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Kurzfassung
Stenotrophomonas maltophilia ist ein humanes opportunisch pathogenes Bakterium, dessen

Verbreitung und genetische Diversitat in der Umwelt hier genauer untersucht wurde. Eine
Reihe von genetisch unterschiedlichen Isolaten konnten aus Abwasserumgebungen und
Gewadssersedimenten gewonnen werden. Die beiden gréRten der hier identifizierten
genetischen Gruppen scheinen auf das Auftreten in der Umwelt im Gegensatz zu klinischen
Umgebungen beschrankt zu sein. Alle untersuchten Isolate wiesen multiple
Antibiotikaresistenzen auf.

Einleitung
Stenotrophomonas maltophilia ist ein y-Proteobakterium, das in der Umwelt ubiquitar

verbreitet ist. Der Organismus weist eine groRe Zahl von Antibiotika-Multiresistenzen auf
und tritt als opportunistisches Pathogen mit zunehmender Haufigkeit auf. Insbesonders
nosokomiale Infektionen werden zunehmend haufiger durch diesen Organismus verursacht,
der nach Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter spp. an dritthdufigster Stelle bei den
gram-negativen nicht-Glucose-fermentierenden Krankenhauserregern steht (Jones et al.
2003). Epidemiologische Studien dieser Art wurden bisher (iberwiegend an klinischen
Isolaten durchgefiihrt. Die Erkenntnis aus den meisten dieser Untersuchungen ist, daR die
Uberwiegende Zahl von klinischen Isolaten keine klonalen Komplexe bilden (Senol 2004).
Dies deutet auf eine Infektion mit individuellen Stammen aus Umweltquellen hin, aber nicht
auf eine gréRere Bedeutung der Ubertragung zwischen Patienten. Im Gegensatz zu den
epidemiologisch gut untersuchten klinischen Isolaten ist jedoch wenig (iber die genetische
Diversitat von S. maltophilia Stammen in der Umwelt bekannt, ebensowenig wie lber die
hier auftretenden Antibiotikaresistenzen. In einer neueren Arbeit von Kaiser et al. (2009)
wird die generelle Populationsstruktur einer Mischung von klinischen sowie Umweltisolaten
von S. maltophilia durch Multilokus-Sequenzanalyse untersucht. Diese Analyse der
evolutiven Beziehungen zwischen Stammen zeigt hier das Auftreten von 15 genetischen
Gruppen, die z. T. auch schon vorher von Hauben et al. (1999) beschrieben worden sind.



Diese beiden Studien beziehen neben klinischen Stammen auch Umweltisolate in ihre
Untersuchungen mit ein. Eine weitere Untersuchung hatte das konkrete Ziel, klinische sowie
Umweltstamme in ihren genetischen und physiologischen Eigenschaften zu vergleichen
(Berg et al. 1999). Hier wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen, was
teilweise an der moglicherweise zu geringen Zahl von Stammen (je 25 klinische und
Umweltstdmme) gelegen haben konnte. Allerdings kann angenommen werden, dal} eine
groRe Zahl von Umweltstammen auch prinzipiell in der Lage sein sollte, Infektionen beim
Menschen zu erzeugen.

Ziel der in diesem Projekt durchgefiihrten Arbeiten war die Etablierung einer
Stammbkollektion von S. maltophilia aus verschiedenen Umweltproben, um einen Uberblick
Uber Habitatverbreitung und die genetische Diversitdt der auftretenden Stdamme zu
gewinnen. Weiterhin wurde ein Screening der im Organismus auftretenden
Antibiotikaresistenzen durchgefihrt.

Probenherkunft
Die folgenden Proben wurden untersucht:

e Abwasser und Belebtschlamme der folgenden kommunalen Klaranlagen:
Karlsruhe-Neureut

Hagenbach bei Karlsruhe

Rheinstetten bei Karlsruhe

o O O O

Garching bei Miinchen
0 Grineck bei Miinchen

* Altrhein-Gewassersedimente in der Gegend von Neuburg in der Pfalz

* Grasboden im Siedlungsbereich von Karlsruhe

* Waldboden des Karlsruher Stadtwaldes (Hardtwald)
Weiterhin wurden Isolate aus der Stammsammlung des Instituts fiir Mikrobiologie der
Universitat Rostock, Wasser-Isolate der Stammsammlung des Klinikums Karlsruhe sowie die
beiden Isolate R551-3 sowie SKA14, fir die Genomsequenzen verfligbar sind, mit in die
Analyse einbezogen.

