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1.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die p-Lactamase als haufig verbreiteter Antibiotikaresistenz-

mechanismus untersucht. Dabei wurde gefunden:

1.

2.

Es konnte ein einfacher Test entwickelt werden, mit dem die B-Lactamase
nachgewiesen werden kann. Der Test beruht auf dem Messen eines Farbum-
schlags des pH-Indikators Phenolrot.

In sechs verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien wur-
den unterschiedliche p-Lactamase-Aktivitaten gefunden. Ein besonders akti-
ves Enzym wurde in Staphylococcus aureus nachgewiesen.

Verschiedene Beweise wurden dafiur gefunden, dass die g-Lactamase ein En-
zym ist. Die p-Lactamase-Aktivitat ist hitzeempfindlich. Bereits bei 50°C tritt
eine irreversible Hitzeinaktivierung ein. Auf3erdem konnte in E. coli DH5a-
Kulturen gezeigt werden, dass die p-Lactamase-Aktivitdt an das Vorhanden-
sein eines Plasmides gebunden ist und somit durch ein Gen codiert wird.

Wir konnten mit einem einfachen, biologischen Test Antibiotika in
Lebensmittelproben  nachweisen.  Dieser Test beruht auf der
Wachstumshemmung des Antibiotika-empfindlichen Bacillus
stearothermophilus.

Einleitung

Antibiotika, die wir heute zur Behandlung von Infektionskrankheiten bei Menschen

und Tieren verwenden, werden durch Bakterien hergestellt (Glick und Pasternak,

1995). Diese Bakterien mussen einen Schutzmechanismus gegen das Antibiotikum

entwickeln, um nicht durch ihr eigenes Produkt getdtet zu werden. Beim Ubergang

dieses Schutzmechanismuses auf andere Bakterienarten entwickelt sich so ein Re-

sistenzmechanismus gegen das Antibiotikum. Die Verbreitung der Resistenz erfolgt

dann insbesondere Uber Plasmide, die leicht von Bakterium zu Bakterium weiterge-

geben werden kénnen (Hof und Ddrries, 2005).

Solche Schutz- bzw. Resistenzmechanismen folgen haufig zwei Grundprinzipien (Hof

und Dorries, 2005). Zum einen kbnnen die antibiotisch wirksamen Molekile che-



misch verandert werden, z.B. durch Spaltung einer Bindung im Antibiotikummolekdil
oder durch Anhangen einer chemischen Gruppe. Zum anderen kdnnen aber auch die
Zielmolekile (Biosyntheseenzyme) dieser Antibiotika verandert werden, so dass das
Antibiotikum nicht mehr gebunden werden kann.

Durch die Verbreitung der Resistenzen in menschen- und tierpathogenen Bakterien
werden immer mehr Antibiotika unwirksam (Daschner und Frank, 2005 ). Dies wird
durch den hohen jahrlichen Verbrauch, der weltweit circa 40 000 Tonnen betragt
(Schmid, 2002), gefordert. Da wir nur eine begrenzte Anzahl von Antibiotika zur Ver-
figung haben und die Entwicklung neuer Wirksubstanzen langsamer verlauft als die
Resistenzbildung, wirkt sich diese Ausbreitung der Antibiotikaresistenzen erheblich

auf die Behandlung von Krankheiten aus (Daschner und Frank, 2005 ).

Etwa dreiviertel aller angewendeten Antibiotika sind vom p-Lactamtyp (Schmid,
2002). B-Lactamantibiotika werden durch p-Lactamasen inaktiviert, die den §-
Lactamring dieser Antibiotika spalten. p-Lactamasen sind daher als ein Resistenz-

mechansimus anzusehen (Kayser et al., 2001).

Abbildung 1: Der weltweite, jahrliche Verbrauch verschiedener Antibiotika. f-

Lactamantibiotika sind Cephalosporine und Penicilline.



Daher haben wir uns mit dem Antibiotikaresistenzmechanismus p-Lactamase be-
schaftigt. p-Lactamase ist ein Enzym (EC 3.5.2.6), welches Penicillin bindet und fur
die Spaltung des p-Lactamringes verantwortlich ist. Der f-Lactamring ist in den f3-
Lactamantibiotika, wie z.B. den Penicillinen und Cephalosporinen, enthalten. Durch
diese p-Lactamantibiotika wird die Zellwandbiosynthese der Bakterien gehemmt, wo-
durch die Festigkeit der Bakterienzellhillen stark reduziert wird und somit die Zellen
platzen (Hof und Ddrries, 2005).

