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Induktion des MAR-Phänotyps als
mögliche Ursache für die Entwicklung der
Fluorchinolon-Resistenz bei E. coli

Originalarbeit

Resistenz gegen�ber Fluorchinolonen
war bei E. coli zun�chst sehr selten [12]
und erschien aufgrund der hohen MHK-
Differenz zwischen Wildtyp-Niveau und
klinischer Resistenz, die etwa das
200fache betr�gt, auch nicht wahrschein-

lich. Diese Situation hat sich allerdings
entscheidend ge�ndert, so dass bereits
1995 rund 5 % aller klinischen E.-coli-
Isolate in Deutschland resistent gegen-
�ber Ciprofloxacin waren [8]. Hauptur-
sache der Resistenz sind Ver�nderungen

der Zielstrukturen der Fluorchinolone:
Topoisomerase II (Gyrase) und Topo-
isomerase IV. Hoch resistente klinische
E.-coli-Isolate besitzen nahezu alle eine
Kombination aus Gyrase- und Topoiso-
merase-IV-Mutationen [9]. Da die Muta-
tionsfrequenz jeder einzelnen dieser Mu-
tationen bei mindestens 10-9 liegt [6], er-
gibt sich bei der Kombination aus zwei
bis drei Topoisomerase-Mutationen, die
zum Erreichen hoher klinischer Resistenz
notwendig sind, ein Paradoxon: Theore-
tisch ist es m�glich, zu einer hohen Re-
sistenz zu gelangen, praktisch jedoch
ben�tigt man bereits zur �berwindung
des klinischen Grenzwerts in einem
Schritt mindestens 1018 KBE und zum
Erlangen hoher klinischer Resistenz
weitaus h�here Zellzahlen. Da bei der
Therapie mit Fluorchinolonen, zum Bei-
spiel Ciprofloxacin, die Serum-Konzen-
trationen �ber mehrere Stunden oberhalb
der MHK einer GyrA-Serin-83-Mutante,
der Ein-Schritt-Mutante mit der geringst-
m�glichen Sensibilit�t gegen�ber Flu-
orchinolonen, liegt [1], erscheint es un-
m�glich, dass solche Mutanten unter der
Therapie entstehen k�nnen. Daher ist
die Existenz eines Basal-Mechanismus
wahrscheinlich, der die Entstehung resis-
tenter Mutanten durch die Verminderung
der nat�rlichen Empfindlichkeit erm�g-
licht.

Hohe Fluorchinolon-Resistenz basiert
neben Kombinationen von Mutationen in
den Topoisomerase-Genen auf Ver�nde-
rungen des Eintritts und des Austrans-
ports von Antibiotika. In diesen F�llen
liegt h�ufig ebenfalls gleichzeitige Resi-
stenz gegen�ber einer Reihe nicht ver-
wandter Substanzen vor [15]. Man
spricht von einem multiplen Antibiotika-
Resistenz(MAR)-Ph�notyp.

Ver�nderungen verschiedener MAR-
assoziierter Gen-Loci treten bei etwa
25 % der klinischen E.-coli-Isolate mit

Die Entwicklung der Fluorchinolon-Resistenz in E. coli ist ein schrittweiser 
Prozess. Klinische Isolate mit hoher Fluorchinolon-Resistenz tragen überwiegend 
Mutationen in den Topoisomerase-Genen II (gyrA) und IV (parC). Zusätzlich 
können Mutationen auftreten, die durch Veränderung der intrazellulären Akku-
mulation (Uptake) und/oder des Exports (Efflux) der Substanzen einen multiplen
Antibiotika-Resistenz(MAR)-Phänotyp auslösen. Obwohl die einzelnen Faktoren
weitgehend bekannt sind, bleibt die Entstehung der Fluorchinolon-Resistenz ein
Paradoxon, da keine der bekannten Mutationen allein zu einer klinischen Resistenz
führt und die Kombination zweier Mutationen in einem Schritt mindestens 1015

