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1 EINLEITUNG

1.1 S APHYLOKOKKEN : TAXONOMIE , GESCHICHTE UND
M IKROBIOLOGIE

Staphylokokken sind Gram-positive, unbewegliche mnder Regel fakultativ anaerobe
Kokken (Abbildung 1.1). Die Gattungaphylococcus gehdrt zur Familie der
Micrococcaceae (Foster, 2002) und wird bis zum heutigen ZeitpunkB6 Spezies und
Subspezies untergliedert (www.dsmz.de). lhre Deifererung erfolgt auf Grund
struktureller Merkmale der Zellwand sowie physiosmiper, biochemischer und
molekularer Eigenschaften (Foster, 2002).

B.
Nt N

N E

-

A.

i . L

Abbildung 1.1: Mikroskopische Aufnahme (VergroRegubOO-fach) eines Gram-gefarbten Praparates
einer Staphylokokkeninfektion. Staphylokokken saabei (A.) einzeln, in Paaren, kurzen Ketten oder
(B.) in Haufen gelagert (Institut fiir Medizinischgkrobiologie, Magdeburg).

Bereits 1874 beschrieben Christian Albert und Tleedllliroth Kokken in Eiterproben
(Hahn et al., 1999) und 1878 erkannte Robert Koch, dass dieg@obtganismen
verschiedene Krankheiten hervorrufen (Novick, 199k Namensgebung pragte 1883
der schottische Chirurg Alexander Ogston (Ogst883). Er isolierte die Bakterien aus
dem Eiter von Furunkeln und Abszessen und benwtatei als erster den Namen
Staphylokokken (Kloost al., 1992). Die Bezeichnung leitet sich von den grisdien
Wortern staphyle (= Traube) und kokkos (= Kugel) @t bezieht sich auf die
traubenformige Lagerung im mikroskopischen PrapdRatsenbach erstellte 1884 die
erste taxonomische Klassifizierung der Gatt@wphylococcus und unterteilte sie auf
Grund ihrer Koloniefarbe in zwei Arters aureus und S albus (Kloos, 1980). Die
Einteilung der Staphylokokken nach Anwesenheit odéwesenheit des Enzyms
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Plasmakoagulase wurde von Datanyi gepragt, der 182& ersten Mal die
Zusammenhange zwischen der Aktivitat der Plasmakaag von Staphylokokken und
ihrer Pathogenitat formulierte. Er unterschied daBeaureus und S intermedius
aufgrund der Bildung der freien Koagulase, einemayiam das die Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin im Blutplasma unterschiedlicBpezies bewirkt, von den brigen,
d.h. Koagulase-negativen Staphylokokken-SpeziesS)KKeute weil3 man allerdings,
dass die Einteilung der Staphylokokken in Koagulassgtive und Koagulase-negative
Spezies kaum Ruckschlisse auf die Virulenz diesdateBdien zulasst (Brandet al.,
1994).

Staphylokokken haben einen Durchmesser von 0,5iin5 Betrachtet man sie im
mikroskopischen Praparat, so liegen sie meistendamfen zusammen, konnen aber
auch einzeln, in Paaren oder kurzen Ketten vorkomniziese Mikroorganismen
gehdren aulRerdem zu den Widerstandsfahigsten w®er nicht sporenbildenden
Bakterien. Sie kbnnen noch bei Kochsalzgehalten@% wachsen, besitzen also eine
erhohte pH-Toleranz und sind resistent gegen Adktiang. Sie wachsen bei
verschiedenen Temperaturen, am besten zwischen @0AC37°C, einige Uberleben
sogar kurzzeitig Temperaturen bis zu 60°C. Stapiodken wachsen auf einem breiten
Spektrum von Nahrmedien. Die 1-2 mm grof3en Kolonieinnen auf dem
Kulturmedium eine grau-weil3e, grau-gelbe oder agicke gold-gelbe Pigmentierung
aufweisen und von verschieden grof3en Hamolysezomgeben sein (Foster, 2002).

1.2 STAPHYLOCOCCUSAUREUS

1.2.1 RRTHOGENESE

Der Mensch ist ein natirliches Reservoir V@naureus. Beim gesunden Menschen
kolonisiert dieser Mikroorganismus die vorderen @&d®hlen und kann sich,
ausgehend davon, auf weitere Bereiche der Haut Sodleimhaute ausbreiten.
Weiterhin wird dieses Bakterium gelegentlich auah den Axillae und der
Perianalregion gefunden (Williams, 1963)aphylococcus aureus ist ebenfalls ein Teil
der naturlichen Standortflora des Verdauungs- uadinaltraktes (Smitlet al., 1982;
Enright, 2008). Etwa 20% der gesunden Erwachseimah richt mit dem Erreger
kolonisiert, 20-25% sind permanent und 55-60% sitdrmittierend mitS aureus
besiedelt (Enright, 2008).