Das Gen fir die p-Lactamase ist das so genannte bla-Gen. Die Abkirzung bla steht
fur beta-Lactamase. Ist dieses bla-Gen in den Bakterien vorhanden und wird es dort
expremiert, so wird das p-Lactamantibiotikum durch die gebildete p-Lactamase inak-
tiviert. Sie spaltet den p-Lactamring und bildet dabei eine Saure. Die Saurebildung

kann daher zum Nachweis der §-Lactamase verwendet werden.

Abbildung 2: Spaltung des B-Lactamringes durch p-Lactamase und Bildung einer

Penicillinsaure.

Die p-Lactamase kommt in Gram-positiven Bakterien wie Staphylococcus aureus,

und in Gram-negativen Bakterien wie E. coli vor. Helena hat wahrend den ganzen



Versuchen mit den Gram-negativen Bakterien gearbeitet und Stephanie mit den

Gram-positiven.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen einfachen, im Gymnasium durchfihrbaren Test zum
Nachweis der p-Lactamase zu entwickeln. Damit soll ein wichtiger Antibiotikare-
sistenzmechanismus untersucht werden. Als Testprinzip wird die Saurebildung durch
den Farbumschlag eines pH-Indikators verwendet. Aul3erdem sollen Tests zur Loka-
lisation und zu Eigenschaften der p-Lactamase durchgefihrt werden. Abschlie3end
wird ein Test auf Antibiotika in Lebensmittelproben durchgefiihrt, um die Verbreitung

von Antibiotika in der Nahrung messen zu kdnnen

3. Material und Methode

3.1 Chemikalien

Die Chemikalien und Antibiotika in p.A-Qualitat wurden von Fluka (Taufkirchen) oder
von Merck (Darmstadt) bezogen. Clavulansadure wurde in Dragees als Kombinati-

onspraparat zusammen mit Amoxicillin von Merckle Ratiopharm bezogen.
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Abbildung 3: Strukturformeln von Penicillin (A), Clavulansaure (B) und Amoxicillin
(©).
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Abbildung 4: Strukturformel und pH-Reaktion des pH-Indikators Phenolrot. Links die

Form unter basischen, rechts unter sauren Bedingungen.

3.2 Gerate und Mikroorganismen
Spektralphotometer 3000 von Amersham-Pharmacia (Freiburg) mit reduzierten
Plastikkivetten (d = 1 cm).

Bakterienstamme: E. coli DH5a, E. coli DH5a mit Plasmid pUC18, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Streptococcus agalactiae (Risikogruppe 2), Staphylococcus
aureus (Risikogruppe 2) wurden aus der Stammsammlung der Abteilung Mikrobiolo-
gie und Biotechnologie der Universitat Uim entnommen. Mit den Organismen der

Risikogruppe 2 wurde ausschlief3lich in einem S2-Labor der Abteilung gearbeitet.

Zuchtung der Bakterienstamme: Die Bakterien wurden in 20 ml Réhrchen mit Alu-
kappe gezuchtet, die 5 ml LB-Medium (Merck, Darmstadt) enthielten. Bei Bedarf
wurde diesem Medium 50 ul Antibiotikum pro Milliliter zugesetzt. Fur Agarplatten in

Plastikpetrischalen wurde diesem Medium 1,5 % Agar-Agar zugefugt.

3.3 Methoden
Optische Dichtemessung



Das Wachstum der Bakterien wurde durch photometrische Messung in Plastikkivet-
ten (d = 1 cm) bei 600 nm gemessen. Dazu wurde 0,5 ml der Kultur mit 2 ml Wasser

gemischt (1:5 Verdunnung).

Titration einer Phenolrotlésung mit Essigséaure

Phenolrot wurde in 20 ml Tris/HCI-Puffer (50 mM) pH 7,5 gel6st. Dazu wurde jeweils
1 ml 5%ige Essigsaure hinzugegeben. Dann wurde der pH-Wert und im Photometer
die Absorptionen der Losung bei 430 nm und 560 nm gemessen. Es wurde bis zum
pH-Wert 4,38 titriert.

p-Lactamase-Test

1 ml Bakteriensuspension (optische Dichte 1 - 1,3) wurde bei 13000 g zwei Minuten
in der Tischzentrifuge (Minispin, 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefalie) abzentrifugiert. In
die Uberstande und die Niederschlage wurden je 100 pl Penicillin mit Phenolrot hin-
zugegeben und anschliel3end eine Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Dann wurden 10 pl der Suspension mit 990 pl Wasser gemischt und im Photometer
gemessen. 50 yl des Kulturiberstandes wurden auf 100 pl Penicillin mit Phenolrot

gegeben, gemischt und im Photometer gemessen.