Isolierung und Identifizierung von S. maltophilia

Die Isolierung von S. maltophilia Stammen wurde mit der Methode von Bollet et al. (1995)
(Flissiganreicherung in Methionin-haltiger Nahrbouillon mit nachfolgender Selektion
Imipenem-resistenter Kolonien auf Festmedien) durchgefiihrt. Die so erhaltenen Kolonien
wurden dann mittels einer Spezies-spezifischen PCR-Reaktion auf ihre Identitat als S.
maltophilia Uberpriift. Isolate konnten aus allen untersuchten Abwassern und
Belebtschlammen sowie den Gewassersedimenten aus Neuburg gewonnen werden. Gras-
und Waldboden erwiesen sich als negativ.



j Primer (GTG)s Primer BoxA1R Isolat  Herkunft
S S I l l l e22 Abwasser
T 1 I nl : 8F Wassriges Sediment
Gs9 Belebtschlamm
GAB Abwasser
5F17 Wassriges Sediment
8a1 Wassriges Sediment
Gs4 Belebtschlamm
Gs5 Belebtschlamm
GR2 Belebtschlamm
4G Wassriges Sediment
e21 Abwasser
Ks3 Belebtschlamm
KA41 Abwasser
Ks14 Belebtschlamm
GR1 Belebtschlamm
GR6 Belebtschlamm
! X434 Wasser
R551-3  Pappelrhizosphare
GR3 Belebtschlamm
NA16 Abwasser
GR4 Belebtschlamm
RA19 Abwasser
F11 Belebtschlamm
HA14 Abwasser
NB2 Belebtschlamm
| HA1 Abwasser
1 RA5 Abwasser
' NB2 Belebtschlamm
el Brackwasser
e2 Brackwasser
X968 Wasser
| 1.4 Wassriges Sediment
\ 41 Wassriges Sediment
KA42 Abwasser
e13 Rapsrhizosphare
e23 Kontaktlinsenspullésung
Gs2 Belebtschlamm
GS3 Belebtschlamm
Gs7 Belebtschlamm
] RB16 Belebtschlamm
Gs8 Belebtschlamm
Ks8 Belebtschlamm
Ks29 Belebtschlamm
NA18 Abwasser
KS25 Belebtschlamm
SKA14 Salzwasser
Gsé Belebtschlamm
Gs1 Belebtschlamm
KA24 Abwasser
X743 Wasser
' NA20 Abwasser
‘ 8.6 Wassriges Sediment
| 8E Wassriges Sediment
i - 75 Wassriges Sediment
e19 Kartoffelschale
i 7E Wassriges Sediment
i €20 Kartoffelrhizosphare
i KS13  Belebtschlamm
| HA22 Abwasser
‘ 6.7 Wassriges Sediment
8.3 Wassriges Sediment
F Wassriges Sediment
7.4 Wassriges Sediment
] e8 Rapsrhizophare
e4 Rapsrhizosphare
] 7D Wassriges Sediment
‘ | 4 i ¥ F10 Abwasser
_ , 3 : $ 3 ‘ B4 Belebtschlamm
1 T T GRS Belebtschlamm
—< i g ‘_} l I E i . e24 Kontaktlinsenspullésung

Abb. 1: Untersuchung der genetischen Diversitdt von S. maltophilia Umweltisolaten mittels
rep-PCR und nachfolgender Bildanalyse der Bandenprofile mit BioNumerics.



Untersuchung der genetischen Diversitaten der Isolate

Genetische Diversitaten der Isolate wurden mittels rep-PCR mit den Primern BoxA1lR und
(GTG)s untersucht (Versalovic et al. 1994). Die Bandenprofile erwiesen sich als extrem
heterogen, was auf eine hohe genetische Variabilitdt hindeutet. Die Profile wurden mit dem
Bildanalyseprogramm BioNumerics ausgewertet und entsprechend ihrer Ahnlichkeit
gruppiert (s. Abb. 1). Nach Eliminierung von Klonen derselben Probe ergaben sich insgesamt
70 unterschiedliche Profile. Bereits mit einem vergleichsweise geringen Schwellenwert von
30% Profilahnlichkeit ergeben sich in dieser Analyse 7 verschiedene genetische Gruppen mit
23 Isolaten.

Antibiotikaresistenzanalysen

Mittels Plattendiffusionstests wurde eine Reihe von Isolaten (zwischen 27 und 57 Stamme je
Substanz) auf Resistenzen bzgl. 15 verschiedene Antibiotika getestet. Hierbei wurde ein
Isolat nur dann als resistent angesehen, wenn kein Hemmhof um die Antibiotika-Disk
erkennbar war. Isolate mit sichtbaren Hemmhofen, innerhalb derer ein reduziertes
Bakterienwachstum beobachtet werden konnte, wurden als intermediar betrachtet.
Numerisch wurde eine Resistenz mit 1, ein intermediares Verhalten mit 0.5 und eine
Sensitivitat mit 0 ausgewertet.