Staphylococcus aureus ist weltweit einer der haufigsten Erreger innerhalbd

aulBerhalb des Krankenhauses erworbener Infektiankkeiten. Die durch dieses
Bakterium verursachten Krankheitsbilder lassen sichnvasive (lokal, tiefgehend,
systemisch) und toxinvermittelte Infektionen eil@ei(Lowy, 1998). Zu den invasiven
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Infektionen, die von lokal oberflachlich bis hin maf invasiv und systemisch reichen,
werden Furunkel, Karbunkel, Pyodermie, Wund- und icWeilinfektionen,
Gelenkempyene, Parotitis, Mastitis, Osteomyelitigd uPneumonien gezahlt. Diese
Prozesse konnen eine Keimausschwemmung in die @latmach sich ziehen und
damit zur Endokarditis und Sepsis fiihren (Peterd Bulverer, 1994). Uber die
Schwere und den Verlauf der invasiven Infektionatseéheiden der Infektionsort, die
Pradisposition des Wirtes und die Virulenz des rsachende®. aureus-Stammes (von
Eiff et al., 1993). Bei den toxinvermittelten Infektionen lewht das jeweilige, vom
Bakterium sezernierte Toxin Uber die Schwere déktron, da dieses Toxin selbst
direkt die Reaktion des Wirtes auslost. Zu diesemranKheiten werden
Lebensmittelintoxikationen, ausgeldst durch Entewoke, das Toxisch-Shock-
Syndrom (TSS) und die staphylogene toxische epideh® Nekrolysegaphylococcal
scalded skin syndrom = SSSS) gezahlt. Die TSS wird durch ein Superantausgeldst,
was eine massenhafte Zytokinausschiuttung und dmap@ynatik eines toxischen
Schocks bewirkt. SSSS wird durch Exfoliatine veagtt, die Desmosomen lockern,
was eine charakteristische Blasenbildung der Hautirkit. Saphylococcus aureus ist
ebenfalls in der Lage an Kunststoff- und Metalldldehen zu haften und somit
Biofilme zum Beispiel auf Katheter&hunts und Gelenkprothesen auszubilden.

1.2.2 MRULENZFAKTOREN

Verschiedene Pathogenitatsfaktoren von Staphylodokkund deren zellulare
Regulation sind in den letzten Jahren gut charster worden.S. aureus ist mit einer
Vielzahl dieser Pathogenitatsfaktoren ausgestatiett weist daher von allen
Staphylokokken-Spezies die hochste PathogenitatEnige dieser Faktoren wurden
klar als Virulenzmechanismen beschrieben, andewk aufgrund ihrer komplexen und
redundanten Regulation noch weniger untersucht. Materscheidet bef. aureus
zwischen mehr als 40 zellwandassoziierten und B&zéEn Proteinen.
Zellwandassoziierte Proteine (Adhéasine) an der fimdre vonS aureus sind in der
Lage an extrazellulare Gewebematrix (Laminin, Filaktin, Kollagen) zu binden und
stellen somit den ersten Schritt der Kolonisatiowl zur Auspragung einer Infektion
dar. Tabelle 1.1 fasst diese Faktoren bezlgliotr iRolle bei Infektionen, insbesondere
in Bezug auf Adharenz, Invasion und Immunmodutatzsammen und einige von
ihnen werden im Folgenden nédher beschrieben.
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Tabelle 1.1: Virulenzfaktoren voB aureus, die als Adhasine beschrieben sind.

Virulenzfaktor Gen(e) Funktion und Bindung Referenzn

Clumping Factor A clfA Adhasion; Fibrinogen, Kalzium, McDevitt et al., 1994
Plattchel

Clumping Factor B clfB Adhasion; Fibrinoge Ni Eidhin et al., 199¢

Kollagen-bindendes cna
Protein

Elastin-bindendes ebpS
Proteir

Fibrinogen-bindendes fbp
Proteir

Fibronektin-bindende  fna, fnb

Proteine A und

Extrazellulares efb
Fibrinogen-bindendes
Protein

Laminin-bindendes Ibp
Proteir

Thrombospondin-
bindendes Prote

MHCII analoges map
Protein (Map)/
Exrazellulares Adhasin-
Protein (Ear

Koagulase coa
Interzellulare
Adhéarenz-Proteine
icaR
Kapsel cap8A-cap8P

Staphylokokken Protein spa
A (SpA)

icaA, icaB,
icaC, icaD,

Adhasion; Kollagen
Adhasion; Elastin
Adhasion; Fibrinogen
Adhasion; Finronektin,
Fibrinoger

