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Nederlandse samenvatting en toekomstperspectieven

Bacterién die tot het zogenaamde Enterobacter cloacae complex behoren zijn
wijdverspreid in de natuur. Dit komt door hun vermogen om zich effectief aan
verschillende omstandigheden en ecologische niches aan te passen die kunnen
variéren van de bodem tot het menselijke lichaam (Maria Lina Mezzatesta,
2018). In ziekenhuizen worden regelmatig ziekmakende varianten van E. cloacae
aangetroffen die soms zeer resistent tegen antibiotica kunnen zijn (Streit,
Jones, Sader, & Fritsche, 2004)(Kubota et al., 2018). Dit proefschrift beschrijft
bijvoorbeeld een extreem antibioticumresistent Enterobacter roggenkampii
isolaat, behorend tot het E. cloacae complex, dat ongevoelig is voor zogenaamde
carbapenems. Ditis een zorgwekkende bevinding, omdat carbapenems bijzonder
effectieve antibiotica zijn die slechts daar ingezet dienen te worden waar andere
antibiotica falen. Het hoofddoel van het hier beschreven onderzoek was te
begrijpen hoe deze carbapenem-resistentie zich heeft kunnen ontwikkelen,
over welke antibioticumresistentiemechanismen de geisoleerde Enterobacter
roggenkampii bacterie beschikt en hoe antibioticumresistentie onder bacterién

van het E. cloacae complex zich mogelijk in de toekomst zal ontwikkelen.

Vanuit klinisch oogpunt hebben vragen hoe een infectie zich in de patiént
manifesteert en hoe deze infectie het beste bestreden kan worden altijd de
hoogste prioriteit. Hiertoe is het noodzakelijk om de ziekteveroorzakende bacterie
te identificeren en te achterhalen voor welke antibiotica hij (nog) gevoelig is.
De E. cloacae isolaten die in dit proefschrift zijn beschreven werden geisoleerd
uit patiénten die opgenomen waren in het Universitair Medisch Centrum
Groningen (UMCG). Het bepalen van het antibioticumresistentieprofiel van deze
bacterién was daarom in eerste instantie belangrijker dan het achterhalen tot
welke bacteriesoort ze precies behoren. Hiertoe werden de hier beschreven
bacterién allereerst geisoleerd door ze in het diagnostisch laboratorium te
kweken. Vervolgens werd het antibioticumresistentieprofiel van de gekweekte
bacterién bepaald en werden ze met behulp van een geavanceerde techniek,
de zogenaamde ‘matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry’ (MALDI-TOF MS) geidentificeerd. Uit deze analyses bleek, dat de
beschrevenisolaten allemaal tot het ‘E. cloacae complex’ behoorden, dat éénvan
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de isolaten uit een neonaat resistent was tegen carbapenems en dat de overige
isolaten uit patiénten met botinfecties nog gevoelig waren voor de meeste
antibiotica. De isolatie van ‘E. cloacae bacterién’ uit patiénten met botinfecties
was opmerkelijk omdat, ten tijde van hun isolatie, botinfecties veroorzaakt door
dergelijke bacterién een betrekkelijk zeldzaam verschijnsel waren. Voor een
adequate behandeling van de desbetreffende patiénten was deze informatie
voldoende. Voor een goed begrip van de biologische principes die ten grondslag
lagen aan de waargenomen carbapenemresistentie of het klinische gedrag van

de geisoleerde bacterién was daarentegen meer diepgaand onderzoek nodig.

