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Einleitung

1 Einleitung

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ist ein fakultativer Krankheitserreger, der Menschen
und Tiere befallen kann. Im Jahr 2017 wurde von der WHO (World Health Organisation) eine
Liste mit priority pathogens veréffentlicht, auf dieser Liste ist K. pneumoniae in die héchste
Prioritdt eingestuft (WHO 2017). Fir diese Erreger ist es zwingend notwendig neue wirksame
Antibiotika zu entwickeln, da die Resistenzlage dieser Bakterien immer kritischer wird.
K. pneumoniae 16st beim Menschen, und hier vorwiegend bei immunsupprimierten und
hospitalisierten, schwere Infektionen aus. Die Erkrankten leiden unter Pneumonien,
Harnwegsinfektionen, Septikdmien oder Abszessbildung. Als Komplikation kann es nach
Leberabszessbildung zu einer Metastasierung der Infektion in das Auge oder das zentrale
Nervensystem kommen, nicht selten versterben die Erkrankten an den Folgen der Infektionen
(LIU et al. 1986, PICHLER et al. 2017, WENDT et al. 2018).

In der Humanmedizin unterscheidet man klassische und hypervirulente Stamme (PACZOSA
und MECSAS 2016). Letztere zeichnen sich durch die Ausbildung einer dickeren Kapsel aus und
sind Trager des rmpA Gens (RUSSO et al. 2018). rmp (regulator of mucoid phenotype) Gene
regulieren die Ausbildung einer mukoiden Kapsel und erhéhen somit die Virulenz dieser
Isolate. In der Veterindrmedizin gibt es diese Unterscheidung fir K. pneumoniae-Stamme
derzeit nicht. Nach einer Infektion mit K. pneumoniae kommt es bei Tieren unter anderem zu
Harnwegsinfektionen, Septikdmien oder Mastitiden (MARQUES et al. 2019b, SCHMENGER und
KROMKER 2020, BIDEWELL et al. 2018, BOWRING et al. 2017). Bei Schweinen wurden in den
letzten Jahren ausbruchsartige Fadlle von Septikdmien bei Saugferkeln in Australien und
England beschrieben (BIDEWELL et al. 2018, BOWRING et al. 2017). BIDEWELL et al. (2018)
fanden unter den von ihnen untersuchten Isolaten nur den Sequenztyp (ST) 25. AuBerdem
konnten sie in allen ST25 Isolaten das rmpA Gen nachweisen. In Deutschland wurde bisher

noch nicht Gber ein K. pneumoniae-Krankheitsausbruch bei Schweinen berichtet.

Eine weitere Gruppe Virulenzfaktoren, die von K. pneumoniae-Stammen gebildet werden
konnen, sind Siderophore. Siderophore kdnnen freies und komplexiertes Eisen binden, zur
Zelle transportieren und es so fiir das Bakterium nutzbar machen. Eisen stellt einen wichtigen
Faktor fiir das Uberleben von Bakterien dar. RUSSO et al. (2015) konnten zeigen, dass das
Siderophor Aerobactin ex vivo in humanem Serum und Ascitesfliissigkeit, sowie in vivo in
einem murinen Pneumonie- und einem subkutanen Infektionsmodell das Uberleben und

Wachstum von K. pneumoniae ermoglicht.

Ziel dieser Arbeit war es, ein In vitro-Bakteriamie-Modell mit K. pneumoniae fiir das Schwein

zu etablieren und die Erreger-Wirt Interaktion in diesem Modell zu untersuchen. Weiterhin
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sollte der Einfluss von Aerobactin im Bakteridmie-Modell auf das Uberleben und auf das

Wachstum durch Konditionierung evaluiert werden.

Auch in der Veterindrmedizin verandert sich die Resistenzlage der tierpathogenen Erreger von
Jahr zu Jahr (BVL 2021). Daher kann die Behandlung von bakteriellen Infektionen mit
resistenten Erregern durch die zur Verfligung stehenden Antibiotika zu einer Herausforderung
werden. Antimikrobielle Peptide (AMPs) bieten daher eine gute Alternative fiir den Einsatz zur

Behandlung von schwer behandelbaren bakteriellen Infektionen (BMBF 2015).

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde das zuvor etablierte Bakteriamie-Modell genutzt,
um die Wirkung von AMPs als Alternative zu herkdmmlichen Antibiotika zu untersuchen,

sowie die Zytotoxizitat und den Einfluss auf Zytokine zu bestimmen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Bedeutung von Klebsiella pneumoniae in der Veterinarmedizin

2.1.1 Allgemeine Eigenschaften

Klebsiella pneumoniae ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes Stabchen und ist in die
groRBe Familie der Enterobacteriaceae einzuordnen. Seine Anzucht gelingt problemlos auf
Schafblutagar. Die Kolonien zeigen dabei ein 2 bis 3 mm groles, weill-graulich-glanzendes,
schleimiges Wachstum (siehe Abbildung 1). Das schleimige Wachstum ist ein Merkmal, das in
Verbindung mit der Ausbildung einer Kapsel zu bringen ist (SELBITZ et al. 2015). Der in der
Abbildung 1 durchgefiihrte String-Test wird genutzt, um den Erregern die Eigenschaft eines
hypermukoviskdsen Wachstums zuzuschreiben (HAGIYA et al. 2014). Zur Differenzierung von
anderen gramnegativen Erregern kommen Selektivnahrbéden wie der MacConkey Agar oder
verschiedene chromogene Selektiv-Agar (HORNSEY et al. 2013, CARRICAJO et al. 1999) zum
Einsatz. Der MacConkey-Agar enthalt beispielsweise Farbindikatoren, die eine Veranderung
des pH-Wertes aufgrund der Verstoffwechselung von Laktose anzeigen. Auf MacConkey-Agar
wachst K. pneumoniae daher in rosa bis pinkfarbenen Kolonien im Gegensatz zu anderen
Bakterien, die eine gelbe Koloniemorphologie zeigen und keine Laktose verstoffwechseln
kdnnen (BAGLEY und SEIDLER 1978).

Abbildung 1 Wachstum eines K. pneumoniae-Stammes auf Schafblutagar, gezeigt wird ein
positiver String-Test (Foto: Ann-Kathrin Krieger)
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Die Spezies K. pneumoniae stellt sich sehr heterogen dar. Um Verwandtschaftsgrade innerhalb
dieser Spezies herauszustellen, wird ein multilocus sequence typing (MLST) durchgefihrt. Fur
die MLST-Untersuchung werden sieben stark konservierte housekeeping Gene (gapA, rpoB,
infB, phoE, pgi, tonB, mdh) analysiert und ihnen anhand ihrer Sequenz ein Allel zugeordnet.
Aufgrund der entstehenden Allelkombination wird der Sequenztyp bestimmt (DIANCOURT et
al. 2005). Zum heutigen Standpunkt (Mai 2022) sind in der Klebsiella PasteurMLST Datenbank
(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/) schon 6106 unterschiedliche Sequenztypen
eingetragen. K. pneumoniae erfahrt erst seit einigen Jahren vermehrte Aufmerksamkeit in der
Tiermedizin, sodass die veterindrmedizinischen Isolate nur einen sehr kleinen Anteil dieser

Datenbank ausmachen.

2.1.2  Erkrankungsbilder

K. pneumoniae ist ein opportunistischer Krankheitserreger und ist im Darm von Tieren und
Menschen als Kommensale zu finden (MARQUES et al. 2019a). Damit es zum Ausbruch einer
Infektion kommt, sind also weitere Faktoren wichtig, wie z. B. der Immunstatus des
betroffenen Tieres. AuBerdem treten beim Menschen haufig nosokomiale Infektionen mit
K. pneumoniae auf (LUO et al. 2021, LIU et al. 2020). Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die
verschiedenen Erkrankungsbilder, die bei Haus-, Nutz- und wildlebenden Tieren beschrieben

wurden.

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, kdnnen bei Hunden und Katzen Harnwegsinfektionen,
Meningitis, Enteritis, Mastitis, Septikimie und Pneumonie auftreten. SCHAFER-SOMI et al.
(2003) haben in ihrer Studie die Ubertragung von Krankheitserregern iiber die Muttermilch
auf Welpen untersucht. In einem Fall konnten sie die Ubertragung von K. pneumoniae auf die

Welpen nachweisen. Diese erkrankten an einer Septikdamie und sind an den Folgen gestorben.

Bei den Nutztieren werden Pneumonie, Mastitis und Septikdmie als auftretende Erkrankungen
verzeichnet. Beim Milchrind werden die Euterinfektionen mit K. pneumoniae haufig als
umgebungsassoziierte Mastitiden beschrieben. Die Erreger gelangen dabei von der
kontaminierten Einstreu oder direkt vom Boden in das Euter und kénnen dort zu einer
Infektion fihren. Beim Schwein ist K. pneumoniae ebenfalls an der Entstehung von Mastitiden
beteiligt und kann auch zu den Verursachern des MMA-Syndroms gezahlt werden
(BERTSCHINGER et al. 1977). Ein weiteres Krankheitsbild, das vorwiegend die Saugferkel
betrifft, ist die Septikdmie. So kam es vor einiger Zeit zu K. pneumoniae-Septikamie
Ausbriichen in Australien und England. BOWRING et al. (2017) und BIDEWELL et al. (2018)
berichteten jeweils von pl6tzlichen Todesfallen bei erst wenige Wochen alten Saugferkeln. Die

pathologischen Untersuchungen in England zeigten typische Veranderungen einer
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Septikdmie, wie z. B. Hauterytheme, Petechien auf verschiedenen Organen und Fibrinbelage

in der Bauchhohle.

Beim Pferd werden Pneumonie, Endometritis und ebenfalls Septikdmie beschrieben. Von der
Septikamie sind auch beim Pferd vorwiegend die Jungtiere betroffen. ESTELL et al. (2016)
schilderteninihrer retrospektiven Studie Falle von Pneumonie ausgeldst durch K. pneumoniae
und K. oxytoca. Pneumonien traten bei adulten Tieren und bei Jungtieren auf. Insgesamt
betrug die Uberlebensrate 70 %. Im Vergleich von Adulten zu Fohlen iiberlebten bei den
Adulten nur knapp die Halfte die K. pneumoniae-Infektion, wohingegen die Fohlen zu 80 % die

Erkrankung Gberstanden.

K. pneumoniae-assoziierte Erkrankungen, die unter anderem bei wildlebenden Tieren
beschrieben wurden, umfassen (i) Enteritis beim Kaninchen, (ii) Pneumonie, Abszesse,
Meningoenzephalitis, Peritonitis und Septikdmie beim Affen, (iii) Pleuropneumonie beim
Elefanten und (iiii) eitrige Pneumonie und Leberabszesse beim Moschushirsch. Auch im
Wasser lebende Tiere koénnen Infektionen mit K. pneumoniae erleiden und sind von
Meningitis, Polyarthritis, Septikdmie und Blutungen betroffen. CASTINEL et al. (2007)
berichteten von zwei Epidemien in den Aufzuchtsaisons 2001/2002 und 2002/2003, die durch
nahverwandte K. pneumoniae-Stamme ausgelOost wurden und zu einer groBen Sterblichkeit

von Seeléwenjungtieren flhrte.
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Tabelle 1 Ausgewdhlte Literatur zu Erkrankungen bei Tieren durch
K. pneumoniae-Infektionen
Tierart Erkrankungsbild Referenz

Hund, Katze

Septikamie, Pneumonie Meningitis,

Harnwegsinfektion

(DONATI et al. 2014)

Harnwegsinfektion (MARQUES et al.
2019b)
Hund Enteritis, Septikamie (ROBERTS et al. 2000)
Mastitis, Septikamie bei Welpen (SCHAFER-SOMI et al.
2003)
Katze Venenkatheterinfektion (BOWLT et al. 2013)
Rind Akute und chronische Pneumonie (DARNIATI et al. 2021)
Atemwegsinfekt (CHENG et al. 2018)
Mastitis (MASSE et al. 2020,
CHENG et al. 2020,
SCHUKKEN et al. 2012,
SCHMENGER und
KROMKER 2020,
SAISHU et al. 2014,
CHENG et al. 2021a)
Schwein Septikamie (BOWRING et al. 2017,
BIDEWELL et al. 2018,
ANON. 2019)
Mastitis (ANON. 2014)
Pferd Septikamie (WILSON und
MADIGAN 1989)
Pneumonie (ESTELL et al. 2016)
Endometritis (KIKUCHI et al. 1987)
Kaninchen Enteritis (COLETTI et al. 2001)
Affe Atemwegsinfekt (ANZAI et al. 2017)

Abszesse verschiedener

Lokalisationen

(SOTO et al. 2017,
TWENHAFEL et al.
2008)

Peritonitis

(GUERRA et al. 2016)

Septikamie

(GUERRA et al. 2020a)

Meningoenzephalitis

(KASUYA et al. 2017)
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Tierart Erkrankungsbild Referenz

Affe Meningoenzephalitis, Pneumonie (KEESLER et al. 2020)

Seelbéwe Septikdamie, Meningitis (ROE et al. 2015)
Peritonitis, Meningoenzephalitis, (CASTINEL et al. 2007)
Polyarthritis
Bronchopneumonie, Meningitis, (SEGUEL et al. 2017)
Abszesse

Biber Septikamie (PILO et al. 2015)

Moschushirsch

Eitrige Pneumonie, Leberabszesse

(ZHAO et al. 2017)

Karpfen

Blutungen

(DAS et al. 2019)

Elefant

Pleuropneumonie

(FURLAN et al. 2020)
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2.2 Klassische und hypervirulente K. pneumoniae-Stamme in der

Humanmedizin

RUSSO et al. haben 2011 K. pneumoniae-Stamme auf der Grundlage unterschiedlicher
Kriterien in klassische und hypervirulente Stamme eingeteilt. Das Ziel der Autoren war ein
besseres Verstandnis und eine zielflihrende Einteilung der K. pneumoniae-Infektionen des
Menschen. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde lediglich ein phanotypisches Merkmal, der positive
String-Test, als Eigenschaft fiir hypervirulente Stamme genutzt (RUSSO et al. 2011). Tabelle 2
gibt eine Zusammenstellung der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale klassischer und

hypervirulenter K. pneumoniae-Stamme wieder.

2.2.1 Klassische K. pneumoniae-Stamme

Als klassisch eingestufte K. pneumoniae-Stamme |6sen hauptsdchlich nosokomiale
Infektionen bei immunsupprimierten Patienten aus. Haufig wurden bei den Patienten zuvor
chirurgische  Eingriffe  durchgefiihrt. Die Erkrankten leiden an Pneumonien,
Harnwegsinfektionen oder Bakteriamie (WU et al. 2017, PACZOSA und MECSAS 2016). Die
Erreger besitzen eine Kapsel und zeigen ein mukéses Wachstum, jedoch kann ihnen kein
spezieller Kapselserotyp zugeordnet werden. Die Behandlung dieser Infektionen ist dennoch
meist schwierig, da ein Grofteil der untersuchten Stamme Resistenzen aufweisen. Darunter
z. B. die extended-spectrum betalactamase (ESBL) bildenden und die Carbapenem-resistenten
(CR) Erreger (WU et al. 2017, PACZOSA und MECSAS 2016). Die klassischen
K. pneumoniae-Stamme konnen meistens die Siderophore Enterobactin und Yersiniabactin
zur Eisenaufnahme synthetisieren (OPOKU-TEMENG et al. 2021).

2.2.2  Hypervirulente K. pneumoniae-Stamme

Hypervirulente K. pneumoniae zeichnen sich durch ihre gesteigerte Virulenz aus und kénnen
daher auch junge, gesunde Menschen infizieren (RUSSO et al. 2011). Die Erkrankungen fallen
deutlich schwerwiegender aus, da die Infektionen von der Primarinfektion im Korper
metastasieren kdnnen. Eitrige Leberabszesse, Pneumonien und Bakteridmie sind haufige
Erkrankungsbilder. Von diesen Infektionsherden wandern die Erreger z. B. in das Auge oder
zum Gehirn und erzeugen dort eine Endophthalmitis oder Meningitis (PEERMOHAMED und
KOGILWAIMATH 2018). Antibiotikaresistenzen werden allerdings nicht so haufig
nachgewiesen (TROCHE et al. 2021). Um K. pneumoniae-Stimme als hypervirulent
einzustufen, wurden in den letzten Jahren verschiedene phanotypische und genotypische
Merkmale festgelegt. Hypervirulente Stamme zeigen ein deutlich mukdseres Wachstum als
klassische Stamme, da sie eine merklich dickere Kapsel ausbilden. Der String-Test wird daher
mittlerweile genutzt, um den Stdmmen das Merkmal eines hypermukoviskésen Wachstums
zuzuweisen (HAGIYA et al. 2014). Weiterhin werden hypervirulente Stdmme in die
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Kapselserotypen K1 und K2 eingruppiert und konnen dem klonalen Komplex CC23 zugeordnet
werden (STRUVE et al. 2015, HARADA et al. 2018). RUSSO et al. (2018) beschrieben unter
anderem den Nachweis von rmpA und Aerobactin in K. pneumoniae-Stammen als Biomarker
zur sicheren lIdentifizierung (Uber 95 % Genauigkeit) von hypervirulenten Isolaten. Im
Vergleich zu den klassischen Stammen konnen hypervirulente Stamme nicht nur die
Siderophore Enterobactin und Yersiniabactin bilden, sondern auch Aerobactin und
Salmochelin. Auch Salmochelin wurde von RUSSO et. al (2018) als Biomarker zur

Unterscheidung von klassischen und hypervirulenten Stammen klassifiziert.

Tabelle 2 Merkmale klassischer und hypervirulenter K. pneumoniae-Stamme (modifiziert
nach (OPOKU-TEMENG et al. 2021) und (PACZOSA und MECSAS 2016))

Merkmal klassisch hypervirulent

Kapsel ++ +++++
Mukoviskositat + +H+++
Siderophore Enterobactin, Yersiniabactin  Enterobactin, Yersiniabactin,

Salmochelin, Aerobactin

haufige Sequenztypen ST258, ST307 ST23, ST86
haufige Kapseltypen Serotypen K1-K78 Hyperkapselserotyp K1 oder
K2
primare Infektionsquelle Nosokomial Ambulant erworben,
Nosokomial
haufige Infektionen Pneumonie, Eitrige Leberabszesse,
Harnwegsinfektion, Bakteriamie, Pneumonie,
Bakteriamie Meningitis, Endophthalmitis
haufige Antibiotikaresistenz  multiresistent (ESBL und CR) CR

ST - Sequenztyp

K - Kapsel

ESBL - extended-spectrum betalactamase
CR - Carbapenem-resistent
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2.3 Virulenzfaktoren von K. pneumoniae

2.3.1 Kapsel als Virulenzfaktor

Die Ausbildung einer Kapsel zahlt zu den am besten beschriebenen Virulenzfaktoren von
K. pneumoniae. Bisher wurden 79 verschiedene Kapseltypen bestimmt (PAN et al. 2015). Die
Kapseltypen K1 und K2 werden mit erhdhter Virulenz in Verbindung gebracht. Hypervirulente
Stamme werden vermehrt K1 und K2 zugeordnet (FANG et al. 2007, HARADA et al. 2018). Zur
Bestimmung des Kapseltyps wird grundsatzlich die Serotypisierung eingesetzt (PAN et al.
2008). Neuerdings wird auch vermehrt die Sequenzierung des wzi Gens zur genotypischen

Differenzierung dieser Kapseltypen genutzt (BRISSE et al. 2013).

Die Kapsel von K. pneumoniae ist aus Polysacchariden aufgebaut. Die Kapseltypen
unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung dieser Polysaccharide. Zu den am Aufbau der
Kapsel beteiligten Polysacchariden zahlen zum Beispiel Mannose, Rhamnose, Fucose,
Galakturonsduren und Glukuronsduren (SHU et al. 2009). Die Kapsel von hypervirulenten
Stammen ist bedeutend dicker. Dies kann mehrere Griinde haben: (i) der Stamm exprimiert
das plasmidbasierte rmpA Gen, (ii) der Stamm exprimiert die chromosomale Kopie des rmpA
Gens, (iii) die Kapsel wird durch die Kapselsynthesegene A und B hochreguliert oder (iiii) das
chromosomale mucoviscosity-associated gene A (magA) wird exprimiert. Eine erhohte
Glukosekonzentration in der Umgebung kann ebenfalls zur Hochregulierung der
Kapselproduktion fiihren (PACZOSA und MECSAS 2016).

Die Kapsel verhindert die Anlagerung des Komplementfaktors C3 an die Oberflache der
Bakterien, sodass der klassische und alternative Aktivierungsweg des Komplementsystems
unterbrochen wird (ALVAREZ et al. 2000). AulRerdem kann die Kapsel die Lipopolysaccharide
(LPS) auf der Bakterienoberflache maskieren, sodass diese nicht vom Komplementsystem
erkannt werden konnen. Bei Klebsiellen mit glatten LPS kann es trotz Kapsel zur
Komplementaktivierung auf der bakteriellen Oberflaiche kommen. Die Lyse der Zelle kommt
jedoch nicht zustande, da der Membranangriffskomplex nicht gebildet werden kann, weil C3b
zu weit entfernt von der Zelloberfliche bindet (MERINO et al. 1992). Die bekapselten
K. pneumoniae-Stamme sind somit vor der Opsonophagozytose geschiitzt, zumindest in der
Abwesenheit spezifischer Antikorper (DOMENICO et al. 1994). Die Kapsel verhindert
auBerdem die Interaktion mit antimikrobiellen Peptiden (LLOBET et al. 2011, CAMPOS et al.
2004) und bekapselte K. pneumoniae l6sen eine geringere Induktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen aus (SAHLY et al. 2004).
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2.3.2 Siderophore als Virulenzfaktor

2.3.2.1 Klassifizierung

Siderophore werden in der Literatur als Virulenzfaktoren verschiedenster Bakteriengattungen
beschrieben (BONNEAU et al. 2020, BALADO et al. 2018, HAAG et al. 1993). Eisen (Fe) ist ein
wichtiger Nahrstoff, der fiir Bakterien zum Uberleben unverzichtbar, aber in freier Form kaum
verfligbar ist. Das meiste Eisen ist im Wirtskorper an Tragerproteine, wie z. B. Himoglobin
oder Transferrin in Form von Fe3* gebunden. Im (bertragenen Sinn kann dies als
Schutzmechanismus des Wirtes gegeniber Erregern gesehen werden. Daher haben einige
Bakterien eine Strategie entwickelt, um diesem Schutzmechanismus zu entkommen und ihre
Uberlebens- und Proliferationsméglichkeiten in diesen Wirten zu erhéhen. Sie kdnnen z. B.
Siderophore synthetisieren, um sich Zugang zu dem gebundenen Eisen zu verschaffen
(RATLEDGE 2007). Siderophore sind niedermolekulare Verbindungen (< 1 kDa), die aufgrund
einer hoheren Bindungsaffinitat zu Eisen anderen Tragerproteinen das Eisen abnehmen
kénnen. Dieser Mechanismus stellt die Eisenversorgung der Bakterien sicher (RATLEDGE
2007). Wenn sich Bakterien in einer eisenarmen Umgebung befinden, kénnen Siderophore
synthetisiert und sezerniert werden. Haben die Siderophore Eisen an sich gebunden, kénnen

sie von der Bakterienzelle wieder aufgenommen und das gebundene Eisen genutzt werden.

Siderophore kénnen aufgrund ihres Aufbaus in finf Hauptgruppen eingeteilt werden. Es gibt
Catecholate, Phenolate, Hydroxamate, a-Hydroxycarboxylate und Mischtypen (MIETHKE und
MARAHIEL 2007). Die in Enterobacteriaceae am haufigsten beschriebenen Siderophore sind
Enterobactin, Aerobactin, Yersiniabactin und Salmochelin (GARENAUX et al. 2011, RUSSO et
al. 2015, VALDEBENITO et al. 2006). Enterobactin und Salmochelin sind Catecholate. |hr
Grundgerist besteht aus Dihydroxybenzoesdure und aromatischen Kohlenwasserstoffen
(Catecholreste). Das Fe3* wird Uber die Sauerstoffatome der Catecholreste fest gebunden
(MIETHKE und MARAHIEL 2007, RATLEDGE 2007). Salmochelin ist ein glukosyliertes Derivat
von Enterobactin und kann einfach, zweifach oder dreifach glukosyliert auftreten (GARENAUX
et al. 2011). Yersiniabactin gehort zu den Phenolaten und ist aus drei Thiazolringen aufgebaut.
Die Bindungsstelle des Eisens liegt am Phenolrest. Aerobactin gehort in die Gruppe der
Mischtypen und ist ein Citrathydroxamat. Der Grundstein wird hier durch die Zitronensaure
gelegt. Der Carboxylatanteil und die beiden Hydroxamatreste sind an der Bindung des Eisens
beteiligt (MIETHKE und MARAHIEL 2007, RATLEDGE 2007).