Inaktivierung der g-Lactamase
Es wurden zwei Experimente zur Inaktivierung der p-Lactamase durchgefiihrt. Zum
einen wurde das Enzym durch Hitze inaktiviert, zum anderen mit dem §-

Lactamaseinhibitor Clavulansaure.

Die Hitzeinaktivierung der g-Lactamase in E. coli-Zellen wurde wie folgt durchgefihrt:
1 ml E. coli-Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (2 min, 13000 g). Der Zellnieder-
schlag in 100 pl destilliertem Wasser aufgenommen und bei Raumtemperatur (Kon-
trolle) bzw. bei Temperaturen von 50°C, 70°C, 80°C, 95°C fur 20 min inkubiert. An-
schlieBend wurden diese Suspensionen in Microwell-Platten pipetiert und mit 100 pl
Phenolrotreagenz versetzt. Diese Anséatze wurden weitere 30 min bei 37°C inkubiert
und dann fotographiert.

Hemmung durch Calvulansaure: In jeweils zwei Eppendorfgefal3e wurden je 1 ml E.
coli (DH5a, pUC18) oder Staphylococcus aureus gegeben. Diese wurden bei 13000



g zwei Minuten abzentrifugiert und die Uberstande verworfen. Auf die vier Zellnieder-
schlage wurden dann einmal 100 yl Amoxicillin und Phenolrotreagenz, sowie jeweils
einmal 100 yl Amoxicillin, Clavulansdure (Merckle Ratiopharm) und Phenolrotrea-
genz gegeben. Von diesen vier Testansétzen wurden dann je 10 yl entnommen, mit

je 990 ul Wasser gemischt und im Photometer bei 430 nm und 560 nhm gemessen.

Phenolrotreagenz: 2 ml einer 0,5 %igen Phenolrotlésung werden mit 16,6 ml Was-
ser verdunnt. Dann werden 20 x 1000000 units Penicillin G zugegeben. Mit 1 M Na-
OH wird das Reagenz auf einen violetten Farbton (pH 8,5) eingestellt. Aliquots kén-

nen eine Woche bei minus 20 °C eingefroren werden.

Antibiotikatest in Lebensmitteln

Es wurde je einmal 0,2 ml Milch mit Antibiotikum (5 pg/ml Ampicillin) und einmal 0,2
ml Milch ohne Antibiotikum in je ein Delvo-Testréhrchen (DSM, Dusseldorf) mit
Nahrboden gegeben. Der Nahrboden enthélt neben Wachstumssubstraten auch Zel-
len des thermophilen Bacillus stearothermophilus. Daher wird der Ansatz drei Stun-
den bei 56°C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit ist der Ansatz mit Milch und Anti-
biotikum (1 — 10 pg/ml) weiterhin blau gefarbt und die Milch ohne Antibiotika hat sich
gelb geféarbt. Die Farbanderung des pH-Indikators Bromkresolpurpur wird durch Sau-
rebildung des wachsenden Bacillus stearothermophilus verursacht.

3.4  Molekularbiologische Methoden

Plasmide wurden aus 1 ml E. coli DH5a-Ubernachtkultur mit dem Qiagen-Plasmidkit
(Hilden) isoliert (nugi-zentrum.de).

1 ml E. coli-Kultur wurde in ein Eppendorfgefal3 gegeben und bei 5000 g funf Minu-
ten abzentrifugiert. Der Uberschlag wurde weggeschiittet, auf den Niederschlag 250
ul des Puffers P1 gegeben und dieser somit resuspendiert. AnschlieRend wurde 250
Ml des Puffer P2 hinzugegeben, die Substanz gemischt und anschlieBend fur funf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 350 pl des Puffers N3 hinzu-
gegeben, wieder gemischt und fir zehn Minuten bei voller Leistung abzentrifugiert.
Im Uberstand sollte nun das Plasmid enthalten sein, weshalb dieser auf eine
QIAprep-Saule gegeben wurde, welche in einem 2 ml Zentrifugenréhrchen steckte.
Die QIAprep-Saule wurde dann fur 60 Sekunden abzentrifugiert, der Durchlauf ver-



