4 - 3 16 16 4 2 - 3 16 16 4

149
b 4 - 3 16 18 4 2 - 3 16 16 4
150 a 3 2 2 22 18 3 2 1 3 18 18 3
b 3 2 22 17 3 2 1 3 18 18 3
151 a 3 - 3 18 12 3 3 - 3 16 16 3
b 3 - 3 18 12 3 3 - 3 16 16 3
152 a 3 1 3 16 12 3 2 1 3 14 12 3
b 3 1 3 16 12 3 2 1 3 14 12 3
153 a 3 2 3 18 16 3 3 2 3 17 18 3
b 3 2 3 18 16 3 3 2 3 17 17 3
154 a 2 1 3 11 9 3 2 - 3 12 8 3
b 2 1 3 11 9 3 2 - 3 12 8 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmbhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 pg);
Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Hohe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;
3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3

135




Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR

Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
155 a 2 - 3 15 14 3 2 - 3 13 10 3
b 2 - 3 15 14 3 2 - 3 13 10 3
156 a 2 1 3 13 9 3 2 - 3 14 14 3
b 2 1 3 13 9 3 2 - 3 14 14 3
157 a 3 - 3 17 13 3 2 - 3 15 14 3
b 3 - 3 17 13 3 2 - 3 15 14 3
158 a 3 - 3 16 12 3 2 - 3 17 16 3
b 3 - 3 16 12 3 2 - 3 17 16 3
159 a 3 1 3 17 13 3 2 - 3 18 13 3
b 3 1 3 17 13 3 2 - 3 17 13 3
160 a 3 1 3 15 12 3 2 1 3 16 15 3
b 3 1 3 15 13 3 2 1 3 16 15 3
A a 12 4 - - - - 12 3 - - - -
b 12 4 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
Cc a - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
161 a 3 - 3 17 16 3 2 - 3 17 18 3
b 3 - 3 17 18 3 2 - 3 17 19 3
162 a 3 - 3 18 16 3 2 - 3 15 18 3
b 3 - 3 18 16 3 2 - 3 15 18 3
163 a 3 - 3 19 15 3 2 - 3 17 17 3
b 3 - 3 19 15 3 2 - 3 17 17 3
164 a 4 - 3 17 16 3 3 - 3 18 19 3
b 4 - 3 17 17 3 3 - 3 18 19 3
165 a 2 - 3 18 17 4 3 - 3 17 16 3
b 2 - 3 18 17 4 3 - 3 17 16 3
166 a 3 - 3 21 23 3 2 - 3 18 24 3
b 3 - 3 21 23 3 2 - 3 18 24 3
167 a 2 - 3 19 14 3 2 - 3 18 16 3
b 2 - 3 18 14 3 2 - 3 18 16 3
168 a 3 - 3 18 15 3 2 - 3 18 16 3
b 3 - 3 18 16 3 2 - 3 18 16 3
169 a 2 - 3 16 14 3 2 - 3 16 17 3
b 2 - 3 16 14 3 2 - 3 16 17 3
170 a 2 - 3 18 17 3 2 - 3 17 16 3
b 2 - 3 18 17 3 2 - 3 17 16 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulanséure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR

Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
171 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 16 19 3
b 2 - 3 17 17 3 2 - 3 17 16 3
172 a 3 - 3 18 19 3 3 - 3 16 17 3
b 3 - 3 18 19 3 3 - 3 16 17 3
173 a 3 2 3 17 18 3 3 2 3 16 19 3
b 3 2 3 17 18 3 3 2 3 16 19 3
174 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 17 18 3
b 2 - 3 17 15 3 2 - 3 17 18 3
175 a 3 2 2 22 19 3 3 1 2 22 21 3
b 3 2 22 19 3 3 1 2 22 21 3
176 a 3 - 3 20 21 3 4 - 3 18 20 3
b 3 - 3 20 21 3 4 - 3 18 20 3
177 a 2 - 3 17 16 3 2 - 3 20 20 3
b 2 - 3 17 16 3 2 - 3 20 20 3
178 a 2 1 3 18 14 3 2 - 3 16 17 3
b 2 1 3 18 14 3 2 - 3 16 16 3
179 a 2 - 3 16 17 3 2 - 3 16 19 3
b 2 - 3 16 17 3 2 - 3 16 19 3
180 a 2 - 3 16 19 3 3 - 3 17 19 3
b 2 - 3 16 19 3 3 - 3 17 20 3
A a 12 - - - - 12 3 - - - -
b 12 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
C a - - - - - - - - - - - -
b - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3
181 a 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 22 3
b 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 22 3
182 a 2 - 3 17 18 3 2 - 3 16 18 3
b 2 - 3 17 18 3 2 - 3 16 18 3
183 a 2 - 3 19 19 3 2 - 3 17 20 3
b 2 - 3 19 19 3 2 - 3 17 20 3
184 a 2 - 3 16 18 3 2 - 3 16 17 3
b 2 - 3 16 18 3 2 - 3 16 17 3
185 a 2 1 3 17 18 3 2 - 3 17 16 3
b 2 1 3 17 18 3 2 - 3 17 16 3
186 a 2 - 3 17 17 3 3 - 3 18 21 3
b 2 - 3 17 17 3 3 - 3 18 21 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enterocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 ug);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Héhe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Ticarcillin (75 pg) und Amoxicillin/Clavulanséure (3 pg)

30 °C Bebrutungstemperatur

25 °C Bebrutungstemperatur

HHR HHR HHR HHR
Nr. | Ansatz TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof TIC AMC Syn Form | Syna | Synb | Syn Hof
187 a 2 - 3 18 18 3 2 - 3 17 20 3
b 2 - 3 18 18 3 2 - 3 17 20 3
188 a 2 - 3 17 18 3 3 - 3 18 20 3
b 2 - 3 17 18 3 3 - 3 18 20 3
189 a 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 16 3
b 2 - 3 17 16 3 2 - 3 16 16 3
190 a 1 - 3 19 18 3 - - 3 17 18 3
b 1 - 3 19 16 3 - - 3 17 18 3
191 a 2 - 3 16 12 3 3 - 3 9 13 3
b 2 - 3 16 12 3 3 - 3 9 13 3
192 a 2 - 3 14 12 3 2 - 3 14 13 3
b 2 - 3 14 12 3 2 - 3 14 13 3
193 a 3 - 3 17 15 3 2 - 3 17 12 3
b 3 - 3 17 15 3 2 - 3 17 12 3
104 a 2 1 3 17 13 3 2 - 3 16 16 3
b 2 1 3 17 13 3 2 - 3 16 16 3
105 a 2 - 3 19 14 3 1 - 3 11 14 3
b 2 - 3 19 14 3 1 - 3 11 14 3
106 a 2 1 3 14 12 3 2 - 3 15 14 3
b 2 1 3 14 12 3 2 - 3 15 14 3
197 a 2 - 3 17 15 3 2 - 3 18 16 3
b 2 - 3 17 15 3 2 - 3 18 16 3
198 a 3 5 2 22 16 3 2 6 2 22 16 3
b 3 5 2 22 16 3 2 2 22 16 3
199 a 3 1 2 22 13 3 3 - 3 21 16 3
b 3 1 2 22 14 3 3 - 3 21 16 3
200 a 2 - 3 3 2 - 3 10 11 3
b 2 - 3 8 9 3 2 - 3 10 11 3
A a 12 - - - - 12 3 - - - -
b 12 - - - - 12 3 - - - -
B a 21 12 - - - - 23 12 - - - -
b 21 12 - - - - 23 12 - - - -
C a - - - - - - - - - - - -
D a 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14
b 3 2 3 12 13 3 3 1 3 14 14 3

Nr.= Laufende Nummer der Y. enferocolitica Stamme; AMC: Amoxicillin/Clavulansaure (3 pg); HHR: Hemmhofradius in mm; TIC: Ticarcillin (75 pg);

Syn a: Abstand Synergie horizontal; Syn b: Hohe Synergie vertikal; Syn Hof: GroRe des Synergierings ; Syn Form: 1: Ausbuchtung;; 2: Verbindung;