Sekretionsmechanismen fir die Catecholate Enterobactin und Salmochelin sind schon
beschrieben worden (CAZA et al. 2011, FURRER et al. 2002). Der Transport erfolgt liber
Exportpumpen. Fir Yersiniabactin gibt es Vorschlage, wie die Sekretion ablaufen kdnnte

(MILLER et al. 2010). Der Transportmechanismus von Aerobactin konnte bisher nicht
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aufgeklart werden. Die Aufnahmemechanismen sind dagegen besser untersucht worden.
Jedes Siderophor besitzt seinen eigenen Rezeptor, an den es zur Einleitung der Aufnahme in
die Bakterienzelle binden muss (BAUMLER et al. 1998, LORENZO und NEILANDS 1986, MILLER
et al. 2010, BUCHANAN et al. 1999). Nachdem der Eisensiderophorkomplex von seinem
duBeren Membranrezeptor erkannt wurde, erfolgt die Aufnahme in den periplasmatischen
Raum durch Energiebereitstellung Giber den TonB-Komplex. Der Transport durch die innere
Membran wird durch ABC (ATP-binding cassette) Transporter induziert. Die Freigabe des
Eisens erfolgt meist durch Siderophorreduktasen, die das Fe3* zu Fe?* reduzieren, sodass die
Bindung an das Siderophor verloren geht. Im Falle der Eisenbindung an Catecholate erfolgt die
Freisetzung Uber die Spaltung durch Esterasen (GARENAUX et al. 2011). Dariiber hinaus
konnten aber noch weitere Siderophorrezeptoren gefunden werden, tber die die Aufnahme
von exogenen Siderophoren moglich ist. Insbesondere bei diesen Mechanismen konnen

Bakterien auch nicht eigens synthetisierte Siderophore aufnehmen (ONS et al. 2007).

2.3.2.2 Siderophore in Enterobacteriaceae

In Enterobacteriaceae sind eine Reihe von Siderophoren bekannt, insbesondere gehéren
Enterobactin, Aerobactin, Yersiniabactin und Salmochelin dazu. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht
von veterinarmedizinisch relevanten Spezies aus der Familie der Enterobacteriaceae und

welche Siderophore bisher mit ihnen in Verbindung gebracht werden konnten.

Um die Siderophore in Enterobacteriaceae nachzuweisen, wurden Bioassays, die Detektion
der Gene mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) oder die Genomanalyse verwendet. Die
Bioassays wurden zum Nachweis von Aerobactin genutzt. Dabei kam die Methode von
CARBONETTI und WILLIAMS (1985) zum Einsatz. Bei dieser Methode wird das Wachstum eines
Escherichia coli (E. coli)-Referenzstammes, der keine Siderophore produziert, aber exogen
aufnehmen kann, Uberprift. Wachst der Referenzstamm auf dem Agar, produziert das
getestete Isolat Aerobactin. In drei weiteren Publikationen wurde der Chromazurol S Agar von
SCHWYN und NEILANDS (1987) eingesetzt. Dieser Agar kann nicht zwischen den
verschiedenen Siderophoren differenzieren, sodass nur eine Aussage zur

Siderophorproduktion an sich getroffen werden kann.

Siderophore konnten in E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca,
Salmonella enterica subspecies enterica (S. enterica subsp. enterica), Yersinia enterocolitica
(Y. enterocolitica), Edwardsiella tarda, Serratia liquefaciens, Proteus mirabilis und Citrobacter
diversus nachgewiesen werden. Ein Grof3teil der untersuchten E. coli-Isolate stammte von
Tieren, die an Septikdmie litten. Die hier detektierten Siderophore waren hauptsachlich
Aerobactin und Yersiniabactin. Harnwegsinfektion von Katzen, Hunden und Schweinen

konnten mit Aerobactin positiven E. coli-Isolaten in Verbindung gebracht werden. Vereinzelt
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konnten Enterobactin und Salmochelin positive E. coli-Isolate im Kot von Hithnern und Enten
gefunden werden. Besonders hervorzuheben war der Nachweis eines E. coli-Isolates, das aus
dem Kot einer Kuh isoliert wurde und fir alle vier Siderophore positiv war (ANES et al. 2020).
Dieses Isolat zeigte auch die grofSte Kapazitat bei der Biofilmbildung. Weiterhin untersuchten
ANES et al. (2020) die Siderophor positiven Isolate in einem Zebrafischmodell. Dabei fanden
sie heraus, dass zwei flir Aerobactin-, Enterobactin- und Salmochelin-positive Isolate zu einer
hoheren Mortalitat fihrten im Vergleich zu einem Aerobactin- und Enterobactin-positiven
Isolat. CAZA et al. (2008) konnten Deletionsmutanten fiir die Siderophore Aerobactin und
Salmochelin generieren. Nach Infektion von Hiihnern (iber die Luftsacke zeigte sich, dass die
Mutanten in ihrer Eigenschaft, tiefer gelegene Gewebe zu infizieren, abgeschwacht waren. In
Lunge, Leber und Milz konnten die Mutanten im Vergleich zum Wildtypstamm nur in sehr
geringen Mengen bis gar nicht nachgewiesen werden. Eine Komplementierung mit dem
kompletten iro Gen sorgte dafir, dass die Kapazitat, die tieferen Organe zu besiedeln,
wiedererlangt werden konnte. Aus den Organextrakten und Kulturliiberstanden wurden die
Siderophore Aerobactin, Enterobactin und Salmochelin detektiert. CAZA et al. (2008) stellten
fest, dass in Kulturiiberstanden am meisten Enterobactin gefolgt von Salmochelin und
Aerobactin produziert wird. In den In vivo-Proben veranderte sich dies und Aerobactin gewann
die Uberhand. Als mégliche Ursache fiir die hochregulierte Expression von Aerobactin wurden
die idealeren physiologischen Bedingungen im untersuchten Gewebe, wie Temperatur und
pH-Wert, genannt. Die Serumresistenz der E. coli-Isolate wurde von mehreren Autoren
untersucht. Dies ergab aber keine besonderen Ergebnisse in Verbindung mit der Bildung von
Siderophoren (HIRSH et al. 1993, FECTEAU et al. 2001, NEMETH et al. 1994).

Unter den K. pneumoniae-lsolaten wurde in den meisten Fallen das Siderophor Aerobactin
untersucht. YANG et al. (2019) untersuchte 123 Milchproben erkrankter Rinder auf alle vier
Siderophore. Enterobactin war in jedem K. pneumoniae-Isolat nachzuweisen, jedoch konnten
die anderen drei Siderophore nur in weniger als 10 % der Isolate detektiert werden. OSMAN
et al. (2014) und JIAN-LI et al. (2017) fihrten beide Infektionen von Mausen und JIAN-LI
zusatzlich noch Infektionen von Nerzen durch. Die von OSMAN et al. (2014) untersuchten
K. pneumoniae-Stamme erzeugten 100 % Letalitat in ihrem Mausmodell. JIAN-LI et al. (2017)
untersuchten zwei Aerobactin-positive Isolate und ein Aerobactin negatives Isolat in ihren
Tiermodellen. Fir die beiden Aerobactin-positiven Isolate wurden im Maus- und im
Nerzmodell deutlich niedrigere LD50 (Letale Dosis 50) Dosen ermittelt im Vergleich zu dem
Aerobactin negativen Isolat, das als avirulent eingestuft wurde. rmpA konnte zusétzlich in den
Aerobactin positiven Isolaten nachgewiesen werden. Biofilmbildung und Serumresistenz
wurden durch FRANKLIN-ALMING et al. (2021) und GUNDOGAN et al. (2011) untersucht.
FRANKLIN-ALMING et al. (2021) konnten bei allen untersuchten K. pneumoniae-lsolaten eine

starke Biofilmbildung nachweisen. Jedoch konnten keine weiteren Schliisse in Bezug auf die
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Siderophorausstattung gezogen werden. GUNDOGAN et al. (2011) zeigten fir ihre
untersuchten K. pneumoniae- und K. oxytoca-Stamme eine Serumresistenz in etwa 50 % der

Isolate.

In S. enterica subsp. enterica Isolaten gelang am haufigsten der Nachweis von Aerobactin und
Yersiniabactin. Interessant hierbei war, dass die Isolate vorwiegend an den Schlachtkérpern
von Gefligel und Schweinen gefunden wurden (WU et al. 2021, MOHAMED et al. 2014,
CARRAMINANA et al. 1997, OLAH et al. 2005). CARRAMINANA et al. (1997) fiihrten
Untersuchungen zur Serumresistenz der S. enterica subsp. enterica in Seren von Schafen,
Rindern, Gefliigel und dem Menschen durch und stellten durchweg eine hohe Serumresistenz

fest, der Bezug zu Siderophoren wurde aber nicht hergestellit.

Vereinzelte Nachweise von Siderophoren gelangen in Y. enterocolitica vom Affen und Rind,
Edwardsiella tarda von der Flunder, dem Aal und dem Fischreiher, Serratia liquefaciens von

Schlachtprodukten vom Rind und Proteus mirabilis von Schlachtkérpern vom Huhn.

Das Vorkommen von Aerobactin wurde in den meisten Publikationen untersucht und konnte
dabei nicht nur im Zusammenhang mit Isolaten gefunden werden, die eine Erkrankung
ausgelost  haben. Vielmehr wurden auch Aerobactin  positive E. coli- und
K. pneumoniae-lsolate im Kot von Hiihnern und K. pneumoniae- und S. Kentucky-Isolate im

Fleisch von Schweinen bzw. an Schlachtkérpern von Hiihnern gefunden.
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Tabelle 3 Veterindrmedizinisch relevante Enterobacteriaceae und ihre Siderophore

Literaturidbersicht

Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen
E. coli Katze Harnwegsinfektion Aerobactin, Yersiniabactin PCR - (FREITAG et al.
Rezeptoren 2005)
Hund Harnwegsinfektion, Aerobactin, Yersiniabactin, PCR - (JOHNSON et
Rektaltupfer Siderophorrezeptoren al. 2003)
Pyometra Aerobactin, Yersiniabactin, PCR - (MALUTA et al.
Salmochelin- 2014)
Eisenaufnahmesysteme
Pferd Septikamie Aerobactin Bioassay Serumresistenz (HIRSH et al.
1993)
Aerobactin, Yersiniabactin PCR - (MAPES et al.
2007)
Rind Kot Aerobactin, Enterobactin, Genomanalyse Biofilmbildung, (ANES et al.
Salmochelin, Yersiniabactin Infektion 2020)
Zebrafisch
Mastitis Yersiniabactin PCR - (GUERRA et al.
2020b)
Bakteriamie Aerobactin PCR Serumresistenz (FECTEAU et
al. 2001)
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen
E. coli Rind Mastitis, Kot Aerobactin Bioassay Serumresistenz (NEMETH et al.
1994)
Schwein Harnwegsinfektion Aerobactin Bioassay - (BRITO et al.
1999)
Kot Aerobactin Bioassay - (SUAREZ et al.
1995)
Huhn Kot, Caecuminhalt, Aerobactin PCR - (DIARRASSOU
Einstreu BA et al. 2007)
Kot Aerobactin, Enterobactin, PCR Infektion Huhn (CAZA et al.
Salmochelin 2008)
Huhn, Kot Aerobactin, Salmochelin, PCR - (CHEN et al.
Enten Yersiniabactin 2021)
Schaf, Septikdamie Aerobactin, Yersiniabactin* PCR - (GOPHNA et
Geflugel, al. 2001)
Mensch
Rind, Schaf, Septikdamie Aerobactin Bioassay - (CHERIFI et al.
Schwein, 1994)
Gefliigel,
Mensch
Rind, Septikdmie, Diarrhoe  Aerobactin Bioassay - (HAREL et al.
Schwein 1993)
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen
E. coli Rind, Schaf, Verschiedene Aerobactin Bioassay - (LINGGOOD et
Schwein, Infektionen al. 1987)
Gefllgel
Nerz Septikamie Aerobactin, Enterobactin Bioassay - (TIBBETTS et
al. 2003)
Orca Kot Siderophorrezeptoren PCR - (MELENDEZ et
al. 2019)
K. pneumoniae  Katze, Harnwegsinfektion Aerobactin, Enterobactin, PCR - (MARQUES et
Hund, Yersiniabactin* al. 2019b)
Mensch
Pferd Genitaltrakt, Sperma, Aerobactin, Yersiniabactin* Genomanalyse - (LAM et al.
Fotus, Gebarmutter- 2018a)
entziindung
Rind Milchproben Aerobactin, Enterobactin, Genomanalyse - (YANG et al.
Salmochelin, Yersiniabactin 2019)
Mastitis Enterobactin PCR - (SILVA-
SANCHEZ et al.
2021)
Milchproben Aerobactin PCR Infektion Maus (OSMAN et al.
2014)
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen
K. pneumoniae Rind Mastitis, Tankmilch, Aerobactin, Enterobactin PCR - (CHENG et al.
Umgebung 2021b)
Gefllgel Caecum Aerobactin, Salmochelin, PCR Biofilmbildung (FRANKLIN-
Yersiniabactin ALMING et al.
2021)
Schwein, Fleischproben, Aerobactin, Yersiniabactin Genomanalyse - (KLAPER et al.
Rind Milchproben, Gemiise 2021)
Nagetiere, Kot Aerobactin PCR - (ZHONG et al.
Spitzmaus, 2020)
Menschen
Maus, Nerz  Lunge Aerobactin PCR Infektion Maus (JIAN-LI et al.
und Nerz 2017)
K. pneumoniae  Huhn, Rind  Fleischproben Siderophore Bioassay Serumresistenz (GUNDOGAN
K. oxytoca et al. 2011)
S. enterica Rind Salmonellose Aerobactin Bioassay - (BRACKELSBER
subsp. enterica G et al. 1997)
Schwein Schlachtkorper Yersiniabactin PCR - (WU et al.
2021)
Huhn Kot Yersiniabactin PCR - (GARCIA-SOTO
et al. 2020)
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen
S. enterica Huhn Schlachtkérper Aerobactin Bioassay - (MOHAMED et
subsp. enterica al. 2014)
Huhn, Schlachtkérper, Kot Aerobactin, Enterobactin Bioassay Serumresistenz (CARRAMINAN
Mensch Aetal. 1997)
Pute Schlachtkorper Aerobactin Bioassay - (OLAH et al.
2005)
Kot, Futter, Wasser Yersiniabactin* PCR - (PETERMANN
et al. 2008)
Y. Affe, Rind Milch, Futter, Wasser  Siderophore Bioassay - (CHAMBERS
enterocolitica und SOKOL
1994)
Edwardsiella Flunder, - Siderophore Bioassay - (JANDA et al.
tarda Aal, 1991)
Fischreiher
Serratia Rind Hackfleisch, Leber Yersiniabactin* PCR - (OLSSON et al.
liquefaciens 2003)
Proteus Huhn Zellulitis am Siderophorrezeptoren PCR Biofilmbildung, (SANCHES et
mirabilis Schlachtkorper Infektion Huhn al. 2020)
Schlachtkorper Siderophorrezeptoren PCR Biofilmbildung (SANCHES et
al. 2019)
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates  Siderophore/ Nachweismethode  Funktionelle Referenz
Siderophortransportsysteme Untersuchungen

E. coli, K. spec., - - Yersiniabactin* PCR - (BACH et al.

Citrobacter 2000)

diversus

* kein Nachweis des Siderophors Yersiniabactin, sondern des genetischen Lokus der Yersiniabactin Siderophorgene (Yersinia Hochpathogenitatsinsel)
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24 Ausgewadhlte Antibiotikaresistenzmechanismen von K. pneumoniae

Die im Jahr 2017 von der WHO veroffentliche Liste der priority pathogens, fiihrt
K. pneumoniae in der Prioritat 1, die als kritisch eingestuft wird (WHO 2017). Die Entwicklung
neuer wirksamer Antibiotika ist fur diese Erreger unabdingbar, da es sonst in naher Zukunft
zum Therapienotstand fiir Erreger mit Multiresistenzen kommen kann. Ebenso gibt es immer
haufiger Nachweise lGber multiresistente K. pneumoniae, die bei Nutztieren wie dem Schwein
nachgewiesen werden (ZHANG et al. 2019, ZHAO et al. 2021). Eine Ubertragung dieser
multiresistenten Erreger von lebensmittelliefernden Tieren auf Menschen, die an der
Produktion und Verarbeitung beteiligt sind, oder auf den Verbraucher Uber das
Nahrungsmittel direkt, kann nicht ausgeschlossen werden und stellt daher ein Risiko fiir den
Menschen dar (FOUNOU et al. 2018).

Ein medizinisch sehr wichtiger Resistenzmechanismus von zahlreichen
K. pneumoniae-Stammen ist die Sekretion einer extended-spectrum betalactamase (ESBL).
Betalaktamasen sind Enzyme, die B-Laktamringe hydrolysieren und somit die Wirkung der
entsprechenden Antibiotika verhindert. Zu den Betalaktamantibiotika zahlen z. B. Penicilline
und Cephalosporine (WITTE und MIELKE 2003, GHEBREMEDHIN 2012). ESBL-bildende
K. pneumoniae sind weltweit schon lange bekannt und es kdonnen immer mehr Isolate
identifiziert werden, die diese Resistenzgene tragen (DENISUIK et al. 2019, BARRIOS et al.
2017, LEISTNER et al. 2014, HRISTEA et al. 2015). AuRerdem werden mittlerweile auch immer
mehr K. pneumoniae-Isolate detektiert, die Carbapenemasen bilden kénnen und somit auch
diese Betalaktamantibiotika unwirksam machen (DAVID et al. 2019, BORGMANN et al. 2018).

Die phanotypische und genotypische Charakterisierung der ESBL-bildenden und
Carbapenem-resistenten K. pneumoniae-Stamme wird mittels Anzucht auf Nahrboden und
der Durchfihrung von PCR-Untersuchungen vorgenommen. Bei der kulturellen Anzucht und
Selektion von ESBL-Bildnern kommt ein kombiniertes Antibiotikaplattchen-Verfahren nach
CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) Richtlinien zum Einsatz. Die phanotypische
Charakterisierung von Carbapenem-resistenten Erregern erfolgt mittels modifizierten Hodge
Test. Die genotypische Charakterisierung kann Giber den Nachweis einer oder mehrerer blarem,
blasuv, blacrx-m und blaper Gene fir ESBL-bildende und blawe, blavim, blanom, blakec und
blaoxa-as-ike Gene fir die Carbapenem-resistenten Erreger erfolgen (KAZEMIAN et al. 2019).
Die Familie der bla Gene ist sehr grol3, sodass es sich hierbei um eine Auswahl von KAZEMIAN
et al. (2019) handelt und es noch weitere bla Gene gibt, deren Nachweis ebenso genutzt
werden kann, um ESBL-bildende oder Carbapenem-resistente K. pneumoniae zu detektieren
(POIREL et al. 2011, ZHOU et al. 2017). Als eine weitere Methode zur phéanotypischen
Charakterisierung von ESBL-bildenden und Carbapenem-resistenten Erregern ist die

MHK-Bestimmung (minimale Hemmkonzentration) mittels des Mikrodilutionsverfahrens zu
21



Literaturlbersicht

nennen. Hierbei wird die Konzentration an Wirkstoff bestimmt, die noétig ist, um das
Wachstum des getesteten Isolates um 90 % zu reduzieren. Die ermittelte Hemmkonzentration
kann anhand von zuvor festgelegten Breakpoint-Werten interpretiert werden. Bestimmungen
flir die Durchfihrung des Mikrodilutionsverfahrens und die dazugehoérigen Breakpoints
werden z. B. von der CLSI herausgegeben (CLSI 2019).

Im Jahr 2018 haben KOCK et al. (2018) einen Review {iber Carbapenem-resistente
Enterobacteriaceae in wildlebenden, lebensmittelliefernden Tieren und Haustieren
veroffentlicht. Sie fanden weltweit von 1980 bis 2017 insgesamt 68 Publikationen, die sich mit
diesem Thema befassten. Eine Publikation aus Deutschland beschreibt den Nachweis von
Carbapenemase-bildenden K. pneumoniae-lsolaten bei Hunden. Carbapenemase-bildende
K. pneumoniae konnten aus einem Wundtupfer, einer Bronchiallavage, einer Urinprobe und
von einem zentralen Venenkatheter isoliert werden (STOLLE et al. 2013). In einer anderen
deutschen Studie konnten in Untersuchungen zwischen 2009 und 2016 vorwiegend bei
Haustieren, wie Hund, Katze und kleinen Nagetieren, 86 Carbapenem-resistente
K. pneumoniae-Isolate nachgewiesen werden (PULSS et al. 2018). Eine weitere Publikation aus
Deutschland belegte den Fund von ESBL-bildenden K. pneumoniae-lsolaten in Haustieren
(SCHMIEDEL et al. 2014). Im Nutztiersektor werden ebenfalls ESBL-bildende und Carbapenem-
resistente K. pneumoniae-lsolate beschrieben, bisher aber vorwiegend auBerhalb Europas (HE
et al. 2017, HAMZA et al. 2016, DIAB et al. 2017, CHEN et al. 2019).

Die Behandlung von Tieren, die an Infektionen mit ESBL-bildenden und
Carbapenem-resistenten K. pneumoniae-Stammen leiden, wird in Zukunft schwieriger

werden, sodass auch hier der Bedarf an neuen Wirkstoffen gegeben ist (BVL 2021).
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2.5 Antimikrobielle Peptide

2.5.1 Klassifizierung

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind Teil des angeborenen Immunsystems von Wirbeltieren
und wirbellosen Tieren. Sie werden aber auch von einer Vielzahl von Mikroorganismen und
Pflanzen gebildet (BIN HAFEEZ et al. 2021, OTVOS JR 2000, DUPLANTIER und HOEK 2013). lhre
Wirkung kann sich gegen Bakterien, Viren und Pilze richten (JIGGINS und KIM 2005, ROBINSON
et al. 1998, EBBENSGAARD et al. 2015). Natirlich produzierte AMPs erreichen dabei eine
Lange zwischen 10 und 100 Aminosauren. Aufgrund ihrer Zusammensetzung aus den
verschiedenen Aminosauren bilden AMPs vielfdltige Sekundarstrukturen aus. Sie werden
basierend auf der Sekundarstruktur in die vier folgenden Gruppen eingeteilt: a-helikal, B-
Faltblatt, a-helikal und B-Faltblatt gemischt sowie Nicht-aB-Peptide, oder auch verlangerte
bzw. Schleifenpeptide genannt (WANG 2015, BIN HAFEEZ et al. 2021). a-helikale-Peptide
bilden kationische Spiralen aus und kénnen aufgrund ihrer Struktur gegen grampositive und
gramnegative Bakterien wirken (MANGONI et al. 2000). Die B-Faltblattstruktur bildet sich
aufgrund der vorliegenden Schwefelbriickenbindungen aus und auch diese Gruppe ist gegen
grampositive und gramnegative Bakterien aktiv (OSTBERG und KAZNESSIS 2005). Die
Nicht-ap-Peptide werden vorwiegend von grampositiven Bakterien gebildet und ihr

Wirkspektrum richtet sich gegen andere grampositive Erreger (VOS et al. 1993).

Antibakterielle AMPs konnen aufgrund ihrer Interaktion mit der Bakterienzelle in zwei
Gruppen eingeteilt werden: (i) Membran zerstérende Peptide und (ii) nicht mit der Membran
agierende bzw. intrazelluldre Peptide. Da AMPs in der Regel eine positive Nettoladung, sowie
eine amphiphile Struktur besitzen, konnen sie sich leicht an die negativ geladene
Zelloberflache anlagern und in die zytoplasmatische Membran eindringen und diese zerstéren
(ZHANG et al. 2001, BIN HAFEEZ et al. 2021). Hierfir sind bisher 3 unterschiedliche Wege
bekannt: (i) das barrel-stave Modell (wie eine Fassdaube), (ii) das toroidal pore Modell
(ringformige Pore) und (iii) das carpet Modell (Teppich). Das barrel-stave Modell zeichnet sich
dadurch aus, dass die AMPs die innere und duBere Zellmembran durchdringen, sich wie die
Fassdauben aneinanderreihen und so eine Pore in der Membran bilden (YANG et al. 2001,
TUERKOVA et al. 2020). Auf dhnliche Weise bildet sich auch die toroidal pore aus, jedoch
lagern sich die AMPs immer in Kontakt mit den Lipidkopfgruppen der Membran an die
Membran an. Dabei biegt sich die Lipidschicht nach innen, sodass eine Verbindung der beiden
Lipidschichten entsteht und die Pore letztendlich aus AMPs und Teilen der Lipidschicht
gebildet wird (YANG et al. 2001, TUERKOVA et al. 2020, MIHAJLOVIC und LAZARIDIS 2012). Die
dritte Variante, das carpet Modell, wird von sehr kurzen a-helikalen AMPs benutzt, da diese
zu kurz sind um die Membrandoppelschicht mit ihrer Lange zu durchspannen. Im ersten

Schritt legen sich die a-helikalen AMPs auf die Membranoberflache und bedecken diese wie
23



Literaturlbersicht

ein Teppich. Wenn sich geniigend AMPs auf einer Flache gesammelt und so ausgerichtet
haben, dass ihre hydrophilen Reste den polaren Lipidkopfgruppen und die hydrophoben Reste
den Lipidschwadnzen zugewandt sind, zerfillt die Membran und es entstehen viele kleine
Mizellen (FERNANDEZ et al. 2012). In allen drei Féllen wird die Membran durch die

entstehenden Poren zerstort und die Zelle lysiert.