Om echt te kunnen begrijpen hoe bacterién resistent worden tegen antibiotica
en verschillende niches in ons lichaam veroveren is het van belang om hun
moleculaire opbouw goed te kennen, met name met betrekking tot hun erfelijke
informatie, het genoom, en hun totale eiwitsamenstelling, het proteoom. Dit is
een enorm ambitieus doel, dat momenteel slechts ten dele bereikt kan worden.
Een belangrijke beperking voor ons goede begrip van het ziekmakende gedrag
van micro-organismen is, dat ze eigenlijk alleen in detail bestudeerd kunnen
worden na hunisolatie uit de patiént, met andere woorden: buiten het menselijke
lichaam. Het meest haalbare alternatief is de bestudering van ziekteverwekkers
door de samenstelling van hun genoom in detail te karakteriseren. Hieruit kan
vervolgens hun mogelijke gedrag in de patiént afgeleid worden. De technieken
om bacteriegenomen goed te bestuderen zijn in de afgelopen vier jaar enorm
verbeterd en van deze ontwikkelingen is dankbaar gebruik gemaakt in het hier
beschreven promotie-onderzoek. Ten tijde van de studies die samengevat zijn
in hoofdstuk 2 was het nét mogelijk geworden om snel en voor een redelijke
prijs genoomanalyses uit te voeren. De technieken waren echter nog niet
geperfectioneerd en zo zaten er letterlijk gaten in de verkregen DNA-sequentie-
informatie. Deze kennishiaten konden tegen het einde van de hier beschreven
studies grotendeels gedicht worden dankzij zogenaamde derde-generatie
nano-pore-gebaseerde sequentieanalyse-technieken. Gaandeweg werd het
steeds beter mogelijk om een accurate genoomsequentie te verkrijgen door
het samenvoegen van korte, kwalitatief hoogwaardige DNA-sequenties met
veel langere DNA-sequenties die weliswaar niet perfect waren, maar die wel

hielpen om de korte sequenties in de juiste volgorde te plaatsen. Dergelijke
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hybride DNA-sequentie-assemblage-technieken leveren nu in korte tijd zeer
accurate genoomsequenties op en ze zijn met name nuttig voor de opheldering
van delen van het bacteriéle genoom, waarin veel herhaling van DNA-sequenties
voorkomt (Antipov, Korobeynikov, McLean, & Pevzner, 2016). De hybride DNA-
sequentie-assemblage is daarom op dit moment het beste startpunt voor
gedetailleerde vervolgstudies die kunnen varieren van genoomannotatie, ofwel
het identificeren van alle genen die een genoom bevat, tot de gedetailleerde
vergelijking van verschillende bacteriéle genomen en de interpretatie van
massaspectrometrische data om de totale eiwitsamenstelling van bacterién
zowel kwalitatief als kwantitatief op te helderen.

Zoals beschreven in hoofdstuk 2 maakte de hybride genoomassemblage
van een carbapenem-resistent bacterie-isolaat, behorend tot het E. cloacae
complex, het mogelijk om de evolutionaire gebeurtenissen te reconstrueren die,
via ‘horizontale genoverdracht’ tussen bacterién, tot deze resistentie hebben
geleid. Een bijzondere vondst was de identificatie van een mobiel genoomeiland,
dat reeds onder voorouders van de huidige enterobacterién was verspreid,
voordat de bacteriesoorten die tegenwoordig tot het E. cloacae complex
behoren zich hieruit ontwikkelden. Uiteindelijk is dit mobiele genoomeiland een
platform geworden, waarin zich zeer uiteenlopende resistentiegenen hebben
genesteld. Hiertoe behoren genen die coderen voor de zogenaamde AmpC-
type cephalosporinases, waarvan er zich één, MIR17 genaamd, verder heeft
ontwikkeld tot een carbapenemase dat carbapenems afbreekt (hoofdstuk 2).
Deze originele waarnemingen hebben verschillende belangrijke implicaties. In
de eerste plaats werd duidelijk, dat genoomelementen die als onderdeel van
het kerngenoom van een bacteriesoort worden beschouwd wel degelijk mobiele
genomische elementen kunnen zijn. Dit fenomeen wordt vaak over het hoofd
gezien bij genoomanalyses. De waarnemingen beschreven in hoofdstuk 2
laten heel duidelijk zien, dat het belangrijk is om over de soortgrenzen heen te
kijken wanneer men onderscheid wil maken tussen kerngenomen en variabele
genoomdelen. In de tweede plaats vestigen de waarnemingen beschreven in
hoofdstuk 2 de aandacht op het feit, dat dergelijke oude mobiele genoomeilanden
‘hotspots’ voor de ophoping van resistentiegenen kunnen zijn, zoals bijvoorbeeld
de ampC-type cephalosporinase-genen. In de derde plaats is gebleken, dat niet
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alle cephalosporinases van het AmpC-type gelijk zijn, aangezien sommige, zoals
MIR17, ook carbapenemase activiteit kunnen vertonen. Deze waarneming heeft
inmiddels een toepassing gevonden in de diagnostische routine in het UMCG,
waarbij platen met cloxacilline gebruikt worden om mogelijke carbapenemase
activiteit van cephalosporinases zichtbaar te maken. Tenslotte heeft de
hybride genoomassemblage het mogelijk gemaakt om het proteoom van het
carbapenem-resistente E. roggenkampii isolaat in detail te analyseren. Hierbij
werd aangetoond, dat de MIR17 carbapenemase in grote hoeveelheden wordt

aangemaakt.