Adhasion; Fibrinogen
Adhasion; Laminin
Adhasion; Thrombospondin

Adhasion; Fibrinogen,
Fibronektin, Sialoprotein,

Thrombospondin, Prothrombin;

Internalisatiol

Adhasion; Fibrinogen,
Prothrombit

Adhasion; Biofilmbildung

Antiphagozytose;
Kapselbildung; Bindung von
Komplementfaktore

Adhasion/ Antiphagozytose;
Bindung der Fc-Domane von
19G

Patét al., 1994

Parét al., 1996

Cheurayal., 1995
Jonssoret al., 1991

Boden und Flock, 1992

Lopest al., 1985
Hermasaral., 1991

McGavinet al., 1993;
Palmaet al., 1999

Boden und Flock, 1992

Cramtogt al., 2001

Leeet al., 1994

Uhlénet al., 1984

Zu den zellwandassoziierten Proteinen, die kovadendie Zellwand gebunden sind,
zahlt WTA (wall teichoic acid), LTA (lipo teichoic acid) dagegen ist zellwandverankert
(Neuhaus and Baddiley, 2003). Diese Proteine ssubrgiell fur die Adhésion an
Epithelzellen (Lowy, 2000). MSCRAMMS{crobial surface components recognizng
adhesive matrix molecules), ebenfalls zellwandverankerte Proteine, besitzn
LPXTG-Motiv an dem eine Sortase das jeweilige Rnosgkennt und dieses in der
Zellwand verankert (Mazmaniamt al., 1999). Zu dieser Gruppe gehéren Spa
(staphylococcal protein A), FnbpA und FnbpB fipronectin-binding proteins), Cna
(collagen adhesin), CIfA und CIfB (clumping factors). Protein A interagiert mit
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verschiedenen Faktoren der Wirtszellen, unter amlbmndet es an die Fc-Domane von
IgG und verhindert damit, dass IgG an den Fc-Rezepin Phagozyten binden kann
(Petersoret al., 1977). Damit wird eine effiziente Opsonisierungduanschlie3ende
Phagozytose verhindert und das Bakterium kann égech Zugriff des Immunsystems
entziehen. Aul3erdem agiert es wie ein Superantigdaziert Apoptose und vermindert
die Aktivitdt von Zellen der Immunantwort (Goodyeand Silverman, 2004). FnbpA
und FnbpB binden an Fibronektin (Flock et al, 198@Jl Elastin (Rochet al., 2004),
und sind an der Invasion in Zellen (Dziewanowskal., 1999) und Zelllinien (Sinhet

al., 2000) beteiligt. Auch CIfA und CIfB binden an Fimogen, das die Adhasion an
Blutgerinnsel bzw. traumatisiertes Gewebe verntittéls werden Fibrinmonomere
aktiviert, die einen Fibrinschutzwall bilden, wedchdann den Infektionsherd abgrenzt
und S aureus der Immunantwort entzieht (McDeviét al., 1994). Cna ist in der Lage
Kollagen zu binden (Pattet al., 1994). S aureus besitzt ebenfalls eine Vielzahl
sezernierter Virulenzfaktoren. Eap/Magxt(acellular adherence protein/MHC class 11
analogous protein) vereinfacht die Adhasion val aureus an die Wirtszelle. Es bindet
an verschiedene Plasmaproteine, Fibroblasten uiitidEsellen (Palmeet al., 1999),
inhibiert die Migration von Leukozyten (Chavalesal., 2002) und die Proliferation
von T-Zellen (Leet al., 2002).

