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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosst ein Gram-negatives, chemoorganotrophes Bakterdas
ubiquitar in vielen terrestrischen und aquatischiabitaten vorkommt. Es gehort zur
Familie derPseudomonadaceaend ist dery-Gruppe der Proteobakterien zugeordnet
(Brock et al, 2006). Das 6,26 Mb gro3e Genom vBn aeruginosaPAO1 wurde
sequenziert, beinhaltet 5570 annotierte Gene ($ttval, 2000) und weist einen GC-
Gehalt von 66,6 % auf (Stovet al, 2000). Dieses mesophile Stabchen, das keine
Sporen bildet, ist monotrich polar begeil3elt (Bretkal, 2006) und verfugt tber Typ
IV Pili, welche das Bakterium zur ,twitching motii* befahigen und dariber hinaus
die Anheftung an biotische und abiotische Obergfichermitteln (O'Toole und Kolter,
1998). Sein Stoffwechsel ist sehr vielfaltig und é&snn unterschiedlichste
Verbindungen, wie z. B. Alkohole, Fettsduren, ZuckBi- und Tricarbonsauren,
Aromaten, Amine und Aminosauren als Kohlenstofftgrel nutzen. Dabei sind
organische S&uren seine bevorzugten Energiequélieikose wird Uber den Entner-
Doudoroff-Weg abgebaut (Broak al, 2006).P. aeruginosekann sowohl aeroben als
auch anaeroben Stoffwechsel betreiben und ist in ldsge unter anaeroben
Bedingungen Nitrat und Nitrit als terminalen Elektenakzeptor zu nutzen
(Denitrifikation; Zumft, 1997, Schreibet al, 2007). Stehen diese nicht zur Verfigung,
kannP. aeruginosadurch Pyruvat- oder Arginin-Fermentation Gberleljgachbachet

al., 2004, Wu et al, 2005). Hierbei ist die Energiegewinnung duch Rgtu

Fermentation so gering, dass dfe aeruginosazwar erlaubt zu Uberleben, ein

1



Einleitung

Wachstum aber nicht ermdglicht (Schreibsr al, 2007). Die Anspriche voi.
aeruginosaan die Kulturbedingungen sind gering. Er ist im dage bei Temperaturen
bis zu 43 °C zu wachsen. Bei einer optimalen Teatpervon 37 °C betragt die
Generationszeit in Vollmedium ca. 20 min (Broek al, 2006). P. aeruginosaist
sowohl Oxidase- als auch Katalase positiv. Chareskigch ist aul3erdem die Bildung
von Pigmenten, wie dem wasserloslichen Pyoverddm &@henanzinderivat Pyocyanin
(Lau et al, 2004) und dem suRlich-aromatisch duftenden Ofttmiroacetophenon
(Mann, 1966).

Die Tatsache, da$3. aeruginosan Wasser fihrenden Systemen, vorkommt (Gretbe
al., 1995), fuhrt haufig zu hygienischen ProblemerKmnkenhausern (Grobet al,
1995). Seine opportunistische Humanpathogenitatrt fidei immungeschwachten
Patienten zum Beispiel zu Harnwegsinfekten odermpuoblen Infektionen, die
aufgrund der hohen intrinsischen Antibiotikaresigen vonP. aeruginosateilweise
nur schwer zu bekampfen sind (Broekal, 2006). Eine wichtige Eigenschaft véh
aeruginosa,die ihm hilft widrige Umstande in seiner Umwelt umeihrend einer

Infektion zu Uberstehen, ist seine Fahigkeit Bio&lzu bilden.

1.2. Biofilmbildung

Biofilme sind Ansammlungen von Mikroorganismen, dieh an eine Oberflache
anheften und sich mit einem extrazellularen Schlemmgeben (Mah und O'Toole,
2001a). Dieser besteht zu ca. 98 % aus Wasser dbamd Costerton, 2002), das
zusammen mit extrazellularen polymeren SubstanZS) wie Polysacchariden,
Proteinen (z. B. extrazellularen Enzymen), Lipidera Nukleinsauren (Wingender und
Jaeger, 2002) eine schleimige Matrix bildet, inaliel die Bakterienzellen eingebettet
sind (Costertonet al, 1987). Biofilme sind sehr widerstandsfahig gedpami

Desinfektion und anderen, fir planktonisch lebeddken schadlichen Einflissen von
aul3en (Grobeet al, 2001, Schulte, 2003). Die von den Bakterien getdn EPS

schitzen die eingelagerten Zellen z. B. vor Augimoag, pH-Wert-Schwankungen,
Antibiotika (Nickelet al, 1985, Kwon und Lu, 2006) und vor Abwehrmechanismes

menschlichen Immunsystems (Donlan und Costertdd2)20



Einleitung

Die Bildung eines Biofilms lasst sich in fiunf Phaggiedern:

[1] Wéahrend der Induktionsphase erfolgt die Prirdhésion einzelner, planktonisch
lebender Zellen an eine Oberflache (siehe Abbilduirighase 1). Hierbei spielen vor
allem Zelloberflachen assoziierte Strukturen, wiegEllen und Typ IV Pili, aber auch
die Zellhille selbst eine wichtige Rolle (O'ToolaeduKolter, 1998). Mit Hilfe des

polaren Flagellums schwimmt die Zelle zu einer @&ehe und es kommt zu einer

apikalen Anlagerung, die zuné&chst reversibel iatiEget al, 2002).

[2] Die darauf folgende Anheftung der Zelle Ubee djesamte Zelloberflache in
Langsrichtung ist irreversibel (Saugral, 2002). Die Zelle beginnt mit der Produktion
von EPS und es lagern sich weitere Zellen an digsdle an (siehe Abbildung 1 Phase
2).

[3] In der logarithmischen Wachstumsphase nimmtzZii#masse stetig zu, die Zellen
teilen sich und passen ihre Physiologie und ihraoffi@echsel an die sessile
Lebensweise an (siehe Abbildung 1 Phase 3). Didéchst nur kleinen Zellaggregate
werden durch klonales Wachstum immer groRer. NalygnlV Pili sind auch EPS fur

den Zusammenhalt des Biofilms von Bedeutung. Siedeve daher wahrend der
Reifung eines Biofilms vermehrt gebildet (O'TootedKolter, 1998).

[4] Nach der vollstandigen Reifung eines Biofilnt tdieser in die Plateau-Phase ein,
in der die Gesamtzellmasse stagniert. Der ZuwaehsmZellen gleicht hier gerade die
Ablésung von Zellen aus (siehe Abbildung 1 PhaseDfg ausgepragte Struktur und
Organisation des Biofilms wird wahrscheinlich Gl§gunorum sensing (QS) reguliert,
dessen genaue Mechanismen allerdings noch nicktamelen sind (Pearsast al,
1997; Daveyet al, 2003). Die Zellen eines reifen Biofilms weiseinee veranderte
Genexpression auf, wobei Gene, die an der Antikaogisistenz der Bakterien beteiligt
sind, deutlich starker exprimiert werden, als Hangtonisch lebenden Zellen (Whiteley
et al, 2001).

[5] Die Ablésungsphase wird meist durch Erosion ysidughing” verursacht. Dazu

kommt es, wenn externe Krafte, die auf den Bioftrken, grél3er werden als interne,

3



Einleitung

die ihn zusammen halten. Die Ablosung eines Bidfilimngt folglich von einer
Vielzahl physikalischer Faktoren, wie z. B. Viskésj pH-Wert und lonenstarke des
Mediums, sowie den Strémungsverhaltnissen und ratéteden Scherkraften ab
(Stoodleyet al, 2002). Auch kommt es vor, dass Schwarmzellenv aken reifen
Biofilm verlassen (siehe Abbildung 1 Phase 5). Bi&hwarmzellen lassen sich an
anderer Stelle nieder um einen neuen Biofilm zddril(O'Toole und Kolter, 1998).

Abbildung 1: Ablauf der Biofilmbildung beP. aeruginosdqStoodleyet al, 2002).

Der intakte, reife Biofilm ist von kleinen wasséifiglten Kanalen durchzogen, die eine
Sauerstoff- und  Nahrstoffversorgung der  zahlreicheBSchichten dieses
dreidimensionalen  Gebildes sicherstellen, und flen d Abtransport von
Stoffwechselprodukten verantwortlich sind (Costertet al, 1994). Durch
Stoffwechselaktivitat der Bakterien entsteht inad#ishdes Biofilms ein Gradient von
Nahrstoffen, Salzen und Sauerstoff, was mikroaetmbeanaerobe Bedingungen im
Inneren des Biofilms zur Folge hat (Ghigo, 2003).

1.3. Pathogenitat vonP. aeruginosa

P. aeruginosa produziert eine Vielzahl unterschiedlicher zellgettener und
extrazellularer Virulenzfaktoren und verursacht bmeites Spektrum an Infektionen
(Schaber et al, 2004). Der opportunistisch humanpathogene Errekgnn in
immunschwachen Patienten beispielsweise zu Infeétiales Mittelohrs, der Bindehaut
des Auges, des Respirationstraktes und des Harnfidggen. CF-Patienten leiden

4
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haufig unter chronischen Lungenentziindungen Rniaeruginosaals dominierendem
Keim (Sadikotet al, 2005). Brandopfer, deren Haut grol3flachige Sehaalufweist,
kénnen sich miP. aeruginosanfizieren (Brocket al, 2006). Da sich viele Patienten in
Krankenh&dusern infizieren, giR. aeruginosaals einer der wichtigsten nosokomialen
Keime, der aufgrund seiner ausgepragten Antibiotigigtenzen nur schwer zu
therapieren ist (Brockt al, 2006).

Die Virulenz vonP. aeruginosaist multifaktoriell. So gehdéren z. B. Typ IV PIili,
Flagellen und Lipopolysaccharide (LPS) zu den =edlijmdenen Virulenzfaktoren.
Extrazellulare Virulenzfaktoren werden von den &elltber sechs verschiedene
Sekretionssysteme (Typ I-lll-, V-VI- Sekretionssrst und Membranvesikel) in den
extrazellularen Raum oder direkt in eine benackb¥firtszelle sekretiert (Mat al,
2003; Fillouxet al, 2008). Darunter Exotoxine (Exotoxin A), versaleae Proteasen,
wie Elastasen, Hamolysine, Phospholipasen und é&mpa®as Exotoxin A (ADP-
Ribosyltransferase) hemmt die Proteinbiosynthesieimirtszelle (Broclet al, 2006)
und konnte in einer Vielzahl von klinischdp. aeruginosdsolaten nachgewiesen
werden (Plotkowsket al, 2002). Hamolysine, Phospholipasen und Lipas@adigen
die Cytoplasmamembran der Wirtszellen und veruesactelllyse (Brocket al, 2006).
Durch Enzyme abgebaute Makromolekile kdnnen dertelBakzellen wiederum als

Né&hrstoffe dienen.

Des Weiteren kanf®. aeruginosaPigmente, wie das blau-grine, chloroformlésliche
Pyocyanin und das gelblich fluoreszierende, wasskche Pyoverdin (= Fluoreszein)
bilden. Dartber hinaus wird das Exopolysaccharigimt produziert. Auch diese drei
Virulenzfaktoren werden in den extrazellularen Raummsgeschleust, wo das
Phenanzinderivat Pyocyanin in den umliegenden @elturch Auto-Oxidation
oxidativen Stress auslost (Latial, 2004). Pyoverdin, welches als Siderophor fungier
komplexiert dreiwertiges Eisen und stellt es BeraeruginosaZelle als zweiwertiges
Eisen zur Verfugung. Da viele Habitate innerhalls deenschlichen Korpers Eisen-
limitiert sind, herrschen fUP. aeruginosawvahrend einer Infektion im Wirt oft Eisen-
Mangel Bedingungen, die es mit der Bildung von Rydin kompensieren kann (Mittal
et al, 2008). Desweiteren besitR. aeruginosaHam-Transport-Systeme fir die
Aufnahme von Ham, welches aus roten BlutkdrperalmmHamolysin freigesetzt wird

(Ochsneret al, 2000). Das im Ham enthaltene Eisen kann \Wnaeruginosa
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verstoffwechselt werden und stellt eine Eisenqueltkei vorherrschenden
Eisenmangelbedingungen dar. Die Bedeutung des &kymls Virulenzfaktor zeigt sich
besonders bei mucoideR. aeruginoseStammen. Dieser Phanotyp wurde vermehrt bei
CF-Patienten beobachtet und zeichnet sich durah @berproduktion von Alginat aus,
welches die Bakterienzellen vor Austrocknung (Sataweann und Boring Ill, 1971),
Antibiotika, Desinfektionsmitteln (Rehm und Winklet996) und dem Immunsystem
des Wirtes (Piert al, 2001) schitzt. BeP. aeruginosaaus Harnwegsinfektionen
konnte dieser Phanotyp allerdings nur bei 1 % d@&m$e beobachtet werden (Suman
et al, 1993).

Die Kommunikation vonP. aeruginos&Zellen untereinander und mit Zellen anderer
Spezies findet Uber verschiedenen Quorum-Sensii®)-8Psteme statt. Neben den
beiden hierarchisch regulierten QS-Systemen Laskll RhIRI (Latifi et al, 1996),
wird auch dasPseudomonagfuinolon Signal (PQS) zu den QS-Systemen Yon
aeruginosagezahlt (Diggleet al, 2006). Wahrend die Produktion von PQS Sauekstoff
abhangig ist (Schertzeet al, 2010), werden das LasRI- und das RhIRI-System
zelldichteabhangig exprimiert, wobei das LasRI-8ystdie Synthese von RhIRI
reguliert (Schusteet al,, 2003; Pesci und Iglewski, 1999). Diese drei QSt&ne sind
fur die Regulation der meisten voR. aeruginosaproduzierten Virulenzfaktoren
verantwortlich (Wilderet al, 2011) und es wurde gezeigt, dass Mutantionereriralb
dieser Systeme die Virulenz und Resistenz Ponaeruginosaherabsetzten kénnen
(Bottomleyet al, 2007; Hentzeet al, 2003). Aus diesem Grund gibt es verschiedene
Untersuchungen zur Wirkung von QS-Inhibitoren anfiektionen mitP. aeruginosa
(Zhang, 2003; Bjarnshodt al, 2005; Rasmussest al,, 2005).

1.4. Harnwegsinfektionen

Der menschliche Harnweg, in Abbildung 2 dargesteflihrt von den paarig
angeordneten, bohnenférmigen Nieren, Uber die d@enl(Ureter) zur Harnblase und

von dort durch die Harnréhre (Urethra) nach aul3en.
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In den Nephronen der Nieren werden die Bestandt#ds Urins aus dem Blut
herausgefiltert und Uber die Nierenbecken in demnldder abgegeben, welche die
Nieren mit der Harnblase verbinden. In der Blasedwier Urin gesammelt, bei einer
Fullmenge von 150 ml bis 200 ml tritt Harndrang,awbraufhin der Urin Uber die

Harnrohre ausgeschieden wird (Manski, 2008).

| \ [

\ ?

1 c s
Nieran O )
Nierenbecken— Y
Harnleiter J ==

Harnblase

Harnréhre-

Abbildung 2: Der menschliche Harnweg (http://www.eesom.com/igrh,+Harnwege/Nieren).

Ein gesunder Erwachsener bildet, abhangig von seiléer, Geschlecht, Flissigkeits-
und Nahrungsaufnahme ca. 1 ml Urin pro Minute. pldrWert des Urins variiert in
einem Bereich von 4,5 — 8,0 und ist ebenfalls stark abhangig von der Diat der
jeweiligen Person (Brooks und Keevil, 1997). Deimlgines gesunden Menschen setzt
sich aus Wasser (95 % des Gesamtvolumens), Harngifidprodukt des
Eiweil3stoffwechsels, ca. 20 - 25 g/Tag), Harnsau(Endprodukt des
Purinstoffwechsels, ca. 0,5 - 1,0 g/Tag ), Kreati(hbbauprodukt aus Muskel- und
Nervenzellen, ca 1,2 — 1,8 g/Tag), Aminosauren 808. mg/Tag), Salzen (besonders
NaCl, ca. 10 g/Tag), Phosphaten und organischerreBauwie Oxalsadure und
Zitronensaure zusammen (Manski, 2008; PschyremB@4). Stickstoffhaltige
Urochrome, die wahrend des Abbaus von Eiweil3enBildibin entstehen, geben dem
gesunden Urin seine gelbliche Farbe (Thudichum4L8&/ahrend die Ausscheidung
geringer Mengen Zucker (weniger als 200 mg pro T@ggr den Urin normal ist,
konnen hohere Konzentrationen ein Zeichen fur Degmellitus sein. Auch bakterielle
Harnwegsinfektionen lassen sich lber eine verdadéusammensetzung des Urins

detektieren. Hierbei erh6ht sich der Proteingetiedt Urins und es sind Leukozyten und
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Erythrozyten darin zu finden (Pschyrembel, 2004psDWeiteren wird von den
besiedelnden Bakterien das in geringen Mengen im \rhandene Nitrat (0,5 — 2
mM) zu Nitrit abgebaut, welches im Urin eines gesem Menschen nicht vorkommt
(Manski, 2008). Auch der £Gehalt des Urins verédndert sich wahrend einer
Bakteriellen Infektion. Es wurde bereits 1997 ggizeailass der Urin von Patienten, die
an einer Harnwegsinfektion leiden, weniger Sauérstothalt als der eines gesunden
Menschen (Giannakopoulost al, 1997). Ereignen sich akute oder chronische
Entzindungsprozesse im Bereich der Nieren und/dderableitenden Harnwege, so
spricht man von einer Harnwegsinfektion (Manskip&@0 Harnwegsinfektionen und
Entzindungen des Urogenitaltraktes gehdren zu dariigsten Erkrankungen des
Menschen (Manski, 2008). Sie werden meistens dBadterien, seltener durch Pilze
oder Viren hervorgerufen (Manski, 2008). Im gesum@@ganismus werden Erreger,
die Uber die Urethra in die Harnblase eindringerj threr Entleerung wieder
hinausgespult. Ist der restlose Abfluss des Urllesdings behindert, so kann es zu
einer Entzindung der Harnblase (Zystitis) kommeteigén diese Erreger aus der
Infektion der unteren Harnwege Uber die Harnldiisrzum Nierenbecken auf, spricht
man von einer Infektion der oberen Harnwege. BeereHarnwegsinfektion befinden
sich mehr als 1 x fOKeime pro ml im Urin der betroffenen Person, wob@
auslosenden Bakterien, wie zBscherichia col(60 %),Proteus(15 %),Klebsiella(10
%) undStreptococcus faecal{d0 %) meist zur normalen Darmflora gehéren (Mansk
2008). In 12 % der Falle isP. aeruginosaan einer Harnwegsinfektion beteiligt
(Manski, 2008). Besonders geféahrdet sind Patieméneinem gestorten Abfluss des
Urins aus der Blase, Immungeschwéachte, Schwangede Ratienten mit Diabetes
mellitus (Manski, 2008). Bei Patienten die mit em&atheter behandelt werden steigt
das Risiko einer Harnwegsinfektion mit der Dauer Katheterisierung. Wahrend das
Infektionsrisiko bei der Verwendung eines Kurza&dtheters (bis zu sieben Tage) bei
10 — 50 % liegt, erleiden nahezu alle Patientere énfektion wenn sie mit einem
Langzeit-Katheter (Uber 28 Tage) behandelt wer@itkler, 1996)P. aeruginosaist
dabei an etwa 35 % der Katheter assoziierten Haysiwkektionen beteiligt (Mittaét
al., 2009). Dabei liegt die Sterblichkeitsrate detidtden, die mit multiresistenten.
aeruginosaStammen infiziert sind bei bis zu 67 %, wahreral [32i nicht resistenten
Stammen immerhin 23 % betragt (Obritsthal,, 2005). Als multiresistent werden per
Definition P. aeruginosaStamme eingestuft, die Resistenzen gegen mindeshen

antipseudomonadale Antibiotika, wie antipseudomatedp-Lactame (z. B.

8



Einleitung

Piperacillin, Ceftazidim, Imipenem, Meropenem unztgonam), Fluorchinolone (z. B.
Ciprofloxacin) und die Aminoglykoside GentamycinobFamycin und Amikazin
aufweisen (Defeet al, 2004).

1.5. Antibiotika

Antibiotika sind Substanzen, die von bestimmten mgtkganismen als
Sekundarmetabolite produziert werden, und schogeningen Konzentrationen gegen
andere Mikroorganismen wirksam sind (Brazkal, 2006). Im Gegensatz dazu stehen
Chemotherapeutika, die synthetisch hergestellt @rerdvon den vielen bisher
entdeckten Antibiotika haben nur weniger als eimzEnt eine Bedeutung in der
medizinischen Behandlung bakterieller Infektion®@rock et al, 2006). Antibiotika
kénnen das Wachstum von Bakterien hemmen (baktatieshe Wirkung), sie abtdten
(bakteriozide Wirkung) oder die Bakterienzellenldsén (bakteriolytische Wirkung)
(Brock et al, 2006). Aufgrund ihrer chemischen Struktur undeihWirkungsweise
werden Antibiotika in unterschiedliche Klassen eiagt. In Abbildung 3 sind einige
der wichtigsten Antibiotika-Klassen und ihre Wirk@rinnerhalb einer Bakterienzelle
dargestellt. WahrengLactamantibiotika, Fosfomycin und Glycopeptidespelsweise
den Zellwandaufbau inhibieren, schadigen Chinolané Nitrofurane die Struktur und
Funktion der DNA. Auch Translation (z. B. Rifampiziund Transkription (z. B.
Aminoglykoside, Makrolide und Tetracycline) der badellen Zelle sind wichtige
Angriffsorte fur Antibiotika. Da durch die Einnahmen antibiotischen Medikamenten
der Patient moglichst nicht geschadigt werden gt hier das ,Prinzip der selektiven
Toxizitat*. Antibiotika wirken also speziell auf ®@kturen und Vorgange der
prokaryotischen Bakterienzelle, die in einer euktisghen Zelle fehlen oder anders
aufgebaut sind. Diese speziellen Angriffspunkted daeispielsweise die Zellwand, die
Struktur und Funktion der Zellmembran, die Protaspnthese und die DNA-
Replikation (Brocket al, 2006). Im Folgenden wird die Wirkungsweise dedieser

Arbeit verwendeten Antibiotika vorgestellt.
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Struktur u. Funktion
i
] - B-Lactame
- C_hmnlnne - Fosformycin
- Mitrofurane - Glycopeptide
Zellwand

=l Protein
Fellmembran

Rifampicin Froteinhiosynthese

- Aminoglykoside
- Makraolide
- Tetracycline

Abbildung 3: Wirkorte verschiedener Antibiotika in einer prokatigchen Zelle.

Tobramycin (GsgHsz7NsOg) gehort zur Klasse der Aminoglykosid-Antibiotikaglche
aus glykosidisch gebundenen Aminozuckern besteBén.binden irreversibel und
spezifisch an Proteine der 30S-Untereinheit deteselen Ribosomen und verdrangen
dort die Formylmethionyl-Transfer-RNA (fmet-tRNA) om den Ribosomen-
Bindungsstellen. Sie verhindern damit, dass sighationskomplexe bilden konnen, die
die Proteinbiosynthese einleiten. Des Weiteren B@mi Aminoglykoside ein
fehlerhaftes Ablesen der mRNA-Kodons und das Auwselarbrechen funktionell
wichtiger Polysomen (mehrere Ribosomen, die sichPzateinsynthese in Tandems an
ein einzelnes mMRNA-Molekul heften) in funktionslddenosomen (Mimt al, 2006).
Durch diese Mechanismen kommt die Proteinbiosymtltes betroffenen Zellen zum
Erliegen und ihr Stoffwechsel wird gehemmt. Die I€ektirbt jedoch nicht ab,
Aminoglykoside wirken daher bakteriostatisch (Bretlal, 2006).

Das Grundgerist der Chinolone ist aus Chinoloncesdare aufgebaut. Fluorchinolone,
zu denen auch das hier verwendete CiprofloxacinHgFN3O3) gehdrt, liegen

substituiert mit Fluor vor. Als Gyrasehemmer sorg€hinolone dafiir, dass die
bakterielle Gyrase, die zur Proteinfamilie der Tispmerasen gehort, ihre Aufgabe
nicht korrekt ausfihren kann (Broclet al, 2006). Die bakterielle Gyrase
(Topoisomerase II) sorgt in der Zelle fir das soagmte ,supercoiling” der DNA, diese
wird wahrend der Replikation so gefaltet und véitdrilass sie in die Bakterienzelle

hinein passt. Ciprofloxacin bindet irreversibeldan DNA-Enzym-Komplex, nachdem
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die Gyrase einen Doppelstrangbruch in den DNA-$tramgefihrt hat. So wird die
sofortige Reparatur dieses Doppelstrangbruches indatt. Die Anzahl der
Doppelstrangbriiche in der Zelle erhéht sich undzk#e stirbt letztendlich bei dem
Versuch, mittels SOS-Antwort die zahlreichen Dopprahgbriiche wieder zu schliel3en
(Mims et al, 2006). Fluorchinolone gehéren zu den vollstandignthetisch
hergestellten Antibiotika, es handelt sich dahernage genommen um ein

Chemotherapeutikum.

Tobramycin und Ciprofloxacin wurden fur die Verwend in dieser Arbeit
ausgewahlt, da sie aktuell in der Medizin gegen planierte Harnwegsinfektionen mit

Beteiligung vorP. aeruginosaverabreicht werden.

Neuere Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass dasen Zielstruktur-spezifischen
Wirkmechanismen der veschiedenen Antibiotikaklasa#ia bakterioziden Antibiotika
die Zelle zusatzlich durch die Bildung reaktiveru8astoffspezies schadigen. Kohanski
et al, 2007, Dwyeret al, 2009). Kohanski und Kollegen zeigten mit Hilfenv
Mutanten-Studien, dass die Interaktion von bakegdien Antibiotika mit ihren
spezifischen Zielstrukturen innerhalb der Baktearedle die Oxidation von
Reduktionsequivalenten wie NADH Uber die Elektranemsportkette stimuliert. Diese
Hyperaktivitéat der Elektronentransportkette, dienwaer Aktivierung des Zitratzyklus
abhangig ist, stimuliert laut Kohanséi al. die Bildung von Superoxiden Kohangki
al., 2007. Diese wiederum entziehen Eisen-Schwefatrga das Eisen, welches uber
die Fenton-Reaktion die Bildung reaktiver Sauefsp#zies fordert Kohanslet al,
2007. Die in der Fenton-Reaktion Ubermafig geleldeHydroxylradikale (OH
schadigen neben der DNA auch Proteine und Lipide, schliel3lich zum Tod der Zelle
fuhrt Kohanskiet al, 2007. Ein weiterer Hinweis auf diese Zusammeghaist die
Tatsache, dass in Transkriptomanalysen unter Aniiaieinfluss viele Gene
hochreguliert sind, die der DNA-Reparatur und deart®¥idigung gegen oxidativen
Stress dienen (Yeomt al, 2010). Aul3erdem zeigten Yeahal. die Eisenabhéngigkeit
der antibiotischen Wirkung verschiedener Antibiat(leomet al, 2010).

11
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1.6. Antibiotikaresistenz von P. aeruginosa

Bei vielenP. aeruginosanfektionen handelt es sich um chronische Erkragem oder
nosokomiale Infektionen, die nur schwer zu behandahd. Aufgrund seiner grof3en
Anpassungsfahigkeit und seiner hohen intrinsischemtibiotikaresistenz ist P.
aeruginosanur schlecht mit Antibiotika zu behandeln (Braatkal, 2006). Zudem is®.
aeruginosa dazu fahig, wahrend einer Antibiotikabehandlung iteve
Antibiotikaresistenzen zu erlangen. Diese auf3endlide hohe Widerstandsfahigkeit
gegenuber den verschiedensten Antibiotika-Klasserdankt P. aeruginosaeiner

Kombination aus mehreren Faktoren.

Zum einen begrenzt die geringe Permeabilitit ddsetan Membran des Gram-
negativen Bakteriums das Eindringen kleiner hydiephVolekile in die Zelle und
schliel3t groRere Molekile aus (Broekal, 2006). Die Membranpermeabilitat vén
aeruginosaist ca. 100-fach geringer, als die vBn coli (Nakae, 1986) Die kleineren,
hydrophilen Antibiotika, wie z.B. Chinolone durcheren die &uRere Membran durch
Porin-Proteine (z.B. OprD und OprG), die die Menmmb@urchspannen. Mutationen
dieser Porin-Proteine, verhindern das Eindringeiohso Antibiotika und haben eine
erhohte Resistenz der Mutante zur Folge (Bretckl, 2006; Qualeet al, 2006). Zum
anderen verflgP. aeruginosaiber so genannte ,multidrug* Efflux-Pumpen, dideun
Energie-Verbrauch Antibiotika aus der Zelle herausipen und somit aus dem Cytosol
entfernen. Diese Protein-Komplexe beinhalten emergieabhangige Pumpe, die sich
in der Cytoplasmamembran befindet und Uber ein dipfotein mit einem Porin der
auReren Membran verbunden ist (Bragtkal, 2006). FurP. aeruginosasind einige
verschiedene Efflux-Systeme beschrieben und allébiika-Klassen, bis auf die
Polymyxine, werden von einem oder mehreren Efflygt&men erfasst (Brookt al.,
2006). Wahrend der MultieffluxAB-outer-membraneemM-Komplex (MexAB-
OprM) p-Lactame, Chinolone, Penicilline, Cephalosporined ueine Reihe von
Desinfektionsmitteln aus der Zelle hinaus beférdedhleust MexXY-OprM unter
anderem Aminoglykoside in den extrazellularen Rg@mock et al, 2006). MexXY-
OprN, welches mit dem &ufReren Membranprotein Opeduliert ist, fihrt zu einer
ganzen Reihe von Resistenzen gegen verschiedeit@odika-Klassen, unter anderem

Imipenem, Meropenem, einige Chinolone, Penicilluimed Cephalosporine (Bonomo
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und Szabo, 2006). Auch die MexEF-OprN und MexCDJOKomplexe gehdren zu
diesen ,multidrug” Efflux-Pumpen (Quaég al., 2006).