Een groot voordeel van een kwalitatief hoogwaardige genoomsequentie,
zoals verkregen door de hybride genoomassemblage, is dat gedetailleerde
genoomvergelijkingen van nauw verwante Enterobacter soorten mogelijk
worden. Door een dergelijke fylogenetische analyse uit te voeren werd duidelijk,
dat het carbapenem-resistente studie-isolaat uit hoofdstuk 2 feitelijk een E.

roggenkampii isolaat is.

De kwalitatieve proteoomanalyse, zoals beschreven in hoofdstuk 2, geeft
een goed overzicht over de eiwitsamenstelling van de bacteriéle cel, maar
een dergelijke analyse geeft geen dynamische informatie over de reacties
van een bacterie op bepaalde stresscondities, zoals de aanwezigheid van een
antibioticum. Toch is het belangrijk om te weten hoe een bacteriecel reageert
op de aanwezigheid van een antibioticum, aangezien dit waardevolle inzichten
verschaft over mogelijke aanpassingen van de bacterie aan de aanwezigheid
van antibiotica. Dergelijke aanpassingen kunnen uiteindelijk gaan behoren tot
het standaardrepertoire van een een bacterie, hetgeen leidt tot intrinsieke
antibioticumresistentie. Daarom werd bij de studies beschreven in hoofdstuk 3
onderzocht hoe het carbapenem-resistente E. roggenkampii isolaat reageert op
de aanwezigheid van het carbapenem-antibioticum imipenem. Ook voor deze
analyses was de beschikbaarheid van de hybride genoomsequentie van grote
toegevoegde waarde, aangezien hiermee een additionele set van 400 eiwitten
geidentificeerd kon worden die eerder op grond van de incomplete sequentie
over het hoofd gezien was. Zoals eigenlijk al werd voorspeld bij aanvang van
het onderzoek, gaven de kwantitatieve proteoomanalyses een goed beeld

van de veranderingen die de aanwezigheid van sub-inhibitoire imipenem
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concentraties teweeg brengen in de bacterie. Hierbij is het van belang te weten
dat carbapenems, zoals imipenem, met name de bacteriéle celwandsynthese
remmen door de activiteit van de betrokken penicilline-bindende eiwitten te
blokkeren. Dienovereenkomstig helpen de waargenomen aanpassingen de
bacterie allereerst om de verspilling van cellulaire bouwstenen voor de, door
het imipenem afgeremde, celwandbiogenese te voorkomen. Bovendien helpen
de waargenomen aanpassingen het mogelijke ontstaan van zeer schadelijke
reactieve zuurstofvarianten tegen te gaan door de activiteit van de glycolyse
en de citroenzuurcyclus te reduceren. De activiteit van deze metabole routes
zou in principe verhoogd kunnen worden, doordat minder voedingsstoffen voor
de celwandbiogenese nodig zijn en dit zou vervolgens tot verhoogde bacteriéle
respiratie kunnen leiden met het voor de bacterie ongewenste ontstaan van
reactieve zuurstofvarianten als problematische consequentie. Naar nu is
gebleken kan de bacterie dit voorkomen door zijn metabolisme te vertragen.
De mogelijke vorming van zuurstofradicalen wordt mogelijk ook tegengegaan
door de synthese van zogenaamde ijzer-zwavel clusters te verlagen en door
een enzym voor de synthese van het antioxidant vitamine K te verhogen.
Tezamen laten deze waarnemingen zien, dat bacterién die al resistent zijn tegen
carbapenems ook nog over meerdere alternatieve mogelijkheden beschikken
om de voor deze bacterién mogelijk fatale effecten van carbapenems tegen
te gaan. De bevindingen beschreven in hoofdstuk 3 zijn in overeenstemming
met resultaten van eerdere studies die de reacties van bacterién op verwante
3-lactam-antibiotica hebben beschreven en die lieten zien, dat deze antibiotica
niet alleen de aanmaak van de bacteriéle celwand remmen, maar dat ze ook
leiden tot de excessieve vorming van reactieve zuurstofvarianten die bijdragen
aan de antibiotische werking (Tomasz, 1979)(Kohanski, Dwyer, Hayete,
Lawrence, & Collins, 2007)(Burke, 2018). Daarnaast heeft eerder onderzoek
laten zien, dat het voorkomen van de vorming van reactieve zuurstofvarianten
door een verlaagd metabolisme de vorming van zogenaamde bacteriéle
L-vormen mogelijk maakt, waarbij de bacterién hun celwand verliezen (Kawai
et al.,, 2019). Deze waarnemingen vestigen de aandacht op de centrale rol
van metabole routes in de bacteriéle levenscyclus en de mogelijkheid om
het centrale koolstofmetabolisme met nieuwe antibiotica, die overigens nog