Die Invasion vonS aureus in das Gewebe wird durch zytotoxische, membran-
zerstorende Proteine erleichtert (Saal., 1996). Zu diesen so genannten Invasinen
(Tabelle 1.2) z&hlema-Hamolysin, 3-Hamolysin, &-Hamolysin, y-Hamolysin und
Leukozidine. Das monomere-Hamolysin lagert sich als Hexamer oder Heptamer
zusammen und bildet Poren in der Zellmembran vodoHrel- und Epithelzellen,
Erythrozyten und Phagozyten, was zur Lyse der Zefilenrt (Bhakdi und Tranum-
Jensen, 1991). Aul3erdem ist es ein bedeutendeprFikt die S aureus-induzierte
Apoptose (Haslingert al., 2003). Die Sphingomyelinasp-Hamolysin degradiert
Sphingomyelin in der Zellmembran (Bohach und Fos@00) und ist bei Erythrozyten
fur das Phanomen déwot-cold-lysis, bei der die Lyse partiell in der Kalte ablaufen
muss, verantwortlich (Projast al., 1989). y-Hamolysin und Leukozidine bestehen
jeweils aus einer S- und einer F-Komponente unchéor ebenfalls Poren, die zur Lyse
von Leukozyten fuhren (Kami@t al., 1993; Joubertet al., 2006). Neben seiner
leukozytolytischen Aktivitat lysieri-Hamolysin auch Erythrozyten. In der Form des
Panton-Valentine-Leukozidin (PVL) erlangt ein Leakbn derzeit in CA-MRSA-
Stammen, d.hcommunity acquired MRSA die aul3erhalb medizinischer Einrichtungen
erworben werden, spezielle klinische Bedeutung. Z€ésstort polymorphkernige
Granulozyten und Makrophagen (Finck-Barbancein al., 1993) und wird in
Zusammenhang mit todlich verlaufenden nekrotis@eanPneumonien gebracht (Gillet
et al., 2002). Leukozidine kommen nur in einem kleinemzentsatz defS aureus
Isolate vor, stellen jedoch einen wichtigen Patinitgéesfaktor dar, da sie in mehr als
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90% der

Isolate von

Patienten mit

abszedierendenv. bnekrotisierenden

Hautinfektionen und nekrotisierenden Pneumonienrgefn werden kénnen.

Tabelle 1.2: Virulenzfaktoren voB aureus, die als Invasine beschrieben sind.

Virulenzfaktor Gen(e) Funktion Referenz
Hamolysint
a-Hamolysin, hla Membranzerstérung, Bhakdi und Tranum-
vollstandige Hamolys Jensen, 19¢
B-Hamolysin hib Sphingomyelinase, partielle Projanet al., 1989
Hamolyse, Zerstdrung von
Blutkorperche
y-Hamolysir higA, higB, higC Membranzerstorur Kamioet al., 199:
d-Hamolysin hid Membranzerstérung, Birkbeck und Whitelaw,
vollstandige Hamolys 198(
Leukoziding
LukE-LukD [UkE, lukD Zerstdrung von Bohach und Foster, 20

Panton-Valentine-
Leukozidin (PVL)

Exoenzym

[UkS-PV/IukM-PV,
[ukF-PV

Staphylokinase (Sak)sak

Chemotaxis-

chp

inhibierendes Protein

(CHIPS)

SCIN

(staphyl ococcal
complement
inhibitor)
Hyaluronidase

Lipase

Phospolipase C

Protease

DNase

Thermonuklease

cn

hysA

geh

plc

SA,spB

nuc

polymorphkernigen
Granulozyten und
Makrophagen

Plasminogenaktivierung,
Erregerausbreitung erleicht

Repressor der Chemotaxis
von Neutrophilen und
Monozyten

inhibiert
Komplementaktivierung

|6st Hyaluronsaure auf,
Erregerausbreitung erleicht

hydrolytische Enzyme,
Gewebezerstoérui

hydrolytische Enzyme,
Gewebezerstoérui

hydrolytische Enzyme,
Gewebezerstoérui

Degradation von Wirts-

Prevostet al., 1995b

Sako und Tsuchida,
198:

van Wamekt al., 2006

Rooijakkerset al., 2005

Turmanidzeet al., 1996
Arvidson, 2000
Marqueset al., 1989
Arvidson, 2000

Hacha und Fredericq,

nukleinsauren, Erleichterung 1966

der Erregerausbreitung im
Geweb

Degradation von Wirts-

nukleinsauren, Erleichterung

der Erregerausbreitung im
Geweb

Brakstadet al., 1992
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Eine weitere Gruppe von Virulenzfaktoren sind Sapggene (Tabelle 1.3), zu denen
die Staphylokokken-Enterotoxine, das Toxisch-Shggkdrom-Toxin 1 (TSST-1) und
die exfoliativen Toxine A und B gezéahlt werden (Aaind Muller-Alouf, 2003).

Tabelle 1.3: Superantigene vBnaureus (nach Alouf und Muiller-Alouf, 2003).