Intrazellulare Peptide interagieren nicht mit der Zellmembran, sodass die Bakterienzelle intakt
bleibt. Sie penetrieren die Zellmembran ohne diese zu lysieren und wirken intrazellular auf die
DNA (Desoxyribonukleinsaure)-Replikation, Transkription, Translation, Proteinfaltung und die
Zellteilung ein (PARK et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass fiir diesen Mechanismus
eine Prolin-reiche Region bendtigt wird. AMPs, bei denen diese Region deletiert wurde, hatten

nicht mehr die Eigenschaft die Zellmembran zu penetrieren (PARK et al. 2000).

2.5.2 Apidaecine und Oncocine

Apidaecine und Oncocine sind AMPs, die von Insekten gebildet werden. Apidaecine werden
von der Honigbiene und Oncocine von der Milchkrautwanze produziert (SCHNEIDER und
DORN 2001, CASTEELS et al. 1989). Sie sind ein Hauptbestandteil ihres Immunsystems und
somit fiir die Abwehr und Bekdmpfung von Infektionen verantwortlich. Apidaecine und
Oncocine sind vorwiegend gegen gramnegative Bakterien wirksam. Sie bestehen aus 18 bis 20
Aminosduren und zeichnen sich dadurch aus, dass sie dabei einen besonders hohen Anteil an
Prolinen beinhalten (CASTEELS et al. 1989, SCHNEIDER und DORN 2001).

LI et al. (2017) untersuchten die natirliche Infektion von Honigbienen mit Nosema ceranae,
einem Kleinsporentierchen. Die Bienen sind durch die Infektion geschwacht und ihr
Fatterungsverhalten andert sich (CHEN und HUANG 2010). LI et al. (2017) konnten in
Honigbienen, die stark von Nosema ceranae befallen waren, eine deutlich hoéhere
Expressionsrate von Apidaecin und weiteren AMPs nachweisen und somit zeigen, dass bei

Infektionen AMPs hochreguliert werden, um den Erreger zu bekampfen.

Der Einsatz von AMPs als Ersatz fur Antibiotika bei der Behandlung von Infektionen mit
multiresistenten Erregern riickt immer mehr in den Fokus der Forschung (BMBF 2015). Aus
den Grundgeriisten der Apidaecine und Oncocine werden Derivate synthetisiert, die einen
Einsatz zur Therapie ermoglichen sollen. Durch die Modifikationen kénnen Halbwertszeiten
verlangert oder die minimalen Hemmkonzentrationen verringert werden (BOTTGER et al.
2017, KNAPPE et al. 2010, CZIHAL et al. 2012).

2.5.3  Wirkmechanismen von Apidaecinen und Oncocinen

Apidaecine und Oncocine zeichnen sich durch einen dhnlichen Wirkmechanismus aus. Sie

zahlen zu den AMPs, die intrazellular wirken und die Proteintranslation hemmen.
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KRIZSAN et al. (2015) differenzierten einen apidaecin-type und oncocin-type Mechanismus, da
sie an unterschiedlichen Stellen der Translation wirken. Die apidaecin-type AMPs blockieren
den Zusammenbau der 50S Untereinheit des Ribosoms, sodass keine Proteine synthetisiert
werden kdnnen. Wohingegen die oncocin-type AMPs an den Ausgangstunnel des 70S
Ribosoms binden und somit die Ausschleusung der Proteine verhindern. KRIZSAN et al. (2014)
und LIEBSCHER et al. (2010) untersuchten die Bindung von AMPs an das Chaperon DnaK und
deren Auswirkung. KRIZSAN et al. (2014) konnte dabei feststellen, dass die antibakterielle
Wirkung der AMPs durch diesen Mechanismus abgeschwacht wurde, wohingegen LIEBSCHER
et al. (2010) einen synergistischen antibakteriellen Effekt erkennen konnte. Daher sind

weitere Untersuchungen zur Rolle des Chaperon DnaK bei der Wirkung von AMPs nétig.

2.5.4 Tierexperimentelle Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von AMPs

Die Wirkung der AMPs wurde schon in den unterschiedlichsten Tiermodellen evaluiert. In
Tabelle 4 sind tierexperimentelle Ergebnisse zur antimikrobiellen Wirkung einiger Apidaecin
(Api)- und Oncocin (Onc)-Derivate zusammengestellt. Die Wirkungen wurden hauptsachlich in
septikdmischen Mausmodellen untersucht. Dabei wurden verschiedene Mauslinien (CD-1,
CFW-1 und NMRI) im Septikdmie-Modell intraperitoneal mit E. coli ATCC25922 und in zwei
weiteren Fallen mit E. coli Neumann und K. pneumoniae K97/09 infiziert. Das Oberschenkel-
Infektionsmodell mit CD1 Mausen wurde fir die Infektion mit K. pneumoniae ATCC43816

genutzt.

Das Apidaecin-Derivat Api88 wurde in zwei Mausmodellen untersucht, dabei wurde jeweils
die intraperitoneale Injektion als Applikationsmethode gewahlt. Im E. coli ATCC25922
Infektionsmodell konnte durch CZIHAL et al. (2012) gezeigt werden, dass auch durch die
Verabreichung einer vergleichsweise niedrigen Menge von Api88
(1,25 mg/kg KG (Kérpergewicht)) die Uberlebensrate der NMRI Mause auf 100 % gesteigert
werden kann und sich die Tiere schneller von ihren Erkrankungen erholen. Die CFW-1 Mause,
die mit E. coli Neumann infiziert wurden, zeigten einen dosisabhdngigen Anstieg der
Uberlebensrate und ab 10 mg/kg KG Api88 {iberlebten ebenfalls 100 % der Tiere. Das zweite
Modell befasste sich mit der K. pneumoniae-Septikdimie. OSTORHAZI et al. (2014)
untersuchten die bakterielle Last im Blut der Mause nach intraperitonealer Injektion von
Api88 und Onc72. Beide Peptide konnten die bakterielle Last im Blut signifikant reduzieren,
sogar soweit, dass die Bakterienanzahl unter die Nachweisgrenze von < 103 KbE

(Koloniebildende Einheit) sank.

Die Wirkung von Apil37 wurde ebenfalls in zwei Mausmodellen Gberprift. SCHMIDT et al.
(2017) untersuchten vier Dosierungen von Apil37, die 1, 4 und 8 Stunden nach Infektion

verabreicht wurden. In allen Fallen Giberlebten 100 % der Mause, lediglich bei der geringsten
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Dosierung, sank die Uberlebensrate auf 57 % ab. KNAPPE et al. (2019) wiahlten eine andere
Mauslinie und testeten als Applikationsmethode eine subkutane und intravendse Injektion,
sowie eine subkutane Dauerinfusion. Nach subkutaner und intravendser Injektion war nur ein
geringer therapeutischer Effekt durch eine minimale Verlangerung der mittleren
Uberlebenszeit zu beobachten. Die subkutane Dauerinfusion konnte die Uberlebensrate nach
48 Stunden deutlich erhéhen, jedoch Uberlebten in den Gruppen am Ende des Versuchs nur

drei bzw. vier von sechs Mausen.

Zu dem oben schon erwahnten Einsatz von Onc72 kommen noch zwei weitere Publikationen,
die Onc72 im Septikamie-Modell untersucht haben. KNAPPE et al. (2012) und SCHMIDT et al.
(2016) infizierten NMRI Mause mit nahezu identischen Infektionsdosen. KNAPPE et al. (2012)
zeigten, dass ab einer Dosis von 5 mg/kg KG Onc72 alle Tiere den Versuch Gberlebten und die
bakterielle Last im Blut dosisabhangig reduziert werden konnte. Gleiches konnte SCHMIDT et
al. (2016) vier Jahre spater fiir Onc72 reproduzieren und zudem auch fiir Onc112 ein 100 %ige

Uberlebensrate bestimmen.

Weiterhin ist im K. pneumoniae-Oberschenkel-Infektionsmodell die antibakterielle Wirkung
von Onc72 untersucht worden (KNAPPE et al. 2015). CD-1 Mause bekamen alle 75 Minuten
eine subkutane Injektion mit Onc72. Nach 9 Stunden wurden die Tiere euthanasiert und die
bakterielle Last in der Muskulatur bestimmt. Dabei konnten die Autoren aufzeigen, dass
Onc72 die bakterielle Last von K. pneumoniae ATCC43816 in vergleichbarer Weise wie das

Antibiotikum Meropenem reduziert.

Der Einfluss der Fltterung von Api-PR19 auf die Darmgesundheit von Hihnern ist von WU et
al. (2020) untersucht worden. Die Autoren zeigen, dass durch die Fitterung von Api-PR19 die
allgemeine Darmgesundheit deutlich gesteigert werden kann. AuRerdem stellten sie fest, dass
die Zotten im Jejunum und Duodenum hoher wurden und dass sich das Verhéltnis von
Zottenhohe zu Kryptentiefe verbesserte. Api-PR19 war auch in der Lage pathogene Erreger
wie Campylobacter jejuni zu reduzieren, ohne dabei die essentielle Darmflora wesentlich zu

beeintrachtigen.
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Tabelle 4 Tierexperimentelle Untersuchungen zur therapeutischen und antimikrobiellen Wirkung applizierter Apidaecin- und Oncocin-Derivate

Peptid Tierart Applikation der AMPs und Infektionsroute Therapeutische und antimikrobielle Wirkungen Referenz
Api-PR19  Huhn Gabe (iber das Futter - Zottenhohe im Jejunum und Duodenum, sowie (WU et al.
das Verhaltnis Zottenhohe zur Kryptentiefe 2020)
verbessert
- Reduktion pathogener Erreger
- verbessert allgemeine Darmgesundheit
Apil37 NMRI Maus  Intraperitoneale Injektion nach - Api137 erhéhte die Uberlebensraten auf bis zu (SCHMIDT et al.
intraperitonealer Infektion mit 100 % 2017)
E. coli ATCC25922
Apil37 CD-1 Maus Subkutane und intravendse Injektion oder - schwacher therapeutischer Effekt nach subkutaner (KNAPPE et al.
subkutane Dauerinfusion nach und intravendser Injektion durch verlangerte 2019)
intraperitonealer Infektion mit mittlere Uberlebenszeit
E. coli ATCC25922 - durch subkutane Dauerinfusion Uberlebensrate
nach 48h deutlich erhéht
Api88 NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach - E. coli ATCC25922: Uberlebensrate stieg auf 100 % (CZIHAL et al.
E. coli intraperitonealer Infektion mit und die behandelten Tiere regenerierten schneller 2012)
ATCC25922 E. coli ATCC25922/ - E. coli Neumann: Uberlebensraten stiegen
CFW-1 Maus E. coli Neumann dosisabhangig an
E. coli
Neumann
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Peptid Tierart Applikation der AMPs und Infektionsroute Therapeutische und antimikrobielle Wirkungen Referenz
Api88, CD-1 Maus Intraperitoneale Injektion nach - Api88 und Onc72 reduzierten die bakterielle Last (OSTORHAZI et
Onc72 intraperitonealer Infektion mit im Blut mit steigender Dosierung bis unter die al. 2014)
K. pneumoniae K97/09 Nachweisgrenze
- mittlere Uberlebenszeiten stiegen deutlich an
Onc72 CD-1 Maus Subkutane Injektion nach intramuskularer - verringerte bakterielle Last in der Muskulatur (KNAPPE et al.
Infektion mit K. pneumoniae ATCC43816 2015)
Onc72 NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach - ab einer Dosis von 5 mg/kg Onc72 Uberlebten alle  (KNAPPE et al.
intraperitonealer Infektion mit Tiere 2012)
E. coli ATCC25922 - dosisabhangige, verringerte Bakterienlast
Onc72, NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach - beide Peptide erhéhten die Uberlebensrate auf bis  (SCHMIDT et al.
Oncl12 intraperitonealer Infektion mit zu 100 % 2016)

E. coli ATCC25922
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2.5.5 Toxizitat von AMPs

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Verwendung von AMPs zur Therapie von
bakteriellen Infektionen nicht zu vernachlassigen ist, ist die Frage, ob von den Peptiden eine
toxische Wirkung ausgeht, die zu unerwiinschten Nebenwirkungen flihren kann. Die
Zytotoxizitat von Apidaecinen und Oncocinen kann unter anderem in vitro mittels Viabilitat
von verschiedenen Zelllinien, Freisetzung von LDH (Laktatdehydrogenase) oder als
Hamolyseassay bestimmt werden. KNAPPE et al. (2010) untersuchten die Zytotoxizitdat von
Oncocin-Derivaten, Apidaecin 1b und Drosocin in HeLa-Zelllinien und humanen Erythrozyten.
Dabei konnten sie keine Hinweise finden, dass diese Peptide toxisch auf die getesteten Zellen
wirken. In einer weiteren Studie kamen sie bei den untersuchten Oncocin-Derivaten zu den
gleichen Ergebnissen (KNAPPE et al. 2011). CZIHAL et al. (2012) testeten die Zytotoxizitdt von
Api88 in verschiedenen humanen Nieren- und Leberzelllinien, sowie mit humanen
Erythrozyten. Sie konnten keine von den Peptiden ausgehende Toxizitat feststellen. BLUHM
et al. (2015) untersuchten neben der Zellviabilitdt von Hela-Zellen und der Hamolyse von
humanen Erythrozyten auch die LDH-Freisetzung der Hela-Zellen nach Inkubation mit
Apil37-Derivaten. Die Zellviabilitat der HelLa-Zellen war erhalten, es kam nicht zur Hamolyse
der Erythrozyten und es konnte keine vermehrte LDH-Freisetzung verzeichnet werden, sodass

sie ebenfalls davon ausgehen, dass keine Toxizitdt von den Peptiden ausgeht.

Weiterhin wurden bei den im Kapitel zuvor beschrieben tierexperimentellen Applikationen
von Apidaecinen und Oncocinen so genannte Toleranz- bzw. akute Toxizitatsbestimmungen
in den Versuchstieren durchgefiihrt. Nach erfolgter Injektion der Peptide wurde das Verhalten
der Tiere beobachtet und somit indirekt das Vorliegen einer Toxizitat Gberprift. KNAPPE et al.
(2012) und CZIHAL et al. (2012) untersuchten in ihren Studien neben dem Verhalten der Tiere
auch die Pathologie der inneren Organe. Weder die Onc72- noch die Api88-Applikation flhrte
zu Veranderungen im Verhalten oder zu pathologischen Veranderungen der inneren Organe.
Lediglich wurde bei CZIHAL et al. (2012) bei der hochsten Dosierung bei einigen Tieren
Unwohlsein bemerkt, welches sich nach kurzer Zeit jedoch wieder legte. SCHMIDT et al. (2017)
verabreichten Apil37 in ihrer akuten Toxizitatsstudie. Nur bei der héchsten Dosierung konnte
bei den Versuchstieren verminderte Bewegung und Unwohlsein festgestellt werden, welches
aber nur fiir kurze Zeit anhielt. Ahnliche Beobachtungen machten KNAPPE et al. (2015), die
Onc72 in einer hoheren Dosis als zuvor im Jahr 2012 untersuchten. Nach den ersten beiden
Injektionen von Onc72 zeigten die Tiere fiir einen kurzen Augenblick eine geringe Aktivitat und
bewegten sich auch nicht bei Stimulation. In der Toleranzstudie von KNAPPE et al. (2017) mit
Apil37, wurde die intraventse Injektion bei Mausen und Ratten untersucht. Bei der
niedrigsten Dosierung waren weder die Mause noch die Ratten auffillig, im mittleren

Dosierungsbereich fielen beide Tierarten mit Lethargie, Piloerektion und angestrengter
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Atmung auf. Die Symptome verschwanden nach kurzer Zeit wieder. Nach Injektion der
hochsten Dosis begannen die Mause direkt zu krampfen, der Blutdruck sank ab und sie
verstarben innerhalb weniger Minuten. Die Ratten zeigten dhnliche Symptome wie bei der
Dosierung im mittleren Bereich zuvor. Die in diesen Studien untersuchten Dosierungen der
Peptide lagen meist um ein Vielfaches hoher als die mutmaRliche, therapeutisch notwendige

Dosierung.
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3.1 Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pneumoniae strains proliferate in
blood of young piglets but are killed by IgM and complement

dependent opsonophagocytosis when these piglets get older

Ann-Kathrin Krieger; Sophie Ohlmann; Leonie Mayer; Christine WeiRe; Karoline Rieckmann;

Christoph Georg Baums

Vet Microbiol. 2022; 266: 109361

Eigenanteil des Manuskripts

Im Manuskript Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pneumoniae strains proliferate in blood of
young piglets but are killed by IgM and complement dependent opsonophagocytosis when
these piglets get older wurden folgende Anteile von mir durchgefihrt: Kultivierung und
Genotypisierung der K. pneumoniae-lsolate inklusive MLST Untersuchungen, JucA
Gensequenzierung und Detektion von Virulenzgenen, Herstellung des CAS Agars und
Kultivierung der K. pneumoniae-lsolate, Generierung von Kulturiiberstanden fur die
Durchflihrung von Wachstumskurven in konditioniertem Schweineserum, Blutentnahmen bei
den Spendertieren fir bactericidal assays, Etablierung des Anti-lgM/ 1gG-K. pneumoniae-ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) und Messung der Serumproben. Sophie Ohlmann
unterstitzte die bactericidal assays. Leonie Mayer half bei den MLST-Untersuchungen.
Anleitung und Unterstlitzung bei der Durchfiihrung der Durchflusszytometrie habe ich von
Christine WeiRRe erhalten. Die statistischen Auswertungen sowie die Abbildungen habe ich
selber durchgefihrt und gestaltet und im Anschluss mit Christoph Baums und Karoline
Rieckmann besprochen. Das Manuskript wurde von mir erstellt und durch Christoph Baums
iberarbeitet. Die Uberarbeitung nach Begutachtung erfolgte (iberwiegend durch mich und
Christoph Baums. Eine ELISA-Messung wurde von Silke Lehnert durchgefiihrt. Die sich daraus

ergebende Abbildung habe ich erstellt.
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Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pnewmoniae strains proliferate in blood &=
of young piglets but are killed by IgM and complement dependent
opsonophagocytosis when these piglets get older

Ann-Kathrin Krieger, Sophie Ohlmann, Leonie Mayer, Christine Weile, Karoline Rieckmann,
Christoph Georg Baums *

Trvtitwete v Bocienodogy wad Myoology, Focwlly of Velerinary Medicine, Dnivenity Lejusiy, 04103 Lefpsiy, Germuny

ARTICLE IKFOD ABSTRACT

Keywords: Klehsiella (K.) pneumonide causes different diseases in humans and animals ineluding the life-threatening liver
Septicemia ahscess syndrome and septicemia, respectively, Hoovever, host-pathagen interactions of K. pnesmtanias in poreine
Acrahinectin

bloud hive not been stwdied, W investigated the working hypochesis thal only distinet £ priesmonice sinins
have the capacity to survive in porcine bloed and that this feature s associoted with specific molecular mackers
such as saquence rype, profile of sidernphore genes and the regulator of the mucnid phanatypse Gmap). Further-
more, we chameterize he lnmune respanse in growlng plglets leading to killlog of an Invaslve K. pressianioe
strain,

The veterinary isnlates showed great diversity in sequence oypes and profile of siderophore genes. Porcine
ianlates were mainly pesitive for the aerobactin gene JucA bur did nnt carey mpd and this genntype was asso-
cialed witly proliferation in Blood of doweek-old piglews. Supernatants of anoioed | Dt ool an oA - sumdn hoosted
wrowth in porcine serum, Between four and eight wecks of age, piglets showed a prominent inerease of Igd
hinding tn & pnevmonize. Immunglobulin ¥ and complement were crucial for killing of a serum-resiscane fucA+
pareine K, preamonioe staln at lght weeks ol age. Vlew cytometry analysls confiemed indoction of phagocytosis
anal caidlutive burst mediales] by serum samples of S-week-old piglets, Based oo our in vigro findings we propose
that many poreine incd+ mph- B pnevmaoniae strains have the sbility to cavse bacteremia in young piglets in
assneiarion with asrchacrin-mediated iron acquisition and fhat fhiz phenntype is lost as specific IgM increases

Regulator of murnid phenntype
Fig
Opamaphagocyhisis

aller weaning,

1. Introduction

Klebsiella (K.} preumoniae is a major human pathogen cavsing sub-
stantial public health concerns due to emergence of carbapenemase-
producing strains but also ol strains with increased virlence causing
life-threatening diseases such as the liver abscess syndrome inprevi-
ously healthy adults (Paczosa and Mecsas, 20060 The latter have been
designated hypervirulent K. pnewmonioe and are generally characterized
bw an ivcA and rmpAd positve genotype. The gene loci iee and mp encode
bicsynthesis of the siderophore aerobactin and the regulator of the
mueold phenotype, respectively. [lvpervieulent K prewmonios olten
express additional siderophores such as salmochelin (gene locus i),
yersiniabactin (gene locus ep) and enterobactin Cgene locus ent), bul
aerohactin is considered most important for increased virulence (Ruosso
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F-trail address: christoph baums@vermed.uni-leipzig.de (GG Raums).
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et al,, 2015), Dissemination of the hypervirulent K prewmnonize strain
through bacterernda w different dssues such as the ove i a commuon
complication of the liver abscess svndrome (Fusso and Marr, 2019),

K. prermonioe clonal group 23 includes many hypervirulent strains
callected worldwide and also an isolated subgroup of strains of equine
arigin (Lam er sl 2075). K. pnenmaonice positive for mpa and fecd have
also been izolated from buffalos and cows in Egypt (Osiman et al,. 2014),
Furthermore, a multidrg resistant hypervirnlent K. premmoniae strain
isolated from the liver of a pig carrying a Yersinia high-pathogenicity
island encoding aerobactin biosynthesis is deseribed (Liv et al,, 20149),
I Australia, outbreals of septicemia in neonatal pigs were eaused by at
least three different sequence rypes incliding sequence type (5T) 25
(Bowring et al, 20171 §T25 was also detected in outbreaks in England.
In the latter case, diseased piglets were 10 28 days old and sudden death
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of well-developed animals was a common clinical finding in all herds
except oue. All investigated K, prermenine ST25 iselates of the septi-
cemia outhreaks in England swere positive for smpA, which is generally
associated with a very thick capsule (Bidewell et al., 2005]).