Neben diesen Abwehrmechanismen verfiagaeruginosaiber chromosomal kodierte
Resistenzgene fiur die Degradation einiger AntikatiEin Beispiel hierflr ist das
ampGGen, welches fir einf-Lactamase kodiert, die dg¢hlLactamring, den allg-
Lactamantibiotika gemeinsam haben, hydrolysiervétmore, 1995). Aminoglykoside
werden von einigeR. aeruginoseStammen ebenfalls modifiziert und damit unwirksam
gemacht, indem Enzyme Acetyl-, Phosphat- oder Alg&&ruppen auf Amino- und
Hydroxyl-Substituenten am Antibiotika-Molekul Ubegen werden (Lambesdt al,
2002).

Ein weiterer Resistenz-Mechanismus besteht in ematagenen Veranderung des
Angriffsortes des Antibiotikums. Die verbreitet&terdnderung irP. aeruginosdindet
an der A-Untereinheit der DNA-Gyrase statt, welclas Ziel der Chinolone ist. Das
Enzym ist daraufhin weiterhin aktiv aber aufgrurest ¥eranderung ist die Bindung des
Chinolons hier nicht mehr moglich. Aul3erdem sind Rn aeruginosaahnliche
strukturelle Veranderungen der 30S UntereinheitRIbosomen bekannt, die diese vor
der Wirkung der Aminoglykoside schiitzen (Lamlegral., 2002).

Innerhalb eines Biofilms spielen neben den bemm&hnten Resistenz-Mechanismen
offenbar noch andere Vorgange eine RollePdaeruginosan Biofilmen wesentlich
toleranter ist, als planktonisch lebende Zellen lfMend O'Toole, 2001). Es konnte
gezeigt werden, dag$d. aeruginosaZellen innerhalb eines Biofilms eine 10- bis 1000-
fach erhohte Antibiotikaresistenz aufweisen, vergh mit planktonisch lebenden
Zellen (Hoyle wund Costerton, 1991). Die Mechanismeaheser erhéhten
Antibiotikatoleranz im Biofilm sind noch nicht vsliéndig geklart, kénnten aber mit der
hoheren Zelldichte, einer erhéhten Alginat-Produktiund weiteren EPS-Bestandteilen
zu tun haben (Mah und O'Toole, 2001). Es wurde iggzelass die Diffusion
verschiedener Antibiotika durch einen Biofilm himtiunur eingeschréankt moglich ist
und dass positiv geladene Aminoglykoside beispielsev an die negativ geladenen
Alginatmolekile binden konnen (Gordaet al., 1988; Nicholset al, 1988). Diese
Diffusinsbarriere verringert die Antibiotikakonzeation in den unteren Schichten eines

Biofilms erheblich und fiihrt hier zu einem verbesse Uberleben deP. aeruginosa
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Zellen (Mah und O'Toole, 2001c). Desweiteren fidtas Biofilmwachstum zu einer
veranderten Physiologie der Zellen, deren langsamaehsender Phanotyp mit Zellen
der Stationarphase zu vergleichen ist, was die Haijpfhkeit gegeniiber Antibiotika
verringert, die besonders proliferierende Zellemésiigen (Borriellcet al, 2006). Auch
die mikroaeroben Bedingungen, die in den unteremicBten eines Biofilms
vorherrschen, tragen zu dessen erhohter Antibiwiiéeanz bei (Boriellcet al, 2004).
Die enorme Anpassungsfahigkeit véh aeruginosaeinerseits und der unbedachte
Umgang mit Antibiotika andererseits bringen immeu@ multi-resistente Stamme

hervor.
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1.7.Zielsetzung

P. aeruginosaist ein nosokomialer Keim, der aufgrund seiner dmhntrinsischen
Antibiotikaresistenz und seiner grof3en Anpassuggi&it ein medizinisch relevantes
Problem darstellt. Wenig verstanden waren dabeihebis Infektionen des

Urogenitaltraktes durcR. aeruginosa

Ziel dieser Arbeit war es daher, Antibiotika-Resistmechanismen vda. aeruginosa
unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen zu charaigegis. Hierzu sollten zunachst
Resistenzprofile von 3P. aeruginosaHarnwegsisolaten aus einer Klinik und einer
Privatpraxis fur Urologie erstellt werden. Im Fokdss Interesses standen wéahrend
dieser Arbeit die speziellen Bedingungen, die wadireiner Harnwegsinfektion von
den Bakterien vorgefunden werden, und deren Auswgkn auf die
Antibiotikatoleranz  von P. aeruginosa Insbesondere der Einfluss des
Nahrstoffangebotes und der Wachstumsphase auf digbidtikaresistenz spielten
hierbei eine groRe Rolle. Au3erdem sollten die mhggischen Auswirkungen des

Biofilmwachstums und der Sauerstofflimitierung inarndweg berucksichtigt werden.

Resistenzmechanismen sollten anhandRoaeruginosaMutanten gegen zwei klinisch
relevante Antibiotika (Tobramycin und Ciprofloxagrigenauer untersucht werden.
Neben Transkriptomanalysen sollten zur Aufklarungeser Mechanismen auch
Metabolomanalysen durchgefiihrt werden. Desweitemdite die Bedeutung reaktiver
Sauerstoffspezies fur die Wirkung von Antibiotikanter Harnwegs-ahnlichen
Bedingungen naher charakterisiert werden.

Die Ergebnisse sollten Aufschluss Uber die Antikaibleranz vorP. aeruginosaunter
Infektions-relevanten Bedingungen im menschlichemnieg geben und bisher wenig
beschriebene Resistenzmechanismen Roraeruginosaidentifizieren und aufklaren

helfen.
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2. Material und Methoden

2.1.Materialien

2.1.1.Verbrauchsmaterial

« Sterilfilter: Celluloseacetat, PorendurchmesB¢e2:um, Sarstedt AG, Numbrecht

* Membranfilter: Polycarbonat, Porendurchmess&2 @,m, Durchmesser: 2,5 cm, GV
Millipore, Eschborn

* Faltenfilter: Filtrierpapier, Durchmesser: 185 niviacherey-Nagel, Diuren

» Mikrotiterplatten: 96 Well, Sarstedt AG, Numbréch

» Gas-permeable Membran: Breathe-easy, Roth, Kiudsr

« Antibiotika-Testblattchen, Durchmesser: 9 mm, Nerey-Nagel, Diren

2.1.2.Kits

« Antibiotikaresistenztests: ATBPSE1, bioMérieux, Nirtingen

« RNA Protec? Bacteria Reagent Kit, Quiagen, Hilden

* RNeasy Mini Kit, Quiagen, Hilden

 Procaryote Total RNA Nano Chips, Agilent, Santar&, USA

* Oligonukleotid Microarrays: Custom designed, &gil, Santa Clara, USA
* RNA Labeling Kit: USL Fluorescent labeling KitrfiAgilent Arrays

(Dual Labeling), Kreatech, Amsterdam, Niederlande

2.1.3.Enzyme

* RestriktionsenzymeSad-HF, Kpnl-HF, New England Biolabs, Frankfurt
* DNA-Ligase: T4 DNA-Ligase, New England Biolabsakkfurt
* DNA Polymerasen: Phusion, Finnzymes, Thermo FiSlogentific, Espoo, Finnland

Tag, New England Biolabs, Frankfurt
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2.1.4.Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate, deren Modellbezeichnung nebsttéller und Firmensitz.

Gerat

Modell

Hersteller, Firmensitz

Agarosegel-

Elektrophoresekammer

Agarosegel-
Dokumentation

Autoklav

Bioanalyzer
Brutschrank
Luminometer
Mikrotiterplatten-
Lesegerat
Microarray Scanner

pH-Messgerat

Pipetten
Reinstwasseranlage
Schiittelbad

Spektrophotometer

Sicherheitswerkbank
Thermocycler
Thermomixer
Vakuumkonzentrator

Vortexer

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

Agagel Mini

DeVision DBOX

FVA3/AL

Bioanalyzer 2100

BE 400

Biocounter M2010
Model 680

High-Resolution C Scanner

pH211 Microprocessor

Research
Milli-Q System
Type AT15
NanoDrop ND-1000

HeraSafe
Tpersonal
Thermomixer compact
Concetrator 5301

Vortex Genie 2

Feinwaage Sartorius Typ: 2472

Sartorius universal
C12 Thermoboy
Mini Spin

Biofuge fresco

Megafuge 1.0R

17

Biometra GmbH, Gdéttingen

DeconDC Science Tec,
Hohengandern
Fedegari Autoklaven AG,
Bedano (CH)
Agilent, Santa CIa8A)
Memmert, Schwabach
Lumac, Niederlande

Biorad, Miinchen

Agijlgvialdbronn
Hanna Instruspéehl am
Rhein
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Esohb
Infors AG, Bottmingen (CH)
Peglab BioteldyyoGmbH,
Erlangen
Heraeus, Hanau
Biometra GmbH, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamb
Scientific Industries, N&¥ark
(USA)
Sartoriuttjrgén
Sartorius, Gottingen
mgw LAUDA, Kénigshofen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau
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2.1.5.Chemikalien

* Antibiotika: Tobramycin, Best.-Nr.: T4014, SigrAddrich, Minchen
Ciprofloxacin, Best.-Nr.: 17850, Flukaherhaching
Tetracyclin-Hydrochlorid, Best.-Nr.: 022, Roth, Karlsruhe
Gentamicinsulfat, Best.-Nr.: 02334, Rdthrlsruhe

» Molekulargewicht-Standards fiir Agarosegelelektanese: 1 kb DNA Ladder,

Fermentas, St. Leon-Rot

» Uronsaurebestimmung: di-Natriumtetraborat-Dedaaty Fluka, Oberhaching

3-Hydroxybiphenyl, Fluka, Oberhaching

* Chemolumineszenz-Messung: Luminol (5-Amino-2,Bydirophthalazin-1,4-dion),

Roth, Karlsruhe

* Menadion-Sodium-Bisulfit, Sigma-Aldrich, Minchen

* ATB-Medium, bioMérieux, Nurtingen

» Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), Sigma-AttriMinchen

Alle Chemikalien und Reagenzien, die hier nichtlexpErwahnung finden, wurden im

benétigten Reinheitsgrad von folgenden Firmen beao®ifco, Fluka, Merck, Riedel-
de-Héaen, Serva oder Sigma.

2.2.Puffer und L6sungen

2.2.1.L6sungen zur Bestimmung von Uronsauren

Losung 1 (12,5 mM Tetraborat)
0,9535 g di-Natriumtetraborat-Decahydrat (Flukagflaching) wurden in 200
ml konz. HSO;, gelost.

Ldsung 2 (0,15 % (w/v) 3-Hydroxybiphenyl)

15 mg 3-Hydroxybiphenyl (Fluka, Oberhaching) wurded0 ml 0,5 % (w/v)
NaOH gelost.
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Standard
0 — 200 pg gereinigtes Bakterienalginat \®naeruginosaFRD1 in 1 ml HO

deion.

2.2.2.Antibiotika-Stammldsungen

Tobramycin (40 mg/ml)
400 mg Tobramycin (Sigma-Aldrich, Midnchen) wurden in 10 Miilli-Q
Wasser geldst. Die Losung wurde anschliel3end fdteglt, aliquotiert und bei

-20 °C nicht langer als eine Woche gelagert

Ciprofloxacin (2 mg/ml)

20 mg Ciprofloxacin (Fluka, Oberhaching) wurdenlid@ ml Milli-Q Wasser
gelést und mit 1 M NaOH auf pH 11 eingestellt. Dig$isung wurde
anschlieR3end sterilfiltriert, aliquotiert und b2D-°C nicht langer als eine Woche

gelagert.

Tetracyclin (10 mg/ml)
100 mg Tetracyclin-Hydrochlorid (Roth, Karlsruheungden in 10 ml Milli-Q
Wasser gelost. Die Losung wurde anschlie3endfditeglt, aliquotiert und bei

-20 °C nicht langer als eine Woche gelagert.

Gentamicin (50 mg/ml)

50 mg Gentamicinsulfat (Roth, Karlsruhe) wurded iml Milli-Q Wasser geldst.
Die L6osung wurde anschlieend sterilfiltriert, aldiert und bei -20 °C nicht
langer als eine Woche gelagert.

2.2.3.PBS-Puffer

80 g/l NacCl
2 g/l KCI
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26,8 g/l NaHPO, x 7 H,O
2,4 gll KHPO,
ad 1 | HO deion., pH 7,4

Der PBS-Puffer wurde durch Autoklavieren sterilicie

2.2.4. TAE-Puffer

40 mM Tris

1 mM EDTA

ad 1 | HO deion., pH 8,5

Nach dem L6sen aller Bestandteile inCHdeion. wurde der pH-Wert mit konz.
Essigsaure auf 8,5 eingestellt.
2.2.5.TE-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0

1 mM EDTA

ad 1 | HO deion., pH 8,0

Nach dem Ldsen aller Bestandteile inCHdeion. wurde der pH-Wert mit konz.

Essigsaure auf 8,5 eingestellt.

2.2.6.Plasmid-Minipraparationslésungen

P1-L6sung
50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI, pH 8,0

0,1 mg/ml RNase (wird frisch zugesetzt)
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P2-Lésung(immer frisch anzusetzen)
1 % (w/v) SDS
200 mM NaOH

P3-L6sung
3M Natrium-Acetat, pH 5,5

Alle drei L6sungen wurden inJ@ deion. angesetzt.

2.3.Nahrmedien

2.3.1.LB-Medium

Als Vollmedium wurde LB-Medium (Luria Broth) verwdat. Zur Herstellung von LB-
Agar wurden 15 g/l Agar (Hellmuth Carroux GmbH) esgtzt. Alle Ingredienzien
wurden in HO deion. gel6st und das Agar-Nahrmedium nach detokdavieren zu je

20 ml in Petrischalen gegossen.

10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NacCl
ad 1 | HO deion.

FUr einige Untersuchungen wurde das LB-Medium 1 0H,O deion. verdinnt

verwendet. Die Agarkonzentration von 15 g/l wurdertbei nicht variiert.

Fur Teile dieser Arbeit wurde kommerzielles Fertaghum der Firma Sigma

verwendet.

2,59/l Luria Broth (Sigma-Aldrich Chemie GmbS&kinheim)
ad 1 |1 HO deion.
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2.3.2.1:10 LB-Eisenmangelmedium

Fur Experimente, den Einfluss von Eisen auf dielf\otikaresistenz voi. aeruginosa
betreffend, wurde ein Eisenmangelmedium auf Basss1d10 LB-Mediums hergestelit.
Hierzu wurden 2,5 g/l Luria Broth (Sigma-Aldrich &@hie GmbH, Seinheim) in 4@
deion. geldst und fur 1 h mit 50 g/l Chelex (BioeRaaboratories GmbH, Miinchen) bei
RT gerihrt. AnschlieBen wurde die Lésung filtrigraltenfilter, Durchmesser: 185 mm,
Macherey-Nagel, Duren) und zur Sterilisation awgldrt. Da Chelex dem Medium
neben Eisen auch alle anderen Ubergangsmetallelentzurden dem Medium nach

der Chelex-Behandlung folgende sterile Komponentiealer zugesetzt:

1 mi/l Spurenelementelésung
100 pl/ 1M CaCGl
1 mi/l 1 M MgCh

Spurenelementeldsung: 200 mg/l CasQ H0O
200 mg/I FeSex 7 H,O

20 mg/I MnS®x 1 H,O
20 mg/l CuS®x 5 HO0
20 mg/l ZnSQ@x 7 HO
10 mg/l NaMoQ x 1 H,0
5 mgl/l HBO3

2.3.3.Artifizielles Urin Medium (AUM)

Fur Experimente unter Harnwegs-ahnlichen Bedingnngarde ein artifizielles Urin
Medium (AUM, nach Brooks und Keevil, 1997) verwepdiessen Zusammensetzung
dem menschlichen Urin entspricht.

Die Komponenten der Losungen 1, 2 und 3 wurderfirigetrennt voneinander in,@
deion. geldst und die pH-Werte der Losungen 1 uadf3,5 eingestellt. Der pH-Wert
der Losung 2 wurde zunachst mit konzentrierter Bi@IpH 2 abgesenkt, um die Salze

zu lésen. AnschlieRend wurde auch der pH-Wert die@sung auf 6,5 eingestellt. Vor

22



Material und Methoden

dem Sterilfiltrieren wurde zuerst Losung 3 zu L4guh gegeben, bevor Loésung 2

hinzugefligt werden konnte. Um Agarndhrmedium heetless wurden alle Losungen

doppelt-konzentriert angesetzt und 1:2 mit autokldem 3 % (w/v) Agar in BD

deion. versetzt.

Losung 1:
1,0 g/l
5 mg/l
0,149/
0,4 g/l
10,0 g/l
70 mg/l
0,8 g/l
5,2 g/l
1,2 mg/l
0,49 g/l
1,4 g/l
1,3 g/l

Loung 2:
0,37 g/l
2,19/l

Losung 3:
0,95 g/l
1,2 g/l

ad 1 | HO deion., pH 6,5

Trypton (Pepton aus Casein, pankreatisctaut)
Hefeextrakt

Milchsaure

Zitronensaure
Harnstoff

Harnsaure

Kreatinin
Natriumchlorid
Eisen(ll)sulfat x 7 O
Magnesiumsulfat x 7,8
Natriumsulfat

Ammoniumchlorid

Calciumchlorid x 2 O

Natriumhydrogencarbonat

Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
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2.4 .Verwendete Bakterien-Stamme, Plasmide und Primer

Tabelle 2: Beschreibung verwendeter Bakterien-Stamme und pomasimutanten nebst Referenz.

Stamm

Beschreibung

Referenz/Quelle

E. coliStamme:

DH10B

P. aeruginoseStamme:

PAO1

PAO1AfumC1

PAOlAalgR

PAOI1AspuE

PAO1AsodM

PAOIAPA4467

PAOIAPA4469

PAOIAPA4471

PAO1 +
pBBR1MCS5
PAOIAfumC1+

pBBR1MCS5:fumC1

F-araD1394(ara,leu)76974lacX74 galU galk  Grantet al, 1990

rpsL deoR@80dlacZ4M15 endAl nupG recAl
mcrAA(mrr hsdRMS mcrBC)

Laborstamm

PAO1 Transposonmutante, Transposon in
fumC1

PAOL1 Transposonmutante , Transposon in
algR

PAOL1 Transposonmutante , Transposon in
SpukE

PAO1 Transposonmutante , Transposon in
sodM

PAO1 Transposonmutante , Transposon in
PA4467

PAO1 Transposonmutante , Transposon in
PA4469

PAO1 Transposonmutante , Transposon in
PA4471

PAO1 Wildtyp mit pPBBR1MCS5-Vektor
PAO1AfumC1Transposonmutante mit

pBBR1MCS5-Vektor, der ddB. aeruginosa
PAO1fumCtGen enthielt
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Dunn & Holloway, 1971

Jacobset al, 2003

Jacobset al, 2003

Jacobset al, 2003

Jacobst d., 2003

Jacobst al, 2003

Jacobset al, 2003

Jacobset al, 2003

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tabelle 3:Beschreibung verwendeter klinischeraeruginosdsolate aus Harnwegsinfektionen. Ble
aeruginosalsolate von Dr. M. Hogardt stammen aus der Kli@iloRhadern in Miinchen (K), die von Dr.
R. Neubauer stammen aus einer Privatpraxis in K@8seMSU= Mittelstrahlurin

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle
MHO5 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MHO06 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MHO7 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MHO08 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MHO09 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
RN12 Isolat aus MSU (K) Dr. R. Neubauer
RN13 Isolat aus MSU (P) Dr. R. Neubauer
RN14 Isolat aus MSU (P) Dr. R. Neubauer
MH15 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH16 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MH17 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MH18 Isolat aus Katheter-Urin (chronisch) Dr. M. didodt
MH19 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH20 Isolat aus Katheter-Urin (chronisch) Dr. M. drdodt
RN21 Isolat aus MSU (P) Dr. R. Neubauer
MH25 Isolat aus Katheter-Urin (chronisch), Folgéaso Dr. M. Hogardt
von MH18
MH26 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MH27 Isolat aus Katheter-Urin (chronisch) Dr. M. ddodt
MH28 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MH29 Isolat aus MSU Dr. M. Hogardt
MH30 Isolat aus Katheter-Urin (chronisch), Folgéaso Dr. M. Hogardt
von MH27
MH33 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH34 Isolat aus Katheter-Urin/Fistel (chronisch) . Bt. Hogardt
MH35 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH36 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH37 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH38 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH39 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MH54 Isolat aus Katheter-Urin Dr. M. Hogardt
MS55 ~Small colony variant* Variante von RN21 MaBauer
MH56 Folgeisolat von MH34 Dr. M. Hogardt
(chronisch)
MH57 Folgeisolat von MH34 Dr. M. Hogardt

(chronisch)
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Tabelle 4:Beschreibung der verwendeten Plasmide mit Referenz.

Vektor Beschreibung Referenz/Quelle
pBBR1MCS5 lacZa, P P, G, mob Kovachet al, 1994 und 1995
pBBR1MCS5:fumC1 lacZa, Pac P, Gnd, mob,fumC1Gen diese Arbeit

ausP. aeruginos&?AO1

Tabelle 5:Beschreibung der verwendeten Primer mit Sequenz.

Primer Sequenz

oPT36 GGG GTACCTTTTCGTTTCCGCCTGTT
oPT37 CGA GCT CCATGG CGG TACCTC CAG TG
fumC1_forw ACT TCATGC AGC ATT TCC CGG TGG AT

2.5.Mikrobiologische Methoden

2.5.1.Stammhaltung und Lagerung von Bakterien

Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstammen dear Gefrierkulturen angelegt.
Hierzu wurden 1700 pl einer bis in die Stationdggh&utivierten Bakterienkultur in
LB-Medium (. N., 37 °C, 200 rpm), mit 300 pl 100g#m (v/v) Glycerin intensiv
gemischt. Nach 20-minutiger Inkubation bei 4 °@kgte die Einlagerung der Kulturen
bei -80 °C.

2.5.2.Photometrische Bestimmung der Zelldichte
Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde duch diesdung der optischen Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von 578 nm bestimmt. Fir idielieser Arbeit verwendeten

Bakterienstamme wurde flr eine @Bb.mvon 1,0 eine Zelldichte von 1 x Yzellen/ml

angenommen.
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2.5.3.Anzucht von LB-Vorkulturen

Um fur alle Versuche standardisierte Bedingungemschaffen und di®. aeruginosa
Kulturen zu synchronisieren, wurden 24 h vor Begder jeweiligen Experimente
Vorkulturen angesetzt. Dazu wurden 5 ml steriles-Nl&ium in ein steriles
Reagenzglas pipettiert und aus der entsprechendgkitur (Kapitel 2.5.1) beimpft.
Die Vorkulturen wurden bei 37 °C tber Nacht (U. i} 200 rpm geschuittelt.

2.5.4.Anzucht von Membranfilter-Biofilmen

Zur Anzucht von Biofilmen wurdenP. aeruginos&ellen auf Polycarbonat-
Membranfiltern (@ = 2,5 cm; Porendurchmesser = Q2; Millipore, Eschborn)
angezogen. Hierzu wurden je 50 pl einer 1 : 2500008 % (w/v) NaCl verdinnten
LB-Vorkultur (4. N., 200 rpm, 37 °C, Qs nmVvon 5,0) auf Membranfiltern zu einem
Biofilm ausplattiert, wahrend diese auf sterilem afhanpapier gebettet waren. Die so
beimpften Filter wurden fir 24 h £ 0,2 h auf Nahgak gelegt und bei 37 °C aerob
inkubiert. Fur anaerobe Kultivierungen wurden degaANa&hrmedium 50 mM KN
zugesetzt und die Inkubationszeit auf 3 Tage (LB)) bzw. 4 Tage (AUM) verlangert,

hierbei wurden die Filterbiofiime alle 24 h aufsthes Agar-Nahrmedium transferiert.

2.5.5.KBE-Bestimmung

Zur Bestimmung der Anzahl der koloniebildenden Eitdn (KBE) eines Biofilms auf
einem Membranfilter wurden die Filter in 1 ml 0,9 @/v) NaCl in einem sterilen
Reaktionsgefald geschittelt, um die Biofiime vomteFilzu |6sen. Aus der so
entstandenen Zellsuspension wurden dezimale Vetgliggsneihen in sterilen
Mikrotiterplatten (Sarstedt AG, Numbrecht) herglstélierfir wurden jeweils 20 pl
der Zellsuspension in 180 pul 0,9 % NaCl (w/v) dediois zur Verdiinnungsstufe 1 x
107 verdiinnt. Von jeder Verdinnungsstufe wurden je imak 30 pl auf gut
getrocknete LB-Agarplatten gegeben und 0. N. bei@bebritet. Die am nachsten Tag

sichtbarenP. aeruginosaKolonien wurden bei geeigneter Verdinnungsstufsilgk,
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um daraus die Anzahl der KBE pro ml berechnen awnkd. Zur Bestimmung der KBE

in Flussigkulturen wurde entsprechend verfahren.

2.5.6.MIC-Bestimmung in Flussigndhrmedium

Zur Bestimmung der MIC-Werte fir die Antibiotika Biamycin und Ciprofloxacin fur
die P. aeruginosdsolate MH16, MH19, RN21, MH26, den Laborstar®maeruginosa
PAO1 und die verwendeten Transposonmutanten, wupderStamm mindestens 10
verschiedene Antibiotika-Konzentrationen zwischepgdml und 25 pg/ml getestet. Je
100 pl doppelt-konzentrierten Nahrmediums (LB-Medljild:10 LB oder AUM), mit 50
ul der entsprechenden Konzentrationen der zu wsteAntibiotika, wurden mit 50 pl
einer U. N. Vorkultur (Kapitel 2.5.3) so beimpfass sich eine Ofps ,,mvon 0,05 ergab
und 18 h = 2 h bei 37 °C in Mikrotiterplatten b&@rpm inkubiert. Unter denselben
Bedingungen wurde eine Negativkontrolle, die weeiar Antibiotikum enthielt, noch
mit Bakterien-Vorkultur beimpft wurde, inkubiertidPositivkontrolle hingegen wurde
wie beschrieben aus der Vorkultur beimpft und in&cb verblieb jedoch ohne
Antibiotikum-Zusatz. Fur die Auswertung wurden dielibungen der Suspensionen
nach 18 h £ 2 h mit einem Mikrotiterplatten LeséggBiorad) bei 600 nm gemessen.
Als minimale Inhibierungs-Konzentration (MIC) bedenet man die Konzentration
eines Antibiotikums, bei der kein sichtbares Waaimstler Bakterien nach 18 h 2 hin
der Kultur festzustellen ist (Andrews, 2001).

2.5.7.MIC-Bestimmung auf Agarndhrmedium

Zur Bestimmung der MIC-Werte der getesteten Antikeoflr die zu untersuchenden
P. aeruginosaéStamme beim Wachstum auf Agar-Nahrmedien wurdeldst wie folgt

durchgefuhrt. Die Vorkulturen der zu untersuchen8&mme wurden U. N. bei 37 °C
in LB-Medium geschittelt und anschliel3end mit LBdan auf eine OBg nmvon 0,1

verdunnt. Je 100 pl dieser Suspension wurden ahfagarplatten (LB-Medium, 1:10
LB, AUM) ausplattiert, um einen konfluenten Bakégmiasen zu erzeugen. Antibiotika-
Testblattchen (Cellulose, @ = 9 mm; Macherey-NaDélken) wurden mit je 30 pul der
zu testenden Antibiotika in verschiedenen Konzéiatnan (0 - 500 pg/ml) getrankt und
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auf den zuvor beimpften Agar gelegt. Nach 24 h wordlie Durchmesser der
Hemmhofe gemessen, die rund um die Antibiotika{dlégtchen entstanden waren. Die
geringste Konzentration eines Antibiotikums, dieesi Hemmhof um das Antibotika-

Testblattchen erzeugte wurde als MIC definiert.

2.5.8.Absterbeverhalten planktonischer Zellen unter Antikiotika-Einwirkung

Zur Dokumentation des Absterbeverhaltens Jen aeruginosadurch Einwirkung

unterschiedlicher Antibiotika unter verschiedenerdiBgungen wurden folgende
Experimente durchgefuhrt. Aus einer . N. Vorkulfigapitel 2.5.3) wurden je 20 ml
Medium (LB, 1:10 LB, AUM) auf eine ORg nmVvon 0,05 bzw. 0,1 fur 1:10 LB und
AUM beimpft und bei 37 °C und 200 rpm im Schitteds@rbad inkubiert. Nach 1,5 h
wurde die jeweils 5-fache MIC der Antibiotika Tobrgcin (15 pg/ml) und

Ciprofloxacin (3 pg/ml) hinzugegeben. Ab diesemtgi@nkt (O h) wurden stiindlich
Proben genommen und deren £D,, und die Anzahl der KBE/mlI (Kapitel 2.5.5)

bestimmt.