Die folgenden Antibiotika wurden getestet:

Penicillin G P 10 IE
Ampicillin AM 10 pg
Kanamycin K 30 ug
Gentamycin GM 10 pg
Neomycin N 30 ug
Ciprofloxacin CIP 5ug
Norfloxacin NOR 10 pg
Ofloxacin OFX 5ug
Erythromycin E 15 pug
Vancomycin VA 30 ug
Tetracyclin TE 30 pg
Chloramphenicol C 30 ug
Triple-Sulfa SSS je 83 pg
Sulfamethoxazol/Trimethoprim | SXT 23.75/12.5
Novobiocin NB 10 pg

Die Analysen bestéatigten zunachst die Antibiotika-Multiresistenz von S. maltophilia: von 27
Stammen wurden im Mittel 8 + 1.1 Resistenzen pro Isolat (Minimum 5, Maximum 10)
beobachtet. Bei den Sulfonamiden trat eine sehr hohe Zahl an intermedidren Stammen auf.
Die Verteilung der Resistenzen lber die Einzelsubstanzen ist in Abb. 2 gezeigt.
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Abb. 2: Prozentuale Verteilung der Antibiotikaresistenzen tber die untersuchten Isolate.

Diskussion

Die hier durchgefiihrten Analysen bestdtigen eine hohe genetische Diversitdt von
Stenotrophomonas maltophilia auch in Umweltstammen. Untersuchungen von Hauben et al.
(1999) etablieren 10 unterschiedliche Genogruppen von Stenotrophomonas, dies wird durch
Kaiser et al. (2009) noch erweitert.

Von den beiden Gruppen mit den meisten Isolaten in unserer Analyse enthélt die eine den
Stamm R551-3, der von Kaiser et al. der Genogruppe 5 zugeordnet worden ist. Diese Gruppe
enthdlt in beiden Studien von Hauben und Kaiser ausschlief(lich Umweltisolate und keine
klinischen Stamme, so dal} hier eine spezielle 6kologische Einnischung angenommen werden
kann. Falls die in unserer Untersuchung gefundene Gruppe mit der Genogruppe 5
Ubereinstimmt, spricht die hohe Zahl an Isolaten sowie die weite Verbreitung in
unterschiedlichen Belebtschlammen und Abwassern hier ebenfalls fiir eine Praferenz von
Umweltlebensraumen.

Weiterhin kann hier erwdahnt werden, daR3 die Isolate e4, e8, €19 und e20 in einer Studie von
Minkwitz und Berg (2001) Stammen mit einer speziellen Signatur des 16S rRNA Gens
zugeordnet wurden, die auch bisher ebenfalls nur in der Umwelt und nicht in klinischen
Umgebungen detektiert wurden. In unserer Untersuchung sind genetisch dhnliche Stamme
dem zweitgréBten hier gefundenem Cluster zuzuordnen, wobei diese allerdings
Uberwiegend aus Rhizospharenumgebungen und Gewadssersedimenten isoliert wurden. Auch
dies spricht wieder fiir die Besetzung einer speziellen 6kologischen Nische durch diese
Stamme.

Die Antibiotikaresistenz-Untersuchungen bestatigen S. maltophilia als intrinsisch
multiresistenten Organismus und zeigen durchgidngig hohe Resistenzen im Falle von
Penicillinen, den Aminoglykosien Kanamycin und Neomycin, sowie bei Erythromycin und
Novobiocin. Im Gegensatz hierzu sind die meisten Stamme sensitiv gegenlber
Chinolonantibiotika sowie Chloramphenicol. Innerhalb der Art variabel scheinen Resistenzen



gegen Gentamycin, Tetracyclin, Vancomycin, sowie gegen Sulfonamide. Allerdings deutet bei
diesen die hohe Zahl an intermedidren Phdnotypen darauf hin, dafl die im
Plattendiffusionstest eingesetzten Disks nicht den richtigen Konzentrationsbereich fir die
Tests abdeckten.

Zusammenfassend kann hier bemerkt werden, daR Stenotrophomonas maltophilia in der
Umwelt eine weite Verbreitung und hohe genetische Variabilitdt aufweist. Insbesondere aus
Abwasserumgebungen als  Schnittstellen der anthropogenen und natirlichen
Wasserkreislaufe 1aRt sich diese Art problemlos isolieren und dirfte in Klaranlagen ubiquitar
verbreitet sein. Aus Wald- und Grasboden konnten keine Isolate gewonnen werden,
allerdings aus Gewassersedimenten. Rhizospharenumgebungen wurden hier nicht detailliert
untersucht, allerdings wurde das Auftreten von S. maltophilia in pflanzlichen
Wurzelumgebungen bereits beschrieben (Berg et al. 2005). Genetische Clusterbildungen in
dieser und anderen Untersuchungen deuten auf eine praferentielle &kologische
Nischenbildung von einigen Genogruppen hin. Das pathogene Potenzial der
unterschiedlichen Genogruppen sowie die Fahigkeit zur Ausbildung und zum Austausch von
Antibiotikaresistenzen sollte detaillierter untersucht werden.
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