ontwikkeld moeten worden, te dereguleren. Als het bijvoorbeeld mogelijk zou
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zijn om met zo’n nieuw antibioticum de metabole activiteit van bacterién in de
aanwezigheid van imipenem te verhogen, ofwel te voorkomen dat de bacterién
hun metabolisme verlagen, dan zou het mogelijke gevolg kunnen zijn dat de
bacterién dermate hoge niveaus van reactieve zuurstofvarianten produceren,
dat ze de bacteriedodende werking van het imipenem versterken. Dit effect zou
mogelijk ook bereikt kunnen worden door de vorming van ijzer-zwavel clusters
in de bacterién te verhogen. In dit opzicht zou de bacteriéle Fur-regulator een
interessant doelwit voor nieuwe antibiotica kunnen zijn omdat, zoals beschreven
in hoofdstuk 3, de vorming van ijzer-zwavel clusters in de aanwezigheid van

imipenem verlaagd wordt door Fur-gemedieerde regulatie.

Hoewel de genoomsequentie van het carbapenemresistente E. roggenkampii
isolaat de detectie van het ampC gen mogelijk maakte, waren meer
klassieke microbiologische technieken nodig om aan te tonen dat de MIR17
cephalosporinase ook een carbapenemase activiteit heeft. Deze bevinding
kon niet op grond van de beschikbare genoomsequentie voorspeld worden.
Dit benadrukt het feit, dat de genoomsequentie slechts de ‘blauwdruk’ van
een levende bacterie en al zijn mogelijke activiteiten weergeeft. Zo zou op
basis van alléén de genoomsequentie niet voorspeld kunnen worden hoe
de onderzochte E. roggenkampii bacterie reageert op de aanwezigheid van
imipenem. Een andere waarneming die op grond van de genoomsequentie
niet voorspeld kon worden was dat deze E. roggenkampii bacterie gevoelig
was voor aminoglycosiden, ondanks de aanwezigheid van het aadA gen, dat
codeert voor aminoglycosideresistentie. Hoewel dit waarschijnlijk iets zegt over
de evolutionaire geschiedenis van het onderzochte E. roggenkampii isolaat, laat
het ook heel duidelijk zien dat het van groot belang blijft om genoomanalyses
te combineren met functionele tests of proteoomanalyses om zichtbaar te
maken waartoe de onderzochte bacterién werkelijk in staat zijn. Mogelijk
kunnen toekomstige benaderingen die gebaseerd zijn op ‘machine learning’
en kunstmatige intelligentie deze beperkingen van de huidige genoomanalyses

wegnemen.

Hoofdstuk 4 beschrijft de resultaten van een gecombineerde genomics en
proteomics analyse die tot doel had om uit te zoeken in welke mate bacterién