3: Blase; A: E. coli: DSM® 1103; B: S. aureus. DSM® 1104; C: E. coli ATCC® 35218; D: Y. enterocolitica 108-c 4/0:3
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Anhang

Tabelle 26: Vorkommen b/aA- und b/aB-Gene bei den untersuchten Y. enferocolitica 4/0:3 Stamme

Nr. blaA blaB Nr. blaA blaA Nr. blaA blaA Nr. blaA blaA Nr. blaA blaA
1 ja ja 41 ja ja 80 ja ja 121 ja ja 161 ja ja
2 ja ja 42 ja ja 81 ja ja 122 ja ja 162 ja ja
3 ja ja 43 ja ja 83 ja ja 123 ja ja 163 ja ja
4 ja ja 44 ja ja 84 ja ja 124 ja ja 164 ja ja
5 ja ja 45 ja ja 85 ja ja 125 ja ja 165 ja ja
6 ja ja 46 ja ja 86 ja ja 126 ja ja 166 ja ja
7 ja ja 47 ja ja 87 ja ja 127 ja ja 167 ja ja
8 ja ja 48 ja ja 88 ja ja 128 ja ja 168 ja ja
9 ja ja 49 ja ja 89 ja ja 129 ja ja 169 ja ja
10 ja ja 50 ja ja 90 ja ja 130 ja ja 170 ja ja
11 ja ja 51 ja ja 91 ja ja 131 ja ja 171 ja ja
12 ja ja 52 ja ja 92 ja ja 132 ja ja 172 ja ja
13 ja ja 53 ja ja 93 ja ja 133 ja ja 173 ja ja
14 ja ja 54 ja ja 94 nein ja 134 ja ja 174 ja ja
15 ja ja 55 ja ja 95 ja ja 135 ja ja 175 ja ja
16 ja ja 55 ja ja 96 ja ja 136 ja ja 176 ja ja
17 ja ja 56 ja ja 97 ja ja 137 ja ja 177 ja ja
18 ja ja 57 ja ja 98 ja ja 138 ja ja 178 ja ja
19 ja ja 58 ja ja 99 ja ja 139 ja ja 179 ja ja

20 ja ja 59 ja ja 100 ja ja 140 ja ja 180 ja ja

21 ja ja 60 ja ja 101 ja ja 141 ja ja 181 ja ja

22 ja ja 61 ja ja 102 ja ja 142 ja ja 182 ja ja

23 ja ja 62 ja ja 103 ja ja 143 ja ja 183 ja ja

24 ja ja 63 ja ja 104 ja ja 144 ja ja 184 ja ja

25 ja ja 64 ja ja 105 ja ja 145 ja ja 185 ja ja

26 ja ja 65 ja ja 106 ja ja 146 ja ja 186 ja ja

27 ja ja 66 ja ja 107 ja ja 147 ja ja 187 ja ja

28 ja ja 67 ja ja 108 ja ja 148 ja ja 188 ja ja

29 ja ja 68 ja ja 109 ja ja 149 ja ja 189 ja ja

30 ja ja 69 ja ja 110 ja ja 150 ja ja 190 ja ja

31 ja ja 70 ja ja 111 ja ja 151 ja ja 191 ja ja

32 ja ja 71 ja ja 112 ja ja 152 ja ja 192 ja ja

33 ja ja 72 ja ja 113 ja ja 153 ja ja 193 ja ja

34 ja ja 73 ja ja 114 ja ja 154 ja ja 194 ja ja

35 ja ja 74 ja ja 115 ja ja 155 ja ja 195 ja ja

36 ja ja 75 ja ja 116 ja ja 156 ja ja 196 ja ja

37 ja ja 76 ja ja 117 ja ja 157 ja ja 197 ja ja

38 ja ja 77 ja ja 118 ja ja 158 ja ja 198 ja ja

39 ja ja 78 ja ja 119 ja ja 159 ja ja 199 ja ja

40 ja ja 79 ja ja 120 ja ja 160 ja ja 200 ja ja

BlaA: 3-Laktamase A; BlaB: R-Laktamase B; Nr.= Laufende Nummer der Y. enferocolifica Stamme;

ja: Gen vorhanden; nein: Gen nicht vorhanden
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