Bazed on the data of sepricemia outhreaks in neonatal piglets it is
reasonable to sugpest that at least K. prewnoniae ST25 has the capacity o
proliferate in hlood of neonatal piglets. However, K, prenmoniae is also the
causative agenl of other diseases in pigs such as mastits and inhabils the
digestive wact of healthy animals (Schierack e al., 2007), Whether other
porcine K. prewmondoe straing might also cause bacleremia in young
piglets is not clear, In this study, we investigated the survival of different
velerinary K. preumonioe strains, not belonging to ST25, in porcine bloaod.
As an invasive fucd + rmpA- porcine izolate was found to proliferace ex vivo
in Wleoad samples collected sl an ayge of twa Lo six weeks But nod in Bld of
B-week-old piglets, we also asked which components of the porcine im
mune system ane erogal for the development of bactericidal immunity
during this critical time of life,

2. Material and methods
2.1, Hocgeriol stroing ond growth condinons

Twelwe poreine, bwo cguine, one canine and une feline K. predmontas
isolates were investigated in this study (Table 1) The K pneenonioe
reference strain IEY 681 was included as well, For further investigations,
the porcine iwed | K pneamoniae strains 17349 and 18643-1 and the
porcine incd- K. prenmaomiae sraing 21 7/KE and 21 15763 were selected.
Strain 17349 was isolated from a piglet thao died in association with
clinical signs of septicemia, Fscherichio coli strain BL21 was nsed as a
control for the bactericidal assays in porcine serum. All sirains were grown
in Mualler-Hinton (MH) medinm if nor stated otherwise. The strains were
stoved in Brain-1Teart-Infusion medivm with 20 % glyeerin at — 80 *C,

2.2 Genotyping of K. prewmnonioe olates

MLST {mullilocus sequence Lyping) was conducted as descrilsed
previously (Diancourt et al., 2005). Siderophore genes fucA, en®, ip2
and irmf involved in acrobacting enterebacting versinabactin and sal-
mochelin bioswnthesis, respectively, were detected by PCR described
previously  (Russo 2014), Burther, three variants of the
hvpervinulence-associated regulator of mucoid phenotvpe (rpl were

al.,

Table 1
Genolypic charaelerieation of K. prewmonios strains investigoted o this study,

Veterinary Micraftiiagy 266 {2022) 109367

investigated: plasmid-bome rmpA (prmpA) and mpAZ (rmpaAZ) as well
as the chromosomal gene nnpd (rmpAd). PCR owas conducted as
deseribed previously (Russo ot al 20018). For all conducted POR ex-
aminaticns, DNA lysates were prepared by adding colony materlal to
100 L deionized water and lvsed for 10 min at 270 W in a microwave,

The fucA gene of K preuarmonice straln 17349 was sequenced usiog
Sanger Cyecle Sequencing/Capillary Flectrophoresis (for primers see
Supplementary Material Table 1) Sequence data is available under
accession number OLB40289,

23 Dererminadon of siderophore production i K. presmonioe smoing

Chrome azurol § (CAS) agar plates for siderophore detection were
prepared as described previously (MMaluncud and Abd Alla, 2001
Freshly growm colonies were picked and stabbed three times vertically
into the CAS agar plate. Agar plates were incubated overnight [or 18 h at
A7 “C, In case of siderophore formarion, a yellow halo evolved avonnd
the colony. The diameters ol the colony and the vellow halo were
measured and the ratio of diameter of yellow halo to colony was
determined. This semiquantitative determination of siderophore pro-
duction was repeated three times for each strain,

24 Grawth corves in siderophore-eariched serum

Growvth of K. preumaoniae straing was investigated in heat-inactivated
(56 "C for 30 min) normal porcine serwn (P9783, Sigma-Aldrich Taul-
kirchen, Germany) supplemented with K. prermonioe colture superma-
tants to a final eoncencration ol 20 %. As indicated, 200 pM ol the iron
chelator 2,2 Dipyridvl (41531, Carl Roth, Karlsmbe, Cermany) was
added In single samples (Clien el al, 20200, Culture supernatants were
prepared as follows: M9 minimal medium (M&030, Sigma-Aldrich
Taulkirchen, Germany) was prepared as recommended by the manu-
facturer, Different K, pnewmoniae stains (fucd+ or iwcA-) were grown in
M9 minimal medium for 8 h {early slationary growlh phase). Aller
growth, cultures were centrifuged ar 20,100 x g for 10 min and super-
natants were sterilefiliered with a 0022 pmesyringe filter (99722, Techno
Plastic Products AG, Trasadingen. Switzerland) and stored at — 20 *C.

A freshly urown K. precmonioe colony was used for inoculation of an
overnight eulture in heat-inactivacted normal poercine serum., Tor deter-
mination of the bacterial growth, overnight colture was added (o the
supplemented serum at a ratic of 11200, Afterwards, the ODgpq was

Slrain Mol Hite ol imlation Couniry Veur al iaulalion
120147501 i umknown annz
120147607 T umkneren antz
1500454 01" T umkneren Awi lasrhmad 2015
15-0ERS-07° piy Likaereen Swileerkand 2015
1501081-03°  pig lung Gernany 2015

15000 351 g broehial lavage  Bwiterland 2015
1BB55 Pl Jolnt Germany 2016
17540 pig heart valve Germany 2017
180643-1 Tz facces Genmany 2018
82352012 pig comjunctiva Germany 2020

21 72 g tomsils anzt

21 157K3 i smlun anzt

TSN ART unkneren umkneren before 1976
1B6ZE lsre ainus 2016
LMD It lung 2018
IRIT4D0E] dog L ANy dila

IR L46L GBS A wound Germany 201s

Seyuence Lvpe

AGRT
113
5144
2106
a7
4263

5

4741
2150
a6y

aasn
19R 6

An

4742
1426

11
15

tiderophore genes Hegulator of mucold phenstrpe genes

fed” aniil i il A preA2 SmpAd
| B e

B e R

@ This gene was detected with two diferent primer paics leading to e same resulr.

" These strains were kindly provided by Heike Bipmore (Vassineys Dingnoetivs Gmbll, Germany), They were from a collecdon of strains isolated from diseased
animals end included in autogenows vaccines. Untortunacely, the site of isolation was not decumented in 4 cascs.

" The POIL generated an unexpected hand of abaut 1400 by which was nnt further investigared,

4 The PR generted an unexpected band of alaout 1350 by which was not luether investigaterd,
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measured every hour (data nat shown) and the CFU was determined by
plating serial dilutions on Colwnbia agar plates (PB5039A, Oxold).

2.5, Bactericidal assays in blood amd serom of weaning piglees

The assays were generally performed  as described  previously
e elal, 20210 All piglets ariginaced from a conventional German
landrace herd and were berween two and ten weeks of age. This herd
does not have a documented history of K. prewroniae diseases, neither in
piglets nor in sows, Mastits in sows has heen recorded in single cases.
Assays shown in Fies. 2and 3 were performed with blood of piglels aged
fonr weels, The assay shown in Fig. 1A was conduered with blood drawn
[rom nine piglews every Lwo weeks belween the Zod and 10t week of
life. The collection of blood samples for bactericidal assavs was
approved by the Landesdircktion Sachsen (permit no. A27718) For
bactericidal assavs, froren stocks of bacteria were prepared. Exponen
tially grown bacteria (050 0,7) wene mixed with glyeeral ta final
concentration of 15 % and were subsequently frozen in liquid nitrogen.
Stocks were thawed directly prior to the assay,

Brieflv, poreine blood was infected with 1 10% CFUAnL and
incuhated for 120 min at 37 7O on a totator. At tdme point zero and time
poelnt 120 min sauples were serfally diluted and plated on Columbia
agar plates, CFUs were determined and the survival factor (SF) was
caleulated as the ratio of CFU at 120 min to CFU at time point zero.

P addition of 20 pgsml. rldeg, homolomue (recombinant immu-
noglobulin M-degrading enzyme of Swreptococeus swls, active domain,
rldegz,,_hl, a highly specific Tghd protease (Seele ot al,, 201 3), the impact
of IgM on bacterial survival in blood of piglels at a certain age was
examined, Anti-porcine-Tgh Western hlots were carried out as described
(Fieckmann etal, 2008) o detect lph cleavage products in plasma alier
bactericidal assays (Fig. 1)

Serum samples woere collected from the same S-week-old piglets
mentioned above, For heat inactivation, serum samples were put into a
heating block at 56 - for 30 min. The assay was performed in 300 pL
serum with an inoculation dose of 3 = 10% CFU/300 L serum. Twenty
g videgg b per ml was added as indicared. CFUs and 5Fs were deter-
mined as described above. In this assay, E coli BL21 served as a concol
for functional complement system as Gram negative hacteria are usually
Lilled by membrane attack complexes mediated by the complement
gestem {Brown, 1955),

26, Detection of specific IgM and IpG autibodics

The determinacion of specilic IgM and IgG antibody levels followed a
muodified standard protocal nsed for detection of anti-Smreprococrus suis
IgM antibodies (Ricclonann el al, 2008). Briefly, Munc MaxiSorp™
flat-hottom plates (Thermo Fisher Scientific, Nunc As5, 44-2404-21,
Roskilde, Denmark) were coated with 0.2 % [ormaldehyde-inactivaed
bacteria (K, pnewmnoniae stain 17349). Serum obtained from a conven-
tiomal 11-weck-old pig (#1005} was sed as standard and defined o
include 100 ELISA units, Serum from colosorom-deprived piglets served
ax negative control. Blocking in the anti-lghd-ELIBA was conducted with
5 % skinuned milk and 1 % fetal ealf serum (FCS) in phosphate-buffered
saline (PES) whereas in the anti-lgG-ELISA a Dliwking buffer containing
0.5 % bovine serwum albumin (BSA) and 0.1 % gelatine in PBS was used.
Between the different incubation steps, plates were washad three dimes
with PES containing 0.05 % Tween 20 {PBST). As samples, serum drawn
from piglets of different age (2, 4, &, 8 and 10 weeks of life) or from
randomly selected sows one week wue partim were added and diluted [n
FRST with 1 % FCS or PEST with 0.5 % BSA and 0.1 % gelatine for Tghd
and IgG, respectively. For detection ol serum lghl, a polyclonal sec-
ondary goat-anti-porcine-1eM horseradishperoxidase (HRP) conjugared
antibedy (WBP2-4269011, Novus Blologicals, Centennial, USA, 1:10,000
in PBST) and for detection of serum IgG, a polvclonal secondary
goal-anli-pig-lgG horseradish-peroxidase (HRF) conjugated antibody
[A1Q0-105 P, Bethy] Laboratories Inc., 1;10,000 in PEST + 0.5 % BSA +
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0.1 % gelatine) was used. Plates were developed using 2, 2-azino-di-(3-e-
thylbenzithiazoline sulfonate) (ABTS™, Merck, Davmstadt, Germany)

and Halk as the substrate. Absorbance was measured at 405 nm.

2.7, Detection of K, pneumeniae induced oxidarive burst and phagocyrosis
i pronulocytes

Destectiom of phagocytosis and peidarive burst of porcine granulocetes
wis conducted as described for Srepiococcis suls (Rungelrath ecal, 2019)
with the following modifications: Serum was collected from another nine
S-weel-old piglets of the same conventional herd. Serum samples (50 pLy
were preincuhated with the complement system inhibitor vaceinia vims
complement  control  protein  (WCP.  GeneBalance Inc., catalogus
#GB-VOP230, 2 pgl at 37 “C for 5 min as indicated, VCP was added in a
concentration known o significantly inhilit the complement system
(Thorgersen et al., 2009), Afterwards, 5« 10° CFU of K, prewnoniae strain
17349, prestained with Cell Trace FarRed {(C34572, Thermo Fisher Sei-
entific), were added and samples were inenbated rotating at room tem-
peralure for 30 min. For ecach sample a PBS control (instead of
K. prisumortiae) was used to determine K. prieumoniae induced signals, Four
milliliters of hepariniaed blood of o healthy S-weck-old piger was
centrifuged at 500 ¥ g for 10 min and then washed twice with PES in order
o rermove the plasma, afterwards adjusted o three guarters origina]
volume with PGS, Fifty microliters of blood cells were mixed with the
preincubated sera in a ratio of one to one. Following an incubation period
of 15 min at 37 "C, dibhydrorhedamine 123 (D054, Sigma-Aldrich,
DHR123; 5 pesml) was added and incobation was continoed ar 37 <0
for 1O min. Flnally, erytheocvies were Iysed [or 5 min using erythrocyte
Tysis buffer (0,155 M ammaonium chloride, 10 mM potazsium hicarhonate,
.1 mbd disodivm EDOTA, pIl 7.20., samples were relilled with PBS and
centrifuged at 500 ¥ g at 4 “C for 10 min. Lysis of erythrocytes was con-
ducted two limes and all steps were performed on jee. Remaining ledeo-
cytes were washed with PBS and samples were fixed with 2% (wiv)
paralormaldehyde and measured immediately by Dow cylometry (BD
FACSCalibur), Data analvsis was conducted by gating on granulocytes
(FlowlJo), K. prewronioe-induced oxidative burst and phagocylosls was
detined as the difterence: % Rhodaminel 23+ /Farted + (Rhol23-+/FR—)
granulocyles in K. prewmonioe sample - 9 Bhol 284 FR — granulocyles in
PBS control,

2.8, Bactevicidal assay i reconstituted Blood

This assay was conducted in 300 pL reconsttuted blood consistng of
250 pL blood cells and 250 pL serum. Tor preparation of bleod cells,
Dliwwl was drawn from an 17-weck-old piglet from the same conven-
tional herd used for bactericidal assays, The blood was centrifuged at
1,240 for 5 min, the plasma was discarded and the blood cells woere
washed three tines with PB5. The sane seriun samples as analvzed in
oxidative hurst and phagsocytosis assays were selected. To investigare
the influence of complement system on killing of K prewmoniae in
porcing Wood, YOP was used as follows: Ten microgram VOP were
applied to 500 pL reconstituted bload (20 pgs/mL), samples were pre-
incubated ar 37 “C for 5 min and afterwards the bactoria (2 - 10% CRUS
mL) were added. To elucidate the role of Ighd, 10 pg rldeg, b was
inclnded, Determination of CFU and caleulation of the SF was performed
a5 described above,

2.8 Sranistical amalysis

One-way analyvsis of variance (ANOVA]Y with suhsequent Thnn's ar
Tukey's mulriple comparisons test was used o analyze data with more
than two groups, The Mann-Whitnew-1U test was performed ro analyre
the diflerences between twoe groups ln the bactericidal assay (/-
rIdegas b, Fiz, 4A) Unpaired t-test was used to analyze data of oxidative
burst and phagocylosis investigalions. Means and standard deviations of
the results are shown. All statistical analvses were conducted using
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GraphPad Prism 7.0 software, Probabilities lower than .05 were
considered significant (* p< 0,05, **/dpdp p < 0.01, *** p < 0,001, ===
oo 0LD0T)

3. Results

3.1, Prafiling of veterinary K. prewmoniae strains confirms great diversity
regarding sequence tvpes and siderophore genes

ST2h K. prewnondae straing have recently been described as an
emerging 5T cansing septicemia in piglets in Australia and England
(Bovering el al 2007; Bidewell el al, 2078 As we eneountered o case of
septicemia in a piglet with detection of K pnewmnoniae in multiple in-
ternal organs, we conducted MLST with the respoective iselake {strain
17349), However, this case of septicemia was caused by ST4741
[1ahle 1), Furthermore, we investigated 10 additional German and Swiss
veterinary K. pretononiae isolates from different hosts including pig,
horse, dog and cat in MEST. A wreat variet of 8Ts was detected as cvery
investigated isolate belonged to a different ST (Table 17, None of the
isolates belonged to ST25.

As siderophore production and a very thick capsule are hallmarks of
hypervirnlent K, pretmoniae, we determined the profile of siderophore
genes (lued, e, irp2 and Fol) and rmpd, encoding a regulator that
results in a thick capsule, Mone of the three mmpA genes was detected in
any of the investigated isolates. Begarding the siderophore genes, sl
was detected in all isolates whereas the salmochelin gene iroB was not
found at all. Ten and six of 12 investigated porcine isolates carried the
fucA and p2 genes, which are involved in aerobactin and yersiniabactin
biosynthesis, respectively. All of these ueA+ strains were isolaled from
dizeased pigs and partly from invasive sites including joint, heart valve
and Tung. The percine sepicemia isolate 173449 selected for further in-
vestigations carried genes of three different siderophore operons.
Sequence analysis of the complete iveA gene of this strain comfirmed an
intact open reading frame (see accession number OLBA0289),

To comfirm siderophorne production we investigated the phenotype of
11 isclates on CAS agar plates, As depicted in Fiz. 1, all isolates were
surrounded by a halo in agreement with siderophore production. As
there were substantial differences in the size of the hale, we determined
the ratio of the diameter of the halo to the diameter of the colony as a
semiquantitative assessment of siderophore generation (leading to
values between 1.1 and 1,6). Isolates 18643-1 (Fig, 1B) and 823/20_12
[Fig. 1D} exhibited the highest ratio with L& lollowed by 18623
(Fig. 1G] with 1.4 and 17348 (Fig. 14) and IMT46165 (Fig. 1J) with 1.3.
The smallest halos and thus the lowesl ratios were generated by isolales
18655 (Fig, 1C), IMT44989 (Fig. 1H] and IMT40061 (Fig. 11) with 1.2
and 21_7 /K2 (Fig. 1EY as well as 21 1583 (Fig. 1F) with 1.1,

17348

(8. 1mmi7. 2mmi1.3)

2_15K3 18623
{%.8roind8. 7. 1) | (8. 7mmie . Ammi1.4)

IAT44988

IMT40081
[E4mmi7 2mm/1.2) | {8 1mmiE. 7mmi1.2)
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In summary, the 12 investigated porcine K. pneumonioe isolates
belonged to ditferent STs, did not carry any rmpd variant, showed dit-
ferences in siderophore genatypes, produced siderophore halos on CAS
agar and showed a putative association of wed with disease.

A2 iistinct porcire K. preumonioe eoletes proliferare in blood of 4-
week-old piglets

As K. pneumoniae septicemia is described as an emerging disease in
piglets, we asked if our strains have the capacity to survive or even
proliferate in blood of healthy piglets ex vivo. In two different ap-
proaches we compared survival of K. presmomiae straing in blood of 4-
weeli-old suckling piglets. Firstdy, fow strains of different lLosts,
namely pig (n = 3} and hotse (n = 1) and the reference strain were
chosen (Lo, ZA) All investigated porcine isolates proliferated elliciently
in the hlood during an incohation period of 120 min as indicated by
pean survival facters above L0 In conteast, the equine isolate (18623)
and the reference strain (DSM 681] were killed (5F = 0.13 and 5D, =
020, 8F = (LM and 5.1, = 0L02, respectively). The survival factors of the
three porcine isolates (17349 8F = 14,38 and 5.0, = 17.57; 18643-1; 5F
= 11.04 and 5.D. = 6.07; 18655 §F — 22.64 and S.D. — 22.78) were
significantly higher than the survival factors of the other two investi-
gated non-porcine strains. In a seoond assay, another four K. prewmonioe
isnlates originating from a pig, a dog, a cat and a horse and again strain
17349 were investigated in blood of 4-week-old piglees from the same
herd (Tig. 2B), While strains IMT40061 and IMT44989 were efficiendy
Lilled], the feline ST15 strain IMT46165 and strain 17349 showaed sur-
vival to limited proliferation in the bloed with swrvival factors above 1
(Fig ZB) Strain 823,201 2 proliferated in the hlood of three oot of nine
piglets but was Lilled in the blood of the other six. The mean swrvival
factor was 0,81 (5.0, = (.74,

In summary, theee nvestigated porcine K prenonios straing sur-
vived or even proliferated in blood of weaning piglets in contrast to an
equine and canine isolate.

A3 Aerohacrin putatively promotes prodiferation of K. pneumonice in
poreing blood and boosts bacterial growoh in serum

We wondered whether ditfferences in siderophore genotypes were
assrciated with differences in survival in porcine blood. Therefore, we
chose the owo [ued | strains 17349 and 18643-1 and the two incA-
strains 21 7/ and 21_15/K3 for a comparative hacrericidal assav, Both
iweA - straing proliferated with suevival Inctors of 3.88 (5.0, 2.1B) [or
17349 and 12.77 (5.10. = 3.49) for 18643-1 (Fig. 3A), comparahle to the
results obtained before (see Fig. 24 and B OF note, 18643-1 does not
carry the wersiniabactin biosvnthesis gene p2 in contrast o 17349,

Fig. 1. Semiguantitative determination of
siderophore prodwetion  of  veterinary
K. pneumoniae strains on chrome azurnl S
agar.

K prewmoniae isolates were ineubated for 18 b
at 37 “0 on CAS agar places. The dismeters of
the colony and of the yellow hala were
measuretl, The yellow oren indicotes  side-
rophore production. The diameter of the yellow
haln, the diameater nf che enlany and tha ratic of
e diameter of the yellow halo to the colany
dismeter are indicowed in this order in the
brackets, The origin of the smrain and the side-
rophare genotype are specified in Table 1.

IMT4E165
(5.6mm/E.5mm/i1.3]
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l Fig. 2. Comparizon of  survival of
S I

A B o . . !
4- K. predrnonlae isolates in poreine blood, The
504 results shown in A snd B owere obtained in
blned of 4-week-nld piglems (n = 9% from the
S 404 ‘E 34 E e same Dherd at two different thne  paints.
E 5 K. pnevrnonioe stroins were originally isalaed
‘:'é 304 E from ditferent hosts as indicated. Whole blood
= 'T; 24 - was infeered av wva with 1« 10% CFU per ml.
.E 20+ = s incubsted oL 37 O for 120 min on a rotalor,
E T E 14 __.“-.[_..___“ N ... Theservival facter is defined as the ratio of CFU
n 10+ I 1 L at 120 min o GFL ar fime poine zero. Mean
‘ —_ survival Tactoes above 1 {dashed line in B)
04 T T T 0= T T T represent proliferadon in blood, Data of strain
oy o o N & & & o D 17343 and DSM 681 shown in (A) arc also
8 R & u&a a{FP @ R @Eﬂ ~ included in a presdous publication (ke .

N 4 o ) b -, e &
{5# hh':-' .-L':l ‘és( .\"} ? ~ iy el oal, S2T) Bars amd eror bacs cepresent
L% oF LS %i; W LS é’ s
w I &\ & @ Qg“ mean values snd standard deviations, respec-
ot N

Survival factors of these two fucd— smrains were significantly higher

compared Lo the iucA- strains: 21 7782 was ellicientdy killed (SF — 012,

8.1 = 0.27) and 21_15/K3 showed survival to limited proliferation (SF
170, 8.D. — 1.03).

Furthermore, we asked whether aerohactin-containing bacterial su-
pernalanis would boost bacterial growth of K. prewnoniae in porcine
serum, Therefore, we chose the invasive fucA+ strain 17349 and the
lueA- carrier strain 21_15/K3 and examined bacterial growth in serum
supplemented with cultwre supernatants of fecA+ and incA- strains, The
exponential phase of the yrowth curee started carlior and showed a
steaper cowrse when supernacants of fucA - strains containing the side
rophore acrobactin swere added o serum. This boost was observed for
the icA+ strain 17349 and the dwd- strain 21_15/IC2 (Fig. 3B and C,
respectively). The exponential phase started at approcimately 2.5 and 3
It for strains 17349 and 21 _157K3, vespectively, On the other land, the
exponential growth phase began approximately after a 3 h (17:349) and
3.5 h {21 15/K3) lag phase when senun was either supplemented with
supernatant of an ifucA- strain or when strains were BTOWT under iron
restrictive conditons i the presence of the iron chelator 2,2"-Dipyridyl
(0P}, Of note, the itcd- strain 21_15/K3 showed a boost of growth only
with the heterologous supernalants of the lwed -+ strains and not ils own
supernatant [Fig. 200

In summary, fucA— strains showed proliferation in porcine blood in
conerast oo fucA- strains and bacterial supernatants of two fucA + strains
Lot not an ikeA- strain boosted growth of homaologous and heterologous
ucA+ and iucA- strains in porcine serum. These results suggest that
acrobactin-mediated irom acquisition is an important virolence mecha-
nism of invasive K. pnewnoniae strains in pigs, as it most lilkely playvs a
crucial role for proliferation in porcine blood and serum.

3.4, Swrvival af the invasive I prewmoniae sorain 17349 i poreine blood
15 restricted by 1gh in blood of S8-week-old piglets

K. prenmomioe septicemia in pigs is mainly restricted oo sockling
piglets (Dowring et al, 2017 Bidewell et al., 2018). Accordingly, we
hyvporthesived that K. premmonioe is efficiently killed in blooad of older
pigs due to developing Immunity. Consequently, we drew blood from
the same piglets (n = 9) every two weeks and determined swvival of the
septicemia strain 17349, As shown in Fig. 4A, strain 17349 proliferaced
efficiently during the 120 min incubation period in 2-, 4- and 6-week-old
piglets as nean survival factors were above 5 In 8- and 10-week-old
pizlets the mean hacterial survival factors declined and reached values
of L1B (5D = 1.12) and 0.84 (5.1 = 0.93], respectively. These resulis
sugeested development of immune defense mechanisms in growing
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tively. Sraristical analyses wera  performed
using, ane-way AKOVA and Dunn's mulciple
cumparizons esl, Significant ditfereoces are
indicated (* p = Q.05 ** p < 0.0L, *** p =
LT, AR e QU000 ),

piglets leading to restricted survival of this K. prewmoniae strain in older
pigs, at least in this conventional heed.

We used the active domain of the highly specific TghM protease of
Streptovoccus suls, namely Ideg, . h (Seele o0 al ) 2013), as a wol o
investigate the role of IgM in restriction of K. pneumonice proliferation
and survival in the blood of the piglets sampled au dilferent ages, A
concentration of 20 pg/mL rldesg h which is known to cleave Ight
completely was used in the assays (Fig. 81; Bungelrath el al, Z018) As
showm in Fig, <A, incubation of porcine blood of 8-week-old piglets with
rlideg h resulied inoa siynificant inerease of survival factor values of
. pneumoniae strain 17349 to 4,89 (5.0, — 2.84), In contrast, swuvival of
K. pnewmonice was nol significantly altered through rideg,: b addition
to blood samples drawn at an age of 2, 4, & and 10 weels. Efficient
cleavage of 128 by Tldeg.,: b in these samples was verifiod by Westemn
blot analvsis [Supplemental Fig, LA) These results indicate that Ighd
played an eszential role in restricting survival of K. prevsmonioe in hlod
af 8-week-old piglets {at least in the Investigated animals of this herd).