van het E. cloacae complex die in de menselijke darm voorkomen verschillen van

144



Nederlandse samenvatting

verwante bacterién die betrokken zijn bij botinfecties. In eerste instantie werden
hiertoe de respectievelijke genoomsequenties vergeleken. Hieruit bleek dat de
onderzochte isolaten verschillende Enterobacter-soorten vertegenwoordigen.
Isolaten uit de darm werden aldus geidentificeerd als E. roggenkampii en E.
hormaechei subspecies hoffmannii, terwijl de botisolaten verschillende E.
hormaechei subspecies vertegenwoordigden of de ‘echte’ E. cloacae. Op grond
van alleen deze gegevens kon al geconcludeerd worden, dat de respectievelijke
isolaten een verschillende evolutie hebben doorgemaakt die de voorkeur
voor verschillende niches in het menselijke lichaam zou kunnen verklaren. De
proteoomanalyses lieten vervolgens zien, dat de botisolaten meerdere eiwitten
produceerden die gerelateerd zijn aan zogenaamde type Ill en type VI systemen
voor eiwitsecretie. Dergelijke systemen spelen een belangrijke rol bij het
vermogen van bacterién om ziekte te verwekken en, in het geval van de type
VI systemen, om andere micro-organismen die concurreren voor dezelfde niche
uit te schakelen. Bij nadere inspectie van de respectievelijke genoomsequenties
bleek inderdaad, dat elk botisolaat de genen voor twee of drie type Ill plus twee
of drie type Vl eiwitsecretiesystemen bezit. Deze genen zijn allemaal geintegreerd
in de nabijheid van genen die coderen voor transfer RNAs, wat er meestal op
duidt, dat ze verkregen zijn door horizontale genoverdracht tussen bacterién.
Het carbapenem-resistente E. roggenkampii isolaat bleek daarentegen eiwitten
tot overexpressie te brengen die gerelateerd zijn aan antibioticumresistentie en
de resistentie tegen zware metalen. Tezamen laten de beschreven genoom- en
proteoomanalyses zien, dat de onderzochte bacterién die allemaal behoren tot
het E. cloacae complex zich op verschillende wijze optimaal hebben aangepast
aan verschillende niches, waarin op verschillende eigenschappen geselecteerd
wordt. In de context van deze evolutie hebben ze verschillende moleculaire
functies verworven die hun reproductieve succes in deze niches hebben
verhoogd.

Hoofdstuk 5 richt de aandacht op twee plasmides die coderen voor de
zogenaamde OXA-427 carbapenemase. Deze plasmides werden respectievelijk
in een Klebsiella pneumoniae isolaat en een bacterie behorend tot het E.
cloacae complex geidentificeerd. Beide plasmides bevatten de kernsequentie

van zogenaamde IncA/C2 plasmides, maar in het K. pneumoniae isolaat is dit
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plasmide gefuseerd met een ander plasmide van de IncFIB categorie, hetgeen
resulteerde in een ‘megaplasmide’ van 321 kb. Dit megaplasmide omvat
meerdere gebieden die coderen voor verschillende antibioticumresistenties.
De aanwezigheid van meerdere resistentiegenen in één megaplasmide is zeer
zorgwekkend, omdat dergelijke plasmides betrekkelijk eenvoudig overdraagbaar
zijn naar andere bacterién, die wellicht reeds resistent zijn tegen meerdere
antibiotica. Het geidentificeerde megaplasmide zou alzo een vehikel kunnen
vormen voor het ontstaan van pan-resistente enterobacterién die resistent zijn

tegen alle beschikbare antibiotica.

Kort samengevat beschrijft dit proefschrift de identificatie en karakterisering
van bacterién die behoren tot het E. cloacae complex en die opmerkelijk waren
met betrekking tot hun antibioticumresistentie of hun klinische manifestatie. In
verreweg de meeste gevallen worden dergelijke waarnemingen alleen toegepast
voor de behandeling van patiénten met infecties die door deze bacterién
veroorzaakt worden, terwijl de complexe mechanismes die ten grondslag liggen
aan de waargenomen antibioticumresistentie of de infectie van bepaalde niches
in het menselijke lichaam niet verder onderzocht worden. Dankzij de recente
ontwikkeling van snelle ‘multi-omics’ technologieén en hun implementatie op
het grensgebied van klinisch en fundamenteel wetenschappelijk onderzoek is
het nu mogelijk geworden om een blik te werpen in het verleden, het heden
en de toekomst van geisoleerde ziekteverwekkers. Dit is een spannende
ontwikkeling, omdat de nieuw verkregen inzichten uiteindelijk kunnen bijdragen
aan de totstandkoming van betere strategieén en geneesmiddelen, waarmee

men gevaarlijke infecties kan voorkomen of genezen.
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