Zellen benötigen würde. In Anwesenheit von Salicylsäure, einem Induktor des
MAR-Phänotyps, konnten Fluorchinolon-resistente E.-coli-Mutanten unter klinisch
relevanten Konditionen in einem Schritt selektiert werden. Abhängig von den 
weiteren Selektionsbedingungen können diese Mutanten weitere Mutationen, wie
parC und/oder solche, die den Uptake/Efflux-Komplex betreffen, adaptieren.
Neben Salicylsäure existieren andere Induktoren des MAR-Phänotyps wie Vitamin
K, andere Naphthochinone, Ethanol oder Gallensalze. Diese könnten als natürlich
vorkommende Induktoren im Darm wirken und so bei der Entstehung der 
Fluorchinolon-Resistenz eine entscheidende Rolle spielen.
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It is evident that the development of fluoroquinolone resistance (FQr) in E. coli 
is a stepwise process. Clinical isolates with high level FQr predominantly carry 
mutations in subunits A of topoisomerase II (gyrA) and IV (parC), respectively. 
In addition, mutations causing a multiple antibiotic resistance (mar) phenotype by
altering the intracellular accumulation (uptake) and/or the active export (efflux) of
quinolones can occur. Despite these known factors the origin of FQr still remains a
paradox because (i) none of the mutations alone confer clinical resistance and (ii)
a combination of two mutations (summarized mutation frequencies) requires 
at least 1015 cells. In the presence of salicylic acid known as an inducer of the 
mar-phenotype it was possible to select E. coli mutants with FQr in one selection
step under clinically relevant conditions. Depending on the subsequent selection
such mutants will be able to accumulate additional mutations like parC and/or
those concerning the uptake/efflux complex. Besides salicylic acid other inducers
of the mar-phenotype like vitamine K, other naphthoquinones, ethanol or 
bilesalts exist. These could act as naturally occurring inducers in the intestines and,
thus, help selecting fluoroquinolone resistant E. coli.
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Resistenz gegen�ber Fluorchinolonen auf
und betreffen sowohl die Aufnahme als
auch den Export der Substanzen. Die
maximale Auspr�gung dieses als ãUp-
take/Efflux-KomplexÒ zu bezeichnenden
Sachverhalts bewirkt eine Verminderung
der Antibiotika-Empfindlichkeit um das
Achtfache, so dass eine partielle Auspr�-
gung des Komplexes als Ursache f�r die
unterschiedlichen Empfindlichkeiten kli-
nischer Isolate mit gleichen Topoiso-
merase-Mutationen angesehen werden
kann. Als Basal-Mechanismus in der Ent-
wicklung der Fluorchinolon-Resistenz
kann der Uptake/Efflux-Komplex jedoch
nicht gesehen werden, da er sich aus
einer Vielzahl von diversen Mutationen
zusammensetzt, nicht alle klinischen Iso-
late betrifft und unterschiedlich ausge-
pr�gt vorliegt. Dies spricht daf�r, dass
Ver�nderungen des Uptake/Efflux-Kom-
plexes erst nach dem Erreichen der kli-
nischen Resistenz, abh�ngig von Ort und
Selektionsbedingungen, erworben wer-
den.

Es bleibt das Paradoxon, dass bei
E. coli die Differenz zwischen nat�rlicher
Empfindlichkeit und klinischer Resistenz
mit einer Mutation nicht �berwunden
werden kann und dass das Auftreten
zweier Mutationen gleichzeitig eine zu
hohe Zellzahl erfordert.

Der MAR-Ph�notyp wurde urspr�ng-
lich im Zusammenhang mit der Induk-
tion durch Tetracyclin beschrieben [3].
SoxRS, ein dem mar-Operon verwandtes
System, tr�gt seinen Namen ãsuperoxid-
responseÒ aufgrund der Reaktion auf
Substanzen, die einen oxidativen Stress
ausl�sen k�nnen [10]. Hieraus folgt,

dass die nat�rliche Empfindlichkeit von
E. coli in Anwesenheit bestimmter, im
Folgenden als Induktoren bezeichneter
Substanzen, verringert ist. Unter Ber�ck-
sichtigung der Erkenntnisse �ber den
Uptake/Efflux-Komplex sollte diese In-
duktion eine Verminderung der Empfind-
lichkeit um das Achtfache bewirken.