We: hypothesized that the bacterial survival pattern was related to an
activation of B eells alter weaning secreting [eM binding to the surlace of
K. pnenmaoniiae. To test this hypothesis, we determined specific IgM levels
In serum samples drawn at the same lme poinls of blood colleclion for
the hactericidal assays (Fig. 4B), TgM hinding to immohilized
K. prewmaonioe was nol detectable until an age of foor weeks. A promi-
nent increase of Izdd binding to K, pneumontae 17349 was recorded after
weaning leading (o mean leh levels of 37.97 (8.0, = 16.37) and 55.39
(5., = 14.71) ELISA units at an age of six and eight weeks, respectively.
These resulils are in accordance with the hypothesiaed activation of B
cells secreting IgM and the Igbd-mediated restriction of survival of
K. paggmonice in bliaod of the S-week-old piglos. burthermore, 1gG
levels also showed a synchronous course in che investigated piglets
(Fig 40 In the 2nd week of life, the 1gG levels obtained the highest
mean values with 91.41 ELISA units (5.0 33.28). From the 2nd to the
4th week of life 10 antibodics decreased significantly to mean values of
34,01 ELISA units (5.In  21.53] probably due to a decline of maternal
antihadies, After the 4th week of life, specific TgG levels slowly increased
until the 10t week of lile and ranged bebween 50 and 75 CLISA units,
However, differences between the 4th week and the later fime points
were ot signilleant. As we suspected maternal IgG antibodies in the
suckling pizlets, we also measured IgG antibody levels in serum samples
drawn [rom sows one week ae parten o this herd The results
contirmed wvery high levels of I9G binding to K. pneumoniae strain 17349
a5 values mnged from 200 o 2700 ELISA units in the eight investigated
sows of this herd (Fig. 52,

In summary, K. precsmorioe 17349 proliferated in the blood of the
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Fig. 3, Aerobactin putatively promotes prolilferation in porcine blood and
boosts bacterial growth in serum, A& Blood of 4-weel-old piglets (n— 8] was
infected ex vive with 1« LO"CFU per mL of K prewmoniae ivcA— and fucA-
straing and incubared at 37 “C for 120 min on a rotator, The survival factor is
delined s the malio of CFU al T2 min e CPU al Lme poinl sero, Mean sucvival
tactors above 1 (dashed linel represent proliferation in blood. In B and C
mrowth of an fved— and fwed- K preomonioe strain in conventional porcine
sarum is ghown, respectively. The Impact of asrabactin on bacterial growih was
investigated through additivn of sidervphore-voriched colture supemnatints (s,
incA+ strains) and culture supernatant of an fiweA- strain. The iron chelaor 2°2-
Iripyridyl () was used as indicated ro ereare iron limifing effects. Bars and
ermor bars represent e values and standard deviations, respeclively. Sig-
nificances were determined using one-way ANOVA with Dunn's multiple
comparizons test {A). Significant ditferences are indicaced (** p -« 0.01, *#* p
< (L0,

investigated suckling and weaning piglets ex vivo. In the Sth week of life,
survival of strain 1734% was restricied by 1eb in associalion with a
significant previous increase of IzM binding to the swiace of
K. preumonie,

3.5 The tmeasive K. pneumonioe smom 37349 i noe killed i mormal
poreine seriim

We wanted to know i porcine serum of 8-weel-old piglets {desig-
nated normal porcine serum) i for itself sufficient to mediare killing of
the invasive B prewmosice strain 17349, pamely by IgM-mediated
complement activation and subsequent membrane attack complex for-
matlon. In eonlrast lo B coll BL21 (Fig. 5B), K phestrionioe 17349
proliferated in the serum samples of the 8-week-old piglets (Fiz. 5AL
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Fig, 4. Killing of K. preurromiae 17349 in blood of B=-week-old pigs is 1gM
dependent.

A Survival of K. pnewnonige was determined ex vive in blood drawn from the
same piglets {n = 9} every fwn weeks, The highly specific 12 proteazs rideg
e btorralogue (eldes, i by 20 peAml) was acdded e the Blood e bvestigae the
impact of IzM on bacterial survival, Cleavage of 1gM was confirmed in Western
blar analyqia of plasma samples after bactericidal assay [Fig. 51A) The survival
Factar Iz defined as the ratlo of CIFL A 120 min to CEU at thie point zero, Mean
survival factors ubuve 1 {dashed line) represent proliferation in blood, Bars and
ervor bars represent mean values and stendard deviations, respectively [A).
levels of K. preumaonios specific T {B) 2nd 15G (C) in sermm samples drawn at
the saome tse poins as Uie Blosd Tor the aclericidal assays shown in A were
measured in ELISA, Horizontal lines and ercor bars represent mean values and
srandard deviatinms, respectivaly. Statistical analyses were conducrad wsing
ann-wwhitney L test for comparison of the groups 15 ridegi h (A, 40 and
cne-wiay ANOVA with Dunn's multiple comparisons Lest (A, * ol B, =) ar
Tukey's multiple comparisons test (C, *) to anelyze the different time points.
Significant differences are indicared [* p < 005, ““/dpdp p < 001, ¥5% p
= 0010,

Through addition of rideg h. IgM contained in serum was cleaved,
Cleavawe of lehd by rfldege,q b had no effect on survival neither for strain
17349 nor for E. coliBL21 (Tig. 5A and B). Heat inactivation of the serium
was used to inactivate the complement system amd thus to prevent the
tormation of membrane attack complexes for killing of Gram negative
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bacteria. Whoereas B coli BL21 survived and proliferated only in heat-

inactivated serum without functional com
no impact on K. presmoniae proliferation,

plement, the treatment had

Ly conclusion, serun of 8-week-old piglets including elevated IgM

A granulocytes gate

PES ctr

S3C-H

FEC-H

K. preumoniae 17349
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Fig. 5. K. premmomiae 17349 [A) proliferates
i serum of Bweek-old piglels in conlrast (o
E. coli BL 21 (B). The assay was conducted in
sarum nf the zame 9 piglets used in Fig. 44, The
seriim wis lnoculaed with 1 = 109 Qe el
andl frvcnbsted sl 37 YO for 120 min un o rotaor,
The survival factor is the ratio of CFU at 120
min to CFL ar fime point zere, The highly
specilic g protense tlde: b owas added as o
tool te cleave porcine IgM. To investigate the
impace of the complement sysrem on bacterial
survival, serum was haat lnactivated, Bars and
errur bars represent mean vadues aned standared
deviatons, respeedvely. Stadstical analysis was
performed using nne-way AMOVA and Tukey's
mulliple comparisons tesl (A) or Dunn's moudli-
ple comparisons test (B). Significant differences
are indicated (**** poo 000001

Tevels binding Lo K. preumoniae 17349 and active complement does not
prevent proliferation of this invasive K. prewmonice strain. This suggests
that immune cells are crocial for killing of strain 1732449 in porcine bload,
at least in the case of the investigated B-week-old piglets,

a1
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20
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% phago+oxBurst+
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Fig. 6. Killing of K. prnewmonige 17349 in
porcine ood of the investigated S-weak-old
piglels is mediated by complement depen-
dent phagocytosis.

Far flow evtometry analysiz (A and Bl, serum of
soweskoold piglers (n 9 was noculated with
Coll Troce FurBed -labeled K, pneemonioe 17345
(5 = 107 CFU), incubated rotating at room
remperature for 30 min hefore reconsritutinn
with Blood cells froam o healthy pig, The impaect
of complement  for phagocyiosis of
K. pneumoniae was provan by addition of the
complement Inhibitor wvacelnla wlrus comple
ment control prowein (VCP)L For detection of
axidative  burst  dihwdrorhodamine 123
(DHRIZ3) was used. Reacrive oxymen species
CHOXL generation  resulls  in oxidaton  of
DHR123 1o cationic rhodaminel23 (Rhel23)
Fraquency nof granulneytes  showing  hath,
oxidative  hurst and  phagocyiosis  activity
inluce] by sirain 17349, was messuced Ly Quw
cymmemy (BD FACSCalibur and Flowlo) A
kacterieidal azsay (G) was conducred in recon-
stiluted blosd consisting of 250 pl Dleod cells
and 250 pL serum of the same S-weck-old pig-
lets (n = 9). To invesdgate [gM and comple-
ment depending killing the 1gM protease
rldega h wnd WCP were uwsed, respeclively,
Samples were infocted with 2« 10° CFU/mL of
K. pnevmaniae 17349 and incubared on a rota-
Lar al 37 V0 Jor 120 min. The suevival Gctor is
defined a= che ratio of CFU at 120 min to CFU at
time point zero (dashed line marks a value of 1
indicating no change in number), Degradation
of Iz was confitmed by oot 1M Western Blul
as shown in Fig. S1B. Bars and crror bacs
reprasent maan values and standard deviations,
respectively,  Stastical  analyses  were  per-
formed using unpaired etest for flow cytometry
analysis and one-way ANOVA and Dunn's
mulriple esmparisons rest for hacrericidal agsay.
Sigmificant differences are indicawed (== p o<
0,01, *** p = 0.001, **** p = 000010
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3.6, Killing of K. prenmomice 17349 in porcine blood s associated with
complement deperident phagocytosis and oxidative burst in porcine

gronulocytes

Az gerim alone was not able to induce killing of K. pneumonioe 17349
we Investigated opsonophagocytosis by porclne granulocyles. As shown
in Fig, 6A, poreine granulocytes were able to phagoceytose the invasive
K priewmosiae sirain 17349 alier opsonisalion with sera of the 8-week-
old piglets. Moreover, opsonophagocytosis was associated with strong
induction of oxidative burst. In order Lo examine the role of complemenl
we used the C3 convertase inhibitor VCP, which is able to suppress the
classical and alternative activation pathway of the complement cascade
[Thorgersen al., 20090, Inactivation of the complement system
throwugh YOI was acosmpanicd by a significant decrease of granuloey s
engulting K, pneumoniae and producing oxidative burst (Tig. 6B},

Subsequently, the survival of K. presmonios was investigated in
reconstituted bloed with the same sera used for preincubation in the
previous experiment. As already observed inowhaole blood (Fioo 44),
strain 17349 was killed in the reconstdtuted blood 6C). By additdon
of Tideggi h, K. prevmomice showed survval o limited proliferation
with a mean survival factor of 1.21 (5.0, 1.70) (Tig. aC). Signiticant
differences in survival were abserved when VOP was added to the blood
and the mean survival factor increased to the tenlold (SF - 1133, 5.0.
5.43) indicating efficient bacterial proliferation. The smrvival factor
[urther inereased to a mean of 15.40 (8.0 — 5.55) when rIdeg, ;. h and
YO were added to the reconstituted blood, Cleavaze of IgM in samples
treated with rldeg.q b was confirmed through anti-lghd Western blob
analysis (Supplemental Fig. 1B}

In conclusion, opsonophagecylosis bul not complement activation
tor itself was crucial for killing K. priewnoniae 17349 in blood of the
investisatod S-weck-old piglets. Porcine Lebd plaved an important role in
Idlling of this strain ar thiz age, most lilkely through activation of the
complement system,

ot

4. Discussion

Hyporvirulent human K. precmonios isolates primarily belong o
€23, This clonal lineage is clearly distinet from nonhvpervirulent
srraing and carries @ plasmid encoding two siderophores, serobactin and
salmochelin, and mipd (Strove et al, 2015). Sequence tvping of the
veterinary isolates investigated in this study did not reveal a strain
belonging to CC23. This agrees with the [inding that none of the isclates
carried the rmpA and iroB gene (the latter being involved in salmochelin
biosynthesis), Accordingly, the veterinary steains investigated [n this
study shonld not be classified as hypervimulent in the sense the term is
used in human medicine. The strains of this study are also distinct from
the outhreak strains cansing septicemia in piglets in England and
Awstralia (Bowring el al, 2007 Bidewell el al, 2018), as they do nol
belong to ST25. As the ST25 outhreak strains carry the mmpA zene, they
have most likely a very thick capsole. However, despite the lack of the
rmpA gene, at least three of the investigated porcine isolates of this study
had the capadity w proliferate in Wood of healthy 4-week-old pigles and
at least one strain (17349) was the cavsative agent of sepricemia. These
resulls indicate that rmpA- porcine K. poewmoniae strains might also
cause bacteremia. It remains to be elucidated in future studies whether
these porcine strains have a thinner capsule in comparison o rmpa+
strains as one might expect.

In human K. prermanioe isolates, rmpd, iroH and fucd are generally
ouly detected in hvperviculent strains, As these genes are located on the
same plasmid in CC23 strains, their presence is genetically linked
[Lam ec al, 2018), Howewer, our data suegests that many porcine
K. pneumomiae izolates carry the fucA gene but none of the other two
ZEnes,

Aerohactin-mediated iron acquisition encoded by the iuc operonis an
important virulence mechanism of hyperviralent K paewmosioe sleains
of humans (Russo et al, 20014, 2015; Russo and Marr, 2019), We
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sereened twelve K, poesmaoniae strains isolated from different pigs and
localizations for the hypervirulence-asseciated gene iwcA. All but two
were pwitive for the serobactin gene dvcA (Table 1) This suggests that
plgs ave an important host for ice - K preemonioe steains, In accordance
with results of mice infection experiments (Russo et al, Z015),
aercbactin-mediated ivon uptake is most likely very lmportant for sur-
vival and proliferation of invasive K. pnenmanige strains in porcine
blewed. Though loss-of-funclion experiments are important w further
prove this claim, the resules of the comparative analysis of fucA— and
ipcA- porcine straing in Mood (Figo 3AY and the Toost of growth in
porcine serum through supplementation with supernatants of ucd -+ but
mt fueA- strains sirengthen this hypothesis (Fig. 38 and C)

The haloz on CAS azar were generally not related to the ability to
survive in porcine blood: As an example, strain 18655 showed prolif-
eration in blood in contrast to swrain 18623 (Tig, 2A), though its halo on
CAS agar was smaller (Fig. 10 and ). Regarding investigated side-
rophore genes, strain 18623 was only positive for en® (Tahle 1),
Accordingly, the halo of this strain on CAS agar was most likely only
caused by entercbactin. Importantly, enterobactin but not asrobactin-
dependent iron acquisition is disrupted by the host protein lipocalin 2
(LenZ) which binds entercbactin with high affinity (Tlo et al.. 20044
Fiuckinger et al,, 2004; Miethke and 1 0T, Bachman et al,,
20127, Aceordingly, enterobactin generation is not regarded to be sul-
ficient ta ensure iton acguisition in hlood of mammals though it hinds
Fe' swith very ligh alfinity. As strain 18655 was [ound to be positive for
genes involved in enterobactin and aerebactin synthesis (Tzhle 1], iron
acruisition via aerobactin was most likely crucial for the high prolifer-
ation rates in some blood samples (Fiz. 2A). As the feline isolate
IMT401 05 was anly positive for the enterobactin bicsynthesis gene entd
(Table 13, a mean swvival factor slightdy above 1 indicating survival to
Timited proliferation in porcine Wood s surprising (Fig 28] ot mighi be
explained by sidetrophore independent iron uptake mechanizms,

It is commen that a single bacterium expresses a greater battery of
Te-siderophore importers than siderophore exporters. Furthermore,
different routes for the uptake of siderophore-delivered iron can be used
iethle and Marahiel, 20071, The observation that growth of the iucA-
strain 21_15/7K3 in porcine serum was boosted by the supematants of
both heterclogous iucd  strains but not [ts own supecnatant (Tig, 3C) is
in accordance with the evolutionary advantage to use exogenously
derived siderophores as iron sources and the postulated rele of
aerphactin-mediated iron acquisition in K. preumonige bacteremia in
plelets.

IgM antibodies recognizing certain glyean epitopes of K, pneumoniae
LIPS are cross-specilic (Rall
these IsM antibodies have a crucial function in the control of invading
pathogens originating from the buman inlestinal microbiome. Here, we
show through bactericidal assays conducted at different ages of pizlets
that lgh is crucial for limiting survival of £ prewmomoe in blood of
S-week-old piglets. The crucial function of IgM was demonstrated
through the addition of the recombinant leb protease tidegg:, he This
protease is an ideal tool to specifically study the function of IgM in
hurst-pathogen interactions in pigs as this protease is highly specific for
parcine IgAl (Seele et al, 2013), Though we did not investigate which
epitopes ate recommived by the lgMoantdhodies mediating killing of
K. pnewmeriae, it should be noted that the Invasive K prewenoniae strain
was isolated from o different herd, It s subject of furure studies to
deterimine whether these Ighd antbodies are ceoss-specilic, Noteworty,
we are not aware of K. preonomiae diseases in the herd investigated
within the experiments shown in Uiz, 4, though we have been investi-
gating samples from diseased piglets of this herd over many vears. Thus,
it appears lkely that the Ighd antibodies were oblained in these pigles
following local, elinically unobtrsive infections and not through svs-
lemic infections associaled with clinical signs of disease.

The results of the bactericidal assays ar different time points of piglet
rearing (Hig. 4A) indicated pronounced proliferation of the investigalod
invasive K. prewnoniae strain in blood of suckling and weaning piglets in

ahiel,

Tenske el al, 2018) The authors postulate that
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comtrast b pigs being 8 and 10 weeks old, Although our resules indicate
that substaneial levels of maternal IgG antibodies against K. prewmenios
were transferned to suckling piglets in this herd, passive maternal im-
municy did obviously not prevent proliferation of K prewneriae in the
blood of younger piglets e vive (g at an age of 2 weeks), at least not of
straln 17349, However, bactericidal lnununicy developed as Igh bind-
ing ta the surface of K. prewmonioe increased after weaning. These
[indings are in accordance with the observations thal K precrmonioe
causes mainly bacteremia in suckling piglets (Bowring et al, 2017;
Bidewell el al., 2008). The low K prewmofioe specific IgM levels in the
2-weel-ald suckling piglets suggest that the sows had rather low levels
uf these antibodies though they were raised in the same herd.

Interestingly, the investigated K, pretomoniae strain 17349 was serum
resistant, wven in the serum including high Tevels of specific 1gM
[Fiz, 5A). Ditferences among K. premeniae swaing regarding senum
resistance have been deseribed using serum of rabbits and monlayes
[Ciurana and Tomas, 1987; Sota et al., 2016), but to the best of our
knoweledge poreine serum has not been investigated proviously, Al-Farsi
et al. also did not find an effect of complement inactivation ou survival
of K. prermonioe strains in human serum in contrast to Escherichio coli
D-21 (Al TFarsi et al., 2019), For the invasive porcine K. pnetmonios
strain investigated in this study, opsonophagecyrosiz induced afrer
complement activation wough [ghd was most lkely erucial Tor killing in
the hlond of 8-week-old piglets.

I conclusion, this study shows that porcine K. prewmoniae isolates
with an fucA+ rmpd- zenotype proliferate in the blood of young piglets
bt are killed under the influenee of high levels of [gM binding (o the
bacterial surtace as these pigs become older, Complament is crucial for
killing of the serum-resistant K. preamonioe strainin porcine blood, most
likely through its role in opsonophagocytosis, In the future, in vivo
studies should be designed we further investigate the role of acrobactin
dependent iron acquisition and other putative virulence mechanisms in
the pathogenesis  of  septicernda in young  piglets  caused by
K. pnewmoniae,
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Porcine itveA+ but rmpA- Klehsiella pneumeoniae strains proliferate in blood
of young piglets but are killed by IghM and complement dependent

opsonophagocytosis when these piglets get older

Ann-Kathrin Krieger, Sophie Ohlmann, Leonie Mayer, Christine WeiBe, Karoline Rieckmann,

Christoph Georg Baums®

Institute of Bacteriology and Mycology, Faculty of Veterinary Medicine, University Leipzig,

04103 Leipaig, Germany

#Corresponding author: Christoph Georg Baums, Institute of Bacteriology and Mycology, An
den Tierkliniken 29, 04103 Leipzig, Germany

Email: christoph.baumséivetmed.uni-leipzig.de

Table 51: Primers used for sequencing of iuved gene
Fig. S1: Anti pig IgM-Western blot analysis of plasma after bactericidal assays

Fig. 82: Levels of IgG binding to K. preumoniae 17349 in serum samples drawn one week

ante partum
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Table S1: Primers used for sequencing of incA gene

Primer

iUC;‘\_fDI'_A
iuch rev A
wwcA_or B
cA rev B
neA for C
iucA rev C

Scquence

COTCACGATGTTGTAATTCC
ACGOTTCATGAGACTTAGGC
GCGCTCOCATTTCAGAGTGGC
GACCAGTACGTTAGTCTGGC
TGGCGCAAACCGACGACTGG
AGCCACCCTGTCGGCAACGG

Position in
AP006726.1

217767-217786
217174-217193
217491-217510
216360-216579
216719-21673

215790-21 5809

Position with
regard to start
ATG
1843-1862
1250-1269
1567-1586
636-635
T95-814
-134--113

Numbers mark the posi.liml of the primer regarding to the plﬁ:‘.lllid and the coding st:.queuce {215924-

217714} of fucd (GenBank Accession Number AP006726.1).
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Fig. S1: Anti pig leM-Western blot analysis of plasma after bactericidal assays for detection of
the heavy chain of lgM and its rldev.:. h cleavage products as published previously (Seele et al.,
2013). A shows the results obtained with plasma of piglet #1099 atter bactericidal assays (Fig. 4A) at
the indicated time points. In B the results acquired with plasma of three piglets (#8503, #3807, #848)

after reconstituted bactericidal assays (Fig. 6C) are depicted.
References

Seele, 1., Singpiel, A, Spoerry, C., Pawel-Rammingen, U, von, Valentin-Weigand, ., Baums, C.G., 2013.
ldentification of a Novel Host-Specific LM Protease in Streptococeus suis. Journal of Bacteriology
195, 930-940. doi:10.1128/)B.01875-12

44



Publikationen

3000+
L ]
25004 .
ow *
S Z 2000 :
o 3
=
r*o?- 5 ‘1500-“ .
o
: 400 T
T
® = 3001 .
200 .
100
0 T
1 week
ante partum

Fig. 82 Levels of 1gG binding to K. prenmoniae 17349 in serum samples drawn one week ante
partum in randomly selected sows (n = 8). The sows belonged to the same herd as the piglets
investigaled Lo colleet data shown in Fig, 4 The horizontal line represenis the mean value, One

hundred ELISA units are defined by the same reference serum (#1065) as in Fig. 4C.
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3.2 Proline-rich antimicrobial peptide Apil37 is bactericidal in porcine
blood infected ex vivo with a porcine or human Klebsiella pneumoniae

strain

Ann-Kathrin Krieger; Daniel Knappe; Sophie Ohlmann; Leonie Mayer; Ines B. Eder; Gabor

Koller; Ralf Hoffmann; Karoline Rieckmann; Christoph Georg Baums

J Glob Antimicrob Resist. 2021 ;24:127-135

Eigenanteil des Manuskripts

Fiir das Manuskript Proline-rich antimicrobial peptide Apil37 is bactericidal in porcine blood
infected ex vivo with a porcine or human Klebsiella pneumoniae strain habe ich folgende
Arbeiten durchgefiihrt: Kultivierung von K. pneumoniae-Stammen, Blutentnahmen bei den
Spendertieren, bactericidal assays, Genotypisierung der K. pneumoniae-Isolate, Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration und ELISA zur TNF-a (Tumornekrosefaktor-a)-
Bestimmung. Humane K. pneumoniae-Stamme wurden von Ines B. Eder bereitgestellt.
Sophie Ohlmann und Leonie Mayer unterstiitzen die Durchfiihrung von bactericidal assays
und PCR-Untersuchungen zur Genotypisierung von K. pneumoniae-lsolaten. Durch ein
Kooperationsprojekt mit Ralf Hoffmann wurden die AMPs zur Verfligung gestellt. Die Synthese
dieser AMPs wurde von Daniel Knappe durchgefiihrt. Die LDH-Aktivitdt, sowie der
Hamoglobingehalt wurden von Dr.Géabor Koller gemessen. Weiterhin habe ich die
Abbildungen fiir das Manuskript gestaltet und die statistischen Auswertungen durchgefihrt
und erstellt und mit Christoph Baums und Karoline Rieckmann abgestimmt. Das Manuskript
wurde von mir und den Koautoren im Rahmen ihrer Anteile erstellt und mit Unterstiitzung
von Christoph Baums liberarbeitet. Der Review Prozess und die Bearbeitung der Kritikpunkte

aus dem Gutachten wurden (iberwiegend von mir durchgefihrt.
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Olgectives: Klebsiello preumondae s an emerging invasive pathogen in humans and pigs. Hesistance
against multiple antibiotics in this spedies is a major health concern and the develapment of new
antihiatics is vrgently needed. The obkjective of this study was to investigate the effects of proline-rich
antimicrobial peprides (Pra’yPs) on the survival of K paewnoniae steains in percine blood,