worfen und die QIAprep-Saule wurde mit 0,5 ml des Puffers PB ausgewaschen. Da-
nach wurde diese wieder fir 60 Sekunden abzentrifugiert, der Durchlauf verworfen
und auf die Saule wurde 0,75 ml des Puffers PE aufgetragen. Diese wurde wieder
abzentrifugiert und der entstandene Durchlauf verworfen. Um den Puffer PE voll-
standig zu entfernen, wurde die Saule noch einmal eine Minute lang abzentrifugiert.
Anschlieend wurde die QlAprep-Saule auf ein frisches 1 ml Eppendorfgefal3 ge-
bracht und 50 ul Wasser dazupipetiert. Danach wurde eine Minute gewartet und

dann noch einmal eine Minute lang abzentrifugiert.

Das isolierte Plasmid wurde auf einem 0,8 %igen Agarosegel analysiert. Dazu wurde
10 pl des Durchlaufs mit 2 pl Loading Dye auf einem Parafilm gemischt und diese
Losung in die Taschen des Agarosegels pipetiert. Das Agarosegel wurde dann fir 40
Minuten eine Spannung von 120 V angelegt. Das Agarosegel wurde anschliel3end
fur zehn Minuten in Ethidiumbromid (1 pg/100 ml TE-Puffer) gefarbt und anschlie-

Rend auf dem UV-Transilluminator (312 nm) fotographiert.

Transformation des Plasmids in E. coli DH5a mit der Calciumchlorid-Methode
Durch die Auswertung der Agarosegelelektrophorese der Plasmidisolierung konnte
abgeschatzt werden, dass die erhaltene Plasmidlésung etwa 1:640 verdinnt werden
musste, um ein 1 pg Plasmid pro 10 pl Lésung zu erhalten. In ein Eppendorfgefald
wurde dann 1 pl Plasmid-DNA mit 639 pl Wasser pipetiert. Dieses wurde dann bei
9000 g 60 Sekunden lang abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und auf
den Zellniederschlag wurde dann 200 ul Glycerin pipetiert. Dieser Vorgang wurde
zweimal wiederholt. AnschlieRend wurden 100 ul Bakteriensuspension (kompetent
nach der Calciumchlorid-Methode) und 1 pl Plasmid-DNA in die Kivetten pipetiert.
Die Klvetten wurden dann einem Hitzeschock (5 min, 42°C) ausgesetzt. Damit die
Bakterien nicht absterben, wurde schnell 2000 ul Medium hinzugegeben. Diese L06-
sung wurde dann in ein Eppendorfgefal® gefullt und fir eine Stunde auf den Schattler
gestellt. Danach wurde die Lésung fur 60 Sekunden bei 9000 g abzentrifugiert. Der
Niederschlag wurde dann auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (50 pg/ml) ausge-
strichen und tGber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
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4, Ergebnisse

4.1 Erstellen eines B-Lactamase-Testsystems

Die Spaltung von B-Lactamen durch p-Lactamasen fuhrt zu einer S&urebildung. Die-
se Saurebildung wird photometrisch durch Farbanderung an einem pH-Indikator ge-
messen. Als pH-Indikator haben wir Phenolrot verwendet. Die Spektren des Phenol-
rotindikators im alkalischen und sauren pH-Bereich sind in Abbildung 5 dargestellt.

(A)

(B)
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Abbildung 5: Absorption des Phenolrotindikators im basischen (A) und im sauren
(B) pH-Bereich.

Diese gemessenen Anderungen im Spektralphotometer sind auch an der Farbe der
L6sung in der Klvette zu erkennen (Abb. 6).

Abbildung 6: Farbe des pH-Indikators Phenolrot bei unterschiedlichen pH-Werten.

Dieser Farbwechsel des pH-Indikators Phenolrot kann in einer Titrationskurve bei

430 nm und 560 nm im Photometer gemessen werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: Titrationskurve des alkalischen pH-Indikators Phenolrot im Tris/HCI-
Puffer pH 7,5 mit 5%iger Essigsaure und Messen der Absorption bei 430 nm und 560

nm im Photometer.

Wie die Abbildungen 5, 6 und 7 zeigen, kann eine neutrale Phenolrotldsung durch
Saurebildung einen Farbumschlag erfahren. Im biologischen System wird diese Sau-

rebildung durch die p-Lactamase hervorgerufen (siehe Abb. 13).