Es ist eine gro§e Anzahl von Induk-
toren beschrieben. Einige sind spezifisch
f�r das Mar-Regulon, zum Beispiel Sa-
licyls�ure, die direkt mit MarR interagiert
[2], andere Induktoren aktivieren das
Sox-Regulon [10]. Die Expression von
Efflux-Pumpen ist ebenfalls induzierbar.
Die Auspr�gung der EmrAB-Pumpe wird
beispielsweise durch CCCP bewirkt [11],
w�hrend die AcrAB-Pumpe durch Sub-
stanzen wie Ethanol oder Gallensalze in-
duziert wird [13, 17]. Unter den Induk-
toren befinden sich dar�ber hinaus viele
nat�rlich vorkommende Substanzen,
wie beispielsweise pflanzliche Naphtho-
chinone [16].

Die Empfindlichkeitsbestimmung
einer GyrA-Serin-83-Mutante unter Zu-
gabe diverser Induktoren gegen�ber einer
Reihe von Fluorchinolonen, Tetracyclin,
Chloramphenicol und Co-trimoxazol
ergab eine relative �bereinstimmung in
den MHK-Werten im Vergleich zu einem
klinisch resistenten In-vitro-Isolat, das
neben der GyrA-Serin-83-Mutation eine
Mutation im mar-Operon besitzt. Dies
bedeutet, dass eine GyrA-Serin-83-Mu-
tante unter induktiven Bedingungen eine
klinische Resistenz auspr�gt (Abb. 1).

Folglich wurde versucht, unter Zuga-
be des meist verwendeten Induktors Sa-
licyls�ure [15] Einschritt-Mutanten unter

klinisch relevanten Bedingungen zu se-
lektieren. Es wurde eine Ciprofloxacin-
Konzentration von 1 mg/ml, d .h. vierfach
�ber der MHK einer Serin-83-Mutante,
verwendet. Die Ausgangskeimzahl lag
mit rund 5 x 1010 KBE in einem realisti-
schen Bereich.

W�hrend in den Ans�tzen ohne In-
duktor, wie unter diesen Bedingungen zu
erwarten, kein Wachstum stattgefunden
hat, zeigten die induzierten Ans�tze die
normale Zellzahl einer �bernacht-Kultur.
Es hatten sich vermutlich GyrA-Serin-
83-Mutanten durchgesetzt, was in der
RFLP-Analyse mit HinfI [5] best�tigt
wurde. Die Mutanten zeigten keinen ge-
netisch determinierten MAR-Ph�notyp. 

Diese Befunde ergeben, dass sich in
Anwesenheit eines Induktors GyrA-
Serin-83-Mutanten unter klinisch rele-
vanten Bedingungen selektieren lassen.
Diese k�nnen in der Folge, abh�ngig von
den weiteren Selektionsbedingungen, zu-
s�tzliche Mutationen adaptieren.

Es stellt sich nun die Frage, ob unter
In-vivo-Bedingungen w�hrend einer
Therapie Umgebungsparameter herr-
schen, die den simulierten Bedingungen
�hneln. Weiterhin stellt sich die Frage
nach nat�rlichen Induktoren, die eine In-
duktion des MAR-Ph�notyps permanent
gew�hrleisten.