Methods: We eslablished a bactericwdal assay with K- pneumendoe im fresh blood draven from d-seeek-old
piglets, PFrAMPs, namely the apidaecins Api 137 and Api&02 as well as the oncecin Onc 112, were added to

fg:;:;g:ﬁ'ia ex _w'vo infec_ted whole bleod samples in order to study their bactericidal effects and, in the case of
a'lp-i.da-:l:.in A 13T, also inmune res ponses.
Oneocin Results: A porcine invasive and a human acA+rmpA+ K. prewsmonioe straim showed prominent
Actobactin proliferation in porcine blood, Application of Apil37 resulted in a dose-dependent prominent
Pis Bactericidal effect killing the invasive porcine K pnewmonioe strain, Addicien of 8 pglml Apil137 also
THFa resulled in complete killing of the human iecA+rmpd= strain, Oytoloxicity, hacmalysis and induction af
the pro-intlammatory cytokine tomoear necrasis F.1rrnr-.1lph.1 (THFa) in K. prermoniae-infected porcine
Blood treated with Apil37 was comparable wicth values obtained after application of 10 pugiml
cefquinome.
Conclusion: We deseribe a new non-rodent madel for imvasive K preumorioe bacteracmia and present
promising data for the PraMP Apil37 for the control of infection with hypervirulent X, prewmoniae
strains.
& 2020 The Authors), Published by Elsevier Lid on behall of Inlermational Sociely for AnLimicrobial
Chematherapy. This is an open access article under the CC BY-MC-MD license (htepe/creativecommpns.
org/licenses;bv-no-ndi4.000.
1. Introduction (8T 25 The strain carvied distinet virulence-associated genes such

Klebziella  priewmaonine colonises the infestinal, senital and
respiratory tracts of humans and various animals [1,2]. In pigs,
K prneumoniae occasionally causes mastitis and urinary  Lract
infection. Recently, K. pnewmonioe septicaemia emerged in
suckling piglets in Australia and England [3,4]. The outbreak in
England affected outdoor hreeding farms and was caused by a K.
preumoeniae strain with a K2 capsule belonging o sequence Lype

' Corresponding author at: Institute of Bacceriology and Mycoology, An den
Tierkdiniloen 29, 04103 Leipzig, Germany.
E-imail gddress: christoph.baumsdvetmed.uni-leipzig.de (CG. Baums ).

hirtpes o el el org W R jar 20T

as mpA [3], which 15 crucial for development of the mucoid
phenotype, In humans, the emergence of hyperviculent K
pneumaniae strains in Southeast Asia and their global expansion
is a major health concern [5]. An important feature of hyperviru-
lent strains is spreading from the initial liver abscess to other
lissues by bacteraenua [G]. This mught lead (o severe complicalions
such as endophthalmitis and meningitis. Dissemination tales
place in otherwise healthy adults, hmportant virulence trails of
these hypervirulent srrains are a thiclk capsule and iran side-
rophore [ormation [5]. The thick capsule is related to plasmids
carrying one or two of the rmpA genes. The siderophore aerobactin
encoded by iucd plays a crucial role for virolence of these K
preumoniae straing in mice and for growth in human ascitic fluid

FA3-716ER 00 2020 The Authors] Pultlished by Elsevier Led an hehalf of International Society for Antimicrobial Chematherap This is an open accass article undar the U0 K-

ME-ND license {& wecommans.org, licenses hy-no-nd 4007
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[7.8]. Carbapenem-resistant K. pnewmoniae is among the three
priority one pathogens listed by the World Health Orgamization
(WHQ) thar urgently require the development of new antimicro-
bial agents {hittps:/wwwoahoint news-room)detail 27-02-2017-
who-puhlishes-list-of-bacteria-tor-which-new-antihiotics-are-ur-
vently-needed). Combination of hypervirulence and antibiotic
resistance in K. prewmaoniaoe is a threatening scenario thar recently
occurred 10 a fatal outbrealk of ventilator-associated ponenmonia in
China [9].

*arenteral application of cationic proline-rich antimicrobial
peptides (PraMPs) has been shown to be effective against different
Cram-negative pathogens in murine infection moadels [10-12].
However, to the best of our knowledge, the antibacterial effects of
PraMPs have not been studied in non-redent models. Numerous
prodine residues trigeer unfolding of the peptide chain and binding
to the bacrerial ribosome [13,14]. Apidaecins are the largest group
of PrAMPs, produced by insects and being 18-20 residues in length,
Oncacins are designer PrAMPs with often prolonged half-lives in
mouse serum, such as One?2 owing (o two ornithine residues
replacing arginine [15], Afrer diffusion rhraugh the outer
membrane, PraMPs are partially actively transported into the
cytoplasim [ 16,17]. Here, PrAMPs hind to the ribosome [18-21] and
the chaperone Dnak [22,23]. Binding to the 705 ribosome leads to
inhibition of translation, Oncocins hind inside the peptide exit
tunnel of the matured 705 ribosome and interfere with the
initiation step of translation [19-21). Api137 is thought to interact
with the matured 705 ribosome, although in vitro translation is
inhibited only slightly [24], Furthermore, Api1l37 might block 308
subunit assembly [18]. Apil37 binding to the fully assembled
bacterial ribosome might lead to trapping of the release factors 1
and 2 [25.26].

Die to the cmergence of septicacmia in piglets and liver abscess
syndrome in humans, we studied the survival of K. pneumoniae in
percine blood, Our resulls demensirate that an invasive percine as
well as an iwcA+rmpA+ human K. pneumonioe strain mighe
prodiferate in porcine blood ex vivo, Application of PrabPs post
ex vivo infection showed a prominent bactericidal effect. These
resulis are encouraging for the use of PrAbPs (o treal invasive K
pneumpniae infactions,

2. Materials and methods
2.1, Bacierial straing and growth conditions

Tn rhis study, we investizgated one porcing and four human K
pneumoeniae strains (lable 1), The porcine K. pnewmoniee strain
17349 originated from a pig in Germany with clinical signs of
septicaemia and detection of K pneumoniae in pure culture in
numerous internal organs including the heart, liver and splecin, The
reference strain D5M 681 was alsoincluded in this study. All straims
were grow in Mueller-Hinton (MH) broth at 37 ~C unless stated
otherwise. The strains were stored in 208 glycernl at —B0 “C.

Tahle 1
Kiledsiethe preomonior sleains ueed o this s ludy

Journal of Glokal Andimicrobial Besistance 24 (2027) 127-13%

2.2 Genotyping of Klebsiella pneumoniae isolares

Mulrilocus sequence typing {MLST) was canducted as described
previously [27], including the published oligonucleotide primers.
Torthe ronlk gene, a new reverse primer was designed hased on the
sequence of strain MGH 78578 (lonB_AK_rev: TIATACICIGCT-
GAACAGAGCG ).

Two hypervirulence-associated factors, namely mp (regulator
of mucoid phenotypel and e (iron uptake chelator), were
investigated. For the rmp gene, three variants, namely plasmid-
borne  rmpA  [prmpA) and  rmpA2 (prmpA2) as well as the
chromosomal gene rmpA [ormpa), were examined. The primers
wsed and PCR conditions were as described previously [28].

2.3, Svnrhesis and purificarion of proline-rich antimicrobiol peptides

PrabdPs were synthesised on solid phase using the Quorenvl-
methoxycarbonly/tert-butyl (Fmoc/'Bu) strategy on a multiple
synthesiser SYRO2000 [MullisynTech) as reported recently [29],
Peptides were cleaved wirh triflucracetic acid and were purified by
reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-
HPLC) using a linear aquenus acetonitrile gradient in the presence
of 0L1% (viv) trilluoracetic acid as oo pair reagent. Munilies were
~85% according to RP-MPLC and the peptide identities were
confirmed by mass spectrometry [249],

24, Bactericidal assay

survival of bacteria was investizated in heparinised blood
drawn from the indicated number of piglets aged 4 weeks, The
piglets originated from a conventional Cerman landrace herd,
cxcept for the piglets sampled for the assay depicted inFigs, 1B, 2 B
and 4 A, which were from nucleus farms with a specific-pathogen
[ree (SPF) stalus for numerous pathogens but K prewmonioe. The
collection of hlood samples for bacrericidal assays was approved by
the Landesdirektion Sachsen (permil no. A27018), Survival of K
pneumaniae in hiood was assessed in freshly drawn heparinised
blood rom 4-week-old German landrace pielecs. For (his assay,
suspensions of exponencially-grown K poeamonioe strains were
frozen using liguid nitrogen after adding ehycerol at a fnal
concentration of 153%. These stocls were thawed prior to the
bactericidal assay and were mized with 500 pl of heparinised
blood ro reach 10° CFUmI. At fime point zero and after an
incubation period of 2 b on a rotator at 37 °C, a sample was taken to
determine the CFUI through plating appropriate dilutions on
Columbia blood agar plates. The survival Factor represented the
ratio of CFU at 120 min to CEU At O min, To investigate the effects of
PraMPs, the first incubation step of the bactericidal assay was
modified as follows, Blood samples were first incubated with 10%
CFU{mL of exponentially-grown K. prewnonios strains for 30 min
and  subsequently reated with the indicated PrAMP or (he
cephalosporin antiblotic cefquinome (CEQ, cefguinome sulfate,

Strain [solate [OF MLST Origin Localisation Year of isolation Hypervirlence-associated factors

phinfeA pERAR mpad WA (1) WA (20
7rias T1RES s5T474) Pig TIEaiT valve AT + +
[RRRSGE 11510 STHE Linkincsin LInknosan Refire 1976
AARC-TE2AA-1 11508 Al Huiman Hile 2AH ' '
HESR-31H336-34 12467 ST4936 Human Blood culture 24 - + g
B2HK-120033-32 112 STEE Human Unknown 2014 * + - + +
GIUH-119981-33 Nz 5T1z3 Human Eile 2019 - - - - -
* 1snlate darabase of Institut Pasteur MLST for Klekslelia peeaniamioe (hiepsdagsd bopastenciidklebsiella!klehsiella el ),

* ouliilocus sequence nyping
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Fig, 1. The imeestigated focA+s idelisislin preisoonioe steams sucdived in porcine blood m eontrast redioed steams, Rlood of 287 nme or (B sis pdglers sas infected e vivo with 1

bl ‘il of the indicated K. juee neulated ar 37 20 for 2 honin g rotatne The clinical hackgrmund, sequence rype and penfils of rhe virnlence genes
reipA and ducA of thaza sreaing are shosm i Talde 10The sureival fPeror s defined as rhe rarin af CFLE At 220 mincto CELLAF fime paint zecn, The source of isolation of stiaing
shovern in (A} iz indicated in parencheses. All straing showmn in (B) were izolated from humans, Bars and ervor bars reprasent the mean and standard deviation. respectively.
Ltatiztical analysis was performed using ane-way ANOVA and Dunn’s multiple comparison tesc [A and B Stacistically significant differences are indicated as follows: ' =
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Flg. 2. [A) Design and JB] results of the barrericidal assay conducrad oo determine the effecrs of different pralina-rich antimicrmbial peprides [Pramps) applied m Klahsiello
Imenmariae-infected porcine Hood. (4] The design of the hactericidal azsaywas madified as follows: porcine blood was pre-inculated with K peenmaniae 1703449 a1 57 °C for
30 min an a rotacor. CFU wene determined after pre-incubarion. Subsequantly, cefquinome [CEQ) and phosphace-buffered saline [FES] as contrals or PrARMPs were added and
zarnples wers incubated for another 2 h. The survival faccor was caloulaced by dividing CFU at 150 min by CFU az 30 min. (B Blood samples drasen from 4-week-old piglets(n =
&) were infected with 1 x 108 CFUMmL of i pneunonize 17349, Fallowing pre-incubation, the antibiotic CEQ or the indicated PraPs were added to the infected blood at the
indicated final concentrations. CEQ and PES served as positive and negative controls, respectively. The PrAMP Api 137 significantly reduced the survival factor of K prevmenioe
17348 in porcine blood. Bars and ermor bars represent the mean and standard deviation, respectively. Statislical analysis was performed vsing one-way ANOWA with Dunn’™s
multiple comparison lest. Statistically signilicant differences are indicated as lollows: **P < 0.00; ***P < 00001,
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VETRAMALY ; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), which was
used as positive control o shoew bactericidal eflects in this
hacteraemia madel (Fig. 2}. A final CEQ concentration of 10 pg/mL
was based on the results of Li et al. [30]. Immediately prior to
addition of the antimicrobial agents to the blond, a sample was
removed [or determination of CFU,

245, Deternunation of the mintmum irhibitory concentration {MIC)

Antimicrobial agents were applied in a serial dilution in 25% MH
broth (525 g/L) in duplicate into 96-well plates, Two columns on
the plate were used for the positive (bacteria only} and negative
fmedia only) contral, Strains were growwn overnight in LB broth and
the strains were then diluted in phosphate-buffered saline (PBS1to
a McFarland standard of ~-0.5, This was further diluted 1:100n 25%
M H broth. The bacterial suspension was added to the antimicrobial
agentsolution ina 1;7 ratio (v:v), The well plates were incubated at
37 -Cfor 22 h. Subsequently, the optical density at 595 nm {(0Dsqs )
was measured. Values of ODsgs <004 were considered as no
arowth of the bacteria. The measurement was repeated af least five
Limes.

2.6, Measurement of lactate dehydrogenose [LDH) acivity and
hacmaglohin concentration

TDH activity in plasma samples was analysed as recommended
by the manufacturer by measurement of the increase of MADH
with an LDH test kit {Roche Diagnostics, Mannheim, Germany ) and
a cyclic analyser for clinical chemistry (Cobas C311; Hoche
Diagnostics), The hacmaglobin concentration was determined in
a side measurement of the LDH assay using the cyclic analyser for
clinical chemistry as recommended by the manufacturer

2.7, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for tumour necrosis
facrar-alpha (TNFe)

Tor the measurement of TMFx in plasma samples atter
bactericidal assays, a TWNFe ELISA kit [DYGO0B; R&D Sysiems)
was used essentially as recommended by rhe manufacrurer.

2.8, Srarisrical analysis

To analyse bactericidal assay data, one-way analysis of variance
CANOVA] with subsequent Dunn's or Tukey's multiple comparison
test was used. Al statistical analyses were conducted using
GraphPad Prism 7.01 software {Graphltad Software Inc., La |olla, CA,
LISA), Probabilitics of <0005 were considered statistically signifi-
cant.

3. Results

3.1. Prominent praliferation of an jucA+ porcine and an iucA+TmpA+
fiurman Klebsiella pneumoniae strain in e biood of 4-week-old
suckling piglers ex vivo

We focused on survival of K preumaniae in blood in this study
as bacteraemia is a hallmark of invasive K. preumonioe infections in
piglets and humans, We estahlished a hacrericidal assay (whaole
blood survival assay) for K prewmoniane throush determination of
hacterial survival in biood drawn from piglets (n = 9) of different
ages (data not shown). Based on these results, we decided to
canducr further experiments with Blood of 4-week-old suckling
piglets as high proliferation rates [mean 4+ standard deviation (5.
) survival factor of 5.97 + 3.58] were reproducibly observed in
these samples for the invasive porcine . pnewmoniae strain 17340
in accordance with K preumonioe scpticacmia described in
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suckling piglets [3,4]. As shown in Table 1, the invasive porcine
. prewmomioe strain belonged w ST4741 'robling of hyper-
virulence-associated genes via PCR revealed that this strain was
negative for grmpd. gmpA2 and ampd, but positive for the
innaphore genes iweA [1) and fucA (2] (Table 1),

A bactericidal assay (Fig, 1B) was conducted to compare four
human K preumoniae straing isolated from different tissues,
belonging to different sequence types and exhibiting differences in
genotype of the hypervirulence genes rmpA and incA (Table 1), As
indicated by a mean + 5.0, survival factor of 7.36 — 7.10, the human
strain GZHK-120033-32 of STEG showed prominent proliferation in
parcine blood, which was substantially higher than for the other
Twwman strains (Fig, 1B} The mean + 5.0, survival factors of 1.859 —
2.57 (Fig. 1A) and 0,80 — 1.36 (Fig. 1B of strain 42KC-108224-1
indicated limited survival, This was similarly obscrved for sirain
SG5R-318336-34. The human isolate GOUH-119981-33 and the
reference strain DSM 681, both in contrast to the other investigated
iucA-rmpA- human strains (Table 1), were efficiently killed. Of
note, sirain DS GB1 and strain G2HE-120033-32 belonged (o the
same sequence type (STEE) but exhibited oppasite phenotypes
regarding survival in porcine blood,

In conclusion, hactericidal assays with porcing hlood indicated
impertant dilferences m the survival of dilferent K prieumoniae
strains, All strains proliferating or surviving ar least to a certain
degree in porcine blood were fucA+, whereas jucA- strains were
efficiently Killed, suggesting a crucial role of acgrabactin-mediared
iron acquisitien.

3.2 Addidon of the proline-rich antimicrobial peptide Apil37 to
poreine blood infected with Klebsgiclla pneumoniae is bactericidai

To the best of our knowledge, PrAMPs such as apidaccing and
oncocins have not been evaluated as antimicrobial agents in
porcine models, As pigs are a natural host of K prrewmmonioe and
septicaemia is a typical manifestation in suckling piglets, we used
the established bactericidal assay with blood of 4-week-old piglets
to test the antimicrobial activity of Onc112 and Api137. To ideally
model acute bacteraemia, we incubaled porcine blood with K
preumaoniae 17348 for 30 min and subsequently applied these
Pradls (Fig. 2A) As shown in Fig, 2B, the results suggested that
proliferation of K. pneumenioe was restricted by Oncl12 at
concentrations of 4 pg/mL and 8 pg/ml. Even more, application
of Apil137 resulted in substantially lower survival factors with
mean = 5.0, values of 1.70 £ 085 for 4 pg/mL and sigmficantly
Toweer survival factors with a mean of 042 + 038 for § pgiml,
indicating bactericidal effects in porcine blood for the latter
(survival factors <1 indicate killing, close to 1 survival, and =1
proliferation).

D to the promising resalts for Api137, we tested this PrAlP
again at different concentrations to verify the concentration
dependence of anlimicrobial activity (Fig, 33 AL 2 peimlL, Apil137
did not exhibit any antimicrobial activity. A concentration of 4 g/
mb resulted in a mean bacterial survival factor of 568 L 5.59,
which was substantially lower than the survival factors abtained
for the PBs-treated samples. However, signiiicant reduction of the
bacterial Inad was only observed for 8 pug/mL and 16 pg/ml Apil137
with sureival factors of 036 L 034 and 0.14 L 0,09, respectively.
These results confinm a concentration-dependent anrimicrabial
effect of Apil37 between 2 peiml and 16 pg/mL

We examined whether proliferation of I preumanior 17349 in
d-weel-old piglets and the bactericidal effects of PrAbMPs were
repraducible wirh blood drawn from genecically distiner piglets of
a different herd. As shown in Fig. 4A, K pneumoniee 17349 also
abtained high survival factors in the hlood of piglets (n = &) from
another herd, and bacteriostatic and bactericidal effects of 8 pg/mL
One1l2 and 8 pg'ml Apil37, respectively, were reproduced. We
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also included samples treated with 8 pg/mL ApiB02 in this assaw.
However, in contrast to Apil37, 8 pe/ml of the PrAMEP ApiS02 did
nat reduce the survival factor of K. pneumaenioe 17349 significantly.
MICs were determined for the selected Fradls (Table 27 and were
in accordance with the effects seen in the bactericidal assay.
Api137 showed the lowest MIC at 1 peeymL, followed by Oncl12 and
ARIRD2 wich MICs of 2 lgiml and 8 pg/ml, respecrively. We also
included a comparison with an assay with BMH broth conducted the
same way as the bactericidal assay except that MH was used
instead of blood o reveal putative differences of the antimicrobial
effects between the two media, As shown in Fig, 4A and B,
application of 8 pg/mL Oncl12 resulted in survival factors below |
in MH broth but nat in blood, indicating killing only in BMH broth
but not in blood. Furthermore, the results suggested reduced
bacterial numbers after 8 g/ mL Api802 application to MH broth
but not to blood. Noteworthy, survival factors of K. pnewmoniae
17348 were well below 1 in blood or MH broth treated wilh 8 pogf
mL Api137 with survival factors of 017 — 0.11 and 0.25 — 0.27,
respeclively, which is comparable with the elfect of 10 pe/mL CEQ)
[survival factor = 0.0 with 5.0, = 0.0 for both).

33 Api137 mediates kiliing of a human incA+rmpA+ Klebsiella
pneurnoniae siroin in porcine blood ex vive

As owe observed significant dilferences i survival of human K
prewmaniae isolares in porcine bood, we selected an iwcA+rmpA+
strain (62HIK-120033-321 with high proliferation rate and an aucA-
rmpA- strain [G8UUH-119981-33] not surviving in porcine blood
(Fiz. 18} to further analyse the effects of Apil37. Strain 6Y9UH-
T19981-33 was already killed after 30 min of pre-incubation
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wagl-nld piglets [n=#] Borhaszays (A and B) wers conducred as depicred in Fig. 24, except that MH hrothwas used instead of porcine hlood in {8 The antilviotic cefquinome
(CEQ pasitive conerol for bactericidal effect] or the indicared Prahls were added to che blood samples or the MH brath after pre-incubationwith & preximoniae for 20 minin
the indicated final concentrations. The sundval factors of K. preumonioe 17349 were caloulated by dividing CFU at 150 min by CFU at 30 min. (C Lactate dehydrogenase [LDH)
activity, {1 hacmoglobin concentration and (E] tumour necrosis factor-alpha (THFx) concentration were determined in plasma samples of bactericidal assavs shown in A to
Assess cyloloxicity, haemaolysis and induction of a main pro-inillammacory cvtokine of seplivaemia, respectivel. Bars and error bars show Uhe mean and standard devialion,
respEclively, B plons aml webis kers st e snesclian amed thes it o mssimuen disteibotion, respectisely, Stalistical analysis was perlormed using one-vey ANOVA sl
Tukey's [A @A Chor Donn's OB, D Byt ple comparison Lest Statisticalby sigoilicant dillerences are indicated a5 [ollowes: P 005, "2 001 " P 0001 ***F = 0,000,
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leading to a survival factor of O for all samples (Fiz. SA). haemolysis and induction of a main pro-inflammatory cytolane,
Comparable with the previous experiment, the fued+ and rimpd+ respectively, Treatment of K pnesmoenige-infecied Dlood with
strain 62HIK-120033-32 proliferated in blood of 4-week-old piglets either the PraMPs or CEQ did not lead to a significant increased

Wit a mean survival factor of 8.9 + G4 Through addition of § g cytotoxicity as determined by LDH measurement (Figs, 4C, 5 B;
mL Api137 or 10 pg/mL CEQ, the survival factors were reduced to Supplementary Fig. S1B). Howewver, there were differences
00 and 01 (5.0 = 01 and 0.1, respectively, indicating strong between the experiments regarding the increase of LDH during
bactericidal effects of both agents. the 2 h incubation (comparison with baseline wvalues). The

moderate increase in LDH activity observed in two of three
3.4. Applicatian of Api 137 ro Klebsiella pneumneniae-infected porcine experiments by a factor of - 1.5 is not caused by the infection with
Blood ex vivo s nod assoctaled with increased olotaxicily, hoermolysis K. prieumoniae, as noo-infected samples demonstrated a compara-
and ThFe induction in comparison with cefguinome treatment ble increase in LDH activity {Supplementary Fig. S1B).

I'orcine erythrocytes are very susceptible to haemuolysis in vitro.