4.2 Messung der B-Lactamase bei verschiedenen Mikroorganismen

Der in Kapitel 3.3 beschriebene Phenolrottest wurde zur Testung von p-Lactamasen
bei verschiedenen Bakterien eingesetzt. Das Gram-negative Bakterium E. coli und
die Gram-positiven Bakterien Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Streptococcus
aglactiae und Staphylococcus aureus wurden auf p-Lactamasen untersucht.

Dabei wurde gefunden, dass E. coli nicht auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte
wachsen kann (siehe Abb. 8 (A)). Wenn E. coli das Plasmid pUC18 enthalt, dann
kann es jedoch wachsen (siehe Abb. 8 (B)).

Abbildung 8: Ausstrich von E. coli DH5a ohne Plasmid pUC18 (A) und mit Plasmid
pUC18 (B) auf LB-Agarplatten, die das p-Lactamantibiotikium Ampicillin enthalten.
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Beide E. coli-Kulturen wurden auf Plasmide untersucht. Das Ergebnis ist in Abbil-
dung 9 gezeigt. Aus diesen Befunden ist zu schlieBen, dass die Ampicillinresistenz
mit dem Plasmid pUC18 verknUpft sein muss.

Abbildung 9: Analyse von E. coli-Stammen auf Plasmide durch Agarosegele-
lektrophorese. Linke Spur: E. coli-Stamm, mittlere Spur: E. coli-Stamm mit Plasmid
pUC18, rechte Spur: Langenstandard. Zahlen: DNA-L&nge in Kilobasenpaaren.

Wenn das Plasmid pUC18 tatsachlich der Trager der Ampicillinresistenz ist, so
musste bei seiner Transformation in einen plasmidfreien E. coli-Stamm diese Eigen-

schaft mit Ubertragen werden.

Die Transformation des Plasmides in E. coli scheint aber leider nicht gegliickt zu
sein, da auf den ampicillinhaltigen LB-Agarplatten keine Bakterien gewachsen waren.
Dies kann daran gelegen haben, dass die Bakterien bei dem Hitzeschock abgetotet
wurden. Daher konnte bei dieser Kultur auch kein weiterer Kontrollversuch gemacht

werden, ob nun das Plasmid mit dem bla-Gen in den Bakterien transformiert wurde.
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Von den Gram-positiven Bakterien konnte nur der Staphylococcus aureus auf einer
ampicillinhaltigen Agarplatte wachsen (siehe Abb. 10). Andere Bakterien, wie Strep-
tococcus agalactiae (siehe Abb. 11), Bacillus subtilis und Bacillus licheniformis konn-
ten nicht auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte wachsen.

Abbildung 10: Wachstum von Staphylococcus aureus auf einer LB-Agarplatte, die
das p-Lactamantibiotikum Ampicillin enthalt.

Abbildung 11: Ausstrich von Streptococcus agalactiae auf einer LB-Agarplatte, die
das pB-Lactamantibiotikum Ampicillin enthalt. Es ist kein Wachstum nachweisbar.
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4.3 Lokalisation und Eigenschaften der p-Lactamase
Die verschiedenen Gram-positiven und Gram-negativen Testorganismen wurden auf
die Lokalisation und den Eigenschaften ihrer p-Lactamasen untersucht. Aus Kulturen

wurden der Uberstand und die Zellen analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 12
dargestellt.

Abbildung 12: Messung der p-Lactamase-Aktivitat mit dem Phenolrotreagenz in Zel-
len verschiedener Bakterien und in deren Kulturiberstand. Hohe blaue Balken (Ab-
sorptionsmessung bei 430 nm) stehen fur eine hohe p-Lactamase-Aktivitat. Hohe
rote Balken (Absorptionsmessung bei 560 nm) stehen fir keine Anséduerung des pH-
Indikators und damit fir keine p-Lactamase-Aktivitat.

Diese Abbildung zeigt, dass in den Kulturiberstanden in der Regel eine sehr geringe
B-Lactamase-Aktivitat nachzuweisen ist. Die p-Lactamase kommt in den Nieder-
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schlagen vor, also ist sie ein zellgebundenes Protein. Insbesondere Staphylococcus
aureus hat ein sehr aktives g-Lactamase-Enzym.