2.5.9.Kontrolle der Antibiotikastabilitat in verschiedenen Nahrmedien

Zur Uberprifung der Stabilitat der verwendeten Biotika Tobramycin und
Ciprofloxacin in jedem der drei Nahrmedien (LB-Mawh, 1:10 LB und AUM) wurde
steriles Medium mit Antibiotikazusatz wie fir die Kapitel 2.5.6 beschriebene MIC-
Bestimmungen 24 h lang inkubiert. Zuvor und anefdnd wurde mit je 30 pl dieser
Losung der in Kapitel 2.5.7 erlauterte Hemmbhoftkstthgefihrt. Hierfir wurde dét.
coli-Stamm DH10B verwendet. Die Ausmafe der entstamdétemmhofe nach O h
und 24 h gaben Aufschluss Uber etwaigen Wirkundisserder verwendeten
Antibiotika.
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2.5.10.Absterbeverhalten von Biofilmen unter Antibiotika-Einwirkung

Zur Dokumentation des Absterbeverhaltens WnaeruginosaBiofilmen durch die
Einwirkung unterschiedlicher Antibiotika unter velngedenen Bedingungen wurden
folgende Experimente durchgefihrt. Nach der Anzuchlin Biofilmen auf
Membranfiltern (Kapitel 2.5.4) wurden die Filter faAgarnahrmedium (1:10 LB,
AUM) transferiert, die die 10-fache MIC der zu tsien Antibiotika, Tobramycin (30
png/ml) und Ciprofloxacin (6 pg/ml), enthielten. Mg h, 8 h, 16 h und 24 h Inkubation
unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen bei 3Wwwi@den die Biofilme wie in
Abschnitt 2.5.5 beschrieben geerntet und KBE-Bastimgen durchgefihrt. Als
Negativkontrolle wurde pro Versuchsreihe je einfio auf Agarndhmedium ohne

Antibiotikum, unter sonst identischen Bedingungakubiert.

2.5.11.Antibiotikaresistenz-Tests

Zur Uberprifung der allgemeinen Antibiotikaempfictikeit von P. aeruginosa
Stammen wurden kommerziell erhéltliche Antibiotikeststreifen (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Frankreich) verwendet, die speziell fisgddomonaden und Harnwegsisolate
konzipiert sind (ATBMPSE1, #14341; ATB'UR1, #14331). Diese Teststreifen
enthalten jeweils 16 Antibiotika aus 10 verschiedenWirkstoffklassen in
Konzentrationen, die den Empfehlungen des DIN Keest entsprechen. Die
Inokulation, Inkubation und Auswertung der Tesiftre erfolge nach den

Anweisungen des Herstellers.

2.5.12.Diffusion der Antibiotika durch P. aeruginosa Biofilme

Wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben wurden 24 h inkule Filterbiofiime vonP.
aeruginosa PAO1 und PAOAalgR angezogen und anschlieRend 16 h lang auf
Antibiotika-haltigem Nahragar inkubiert. Wahrendesgr Zeitdauer waren auf den
Biofilmen Antibiotikatestblattchen (AB-Testblattame platziert. Diese nahmen durch
den Biofilm hindurch diffundierte Antibiotika-Mengeauf. Desweiteren wurden AB-

Testblattchen direkt auf dem Antibiotika-haltigeéhiMagar platziert, die zum Vergleich
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als Negativkontrolle mit ungehinderter Antibiotikfidsion dienten. Anschlie3end
erfolgte eine Inkubation dieser AB-Testblattcheheinem konfluenten Bewuchs durch
E. coli DH10B (Kapitel 2.4). Die in den AB-Testblattchemtlgaltenen Mengen
Antibiotikums verursachten Hemmhofe unterschiedicBrof3e im Bakterienrasen. Die
Hemmhofe wurden vermessen um ihre Grof3en in mmimaitder vergleichen zu

kdnnen.

2.5.13.Absterbeverhalten unter Menadion-Einfluss

Zum Nachweis der Toleranz vdh aeruginosagegeniuber oxidativem Stress, wurde
Menadion verwendet, welches die Bildung von Supeér®adikalen anregt. Wie in
Kapitel 2.5.3 beschrieben wurden 0. N. -Vorkultuneri:10 LB oder AUM inkubiert
und damit je 5 ml PBS (Kapitel 2.2.3) auf eine £, von 0,1 beimpft. Vor der
Inkubation (37 °C, 4 h) wurde Menadion-Sodium-Big{Sigma-Aldrich, Minchen) in
Konzentrationen von 0 mg/ml bis 50 mg/ml hinzugegebAnschlieRend wurde wie in
Kapitel 2.5.5 beschrieben eine KBE-Bestimmung dgeftbhrt um die Zahl der
uberlebenden Zellen festzustellen.

2.6.Biochemische Methoden

2.6.1.Quantitativer Nachweis von Uronsauren

Die Quantitative Bestimmung von Uronséuren wurdehnder Biphenyl-Methode von
Blumenkrantz und Asboe-Hansen (1973) durchgefuhrt.

Hierfir wurden mit den zu testendéh aeruginoseStammen Filterbiofilme wie in
Kapitel 2.5.4 beschrieben beimpft, inkubiert uncergeet. Die Zellsuspension wurde
anschlieRend sterilfiltriert (Celluloseacetatfilt®2 um, Sarstedt AG, Numbrecht), um
zellfreie EPS-haltige Proben zu erhalten. Zu 0,2Pmdbe wurden im Eisbad 1,2 ml
Losung 1 (Kapitel 2.2.1) gegeben. Nach 10 min isb&d wurde der Ansatz gemischt
und fur 5 min bei 100 °C im Wasserbad erhitzt. Nattkihlen fir 5 min im Eisbad

31



Material und Methoden

wurden 20 pl Lésung 2 (Kapitel 2.2.1) hinzugegeher der Ansatz wiederum
gemischt. Nach 5 min bei RT wurde im PhotometerAbsorption bei 520 nm gegen
H,O deion. gemessen. Jede Probe wurde zweifach dmpges®el es wurden drei
voneinander unabhangige Experimente durchgefuHlst.Sdandard wurde gereinigtes
Alginat ausP. aeruginosaFRD1 (0-200 pg/ml) wie beschrieben behandelt. Adha
einer daraus erstellten Kalibrierreine konnte dilgikatkonzentration der Proben

berechnet werden.

2.6.2.Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies

Fur die Quantifizierung der unter Antibiotika-Einfls gebildeten reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) wurden aus einer 0. N. ok (Kapitel 2.5.3) je 10 ml
Medium (1:10 LB, AUM) auf eine ORg nmVvon 0,1 beimpft und 1,5 h bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. Anschlieend erfolgte die Amiftiazugabe. Es wurde jeweils mit
der 5-fachen MIC (Tobramycin = 15 pg/ml, Ciprofloka = 3 pg/ml) beider
Antibiotika inkubiert, wahrend die Negativkontroltghne Antibiotikazugabe verblieb.
Nach 60 min Inkubation bei 37 °C und 200 rpm wurde allen Proben die Anzahl der
KBE/ml bestimmt (Kapitel 2.5.5) und je 2 ml der Belkpensionen bei 10.000 rpm fir 5
min zentrifugiert. Die Zellsedimente wurden in jélwel ml Hank’'s Balanced Salt
Solution (HBSS) resuspendiert, die 2 % (v/v) DMS@theelt. Je 1 ml dieser
Probenléosung wurde mit 5 pl Luminollésung (5-Amia@-dihydrophthalazin-1,4-
dion) (4 mM in 1 M NaOH) versetzt und die entsteteeiChemolumineszenz nach 10
sec. im Luminometer (Biocounter M2010, Lumac, Nrtmlede) vermessen. Hierbeli
entsprach die Menge der durch die Luminol-Reaktiemittierten relativen
Licheinheiten (RLU) der Menge des in dBn aeruginosaZellen gebildeten reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS). Luminol wird in alkalisthélilieu von ROS zu einem
instabilen Intermediat oxidiert, welches ein Photam blauen Bereich des
Lichtspektrums emittiert, wenn es vom angeregtendém Singulett-Grundzustand

ubergeht.
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2.7.Metabolomanalyse

Der Begriff Metabolom umfasst alle charakteristeseciStoffwechseleigenschaften einer
Zelle. Dazu gehoren die Gesamtheit der Stoffwephsdukte einer Zelle, die

Enzymaktivitaiten und die Interaktionen zwischen  dewerschiedenen

Stoffwechselwegen.

Die Vermessung der Metabolite erfolgte mittels ®Gasmatographie-

Massenspektrometrie (GC-MS). Dabei dient der Gaschtograph der Auftrennung
des zu untersuchenden Stoffgemisches und die Mgssidnometrie der Identifizierung
der so erhaltenen einzelnen Substanzen. Die GC-81Seine sehr empfindliche
Analysemethode, mit deren Hilfe sich Substanzmengeterhalb von 0,1 ng

nachweisen lassen.

2.7.1.Kultivierung der Filterbiofilme und Zellernte

Um Metabolit-Konzentrationen von Bakterien wahredes Biofilmwachstums auf
unterschiedlichen Medien und unter dem Einflusssal@edener Antibiotika zu
untersuchen, wurden fir eine Messung 150 mg Fewadsen bendtigt, was der
Erntemenge von 8 Filterbiofilmen entsprach.

Dazu wurden Filterbiofilme wie in Kapitel 2.5.4 losbsieben beimpft und kultiviert.
Anschlie3end wurden jeweils zwei Filter nacheinandel ml kalter 0,9 % (w/v) NaCl
in sterilen Eppendorfgefal3en geerntet. Nach 2-ngatiZentrifugation bei 10.000 rpm
und 4 °C wurden die Uberstande vollstandig verworfad das Zellsediment gewogen
um die Feuchtmasse zu bestimmen. Das Zellsedimentewvin insgesamt 1,5 ml
eiskaltem Methanol/Ribitol (8 pg/ml (w/v)) resusdesrt, bevor die Zellen im
Ultraschallbad fur 15 min bei 70 °C und 35 kHz asthlossen wurden. Nach der
Zelllyse und einer 2-minutigen Abkulung im Eisbadirden insgesamt 1,5 ml,8
deion. hinzugegeben und die Proben fir 1 min imkegeschuttelt. Anschlie3end
erfolgte eine Zugabe von 1 ml Chloroform und wiegkerl min intensiven Mischens.
Nach 5 min Zentrifugation bei 4 °C und 13.000 rporaen insgesamt 2 ml der oberen
(polaren) Phase abgenommen und in ein Eppendoifgddéarfihrt. Die Trocknung der

Proben erfolgte U. N. in der Vakuumzentrifuge (Epp®f, Hamburg). Die
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getrockneten Proben konnten nun bei  -20 °Cggelaverden, bevor sie derivatisiert
und vermessen wurden. Dazu mussten die Lagerurégsgenhittels Parafilm luftdicht

verschlossen werden, um eine Verflichtigung deraligite zu vermeiden.

2.7.2.Kultivierung planktonischer Kulturen und Zellernte

Zur Bestimmung der Metabolit-Konzentrationen von kieaen wahrend des
Wachstums in planktonischer Kultur in AUM und unteem Einfluss verschiedener
Antibiotika, wurden fur eine Messung 20 mg Biotrenknasse (BTM) benotigt.

Dazu wurden je 200 ml AUM in Schikanekolben auseeiti. N. Vorkultur (Kapitel
2.5.3) auf eine ORg nmvon 0,1 beimpft und fur 1,5 h bei 37 °C und 20@nrpn
Schittelwasserbad inkubiert. AnschlieRend erfoldte Antibiotikazugabe, wobel
jeweils die 1 x MIC beider Antibiotika (Tobramycim 3 pug/ml, Ciprofloxacin = 0,3
png/ml) verwendet wurde, die Negativkontrollen vezsbén ohne Antibiotikazusatz.
Nach weiteren 2 h Inkubation bei 37 °C und 200 rgvarde von jeder Kultur eine
Menge geerntet, die einer BTM von 20 mg entspr&&h—-92 ml) und fir 20 min bei
4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. AnschlieRend vemrdlie Uberstande verworfen und
die Zellsedimente in jeweils 10 ml 0,9 % (w/v) Na€suspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 4.000 rpm, 4 °C) wurde dies&aschschritt noch einmal
wiederholt. Nach vollstandiger Entfernung des Utaerdes wurden die Zellsedimente
in jeweils 1,5 ml eiskaltem Methanol/Ribitol (4 pd/(w/v)) resuspendiert, bevor die
Zellen im Ultraschallbad fur 15 min bei 70 °C un8l BHz aufgeschlossen wurden.
Nach der Zelllyse und einer 2-minitigen Abkilung Ersbad wurden 1,5 ml 4@
deion. hinzugegeben und die Proben fir 1 min im¢egeschuttelt. Anschliel3end
erfolgte eine Zugabe von 1 ml Chloroform und wiederl min intensiven Mischens.
Nach 15 min Zentrifugation bei 4.000 rpm und 4 °@raen insgesamt 1,5 ml der
oberen (polaren) Phase abgenommen und in ein Epgdgetil3 Uberflihrt. Die
Trocknung der Proben erfolgte 4. N. in der Vakuuntzieige (Eppendorf, Hamburg).
Die getrockneten Proben konnten nun bei -20 °Cggetaverden, bevor sie derivatisiert
und vermessen wurden. Die Lagerungsgefalle wurddtelsniParafilm luftdicht

verschlossen, um eine Verflichtigung der Metabalite’ermeiden.
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2.7.3.Derivatisierung und Vermessung der Proben

Zur Derivatisierung der eingetrockneten Proben warge 50ul Methoxyamin (in
Pyridin, mit einer Konzentration von 20 mg/ml) zéiggg, kurz intensiv geschiittelt und
fur 90 min bei 200 rpm und 30 °C inkubiert. Ansefllend wurden 80l N-Methyl-N-
trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) zugegebemnneut intensiv geschittelt und far
weitere 30 min bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, dresie Proben bei RT flir weitere 2
h inkubiert wurden. Schlie3lich wurdenubé Alkanmix hinzu gegeben und die Probe 5
min bei 13.400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand @euabgenommen und in Glasvials
Uberfuhrt.  AnschlieBend konnten die Proben mitteSBaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) vermessen werden. Digsle in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. D. Schomburg (Institut fur Bioinfortila und Biochemie der TU
Braunschweig) durchgefihrt.

2.8. Transkriptomanalyse

Gene Expression Microarraysrmdglichen es, eine Analyse des Transkriptoms von
Zellen durchzufuhren, die sich an verschiedene \&faamsbedingungen anpassen. Es
ist moglich, Verdnderungen der Expressionsstarkstiromter Gene wahrend dieser
Anpassung zu quantifizieren. In dieser Arbeit wardkazu kundenspezifisch@ene
Expression Microarrayder Firma Agilent genutzt. Das Genom vBn aeruginosa
PAO1 wurde fir das Design mittels ,eArray® Softwa@gilent Technologies)
verwendet. FUr jeden open reading frame (ORF),usiké der Gene fir rRNAs und
tRNAs, wurden 6 Oligonukleotide pro Array hybridisi

2.8.1.Kulturbedingungen und Zellernte

Aus einer 0. N. Vorkultur (Kapitel 2.5.3) wurden 20 ml AUM (Kapitel 2.3.3) in
einem 100 ml Schikanekolben auf eine £3mvon 0,1 beimpft und fir 1,5 h bei 37 °C
und 200 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde Tobramydil-fache MIC, 3 pg/ml) zu
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den Kulturen gegeben und die Inkubation fur weiédemin fortgesetzt. Aus drei von
einander unabhangigen Kulturen wurde je 1 ml enthemund diese fir die RNA-
Praparation vereinigt. Diese 3 ml wurden in 6 mlARRrotecP Bacteria Reagent
(Quiagen, Hilden) aufgenommen und grundlich verhtisbevor eine 5-minitige
Inkubation und eine Zentrifugation (4.000 rpm, lthyeur Zellernte erfolgten. Das
Zellsediment wurde mit RNase-freiempy® (MiliQ) gewaschen, erneut zentrifugiert

(4.000 rpm, 5 min) und sofort zur RNA-Praparati@mwvendet.

2.8.2.RNA-Praparation und Qualitatskontrolle

Vor der RNA-Isolierung wurden alle verwendeten Maieen und Losungen 2-fach
autoklaviert um eine Kontamination mit RNasen zwnimieren. Alle verwendeten
Chemikalien wurden RNase-frei bezogen und es watdemit RNase-freien Geréaten
gearbeitet. Alle Praparationsschritte erfolgterwesb nicht anders angegeben, gekdhilt.
Zur Praparation der RNA wurde das RNeasy Kit voria@en (Hilden) verwendet,
wobei die RNA nach Herstellerempfehlung auf der |&&einem DNase-Verdau
unterzogen wurde. AnschlieBend wurde die aufgegEnRNA zweimal mit 25 pl
RNase freiem Wasser eluiert und ihre Konzentratroitels Spektrophotometer
(NanoDrop ND-1000, Peglab) ermittelt.

AnschlieRend wurde die RNA mittels Bioanalyzer @1Bxpert, Agilent) auf ihre
Qualitat hin untersucht. Hierfir wurden die ProRemin lang bei 70 °C denaturiert und
anschlielend auf Eis aufbewahrt. Zur Analyse wurBewocaryote Total RNA Nano
Chips (Agilent) gemald Herstellerangaben angewenBét. die Verwendung der
praparierten RNA fuGene Expression Microarraysollten sowohl die 16S rRNA, als
auch die 23S rRNA als klare Banden nach Gelelektvmgse erkennbar sein und die
Proben eine ,RNA-Integrity-Number” (RIN) von mindess 8,5 von 10 aufweisen,

eine geringere Integritat weist auf eine zu st&kgradation der RNA hin.
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2.8.3.Praparation der Agilent Gene Expression Microarrays

Nach Herstellerempfehlung wurden jeweils 2 pg RNA dem USL Fluoreszent
Labeling Kit fur Agilent Gene Expression Microarsayon Kreatech markiert. Hierbei
wurden die aus denf. aeruginosaPAO1l Wildtyp gewonnenen Proben mit dem
Farbstoff Cy3, und die aus der PA&UmMCZXTransposonmutante gewonnenen Proben
mit dem Farbstoff Cy5 markiert. Neben der Markigrumon drei von einander
unabhangigen biologischen Replikaten wurde einnisches Replikat jeweils einer
Probe umgekehrt markiert (,dye swap“). AnschlieBendirden die jeweiligen
Einbauraten der Farbstoffe in die RNA mittels Spgihotometer (NanoDrop ND-
1000, Peglab) bestimmt.

Nach dem Labeling wurden je 825 ng RNA Cy3 markieRrobe mit 825 ng RNA Cy5
markierter Probe zusammengefihrt und mit ,Blocking’Agent und
Fragmentierungspuffer in einem Volumen von 25 ui3@ min bei 60 °C in Dunkelheit
inkubiert. Durch die Zugabe von 25 ul Hybridisieggpuffer HI-RPM wurde die
Fragmentierung gestoppt, bevor die Proben zur ldigierung (17 h, 65 °C, 10 rpm)
auf den Microarray aufgetragen werden konnten. Ainsl8end wurde der Microarray
nach Herstellerangaben gewaschen, getrocknet uvelziiglich im DNA-Microarray
Scanner (High Resolution Microarray Scanner, Ag)lensgelesen.

2.8.4.Prozessierung derAgilent Gene Expression Microarrays

Die Agilent Gene Expression Microarraysurden nach der Datenerfassung mit Hilfe
des Programms ,R“ durch Nutzung von ,Bioconductorfprozessiert
(www.bioconductor.de; Gentlemaet al, 2004). Die Pra-Prozessierung basierte auf
dem ,marray-Package“ durch Nutzung der ,read.Adfl€&unktion. Der Kontroll-Code
wurde speziell fir die Nutzung von Agilent Microays adaptiert und die Arrays zur
Qualitatskontrolle auf Artefakte und grof3e Untersdk innerhalb der Replikate
untersucht. Durch eine ,Loess"-Normalisierung (Yatal, 2005) wurde die 2-Kanal-
Normalisierung vorgenommen. Differentiell expriméerGene wurden durch das
Jlimma-Package“ unter Nutzung von ,ImFit* fur liness Modelling, ,eBayes" flr
Signifikanz-Kalkulationen und ,Top Table* fur die x&aktion der differentiell

exprimierten Gene erhalten. Die ,Top Table“ wurdé allen Sonden erstellt, deren
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log2 (FC)> 0,8 betrug. Die Zusammenfassung der verschied8oaden fir jedes Gen
erfolgte durch die Kalkulation der Median-Werte.

2.9.Molekularbiologische Methoden

2.9.1.Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmiden disaeruginosaoderE. coliwurden 2 ml einer 0. N.

Vorkultur (Kapitel 2.5.3) mit entsprechendem Antittkazusatz bei 13.000 rpm fir 5
min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstaedvorfen und das Sediment in
300 pl P1-Lésung (Kapitel 2.2.6) resuspendiert. NZagabe von 300 ul P2-Lésung
(Kapitel 2.2.6), wurde sofort vorsichtig gemisdhéyvor 5 min bei RT inkubiert werden
konnte. Zur Fallung von genomischer DNA und Praainvurden 300 pl P3-Losung
(Kapitel 2.2.6) hinzugefugt und der Ansatz grundlgemischt. Es folgten eine 10 min
Inkubation auf Eis und eine 15 min Zentrifugatian b3.000 rpm. Das Sediment wurde
verworfen und der Uberstand, erneut 10 min aufiidiabiert um restliche Proteine zu
fallen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsstthidei 13.000 rpm fur 15 min, nach
dem wiederum das Sediment verworfen wurde. Dieltertien Uberstande wurden mit
dem 0,7-fachen Volumen Isopropanol versetzt umPdismide zu fallen. Die Ansatze
wurden grundlich gemischt und 15 min lang bei 18.@¢0m zentrifugiert, bevor der

Uberstand vollstandig entfernt und das Sediment b@® pl absolutem Ethanol

gewaschen werden konnte. Hierzu wurde der Ethamotlas Sediment gegeben und
sofort fur 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. DEthanol wurde entfernt und das
Sediment unter der Sicherheitswerkbank getrockdet. Aufbewahrung wurde das

Sediment in 20 pl kO deion. resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

2.9.2.Agarose-Gelelektrophorese

Die Grof3e der isolierten Plasmid-DNA Fragmente wumdt Hilfe eines Agarose-Gels

abgeschatzt. Zur optimalen Auftrennung der DNA FRragte verschiedener GréRRe
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wurden 1 %ige (w/v) Agarose-Gele verwendet (1 %) whgarose in TAE-Puffer), in
die zum Grolenvergleich neben der DNA die ,1 kb DNedder” (Fermentas)
aufgetragen wurde. Nach der Elektrophorese bei \tlihkubierten die Gele zur
Visualisierung der DNA fur 15 — 20 min in Ethidiuneimidlésung (10 pg/ml), bevor
diese bei UV-Licht (266 nm) dokumentiert werden rkizm.

2.9.3.Quantifizierung von DNA und RNA

Zur Bestimmung der DNA- oder RNA-Konzentration uhder Qualitat wurde deren
Absorption bei einer Wellenlange von 230 nm, 260 nmd 280 nm im

Spektrophotometer (NanoDrop ND-1000, Peglab) veseresEine Absroption bei 260
nm Wellenlange von 1,0 entsprach hierbei einer D&d¢Azentration von 50 pg/ml oder
einer RNA Konzentration von 40 pg/ml. Um Verunrgumgen mit Proteinen und
anorganischen Komponenten, wie Phenol auszuschliefé@den nur Proben weiter
verwendet, deren Quotienten der Absorptionen beirzé zu 280 nm tber 1,8 und bei

260 nm zu 230 nm uber 2,0 lagen.

2.9.4.Anwendung von Restriktionsendonukleasen

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und PCR-Rragten erfolgte mittels
Restriktionsendonukleasen der Firma New EnglandlaBs in den empfohlenen
Restriktionspuffern nach Angaben des Herstellesswhrden jeweils 5 U Enzym/ug
DNA eingesetzt und fur 2 h bei 37 °C inkubiert, teeder Ansatz in einem 1 %igen
(w/v) Agarose-Gel zur Visualisierung aufgetrenntrae.

2.9.5.Ligation

Die Ligation von DNA Fragmenten wurde mittels T4 Ailligase (New England
Biolabs) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Zuyeschnittene Vektor-DNA und
Insert-DNA wurden in verschiedenen Mischungsverfisden (1:3, 1.5, 1:7)
zusammengegeben und . N. bei 17 °C inkubiert.
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2.9.6.Herstellung Rubidium-kompetenter Zellen

Aus einer 0. N. Vorkultur (Kapitel 2.5.3) voA. coli DH10B wurden 150 ml LB-
Medium auf eine OBg nmVvon 0,05 beimpft und bis zum Erreichen einersg,von
0,5 - 0,6 bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Diesdtituwurde fir 10 min bei 4.000 rpm
und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde wefen. Das Zellsediment wurde in
20 ml eiskaltem TFB-I Puffer resuspendiert. Naami&titiger Inkubation auf Eis folgte
eine erneute Zentrifugation far 20 min bei 4.00thrpnd 4 °C. Wiederum wurde der
Uberstand verworfen und das Sediment in 2 ml TBPuffer resuspendiert. Nach 60
min Inkubation auf Eis wurde diese Zellsuspensioiliquots zu je 100 ul aufgeteilt
und bei -80 °C gelagert.

TBE-1 Puffer: TBE-1l Puffer:

30 mM Kaliumacetat 10 mM PIPES, pH 6,8
10 mM Cadl 75 mM Cad

50 mM MnCh 10 mM RbCI

100 mM RbCI 15% (v/v)  Glycerin

15 % (v/v) Glycerin

Ad 100 ml HO deion.,
Ad 200 ml HO deion., pH 6,5 (1 M KOH)
pH 5,8 (Essigsaure)

2.9.7.Transformation chemokompetenter Zellen

Proben chemokompetenté&r. coli DH10B (Kapitel 2.9.6) wurden 15 min auf Eis
aufgetaut und mit 5 pl Plasmid-DNA gemischt. Nabm#in Inkubation auf Eis wurden
die Ansatze fur 45 sec bei 42 °C inkubiert, bevod 41| LB-Medium hinzugegeben
wurden. Die Ansatze wurden anschlieend fur 1 h3BeiC inkubiert und zu jeweils
100 pl auf LB-Agar mit 10 pg/ml Gentamicin ausp&att Diese Nahragarplatten
enthielten auf3erdem 0,1 mM IPTG und und 40 pg/n@aX-zur Blau-Weil3-Selektion.
Nach Inkubation bei 37 °C 0. N. wurden resisteptisitive Kolonien in LB-Medium

mit 10 pg/ml Gentamycin Gberimpft und U. N. bei®€und 200 rpm inkubiert.
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2.9.8.Elektroporation von P. aeruginosa

Zur Transformation vorP. aeruginosamittels Elektroporation wurden Zellen eines Q.
N. gewachsenen Bakterienrasens in 500 40 KMiliQ) aufgenommen und suspendiert.
Nach 1 min Zentrifugation bei 13.000 rpm wurden digllsedimente zweimal mit
jeweils 500 pl HO (MiliQ) gewaschen. Anschlie3end wurden die Zelien50 pl HO
(MiliQ) aufgenommen, mit 1 pl Plasmid-DNA vermischund in eine
Elektroporationskiivette (Spaltbreite 2 mm) gegeligie. Elektroporation wurde mit

folgenden Einstellungen in einem GenePulserll (BioRMinchen) durchgefihrt:

Kapazitat 25, 0 uF
Spannung 1,8 kv
Widerstand 200,
Spannungsstol} 4,8-50ms

Sofort wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium (Kapitl3.1) aufgenommen und fir 1 h
bei 37 °C und 800 rpm inkubiert. AnschlielRend war@ge200 ul dieser Zellsuspension
auf LB-Agar (Kapitel 2.3.1) ausplattiert, der Antbka in entsprechender
Konzentration enthielt.

2.9.9.Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Uberprifung von Klonierungen wurden die gewinse DNA Fragmente mittels
PCR amplifiziert und anschlie3en auf einem Agareksightbar gemacht.

Fur die Durchfuihrung einer Kolonie-PCR wurde eimgzElkolonie in 20 pl Lysispuffer
transferiert, fir 15 min bei 95 °C inkubiert undit @80 pul HO (MiliQ) verdunnt. Aus
diesem Ansatz wurden je 0,5 pul fir einen PCR-#&nsan 20 ul verwendet, fur die
Amplifikation von praparierter DNA wurden jeweil051g eingesetzt. Desweiteren
enthielt jeder PCR-Ansatz einen fur die verwendBtéA Polymerase geeigneten
Puffer, 10 pmol der verwendeten Primer, 200 um dN/T®5 U DNA Polymerase (Taq
DNA Polymerase oder Phusion) und 3 % DMSO. DemeardProgrammschritt
(Denaturierung) des verwendeten PCR-Programms efold?5 — 30 Zyklen der
Denaturierung, des Annealings der Primer und denddtion der Amplifikate. Die
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Annealing-Temperaturen variierten je nach verwesgr@&rimern, warend die Zeitdauer
der Elongations-Schritte von der Lange der zu dm@renden DNA-Fragmente

abhangig war. Hierbei wurde eine Syntheserate dgrHolymerase von 1.000 bp/min
angenommen.

Lysispuffer: 25 pul 10 % (w/v) SDS
250 pul 0,2 M NaOH
725 pl HO deion.
1.000 pl (frisch anzusetzen)
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3. Ergebnisse und Diskussion

Der opportunistisch humanpathogeRe aeruginosaist in der Lage, besonders in
immunsupprimierten Patienten schwere akute und ni$gbe Infektionen zu
verursachen. Neben Lungeninfektionen in CystisdbeoBe-Patienten, Infektionen der
Augen und von Wunden, isP. aeruginosaceiner der haufigsten Verursacher
komplizierter Infektionen des Harnwegs (Ronald, 208higemureet al, 2006). Der
grodte Teil dieser Harnwegsinfektionen ist nosoladeni Natur und mit der
Verwendung von Kathetern assoziiert. Harnwegsindekin sind mit 40 % der Féalle die
haufigsten nosokomialen Infektionen (Mittagét al, 2009). Aufgrund seiner
ausgepragten intrinsischen Antibiotikaresistenz wwether Fahigkeit wahrend einer
antibiotischen Behandlung neue Reisistenzmechanisze@ entwickeln, sind
Infektionen mitP. aeruginosanur schwer zu behandeln (Rossolini und Mantengoli,
2005). Aus diesem Grund ist es wichtig, die Antili@resistenz-Mechanismen véh
aeruginosagenau zu kennen. Es gilt, neue Strategien fur bfottkatherapien zu
entwickeln und geeignete Zielstrukturen fir bish@énbekannte Antibiotika zu

identifizieren.