Antimicrabial therapy should ideally nor be associated wirh A significant increase in haemolysis was recorded in samples
side effects. A putative complication of bactericidal therapy of treated either with Prabdls or CEQ. This was true for the samples
septicaemic patients is an overwhelming inumune response due to infected with the porcine K. prneumaniac strain (Fig. 4D), the human
the release of endotoxin, We determined LDH activity and the K. pneumoniae strains (Fig. 5C) and also for non-infected blood
haemaoglobin and TNFa concentrations in plasma samples of samples treated with PrAMPs or CEQ (Supplementary Fig, 51C).
bactericidal assays shown in Figs. 44 and 5 A to assess cytotoxicity, The latter excludes that haemolysis was induced through bacterial
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products released upon treatment with antimicrobials. Differences
in haemelysis belween PrAbP- and CEQ-treated samples were not
apparent (Fig. 407,

Infection of porcine blood with the porcine or human K
pneumeniae strains was associated with a significant increase in
TMFa, However, the TNFe concentration did not reach valoeys =560
ng/ml in any sample. Significant differences between PrAMPs or a
raml? and CEQ or PrAMUPs/CEQ and PBS were not recorded
regarding the TMFa concentration after treatment of infected
samples for 2 h with these antimicrobials (Figs 4E and 5 D).
However, induction of the pro-inflammatary cytakine TNFw
showed great wvanability between samples of different pigs.
Mateworthy, samples  infected  with the  dvcA-rmpd-  strain
(BOUH-119981-33), which was efficiently lalled under all con
ditions, showed a tendency to higher TMFe concentrations than
samples of the same piglets infected with the ivcA+rmpA+ strain
GAHE-120033-32 that proliferated if samples were nol treated
with antimicrobials.

In summary, K pregmonige-infected blood (reated wilh 8 g/
ml Apil37 ex vivo resulted in killing of this pathogen withour
recordable  differences in cyloloxgicity or induction of THFw
compared with treatment with 10 pgiml CEQ, an approved
antbiotic for pes.

4, Discussion

The immune system of insects relies very much on AMPs as a
defence mechanism against invading pathogens 22,31, In this
study we used AMPs derived from insects to test the working
hypothesis that bacteracmia of K prewmoniae might be inhibited
by PrAMFPs. The bactericidal assay 15 a suitable model for
seplicacnia as it ensures different mechanisms of host-pathogen
interaction. We demonstrate bactericidal effects of Apil37 oo one
invasive porcine and an iwcA+rmpA+ human K preumonioe sirain
that proliferate efficiently in untreated blood of piglets. These
reaults are very encouraging for the teatment of K preamoniae
septicaemia with PrA€MPs, as strong bactericidal activity was
observed [or 8 peimL Api137 al 2 h aller application. Knappe et al,
showed recently thar stable Apil37 plasma concentrations of G pg)
mL were achieved by continuous subculaneous infusion in mice
[10]. Thus, intravenous infusion of PrAMPs is expected fo achieve
increased time above the MIC and successul treatment in pig
animal models and later human mulriresiscant infecrions in the
clinic.

Results of experimental infections in mice suggested that AMPs
act not only through the attack on prokaryoetic membranes and
metabolism but also through immunomaodulatory effecis [32],
However, as the antimicrobial effects of the investizated PraMPs
were comparable between K poeamonige-infected whole Dlood
and WMH broth (Fig. 4A and B}, we assume that mainly a direct
antimicrobial effect of the AMPs is respoensible for the killing of K
pneumaeniae, rather than an immune modulatory effect.

Pigs produce the PrAMP FR-39, which has antibacterial aclivity
against different Gram-negative bacteria. PR-39 concentrations
increased sigoihcantly i seram after expenmental infections of
piglets with Salmonelio Choleraesuis [33]. Although piglets showed
signs of disease already on the third day post-infection, I'R-39
achieved the highest concentrations in serum significantly later,
We speculate that PR-39 concentrations in porcine blood might be
too low during the rapid progression of acute bhacteraemia to
execute bactericidal effects on invading Cram-negative pathogens
such as K preumaniae. Accardingly, applicarion of PranPs is an
attractive option for the development of new therapeutics using
the pig as a novel model, Whereas pig skin has been used as an ex
vivo model to investigate the effect of topical AMP applications
|34,35), this is to the best of our knowledge the first study testing
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AMPs in porcine blond. Generally, murine models are used to
evaluate the potential of AMPs o treat systemic infections.
However, the pig might be a superior madel as continuous
intravenous applications of AMDPs might be investizated. Most
importantly, the pig is a natural host for K pnewmoniae and other
invasive Enterobacteriaceae found in humans.

One might argue thart the increase in LDH activity and
haemuolysis observed in the bactericidal assay independent of
infection and antimicrobial treatment [Supplementary Fig, S1R
and ) indicates that the host cells lose viability during the
incubation, However, we know from various experiments | 36,37
that a large part of parcine immune cells such as neutrophils and
monocyres retain functiopality, As an example, the K preudmonios
strains 62HK-120033-32 and 17349 are killed completely in the
Dlood of older piglets owing (o antibody-mediated opsonophago-
cyrosis (results not shown).

We measured TMFw in plasma samples of bactericidal assays as
a leading pro-inflammatory cytokine of septicaemia. The THFax
concentrations recorded in the plasma samples collected 2.5 b
after infection of porcine blood wich K. pneumaoniae have mean
values between 5 ngfml and 15 ngfml, in the range of concen-
trations  observed  in other studies  on Gram-negative
pathozens using bactericidal assays [38], bul substantially higher
than in bactericidal assays with Gram-positive isnlares [37,39].
Lipopolysaccharide (LPS) is must likely the main inducer of TNEw.
Accordingly, TNFx was induced through LIPS applicarion to
porcine blood and an anti-CD14 monoclonal antibody sigmificantly
reduced the levels of Escherichio coli-induced TWFw [40], Tmpor-
tantly, we did not detect significant differences in TNFe concen-
trations between Apil37-treated and untreated or CEQ-treated
samples, suggesting that the bactericidal effects of Api137 are not
associated with an exaggerated pro-inflaminatory mmune re-
sponse in association with a release of LPS. However, in vivo studies
are necessary Lo assess Lhe associated clinical and inflamumatory
respanse further,

W imvestigated a limited collection of K. priewmorioe strains
isnlated from humans in this study and showed thar an incA+rmpA+
strain (G2ZHE-120033-32) reproducibly demonsirales mean sur-
vival facrors far ahove 1 in hlood drawn from different 4-weelk-old
piglets (Figs. 1 and 5} This can only be explained by efficient
hacterial survival and proliteration under the chosen experimental
condibions (survival factor calculated by dividing CFU at 150 min by
CFLY ar 30 min}, However, survival factors of the ather investigated
human strains were substantially lower. Howewver, all investizated
human iucA+rmpA+ strains showed a mean survival factor of =008,
indicating that these strains are inefficiently cleared in contrast to
iucA- strains with survival factors <0.1, These results sugoest that
the aerobactin-mediated iron acquisition encoded by the fuc
operon might be important for K preumanioe (o suivive in porcine
blond. Accordingly, aerobactin-mediated iron acquisition encoded
by Lhe juc operon has been shown Lo be an imporiant virulence
mechanism of hypervirulent K. pnewmonias serains of human
origin [5,7]. However, loss-o=lunclion experiments are necessary
to clearly demonstrate the necessity of the aerabactin gene for
survival in porcine blood

5. Conclusion

Our results demanstrate that 8 wg/mLApi137 is bactericidal to a
human as well as an invasive porcine K. pneumonioe strain in blood
of 4week-old piglers. As bath strains demaonstrate high prolifera-
tion rates in untreated blood, the results of our ex vivo mode] of
hacteragmia are a promising step towards the investigation of new
therapeutics against antibiotic-resistant hypervirulent K pneunto-
hige,
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Supplemental Figure 1 Bacterial survival of the invasive K. pneumonige strain 17349 in porcine blood treated with
antimicrobials as indicated (A) in a further experiment to comparatively analyze LDH activity (B) and hemoglobin
concentrations (C) in plasma samples of infected and uninfected blood. Significances were determined with one-way
ANOVA and Dunn’s (A) or Tukey’s (B+C) multiple comparisons test. (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001)
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4 Diskussion

Das Auftreten von Infektionen mit hypervirulenten K. pneumoniae-Stammen und deren
Folgen stellt nicht nur eine Herausforderung in der Humanmedizin dar, vielmehr wird auch in
Zukunft das Auftreten von schwer behandelbaren K. pneumoniae-Infektionen bei Tieren die
Tierarzte beschaftigen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden veterindrmedizinische sowie
humanmedizinische K. pneumoniae-lsolate in Bezug auf ihre Uberlebens- und
Proliferationsfahigkeit im porzinen Blut untersucht und ein neuer Ansatz bei der Behandlung
durch antimikrobielle Peptide erprobt. In der ersten Publikation wurden im etablierten
Bakteriamie-Modell Fragen zur Entwicklung der Erreger-spezifischen Immunitdat und zur
Bedeutung humoraler und zellularer Faktoren fiir die Kontrolle der Bakteriamie adressiert.
Das In vitro-Bakteriamie-Modell ist weiterhin im zweiten Teil der Arbeit verwendet worden,

um die Wirkung von AMPs zu evaluieren.

Als die wichtigsten Virulenzfaktoren von K. pneumoniae werden die Kapsel, Siderophore,
Fimbrien und LPS angesehen (PACZOSA und MECSAS 2016). Die in dieser Arbeit untersuchten
Isolate von K. pneumoniae zeigten genotypisch Unterschiede in der Ausstattung dieser
Virulenzfaktoren. Obwohl porzine Stamme in der Mehrheit Trager des Siderophorgens iucA
waren, aus inneren Lokalisationen isoliert wurden oder mit schwerwiegenden Erkrankungen
assoziiert waren, wiesen sie das Hypervirulenzgen rmpA nicht auf. Eine Zuordnung zu klonalen
Komplexen mit erhéhter Virulenz gelang unter den veterinarmedizinischen Isolaten nicht. Drei
der vier untersuchten humanen K. pneumoniae-Stamme erfillten allerdings die Kriterien, da
sie einen hypermukoiden Phanotyp zeigten, Trager des Hypervirulenzgens rmpA waren und
mindestens drei der vier Siderophorgene, darunter jucA, entB und iroB, trugen und daher als
hypervirulente Stamme eingestuft werden konnten. AuBerdem wurden zwei der humanen
Stamme Sequenztypen (ST65 und ST86) zugeordnet, die mit erhohter Virulenz (siehe
Tabelle 2) einhergehen. In Hinblick auf die Detektion weiterer Siderophorgene war
Enterobactin in jedem untersuchten Isolat nachzuweisen, das Siderophor Salmochelin zeigte
sich nur in den drei hypervirulenten humanen Stammen. Diese Feststellung geht einher mit
Ergebnissen aus anderen Studien, die zeigen, dass hypervirulente Stamme ein Virulenzplasmid
mit den Genen fiir die Siderophore Aerobactin und Salmochelin sowie rmpA besitzen (STRUVE
et al. 2015, RUSSO et al. 2018, CHEN et al. 2004). Bakterien besitzen die Moglichkeit Gber
horizontalen Gentransfer ihre Virulenz zu modifizieren, da sie in der Lage sind mobile
genetische Elemente, wie z. B. Plasmide aufzunehmen. Es wére also denkbar, dass klassische
K. pneumoniae-Stamme ein Virulenzplasmid aufnehmen und sie somit hypervirulent werden
konnen (LAM et al. 2018b). Da die in dieser Arbeit untersuchten porzinen Isolate vorwiegend
Trager des iucA Gens sind, konnte das Schwein als ein Reservoir fiir diese Stamme angesehen

werden und eine Ubertragung von iucA auf andere Stimme erméglicht werden. Dies kdnnte
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zur gesteigerten Virulenz in diesen K. pneumoniae-Stammen flihren. Der porzine
K. pneumoniae-Stamm 17349, der bei einem Schwein mit Septikdamie isoliert wurde, wies
neben Aerobactin und Enterobactin auch das Gen fiir den Siderophor Yersiniabactin auf.
Yersiniabactin konnte ebenfalls als Virulenzfaktor in humanen K. pneumoniae-lsolaten
nachgewiesen werden, die an einem Krankheitsausbruch auf einer
Neugeborenen-Intensivstation beteiligt waren. Die erkrankten Neugeborenen zeigten dabei
ebenso Symptome einer Septikimie oder erlitten eine nekrotisierende Enterokolitis
(WISGRILL et al. 2019). Das Leberabszess-Syndrom ist eine geflirchtete Komplikation in Verlauf
einer K. pneumoniae-Infektion beim Menschen (SIU et al. 2012, PICHLER et al. 2017). Eine
mogliche Erklarung fiir die Entstehung von Leberabszessen beim Menschen, lieferten
WANFORD et al. (2021) kiirzlich in ihrer Studie. In einem Ex vivo-Modell infizierten sie unter
anderem Leber von Schweinen mit hypervirulenten K. pneumoniae-Stammen und konnten
den Nachweis erbringen, dass K. pneumoniae in Gewebemakrophagen, den Kupffer Zellen,
Uberleben und replizieren. Ein weiteres Ex vivo-Schweinemodell etablierten DUMIGAN et al.
(2019), in den infizierten Schweinelungen konnten sie K. pneumoniae intrazelluldar in
Makrophagen nachweisen. Die zu Grunde liegende Erklarung dafiir erbrachten CANO et al.
(2015) schon zuvor. Ihre Begriindung fiir das Uberleben von K. pneumoniae in Makrophagen
ist das Verhindern der Ausbildung eines Phagolysosoms und somit die Unterbrechung der
Phagozytose. Diese beiden Ex vivo-Studien in Schweineorganen erbrachten wichtige

Erkenntnisse in Bezug auf die Pathogenese von K. pneumoniae.

Die Verwendung des CAS Agars zur Bestimmung der Siderophorproduktion ist eine einfache
Methode, da lediglich eine Kolonie des zu testenden Isolates in den Agar gestochen und liber
Nacht bebritet werden muss. Jedoch lasst das Ergebnis keine Rickschliisse auf die Art und
die genaue Menge der gebildeten Siderophore zu. Maximal ist eine semiquantitative
Abschatzung der Siderophormenge maoglich. Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl in der
PCR nachgewiesenen Siderophorgenen und der GroRe des gebildeten Hofes auf dem CAS Agar
konnte nicht festgestellt werden. Isolate, die laut PCR nur fiir das Enterobactin-Gen positiv
waren, konnten unter anderem im Agar eine grélRere Menge an Enterobactin produzieren als

Isolate, die in der PCR fiir mehrere Siderophorgene positiv waren.

Der Einsatz eines In vitro-Bakteriamie-Modells fir die phanotypische Untersuchung von
K. pneumoniae-lsolaten ermoglicht vielfdltige Experimente und es kann vorerst auf
experimentelle Infektionen von Tieren verzichtet werden. In einer Blutprobe sind viele I16sliche
Immunkomponenten von Antikérpern bis Komplementfaktoren, sowie die Immunzellen
enthalten, sodass die Situation wahrend der Bakteriamie gut abgebildet werden kann. Ein
wesentlicher Vorteil ist die Moéglichkeit, gezielte Faktoren auszuschalten bzw. hinzuzugeben.

So konnten fiir diese Dissertation Untersuchungen erfolgen, bei denen mit einer IgM
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(Immunglobulin M)-Protease oder mit einem Komplementsysteminhibitor die spezifische
Bedeutung der entsprechenden Wirtsfaktoren aufgeklart wurde. Aullerdem bat das
Bakteridamie-Modell die Option AMPs auf ihre Wirksamkeit zu untersuchen. Der
Blutlberlebenstest wird auch bei anderen Erregern fir Untersuchungen zur Immunitat und
Pathogenese eingesetzt, z. B. flir Streptococcus suis (St. suis), Streptococcus pneumoniae
(St. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H. influenzae) und E. coli (SEELE et al. 2013,
RIECKMANN et al. 2018, MATEN et al. 2017). Des Weiteren nutzte YEH et al. (2012) ein
ahnliches Modell. Sie untersuchten in einem Serumiberlebenstest die Resistenz von
unterschiedlichen K. pneumoniae-Kapseltypen in humanem Serum von gesunden und von
rekonvaleszenten Menschen, die eine Leberabszessbildung ausgeldst durch K. pneumoniae
Uberstanden hatten. Als Limitierung fiir dieses Modell ist die fehlende Zirkulation im ganzen
Organismus und der fehlende Zugang zu Sauerstoff zu nennen, da die Proben in einem
verschlossenen LaborgefaR im Brutschrank rotieren. Durchflusszytometrische Bestimmungen
der Phagozytose und ROS-Induktion (Reaktive Sauerstoffspezies) nach Infektion des Blutes in
vitro mit St. suis haben gezeigt, dass Granulozyten in diesem Test in dem gewahlten
Zeitfenster von 2 h aktiv und funktionell sind (RUNGELRATH et al. 2020). Daflr spricht auch
das in dieser Arbeit beobachtete vollstandige Abtoten von schwach oder avirulenten
K. pneumoniae-Stammen. HOHNSTEIN et al. (2020) konnten die Induktion von Interleukin
(IL)-6, TNF-at und IL-10 nach St. suis-Infektion nachweisen. Das proinflammatorische Zytokin
TNF-a wurde von Monozyten gebildet. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch Monozyten im Blut
auf die Infektion reagieren. Es erscheint somit auch wahrscheinlich, dass das in dieser Arbeit
nachgewiesene TNF-a nach K. pneumoniae-Infektion von Monozyten im Blutiiberlebenstest
gebildet wird und dass zwischen den Immunzellen eine wichtige Interaktion wahrend der
Inkubationszeit erfolgt (KRIEGER et al. 2021).

Obwohl die veterindrmedizinischen Isolate nicht als hypervirulent eingestuft wurden, sollte
Uberprift werden, ob die Stamme in der Lage sind, in dem Bakteriamie-Modell
(bactericidal assay) zu (iberleben oder sogar zu proliferieren. Von allen untersuchten
Stammen konnten die hypervirulenten humanen, fast alle jucA positiven porzinen und ein
K. pneumoniae-lsolat von einer Katze proliferieren. Die Hypothese, dass die Aerobactin-
abhingige Eisenakquisition fiir das Uberleben verantwortlich ist, konnte durch folgende
Ergebnisse bestatigt werden: (i) Proliferation von iucA+ im Gegensatz zu jucA- porzinen
K. pneumoniae-Stammen im porzinen Blut und (ii) Konditionierung des Wachstums im
porzinen Serum durch Zusatz von Aerobactin angereicherten Kulturiberstanden. Das
K. pneumoniae-lsolat IMT46165, das kein Trager des ijucA Gens war, zeigte dennoch
Proliferation im bactericidal assay, sodass davon auszugehen ist, dass noch weitere
Eisenaufnahmemechanismen greifen. Weiterhin wurde dieses feline Isolat in der MLST

Analyse ST15 zugeordnet. ST15-Stamme werden als hochrisikoreiche klonale Linie bezeichnet,
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da sie weit verbreitet, starker virulent, haufig multiresistent sind und oft zu den ESBL-Bildnern
zdhlen (EWERS et al. 2014). Die Pravalenz dieser Stamme scheint mit dem Auftreten bei Katzen
in Verbindung zu stehen (HARADA et al. 2016). Die Proliferation im bactericidal assay dieses
K. pneumoniae-ST15-Isolates konnte daher mit weiteren Virulenzfaktoren im Zusammenhang
stehen, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Diese Annahme wird durch ein equines
K. pneumoniae-lsolat bestarkt, da dieses dhnlich wie das feline Isolat IMT46165 nur das
Siderophor Enterobactin besitzt, aber im bactericidal assay stark abgetdtet wurde. Die
alleinige Sekretion von Enterobactin reicht offenbar nicht aus, um das bakterielle Uberleben
im Blut sicherzustellen. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass Enterobactin nachweislich von
Wirtsproteinen wie Lipocalin-2 oder Serumalbumin gebunden wird und es somit fir die
bakterielle Eisenaufnahme seine Funktion nicht mehr erfillen kann (BACHMAN et al. 2012).
Trotz der Hinweise auf die Bedeutung des Aerobactins sind /oss-of-function Experimente mit
iucA-Deletionsmutanten oder gain-of-function Experimente mit Mutanten, denen ein
iucA-Plasmid Ubertragen wurde, notig, um die These der Aerobactin-abhangigen
Eisenakquisition als Uberlebensmechanismus von K. pneumoniae im porzinen Blut
abschlieend zu bestatigen. Erst kiirzlich wurde ein hochrisikoreicher ST15-Klon beschrieben.
Diese Stamme waren Trager eines Plasmides, welches nicht nur die Gene fir Virulenzfaktoren,
wie Aerobactin, sondern auch verschiedene Resistenzgene tragt, unter anderem Gene fir
Carbapenemasen. ST15-Stamme sind daher nicht zu vernachladssigen, da von ihnen in Zukunft
eine groRRe Gefahr ausgehen kdnnte (SHANKAR et al. 2021).

Eisen ist fur Bakterien ein sehr wichtiger Nahrstoff, da er die Voraussetzung fir die
Vermehrung und somit das Uberleben darstellt. Die Eisenaufnahme ist daher essentiell. Da
Eisen fiir viele biologische Vorgange, wie z. B. die DNA-Replikation, bendtigt wird, muss ein
gewisser Spiegel an Eisen in der Zelle aufrechterhalten werden (MA et al. 2015). Eisen ist im
Blut des Wirtsorganismus zu zwei Drittel an Hamoglobin und der Rest an Transferrin
gebunden, aus diesem Grund liegt kaum freies Eisen vor, was von pathogenen Bakterien im
Verlauf der Infektion genutzt werden kdnnte. Invasive Bakterien haben deshalb verschiedene
Mechanismen entwickelt, um Eisen, das an Wirtsproteine gebunden ist, fir sich nitzlich zu
machen. Eine Strategie, die sich z. B. H. influenzae und Neisseria meningitidis zu Nutze
machen, ist die Aufnahme dieser eisentragenden Proteine liber spezielle Membranrezeptoren
in ihre Zellen. Innerhalb der Bakterienzelle kann das Eisen auf Bakterioferritin ibertragen
werden und somit fiir den Erreger zuganglich gemacht werden (JAROSIK et al. 1995, PERKINS-
BALDING et al. 2004). Eine weitere Losung, die vor allem von gramnegativen Bakterien genutzt
wird, ist die Synthese von Siderophoren, die in der Lage sind durch ihre hodhere
Bindungsaffinitat zu Eisen anderen Tragerproteinen wie Transferrin das Eisen abzunehmen.
Unter eisenarmen Bedingungen werden von den Bakterien vermehrt Siderophore

synthetisiert, um Eisen im bakteriellen Zytoplasma verfligbar zu machen (RUSSO et al. 2014).
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Durch Anzucht von iucA positiven K. pneumoniae-Stammen in Minimalmedium wurden die
Bakterien zur Siderophorproduktion angeregt und Siderophor angereicherte
Kulturliberstiande konnten gewonnen werden. Die Supplementierung von porzinem Serum
mit den Kulturtiberstdanden sorgte fir einen Schub in der exponentiellen Wachstumsphase, da
die Bakterien auf die schon enthaltenen Aerobactine zurtickgreifen konnten. Ebenso konnte
ein Wachstumsschub bei einem iucA negativen K. pneumoniae-Stamm ausgeldst werden,
obwohl| dieser selber kein Aerobactin bildet. Eine Erklarung daflir ist, dass
K. pneumoniae-Stamme grundsatzlich mehrere verschiedene Systeme zur
Siderophoraufnahme nutzen (MIETHKE und MARAHIEL 2007) und somit auch Siderophore

verwerten kénnen, die sie selber nicht bilden.

Bisher ist wenig bekannt lGber die Erreger-Wirt-Interaktion von K. pneumoniae im Schwein. Es
kam aber in England und Australien zu Ausbruchsgeschehen von Septikamie bei Saugferkeln
durch K. pneumoniae-Infektionen (BOWRING et al. 2017, BIDEWELL et al. 2018). Auch in
Deutschland treten immer wieder Krankheitsgeschehen bei Saugferkeln in Verbindung mit
K. pneumoniae-Infektionen auf (persénliche Kommunikation mit Schweinetierdrzten und
Ubergabe von K. pneumoniae-lsolaten). Daher ist es zukiinftig wichtig, dieses
Erkrankungsgeschehen gezielt zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde die
Erreger-Wirt-Interaktion von dem zuvor ausgewahlten K. pneumoniae-Stamm 17349 im Blut
von Saugferkeln im Verlauf der Aufzucht untersucht. Dieser K. pneumoniae-Stamm zeigte im
Blut der zwei bis sechs Wochen alten Ferkel starke Proliferation und konnte ab der
8. Lebenswoche abgetotet werden. Eine maternale Immunitat scheint bei den Tieren nicht vor
der Bakteridamie dieses Stammes zu schitzen, obwohl die Sauen vor der Geburt sehr hohe
K. pneumoniae spezifische 1gG (Immunglobulin G)-Antikdrperspiegel im Serum aufwiesen.
Diese Ergebnisse gehen mit den Beobachtungen aus England und Australien einher, dass die
Bakteriamie durch K. pneumoniae hauptsachlich im Saugferkelalter auftritt. Ob die im Serum
der Sauen gemessenen IgG-Antikorperspiegel nicht ausreichend hoch sind, um im Kolostrum
einen entsprechenden Gehalt an IgG zu erreichen, der die Ferkel nach Kolostrumaufnahme
vor einer Infektion schiitzt, kann nur vermutet werden. In einer Studie, in der das Kolostrum
von Hausbiffeln untersucht wurde, konnte ein antibakterieller Effekt ausgehend von
IgG-Antikorpern gegen K. pneumoniae aufgezeigt werden (MAMATHA BHANU et al. 2016),
sodass man prinzipiell davon ausgehen kann, dass Kolostrum mit einem ausreichend hohen

IgG-Antikorperspiegel Saugferkel vor einer K. pneumoniae-Infektion schiitzen kénnte.