Um zu beweisen, dass es sich bei der p-Lactamase-Aktivitdt um ein Enzym handelt,
wurde ein weiterer Test durchgefuhrt. Proteine und damit auch das Enzym g-
Lactamase sind temperaturempfindliche Molekule. Wenn die Zellniederschlage er-
hohten Temperaturen ausgesetzt werden, dann sollte die Enzymaktivitat irreversibel

gehemmt werden.

Ein solcher Versuch wurde mit E. coli-Zellen durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in der
nachfolgenden Abbildung gezeigt. Dazu wurden die Zellen 30 Minuten bei 50°C,
70°C, 80°C, 95°C und zur Kontrolle bei Raumtemperatur inkubiert und dann in den
Phenolrottest eingesetzt.

Abbildung 13: p-Lactamase-Aktivitat im Phenolrottest in Abh&angigkeit von der Tem-
peratur. Die Ansatze wurden mit 100 pl E. coli-Suspension beimpft und dann 50 Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Die Kulturen waren wie folgt vorbehandelt: von links nach
rechts 50°C, 70°C, 80°C, 95°C, Raumtemperatur. Ganz rechts Kontrollansatz mit
Wasser anstelle einer E. coli-Suspension. Obere Reihe vor der Inkubation, untere
Reihe nach 50-minutiger Inkubation bei 37°C.

Dieser Test beweist, dass die p-Lactamase ein Enzym ist, das bereits bei 50°C irre-

versibel inaktiviert wird. Die Zellsuspension, die zur Kontrolle bei Raumtemperatur
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inkubiert worden war (untere Reihe 2. von rechts), zeigt den Farbumschlag nach
gelb.

44 Hemmung der B-Lactamasen

B-Lactamasen werden bei pharmazeutischen Anwendungen durch Inhibitoren ge-
hemmt (Daschner und Frank, 2005). Dies wurde mit der pharmazeutisch eingesetz-
ten Clavulanséure getestet. Clavulansaure ist eine Lactam-analoge Verbindung (sie-
he Abb. 3B), die sehr viel fester an p-Lactamasen bindet als ein §-
Lactamantibiotikum. Lactam-analoge Verbindungen haben zwar den p-Lactamring,

besitzen aber andere chemische Gruppen als p-Lactamantibiotika.

Dieser Versuch wurde mit Amoxicillin, einem penicillindhnlichem -
Lactamantibiotikum, und Clavulansaure durchgefthrt. Die Kombination ist in Tablet-
tenform im Handel erhaltlich. Das Ergebnis dieser Versuche ist in den nachfolgenden

Tabellen dargestellt.

Tabelle 1: Hemmung der p-Lactamase bei E. coli-Zellen durch Clavulansaure.

Absorption Absorption
Inkubation Ansatz 430 nm 560 nm
to Amoxicillin 0,672 0,65
to Amoxicillin und 0,581 0,621
Clavulansaure
t60min Amoxicillin 0,753 0,541
t6omin Amoxicillin und 0,479 0,556
Clavulansaure

Tabelle 2: Hemmung der p-Lactamase bei Staphylococcus aureus durch Clavulan-

saure.
Absorption Absorption
Inkubation Ansatz 430 nm 560 nm
to Amoxicillin 1,078 0,926
to Amoxicillin und 1,136 0,991
Clavulansaure
teomin Amoxicillin 1,169 0,868
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t6omin Amoxicillin und 1,075 0,932
Clavulansaure

Die Messergebnisse mit E. coli und Staphylococcus aureus belegen, dass Clavulan-
saure die Saurebildung aus Amoxicillin und damit die p-Lactamase-Aktivitat redu-

ziert.

4.5 Nachweis von Antibiotika in Milch

Da Antibiotika nicht nur bei Menschen, sondern auch bei Tieren eingesetzt werden,
kann es sein, dass Milch von einer Antibiotika-behandelten Kuh mit Antibiotika be-
lastet ist. In der Milchindustrie werden daher Antibiotikateste mit Milchproben durch-
gefuhrt, um eine Wachstumshemmung der Starterkulturen fir die Joghurt- und K&-
seherstellung zu vermeiden. Einen solchen Test, den so genannten Delvo-Test, ha-
ben wir an zwei Proben durchgefiihrt. Eine Probe enthielt Antibiotika-freie Milch, die
andere wurde mit 5 pg Ampicillin pro Milliliter Milch versetzt.