Toxin(e) Gen(e) Funktion
Staphylokokken-Enterotoxine SEA-SEE, sea-see, seg-seu Lebensmittelintoxikationen
SECG-SEL

Exfoliative Toxine A, B, Cund D eta,etb, etc, etd Serinproteasen, Verursacher des

Saphyl ococcal -Scal ded-Skin-
Syndrome (SSSS

Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin-1 tst Verursacher des Toxisch-Schock-
(TSST-1) Syndrom (TS¢€

Die Gene fur diese Virulenzfaktoren sind auf gessdten Elementen, wie Phagen,
Plasmiden oder Pathogenitatsinseln angesiedeltighiet al., 1998). Superantigene
stimulieren die T-Lymphozytenproliferation in eingicht antigen-spezifischen Weise.
Sie lagern sich von auf3en an HLAufhan leucocyte antigen)-Moleklle an und nicht
wie die klassischen Antigene Uber die spezielledBimgsgruppe der HLA-Molekile.
Bei der Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor bindSaperantigene nicht an dessen
hypervariablen Teil, sondern direkt an einige deB-Ségmente (Abbildung 1.2)
(Kappleret al., 1989). Im Gegensatz zur antigen-spezifischen [FAldivierung, bei
der im Rahmen einer Infektion in der Regel unter dltér T-Zellen aktiviert werden,
stimulieren Superantigene antigen-unabhangig jewdils zu 30% des T-Zell-
Repertoires mit entsprechend massiv gesteigertavkifyFreisetzung und der Folge
eines Zytokin-induzierten Schocks. Die Mehrzahlsdreals Toxisch-Shock-Syndrom
bezeichneten Zustande sind durch das TSST-1 bedingiswirth, 1989; Lowy, 2000).
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A.

antigenprasentierende Zelle

B.

antigenprésentierende Zelle
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Abbildung 1.2: T-Zell-Aktivierung durch klassisciatigene (A) und Superantigene (B). Das klassische
Antigen bindet in der Furche des MHC-II-Molekulsduaktiviert antigenspezifisch T-Zellen durch den T-
Zell-Rezeptor. Das Superantigen kann unabhangigVllC-II-Molekiile und an T-Zell-Rezeptoren
binden, indem es sich weit au3erhalb der kompleaniggitsbestimmenden Region an dig Doméne des
T-Zell-Rezeptors sowie weit entfernt von der pdmptidenden Furche an die Au3enseite des MHC-II-
Molekils anlagert (Abb. in Anlehnung an Skov una@sgaard, 2000).

Weitere Superantigen-Struktur aufweisende Staplykén-Toxine sind die
Lebensmittelvergiftungen hervorrufenden StaphyldevkEnterotoxine, von denen
bereits eine grofRe Anzahl, SEA bis SEE und SEGEId, typisiert wurden (Schlievert
und Case, 2007). Die exfoliativen Toxine A und Bhkén lokale Lasionen der Haut
verursachen, fihren aber auch bis hin aaphylococcal scaled skin syndrome (SSSS),
einer grol¥flachigen Infektion und Ablosung der Epidis bei Erkrankungen mit
S aureus-Stammen, die diese Toxine bilden (let@l., 1987; Ladhani, 2003).

Daneben tragen eine Vielzahl von Gewebsstrukturbbawenden Enzymen wie
Koagulase, Staphylokinase, Hyaluronidase, DNAsepaseén und Proteasen zur
Gewebsinvasion bei. Die Rolle der KoagulaseSaureus-Infektionen ist noch relativ
unklar. Koagulase assoziiert mit Prothrombin untdidii Staphylothrombin, was zur
Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin und damit zuodgulation von Serum fuhrt
(Lowy, 2000). Die Staphylokinase ist ein Plasminuageivator (LAhteenmakat al.,
2001) und induziert die Freisetzung von Defensies Neutrophilen, um diese dann zu
binden und ihre antimikrobielle Aktivitat zu hemmgin et al., 2004; Bokarewat al.,
2006). Hyaluronidase baut Hyaluronséaure, die sioch Beispiel in der Haut und in den
Knochen befindet, ab. Die Rolle von Proteasen a&igl&éhzfaktor ist sehr komplex. Sie
werden in Zusammenhang mit der Degradation von sSaéftkomponenten, wie
Immunglobulinen, Plasmaproteinen und antimikrobellPeptiden, und Geweben
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gebracht (Potempet al., 1991; Lowy, 2000; Sieprawska-Lughal., 2004). Lipasen,
wie FAME (fatty acid modifying enzyme), wirken gegen Fettsduren, die sonst einen
bakteriziden Effekt aub aureus hatten (Chamberlain und Imanoel, 1996).

Ein weiterer Mechanismus, um die Aktivierung desnifdementsystems und damit
Phagozytose von Staphylokokken durch das angebdnemeinsystem zu verhindern,
ist die Ausbildung einer Kapsel aus Polysaccharidendas Bakterium (Leet al.,
1994; Thakkekt al., 1998; Wattst al., 2005).