3.1. Antibiotikaresistenz-Profile klinischer P. aeruginosa-

Isolate

In dieser Arbeit wurden insgesamt 32 Klinisclie aeruginosdsolate, deren
Virulenzeigenschaften zuvor intensiv analysiert deor sind (Tieleret al, 2010), auf
ihre Antibiotikaresistenz-Profile hin untersuchtieHur wurden, wie in Kapitel 2.5.11
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beschrieben, zwei kommerziell erhéltliche AntibatiTeststreifen der Firma
bioMérieux verwendet, die speziell fir Pseudomonad®sd Harnwegsisolate konzipiert
sind (siehe Tabelle 21 im Anhang). Die insgesamie&¥8chiedenen, in den Teststreifen
enthaltenen Antibiotika lassen sich in 10 untemsdliche Wirkstoffklassen einordnen.
Die verwendeten Antibiotikakonzentrationen entspesc hierbei den Empfehlungen

des DIN-Komitees.

Anzahl der Isolal
w
R

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Anzahl der Antibiotikaresistenz

Abbildung 4: Anzahl der Antibiotikaresistenzen, 32 klinischer aeruginosaHarnwegsisolateDie
Resistenz-Profile wurden mit Hilfe von kommerziellhaltlichen Teststreifen der Firma bioMérieux
bestimmt. Alle Untersuchungen wurden in von einangeabhéangigen Doppelbestimmungen und mit
zwei unterschiedlichen Testsystemen durchgefihdigdisolate aus chronischen Infektionen sind
gemustert: Infektion Nr. 1 gestreift, Infektion Nrkariert, Infektion Nr. 3 gepunktet.

Es wurde gezeigt, dass 26 deraeruginosaHarnwegsisolate Resistenzen gegen 8 bis
15 der getesteten Antibiotika aufwiesen, 6 weit&&mme zeigten bis zu 21
Resistenzen (Abbildung). Hierbei handelte es sich hauptsachlich um Resien
gegenuberB-Lactamen. Davon befanden sich 14 verschiedene, Reigcilline und
Cephalosporine in den Teststreifen, gegen Hie aeruginosaaufgrund von f3-
Lactamasen eine intrinsische Resistenz besitzt lgeain 2002). Das verbreitete
Vorkommen vorp-Lactamasen ifP. aeruginosawird als einer der Hauptgrunde fir das
vermehrte Auftreten schwerer nosokomialer Harnwdgktionen diskutiert (Sahat

al., 2010). Neben der weit verbreitet@aLactam-Toleranz zeigten alle getesteten

Stamme Resistenzen gegentber Tetracyclin und Nittofonin (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Anzahl der Antibiotikaresistenzen von 32 klinisohe. aeruginoseHarnwegsisolaten. Die
Resistenz-Profile wurden mit Hilfe von kommerziellhaltlichen Teststreifen der Firma bioMérieux
bestimmt. Alle Untersuchungen wurden in von einang@bhangigen Doppelbestimmungen und in zwei
unterschiedlichen Testsystemen durchgefihrt.

resistente Isolate

Antibiotikum Anzahl %
Ampicillin 32 100
Ampicillin-Sulbactam 32 100
Piperacillin 8 25
Piperacillin-Tazobactam 6 19
Cefazolin 31 97
Ceftazidim 1 3
Cefoxitin 32 100
Cefuroxim Axetil 32 100
Cefotaxim 24 75
Cefixim 32 100
Cefepim 1 3
Aztreonam 1 3
Imipenem 8 25
Meropenem 5 16
Gentamycin 8 25
Amikacin 8 25
Tobramycin 5 16
Levofloxacin 8 25
Ciprofloxacin 8 25
Cotrimoxazol 27 84
Nitrofurantoin 32 100
Fosfomycin 24 75
Tetracyclin 32 100

Einzig das Monobactam Aztreonam und die CefaloggoCefepin und Ceftazidin

waren gegen fast alle (31 von 32) getesteten Haysmselate wirksam (Tabelle 6).
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Aztreonam, welches bereits erfolgreich in der Thigravon Lungeninfektionen mPp.
aeruginosaeingesetzt wird (Plosker, 2010), ist eines deera#tiven Therapeutika
schwerer Harnwegsinfektionen (Rivera-Sanacgieal, 2010). Die zurzeit am haufigsten
zur Therapie vorP. aeruginosalnfektionen eingesetzten Antibiotika sind jedodk d
Carbapeneme Imipenem und Meropenem, das Aminogtykbsbramycin und die
Fluorchinolone Levofloxacin und Ciprofloxacin, odéombinationen dieser Wirkstoffe
(Rossolini und Mantengoli, 2005; Obrits@t al, 2005; Breidensteiret al, 2008).
Allerdings zeigten 5 der 32 getestet@naeruginosdsolate (16 %) Resistenzen gegen
alle diese Therapeutika und weitere 7 Stdmme wgegen einige davon resistent
(Tabelle 6 und Tabelle 21 im Anhang). Ahnliche R&siz-Profile klinischerP.
aeruginosalsolate wurden bereits in anderen Arbeitsgruppeabbchtet (Raja und
Singh, 2007). E. coli und andere aus unkomplizierten und komplizierten
Harnwegsinfektionen isoliert&nterobacteriaceaeind generell weniger Antibiotika-
resistent (Hryniewicet al, 2001).

Insgesamt zéhlten 6 der getesteten Harnwegsis@lat€o) nach der Definition von
Defezet al.,2004 zu den multiresistent&h aeruginoseéStammen (Defeet al, 2004).
Sie waren gegen drei oder mehr antipseudomonadatibidtika resistent. Die Daten
des ,European Centre for Disease Prevention and tr@bon (ECDC,
http://www.ecdc.eu.int/index.html) weisen auf eisgndig steigende Anzahl von
multiresistenten P. aeruginosa Stammen hin. Wahrend sie 1993 von 4 %
multiresistenteP. aeruginoséStamme berichteten, war diese Zahl im Jahr 201Qau
% gestiegen (Obritscét al, 2004; Giamarellou, 2010). Dieser Trend zeigth siuch
hier in den steigenden Zahlen der ResistenzenegiRigaeruginosa-olge-lsolate aus
chronischen Harnwegsinfektionen (Abbildung 4). denale Verwandschaft dieser
Stamme wurde zuvor mit Hilfe von ,Single Nucleotid@olymorphism* (SNP)
nachgewiesen (Tieleret al, 2010). Zwei der chronischen Infektionen begannen
zunachst mitP. aeruginoseStammen, die lediglich 9 oder 11 Resistenzen asen
(Tabelle 21 im Anhang), allerdings entwickeltenwthrend der andauernden Infektion
und besonders wahrend der Antibiotika-Behandlungs de@atienten neue
Antibiotikaresistenzen. Das in Abbildung 4 gestrddrgestellte Folge-Isolat MH25 der
chronischen Infektion Nr. 1 zeigte im Test eine iResz mehr, als das einen Monat
zuvor gewonnene Isolat MH18. Es war eine Resistggen Meropenem entstanden,
mit dem der Patient wahrend dieser Zeit therapientden war. Die Entwicklung der

chronischen Harnwegsinfektion Nr. 2 (Abbildung 4rrert dargestellt) verlief sogar
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noch dramatischer, die Anzahl der Resistenzen &igvon 9 auf 21 innerhalb einer
Behandlungsdauer von 3,5 Monaten. In der Literstubeschrieben, dass sich aus 27-
72 % der chronischen P. aeruginosa Infektionen durch urspringlich
antibiotikaempfindliche Stamme wahrend der antibaiten Behandlung multiresistente
Stamme entwickeln (Obritsclet al, 2005). Das Isolat einer dritten chronischen
Infektion (Abbildung 4, gepunktet dargestellt) artdesein Antibiotikaresistenz-Profil
wahrend der Behandlungsdauer nicht, es war allgsdimit 19 Antibiotikaresistenzen

schon zuvor zu den multiresistentenaeruginosé&Stammen zu zahlen.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, wie besorgnigeneg die Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen hin zu multiresistenten aeruginosaStammen wahrend der

Behandlung von Harnwegsinfektionen ist.

3.2.Analyse der minimalen Inhibierungskonzentration (MIC)

Wie zuvor gezeigt, besitR. aeruginosaeine hohe intrinsische Antibiotika-Resistenz
und entwickelt zudem immer neue Resistenzen, wag€umahme von multiresistenten
Stammen fuhrt (Henwooet al, 2001). Dies ist vor allem unter unzureichender
Antibiotikatherapie der Fall und macH®. aeruginosazu einem immer grofer
werdenden hygienischen Problem.

Es ogalt nun die Frage zu beantworten, wie sich dBedingungen
(Nahrstoffzusammensetzung, Wachstumsphase, Wachatimiofilm) innerhalb des
menschlichen Harnweges auf die Antibiotikaresistewnon P. aeruginosa

Harnwegsisolaten im Vergleich zum Laborstamm PAQswarken.

3.2.1.Stabilitat der verwendeten Antibiotika

Zur Uberpriufung der Stabilititt der getesteten Aantika Tobramycin und
Ciprofloxacin in jedem der verwendeten NahrmedieB-fMedium, 1:10 LB, AUM)
wurden die in Kapitel 2.5.9 beschriebenen Stabsliests durchgefihrt. Nachdem

steriles Medium mit Antibiotikazusatz wie fir die Kapitel 2.5.6 beschriebene MIC-
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Bestimmungen inkubiert worden war, wurden mit jeL@@lieser Losung die in Kapitel
2.5.7 erlauterten Hemmhoftests durchgefuhrt. DigeBnisse sind in Tabelle 7

dargestellt.

Tabelle 7: Antibiotikastabilitdts-Test. Die Radien der in colrRasen (DH10B) erzeugten Hemmhofe

sind, abzuglich der Radien der verwendeten Antikkad¢stbléttchen, in mm angegeben. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweilsi dion einander unabhangig durchgefiihrten
Doppelbestimmungen.

Hemmhofe [mm]

1:10 LB-Medium AUM
Zeit [h] Tobramycin Ciprofloxacin Tobramycin Ciprofloxacin
0 4,0+£0,5 45+0,5 4,0+£0,0 45+0,5
24 3,5+0,5 45+0,5 4,0+0,5 5,0+0,5

Sowohl das Aminoglykosid Tobramycin, als auch dasof€hinolon Ciprofloxacin
verursachten in einem konfluenten Bewuchs Eitcoli DH10B nach 24 stindiger
Inkubation in allen Nahrmedien noch gleichgroRe Hdridfe wie vor Beginn des
Kontrollexperiments. Dies zeigt, dass es unter dendieser Arbeit verwendeten

Testbedingungen innerhalb von 24 h keine Abnahméntbotika-Aktivitat gab.

3.2.2. Antibiotikasensitivitat von  P. aeruginosa  Harnwegsisolaten in

Flissignahrmedium

Zunachst galt es der Frage nachzugehen, inwiewditkinischeP. aeruginosdsolate
wahrend einer Harnwegsinfektion und deren Behampdlam diese Bedingungen
anpassen. Aul3erdem sollte ein evtl. Einfluss dehrdéffsituation innerhalb des
Harnwegs auf die Antibiotikatoleranz nachgewiesearden. Hierzu wurden die
Antibiotika Tobramycin und Ciprofloxacin verwendetlie aktuell auch in der
Behandlung vonP. aeruginosa Infektionen angewendet werden (Rossolini und
Mantengoli, 2005; Obritschkt al, 2005; Breidensteist al, 2008). Wie zuvor gezeigt
sind unter Standardbedingungen lediglich 16 % detegetenP. aeruginosa
Harnwegsisolate gegen Tobramycin und 25 % gegerofBigacin resistent (Tabelle
6).
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Wird das Wachstum von Bakterien in einem MediumcHudie Zugabe eines
Antibiotikums gehemmt, so geschieht dies erst alerebestimmten Konzentration.
Diese ist fur jedes Antibiotikum und fir jeden Betkén-Stamm spezifisch. Sie ist als
minimale Inhibierungskonzentration (MIC) definiemhd kann nach Inkubation der
Bakterien in Standardmedien nach 18 h + 2 h abgelesrden (Andrews, 2001). Die
MIC-Werte fir Tobramycin und Ciprofloxacin wurdenirf vier ausgewahlte
Harnwegsisolate und den Laborstanin aeruginosaPAO1 unter standardisierten
Bedingungen getestet, wie sie auch fur diagnostis@creenings” in der Medizin
verwendet werden (Andrews, 2001). Die Durchfuhrdeg MIC-Bestimmungen ist in
Kapitel 2.5.6beschrieben. Auf diese Weise wurden neben denémiNMedium auch
die MICs in AUM und 1:10 LB-Medium, in welchem diakterien vergleichbares
Wachstum aufweisen wie in AUM (Rosin, 2011), eratittim Standard-Vollmedium
LB, erreichtP. aeruginosaim Vergleich ein etwa 10-fach erhdhtes Wachstuergp
Mitteilung, Rosin).

Die vier klinischen Isolate MH16, MH19, RN21 und K6lwurden ausgewahlt, da ihre
Antibiotikaresistenz-Profile dem des LaborstamisaeruginosaPAO1 sehr &hnlich
sind, wobei das Isolat MH16 im Screening lediglaihe erhdhted-Lactam Resistenz
aufwies (siehe Tabelle 21 im Anhang). Bei d@naeruginosdsolaten MH16 und
MH26 handelt es sich um klinische Harnwegsisolate Miittelstrahlurin. Das Isolat
MH19 stammt aus einer katheterassoziierten Infaktidas Isolat RN21 wurde, im
Gegensatz zu den anderen, aus einer Klinik stamemelsdlaten, in einer Privatpraxis

aus dem Harnweg eines Patienten isoliert.

Wie in Tabelle 8 zu erkennen ist, hatte die veréeddahrstoffzusammensetzung der
verschiedenen Medien einen deutlichen Einfluss digf Antibiotikatoleranz der
getesteterP. aeruginosaStamme. Die reduzierte N&ahrstoffverfigbarkeit ih0O1LB-
Medium verringerte die MIC-Werte (= erhoht die Emgfichkeit) aller gesteteten
Stamme gegenuber Tobramycin etwa um das dreifachéergleich mit unverdiinntem
LB. Die Empfindlichkeit der getesteten Stamme géipen Ciprofloxacin erhdhte sich

allerdings nur um etwa 20 %.
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Tabelle 8: Minimale Inhibierungskonzentrationen (MIC) von Talycin and Ciprofloxacin deP.
aeruginosaHarnwegsisolate und dem Laborstamm PAQO1. Die piaméchen Kulturen wurden in
unterschiedlichen Medien aerob kultiviert, um nadh h + 2 h bei 37 °C und 350 rpm die MIC
bestimmen zu kénnen. Dargestellt sind die Mitteteret Standardabweichungen aus mind. drei von
einander unabhangigen Experimenten, die jeweiBoppelbestimmung durchgefuhrt worden sind.

LB 1:10 LB AUM
P. aeruginosé&Btamm MIC [ug/ml] Tobramycin
PAO1 3,0£0,9 1,0+04 3,8+0,8
MH16 3,7+0,6 1,7+0,6 75+13
MH19 40 +1,0 1,7+0,6 3,7+0,6
RN21 4,3+0,6 1,7+0,6 3,7+0,6
MH26 3,0+£0,0 1,7+0,6 6,2+1,1
P. aeruginosé&tamm MIC [ug/ml] Ciprofloxacin
PAO1 0,3+0,1 0,2+0,0 0,6+0,1
MH16 0,2+0,0 0,2+0,0 0,4+0,0
MH19 1,0+ 1,0 0,8+0,8 0,6 £0,2
RN21 0,6 +0,0 05+0,1 0,9+0,1
MH26 1,0£0,8 1,1+0,8 05+0,1

Diese unterschiedliche Wirksamkeit ist anhand derkivechanismen der Antibiotika
zu erklaren. Das Aminoglykosid-Antibiotikum Tobraary hemmt die 30S Untereinheit
der Ribosomen und damit die ProteinbiosyntheseBa&terien. Im Vollmedium (LB)
stehen den Zellen die meisten Nahrstoffe, wie Asdnioen und Vitamine in groRerer
Menge zur Verfigung, als im Minimalmedium (1:10 LE)s wurde gezeigt, dass
aeruginosa unter diesen Mangelbedingungen nach etwa 20 h ar@hte
Proteinbiosyntheserate besitzt (pers. Mitteilungyi¥). Dies macht die Bakterienzellen
anfalliger far ein Aminoglykosid, dessen Angriffsodie Proteinbiosynthese ist.
Entsprechend ist eine niedrigere Tobramycin-Konzagioh erforderlich um ihr
Wachstum zu inhibieren.

Des Weiteren binden die meist positiv geladenen naglykoside an das negativ
geladene extrazellulare Polysaccharid Alginat (Gordt al, 1988; Nicholset al,
1988) und werden durch diese Bindung daran gehindedie P. aeruginos&elle
einzudringen. Dieses Exopolysaccharid wird J@naeruginosaim Vollmedium in

wesentlich héheren Konzentrationen produziert alsme&inem Mangelmedium der Fall
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ist (Evans und Linker, 1973). Daher ist davon agshen, dass wé&hrend der MIC-
Bestimmungen in LB-Medium ein groRerer Teil des egebenen Tobramycins
Wechselwirkungen mit Alginat einging, als dies irl@ LB-Medium der Fall war.
Daher musste in LB-Medium eine hohere Konzentratian Inhibierung der Zellen

eingesetzt werden.

Die Wirkungsweise des Gyrase-hemmenden Fluorchiisof@iprofloxacin schien nicht
derartig stark vom geringeren Nahrstoffgehalt de$0 lverdinnten LB-Mediums
beeinflusst zu werden. Die MIC-Werte aller getesteklinischen Isolate und des
Laborstamme®. aeruginosaPAO1 waren sich in LB-Medium und 1:10 LB-Medium
sehr ahnlich. Dies kbénnte damit zusammenhéangers dah P. aeruginosazum

Zeitpunkt der MIC-Bestimmungen (nach 18 h) in baeidgledien bereits in der
Stationarphase befand. In dieser Wachstumsphaskeistahl der sich replizierenden
Zellen unter beiden Bedingungen gleichermal3en genrd somit die Wirksamkeit des
Gyrasehemmers Ciprofloxacin auf die Bakterienzeiled:10 LB-Medium und AUM

vergleichbar.

Die MIC-Werte in AUM allerdings, dessen Wachstuntemamit denen vergleichbar
sind, die vonP. aeruginosan 1:10 LB-Medium erreicht werden (Rosin, 2011gren
fur beide Antibiotika vergleichbar mit den MIC-Wert in LB-Medium oder héher. Die
Nahrstoffzusammensetzung des AUMs, die die Bediggan wahrend einer
Harnwegsinfektion simuliert, verringerte offenbae dhntibiotikaempfindlichkeit von
P. aeruginosaleutlich. Betrachtet man die ermittelten MICs beidatibiotika in 1:10
LB und AUM vergleichend, so fallt auf, dass sicle dintibiotikaempfindlichkeit unter
Harnwegs-ahnlichen Bedingungen gegenuber Tobramgaind-fach und gegenuber
Ciprofloxacin ca. 3-fach verringerte. Die Stabtlibeider Antibiotika Giber die gesamte
Dauer der Experimente in 1:10 LB Medium und AUM der in einem
Kontrollexperiment nachgewiesen (Kapitel 3.2.1)edai Ergebnisse lassen vermuten,
dass es die spezielle Nahrstoffzusammensetzunghmbedes AUM ist, die diese
erhdhte Antibiotikatoleranz unter Harnwegs-ahnliciBedingungen verursacht. Schon
fruher wurde die Beobachtung gemacht, dass die di#frusammensetzung des
Mediums die Antibiotikatoleranz von Bakterien bdkisst (Andrews, 2001). Es konnte
beispielsweise gezeigt werde, dass sich die ArikKaitoleranz vonE. coli unter

N&ahrstoffmangelbedingungen und Hungerstress elAdtirews, 2001).
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Desweiteren zeigten zwei der getesteten Harnwdgss¢MH16 und MH26) im
Vergleich zum Laborstamnf®. aeruginosaPAO1 eine erhOhte Toleranz gegentber
Tobramycin in AUM, obwohl in den bioMérieux-Resist¢est kein Unterschied zum
Laborstamm zu erkennen gewesen ist (Kapitel 3.[8s Deutet auf eine Adaptation der
Stamme an die Bedingungen im Harntrakt hin, die lrobgrweise auf metabolischer

oder regulatorischer Ebene ablauft.

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf daiss die standardisierten
Testbedingungen, die in der Medizin fir Antibiogram verwendet werden, die
tatsachliche Antibiotikatoleranz vorP. aeruginosa unter Infektions-relevanten
Bedingungen nicht wiedergeben. Die Bedeutung eides, Infektionsbedingungen

madglichst ahnlichen, Testmediums wird hier deutlich

3.2.3.Antibiotikasensitivitat ~ von P.  aeruginosa-Harnwegsisolaten auf

Agarnahrmedium

Neben der speziellen Né&hrstoffsituation im Harnwbgdingt die Physiologie von
Harnwegsinfektionen ein Wachstum der pathogenenteBak als Biofilm. Es ist
bekannt, das$. aeruginosaunter diesen Bedingungen eine wesentlich geringere
Empfindlichkeit gegenliber verschiedenen Antibiotdaweist (Hill et al, 2005). In
Tabelle 9 sind die Ergebnisse von MIC-Bestimmungesammengefasst, die mit

Biofilmen durchgefiihrt worden sind (Kapitel 2.5.7).

Die Empfindlichkeit der P. aeruginosa Stamme gegentber Tobramycin und
Ciprofloxacin war wahrend des Biofilmwachstums (@il 9) um das zehnfache
reduziert, verglichen mit den MIC-Werten planktahisr Kulturen (Tabell8). In der
Literatur werden verschiedene Begrindungen flredieshdhte Antibiotikatoleranz
wahrend des Biofiimwachstums voR. aeruginosadiskutiert. Mah und O’Toole
postulierten 2001 als Hauptgrinde fir die erhohtéibfotikatoleranz eines Biofilms,
das langsamere Wachstum der beteiligten Zelle RipoS-vermittelte Stressantwort
und einen biofilmspezifischen Phanotyp \@naeruginosgMah und O'Toole, 2001).
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Tabelle 9: Antibiotikasensitivitat von Biofilmen derP. aeruginosa Harnwegsisolate und des
Laborstammes PAO1 gegenuber Tobramycin und Ciptafim. Die Biofilme wurden aerob auf
Nahragarplatten verschiedener Medien angezogewlieMICs auf Inhibierungstest-Platten nach 18 h +
2 h bei 37 °C bestimmen zu kénnen. Dargestellt diedVittelwerte + Standardabweichungen aus mind.
drei von einander unabhéangigen Experimenten, dieijs in Doppelbestimmung durchgefihrt worden
sind.

LB 1:10 LB AUM
P. aeruginosétamm MIC [pg/ml] Tobramycin
PAO1 35,0+£3,8 54,0+£5,0 77,0+£5,2
MH16 88,0+5,0 89,074 152,0+4,1
MH19 440+44 60,0+9,4 82,0+7,0
RN21 38,0+4,1 80,0+ 0,0 80,0+ 0,0
MH26 85,0+5,8 95,0+5,8 83,0x+5,2
P. aeruginosé&Btamm MIC [ug/ml] Ciprofloxacin
PAO1 6,0+0,8 150+1,1 150+1,1
MH16 3,0+£0,8 7,0+1,0 7,0+£1,0
MH19 4,0+0,0 6,0+0,8 8,0+0,8
RN21 6,0+0,7 12,0+£1,7 10,0+£1,9
MH26 4,0+0,8 140+1,3 110+11

Transkriptomanalysen mittels DNA-Mikroarrays véh aeruginosazeigten, dass in
Biofilmen vor allem Gene, die an einer veranden®asistenzeigenschaft gegentber
antimikrobiellen Agenzien, wie z. B. Antibiotika dnDesinfektionsmitteln beteiligt
sind, einen erhdohten Expressionslevel besitzen t@Myiet al, 2001). Dartiber hinaus
wurde eine erhdohte Expression des Gens, welchesldiiralternativen Sigmafaktor
RpoS kodiert im Biofilm nachgewiesen (Heydatal, 2002). Dieser spielt eine grol3e
Rolle bei der Stressantwort des Bakteriums (Jorgeesal,, 1999) und wird auch von
planktonischen Zellen beim Eintritt in die Statiguidase exprimiert (Whitelegt al,
2001). Bekannterweise sind stationare Kulturersstesistenter gegeniber Antibiotika
(Heydornet al, 2002). Diese Erkenntnisse lassen darauf schijeffess Biofilmzellen
im Vergleich zu planktonischen Zellen einen andegmysiologischen Zustand
aufweisen, der eine erhohte Stresstoleranz undstRageigenschaft zur Folge hat
(Boriello et al, 2004). Mittels Proteomanalyse Uber 2D-Gelelgkiayese wurde
nachgewiesen, dass im Biofilm lebende BakterienMergleich zu planktonischen
Zellen auch ein stark verandertes Proteinmusteweisén (Saueret al, 2002).
AulRerdem vermuteten Mah und O'Toole weitere Ursadheder physikalischen und
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chemischen Struktur der Exopolysaccharide oderranBesonderheiten der Biofilm-
Architektur, die das Eindringen der Antibiotikaden Biofilm verhindern wirden (Mah
und O'Toole, 2001a). Eine weitere Rolle kdnnte das P. aeruginosaproduzierte
Exopolysaccharid Alginat spielen, welches z. B. Aoglykoside bindet und auch mit
anderen Antibiotika Wechselwirkungen eingehen kavess letztlich die Diffusion der
Wirkstoffe durch den Biofilm behindern kénnte (Gordet al, 1988; Nicholset al,
1988).

Die Struktur eines Biofilms scheint dariber hindamfluss auf die Antibiotika-
Resistenz zu haben. Boriellet al zeigten 2004, dass sich in dessen Inneren
mikroaerobe bis anaerobe Zonen befinden (Borietl@l, 2004). Der Luftsauerstoff
dringt nur etwa 50 pm bis 90 pum in den Biofiim aimmd wird zudem durch
stoffwechselaktive Zellen veratmet, die Zellen, dsich tiefer innerhalb der
dreidimensionalen Struktur befinden, stellen ihr&toffwechsel auf anaerobes
Wachstum ein (Marshakt al, 2002). Borielloet al beschrieben dies als wichtigen
Faktor der erhohten Antibiotikatoleranz (Borie#bal, 2004). Das Vorhandensein von
Arginin und Nitrat erhoht zusatzlich die Antibioéitoleranz unter anaeroben
Bedingungen (Borriellet al, 2006).

Neben diesen Biofilm-spezifischen Effekten konmtes auch schon wahrend der MIC-
Bestimmungen planktonischer Kulturen (Kapitel 3)2f2eobachtet werden, dass das
Wachstum auf AUM im Vergleich zu LB-Medium die Abibtikatoleranz der
getesteten Stamme erhoht (Tabelle 9). Allerdingsieen sich auf 1:10 LB und AUM,
anders als in Flussigkulturen, ganz ahnliche M@ss kdnnte in der fur Biofilmzellen
beschriebenen geringeren metabolischen Aktivitgtioedet sein (Anwaet al, 1992).
Dieser besondere physiologische Status der Bioéllea flihrt mdglicherweise zu dem
beobachteten geringeren Einfluss der Nahrstoffzosamsetzung auf die
Antibiotikatoleranz. Auf3erdem zeigten diese Ergsdmideutlich, dass fast alle der
getesteten Harnwegsisolate, verglichen mit dkeraeruginosdPAO1 Laborstamm eine
erhohte Tobramycin-Toleranz aufwiesen. asaeruginosalsolat MH16 erwies sich
wahrend der MIC-Bestimmungen im Biofilm als besasdd@obramycin-resistent,
obwohl wahrend des bioMérieux-Screenings keine lgehdoleranz nachgewiesen
werden konnte (Kapitel 3.1). Es ist scheinbar gutdee Bedingungen angepasst, die
wahrend einer Infektion im Harnweg von den Bakten®rgefunden werden. Diese
stammspezifischen Abweichungen in der Antibiotikatanz wurden bereits an anderer

Stelle furP. aeruginosaeschrieben (Henwoaat al, 2001).
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3.3.Zeitabhangigkeit der Wirksamkeit einer Antibiotika-
Behandlung

Neben Stamm-spezifischer Anpassung an das LeberHammweg wahrend einer
Infektion sollte auch untersucht werden ob die Véptiase der Bakterien Einfluss auf
die Antibiotikatoleranz vorP. aeruginosahat. Zu Beginn einer Harnwegsinfektion
bewegen sich planktonisch lebende Bakterien durehUdethra hinauf zur Blase, sie
adherieren an das Schleimhautgewebe und entwiskhlire3lich einen Biofilm wie in
Kapitel 1.2 beschrieben (Tenkeal, 2006).

Zur Untersuchung der Effizienz der Antibiotika-Beld&ung einer Harnwegsinfektion
wéahrend eines frihen Stadiums, wurden Absterbegkesmit P. aeruginosaPAO1
Zellen in exponentieller Wachstumsphase durchgefiiherzu wurden, wie in Kapitel
2.5.8 beschrieben, planktonische Kulturen in Idgarischer Wachstumsphase (nach
1,5 h) mit der 5-fachen MIC Tobramycin (15,0 pg/onid Ciprofloxacin (1,5 pg/ml) in
1:10 LB-Medium und AUM behandelt. Zur Dokumentatides Absterbeverhaltens
wurde neben der Oy nm auch die Anzahl der Uberlebenden Zellen [KBE/ml]

bestimmt. Die Ergebnisse dieser Experimente sirbinildung 5 dargestellt.