Als Ort der Entstehung der Fluorchi-
nolon-Resistenz scheint das Enteron die
g�nstigsten Bedingungen zu bieten, da
hier eine gen�gend gro§e Zellzahl vor-
handen ist. Ferner werden mit der Nah-
rung potentielle Induktoren aufgenom-
men und gelangen so in Kontakt mit den
Bakterien. Die E.-coli-Flora im Darm
l�sst sich generell in zwei Gruppen auf-
teilen, die transiente und die permanente
Flora. W�hrend die transiente Flora m�g-
licherweise mit dem Darminhalt trans-
portiert wird, liegt die permanente Flora
an den Darmw�nden vor. Hier findet �b-
licherweise nur ein geringes Wachstum
statt, so dass die Zellen gegen�ber Anti-
biotika verh�ltnism�§ig unempfindlich
sind. Eine Ausnahme bilden die Bereiche
der Darmwand, die mit dem das Enteron
umgebenden Netzwerk aus Blutgef�§en
in Kontakt stehen. Dort befindet sich
E. coli, als sauerstoffzehrender Keim f�r
die Anaerobier-Flora unverzichtbar, unter
aeroben Bedingungen in Abh�ngigkeit
von den Serumkonzentrationen der Che-
motherapeutika. In diesem Falle w�ren
die klinischen Grenzwerte f�r Fluorchi-
nolone bei der Resistenzentwicklung
ma§geblich. Der Gehalt an Fluorchino-

Abb. 1. Grafische Darstellung der Differenz zwischen natürlicher Empfindlichkeit und klini-
scher Resistenz gegenüber Ciprofloxacin bei E. coli. Die Balken verkörpern die „Höhe“ der
Resistenz und geben die jeweilige Mutationsfrequenz wieder. Die Differenz zwischen
natürlicher Empfindlichkeit und klinischer Resistenz ist sowohl für MAR-assoziierte Muta-
tionen (grauer Balken) als auch für Einzelmutationen in gyrA, hier Serin-83 (weißer Balken)
zu hoch. Erst eine Kombination beider Mutationen ermöglicht das Überschreiten des klini-
schen Grenzwerts, jedoch ist die erforderliche Zellzahl mit mindestens 1015 KBE unter
natürlichen Bedingungen nicht gegeben. Anders liegt der Zusammenhang, wenn durch In-
duktion (grauer Kasten), hier durch Salicylsäure dargestellt, ein Basis-Niveau geschaffen
wird. In diesem Fall kann der klinische Grenzwert mit nur einer Mutation überschritten
werden.
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lonen, speziell in den F�zes, ist jedoch
extrem hoch, so dass die Keime abget�-
tet werden m�ssten. Allerdings zeigen
Untersuchungen, dass Fluorchinolone
unter diesen Bedingungen gebunden vor-
liegen und nur zu einem Bruchteil bio-
verf�gbar sind [14].

Salicyls�ure, Ethanol oder Gallensal-
ze stellen potentielle Induktoren dar, k�n-
nen jedoch nicht die alleinige Ursache
der Induktion sein, da ihr Auftreten und
ihre Konzentration sehr stark schwanken.
Prim�r sind stattdessen pflanzliche
Naphthochinone zu nennen, die mit der
Nahrung aufgenommen werden oder, wie
im Falle des Vitamins K3, von der Bakte-
rienflora selbst produziert werden [4, 7].
In Kombination mit den oben genannten
und anderen, potentiellen, aber bisher
nicht untersuchten Induktoren w�rde sich
auf diese Weise eine permanente induk-
tive Atmosph�re f�r die E.-coli-Flora
ergeben. 

Im Falle einer Therapie mit Fluorchi-
nolonen k�nnten folglich, wie experi-
mentell gezeigt, statistisch auftretende
GyrA-Serin-83-Mutanten �berleben und
sich aufgrund der guten bakteriziden
Wirksamkeit der Fluorchinolone gegen-
�ber anderen Enterobakterien durchset-
zen. Da diese Mutanten gegen�ber den
sensiblen St�mmen keinen Wachstums-
nachteil haben, verbleiben sie entweder

im Darm oder gelangen durch Verschlep-
pung in andere Gewebe, wo sie m�gli-
cherweise h�heren Antibiotika-Konzen-
trationen ausgesetzt sind und weitere
Mutationen adaptieren k�nnen.
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