Um eine S aureus-Infektion erfolgreich zu etablieren, missen diesehiedenen
Pathogenitatsfaktoren koordiniert reguliert werdbas setzt die Kommunikation der
Bakterien einer Population mit Hilfe va@uorum Sensing-Systemen voraus. Wird eine
bestimmte Populationsdichte der Bakterien erreiclktivieren Autoinduktoren
posttransktiptionale Regulatoren (Kodgal., 2006). Die Regulation erfolgt dabei tber
Zwei-Komponentensysteme, die aus einem Transmemdagptior und einem
zytoplasmatischen Effektorprotein bestehen. Blaureus sind verschiedene Zwei-
Komponentesysteme, z.Bgr, sae, srr und arl, beschrieben (Fournier, 2008). Die
Expression von Virulenzfaktoren wird hauptsachliebn agr zusammen mit dem
Transkriptionsfaktor SarA kontrolliert (Ottet al., 1999), weshallagr auch mit der
Pathogenese vo@ aureus in Verbindung gebracht wird. Man geht davon aassdzu
Beginn einer Infektion, bei geringer Bakteriend&ghtvermehrt Adhasine gebildet
werden und nach der Kolonisierung des Wirtes dipré&ssion der Virulenzfaktoren
erhoht wird (Novick, 2003).

1.2.3 ANTIBIOTIKARESISTENZEN UND MRSA-EPIDEMIOLOGIE

Saphylococcus aureus gilt als einer der wichtigsten Infektionserregem i

humanmedizinischen Bereich. Die Behandlung der [f§takokken-Infektionen mit

entsprechenden Antibiotika tbt auf die Erreger ri8elektionsdruck aus und ruft bei
S aureus vergleichsweise schnell eine Resistenzentwickluagchd Mutationen oder

den Erwerb von Resistenzgenen hervor (LivermoréQR0

Erste Resistenzen traten bereits kurz nach detltimhg vonp-Lactamase-stabilen
B-Lactam-Antibiotika in der Therapie auf. 1961 wumstmalig aus England tber die
Resistenz einesS aureus-Stammes gegenuber diesem Antibiotika berichtet
(Jevons, 1961). Methicillin war das zuerst in dieeflapie eingefiihrte penicillinasefeste
Penicillin. Spater wurde es durch die besser wglittien Isoxazolylpenicilline, wie
zum Beispiel Oxacillin, ersetzt. Stamme mit dieRasistenzen werden deshalb MRSA
(Methicillin-resistenterS. aureus) oder von einigen Autoren auch ORSA (Oxacillin-
resistentelS. aureus) benannt. Die Resistenz gegen Methicillin ist enf zusatzliches
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Penicillinbindeprotein (PBP2a), das sich gegen senagnte penicillinasefeste
Penicilline richtet, zurickzufihren. Dieses Proteind durch dasmecA-Gen kodiert,
welches innerhalb des mobilen genetischen Eleme®€simec (staphylococcal
cassette chromosome mec) liegt (Ito et al., 2001). Zusétzlich zu danecA-kodierten
Methicillin-Resistenz bei MRSA gibt es auch Stammdé& so genannten MODSA
(modified-low affinity S. aureus), deren Methicillin-Resistenzen auf Mutationen in
anderen Genen und damit auf Veranderungen in deicifiebindeproteinen beruhen.
Die Entwicklung und der Einsatz neuer Antibiotika Bereich der Gram-negativen
Erreger erhdhte zuséatzlich den Selektionsdruckesshdere aus aureus. Daher traten
schon zu Beginn der 80er Jahre in den USA zunehmHRBA-Klone auf, die parallel
Resistenzen gegen Aminoglykoside, Lincosamide, Wlalg, Tetracycline,
Fluorochinolone, Sulfonamide und weitere Substasddn aufwiesen und damit die
Behandlungsmoglichkeiten von MRSA-Infektionen diettleinschrankten (Emori und
Gaynes, 1993; Peters und Becker, 1996; Kappl., 2004). Zu erwahnen sind dabei
speziell Vancomycin-(Glykopeptid-)intermediar-enmgfiiche S aureus-Stdmme
(VISA bzw. GISA, nur in MRSA) und die erstmals 20B02den USA beschriebenen
vollstdandig  Vancomycin-resistenten MRSA (sog. VRSA)welche die
Therapiemdglichkeiten weiter drastisch reduziek@pg et al., 2004).