1010
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Abbildung 5: Absterbeverhalten voR. aeruginosaPAOL. Planktonische Kulturen wurden in 1:10 LB
(blau) und AUM (rot) bis in die exponentielle Watithesphase hinein (1,5 h) bei 37 °C und 200 rpm
inkubiert, bevor sie der 5-fachen MIC Tobramycim) (oder Ciprofloxacin 4) inkubiert wurden.
Unbehandelte Kulturen (O) dienten als Negativkdtgroum Vergleich.
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Wie die Ergebnisse zeigen starben die meisten rZeléx P. aeruginosaKulturen in
logarithmischer Wachstumsphase sofort nach der igkes Antibiotikums ab. Die
starkste Abnahme lebender Zellen fand in beideni®étednd unter Einfluss beider
Antibiotika innerhalb der ersten 60 min statt. Adlemgs war weder Tobramycin noch
Ciprofloxacin in der Lage 100 % der eingeset#emeruginosaellen innerhalb von 7
h abzuttten. Desweiteren war eine Antibiotikabehargl unter Laborbedingungen (in
1:10 LB-Medium) deutlich effektiver, als es unteardwegs-ahnlichen Bedingungen
(in AUM) der Fall war. Wahrend in 1:10 LB-Medium.chx 13 KBE/ml uberlebten,
blieben in AUM ca. 1 x 10KBE/ml vital. Bei diesen iiberlebenden Zellen kines
sich um sogenannte Persisterzellen handeln, dieSabpopulation dormant in der
Bakterienkultur verbleiben und aufgrund ihres naha@rmktiven Metabolismus eine
besonder hohe Antibiotikatoleranz  aufweisen (Lewi007). Fur die
Persisterzellbildung wahrend des Absterbens eia&teBienkultur ist das hier sichtbare
biphasische Absterbeverhalten bereits beschriekien ¢nd Wood, 2009). FUE. coli
ist eine Persisterzellbildung von ca. 1 ¥ Bérsisterzellen/ml Kultur bekannt (Kim und
Wood, 2009). Es wurde beschrieben, dass der AdeeiPersisterzellen in Kulturen von
P. aeruginosazwar geringer ist, als der in Kulturen vda. coli oder Staphylococcus
aureus durchaus aber ausreicht um das UberlebenRioaeruginosawahrend einer
Antibiotikabehandlung einer chronischen Infektiansichern (Mokeet al, 2010). Der
Mechanismus welcher zur Dormanz der Persisterzalenzur ,Wiederbelebung“ nach
Beendigung der Antibiotikabehandlung fihrt ist neakitgehend unbekannt (Moket
al.,, 2010). Auch Uuber eine moglicherweise erhohte siBrzellbildung unter
Harnwegs-ahnlichen Bedingungen ist bisher nichtkaibet. P. aeruginosa der in
beiden Medien vergleichbare Wachstumsraten zeigies eine deutlich erhdhte

Antibiotikatoleranz unter Harnwegs-ahnlichen Bedingen auf.

Da die antibiotische Behandlung einer Harnwesimbekzumeist erst begonnen wird,
sobald Symptome dem betroffenen Patienten Besclewebéreiten, sollte auch ein
solcher Infektionszeitpunkt in Absterbekurven simtlwerden. Zu diesem Zeitpunkt
werden mind. 10Zellen/ml Urin als Marker fiir eine Infektion nagwjesen. Es wurde
daher die Antibiotikaempfindlichkeit vonP. aeruginosa PAO1-Kulturen in
Stationarphase untersucht. Fur diese Experimentedemy wie in Kapitel 2.5.8
beschrieben PAO1-Kulturen bis in die Stationarphaseein (4 h) inkubiert und
anschliel3end wie beschrieben mit Antibiotikum (®@IC) behandelt.
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Abbildung 6: Absterbeverhalten voR. aeruginosaPAOL. Planktonische Kulturen wurden in 1:10 LB
(blau) und AUM (rot) bis in die Stationarphasedim(4 h) bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, bevar si
der 5-fachen MIC Tobramycim} oder Ciprofloxacin 4) inkubiert wurden. Unbehandelte Kulturen (O)
dienten als Negativkontrolle zum Vergleich.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt ureglgen den Unterschied zur
Behandlung von Kulturen in exponentieller Wuchsgh@sbbildung 5). Wie erwartet
war die Antibiotikaempfindlichkeit vonP. aeruginosaunter diesen Bedingungen
deutlich reduziert. Interessanterweise wurde ellenégne starke Medienabhangigkeit
der Antibiotikatoleranz festgestellt (Abbildung ®er Laborstamm PAO1 zeigte sich
unter Harnwegs-anhlichen Bedingungen gegenuber ebeidntibiotika weniger
empfindlich als im Vergleichsmedium 1:10 LB. Demfliss des Nahrmediums war
unter diesen Bedingungen sogar noch grol3er alsrzlmdGegensatz zu den Kulturen
in exponentieller Wachstumsphase, zeigten sictsthéonarphase-Kulturen gegentuber
Ciprofloxacin deutlich empfindlicher als gegenubEobramycin. Der Unterschied
zwischen beiden Antibiotika, die auP. aeruginosa Zellen in exponentieller
Wuchsphase eine vergleichbare Wirksamkeit gezeagteh, war hier betrachtlich.
Tatséachlich konnten die. aeruginos&ellen unter diesen Bedingungen nicht durch die
Zugabe von Tobramycin abgetotet werden. Diese IRate an Uberlebenden Zellen (~
100 %) kann nicht allein mit dem Auftreten von Fsteszellen erklart werden. Sie

nehmen beispielsweise . coli Kulturen einen maximalen Anteil von ca. 1 % der
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Population ein und sind auch fur Populationen J®n aeruginosaals begrenzt
beschrieben (Lewis, 2007). Moglicherweise ist diesPhanomen mit dem
Wirkmechanismus von Tobramycin zu begrinden, walcletne Hemmung der
Proteinbiosynthese zur Folge hat. Wie bereits irpiteh 3.2.2 erlautert wirkt das
Aminoglykosid besonders stark auf StoffwechselaktiZellen. Der inaktive
Stoffwechsel der hier untersuchten Zellen in Stdtiphase verringerte damit

maoglicherweise die Wirksamkeit des Tobramycins.

Ein noch spéaterer Behandlungsbeginn einer Harnwkgdion ermdglicht P.
aeruginosaschlief3lich die Bildung von Biofilmen bevor die #iotikagabe erfolgt.
Daher wurde auch das Absterbeverhalten RoaeruginosaBiofilmen in dieser Arbeit
untersucht. Hierzu wurden, wie in Kapitel 2.5.1Gdwieben Filterbiofilme bis zum
Beginn der Stationarphase inkubiert und anschlig®am 10-fachen MIC Tobramycin
(30 pg/ml) oder Ciprofloxacin (3 pg/ml) ausgesetals Vergleich dienten die
Zellzahlen unbehandelter Biofilme. Die Zahl der riglgenden Zellen [KBE/ml] ist in
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Absterbeverhalten voR. aeruginosaPAO1. Biofilme wurden auf 1:10 LB (blau) und
AUM (rot) bis in die Stationarphase hinein (244®i 37 °C inkubiert, bevor sie der 10-fachen MIC
Tobramycin @) oder Ciprofloxacin 4) inkubiert wurden. Unbehandelte Biofiime (O) diemtals
Negativkontrolle zum Vergleich.
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Wie erwartet zeigten die Biofilme, verglichen miulkuren aus der exponentiellen
Wachstumsphase (Abbildurag, eine erhdhte Antibiotikatoleranz. Obwohl sig giner
doppelt so hohen Antibiotikakonzentration (10-fadi&C) behandelt worden waren
tiberlebten ca 1 x f0bis 1 x 16 KBE/ml die 24 stindige Antibiotikabehandlung.
Interessanterweise war auch diesmal, wie schondbai MIC-Bestimmungen von
Biofilmen (Kapitel 3.2.3) kein Unterschied zwischelen beiden Nahrmedien zu
erkennen. Die Wirksamkeit beider Antibiotika warnvaer Harnwegs-spezifischen
Nahrstoffsituation in diesem Fall nicht beeintraghtDie Erklarung hierfur liefert der
physiologische Status der Biofilmzellen. lhre ggammetabolische Aktivitat (Anwaet
al., 1992) konnte dazu fuhren, dass die Nahrstoffansansetzung des Mediums einen
geringeren Einfluss auf die Antibiotikatoleranz .hatDas verlangsamte
Absterbeverhalten der Biofilmzellen &hnelt dem \Addm der zuvor getesteten Zellen
in Stationdrphase, die einen vergleichbaren, langsavachsenden Phanotyp aufweisen
(Spoering und Lewis, 2001). Allerdings schienen diehandelten Biofilme im
Vergleich zu Stationarphase-Kulturen empfindlichef die getesteten Antibiotika zu
reagieren. Spoering und Lewis beschrieben die ledHeartibiotikatoleranz vonP.
aeruginosa Stationarphase-Kulturen als einen Effekt der Bwwsiellbildung, die
innerhalb von Biofilmen einen geringeren Einfluss (Spoering und Lewis, 2001). Sie
zeigten, dassP. aeruginos&ulturen innerhalb der Stationarphase die grolite
Persisterzell-Rate besitzen, wéahrend sich innerhab Biofilmen etwas weniger
Persisterzellen befinden und ihr Anteil in logangiechen Kulturen verschwindend
gering (< 0,001 %) ist (Spoering und Lewis, 20@ig hier gezeigten Absterbekurven
stimmen mit diesen Erkenntnissen Uberein, der Bigshhe Verlauf (Abbildung 5 und
6) liel3 sich unter Biofilmbedingungen nicht mehrdsatlich erkennen (Abbildung 7).

Zusammengefasst machen diese Ergebnisse deutlish, dkr Zeitpunkt, an dem die
antibiotische Behandlung einer Harnwesinfektion dmegn wird, einen bedeutenden
Einfluss auf die Wirksamkeit der eingesetzten Apntika hat. Es scheint nur ein
schmales Zeitfenster fur eine effiziente Antibiatikerapie vonP. aeruginosa

Infektionen zu existieren.
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3.4. Sauerstoffabhangigkeit der Antibiotikatoleranz von P.

aeruginosa

Eine weitere Bedingung, die. aeruginosannerhalb des Harnwegs vorfindet, ist die
begrenzte Sauerstoffverfligbarkeit. Der menschlielaenweg stellt eine Sauerstoff-
limitierte Umgebung dar (Giannakopoulost al, 1997). Desweiteren enthalten
Biofilme, die P. aeruginosabildet, mikroaerobe und anaerobe Zonen in tieferen
Schichten, aufgrund der Veratmung von Sauerstofthdudie dort lebenden Zellen
(Boriello et al, 2004). Daher wurde der Einfluss der Sauerstdifigbarkeit auf die
Antibiotikatoleranz vonP. aeruginosaunter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen in
dieser Arbeit untersucht. Hierzu wurden, wie in Kelp2.5.10 beschrieben, die
Uberlebensraten vonP. aeruginosaBiofilmen unter aeroben und anaeroben
Bedingungen auf AUM und zum Vergleich auf 1:10 LR:dilum dokumentiert (Tabelle
10).

Tabelle 10: Absterberaten voR. aeruginosaPAO1 Filterbiofilmen nach Antibiotikabehandlungadh
dem Wachstum der Filterbiofilme fir 24 h, 37 °C 4uf0 LB-Medium oder AUM unter aeroben und
anaeroben Bedingungen, wurden diese mit der 1@fadfiiC Tobramycin oder Ciprofloxacin im
Agarnahrmedium fir weitere 12 h (aerob) bzw. 3-4élanaerob) inkubiert. Dargestellt sind Mittelvert

aus drei voneinander unabhéngigen ExperimentefKldmmern sind die Uberlebensraten in Prozent
angegeben.

Uberlebende Zellen [KBE/ml]

Bedingung 1:10 LB-Medium AUM
Tobramycin Ciprofloxacin Tobramycin Ciprofloxacin
aerob 1,07 x 10 3,47x10 1,88 x 10 1,21 x 10
(0,0002) (0,0051) (0,0004) (0,0003)
anaerob 4,24 x 10 8,04 x 10 1,21 x 16 4,98 x 10
(0,46) (0,87) (2,84) (1,17)

Es konnte klar gezeigt werden, dass die Abweseniem Sauerstoff die
Antibiotikatoleranz von P. aeruginosa sowohl gegenuber Tobramycin als auch
gegenuber Ciprofloxacin deutlich erhéht. Wahrende diebendzellzahlen von
unbehandelten Filterbiofilmen unter allen getestédedingungen vergleichbar waren
(7,7 x 10 KBE/ml), stiegen die Uberlebensraten der anaerkbltivierten PAO1
Biofilme zwischen 170-fach (Ciprofloxacin auf 1:18) und 7100-fach (Tobramycin

auf AUM) verglichen mit aerob kultivierten Biofilme Dies weist auf eine
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Sauerstoffabhangigkeit der Antibiotikatoleranz V@n aeruginosaBiofilmen hin. Es
wurde bereits beschrieben, dass der anaerobe Mistabe die Antibiotikatoleranz von
P. aeruginosa erhoht (Borielloet al, 2004) und dass Intermediate der Nitratatmung
wie z. B. NO die Antibiotikatoleranz beeinflusserlagsett et al, 2002). Die
Nitratkonzentration im menschlichen Urin ist didtdhgig und schwankt zwischen 0,1
und 1,0 mM (Elliset al, 1998; Wanget al, 1997; Egberts und Soenderhuizen, 1996)
und auch NO ist in diesem Habitat zu finden (Waha@l, 1997). Es wurde gezeigt,
dass Nitratkonzentrationen uber 0,4 mM das anaerdlbachstum und die
Denitrifikation fordern (Palmeret al, 2007). In dieser Arbeit wurde daher den

N&hrmedien zur Anzucht unter anaeroben Bedinguhbieat zugesetzt (Kapitel 2.5.4).

Ein weiterer Grund fur die Schwierigkeit der Behlaimgj einer durchP. aeruginosa
verursachten Harnwegsinfektion ist, dass nicht @esamtdosis oral verabreichter
Antibiotika die infizierten Gewebe erreicht. Die pfohlene Tagesdosis flr
Ciprofloxacin beispielsweise betragt 1 bis 2 x idgl100-500 mg (van Poppet al,
1988). Mit einer Bioverfugbarkeit im Urin von 40 Bts 80 % (Davist al, 1985), liegt
die erreichte Konzentration wirksamen Ciprofloxacim Harnweg bei 0,03 mg/ml bis
0,57 mg/ml bei einer durchschnittichen Tagesuringgevon 1,4 |/Tag. Die fuP.
aeruginosaPAO1 bestimmte MIC unter Standardbedingungen Ineigt0,0003 mg/ml
(Kapitel 3.2.2) deutlich darunter. Es konnte aliegd gezeigt werden, dass die v@n
aeruginosa im Harnweg vorgefundenen Bedingungen dessen Aniiditoleranz
dramatisch erhéhen. Die durch das verwendete  AUM itierte
Nahrstoffzusammensetzung des Urins erhdhte die bistikkatoleranz von P.
aeruginosa2-fach. Das auf3erdem im Harntrakt einsetzendeilBmwachstum erhdhte
die Antibiotikatoleranz nochmals um das 10-Facher n Harnweg herrschende
Sauerstoffmangel hatte hierbei den deutlichsteekEfauf die Antibiotikatoleranz und
erhohte diese gegenuber Ciprofloxacin um das 1@hd-aauf 58,5 mg/ml. Dies
entspricht dem 100-fachen der im Urin wahrend eiB&handlung erreichten
Konzentration des Wirkstoffes bei maximaler oraRehandlunsdosis. Gegeniber
Tobramycin steigt die MIC delP. aeruginosaPAO1-Biofilme unter anaeroben
Bedingungen auf AUM sogar auf 547 mg/ml, was 108hf hoher ist als dessen
wirksame Konzentration im Urin. Zusammen mit dérdérten Antibiotikatoleranz von
P. aeruginoseHarnwegsisolaten und der steigenden Anzahl vontirmasistenten

Stammen kann von einer unzureichenden antibiot,schBehandlung von
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Harnwesinfektionen miP. aeruginosaausgegangen werden. Es ist daher nodtig neue
Strategien fur die Antibiotikabehandlung, wie Komditionen verschiedener Wirkstoffe
oder neue Medikamente, die an anderer Stelle inZéd#imetabolismus eingreifen, zu

entwickeln.

Insgesamt machen diese Ergebnisse deutlich, wiereichend bisherige Testmethoden
die Antibiotikatoleranz vorP. aeruginosawiedergeben konnten. Das hier verwendete
in vitro-System, welches die Bedingungen im Inneren dessaoméinchen Harntraktes
simuliert, sollte daher im Folgenden fir die Erfdnsng der Antibiotikaresistenz-
Mechanismen vorP. aeruginosaunter Infektions-relevanten Bedingungen verwendet

werden.

3.5. Antibiotikaresistenz-Mechanismen von P. aeruginosa

unter Harnwegs-relevanten Bedingungen

Wie bereits gezeigt wurde, haben die Nahrstoffzusansetzung des AUM, welches
Harnwegs-ahnliche Bedingungen simuliert, und dig/skRihtogie vonP. aeruginosa
innerhalb des Harnwegs einen deutlichen Einfluss f audessen
Antibiotikaempfindlichkeit. Nun galt es die Frage klaren welche Mechanismen

diesem Phanomen zugrunde liegen.

Wahrend vorangegangener Proteomanalysen von Ankiibehandelten P.
aeruginosaBiofilmen, konnten 43 Proteine identifiziert werd@Narten, 2009). Davon
standen vier moglicherweise im Zusammenhang mitbfotikaresistenzmechanismen
und wurden fir weitere Experimente ausgewahlt. Nagher Inkubation von
Filterbiofilmen auf 1:10 LB- und AUM-Agarndhrmediumit sublethalen Dosen (1/5
MIC) der Antibiotika Tobramycin und Ciprofloxacin usde das Proteom der
Biofilmzellen Uber 2D-Gelelektrophorese aufgetrenAuffallige Proteine wurden
mittels MALDI-TOF identifiziert und konnten mit Meaeh- oder Antibiotika-
spezifischen Effekten in Verbindung gebracht werd@iese Proteine sollten in dieser
Arbeit ndher untersucht werden um ihren EinflusEce Antibiotikaresistenz voi.

aeruginosafestzustellen. Sie sind in Tabelle 11 aufgelistet werden in den folgenden
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Kapiteln eingehender behandelt. Es wurden Transpostanten der entsprechenden
kodierenden Gene charakterisiert.

Tabelle 11: Proteine, die bei einer Proteomanalyse PniaeruginosaBiofilmen, aufgefallen waren. Die
Biofilme waren auf 1:10 LB und AUM, mit und ohne tiotika (Tobramycin oder Ciprofloxacin),
gewachsen.

Protein PA-Nummer Bedingung Funktion
AlgR PA5261 Hochreguliert in Biofilmen, Regulator der
die auf 1:10 LB gewachsen  Alginatbiosynthese
sind
SpuE PA0301 Hochreguliert unter Polyamintransport-Protein

Tobramycin Einfluss

FumC1 PA4470 Hochreguliert in Biofilmen, Fumarathydratase
die auf AUM gewachsen sind (Zitratzyklus)

SodM PA4468 Hochreguliert in Biofilmen, Superoxiddimutase

die auf AUM gewachsen sind

3.5.1.Wachstumsraten  potentiell  antibiotikaresistenter P.  aeruginosa-

Transposonmutanten

Um auszuschliel3en, dass eventuelle Antibiotikaesten der Transposonmutanten
von einem, vom Wildtyp abweichenden Wachstumsphgnadberrihren, wurde
zunachst das Wachstum véh aeruginosaPAO1, PAONfumC1, PAOlAalgR und
PAOI1AspuE in 1:10 LB und AUM bestimmt. Die Ergebnisse der efegigten
Wachstumskurven sind in Tabelle 12 dargestellt. D¥eichsraten, die maximal
erreichte Zellzahl, sowie auch der Zeitpunkt zu deim getesteten Stdmme in die
Stationarphase eintraten, waren fur alle drei Tpassnmutanten und fir dem.
aeruginosaWildtyp PAO1 nahezu identisch. Damit wurde gezeifss keine der

getesteten Transposonmutanten einen auffalligerhgéamsphanotyp aufwies.
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Tabelle 12: Wachstum vonP. aeruginosaPAO1 und den Transposonmutanten PA@IMC]
PAOlAalgR und PAOAspuEin AUM, aerob bei 37 °C und 200 rpm. Dargestdhidsdie Mittelwerte
aus drei von einander unabhangigen Experimenten.

P. aeruginosa

Stamm Wuchsrate p max. KBE/ml erreicht nach [h]
1:10 LB
PAO1 0,9 2,4x10 7
PAOIAfumC1 0,7 2,4x18 7
PAOlAalgR 0,6 2,0x18 7
PAOIASpUE 0,8 23x18 6
AUM
PAO1 0,7 2,7x10 4
PAO1AfumC1 0,9 2,3x18 7
PAOlAalgR 1,0 2,0x18 7
PAOI1ASpUE 1,3 2,0x 18 5

Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Waunissaten der getesteteR.
aeruginosaStamme in 1:10 LB-Medium und AUM vergleichbar war@abelle 12).
Das 1:10 verdunnte LB-Medium als Standardmediummegigsich also aufgrund der

vergleichbaren Wuchsraten gut als Referenzmedium&UM.

3.5.2.Antibiotikasensitivitat von  P.  aeruginosa-Transposonmutanten in

Flissigndhrmedium

Die MICs der ausgewahlten Transposonmutanten vdsrahmycin und Ciprofloxacin
wurden bestimmt, um zu Uberprifen ob sich ihre Batikatoleranz von der des
Wildtyps P. aeruginosaPAOL1 unterscheidet. Wie die Harnwegsisolate (Kh@t2.2),

wurden auch die Transposonmutanten sowohl in LB-glemmedium, in 1:10

verdinntem LB und in AUM getestet.
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Tabelle 13: Antibiotikasensitivitdt von Tobramycin and Ciprflacin desP. aeruginosaPAO1 und
davon abgeleiteten Transposonmutanten. Die plaiddben Kulturen wurden in unterschiedlichen
Medien aerob kultiviert, um nach 18zh2 h bei 37 °C und 350 rpm die MIC bestimmen zurigm
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabtveign aus mindestens drei von einander
unabhéngigen Messungen.

LB 1:10 LB AUM

P. aeruginosétamme MIC [pg/ml] Tobramycin

PAO1 3,0+0,9 1,004 3,8+0,8
PAO1AfumC1 28+04 1,0£0,5 3,6+05
PAO1AalgR 3,0+0,7 0,9+0,5 35+0,6
PAO1AspuE 4,3+0,8 1,0+£0,0 4,0+0,6
P. aeruginosé&Btamme MIC [ug/ml] Ciprofloxacin

PAO1 0,3+0,1 0,2+0,0 0,6 +£0,1
PAO1AfumC1 0,4+0,2 0,2+0,1 0,7+0,1
PAO1AalgR 0,2+0,1 0,2+0,0 05+0,1
PAO1AspuE 0,3+0,1 0,2+0,0 05+0,1

Wie in Tabelle 13 zu sehen, verhielten sich diegfeten Transposonmutanten wahrend
der MIC-Bestimmungen in Flussigmedium wie der WjpdtP. aeruginosaPAOL.
Einzig die PAOXAspuE Transposonmutante zeigte sich wahrend der MIC-
Bestimmungen in LB-Medium leicht Tobramycin-tolete@m Da sich diese Tendenz
allerdings nicht in den anderen Nahrmedien begtig? und die Standardabweichung
mit 0,8 (18,6 %) in diesem Fall relativ hoch wapnhkte dies kein eindeutiger Hinweis

auf eine veranderte Tobramycin-Resistenz der P¥XSpUETransposonmutante sein.

Wie bereits in Kapitel 3.2.2 am Besipiel d@r aeruginosaHarnwegsisolate erlautert
zeigten auch die getesteten Transposonmutanten, @meVergleich zum LB-
Komplexmedium, verringerte Tobramycin-Toleranz iaQLLB. Wie beim Wildtyp ist
dies mit der im 1:10 LB — Minimalmedium erhdhtemtinbiosyntheserate zu erklaren,
die die Zellen fur Aminoglykosidantibiotika anf@ér macht. Auch in AUM und
gegenuber Ciprofloxacin verhielten sich alle getiest Transposonmutanten wie &er
aeruginosaPAO1 Wildtypstamm. Wahrend der MIC-Bestimmungerirliissigmedium
zeigte also keines der mutierten Gene einen Emfiwsg die Antibiotikatoleranz voR.

aeruginosa
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3.5.3.Antibiotikasensitivitdt von P. aeruginosa-Transposonmutanten  auf

Agarndhrmedium

Auch wahrend des Biofilmwachstums auf Agarndhrmediwurden die MICs der
Transposonmutanten vergleichend zu denen Hesaeruginosa PAO1 Wildtyps
ermittelt. In Tabelle 14 sind die Ergebnisse dies&tlC-Bestimmungen

zusammengefasst.

Tabelle 14: Antibiotikasensitivitdt von Tobramycin und Ciprofiacin fur Biofilme vonP. aeruginosa
PAO1 und davon abgeleiteten Transposonmutanten. Bliélme wurden aerob auf verschiedenen
Nahragarplatten angezogen, um die MICs auf Inhilnigstest-Platten nach 18 h + 2 h bei 37 °C
bestimmen zu kdnnen. Dargestellt sind Mittelwert&Standardabweichungen aus mindestens drei von
einander unabhangigen Experimenten, die jeweiBoppelbestimmung durchgefuhrt worden sind.

LB 1:10LB AUM

P. aeruginoseStamm

MIC [pg/ml] Tobramycin

PAO1 35,0+3,8 54,0+5,0 77,0+£5.2
PAO1AfumC1 31,0+24 48,0 +12,8 61,0+9,9
PAOlAalgR 32,0+4,1 55,0+ 4,4 54,0+ 4,0
PAO1AspuE 45,0+6,9 50,0+ 3,0 73,0+£6,5
P. aeruginoseStamm MIC [pg/ml] Ciprofloxacin

PAO1 6,0+0,8 150+1,1 150+1,1
PAO1AfumC1 7,0+1.2 12,0+2,4 13,0+1,0
PAOlAalgR 6,0+ 0,0 12,0+1,1 120+1.1
PAO1AspuE 50+0,9 10,0+0,8 10,0+ 0,9

Auch wahrend

MIC-Bestimmungen zeigte keineer dgetesteten

Transposonmutanten einen Phanotyp, der beziiglreln Antibiotikatoleranz von dem
des PAO1 Wildtyps abwich. Genau wie beim PAO1 Widérhohte sich wahrend des
Wachstums als Biofilm die Antibiotikatoleranz deramspsonmutanten etwa um das
zehnfache im Vergleich zum planktonischen Wachstiapitel 3.5.2). Die Erklarung
fur diesen Effekt ist bereits in Kapitel 3.2.3 eshgnd erlautert und lasst sich
zusammenfassend mit dem speziellen Phéanotyp vofilr&ellen und weiteren,
physikalischen Eigenschaften der Biofilmstruktukl&éren. Auch die Medieneffekte auf
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die Antibiotikatoleranz der Transposonmutanten wara Biofilm die gleichen, wie
die, die bereits fur delf. aeruginosd?AO1 Wildtypstamm beschrieben worden sind.

3.5.4.Abstebeverhalten derP. aeruginosa-Transosonmutanten unter Antibiotika-

Einwirkung

Da sich das Verhalten der getesteten Transposonteat® AONfumC1,PAOlAalgR
und PAO1AspuE wéahrend der MIC-Bestimmungen nicht wesentlich v@m desP.
aeruginosaPAO1 Wildtyps unterschied, sollte ihr Absterbewwttn wahrend der
Inkubation mit héheren Antibiotikakonzentrationeenguer untersucht werden. Um wie
fur die Harnwegs-Isolate (Kapitel 3.3) die Effizzeeiner Antibiotikabehandlung in
verschiedenen Stadien der Harnwegsinfektion zu pibfmn, wurden sowohl
planktonische Kulturen in logarithmischer und staéirer Wachstumsphase, als auch

Biofilme mit Tobramycin und Ciprofloxacin behandelt

3.5.4.1.Reaktion  planktonischer P. aeruginosa-Kulturen wahrend der
logarithmischen Wachstumsphase auf Antibiotikabehadlung

Zunachst wurden P. aeruginos&ellen, die sich in einer logarithmischen
Wachstumsphase befanden mit der 5-fachen MIC déibiadtika Tobramycin (15,0
png/ml) und Ciprofloxacin (1,5 pg/ml) in 1:10 LB-Miedn und AUM behandelt. Zur
Dokumentation des Absterbeverhaltens wurde nebe®Be;s \mauch die Anzahl der
Uberlebenden Zellen [KBE/ml] bestimmt.

In Abbildung 8 ist deutlich zu erkennen, dass dieisten Zellen deP. aeruginosa
Kulturen sofort nach der Zugabe des Antibiotikurbstarben. Wie zuvor beim PAO1
Wildtyp beobachtet, fand die starkste Abnahme ldbeiZellen in beiden Medien und
unter Einfluss beider Antibiotika innerhalb derters60 min statt.
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Abbildung 8: Wachstumsverhalten planktonischer Kulturen in 1.BOA und C) und AUM (B und D),
die wahrend der logarithmischen Wachstumsphaseh(1rbit der 5-fachen MIC Tobramycin (A und B)
oder Ciprofloxacin (C und D) behandelt worden sinBargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mindestens drei von einambhéngigen Experimenten. schwarz: PAO1,
rot: PAOIAfumC1], griin: PAOAalgR, blau: PAOAspuUE.