Das Ergebnis dieser dreistiindigen Inkubation bei 56°C ist in der nachfolgenden Ab-
bildung dargestellt:




19

Abbildung 14: Nachweis von Antibiotika in Milchproben. Links Milch mit 5 pg/ml
Ampicillin. Rechts Antibiotika-freie Milch.

Der Test liefert einen eindeutigen Befund. In der Antibiotika-haltigen Milchprobe
konnte der Testorganismus nicht wachsen; daher fand in dieser Probe auch kein
Farbumschlag des pH-Indikators Bromkresolpurpur statt. Im Fall der Antibiotika-
freien Milch wachst der Testorganismus und bildet Saure. Daher schlagt der pH-
Indikator Bromkresolpurpur von violett nach gelb um.

5. Diskussion

Test: Der in dieser Arbeit vorgestellte Test auf f-Lactamase beruht auf dem Nach-
weis der Saurebildung durch dieses Enzym. Ein solcher Nachweis ist nicht hochspe-
zifisch, da er durch andere Séuren, wie z.B. EDTA, Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure,
gestort werden kann. Daher konnten wir keine Hemmung der g-Lactamasen durch
EDTA messen. EDTA ist ein Komplexbildner, der die zweiwertigen Metallionen

(Brenda-Datenbank) im Enzym binden und damit die Enzymaktivitat hemmen wirde.
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Aktivitat: Auch unsere Versuche sprechen daflir, dass die gemessene Aktivitat
durch Enzyme, namlich durch p-Lactamasen, ausgelost wurde. Von diesen Enzymen
ist bekannt, dass sie z.B. durch Temperaturen zwischen 40 °C und 50 °C irreversibel
denaturiert werden (Brenda-Datenbank). Tatsachlich wurde auch die g-Lactamase

aus E. coli bereits durch 50 °C denaturiert.

Ein weiterer Hinweis auf ein Enzym ist die Hemmung durch Clavulansaure. Aller-
dings war die Hemmung in unserem Testansatz nicht besonders deutlich, da in dem
zur Verfugung stehenden Handelspréaparat die Konzentration des -Lactams (Amoxi-
cillin) sehr hoch im Vergleich zum Hemmstoff war. Dadurch kommt es am aktiven
Zentrum des Enzyms zu einer Konkurrenz von Lactamantibiotikum und Lactam-

Inhibitor (kompetitive Hemmung).

Auch unsere molekularbiologischen Versuche sprechen fur eine Enzymaktivitat, da
nur E. coli-Zellen, die das Plasmid pUC18 enthalten, p-Lactamase positiv waren. Wie
auf der Genkarte des Plasmides zu sehen ist, enthélt dieses Plasmid nur drei Gene,
von denen eines das bla-Gen ist (siehe Abb. 15). Dieses Gen codiert bekannterma-
Ben fur die Ampicillinresistenz, die es den E. coli-Zellen ermdglicht in Gegenwart von

Penicillinantibiotika zu wachsen.

Auch das Bakterium Staphylococcus aureus muss ein bla-Gen besitzen, da wir in
ihm eine sehr hohe B-Lactamase-Aktivitat messen konnten und das Bakterium auf
einem Ampicillin-haltigen N&hrboden wachsen konnte. In diesem Gram-positiven
Organismus haben wir nicht gepruft, ob er ein Plasmid besitzt, welches das bla-Gen
enthalt.
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Abbildung 15: Genkarte des Plasmids pUC18.

Lokalisation: Das Enzym kam bei Gram-negativen und bei Gram-positiven Bakteri-
en vor. Beide Bakterienarten unterscheiden sich durch ihren Zellwandaufbau (siehe
Abb. 16), jedoch war die p-Lactamase-Aktivitat in beiden Fallen an die Zellen gebun-

den.

Abbildung 16: Schematischer Zellwandaufbau Gram-negativer (A) und Gram-
positiver (B) Bakterienzellen. Die Zellwand ist rot , das Periplasma ist blau darge-

stellt.
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Bei Gram-negativen Zellen kbnnte die Enzym-Aktivitdt der p-Lactamase im Pe-
riplasma vorkommen. Da es einen solchen Raum bei Gram-positiven Bakterien nicht

gibt, muss die p-Lactamase dort direkt an der Zelloberflache gebunden sein.