Welche Mechanismen hinter dem Abtoten in der 8. Lebenswoche steckten, konnte in
weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden. Der Einsatz der IgM-Protease ldessuis im
bactericidal assay zeigte eine Beteiligung von IgM-Antikérpern beim Abtdten auf, da nach

Degradierung des IgMs der K. pneumoniae-Stamm 17349 im Blut Uberleben konnte. Die
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Bedeutung der Immunzellen fir das Abtéten wurde indirekt durch einen
Serumiberlebenstest der acht Wochen alten Ferkel bestatigt, da das Serum alleine nicht in
der Lage war, bakterizid auf die Bakterien zu wirken. Um die Wirkung der dritten Komponente,
des Komplementsystems und der damit assoziierten Opsonophagozytose, zu Uberpriifen,
wurde der Komplementinhibitor VCP (vaccinia virus complement control protein) eingesetzt.
VCP hemmt die C3b-Konvertase und somit den klassischen und alternativen Aktivierungsweg
der Komplementkaskade. THORGERSEN et al. (2009) nutze VCP ebenfalls in einem
Vollblutassay mit Schweineblut und zeigte eine konzentrationsabhangige Hemmung der
Entstehung des terminalen Komplementkomplexes (membrane attack complex), der fur das
Abtoten von K. pneumoniae mutmallich von besonderer Bedeutung ist. Durch
Durchflusszytometrie konnte belegt werden, dass es einerseits zum Auslosen des oxidativen
Bursts durch Interaktion von K. pneumoniae und Granulozyten und andererseits zur
Phagozytose der mit den Seren der acht Wochen alten Ferkel opsonisierten Klebsiellen kam.
Die Inhibition des Komplementsystems fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der
Phagozytose und des oxidativen Bursts. Zusammenfassend lasst sich das Abtoten von
K. pneumoniae 17349 im Blut der acht Wochen alten Ferkel also durch Opsonophagozytose
nach IgM vermittelter Aktivierung des Komplementsystems erklaren. Mittels ELISA konnte ein
Anstieg der IgM-Antikdrper gegen K. pneumoniae in der 8. Lebenswoche nachgewiesen
werden. Somit lasst sich mutmalRen, dass die untersuchten Ferkel trotz Aufnahme von
Kolostrum mit K. pneumoniae spezifischen IgG vermutlich nicht vor einer
K. pneumoniae-Bakteridmie geschiitzt waren, zumindest nicht nach Uberwinden der
mukosalen Barriere. Wenn die Ferkel im Laufe der Aufzucht einen ausreichend hohen Spiegel
an IgM-Antikorpern, die an die Oberflache von K. pneumoniae binden, entwickeln, ist dies mit
Bakterizidie im bactericidal assay und somit vermutlich mit Schutz vor einer Bakteriamie

verbunden.

Bei K. pneumoniae-Infektionen der Tiere und auch des Menschen ist es wichtig, die Infektion
moglichst schnell zu erkennen und wirksame Antibiotika zu applizieren. Die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen schreitet immer weiter voran, sodass eine Antibiotikatherapie
moglichst nach Antibiogramm erfolgen sollte. Werden die Infektionen von hypervirulenten
K. pneumoniae-Stammen ausgeldst, kann die entstehende Erkrankung aufgrund der
gesteigerten Virulenz zwar schwerwiegender ausfallen, die Resistenzlage der hypervirulenten
Stamme stellt sich bisher aber in den meisten Fallen als glinstig dar, sodass wirksame
Antibiotika bei schneller Therapie gut anschlagen. Folgeschaden kdnnen aber nicht immer
vermieden werden (LIU et al. 1986). Handelt es sich allerdings um eine nosokomial erworbene
Infektion, kann sich die Situation schnell dandern, da die Resistenzlage bei dieser Art der
Infektion meistens deutlich schlechter ist und mit Multiresistenzen zu rechnen ist. Ersten

Beschreibungen zufolge treten mittlerweile nicht nur im humanmedizinischen Bereichen
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nosokomiale Infektionen mit K. pneumoniae auf, sondern auch in Tierkliniken (EWERS et al.
2014). K. pneumoniae-Stamme, die nosokomiale Infektionen ausldsen, sind meistens Trager
mehrerer Antibiotikaresistenzen, sodass es deutlich schwieriger wird eine wirksame Therapie
zu finden. Daher wurden in dieser Arbeit AMPs als Alternative zu den herkdmmlichen
Antibiotika untersucht und ihre Wirkung im bactericidal assay evaluiert. Die Behandlung von
Infektionen mit AMPs ist noch nicht weitreichend etabliert. Die bisher untersuchten AMPs
wurden so ausgewahlt und modifiziert, dass sie sich moglichst zu den AMPs der Zielspezies
unterscheiden. Aus diesem Grund wurden vermutlich bisher kaum Resistenzen gegen sie
entdeckt. Weitere Vorteile auf Seite der Resistenzentwicklung sind, dass AMPs die
Mutationsrate von Bakterienzellen nicht erh6hen, da sie eine andere Stressantwort als
Antibiotika induzieren und in der Regel aufgrund ihres Wirkmechanismus deutlich schneller
wirken kénnen als Antibiotika (RODRIGUEZ-ROJAS und ROLFF 2022). Im Vorfeld wurden
minimale Hemmkonzentrationen (MHK) von verschiedenen AMPs gegen den porzinen
K. pneumoniae-Stamm 17349 und gegen zwei humane Stamme bestimmt. Dabei stellte sich
das Apidaecin Apil37 als besonders wirksam gegen diese drei Stamme heraus. Auch Studien
anderer Wissenschaftler konnten flr Apil37 niedrige MHK-Werte vor allem gegen
Enterobacteriaceae, wie K. pneumoniae und E. coli, aber auch gegen weitere gramnegative
Erreger, wie z. B. Acinetobacter baumanii, feststellen (BERTHOLD et al. 2013, BLUHM et al.
2015, BLUHM et al. 2016, HOLFELD et al. 2018). Eine konzentrationsabhangige Wirkung von
Apil37 gegen den porzinen Stamm konnte im bactericidal assay im Schweineblut bestatigt
werden und auch in nachfolgenden Untersuchungen konnte fiir den porzinen Stamm, sowie
fir den hypervirulenten humanen Stamm 62HK-120033-32 eine bakterizide Wirkung von
Apil37 ab einer Konzentration von 8 pug/ml gezeigt werden. Fir die Abschatzung der
Zytotoxizitdt von AMPs wurden die Plasmaproben der bactericidal assays auf die
Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt und den Hamoglobingehalt untersucht. LDH ist ein
Enzym, das durch Zellzerstérung frei wird und deshalb als Marker flir Zytotoxizitat benutzt
wird. Die fiir die LDH-Aktivitat ermittelten Werte lagen leicht héher als der Basalwert in den
Blutproben. Zur Behandlung von Septikdmien beim Schwein kommt das
Cephalosporin-Antibiotikum Cefquinom zum Einsatz. Dieses Antibiotikum diente in den
durchgefihrten bactericidal assays als Kontrolle und wurde in der Konzentration verwendet,
die es im Plasma der Tiere nach Applikation erreicht (LI et al. 2008). Die Cefquinom-Proben
zeigten eine mit den Werten von den untersuchten AMPs vergleichbare LDH-Aktivitat. Dies
lasst die Vermutung zu, dass die intravendse Applikation der untersuchten AMPs nicht zu
einer, im Vergleich zu Cephalosporinen, gesteigerten Zytotoxizitat fihren wiirde. Dieses
konnte durch die Bestimmung des Himoglobingehaltes bestatigt werden. Die Plasmaproben
wiesen in den Proben mit AMP-Zugabe einen dhnlich hohen Gehalt an Hamoglobin auf, wie

die Kontrolle Cefquinom. Die beschriebenen Messungen der LDH-Aktivitdt und
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Hamoglobinkonzentration ersetzen aber keine Toxizitdtsstudien, da weder die Wirkung auf
alle Wirtszellen noch auf den Organismus als Ganzes im bactericidal assay abgebildet werden.
Weiterhin sollte untersucht werden, ob es durch den bakteriziden Effekt von Apil37 zum
Freisetzen von bakteriellen Toxinen kommt, welche dann zu einer stark proinflammatorischen
Immunantwort im Wirt fihren. Diese Hypothese sollte durch die Messung des Gehaltes an
TNF-a, einem proinflammatorischen Zytokin, Giberprift werden. Da aus der Literatur keine
Referenzwerte fiir TNF-a0 Gehalte im Schweineblut zu entnehmen sind, wurde sich auf eine
vergleichende Bewertung der gemessenen Werte berufen. Ein Anstieg der TNF-a
Konzentration wurde in allen Proben gleichermaRBen nachgewiesen, sodass sich keine der
Proben deutlich von den anderen abhob. Lediglich der zweite untersuchte humane Stamm,
der kein Uberleben in der unbehandelten Probe zeigte, wies geringgradig hhere Werte auf.
Durch das Abtoten der Bakterien im Blut kam es vermutlich zu einer vermehrten Freisetzung
von LPS und als Folge daraus zur gesteigerten Induktion von TNF-a. HOHNSTEIN et al. (2021)
konnten in ihrer Studie im mit St. suis infizierten Schweineblut TNF-a Gehalte nachweisen, die
ein vergleichbares Level, wie in dieser Studie, aufwiesen. Es ist also denkbar, dass die
gemessenen Werte in diesen beiden Studien eine realistische Einschatzung zur Induktion von

TNF-a im Laufe einer Bakteriamie liefern.

Der flr die Untersuchung der AMP-Wirkung modifizierte bactericidal assay wird als
aussagekraftige Untersuchungsmethode eingestuft, da die Wirkung der AMPs nach
Ex vivo-Infektion des Blutes erfasst wird. Somit bestehen Gemeinsamkeiten mit der Therapie
einer K. pneumoniae-Septikdmie. Hervorzuheben ist, dass eine bakterizide Wirkung sowohl
gegen einen invasiven porzinen als auch gegen einen hypervirulenten humanen
K. pneumoniae-Stamm aufgezeigt wurde. Bei beiden Stammen kann aufgrund des klinischen
Hintergrundes davon ausgegangen werden, dass sie in der Lage sind, Septikdmien
hervorzurufen. Aufgrund der In vitro-Ergebnisse ldsst sich mutmalen, dass die AMPs auch im
infizierten Tier oder Mensch nach intravendser Applikation eine bakterizide Wirkung
entfalten. Dabei ist aber zu berilcksichtigen, dass der bactericidal assay das
pharmakokinetische Verhalten der Wirkstoffe nicht abbildet. Die Wirkung von Apil37 wurde
bisher in zwei Infektionsversuchen untersucht. Dabei handelte es sich in beiden Fallen um ein
Mausmodell mit intraperitonealer Infektion mit einem E. coli-Stamm, der eine Septikamie in
den Tieren ausloste (SCHMIDT et al. 2017, KNAPPE et al. 2019). In den beiden Tierversuchen
wurden unterschiedliche Applikationsarten von Apil37 verwendet. Eine intraperitoneale
Injektion (ab einer Konzentration von 0,6 mg/kg KG) fiihrte zu einer 100 %igen Uberlebensrate
der Tiere. Hinweise auf eine toxische Wirkung waren nicht festzustellen (SCHMIDT et al. 2017).
Im zweiten Modell wurden eine subkutane und eine intravendse Injektion sowie eine
subkutane Dauerinfusion als Applikationsarten untersucht. Bei der subkutanen und

intravendsen Injektion konnten nur geringe therapeutische Effekte durch eine verlangerte
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mittlere Uberlebensdauer beobachtet werden. Untersuchungen zu Plasmakonzentrationen
von Apil37 zeigten einen rasanten Abfall 30 Minuten nach intravendser oder subkutaner
Applikation und auch die wiederholte intravendse Applikation fihrte nicht zur Akkumulation
von Apil37 im Plasma. Die subkutane Dauerinfusion wurde eingesetzt, um die
Apil37-Plasmaspiegel kontinuierlich auf eine hohe Konzentration einzustellen. Dies fiihrte zu
einer deutlichen Erhéhung der Uberlebensrate der Tiere nach 48 h. Allerdings vermuteten die
Autoren einen geringen toxischen Effekt nach intravendser Injektion von 10 und 20 mg/kg KG
Apil37 da die Tiere fir kurze Zeit lethargisch wirkten (KNAPPE et al. 2019). Es sollten noch
weitere Versuche durchgefiihrt werden, um eine optimale Applikation von AMPs fiir die
Behandlung von Infektionen zu finden. Fir eine therapeutische Anwendung sind weitere

Optimierungen der Peptide erforderlich, sodass sich ihre Halbwertszeiten im Plasma erhéhen.

Diese Dissertation konnte zur Aufklarung der Erreger-Wirt-Interaktion von K. pneumoniae im
Saugferkel durch die Etablierung eines In vitro-Bakteriamie-Modells beitragen. Es konnte die
Bedeutung von IgM, Komplement und Immunzellen fir die Kontrolle der
K. pneumoniae-Bakteriamie im bactericidal assay aufgezeigt werden. Es wurden Hinweise
gewonnen, dass porzine iucA+ K. pneumoniae-Stamme durch die Sekretion von Aerobactin im
Blut von Schweinen ihre Eisenversorgung fiir das bakterielle Wachstum sichern. In Bezug auf
die steigende Anzahl der Antibiotikaresistenzen in der Tiermedizin konnte mit dieser Arbeit
eine wichtige Grundlage fir die Verwendung von AMPs fir die Behandlung von
K. pneumoniae-Infektionen gelegt werden. Mit dem eingesetzten Modell kénnen auch in

Zukunft neue AMPs auf ihre Wirksamkeit untersucht werden.
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Einleitung: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) verursacht beim Menschen und bei Tieren
schwere, teilweise todlich endende Erkrankungen. Am haufigsten treten bei Tieren
Septikdmien, Mastitiden, Pneumonien und Harnwegsinfektionen auf. Gesund erscheinende
Saugferkel versterben plotzlich an den Folgen einer Septikimie. Die Behandlung dieser
Infektionen kann mittlerweile zur Herausforderung werden, da die Verbreitung von
resistenten Stdmmen, wie extended-spectrum betalactamase (ESBL)-bildende oder
Carbapenem-resistente Stamme, immer weiter fortschreitet. In der Humanmedizin werden
K. pneumoniae-Stamme in klassische und hypervirulente Stamme eingeteilt. Aerobactin
konnte als ein Virulenzfaktor identifiziert werden, der fir das Uberleben und die
Manifestation im Wirtsorganismus eine groRe Rolle spielt. Antimikrobielle Peptide (AMPs)

bieten einen Ansatz fiir die Behandlung von Infektionen mit multiresistenten Erregern.

Ziele: In dieser Arbeit erfolgte eine phanotypische und genotypische Charakterisierung
verschiedener veterindrmedizinischer und humaner K. pneumoniae-lsolate beziiglich ihres
Sequenztyps und ihres Genprofils fur die Bildung von unterschiedlichen Siderophoren und
einer besonders dicken Kapsel. Es sollte ein porzines In vitro-Bakteriamie-Modell fir
K. pneumoniae etabliert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Hypothesen
untersucht, dass IgM (Immunglobin M), Komplement und Immunzellen fir die Kontrolle der
K. pneumoniae-Bakteriamie bei dlteren Ferkeln eine wichtige Rolle spielen, dass Aerobactin
wichtig fiir das Uberleben und die Proliferation von K. pneumoniae im porzinen Blut ist und

dass prolinreiche AMPs eine bakterizide Wirkung im Bakteriamie-Modell entfalten.

Tiere, Material und Methoden: Fiir die erste Publikation wurden PCR-Untersuchungen
durchgefiihrt, um den Sequenztyp, die Siderophorgene und das rmpA Gen der lIsolate

nachzuweisen. Weiterhin sollte die Siderophorproduktion auf dem Chromazurol S (CAS) Agar
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semiquantitativ untersucht werden. In Wachstumskurven erfolgte die Analyse von
Unterschieden im Wachstum durch Konditionierung. Der bactericidal assay wurde als
Bakteridmie-Modell etabliert und eine Verlaufsuntersuchung mit paralleler Bestimmung der
IgM- und IgG-Antikorperspiegel im Blut der Ferkel (n = 9) durchgefiihrt. Unter Zuhilfenahme
der Durchflusszytometrie sollte die Phagozytose und der durch K. pneumoniae ausgeloste
oxidative Burst bestimmt werden. In der zweiten Publikation wurden minimale
Hemmkonzentrationen der AMPs ermittelt und im zuvor modifizierten bactericidal assay auf
ihre Wirksamkeit getestet. AulRerdem erfolgte die Bestimmung der Zytotoxizitdt durch
Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivitdt und der Induktion des proinflammatorischen
TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) mittels ELISA. Zur statistischen Auswertung wurden nach
Abhdngigkeit der Fragestellung Rangsummentests bzw. einfaktorielle Varianzanalysen

genutzt.

Ergebnisse: Die in der ersten Studie untersuchten Isolate zeigten eine grofRe Vielfalt an
Sequenztypen und Profilen an Siderophorgenen. Ebenso konnten auf CAS Agar Unterschiede
zwischen den Stammen in der Siderophorproduktion erkannt werden. Im bactericidal assay
waren porzine jucA+ K. pneumoniae-Stamme in der Lage im Blut der vier Wochen alten Ferkel
zu proliferieren. Mit einem ausgewadhlten porzinen JjucA+ Stamm wurden weitere
Untersuchungen durchgefiihrt. In einer Wachstumskurve konnte das Wachstum in Serum
durch Zugabe von Aerobactin-haltigen Kulturiiberstand gefordert werden. Die bactericidal
assays zeigten, dass K. pneumoniae erst ab der 8. Lebenswoche im Blut der Tiere abgetotet
wird. Durch Degradation der IgM-Antikdrper im Blut der acht Wochen alten Ferkel tiberlebte
der K. pneumoniage-Stamm und auch nach Inhibition des Komplementsystems zeigte der
Stamm ein Uberleben. Dabei ist bemerkenswert, dass in den vorausgegangenen
Lebenswochen ein starker Anstieg der IgM-Antikorper nachgewiesen werden konnte. In der
zweiten Publikation konnte auch fiir einen humanen jucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stamm
Proliferation im porzinen Blut aufgezeigt werden. Die Applikation von Apidaecin (Api) 137
bewirkte ein Abtoten des porzinen iucA+ sowie des humanen
iucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stammes. Im Vergleich zur Applikation eines Cephalosporins,

flhrte Apil37 nicht zu einer vermehrten Zytotoxizitat oder gesteigerten Induktion von TNF-a.

Schlussfolgerungen: Im Blut der untersuchten Saugferkel kénnen
iucA+ K. pneumoniae-Stamme proliferieren. Wenn die Ferkel ein Alter von acht Wochen
erreichen, werden die Erreger durch IgM vermittelte komplementabhangige
Opsonophagozytose abgetotet. Apil37 wirkt im In vitro-Bakteridmie-Modell bakterizid gegen
einen porzinen iucA+ und einen humanen iucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stamm und zeigt dabei

keine starke Zytotoxizitat oder Induktion von TNF-a.
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Introduction: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) causes severe, partly fatal diseases in
humans and animals. In animals, septicemia, mastitis, pneumonia and urinary tract infections
are common manifestations of K. pneumoniae infections. Healthy-appearing suckling piglets
suddenly die as a result of septicemia. Treatment of these infections becomes more
challenging due to the emergence of resistant strains, such as extended-spectrum
betalactamase (ESBL)-producing or carbapenem-resistant strains. In human medicine,
K. pneumoniae strains are divided into classical and hypervirulent strains. Aerobactin has been
identified as a virulence factor that is crucial for survival and manifestation in the host
organism. Antimicrobial peptides (AMPs) offer an approach for the treatment of infections

with multidrug-resistant pathogens.

Aims: In this work, veterinary and human K. pneumoniae isolates were phenotypically and
genotypically characterized with respect to their sequence type as well as their gene profile
for the formation of different siderophores and a very thick capsule. An important objective
was to establish a porcine in vitro bacteremia model for K. pneumoniae. In the further course,
the hypotheses that IgM (immunglobulin M), complement and immune cells play an essential
role in the control of K. pneumoniae bacteremia in older piglets, that aerobactin is important
for the survival and proliferation of K. pneumoniae in porcine blood and that proline-rich AMPs

exert a bactericidal effect in the bacteremia model were investigated.

Animals, material and methods: For the first study, PCR analysis of the isolates was performed
to detect the sequence type as well as putative siderophores and rmpA genes. Furthermore,
siderophore production was semiquantitatively assessed on chromazurol S (CAS) agar.
Differences in growth were analyzed in growth curves by conditioning. The bactericidal assay

was established as a bacteremia model and a follow-up study with parallel determination of
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IgM and 1gG antibody levels in the blood of the piglets (n = 9) was performed. By flow
cytometry, phagocytosis and oxidative burst caused by K. pneumoniae were detected. In the
second study, minimal inhibitory concentrations of AMPs were determined and tested for
their efficacy in the previously modified bactericidal assay. In addition, the cytotoxicity was
verified by measuring of lactate dehydrogenase activity and induction of proinflammatory
TNF-a (tumore necrosis factor-alpha) by ELISA. For statistical analysis, rank sum tests or one-

way ANOVA were used depending on the statistical question.

Results: The isolates investigated in the first study showed a great diversity in sequence types
and profiles of siderophore genes. Likewise, differences between strains in siderophore
production were detected on CAS agar. In the bactericidal assay, porcine iucA+ K. pneumoniae
strains proliferated in the blood of 4-week-old piglets. Further experiments were performed
with a selected porcine iucA+ strain. Growth of K. pneumoniae in serum was boosted by
addition of culture supernatants containing aerobactin. Bactericidal assays showed that
K. pneumoniae is killed in blood drawn from 8-week-old piglets. Degradation of IgM antibodies
in the blood of these piglets led to survival of K. pneumoniae. Furthermore, the strain
proliferated in the blood after inhibition of the complement system. Of note, a strong increase
in IgM antibody levels was detected up to this week of life. In the second study, proliferation
in porcine blood was also shown for a human iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain. Application
of apidaecin (Api) 137 induced killing of the porcine iucA+ as well as the human
iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain. Compared to application of a cephalosporin, Api137 did

not result in increased cytotoxicity or increased induction of TNF-a.

Conclusions: In the blood of the examined suckling piglets, iucA+ K. pneumoniae strains
proliferate. When piglets reach an age of eight weeks, the pathogen is killed by IgM-mediated
complement-dependent opsonophagocytosis. Apil37 is bactericidal against a porcine iucA+
and a human iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain in the in vitro bacteremia model, while

showing no strong cytotoxicity or induction of TNF-a.
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Anhang
8 Anhang

8.1 Verzeichnis wissenschaftlicher Vortrage wahrend der Zeit der

Promotion

Posterbeitrage:

12/2018 Erreger-Wirt Interaktion von Klebsiella pneumoniae im Blutlberlebenstest

(Dies academicus, Tag der Nachwuchsforderung, Leipzig)

03/2020 Klebsiella pneumoniae in porcine blood: bactericidal activity of adaptive IgM
and proline-rich antimicrobial peptides
(DGHM Tagung, Leipzig)

06/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood is putatively mediated by
aerobactin generation and limited by IgM and complement system

(DVG Fachgruppentagung Bakteriologie und Mykologie, online, 2. Posterpreis)

09/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood: the role of the siderophore
aerobactin
(DGHM Tagung, online)

Vortrage:

11/2019 Klebsiella pneumoniae in porcine blood: bactericidal activity of adaptive IgM
and antimicrobial peptides
(Infektionsmedizinische Exkursion Bad Langensalza)

07/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood is putatively mediated by
aerobactin generation and limited by IgM and complement system
(9. Doktorandenforum Leipzig, online)

01/2022 Hypervirulente Klebsiella-pneumoniae-Stamme — eine zukinftige

Herausforderung in der Schweinemedizin?

(11. Leipziger Tierarztekongress, verschoben in Juli 2022)
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