Betrachtet man die Abbildung 8A und 8C, die denflegs von Tobramycin und
Ciprofloxacin auf Kulturen zeigen, die in 1:10 LBuliviert worden sind, so fallt
zunéchst auf, dass der Einfluss beider Antibioskdr &hnlich ist. Sowohl die mit
Tobramycin, als auch die mit Ciprofloxacin inkultér P. aeruginosaZellen starben
innerhalb der beobachteten Zeitspanne von 7 h Wfisiae Anzahl von ca. 1 x 10
KBE/ml ab. AufRRerdem ist deutlich zu erkennen, dagsh alle drei getesteten
Transposonmutanten etwa so verhielten WieaeruginosaPAQOLl. Betrachtet man
vergleichend die Absterbekurven planktonischer ke, die in AUM kultiviert
worden sind (Abbildung 8B und 8D), so fallt auf,sdainsgesamt mehr Zellen die
Zugabe der 5-fachen MIC beider Antibiotika Uberkgbals es in 1:10 LB der Fall war
(Abbildung 8A und 8C).

Mit etwa 1 x 168 KBE/ml (Uberlebten ca. 10-fach mehr Zellen die
Antibiotikabehandlung in AUM als in 1:10 LB. Hierstatigte sich das Ergebnis der
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MIC-Bestimmungen (Kapitel 3.5.2) noch einmal dealtli Die Harnwegs-ahnlichen
Bedingungen in AUM erhdhen die Antibiotikatoleraran P. aeruginosanessbar. Bei
den verbleibenden 1 x 1&BE/ml konnte es sich, wie in Kapitel 3.3 bescher um
Persisterzellen handeln, die als Subpopulation imereArt Ruhezustand in der
Bakterienkultur verbleiben und aufgrund ihres naheraktiven Metabolismus eine
besonder hohe Antibiotikatoleranz aufweisen (Le@®7).

Wahrend sich die Transposonmutanten PA&&R und PAOAspuE auch in AUM
dem PAO1 Wildtyp sehr @hnlich verhielten, Gberlabtie Zellen der PAQ4fumCt
Mutante die Antibiotikabehandlung wesentlich besBaeser Effekt war unter Einfluss
beider Antibiotika deutlich zu erkennen. Die Zelleter PAOAfumCZXMutante
tiberlebten den Einfluss beider Antibiotika mit tax 1 KBE/ml (Abbildung 8B und
8D) ca. 100 x besser wahrend der Ciprofloxacin-Bdhang und ca. 1.000 x besser
unter Einfluss von Tobramycin als der Wildtyp PAOL.

Die PAOIAfumCZXMutante scheint einen Vorteil gegeniiber dem Wpdty haben, der

ihr in AUM eine erhtdhte Antibiotikatoleranz ermdgit. Die Menge der tUberlebenden
Zellen geht mit ~ 0,1 % in diesem Fall deutlich tiden Anteil von Persisterzellen in
einer Bakterienkultur hinaus, derfh aeruginos&Kulturen wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase fur gewdhnlich bei 0,04 % liegt (&td@k al, 2010). FUIE. coliist
allerdings ein maximaler Perisisterzell-Anteil voa. 1 % der Population beschrieben
worden (Lewis, 2007). Dieser AntibiotikatolerantehdiRotyp der PAOAfumCl
Transposonmutante war ausschlie3lich in AUM zu bebten. Trotz unterschiedlicher
Wirkungsweisen hatten das Aminoglykosid-Antibiotkuund das Fluorchinolon
denselben Effekt auf die PAQfumCZtMutante, was darauf schlie3en l&sst, dass der

beobachteten Antibiotikaresistenz ein allgemeinktechanismus zugrunde liegt

3.5.4.2. Antibiotikatoleranz von P. aeruginosa-Biofilmen

Wahrend des Wachstums im Biofilm gelten die Zeilen P. aeruginosaals besonders
Antibiotika-tolerant (Hillet al, 2005). Diese Aussage von Hdt al lie3 sich anhand
der Ergebnisse von Absterbeexperimenten (Kapitg) Bereits eindeutig bestatigen.
Auch von den P. aeruginosa PAO1 Transposonmutanten sollte nun das

Absterbeverhalten wéhrend des Biofiimwachstumsalbhatet werden. Die Ergebnisse
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sind in Tabelle 15 dargestellt. Wahrend dfe aeruginosaTransposonmutanten
Biofilme nach der Behandlung mit der 10-fachen Mi@bramycin oder Ciprofloxacin
in beiden Medien eine Uberlebensrate von ca. 5>KBE/ml aufwiesen (Tabelle 15),
tiberlebten je nach Medium nur 1 x?1KBE/ml (1:10 LB-Medium) bzw. 1 x 10
KBE/ml (AUM) der planktonisch lebenddp. aeruginosaZellen die Behandlung mit
der 5-fachen MIC beider Antibiotika (Abbildung &iese Beobachtungen bestatigen
noch einmal die wahrend der MIC-Bestimmungen gewaoen Erkenntnisse der stark
erhohten Antibiotikatoleranz von Biofilmen im Veegth zu planktonisch lebenden

Zellen (Kapitel 3.5.3).

Tabelle 15: Absterberaten und die minimal erreichte AnzahlKIBE/mI von 24 h inkubierten Biofilmen
von P. aeruginosa?AO1 und den Transposonmutanten PA@INC1 PAOlAalgR und PAOASpuUEin
AUM und 1:10 LB, aerob bei 37 °C und 200 rpm mit #i&-fachen MIC der Antibiotika Tobramycin und
Ciprofloxacin inkubiert. Dargestellt sind die Miterte aus drei von einander unabhangigen Messungen

P. aeruginoseStamm Absterberate p min. KBE/ml

1:10 LB Tobramycin

PAO1 -0,6 7,5x 10
PAO1AfumC1 -0,6 6,7 x 16
PAO1AalgR -0,5 2,5x16
PAOI1ASpUE -0,5 1,7x 16
1:10 LB Ciprofloxacin
PAO1 -0,6 2,8x 10
PAOIAfumC1 -0,6 1,3x 16
PAO1AalgR -0,6 9,0x 16
PAOI1ASpUE -0,5 5,7 x 16
AUM Tobramycin
PAO1 -0,5 6,8 x 10
PAOIAfumC1 -0,5 1,8 x 16
PAOlAalgR -0,5 8,1x16
PAOIAspuE -0,5 9,3x16
AUM Ciprofloxacin
PAO1 -0,6 22x1
PAOIAfumC1 -0,5 8,2x16
PAOlAalgR -0,5 45x 16
PAOIAspuE -0,5 3,5x16
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Die wahrend der Experimente mit Flussigkulturendaebiteten Medieneinflisse auf
die Antibiotikatoleranz vonP. aeruginosa (Kapitel 3.3) waren wahrend des
Biofiimwachstums wie auch schon fur den Wildtyp f#al 3.3) bei den

Transposonmutanten nicht zu beobachten. Das hiigje Absterbeverhalten unter
Ciprofloxacin- und Tobramycin-Einfluss wies nicht ufa eine erhohte

Antibiotikatoleranz der Biofilmzellen unter Harnwseghnlichen Bedingungen hin.
Sowohl die Absterberate, als auch die minimal ehtein Zellzahlen in KBE/ml sind in
1:10 LB und AUM vergleichbar. Dies war auch schorahvend der MIC-

Bestimmungen (Kapitel 3.2.2) und der Absterbevdrsudes PAO1 Wildtyps (Kapitel
3.3) zu beobachten und wurde dort ausfihrlich disku

Das stark erhohte Uberleben der PA@IMCXMutante, verglichen mit denP.
aeruginosaPAO1 Wildtyp in AUM, das im Kapitel 3.5.4.1 wahcernes Absterbens
planktonischer Kulturen zu beobachten war, istAgdrnahrmedium nicht so deutlich.
Wie in Tabelle 15 zu sehen ist, gleichen sich sdvdid Absterberate, als auch die
Anzahl der minimal erreichten KBE/ml der PAGILMmC1Transposonmutante und des
PAO1 Wildtyps. Die Transposonmutante PAMQIMC1 zeigte wéahrend der
Absterbeversuche im Filterbiofilm kaum erhdhte Amdtikatoleranz. Dies lasst auf
einen Stoffwechseleffekt schlie3en, der hauptséchin planktonischen Kulturen
auftritt und wahrend des Biofilmwachstums wenigfliss hat. Desweiteren konnte in
planktonischen Kulturen eine WuchsphasenabhangigkeiResistenz gezeigt werden.
Dieses Absterbeverhalten steht im Einklang mitEkenntnis aus Kapitel 3.3, dass der
Einfluss des Nahrmediums auf die Antibiotikatoleraanktonischer Kulturen deutlich
starker ist als auf Biofilme, die in ihrer Zellplg®gie mit Stationarphasekulturen
vergleichbar sind. Die erhdhte Resistenz der PAGMHClTransposonmutante hatte

sich in planktonischer Kultur als medienabhanggiesen (Kapitel 3.5.4.1).

Nach dieser ausfihrlichen Untersuchung des Absterhaltens und der
Antibiotikaempfindlichkeit der ausgewahlten PAOlafsposonmutanten, sollten diese
einzeln naher betrachtet werden. Verschiedene krpete, bei denen die
Transposonmutanten immer jeweils im Vergleich zunbddiffp getestet worden sind,
sollten Aufschluss auf die Rolle der entsprecherfiertieine in der Antibiotikatoleranz

von P. aeruginosayeben.
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3.5.5.Der Transkriptionsregulator AlgR und sein Einfluss auf Antibiotikaresistenz

in P. aeruginosa

Wahrend Proteomanalysen (Kapitel 3.5) war die P«toodo des AIgR Proteins in
Biofilmen, die auf 1:10 verdinntem LB-Medium inkali worden waren erhoht.
Biofilmzellen, die auf AUM gewachsen waren enttaalt eine geringere AlgR
Proteinmenge. Daher sollte ein eventueller Einflusen AIgR auf die

Antibiotikaresistenz voR. aeruginosandher untersucht werden.

Der Transkriptionsregulator AlgR, der ein Regulader LytTR-Familie ist, kontrolliert
verschiedene Prozesse in der Zelle (Deretial, 1989; Nikolskaya und Galperin,
2002). Es wurde beispielsweise gezeigt, dass Alg®okl fur die Regulation der
Beweglichkeitsform ,Twitching motility* (Whitchurclet al, 1996), als auch fir die
Virulenz von P. aeruginosa essentiell ist (Lizewskiet al, 2004). Laut
Transkriptomanalysen mit Affymetrix GeneCHipsiit P. aeruginosaPAO1 und einer
algR-Deletionsmutante, aktiviert AIgR in der logaritteohen Wachstumsphase die
Expression von 58 Genen und reprimiert die Expoesson 37 anderen (Lizewskt
al., 2004). Eine, evtl. fur die Antibiotikaresistenon P. aeruginosabedeutsame,
Funktion von AIgR ist die Regulation der Alginatbymthese. Das negativ geladene
Exopolysaccharid Alginat umgibt nach seiner Se&retlie P. aeruginosaZellen wie
ein schitzender Schleim und behindert so das Bigen verschiedener
Antibiotikaklassen in die Zelle (Mah und O'Tool)02). Beispielsweise binden die
meist positiv geladenen Aminoglykoside an das neggeladene extrazellulare
Polysaccharid (Gordomt al, 1988; Nicholset al, 1988) und werden durch diese
Bindung daran gehindert in diP. aeruginosaZelle einzudringen. Eine erhohte
Alginatproduktion unter Antibiotikaeinfluss konnther die Antibiotikaresistenz von
P. aeruginoseerhthen. AlgR reguliert die Alginatbiosynthesalem es an drei Stellen
im algD-Promotor bindet und so die Transkription aktivigfiohr et al, 1991, Mohret
al., 1992). AuRerdem reguliert AlgR die Alginatprotiok tberalgC, indem es an
dessen Promotor bindet und seine Expression aktidelinski et al, 1991; Zielinski
et al, 1992). Das GealgC liegt aul3erhalb des Alginatbiosynthese-Operonskaiiert
fur eine Phosphomannomutase, die einen der ersthritt8 der Alginatbiosynthese

katalysiert (Remminghorst und Rehm, 2006). Einedidan in algR im mucoidenP.
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aeruginosaStamm FRDL1 resultiert in einem Verlust der Algpratiuktion und einem
Ruckgang dealgD Transkription (Wozniak und Ohman, 1994).

Aufgrund dieser Zusammenhange wurden mit eiRer aeruginosa PAOlAalgR-
Transposonmutante neben den beschriebenen MICaBaatigen (Kapitel 3.5.2 und
3.5.3) und Absterbeversuchen (Kapitel 3.5.4) einear@fizierung der unter
Antibiotikaeinfluss gebildeten Alginatmengen durefidhrt. Hierzu wurden, wie in
Kapitel 2.6.1 beschrieben 24 h alte Filterbiofilmen P. aeruginosaPAO1l und
PAOlAalgR mit 3 pug/ml Tobramycin oder 0,6 pg/ml Ciprofloxacet h lang inkubiert
und deren Alginatkonzentration pro Filterbiofilm tmider von unbehandelten
Filterbiofilmen verglichen (Abbildung 9).

90
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 A

Alginatkonzentration [ug/ml

1:10LB 1:10LB+ 1:10LB + AUM AUM + AUM +
Tobra Cipro Tobra Cipro

Abbildung 9: Alginat-Konzentration irP. aeruginosaFilterbiofiimen. Nach 24 h Inkubation auf 1:10
LB- oder AUM-Agar bei 37 °C, wurden die Filterbibfie fur 4 h auf Antibiotika-haltigem Né&hr-Agar
mit der 1-fachen MIC Tobramycin (3 pg/ml) oder @iffoxacin (0,6 pg/ml) inkubiert. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei vioraneler unabhangigen Experimenten, die in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt worden sind. sckwAO1, griin: PAOAalgR

Wie Abbildung 9 zeigt, enthielteR. aeruginosaBiofilme auf 1:10 LB-Medium ca. 20
% mehr Alginat, als unter Harnwegs-ahnlichen Bedimggen (auf AUM-Agar). Diese
Ergebnisse bestatigen die in den Proteomanalysedhiergefundene AlgR-Protein
Menge, die in Kapitel 3.5 beschrieben wurde. AuBerdbestatigen diese Ergebnisse in
Kombination mit den oben erlauterten Ausagen deteratur, dass AIgR die
Alginatbiosynthese positiv reguliert. Die gebildetéginatmenge korreliert allerdings

nicht mit der Antibiotikatoleranz voR®. aeruginosadie auf AUM erhéht gefunden
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wurde (Kapitel 3.5.3). Auch hatte die Inkubatiorr diélterbiofilme auf Antibiotika-
haltigem N&hragar keinen messbaren Einfluss auf gbkbildete Alginatmenge.
Desweiteren produziert die PA@4dlgR-Mutante zwar weniger Alginat als der PAO1
Wildtyp, ihre Antibiotikatoleranz ist aber, wie dMIC-Bestimmungen (Kapitel 3.5.3)
und Absterbeversuche (Kapitel 3.5.4) zeigten, davoht beeintrachtigt.

Da beschrieben ist, dass Alginat die Diffusion vamtibiotika durch einen Biofilm
hindurch beeinflussen kann (Mah und O'Toole, 20@@donet al, 1988; Nicholset
al., 1988), sollte hier tberprift werden, inwieweigéglinnerhalb unseres Testsystems
eine Rolle spielt. Wie in Kapitel 2.5.12 beschrielvaurden 24 h alte Filterbiofilme von
P. aeruginosaPAO1l und PAOAalgR 16 h lang auf Antibiotika-haltigem Nahragar
inkubiert. Die wahrend dieser Zeitdauer auf den fiBi@en platzierten
Antibiotikatestplattchen (AB-Testblattchen) nahmelirch den Biofilm hindurch
diffundierte Antibiotika-Mengen auf. Wahrend dersahlielenden Inkubation auf
einem konfluenten Bewuchs durdh coli DH10B verursachten diese Hemmhofe
unterschiedlicher Grol3e. Die Ergebnisse dieser iixpate sind in Tabelle 16
dargestellt.

Wie Tabelle 16 zeigt, diffundierten sowohl Tobrammycals auch Ciprofloxacin
innerhalb von 16 h beinahe ungehindert durchleameruginosaBiofilm hindurch. Die
Hemmbhofe der auf den Biofilmen platzierten AB-Téétichen, waren ahnlich grol3 wie
die der AB-Testblattchen, die direkt auf dem ArdtiMa-haltigen Néahragar gelegen
hatten. Hierbei verursachte Ciprofloxacin stets3gré@ Hemmhofe innerhalb des
konfluenten E. coli Bewuchses, als Tobramycin, was darauf hinweisss dder
verwendete E. coliStamm DH10B (wie auchP. aeruginosa sensitiver auf
Ciprofloxacin reagiert. Auch das gewahlte Nahrmedi(d:10 LB-Medium /AUM)
hatte unter diesen Umstanden keinen Einfluss aufDdifusion der Antibiotika durch
die P. aeruginosaBiofilme, obwohlP. aeruginosaauf 1:10 LB-Medium messbar mehr
Alginat bildete als auf AUM (s. 0.). Der VergleiawischenP. aeruginosa®PAO1 und
der PAOXAalgR-Transposonmutante zeigte keine messbaren Untedech{@bwohl
PAOlAalgR auf 1:10 LB-Agar ca. 20 % weniger Alginat bildés der PAO1 Wildtyp
(s. 0.), verbesserte sich die Diffusion von Tobramynd Ciprofloxacin durch diese

Biofilme nicht.
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Tabelle 16: Diffusions der Antibiotika Tobramycin und Ciproflagin durchP. aeruginosaBiofilme. In

jeweils drei von einander unabhéangigen Experimemterde die Diffusion beider Antibiotika durdb.

aeruginosaPAO1-und PAOAalgR-Biofilme hindurch mit Hilfe von AB-Testblattchemtersucht. Die
Radien der in einenkE. coli DH10B Rasen erzeugten Hemmhofe sind in dieser IEabebst
Standardabweichungen dargestellt.

P. aeruginoBAO1

1:10LB
Tobramycin Ciprofloxacin
Biofilm Agar Biofilm Agar
aerob 35+13 3,0+0,0 11,2+ 3,1 11,0+ 2,6
anaerob 1,8+0,3 2,2+0,3 8,0+0,7 7,3+0,6
AUM
Tobramycin Ciprofloxacin
Biofilm Agar Biofilm Agar
aerob 1,0+£1,.2 22+1,0 11,3+2,1 10,7+3,1
anaerob 0,9+0,7 2,0+0,0 75%£0,5 8,3+0,6
P. aeruginoBAO1AalgR
1:10 LB
Tobramycin Ciprofloxacin
Biofilm Agar Biofilm Agar
aerob 40+15 3,3x15 85+1,7 85+0,7
anaerob 19+0,2 2,3+0,3 8,0+0,0 9,0+1,0
AUM
Tobramycin Ciprofloxacin
Biofilm Agar Biofilm Agar
aerob 2,6+0,8 33+x1.22 11,2+27 11,0+ 2,0
anaerob 1,2+1,0 2,2+0,3 74+13 8,7+0,6

Aufgrund dieser Ergebnisse lie3 sich keine nennertswBeeinflussung der Diffusion
von Tobramycin oder Ciprofloxacin durch die Transpamutation iralgR feststellen.
Auch die Unterschiede in der gebildeten Alginatmeezgvischen Biofilmen, die auf
1:10 LB oder AUM gewachsen waren (Abbildung 9) b#asste die Diffusion der
getesteten Antibiotika nicht messbar (Tabelle Tajsammenfassend lasst sich daher
sagen, dass die Produktion von Alginat allein keiMechanismus voR. aeruginosa
darstellt, der dessen Antibiotikaresistenz unter kier getesteten Bedingungen erhoht.
Es sind offenbar noch andere Mechanismen an deer uHarnwegs-ahnlichen

Bedingungen erhéhten Antibiotikatoleranz @naeruginosaeteiligt.
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3.5.6. Das Protein SpuE und seine Einfluss auf die Antibitkaresistenz von P.

aeruginosa

SpuE wurde wahrend der in Kapitel 3.5 erwahntentd®rnanalysen Medien-
unabhangig unter Tobramycineinfluss erhdht beolefcilas SpuE-Protein ist IR.
aeruginosaTeil eines ABC-Transporters, der fir die Aufnahwo® Spermidin in die
Zelle verantwortlich ist. Das Spu- p@rmidine and_gtrescine _tilization) Operon,
welches aus den neun GerngguABCDEFGH-spubesteht, wird von dem Promotor
Pspua reguliert, der von den Polyaminen Putrescin uner®lin aktiviert werden kann
(Lu et al, 2002). Die GenspuDEFGHKkodieren fiur einen ABC-Transporterkomplex
zur Spermidinaufnahme, wobspuD und spuE als periplasmatische Bindeproteine
innerhalb dieses Transporters fungieren @tual, 2002). In der Literatur ist bereits
beschrieben, dass Spermidine und andere Polyaméme, Medium hinzugefugt, die
Resistenz vonP. aeruginosagegenuber verschiedenen Antibiotikaklassen erhthen
(Kwon und Lu, 2006). Beispielsweise ist bekanngsdRutrescin irc. coli oxidativen
Stress verringert und zu erhdhter Resistenz gegass®ystoffperoxid fuhrt (Tkachenko
et al, 2001), indem es als Radikalfanger fungiert é¥al, 1997).

Mit Hilfe einer P. aeruginosaPAO1AspuETransposonmutante sollte in dieser Arbeit
die Bedeutung des SpuE-Proteins im Zusammenhangdanifntibiotikaresistenz von
P. aeruginosa naher betrachtet werden. Hierzu wurden, wie in iteap2.7.1
beschrieben, Filterbiofilme sowohl auf 1:10 LB-Mewh, als auch auf AUM 24 h
inkubiert, bevor sie fir 4 h mit sublethalen Antittkakonzentrationen behandelt
wurden. AnschlieBend wurden Proben wie in Kapitél.2 beschrieben fir die
Metabolomanalyse prapariert und in der Arbeitsgeupon Prof. Dr. Schomburg,
Technische Universitat Braunschweig, Institut fimiBformatik und Biochemie mittels
GC-MS analysiert. Die Zugabe von Tobramycin odepr@fioxacin ergab nach
statistischer Auswertung der Daten auf beiden Medieine signifikant veranderten
Metabolite, weder im Wildtyp, noch in der PAGspuETransposonmutanteP
aeruginosaPAO1 und PAOAspuE unterschieden sich in der Produktion von 24
Metaboliten signifikant, von denen 10 nicht ideatdrt werden konnten. Bei den
Ubrigen handelte es sich unter anderem um versamgeedminosauren und Zucker.
Unterschiede die Spermidin-Konzentration betreff@ndnten hierbei allerdings nicht

festgestellt werden. Mdglicherweise gleicht dasipgt@smatische Bindeprotein SpuD
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das Fehlen von SpuE in der PA&puETransposonmutante aus. Da sich aul3erdem
das zuvor aufgezeichnete Absterbeverhalten von R&@IENicht bzw. kaum von dem
des PAO1 Wildtyps unterschied (Kapitel 3.5.4), stheSpuE alleine, unter den
getesteten Bedingungen keinen Einfluss auf diebdatikaresistenz voi. aeruginosa

zu haben. Scheinbar existiert in diesem Zusammenhach ein weiterer Mechanismus
der die Antibiotikatoleranz beeinflusst. Moglicheise waren jedoch auch die
Testbedingungen nicht optimal. Es ware denkbar, s dagariationen der

Antibiotikakonzentration oder Inkubationszeit arelBrgebnisse geliefert hatten.

3.5.7. Die Fumarase FumC1 und ihr Einfluss auf die Antibotikaresistenz vonP.

aeruginosa

Das Protein FumC1l wurde wahrend Proteomanalysepitd3.5) in P. aeruginosa
Biofilmen erhdht vorgefunden, die unter Harnwegslighen Bedingungen gewachsen
waren.

P. aeruginosabesitzt drei unterschiedliche Fumarathydrataseés,vdn den Genen
fumA fumBundfumCkodiert werden. Wahrend die dimeren Enzyme Fumé feximB
Eisen-Schwefel-Zentren besitzen und somit saudestpfindlich sind, ist die
Fumarase FumC tetramerisch aufgebaut und unter$afieinfluss stabil (Cronan und
LaProte, 2006). FumC besitzt kein Eisen-SchwefeitZen und funktioniert als
Ersatzenzym fur FumA unter Eisenmangelbedingungehaxidativem Stress (Cronan
und LaProte, 2006). Als Teil des Zitratzyklus kgsart die Fumarathydratase die
Reaktion von Fumarat zu Malat.

Das fumC1Gen liegt auf einem Operon mit der SuperoxiddigsesodM und den
GenenfagA orfX und PA4467 (Abbildung 10). Vor der Promotorregaes Operons
befinden sich zwei Bindestellen flr den Transkadpsregulator Fur, der als Repressor
die Promotorregion und damit die Transkription @gserons blockiert, wenn er bindet.
Da Fur ein eisenabhangiger Transkriptionsreguladgr wird die Transkription des
gesamten Operons wahrend der Anwesenheit von Hisgmmiert und nur unter
Eisenmangelbedingungen ermdglicht. Auf3erdem issedieOperon Teil des SoxS-
Modulons, welche®. aeruginosalem Schutz vor oxidativem Stress dient (Tseng. et a
2001), da es die SuperoxiddismutaselM enthalt. Die GenéagA orfX und PA4467
kodieren fur hypothetische Proteine, ihre Funkigirbisher unbekannt. PA4467 besitzt
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jedoch groRe Ahnlichkeiten zu aBseudomonas putidand Pseudomonas fluorescens
bekannten Zink- und Eisen-Transport-Proteinen.

Fur-Bindestelle

[ |
fagh M fumC: > orix sodM > PA446] >

Abbildung 10: Das Operon, in dem dasmC2tGen lokalisiert ist, enthélt aulRerdem die Giag\ orfX,
sodM und PA4467. Vor der Promotorregion befinden sicliveiz Bindestellen fiur den
Transkriptionsregulator Fur, der unter Eisenanwesiindet und den Promotor blockiert.

3.5.7.1.Der Einfluss der Eisenverfiigbarkeit auf die Antibidikatoleranz von P.

aeruginosa

Fur die ndhere Untersuchung des Einflusses vomEaédie Antibiotikatoleranz von
P. aeruginosagab es mehrere Grinde. Zum einen ist bereits békalass die
Eisenkonzentration des Nahrmediums einen EffektdaifAntibiotikatoleranz vorP.
aeruginosahaben kann (Yeonet al, 2010), zum anderen wird die Expression des
Operons, in dem dalumC1Gen liegt, wie in Anschnitt 3.5.beschrieben, unter
Anwesenheit von Eisen durch den Fur-Regulator mapri. Wahrend einer
Harnwegsinfektion und auch im hier verwendeteriizigilen Urin findetP. aeruginosa
nur sehr geringe Mengen Eisen (<0,005 mM) vor. @hte Antibiotikaresistenz von
P. aeruginosa unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen koénnte daimér den
beschriebenen Eisenmangelbedingungen zusammenrhange

Desweiteren konnten Yeowt al. zeigen, dass im Medium enthaltenes Eisen Uber die
Fenton-Reaktion die Menge der unter Antibiotikaleisd gebildeten reaktiven
Sauerstoffspezies erh6ht. Somit steigt die Antike@mpfindlichkeit vorP. aeruginosa
mit zunehmender Eisenverfiigbarkeit (Yeetral, 2010).

Ob die Variation des Eisengehaltes im N&hrmediuimere Einfluss auf das
Absterbeverhalten voR. aeruginossPAO1 und der PAQAfumCZ1Transposonmutante
zeigt, sollte in zwei unterschiedlichen Experiment@berpruft werden. Zunachst
wurden Absterbeversuche in 1:10 LB-Medium durchiggfidem mit Hilfe eines

Chelators Kationen inklusive Eisen entzogen wurdd anschliel3end alle anderen
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essentiellen lonen wieder zugesetzt wurden (Kagi@R). In diesem eisenfreien 1:10
LB-Medium wurde das Absterben vén aeruginosd?AO1 und PAOAfumClgenauso
dokumentiert wie zuvor beschrieben (Kapitel 2.5 Ergebnisse sind in Abbildung
11 dargestellt. Die Abbildung der Negativkontrolle, der das Wachstum beidéx.
aeruginosaStamme ohne Antibiotikazugabe Uberprift wurdehist nicht dargestelit.
Die Wachstumsraten vorP. aeruginosawaren durch den Entzug von Eisen
unbeeinflusst, die Lebendzellzahlen und s@D,m der Kulturen waren mit den im

herkdbmmlichen 1:10 LB-Medium gewachsenen Kulturergleichbar.
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Abbildung 11: Antibiotikatoleranz planktonischer Kulturen in 1:1® (gefillte Symbole) und Eisen-
freiem 1:10 LB (offene Symbole), die wéhrend degalgthmischen Wachstumsphase (1,5 h) mit der 5-
fachen MIC Tobramycin (A) und Ciprofloxacin (B) tetdelt worden sind. schwarz: PAO1, rot:
PAOIAfumC1 Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwentd®en aus jeweils drei von einander
unabhéngigen Experimenten.
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Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, Uberlebt®. aeruginosadie durchgefiihrte
Antibiotika-Behandlung in Eisen-freiem 1:10 LB-Medi besser. Die eintretenden
Eisenmangelbedingungen verbessern das Uberlebderbgetesteter Stamme um ca.
eine Log-Stufe. Die Daten, die warend der Behargllomit Tobramycin (Abbildung
11A) gesammelt wurden, sind mit denen vergleichtigr unter Ciprofloxacin-Einfluss
(Abbildung 11B) aufgenommen wurden. Auf beide Amiiika reagierteP. aeruginosa
unter Eisenmangelbedingungen gleichsam weniger  iedigh. Die
Transposonmutante PA@fumMC1verhielt sich unter Eisenmangelbedingungen genau
wie der PAO1l Wildtyp, obwohl die Expression dé&smClsodMOperons unter
Eisenmangelbedingungen stattfinden sollte. Offénlsotr haben, neben dem
Eisenmangel, der®. aeruginosaunter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen (im AUM)
ausgesetzt ist, noch andere Inhaltsstoffe des ABM#Buss auf die Antibiotikatoleranz
von P. aeruginosaDaher sollte untersucht werden, wie sich die Bntikatoleranz von
P. aeruginosaverandert, wenn dem AUM, Eisen zugegeben wirdrfbiievurde AUM,
wie in Kapitel 2.3.3eschrieben, hergestellt und mit zusatzlichen 7Tmh§eSQ (46
mM) versetzt. Hierbei handelte es sich um eine Kabation, die standardmaliig
bereits fur Experimente mi. aeruginosaverwendet wurde (Heydoset al, 2000). Wie
beschrieben wurden in diesem Medium Absterbeveesudbrchgefihrt und die
Ergebnisse der KBE-Bestimmungen in AbbildungdaPgestellt.