Die ersten Ausbriche von Nosokomialinfektionen, . d.Imfektionen, die in
Krankenhdusern und Gesundheitseinrichtungen erworbeerden, mit MRSA-
Stammen, wurden in den 70er Jahren verzeichnetsé¢@npet al., 1979). Seit dieser
Zeit ist ein exponentieller Anstieg von Publikagoniber nosokomiale Ausbriiche mit
HA-MRSA (hospital acquired MRSA) in aller Welt zu verzeichnen. MRSA sind ein
Hauptverursacher nosokomialer Infektionen an ddpatienten versterben und die in
Form von Ausbrichen auftreten, da diese Pathoger@knismalig leicht zwischen
Patienten sowie zwischen Patienten und Personalragbar sind. Betrachtet man die
Pravalenz von MRSA, so sind betrachtliche Unteesddi zwischen europaischen
Landern, innerhalb Deutschlands zwischen versch&d&rankenhausern und selbst
innerhalb unterschiedlicher Abteilungen eines Keaflauses zu beobachten. In den
USA, Japan und den sudeuropaischen Landern wird emer hohen MRSA-Rate
zwischen 30% und 80% ausgegangen. Dagegen istr@@lenz in den Niederlanden
(<0,5%) und den skandinavischen Landern (Danenfarqland: <1%) sehr gering
(Kipp et al., 2004). Die Haufigkeit von MRSA in Deutschland iext je nach
Erhebung, z.B. durch EARS®ufopean antimicrobial resistance surveillance system),
PEG (Paul-Ehrlich-Gesellschaft) oder GENAR&er(nan network for antimicrobial
resistance surveillance), und insbesondere bei verschiedenen Krankenhiissewie
innerhalb eines Krankenhauses, je nach Risikodgereron 0% bis 35% und in
Einzelfadllen bis zu 60%. In den Krankenhausern swefschiedene klinische
Disziplinen unterschiedlich haufig von MRSA betesff Dabei stehen die



1 EINLEITUNG 11

intensivmedizinischen Bereiche, insbesondere dafisahe Intensivstationen sowie
Einheiten fur die Betreuung von Neugeborenen urah&verletzten, im Vordergrund

(Epidemiologisches Bulletin, Robert Koch-Instit6f2005, S.31-38). Tabelle 1.4 zeigt
die MRSA-Statistik fur das Universitatsklinikum Madepurg.

Tabelle 1.4: Anteil der MRSA an der Gesamtzahl 8eaureus-lsolate und die Anzahl der MRSA-

Patienten am Universitatsklinikum Magdeburg 200872Qpersonliche Mitteilung OA Dr. med. |.
Tammer/ OA Dr. med. H. Lauf).

Jahr 2003 2004 2005 2006 2007
Erst- und Folgeisolate 28,6% 26,1% 23,2% 24,9% 23,4%
MRSA (%)

MRSA-Patienten in) 19¢ 17€ 187 15E 23¢

Seit einigen Jahren werden vermehrt MRSA-Stdmme Ratienten isoliert, die
eigentlich keine Risikofaktoren fir MRSA-Infektiome wie direkten vorherigen
Kontakt zu stationdren medizinischen Einrichtungamwere Grunderkrankungen oder
vorliegende Antibiotikabehandlungen, aufweisen @E€miologisches Bulletin, Robert
Koch-Institut, 5/2004, S.33-36). Diese CA-MRSA&ofmunity acquired MRSA)
wurden erstmals bei Ureinwohnern Nordamerikas undtralien gefunden und spater
auch von ambulanten Patienten isoliert, die bessnolwasive Infektionen der Haut
und seltener schwere Krankheitsbilder wie nekretiside Fasziitis oder
nekrotisierende Pneumonie aufwiesen (Kgval., 2004; Kinget al., 2006). Letztere
tritt oft als Superinfektion eines grippalen Infekvor allem bei Kindern und
Jugendlichen auf und hat eine Letalitat von zirkdo7zur Folge. Diese CA-MRSA
trugen als besonderen Virulenzfaktor das Pantoeitale-Leukozidin-Gen
(Gillet et al., 2002; van der Fliegt al., 2003). In Deutschland waren 2004 1,1% der am
Nationalen Referenzzentrum fir Staphylokokken (sueiiten MRSA-Isolate
CA-MRSA, 2005 waren es 1,5% und 2006 bereits 2,Z%szeit Uberwiegen in den
USA zwei CA-MRSA-Klone MW2 und USA300, die uber zwe®rittel aller
rezidivierenden Haut- und Weichteilinfektionen wsiachen (Diegt al., 2006; Kinget
al., 2006). Wie bei anderen epidemischen MRSA gild#leh bei diesen Stdmmen eine
globale Verbreitung. Der CA-MRSA-Klon USA300 wirdirm Beispiel seit 2005 auch
in Deutschland nachgewiesen, allerdings tratenwibgend sporadische Infektionen
auf (Witte et al., 2007; Epidemiologisches Bulletin, Robert Kochtios, 11/2008,
S.88-89). Aber auch fir die in Deutschland und [ardisher noch vereinzelt
auftretenden CA-MRSA kann eine weitere Verbreitaimnt ausgeschlossen werden.
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1.3 KOAGULASE-NEGATIVE STAPHYLOKOKKEN