Bei vielen Bakterien gibt es bei der Zellwandbiosynthese Enzyme, die in der Vergan-
genheit als Penicillin-bindende Proteine identifiziert wurden und tatséchlich an der
Zelloberflache lokalisiert sind. Dies erscheint sinnvoll, da die Zellwand eine Oberfla-
chenstruktur der Bakterien darstellt. Heute ist bekannt, dass diese Penicillin-
bindenden Enzyme als p-Lactamasen zu bezeichnen sind. Daher werden beide En-
zyme auch unter einer gemeinsamen Registrierungsnummer in den Datenbanken,
z.B. Brenda, geftuihrt: EC 3.5.2.6.

Die verschiedenen getesteten Gram-positiven und Gram-negativen Organismen ent-
halten unterschiedliche p-Lactamasen. So konnten wir mit unserem Test nicht ein-
deutig dieses Enzym in Bacillus subtilis und in Bacillus licheniformis nachweisen,
obwohl auch diese Mikroorganismen die p-Lactamase enthalten sollten (Brenda-
Datenbank). Dafur kbnnen zwei Griinde von Bedeutung sein:

1. Die Enzym-Aktivitat ist vorhanden, aber sehr gering.

2. Die Enzym-Aktivitat muss erst durch p-Lactamantibiotika induziert werden.
Durch unsere Testergebnisse kdnnen wir nicht zwischen diesen beiden Mdglichkei-
ten entscheiden, da wir z.B. die Nachweisempfindlichkeit unseres Testes nicht ge-
pruft haben. Auferdem wurden unsere Testkulturen nicht mit subletalen Dosen an §-
Lactamantibiotika geziichtet, so dass eine mdgliche Induktion nicht eingeleitet wer-
den konnte.

Antibiotika-Testkit: Dieser kommerzielle Test wird in vielen Betrieben der Lebens-
mittelindustrie eingesetzt. Er hat viele Vorteile, die fir den praktischen Einsatz von
Bedeutung sind:
1. Er ist preiswert, so dass grof3e Testreihen mit ihm durchgefihrt werden kon-
nen.
2. Er ist sehr empfindlich, so dass mit ihm noch Spuren von Antibiotika in Le-
bensmitteln wie der Milch nachgewiesen werden kénnen. Die hohe Empfind-
lichkeit beruht auf dem Testorganismus Bacillus stearothermophilus.
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3. Es wird in der taglichen Proteinanalytik ein thermophiler Testansatz verwen-
det, weil bei diesem Temperaturbereich Stérungen durch mesophile Kontami-
nationen ausgeschlossen sind.

Mit diesem Test kann also die Verbreitung der Antibiotika in unserer Umwelt gemes-
sen und damit auch ein moglicher Bereich fur Antibiotikaresistenzen bestimmt wer-

den.

Ausblick: Durch die groRe Menge der Antibiotika, die bei der Behandlung von
Krankheiten eingesetzt werden und somit in die Umwelt gelangen, werden die Resis-
tenzbildungen gefordert. Bekanntlich werden in der Humanmedizin 20 — 50 % der
Antibiotika unndétig eingesetzt (siehe http://www.hygiene.uni-luebeck.de/Lehre/ Wich-
tige%20Antibiotika%20und%20Antimykotika.pdf, S. 43). Demzufolge ist der Mensch
durch den hohen Verbrauch der Antibiotika mit verantwortlich fir die Ausbreitung der
Resistenzen. Daher sollte verantwortungsbewusster mit dem Verbrauch und Einsatz
der Antibiotika umgegangen werden und nicht bei jeder Krankheit, die keine unbe-
dingte Antibiotikabehandlung erfordert, diese Wirkstoffe eingesetzt werden. Da viele
Patienten das zumeist nicht selbst entscheiden kdnnen, sind hier insbesondere die
Arzte in der Pflicht.

Abbildung 17: Jahre der ersten Einfiihrung neuer Antibiotika.
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Durch die Abbildung 17 wird noch einmal deutlich gemacht, dass die Entwicklung
neuer Antibiotika nicht beliebig schnell erfolgt und wir damit nicht unbegrenzt viele
Antibiotika zur Verfugung haben. Die Resistenzentwicklung ist vermutlich schneller
als die Neuentwicklung dieser Wirkstoffe. Es ist daher wirklich wichtig, etwas gegen
die Ausbreitung der Resistenzen zu unternehmen. Wir schlagen deshalb vor, dass
man den Einsatz von Antibiotika mdglichst reduzieren und durch Auflagen starker

kontrollieren sollte.
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