Wie Abbildung 12zeigt, beeinflusste die Eisenzugabe die Antibidtlaaanz vonP.
aeruginosaPAO1 unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen nicle. \Wirkung der 5-
fachen MIC beider Antibiotika auf den Wildtyp blielmverandert. Die PAQ¥umC1-
Transposonmutante hingegen verlor duch die Eisaimig ihre erhohte
Antibiotikaresistenz in AUM. Sie zeigte sich in sin Experiment genauso
empfindlich gegentber Ciprofloxacin (Abbildung 12Bjie der PAO1 Wildtyp.
Gegenuber Tobramycin zeigte sich die PA@IMClTransposonmutante allerdings
sogar noch empfindlicher durch die Zugabe von Eisé&der Wildtyp. Es Uberlebten
ca. 1 Log-Stufe weniger Zellen [KBE/mI] der PAGfLmCZEtMutante, als des PAO1
Wildtyps diese Behandlung.
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Abbildung 12: Antibiotikatoleranz planktonischer Kulturen in AUKbffene Symbole) und AUM mit
zusatzlichen 7 mg/ml FeSQ@gefiillte Symbole), die wéhrend der logarithmisth®achstumsphase (1,5
h) mit der 5-fachen MIC Tobramycin (A) oder Cipfhcin (B) behandelt worden sind. schwarz: PAO1,
rot: PAOIAfumC1 Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwengfan aus jeweils drei von einander
unabhéngigen Experimenten.

Zusammenfassend lasst sich anhand dieser Ergelsagss, dass die Verfugbarkeit
von Eisen im Nahrmedium Einfluss auf die Antibiatileranz vorP. aeruginosahat.

Die Ergebnisse von Yeorat al, 2010 konnten somit bestatigt werden. Die erhohte
Antibiotikaresistenz vonP. aeruginosa unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen
allerdings liel3 sich nicht mit einer einfachen Bmegabe zum AUM eliminieren. Es
missen daher noch andere Harnwegs-spezifische reakthesbeziiglich eine Rolle
spielen, sodass der im AUM und im Urin herrscheBdgnmangel nicht der einzige
Faktor ist, der die Antibiotikaempfindlichkeit vda. aeruginosaverringert. Auf die

erhohte Antibiotikatoleranz der PA@fumClTransposonmutante hatte die
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Eisenzugabe allerdings den erwarteten Effekt. I®iprofloxacin-Empfindlichkeit
konnte wiederhergestellt, und ihre Tobramycin-Emgiifchkeit sogar noch verstéarkt
werden. Diese Experimente lieferten also deutlidhimweise darauf, dass das
beschriebentumClsodMOperon tatsachlich in den unter Kapitel 3.5debbachteten

Antibiotikaresistenz-Mechanismus involviert ist.

3.5.7.2.Der Einfluss der Wachstumsphase auf die erhéhte Aiitiotikatoleranz von
P. aeruginosa PAO1AfumCl

Da bereits ein starker Einfluss der Wachstumsphatéelie Antibiotikaresistenz voR.
aeruginosagezeigt werden konnte (Kapitel 3.3), sollte nutegiet werden, ob auch die
erhdhte Antibiotikaresistenz der PAG®MMClTransposonmutante von der
Wachstumsphase abhéngig ist. Daher wurdenPdiaeruginosaStamme PAO1 und
PAOIAfumClbis in die friihe Stationarphase hinein (4 h) inkbund anschlielRend
mit Tobramycin und Ciprofloxacin behandelt. Die &bpgisse sind in Abbildung 13
dargestellt.

Wie zuvor wurde das Absterbeverhalten der beidgimBte sowohl in 1:10 LB-
Medium, als auch in AUM beobachtet (Abbildung 1Bgtrachten man die in 1:10 LB
aufgenommen Absterbekurven, so fallt auf, dass gsah Wirkung der beiden
Antibiotika Tobramycin und Ciprofloxacin deutlichomeinander unterscheidet. Wie
zuvor beschrieben (Kapitel 3.3) beeinflussen sowwhkchstumsphase der Kultur, als
auch die Nahrstoffzusammensetzung des Mediums drkssvnkeit der Antibiotika
betrachtlich.

Desweiteren ist in Abbildung 13 zu erkennen, dassh sdie PAOMfumG
Transposonmutante unter diesen Bedingungen leaeruginosaPAO1 Wildtyp sehr
ahnlich verhalt. Die wahrend der Versuche mit Kidtuinnerhalb der exponentiellen
Wachstumsphase beobachteten Unterschiede in debidtikatoleranz zwischen
Wildtyp und Transposonmutante sind hier nicht zceenen. Der antibiotikatolerantere
Phanotyp der Mutante ist in Stationarphasekultunga,auch zuvor im Biofilm, nicht

zu beobachten und scheint deutlich von der Waclsgibase abhangig zu sein.
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Abbildung 13: Antibiotikatoleranz planktonischer Kulturen in @:1B (gefillte Symbole) und AUM
(offene Symbole), die zu Beginn der Stationarphdsh) mit der 5-fachen MIC Tobramycin (A) oder
Ciprofloxacin (B) behandelt worden sind. Dargestsihd Mittelwerte und Standardabweichungen aus
mindestens drei von einander unabhangigen Expetameschwarz: PAO1, rot: PA@QiumC1

3.5.8.Der Einfluss von Fumarat im Nahrmedium auf die Antibiotikatoleranz der
P. aeruginosa PAO1AfumC1-Transposonmutante

Die Fumarathydratase FumC1 katalysiert innerhakb Zigratzyklus die Reaktion von
Fumarat zu Malat. Hierbei wird ein MolekiuhL@® addiert (Metzler, 2001). Wirde sich
aufgrund der Funktionslosigkeit in PA®LIMC1 eine Anhaufung des Substrates
Fumarat ergeben, ware es theoretisch moglich, dess Auswirkungen auf den
Metabolismus der Mutante hétte. Wéahrend der folgarieixperimente sollte untersucht
werden, ob eine Erh6hung der Fumaratkonzentratiorene Einfluss auf die

Antibiotikaresistenz volR. aeruginosaeigt.
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Hierzu wurdeP. aeruginosaPAOl, wie zuvor beschrieben (Kapitel 2.5.8), in MU
kultiviert, das 10 mM Fumarat enthielt. Nach 1,fhkubation wurde dem Medium die
5-fache MIC Tobramycin oder Ciprofloxacin zugeseiatl das Absterben der Kulturen
wie zuvor (Kapitel 2.5.8) dokumentiert. Die Ergets@ sind in Abbildung 14

dargestellt.
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Abbildung 14: Antibiotikatoleranz planktonischeP. aeruginosaPAO1-Kulturen in AUM (gefiillte
Symbole) und AUM + 10 mM Fumarat (offene Symboldie nach 1,5 h Wachstum mit der 5-fachen
MIC Tobramycin (rot und orange) oder Ciprofloxa¢imau und griin) behandelt worden sind. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus nsteths drei von einander unabhangigen
Experimenten. schwarz: PAO1 in AUM, grau: PAO1 iWM + Fumarat, rot: PAO1 in AUM mit
Tobramycin, orange: PAO1 in AUM + Fumarat mit Tabgein, griin: PAOL in AUM mit Ciprofloxacin,
blau: PAO1 in AUM + Fumarat mit Ciprofloxacin.

Wie hier deutlich zu sehen ist, hatten die zugésetA0 mM Fumarat unter den
getesteten Bedingungen keinen messbaren Einflfsdi@intibiotikatoleranz vorP.

aeruginosa PAOl. Weder das Wachstum der Nagativkontrolle, hnodas

Absterbeverhalten der mit Tobramycin oder Ciproflox inkubierten Kulturen wurde
vom Fumarat messbar beeinflusst. Es sind dahersefaéinlich andere Mechanismen
fur die erhohte Antibiotikaresistenz der PA®ImMCLTransposonmutante
verantwortlich. Die folgenden Metabolomanalysen Itenl Aufschluss Uber die

metabolischen Vorgange in dieser Mutante geben.
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3.5.9.Metabolomanalyse der antibiotikaresistentenP. aeruginosa PAO1AfumC1-

Transposonmutante

Die beobachtete Wuchsphasenabhangigkeit des Plpgnotder PAOAfumG
Transposonmutante ist moglicherweise auf die uchédliche Stoffwechselaktivitat
von P. aeruginosain den verschiedenen Wachstumsphasen zurickzutlfraher
wurde im Folgenden der Stoffwechsel mittels Metab@nalyse genauer betrachtet.
Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich die Gesaaittller Stoffwechselprodukte einer
Zelle zu erfassen und dadurch RuUckschlisse auf Eshieymaktivitaten und die
Interaktionen zwischen den verschiedenen Stoffwedaleggen zu ziehen. Die zuvor
beobachtete, erhdhte Antibiotikaresistenz von PAOMC1 wurde durch eine
Mutation in einem Enzym des Zitratzyklus, hier dimarathydratase FumcCl,
verursacht. Daher sollten Veradnderungen im Metaboldes Zentralstoffwechsels
erkennbar sein. Aul3erdem sollte diese Analyse weeiterkenntnisse Uber einen
Zusammenhang mit dem zugrunde liegenden AntibigR&aistenzmechanismus

liefern.

Die Kultivierung und Praparation der Proben erfelgtie in Kapitel 2.7.beschrieben,
ausschlief3lich in AUM. Die Kulturen voR. aeruginosaPAO1 und PAOAfumC1
wurden nach 1,5 h Inkubation mit der 1-fachen MIGbiamycin (3pg/ml) oder
Ciprofloxacin (0,3 pg/ml) fur weitere 2 h inkubierDie Vermessung der Metabolite
wurde mittels Gaschromatographie-Massenspektrometf{GC-MS) in  der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schomburg (Technischaiversitdt Braunschweig)
durchgefuhrt. In Abbildung 1t beispielhaft ein Scatterplot der Ergebnissgelstellt,
der den Vergleich zwischeR. aeruginosaPAO1l Wildtyp und der PAQ%fumCZt

Transposonmutante zeigt.
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Abbildung 15: Beispielhafte Abbildung eines Scatterplots der @detomanalyse. Dargestellt sind
Metabolitkonzentrationen der Proben ohne Antibatikhandlung vorP. aeruginosaPAOLl und der
Transposonmutante PA@AIUMC1 Beide Stamme wurden fur insgesamt 3,5 h in AUM3e°C und
200 rpm inkubiert.

Wie in Abbildung 15 deutlich zu sehen, gab es zescWildtyp und Mutante kaum
signifikante  Unterschiede. Alle Metabolit-Spots dag sehr nah an der
Winkelhalbierenden und zeigten damit die groRe #&hkkeit der Metabolome der
getesteten Stamme an. Auch die mit Antibiotikumamelelten Proben beider Stdmme
wiesen nur geringe Veranderungen in ihrem metatiudis Profil auf (Daten nicht
gezeigt). Die mit Tobramycin behandelten Probegteai sowohl in PAOL, als auch in
PAOIAfumC1l im Vergleich zu unbehandelten Proben eine allgemesrringerte
Metabolitkonzentration. Dies deutet darauf hin, sdakirch die vom Tobramycin
verursachte Zelllyse Metabolite verloren gingem, lokei der Praparation der Proben mit
dem Uberstand verworfen wurden. Die Wolke der Metiglspots war daher zur Seite
der Negativkontrolle verschoben, was die Auswertutifferentiell produzierter
Metabolite erschwerte. Dieser Effekt war in beid8timmen vergleichbar stark
ausgepragt und lie? keine Schliisse auf ein verttesddberleben der PAQfUMCI1-
Transposonmutante zu. Die Inkubation mit Ciproflorazeigte ebenfalls weder im
Wildtyp, noch in der Mutante weitreichende Veramuhgren im metabolischen Profil,

die auf veranderte Stoffwechselvorgange in hindeutérden.

Die in den getestetdP. aeruginoseéStammen und Bedingungen signifikant differentiell

produzierten Metabolite sind in Tabelle dufgelistet.
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Tabelle 17: Differentiell produzierte Metabolite voR. aeruginosaPAO1 und PAOAfumClin AUM
unter Tobramycin- oder Ciprofloxacin-Einfluss. Destgllt sind die Konzentrationsénderungen und P-
Values der Metabolomanalysen jeweils drei von daleanunabhangiger Experimente, die in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt worden sind. Es sinsschlie3lich Metabolite mit einer >1,5-fachen
Konzentrationsanderung aufgelistet.

Metabolit Konzentrationsanderung p-Value

Negativkontrolle vs. Tobramycin

PAO1 Wildtyp
Glutamat 2,0 8,0 x 18
Glukose-6-Phosphat 2,0 1,3 x%10
Lysin 1,6 1,1x 10
Serin 1,8 7,6 x 18
4-Aminobutanséure -1,9 1,4x10

Negativkontrolle vs. Tobramycin

PAOIAfumC1l

B-Alanin 2,2 1,7 x 16
Trehalose 2,0 1,1x fo
Glutamat 2,0 43x1d
Fruktose-6-Phosphat 1,8 9,7 X°10
Glukose-6-Phosphat 1,7 2,9 x%0
Valin 1,7 8,2 x 18
Serin 1,6 2,5x10
4-Aminobutanséure 2,9 1,0 x'10

Negativkontrolle vs. Ciprofloxacin
PAO1 Wildtyp

Thymin -1,8 2,4x10

Wie Tabelle 17zeigt, waren die Konzentrationsanderungen mit \Wieutater 2,9-fach
insgesamt gering. Die meisten Unterschiede warenvVargleich der Tobramycin-
behandelten Proben beider Stamme mit den jeweiligdagativkontrollen zu
beobachten. Die hierbei innerhalb der unbehandeResben erhdht gefundenen
Metabolite sind aufgrund der Zelllyse unter TobramyEinfluss zuriickhaltend zu
bewerten. Bei einigen von ihnen handelt es sich differentiell produzierte
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proteinogene Aminosauren, wie z. B. Glutamat, LysBerin und Valin. 4-
Aminobutansaure allerdings ist von beiden StammaeruTobramycin-Einfluss 1,9-
bis 2,9-fach erhoht produziert worden. Es handmh dierbei ebenfalls um eine
Aminosaure, die allerdings nicht am Aufbau von Biregn oder Peptiden beteiligt ist.
Sie wird direkt aus Glutamat gebildet, welches én dinbehandelten Proben erhoht

gefunden worden ist.

Die erwarteten Veranderungen innerhalb des Zerdfbdeechsels, dem Zitratzyklus
und damit direkt verbundenen Stoffwechselwegen rimb der PAOAfumCZt
Transposonmutante waren wahrend dieser Messungierthienicht zu beobachten.
Auch ergaben diese Analysen keinen Hinweis auf Resistenzmechanismus vén
aeruginosaPAOIAfumCl. Das fur die Metabolomanalysen gewéhlte Nahrmedium
wére fur die Beobachtung dieses Phanotyps geeigewesen, da sich die erhdhte
Antibiotikaresistenz von PAQYfumC1zuvor (Kapitel 3.5.4.1) ausschliel3lich in AUM
gezeigt hatte. Unter Umstanden war die Konzentmatier Antibiotika oder der
Zeitpunkt der Messung (2 h nach Antibiotikazugabkegr nicht optimal gewahlt und
eventuelle metabolische Anpassungen der Zellen rwaohon zuvor abgeschlossen.
Moglicherweise Ubernehmen die FumarathydratasenAFumd FumB trotz des in
AUM herrschenden Eisenmangels, die Funktion dektfanslosen Fumarase FumC1,
sodass diese Mutation nicht zu einem in Metabol@lyaen messbaren Phanotyp fihrt.
Desweiteren besitR. aeruginosanoch die Fumarathydratase FumC2, die ebenfalls die
Aufgaben der FumC1l Ubernommen haben kénnte. Déihagh Antibiotikaresistenz
kobnnte daher ein anderer Resistenzmechanismus radegrliegen, den es mit den

folgenden Analysen aufzuklaren galt.

3.5.10.Transkriptomanalyse  der  antibiotikaresistenten P.  aeruginosa

PAO1AfumC1l-Transposonmutante

Zur genaueren Untersuchung des antibiotikaresesteRhanotyps der PAQIumCt
Transposonmutante wurden, wie in Kapitel h&schrieben, Transkriptomanalysen
durchgefuhrt.P. aeruginosaPAO1 und PAOAfumC1 wurden genau wie fur die

Absterbeversuche in AUM bis in die logarythmischadhstumsphase hinein inkubiert
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(1,5 h) und anschlieRend fur 1 h mit der 1-fachel©€ Mobramycin behandelt. Die
darauf folgende Zellernte und Pré&paration der Rrdhe die Agilent Gene Expression
Microarrays sind in Kapitel 2.8.2 eingehend erlautert. Die anschlielBende
Integritatskontrolle, deren Durchfihrung ebenfahls Kapitel 2.8.2beschrieben ist,
ergab fur alle Proben Integritaten zwischen 9,6 wfAdwas dem Wert von nahezu
vollstandig intakter RNA entspricht (Abbildung 2t iAnhang). Alle acht Proben waren
nach dieser Qualitatskontrolle fur die VerwendungememAgilent Gene Expression
Microarray geeignet und konnten, nach dem in Kapitel 2eBl&uterten ,Labeling®, auf
die Microarrays aufgetragen werden. Die Auswertdag Microarrays erfolgte wie in
Kapitel 2.8.4beschrieben, die Ergebnisse sind in Tabellddr§estellt.

Insgesamt wurden 16 Gene von der PA@IMCZITransposonmutante im Vergleich
zum PAO1 Wildtyp differentiell reguliert, wobei @nRegulation tUber 1,7-fach als
signifikant angesehen wurde. Davon waren 10 Genedan Transposonmutante
induziert, 6 lagen hier reprimiert vor. Bei 9 Geneandelte es sich um kodierende
Bereiche fur hypothetische Proteine. Wie Tabelle Zdgt, waren die in der
PAOIAfumCZETransposonmutante am hochsten induziert vorliegen@enesodM
orfX und PA4467. Abbildung 10 zeigt, dass es sich kiedm diejenigen Gene
handelte, die sich inMiumClsodMOperon direkt hinter deniumCZXGen befinden.
Zunachst lag daher die Vermutung nahe, dass sededinduzierte Expression mit dem
Aufbau der Transposons erklaren lasst die fur den3posonmutangenese verwendet
worden sind (Jacobst al, 2003). Am Ende dieser TransposopbdA oder lacZ-
Transposon) befand sich ein Promotor (Neomycin pimnatsansferase Promotor), der
polare Effekte auf die downstream folgenden Geneimeéren sollte (Jacobst al.,
2003). Da das in PAQYfumC1 verwendete Transposota¢Z) jedoch entgegen der
Leserichtung deflumCZtGens eingefligt worden ist (Jacadtsal, 2003), kann dessen
endstandiger Promotor nicht fir die beobachtetéleehExpression der nachfolgenden
Gene verantwortlich sein. Allerdings liefert dieBeobachtung Hinweise darauf, dass
das manipulierte Operon durch die Insertion desgpasons nicht beschadigt wurde.
Mdglicherweise verursacht das fehleddenCtGenprodukt eine vermehrte Expression

der beschriebenen Gene.
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Tabelle 18: Differentiell regulierte Gene voR. aeruginosaPAO1 und PAOAfumClin AUM unter
Tobramycin-Einfluss.

Faktor der

PA-Nr. Genname Regulation Funktion

PA4468 sodM 6,19 Superoxiddismutase

PA4469 orfX 5,28 hypothetisches Protein

PA4467 4,66 hypothetisches Protein

PA3530 2,39 hypothetisches Protein

PA4704.2 prrF2 2,28 regulatorische RNA

PA3390 2,10 hypothetisches Protein

PA4704.1 prrFl 1,95 regulatorische RNA

PA3305.1 phrS 1,82 Phrs

PA1501 1,77 hypothetisches Protein

PA3731 1,75 hypothetisches Protein

PA1796.1 -1,82 tRNA-Arg

PA2126 -1,95 hypothetisches Protein

PA4685 -2,07 hypothetisches Protein

PA2127 -2,55 hypothetisches Protein

PA4500 -2,87 Bindeproteindoméane eines ABC-
Transporters

PA4496 -2,91 Bindeproteindoméane eines ABC-
Transporters

Desweiteren waren in der PA@fUmCZXTransposonmutante die Gene fur die
regulatorischen RNAgrrF1 und prrF2 2,28-fach und 1,95-fach induziert. Diese
stehen, genau wie ddeamClsodMOperon unter der regulatorischen Kontrolle des
Transkriptionsregulators Fur. (Wildermahal, 2004). Enthalt das Nahrmedium Eisen,
fungiert dieses als Korepressor und bindet an Bigser Transkriptionsregulator wird
aktiviert und reprimiert verschiedene Gene tUberBirelung an einer jeweils upstream
gelegenen Fur-Bindebox (Wildermai al., 2004). AuchprrF1 und prrF2 werden auf
diese Art von Fur reguliert und damit nur exprirhierwenn Fur unter
Eisenmangelbedingungen inkativ wird. In diesem Fegkimieren diese regulatorischen
RNAs ihrerseits verschiedene Gene (Wilderreaal, 2004). Diese beiden sRNA sind
zu > 95 % identisch und unterscheiden sich ledigldurch finf Nukleotide
voneinander. Wie RyhB irkE. coli sind sie in die Regulation von Genen fur die
Eisenaufnahmen, Siderophorbildung, Eisenspeicherwngd oxidativen Stress

involviert (Wildermanet al, 2004). Desweiteren stehen unter anderem eineyes Gur
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Vermeidung von Eisentoxizitat, Gene eisenhaltigeotdéine wie z. B. Aconitase,
Fumarase (FumA und FumB), Succinatdehydrogenase weitere Proteine des
Zitronensaurezyklus unter dieser Kontrolle (Dubuac Touati, 2000; Niederhoffeat
al., 1990). Infolge der Repression durch die beid@NAs prrF1 und prrF2 sind diese
Gene daher indirekt von Fur induziert. Als coli ist bereits bekannt, dass die
Regulation Uber die Bindung der beiden sRNAs anndiNA regulierter Gene und
damit deren sofortige Degradation erfolgt (Mass@l, 2003; Geissmann und Touati,
2004; Vecereket al, 2003). Die Induktion dieser regulaturischen RNdeutet auf
einen, im Vergleich zu PAO1, erhohten Eisenmangel der PAOMAfumCE
Transposonmutante hin. Bemerkenswert ist auch, stasst die Mutation imfumCZ
Gen Uber die erhdhte Expression dieser regulat@ms&®NAs, eine Repression anderer
Zitratzyklus-Gene bewirkte. Die Auswirkungen diesmgativen Regulation weiterer
Gene des Zitratzyklus waren allerdings in der detes Mutante so gering, dass sie in
den Transkriptomanalysen nicht direkt messbar waren

Die sRNA phrSist mit 1,82-fach nur geringfligig erhoht exprinjesie fungiert nach
neuesten Erkenntnissen als Aktivator der PqsR &getheines der Schlisselregulatoren
des Quorum sensings (QS) (Sonnleitner al, 2011). Weiterhin fuhrt eine
Uberexpression vorphrS zu einer erhohten Expression verschiedener Geme de
Pyocyanin-Biosynthese (Sonnleitnet al, 2011). Dieser Befund erklart die im
Gegensatz zum PAO1 Wildtyp starkere griine Farbend<dlturen der PAOAfumCZt
Transposonmutante, die in dieser Arbeit beoback¢etien konnte. Da Pyocyanin fur
seine redoxaktiven Eigenschaften bekannt ist (Restlal, 2010) ware es moglich,
dass PAOAfumC1 gegeniber dem Wildtyp eine erhthte Resistenz gegglativen
Stress aufweist. Dieser verbesserte Schutz votiveakSauerstoffspezies wirde nach
der in Kapitel 1.5 bereits erlauterten Theorie Wyhanskiet al. moglicherweise die
Antibiotikaresistenz von PAQ¥fumC1verstarken. Dies konnte ein erster Hinweis auf
einen zugrundeliegenden Mechanismus der erhdhtetibidtikaresistenz ~ der
PAOIAfumClTransposonmutante sein.

Einige der hypothetischen Proteine wiesen Homotoge Proteinen bekannter
Funktionen in anderen Pseudomonaden auf, es hasidblthierbei z. B. um eine
Antibiotika-produzierende Monooxygenase (PA339@)¢eeHydroxypyruvat-lsomerase
(PA1501), ein .phage shock“-Protein (PA3731), einenputativen
Transkriptionsregulator  (PA2126) und eine Phosphpadinphosphosulfat-
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Sulfotransferase (PA2127). Diese Gene sind allgsjigenauso wie die beiden ABC-
Transporter-Bindedoménen (PA4500 und PA4496) nuringkigig differentiell
reguliert und besitzen zudem keinen direkten Bezuig Antibiotikaresistenz vor®.

aeruginosa

Die grof3ten Veranderungen in der GenexpressionA®@ITAfumC1l fanden offenbar
innerhalb desfumCXsodM-Operons statt. Hier erhéhte sich die Expression aildé
fumC1 folgenden Gene nachweislich. Méglicherweise igtrit auch die erhéhte
Antibiotikatoleranz der Mutante zu begrinden. Esendenkbar, dass die am hdchsten
regulierte Superoxiddismutase SodM aufgrund ihredditung im Abbau reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) die Antibiotikaresistenn #0 aeruginosabeeinflusst. Wie
bereits in Kapitel 1.5erlautert, hat die Produktion von ROS einen enidemen
Einfluss auf die Wirkung bakterizider Antibiotikannerhalb der Bakterienzelle
(Kohanski et al, 2007). Die Superoxiddismutase SodM, die Mangkn Kafaktor
rekrutiert, wird unter Eisenmangelbedingungen (ioM) gegentber der SodB, der
Eisen als Kofaktor dient, bevorzugt produziert (s¢das et al, 1995). In
vorangegangenen Proteomanalysen (Kapitel 3.5) wBodiM inP. aeruginosaPAO1
Biofilmen unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen bthexprimiert gefunden (Rosin,
2011). Desweiteren ist beschrieben, dass Mutaniiater Mn-SOD keinen lethalen
Phanotyp bewirken, wahrend die Fe-SOD fiur die Zellee gréf3ere Bedeutung zu
haben scheint (Hassedt al, 1995). Die Effekte einer Deletion oder Uberegsion
von sodM auf die Antibiotikaresistenz voR. aeruginosawaren bis dato noch

unerforscht.

3.5.11.Antibiotikatoleranz weiterer P. aeruginosa Transposonmutanten

Da nach Auswertung der Transkriptomdaten (Kapitél1®) Grund zu der Annahme
bestand, dass der antibiotikaresistentere = Phanotger PAOMAfumC1-

Transposonmutante evtl. nicht ausschlie3lich mibewei Funktionslosigkeit der
Fumarathyratase FumC1l zu begrinden ist, sollterh alransposonmutanten der
anderen Gene ddamCJ¥sodMOperons (Abbildung 10) auf ihre Antibiotikatoleran
hin untersucht werden. Hierzu wurden wie zuvor basben (Kapitel 2.5.8)

Absterbekurven unter genau den Bedingungen ersteiter denen PAQ¥fumC1ldie
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erhohte Antibiotikatoleranz gezeigt hatte. Diese st#&kbekurven, fir die
logarithmischen Kulturen in AUM mit der 5-fachen ®I Tobramycin oder

Ciprofloxacin inkubiert wurden, sind in Abbildun@ tlargestellt.
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Abbildung 16: Antibiotikatoleranz planktonischer Kulturen in AUMie wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase (1,5 h) mit der 5-fachen MIC TobcamgA) oder Ciprofloxacin (B) behandelt worden
sind. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabtugngen aus drei von einander unabhangigen
Experimenten. schwarz: PAO1, grau: PAM®RL4467, blau PAOAsodM orange: PAOAorfX, rot:
PAO1AfumC1, grin PAONfagA

Wie in Abbildung 16A zu erkennen ist, zeigte keider weiteren, hier getesteten
Transposonmutanten unter Tobramycin-Einfluss eifdr@notyp der mit dem der
PAOIAfumClTransposonmutante vergleichbar ware. Einzig PAS9HM zeigte im
Vergleich zum Wildtyp PAO1 eine leicht erhdhte Taioycin-Resistenz. Die
Tobramycin-Toleranz der anderen getesteten Transpustanten bewegte sich nahe
der des PAO1 Wildtyps. Im Bezug auf ihre CiprofloxaToleranz (Abbildung 16B)
lieRen sich die getesteten Transposonmutantenen Gwippen aufteilen. Die Mutanten
PAO1APA4467 und PAOAsodM verhielten sich wie der PAO1 Wildtyp und starben
unter den getesteten Bedingungen bis auf eineatglin ca. 1 x T0KBE/mI ab. Die
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Transposonmutanten PA@®dArfX und PAOIAfagA hingegen zeigten ebenso wie
PAOIAfumCleine deutlich erhdhte Ciprofloxacin-Toleranz undrisén lediglich bis
auf ca. 1 x 1DKBE/ml ab.

Alle Transposonmutanten, die unter diesen Verswahisungen eine erhohte
Resistenz zeigten, tragen das Transposon vorsielltGen. Lag das Transposon im
sodMGen selbst oder dahinter, wie bei der PABA4467-Mutante, hatte dies keinen
Antibiotikaresistenten Phanotyp zur Folge. DiesgeBnisse konnten nicht eindeutig
zeigen, dass die beobachtete Antibiotikaresistenzr dPAOAfumCl
Transposonmutante von der Mutation fieimCXGen verursacht wurde. Vielmehr
weisen sie auf einen Effekt der in Kapitel 3.5.Holbachteten erhdhten Expression der
Superoxiddismutase SodM  und der Gene wwdM hin. Daher sollte die
Komplementation der PAQIumCZXTransposonmutante im Folgenden Klarheit

bringen.

