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In den letzten 20 Jahren spielten Aminoglykoside eine wichtige Rolle in der antibakteriellen Chemo-
therapie und ihre Inaktivierung Uber Aminoglykosid modifizierende Enzyme (AME), als haufigste Form
der erworbenen Resistenz, ist immer noch Gegenstand intensiver Untersuchungen.

Die Methoden der Pulsfeldgelelektrophorese(PFGE) ermdglichen bei den Untersuchungen im Bereich
der Resistenzcodierung von AME die Auftrennung langerer DNA-Molekile als die herkdmmliche
Elektrophorese. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus einer Vielzahl von Elektrophoresemethoden die
PFGE mit programmierbarem, automatisch kontrolliertem Elektrodensystem ausgewahlt. Es sollte
Uberprift werden, ob sich ihre Durchfiihrung schnell und einfach gestalten 1aRt und ob das im
Blattchendiffusionstest ermittelte phanotypische Resistenzmuster der eingesetzten gramnegativen
Hospitalkeime mit dem genotypischen Muster aus der Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten
DNA-Sonden, die gegen spezifische Resistenzgene gerichtet sind, Gbereinstimmt.

Auf der Basis des Blattchendiffusionstestes wurde das phanotypische Resistenzmuster von 32 aus
Patientenmaterial isolierten, Aminoglykosid-resistenten, gramnegativen Keimen ermittelt und die
Verteilung der AME aufgezeigt. Die weiteren Untersuchungen beschranken sich auf die haufigsten
AME: AAC(3)-IV, AAC(3)-V, APH(3)-I und ANT(2"). Dazu wurden mit Hilfe des GENUISnet-
Computersystems am Deutschen Krebsforschungszentrum vier spezifische, jeweils ein AME
codierende Gensonden ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dal® die Dot-Blot-Hybridisierung mit den
Digoxigenin-markierten Gensonden ein geeignetes und zuverlassiges Verfahren zum Nachweis von
Aminoglykosid-Resistenzgenen darstellt. Die Ergebnisse korrelierten gut mit den phanotypischen
Resistenzprofilen aus dem Blattchendiffusionstest. Nur in 8,6% der Falle stimmten die Ergebnisse aus
der Hybridisierung nicht mit dem Phéanotyp Uberein. Es wird angenommen, daf3 eventuell ein Fehler
bei der Interpretation der phanotypischen Resistenzmuster zugrunde liegt oder aber Resistenzgene
nachgewiesen wurden, deren entsprechendes AME nicht synthetisiert wird. Moglicherweise codieren
die Resistenzgene andere zum Stoffwechsel der Bakterien gehérende Enzyme oder ihre Expression
wird durch Regulationsmechanismen unterdriickt. Andererseits konnten einige Aminoglykosid-
modifizierende Enzyme genotypisch nicht nachgewiesen werden. Der Grund dafir kdnnten
Isoenzyme sein, die von verschiedenen Resistenzgenen codiert werden. Die eingesetzten Gensonden
erkennen jedoch nur ein spezifisches Aminoglykosid-Resistenzgen, sodalR die jeweiligen Isoenzym-
codierung nicht erfal3t worden ware. Das genotypische Screening wird dadurch erschwert, denn die
Untersuchung muR3te mit Gensonden aller bekannten Resistenzgene durchgefiihrt werden.

Im Rahmen der Etablierung der Methoden konnte gezeigt werden, dal3 die Anwendung der
Pulsfeldgelelektrophorese ein zuverlassiges Verfahren ist, um groBere DNA-Molekiile aufzutrennen,
jedoch ist die Einstellung der Elektrophorese-Parameter sehr zeitaufwendig.

Bei der Durchfiihrung der Hybridisierungsexperimente zeigten sich die Digoxigenin-markierten
Gensonden als hervorragend geeignet. Im Gegensatz zu einer radioaktiven Markierung konnte mit der
Digoxigenin-Markierung schneller, kostengunstiger und ungeféhrlich gearbeitet werden.