3.5.12.Komplementation der antibiotikaresistenten P. aeruginosa PAO1AfumC1-

Transposonmutante

Zur abschlieBenden Aufklarung der Frage, ob tat&fcdasfumCZtGen fur den, unter
Harnwegs-ahnlichen Bedingungen auftretenden Artik@ieresistenteren Phanotyp
verantwortlich ist, wurde wie in Kapitel 2.Beschrieben ein pPBBR1IMCS&MC1
Komplementationsplasmid hergestellt. Nachdem di¥sdtor mittels Elektroporation
(Kapitel 2.9.8) inP. aeruginosa?AOIAfumC1leingebracht worden war, wurden wie in
Kapitel 2.5.8erlautert Absterbekurven dieses Stammes aufgenombi@neventuell
Auftretende Beeinflussungen des verwendeten VeldBBR1MCSS identifizieren zu
konnen wurden alle Experimente ebenfalls mit eineservektor tragenden PAO1
Wildtyp durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbild) 17 gezeigt, zum Vergleich
sind ebenfalls der PAO1 Wildtyp und die PA®AmMCZLTransposonmutante
dargestellt. DagumC1Gen wurde nach seiner Ligation in den pBBR1MCS5tbek
per PCR-Analyse uberpruft (Abbildung 20 im Anhang).
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Abbildung 17: Antibiotikatoleranz planktonischer Kulturen in AUMje wahrend der logarithmischen
Wachstumsphase (1,5 h) mit der 5-fachen MIC TobcamgA) oder Ciprofloxacin (B) behandelt worden
sind. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabtugngen aus drei von einander unabhangigen
Experimenten. schwarz: PAOL, rot: PAGUmMC], orange: PAOAfumC1+ pBBR1MCS5fumC] blau
PAO1+ pBBR1MCS5

Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, sind sowohl PARINC1+ pBBR1IMCS5fumC1,
als auch PAO1 + pBBR1MCS5 gegenuber Tobramycinstesd. Diese erhdhte
Tobramycin Resistenz lasst sich vermutlich mit der pBBR1MCS5-Vektor
enthaltenen Gentamycin-Resistenzkassette erkiBars sich bei Gentamycin, wie bei
Tobramycin um ein Aminoglykosid handelt, kann esrtiu Resistenzmechanismen
kommen, die diese beiden, sehr &hnlichen Antibeotietreffen. Ciprofloxacin
hingegen, dessen Wirksamkeit nicht von der eingésetGentamycin-Resistenzkassette
beeinflusst wurde, verursachte in beiden Plasnaigeinden Stammen ein Wildtyp-
ahnliches Absterbeverhalten (Abbildung 17). Das déyp-ahnliche Verhalten von
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PAOIAfumC1l+ pBBR1IMCS5fumClweist darauf hin, dass es mdglich war mit dem
eingebrachtenfumCtGen den Antibiotikaresistenten Phanotyp der PAOMCE
Transposonmutante zu komplementieren. Diese Ergebnischeinen eindeutige
Hinweise auf den genotypischen Hintergrund des zuembachteten Phanotyps zu
liefern.

Zur Erklarung des zugrunde liegenden Mechanismusbdebachteten Resistenz der
PAOIAfumCZETransposonmutante gab es unterschiedliche AnsZta#ichst lag die
Vermutung nahe die Fumarathydratase FumC1 wirddichégveise die verwendeten
Antibiotika auf molekularer Ebene modifizieren. Dar beobachtete Effekt allerdings
sowohl bei Aminoglykosiden, als auch bei Fluorchomen auftrat und die
Fumarathydratase laut Literatur ein sehr speziéisdBnzym ist (Metzler, 2001) schied
diese Mdglichkeit von vornherein aus. Da der Effelkter eventuellen Anhaufung von
Fumarat in PAOAfumC1bereits in Kapitel 3.5.8 ausgeschlossen werdemtionvare
ein weiterer Erklarungsansatz der verbesserte Schder PAOMAfumCl-
Transposonmutante vor oxidativem Stress. Eine edBetrachtung der Level reaktiver
Sauersoffspezies in der PAGIMC1- und der PAOAsodMTransposonmutante,
sowie im PAO1 Wildtyp sollte im Folgenden Klarheiber den oxidativen Stress-
Zustand der Zellen unter Antibiotikaeinwirkung lgém.

3.5.13.Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) whrend der Inkubation

von P. aeruginosa mit Antibiotika

Wie bereits in Kapitel 1.5eingehend erlautert, wird neben den bekannten
Wirkmechanismen von Antibiotika eine zusatzlichen&tigung der Zelle durch die
Bildung, reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) disku{i€ohanskiet al, 2007; Dwyeret

al., 2009). Der zentrale Metabolismus der Zelle unte droduktion von
Reduktionsequivalenten (NADH) spielen hierbei eenéscheidende Rolle (Kohanshi

al., 2007). Da die Fumarase FumC1 ein Enzym destZykhlus ist, wurde wahrend
dieser Arbeit die Bildung reaktiver Sauerstoffspezunter Antibiotikaeinfluss in der
PAOIAfumCZ: und der PAOAsodM-Transposonmutante dokumentiert. Laut einer
Mutantenstudie von Kohanskiet al, 2007, in der die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies von Zitronensaurezyklus-Mutamfeantifiziert wurde, nimmt der

durch Antibiotika verursachte Sauerstoffstressjalfiiiher im Zitratzyklus das defekte
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Enzym lokalisiert ist. Eine Mutante mit Defekt mmC21Gen wurde allerdings in deren
Arbeit nicht betrachtet, da bei der Reaktion vonmBtat zu Malat keine

Reduktionsequivalenten entstehen. Trotzdem gatftueszu Gberprifen, ob evtl. diese
Art der Blockade der Kaskade zur Entstehung von R@Suvor beobachtete erhdhte
Antibtiotikaresistenz verursachen konnte. Auch dmgliche Beeinflussung der
Superoxiddismutase SodM wiurde einen Effekt aufMenge und Art der gebildeten
ROS haben, sodass dieser Test Aufschluss Uber dsachke des beobachteten

Antibiotikaresistenz-Mechanismus geben kénnte.

Wie in Kapitel 2.5.8beschrieben, wurdeR. aeruginosaPAO1, PAOXfumC1 und
PAOIlAsodM genauso inkubiert wie zuvor fur die Absterbevergjclum nach
anschlielBender Antibiotika-Inkubation die Menge dg=bildeten ROS anhand der

Chemolumineszenz von Luminol zu quantifizieren (k&l®.6.2).

Tabelle 19: Quantifizierung von intrazellularen ROS unter deémfluss der 5-fachen MIC Tobramycin

und Ciprofloxacin in 1:10 LB und AUM mittels LumihoDargestellt sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen aus drei voneinander unaljgindixperimenten. Diese Tabelle zeigt die n-
fache Veranderung der ROS-Konzentration pro Zathe Mergleich zur Negativkontrolle des PAO1
Wildtyps in 1:10 LB.

P. aeruginosa

Antibiotikum PAO1 PAOAfumC1 PAO1AsodM
1:10 LB

n-fache Veranderung
Negativkontrolle 0,0+£0,0 -0,2+0,1 3,1%0
Tobramycin 13,6 +1,2 15,0+3,1 17,0+29
Ciprofloxacin 14,7+ 3,5 16,3+3,2 16,9+1,8

AUM

n-fache Veranderung
Negativkontrolle -3,1+1,0 -1,7+1,0 1,7+0,2
Tobramycin 34117 6,3+1,0 8,5+0,9
Ciprofloxacin 57+£1,9 8,3+0,7 10,6 £ 0,7

Wie in Tabelle 1%u sehen ist, I6sten sowohl Tobramycin als aucld@lgxacin eine

deutlich messbare Bildung von ROSHnaeruginosaus. In 1:10 LB-Medium erhéhte
sich die Menge der gebildeten ROS pro Zelle sowoHPAO1 Wildtyp als auch in den
PAOIAfumCE und PAOAsodM-Transposonmutanten um das 14- bis 16-fache. In
diesem Medium unterschieden sich die gebildeten Rl@Sgen zwischen Mutanten
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und Wildtyp nicht messbar und auch die getestetatibitikaklassen hatten hier
denselben Effekt. Diese Ergebnisse entsprachen ndeder vorangegangenen
Absterbekurven, die in Kapitel 3.5.4.1 dargestsiitd. In AUM war die Menge der
gebildeten ROS pro Zelle wesentlich geringer, diegteterP. aeruginoseStamme
PAO1, PAOAfumClund PAONAsodM produzierten hier 2- bis 3-fach weniger ROS
als in 1:10 LB. Auch diese Ergebnisse spiegelten zlavor beobachtete verbesserte
Uberlebend in AUM (Kapitel 3.5.4.1) wieder. Eine gtiohe Erklarung hierfir ware die
Tatsache, dass der Gehalt von Eisen, welches thiergj von ROS Uber die Fenton-
Reaktion verstarkt (Chianconet al, 2004) in AUM geringer ist als in 1:10 LB-
Medium. Der unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungemsbkende Eisenmangel schiitzt
P. aeruginosadaher in gewisser Weise durch eine verringertetdfeReaktion vor
Ubermagiger ROS Produktion. Diese Hypothese wirdhddie Tatsache gestitzt, dass
der Einfluss von Eisen auf die Antibiotikatoleraram P. aeruginosaunter Harnwegs-
ahnlichen Bedingungen bereits in Kapitel 3.5.7.zeggt werden konnte. AulRerdem
sind unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen laut Skaptomanalysen (Rosin, 2011)
im P. aeruginosaPAO1 Wildtyp einige Gene starker exprimiert, dimee Rolle
innerhalb der Antwort vorP. aeruginosaauf oxidativen Stress spielen. Unter diesen
Bedingungen sind daher mdoglicherweise Proteine &tressantwort bereits
funktionsbereit und es kann somit véh aeruginosaumgehend adéquat auf die
Zugabe von Antibiotika reagiert werden. Womit dieUM-abhéngige erhohte
Antibiotikatoleranz vonP. aeruginosamoglicherweise auf eine erhthte Toleranz
gegeniber oxidativem Stress zurtickgefuhrt werden ka

Desweiteren reagierte die PAGIIMCZXETransposonmutante unter Harnwegs-ahnlichen
Bedingungen tendenziell starker auf die Antibiatikgabe als der PAO1 Wildtyp, die
gemessene ROS-Menge (Tabelle 19) schien hier leszhtbht. Dies steht im
Widerspruch zu der vorher beobachteten erhdhtenbidtikaresistenz der Mutante,
wobei die hier aufgezeichnete Erh6hung der Wertengast. Die Transposonmutante
PAOlAsodMhingegen zeigte in AUM im Vergleich zum PAO1 Wildtgine deutlich
erhohte ROS-Menge innerhalb der Zelle. Da die hiausgeschaltete
Superoxiddismutase das erste Enzym im Prozess abauAvon ROS darstellt, ist die
PAOlAsodM-Transposonmutante  scheinbar nicht im  Stande die erunt
Antibiotikaeinfluss entstehenden ROS zu eliminier&er Zusammenhang dieser

Prozesse ist in Abbildung E&hematisch dargestellt.
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Vermeidung von oxidati Stress innerhalb der
Prokaryotischen Zelle. Die wahrend der aeroberafeling entstehenden ROS werden zunachst von der
Superoxiddismutase zu Wasserstoffperoxid umgesetttanschlielend von Katalasen und Peroxidasen
zu unschéadlichem Sauerstoff umgewandelt.

SodM setzt hierbei die wahrend der Zellatmung getédn Superoxidanionen {pzu
Wasserstoffperoxid (#0,) um, welches dann von Katalasen und Peroxidaseterwe
abgebaut werden kann. In 1:10 LB tGbernahm offedEaSodB vorP. aeruginosalie
Funktion der defekten SodM, das Level der gebildd®®©S war daher mit dem des
PAO1 Wildtyps vergleichbar.

Ware die PAOAsodM T Transposonmutante tatsachlich in AUM nicht in Hage ROS
wie dargestellt abzubauen, dann musste P¥g0dM allerdings in den Absterbekurven
(Kapitel 3.5.4.1) empfindlicher auf die Antibiotikagabe reagieren als der Wildtyp
PAOL. Mdglicherweise ist dies ein Hinweis darawssl das verwendete Transposon in
dieser Mutante zu nahe am Ende desiMGens oder sogar auf3erhalb des Gens
platziert ist. Was dazu fuhren wirde, dass die Rupedismutase ganz oder noch
teilweise von P. aeruginosa synthetisiert werden kann. Dies wirde die

widersprtchlichen Ergebnisse erklaren.

Mit den beschriebenen, Plasmid tagenden, Stamme®1PA pBBR1MCS5 und
PAOIAfumCl+ pBBR1MCS5:fumC1 sollte anschlieBend wie in Kapitel 2.6.2
beschrieben ebenfalls eine Quantifizierung der RID&hgefuhrt werden. Es sollte

Uberpruft werden, ob sich die Komplementation detadlon infumClauf die Menge
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der gebildeten ROS auswirkt. Die Ergebnisse diesarsschliellich in AUM
durchgefuhrten, Experimente sind in Tabelled2a@gestellt.

Tabelle 20: Quantifizierung von intrazellularen reaktiven Sateffspezies unter dem Einfluss der 5-
fachen MIC Tobramycin und Ciprofloxacin in AUM nets Luminol. Wahrend dieser Experimente
wurden neben derR. aeruginosaPAO1 Laborstamm mit pBBR1MCS5-Leervektor auch PAINC1

+ pBBR1MCS5:fumClverwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte undnst@&rdabweichungen aus drei
von einander unabhéngigen Experimenten. Diese [Eakeligt die n-fache Veranderung der ROS-
Konzentration pro Zelle im Vergleich zur Negativkatle des PAO1 Wildtyps in 1:10 LB.

P. aeruginosa

Antibiotikum PAO1 + PAOIAfumC1+
pBBR1MCS5 pBBR1IMCS5:fumC1
n-fache Veranderung
Negativkontrolle 05+1,4 -0,3+1,4
Tobramycin -0,1+25 -2,6 +1,3
Ciprofloxacin 11,025 115+15

Wahrend die ROS-Level der Negativkontrollen dem BRAWildtyp &hnlich waren,
reagierten die Komplementanten nicht mit messbaR®S-Bildung auf das
Aminoglykosid Tobramycin. Wie die in Abbildung 1edbachtete Resistenz gegenuber
Tobramycin, ist auch dieser Effekt mit der verwdrdeGentamicin-Resistenzkassette
zu erklaren. Scheinbar verhindert die Gentamicisteisz ebenfalls die Wirkung von

Tobramycin auf die in Kapitel 1 &lauterten Prozesse rund um die Fenton-Reaktion.

Die nach Inkubation mit Ciprofloxacin gemessenerSR®erte sind, verglichen mit der
Negativkontrolle, in beiden Stammen ca. 11-fachokethDie Reaktion des PAO1l
Wildtyps auf dieses Fluorchinolon hingegen hatteeaia. 6-fache Erhohung der ROS-
Bildung zur Folge. Da diese vergleichsweise hoheSHBDdungsrate sowohl in der
Komplementante, als auch in dem Stamm mit dem led#¢ov auftrat, liegt die
Begriindung hierfur vermutlich auf dem verwendetBBR1MCS5-Vektor. Ob es sich
hierbei um einen Effekt handelt, der durch die @amtin-Resistenzkassette verursacht
wurde bleibt nach diesem Experiment allerdings roffAuf die Antibiotikatoleranz
innerhalb der in Kapitel 3.5.12 dargestellten Adst&urven hatte dieses Phanomen

allerdings keinen Einfluss.
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3.5.14.Einfluss des Sauerstoffradikalbildners Menadion aufdie P. aeruginosa
PAO1AfumC1l-Transposonmutante

Der Einfluss von oxidativem Stress auf das Abstezdealten vorP. aeruginosasollte
wahrend dieser Experimente durch die Zugabe vonakllien nachgestellt werden.
Hierzu wurden der P. aeruginosa PAO1 Wildtyp und die PAQAfumCZt
Transposonmutante wie in Kapitel 2.5d&schrieben nach ihrer Anzucht (0. N. in 1:10
LB oder AUM) in PBS-Puffer mit 0 mg/ml bis 50 mg/milenadion inkubiert. Hierbei
|6st Menadion in Bakterien die Bildung von Supedvadikalen und damit oxidativen
Stress aus (Geenbeegal, 1991). Die Ergebnisse sind in Abbildungd#&rgestellt und
zeigen deutlich, dass das Nahrmedium bei der Bjdeaktiver Sauerstoffspezies eine

wichtige Rolle zu spielen scheint.
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Abbildung 19: Verhalten vorP. aeruginosaunter Menadion-Einfluss. Wie in Kapitel 2.5.13 taseben
wurden verschieden®. aeruginosaStamme nach ihrer Anzucht in 1:10 LB-Medium (o#fe@ymbole)
oder AUM (gefullte Symbole) in PBS-Puffer mit velngadenen Menadion-Konzentrationen 4 h bei 37 °C
inkubiert. Bei den Ergebnissen der anschlieBencchdy@fiihrten KBE-Bestimmung (Kapitel 2.5.5)
handelt es sich um die Mittelwerte und Standardadiwmgen aus drei von einander unabhangigen
Experimenten. schwarz: PAO1, rot PAGGMC1

Wahrend die in 1:10 LB-Medium angezogenin aeruginoseKulturen bereits bei
Menadion-Konzentrationen von 20 mg/ml vollstandlgg@storben waren, tberlebten
Zellen, die in AUM herangewachsen sind wesentlichhdne Konzentrationen
Menadions. Die bereits in Kapitel 3.5.13 beschmebe&eranderte Reaktion vdp.

aeruginosaauf oxidativen Stress unter Harnwegs-ahnlichenirggohgen liel3t sich
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auch wahrend dieser Experimente beobachten. Daonimt& ein weiterer deutlicher
Hinweis darauf erhalten werden, dass die erhdhtébitikaresistenz unter Harnwegs-
ahnlichen Bedingungen mit der erhthten Resistergergéer oxidativem Stress
zusammenhangt. Die Erklarung hierfir kdnnte nebenbereits erwahnten erhéhten
Expression einiger Gene zur Abwehr reaktiver Saotspezies (Kapitel 3.5.13), der
Eisenmangel in AUM sein. Eine verringerte Verfludestr von Eisen, wirde
maoglicherweise die in Kapitel 1&rlauterte Fenton-Reaktion und somit die tlberméaRige
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies blockief@® damit verbundene Schadigung
von DNA, Proteinen und Lipiden ware somit verrirtger

Desweiteren unterschied sich die Reaktion V@n aeruginosa PAOl1 auf das
hinzugefliigte Menadion deutlich von der der PA@MCZETransposonmutante wenn
beide zuvor in AUM angezogen worden waren. WahasrtdPAO1 Wildtyp Menadion-
Konzentrationen von mehr als 50 mg/ml nicht Ubddelzeigte die PAQ¥fumCZt
Transposonmutante ein ca. 100-fach verbessertegleba in allen getesteten
Menadion-Konzentrationen. Genau wie zuvor (Kapg&déd.4.1) war dieser resistente
Phanotyp der PAQffumCZiTransposonmutante ausschliel3lich unter Harnwegs-
ahnlichen Bedingungen zu beobachten. Dies konmewaiterer Hinweis auf die
Eisenabhangigkeit dieses Effektes sein. Aus welcli&mnd aber ein Enzym des
Zitronensaurezyklus diesen Effekt hat, konnte nadbgchlielend geklart werden und

sollte Ziel weiterer Untersuchungen sein.
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4. Zusammenfassung

P. aeruginosaist im Bezug auf Harnwegsinfektionen ein problesdditer Keim. Um
Grundlagen fir eine effiziente Therapie zu schaffemden die Antibiotikaresistenzen
32 Klinischer P. aeruginosdsolate aus einer Klinik und einer niedergelassene
urologischen Praxis charakterisiert. Ein Schwerpunkurde hierbei auf das
Biofilmwachstum unter Harnwegs-ahnlichen, Infekdeelevanten  Bedingungen
gelegt. Die Steigende Anzahl multiresistenker aeruginoseStamme innerhalb der

letzten Jahre und im Verlauf chronischer Infektiomeirde hierbei besonders beachtet.

Die zur Charakterisierung der Antibiotikaresistévigehanismen durchgefiihrten
Antibiotikatoleranz-Studien mit Tobramycin und Gifioxacin zeigten deutlich, dags
aeruginosaim Biofilm wesentlich hohere Antibiotikatoleranzemifweist, als wahrend
des planktonischen Wachstums. Sowohl anaerobe-aath Harnwegs-ahnliche
Bedingungen erhohten die Antibiotikatoleranz der aeruginosaZellen deutlich.
Weitere Unterschiede in der Antibiotikatoleranz dem zwischen dem Laborstamm
PAOL1 und verschiedenen Harnwegsisolaten beobachteAufklarung der Resistenz-
Mechanismen wurden Mutantenstudien durchgefuhme Bvutation imfumC1Gen

von P. aeruginos@AOL1 erwies sich als besonders Resistenz-foérdernd.

Die erhOhte Antibiotikatoleranz vorP. aeruginosa unter Harnwegs-ahnlichen
Bedingungen war Eisen-abhangig. Der im AUM herradeeEisenmangel behindert
maoglicherweise die Eisen-abhangige Fenton-Reaktiod damit die durch reaktive
Sauerstoffspezies verursachte Schadigung von DNAgteiren und Lipiden.
Entsprechend gab es Hinweise auf eine weniger stankhte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies vorP. aeruginosa unter Antibiotikaeinfluss in AUM. Diese
Umstande fuhrten unter Harnwegs-ahnlichen Bedingnngu einem verbesserten

Uberleben vorP. aeruginosavahrend einer Antibiotikabehandlung.
Zusammengefasst tragen die Ergebnisse der vortiegeDissertation zum molekularen

Verstandnis der Antibiotikaresistenz  vonP. aeruginosa wahrend einer

Harnwegsinfektion bei und bereiten so den Weg earaiteren Therapie.
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5. Ausblick

Aufgrund der gewonnenen Kenntnisse Uber die Anilkaoesistenzen vonP.
aeruginosa unter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen, sollten chosta weitere
Experimente bezuglich der Wirkung und Entstehungktieer Sauerstoffspezies
durchgefuhrt werden. Es ware wichtig die genauerchdrismen dieser Wirkung von
Antibiotika zu kennen um den Griinden fur Antibiatiksistenzen begegnen zu kénnen.
Auf der Grundlage solcher Daten kdnnte moglichesevadie Therapie komplizierter

Harnwegsinfektionen mit Beteiligung véh aeruginosaverbessert werden.

Auch waére es interessant entsprechende Versucheweiteren in der Therapie
eingesetzten Antibiotika durchzufiihren und z. B2 Wirkung von Meropenem oder
Imipenem aufP. aeruginosaunter Harnwegs-ahnlichen Bedingungen zu beobachten
und die Resistenzmechanismen gegen diese Antiaistikssen aufzuklaren. Da sich in
dieser Arbeit gezeigt hat wie unterschiedlich veisdeneP. aeruginosdsolate sind,
sollten weitere?. aeruginoseStamme in diese Untersuchungen einbezogen weuden,
die stammspezifischen Reaktionen auf die verschedeAntibiotika untereinander

vergleichen zu kénnen.

Desweiteren sollte der genaue Mechanismus der idtikbresistenz defumCZt
Mutante aufgeklart werden. Moglicherweise wirdesthemische Untersuchungen mit
gereinigtem Protein Hinweise auf diese Vorgangéeidre Sicher ware es aul3erdem
interessant die Funktionen der restlichen Gendute€¥sodMOperons zu kennen und
ihren Einfluss auf diesen Antibiotika-resistentehdRotyp vonP. aeruginosazu

charakterisieren.
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9. Anhang

- -
i
. O (O]
8 %
= 0 (oL o
—
3.000 kb *
2.000 kb —
L

1.000 kb

Abbildung 20: Fotografie eines 1 %igen (w/v) Agarosegels. Alsrihda wurde eine 1 kb DNA-Ladder
(Fermentas) verwendet. Probe 1 zeigt ein DNA Fragmech PCR (Kapitel 2.9.9.) mit den Primern
0oPT36 und oPT37, die wenige bp vor bzw. hinter i@mCtGen vonP. aeruginosé?AO1 binden. Das
DNA Fragment in Probe 2 wurde ebenfalls mittels P@Rplifiziert. Hier wurden die Primer
fumC1_forw (bindet etwa in der Mitte désmCtGens) und oPT37 verwendet. Die Fragmente auf dem
Gelbild zeigen, dass der zur PCR verwendete VagBR1MCS5:fumC1tatsachlich dafumCtGen
enthalt in dem die Primer binden.
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Abbildung 21: RNA Qualitatskontrolle mittels Bioanalyzer, 2100dext, Agilent. Virtuelles Kontrollgel,
welches auf dem gemessenen Elektropherogramm badiegrstellt wurde. Das Gelbild zeit die
aufgetrennten RNA-Proben, wobei die beiden Banderils der 16S rRNA (nach 40 sec) und der 23S
rRNA (nach 45 sec) entsprechen. Degradierte RNAdw/i&ich als undistinkte Banden in den Gelspuren
darstellen.
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Tabelle 21: Antibiotikaresistenz-Profile der 32. aeruginosdsolate aus Harnwegsinfektionen. Alle Isolate vauranit kommerziellen Antibiotikaresistenz-Tests Bama

Anhang

BioMeriéux getestet, die speziell fir Pseudomona@erB PSE1) und Harnwegsisolate (ATB UR1) konzipisind. Die enthaltenen Konzentrationen der Antik@
entsprechen hierbei den Empfehlungen des DIN Ka@sike= resistent, S = sensitils intermediar

Antibiotic Conc. P. aeruginosasolate

(mall) MH5 | MH6 | MH7 | MH8 | MH9 | RN12| RN13 | RN14MH1E | MH16 | MH17 [MH18%| MH19 | MH20 | RN21 |[MH25%)
Ampicillin 2-8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Ampicillin + 2/8 — 8/8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Sulbactam
Piperacillin 4—32 S S B/| S/ S S S S R R S S S S S S
Piperacillin + 4/4 — 32/4 S S S S S S S S R I S S S S S S
Tazobactam
Cefazolin 4 R R R R | R R R R R R R R R R R
Ceftazidim 1 1 S R R R S I S S R R R R S S R S
Ceftazidim 4-16 S S S S S S S $ | I S S S S S S
Cefoxitin 4-8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefuroxim Axetil 1-4 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefotaxim 2-8 R R R R I [ I R R R R R I [ R R
Cefixim 1-2 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefepim 4-16 S S S | S S S S | I S S S S S S
Aztreonam 2-16 S I I I S I S I I I I [ S S S [
Imipenem 2-4 R S S S S S S S| R S S S S S S S
Meropenem 2-8 I S S S S S S S R S S S S S S R
Gentamycin 1-4 I I I I I I I I I I I I I S I I
Amikacin 4-16 S S S I S S S S S I S I S S S I
Tobramycin 1-4 S S S| | S S SY S S I S S S S S I
Levofloxacin 2-4 S S S| R S S S S S S S S S| | S S
Ciprofloxacin 1-2 S S S| R S S S S S S S S S| | S S
Cotrimoxazol 16 — 64 R R R R I/IR R I/IR R R R R I R R R I/IR
Nitrofurantoin 64 — 256 R R R R R R R R R R R R R R R R
Fosfomycin 32 R R R R R R R R R R R R| S R R R
Tetracyclin 1 R R R R R R R R R R R R R R R R
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Antibiotic Conc. P. aeruginosasolate |
(mg/l) MH26 [MH27% MH28 | MH29 |MH30% MH33 [MH34”| MH35 | MH36 | MH37 | MH38 | MH39 | MH54 | MH55 [MH56”MH57")
Ampicillin 2-8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Ampicillin + 2/8 — 8/8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Sulbactam
Piperacillin 4-—-32 S R I S R S S SV I S I/R I R S S R
Piperacillin + 4/4 — 32/4 S R | S R S S [ [ S I/IR | R S S R
Tazobactam
Cefazolin 4 R R R R R R R R R R R R R R R R
Ceftazidim 1 1 S R R S R S | R R | R R R | R R
Ceftazidim 4-16 S I S S I S S S S S I I I S S R
Cefoxitin 4-8 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefuroxim Axetil 1-4 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefotaxim 2-8 R R R | R | R R R | R R R R R R
Cefixim 1-2 R R R R R R R R R R R R R R R R
Cefepim 4-16 S I S S I S S I S S I I I S S R
Aztreonam 2-16 I | I S | S | I I | I I | S I R
Imipenem 2-4 S R S S R S S S R S R R R S S S
Meropenem 2-8 S I S S I S S S R S I R R S S S
Gentamycin 1-4 [ R | [ R | | R R | R R R | [ R
Amikacin 4-16 S R S [ R S S [ I S R | R S S R
Tobramycin 1-4 3/ R S I R S S I [ S R R R S S I
Levofloxacin 2-4 S R | S R S | S S S R R R S R R
Ciprofloxacin 1-2 S R S S R S S S S S R R R S R R
Cotrimoxazol 16 - 64 R R R [ R | [ R R R R R | R R R
Nitrofurantoin 64 — 256 R R R R R R R R R R R R R R R R
Fosfomycin 32 S S| R S S S S R R R S R R R R R
Tetracyclin 1 R R R R R R R R R R R R R R R R

% Folgeisolat der chronischen Infektion Nr. 1
®) Folgeisolat der chronischen Infektion Nr. 2
° Folgeisolat der chronischen Infektion Nr. 3
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