1.3.1 RTHOGENESE

NebenS aureus, der klinisch bedeutendst&waphylococcus-Spezies, gibt es potenziell
humanpathogene Koagulase-negative Staphylokokken, denen die meisten ein
natdrlicher Bestandteil der menschlichen Hautfleiral und sowohl die auf3ere Haut als
auch die Schleimhdute kolonisieren. Auf der menskbbh Haut Ilebende
Staphylokokken besitzen entsprechend der hohen @stdb der Haut und ihres lokal
niedrigen pH-Wertes eine ausgepragte Osmo- undofdelanz. Zusatzlich sind sie
weitestgehend an mechanischen Stress und Veramgeruder Temperatur und
Feuchtigkeit angepasst (Otto, 2004).

Koagulase-negative  Staphylokokken wurden sehr langds apathogene
Mikroorganismen angesehen. Dass diese Bakteriee deadeutende Rolle als
Krankheitserreger nosokomialer und allgemein ereoeb Erkrankungen einnehmen,
wurde erst in den letzten Jahrzehnten erkannt.eBwimlere bei alten Menschen,
Kindern und Neugeborenen wurden besonders schweade fulminant verlaufende
Erkrankungen beobachtet. Koagulase-negative Stalpbkken sind die haufigste
Ursache der im Krankenhaus erworbenen, nosokomisenatalen Sepsis (Weisman,
2004). Durch den vermehrten Einsatz von implargiefolymeren in der modernen
Medizin treten verstarkt septische und FremdkOgsseziierte Infektionen bei
Patienten mit Venenkathetern, Liquorshunts, kictstlh Herzklappen und Gelenk- und
Gefal3prothesen auf (Hibner und Goldmann, 1999)teféeschwere Erkrankungen, die
durch  Koagulase-negative  Staphylokokken  hervorgeruf werden,  sind
Endokarditiden und Meningitiden (Huareg al., 2005), Wund-, Weichgewebe- und
Harnwegsinfektionen, Enterokolitiden und Infektioneler Haut und des Auges.
Koagulase-negative Staphylokokken sind zusammeilaigsiellen die sechsthaufigste
Erregergruppe bei Patienten auf deutschen Intdasivsen (Stock, 2008), 5% aller
Haut- und Weichgewebeinfektionen werden durch sieinsacht (Fritschet al., 2005)
und in der Ophthalmologie sind sie die Erreger mheisten benignen Erkrankungen.
Auch bei akuten Konjunktivitiden, Keratitiden undgpoperativen Endophthalmitiden
sind Koagulase-negative Staphylokokken wahrsclodinllie h&aufigste bakterielle
Ursache fur diese Erkrankungen (Katehal., 1991; Speakest al., 1991).

Zum jetzigen Zeitpunkt werden 14 verschiedene Ké&esgpuinegativestaphylococcus-
Spezies als Erreger von Humaninfektionen beschni€babelle 1.5).
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Tabelle 1.5: Erkrankungen und klinische Bedeutumgdtlase-negativer Staphylokokken (nach Stock,
2008).

Art Auftreten als Erkrankung
Krankheitserreger

S epidermidis sehr haufig Sepsis, Endokarditis, Meningitis, Hazgsinfektionen,
Wundinfektionen, Infektionen des Auges und der Haut

S hominis haufic Sepsis, Harnwegsinfektionen, Infektionen des A

S. haemolyticus haufig Sepsis, Endokarditis, Meningitis, Peritaiti

Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen, Knochen- und
Gelenkinfektionen, Weichgewebeinfektionen,
Erkrankungen der Haut

S warneri haufig Sepsis, Endokarditis, Osteomyelitis, Kathete
infektionen, Infektionen des Auc

S lugdunenss haufig Endokarditis, Arthritis, KatheterinfektioneBepsis,
Harnwegsinfektionen, Gelenkinfektior

S. saprophyticus haufig Harnwegsinfektionen, Endokarditis, Sepsis,
Wundinfektionel

S capitis gelegentlich Endokarditis, Sepsis, Katheterinfeldin, Infektionen
des Auge

S caprae gelegentlich Endokarditis, Harnwegsinfektionen haitis,
Osteomyelitis, Wun- und Gelenkinfektione

S. cohnii gelegentlich Endokarditis, Pneumonie, Harnwegsinjaken,
Arthritis

S. saccharolyticus gelegentlicl Endokarditi:

S schleiferi gelegentlich Sepsis, Harnwegsinfektionen, Osteaitig;elVund-
und Gelenkinfektionen, Katheterinfektior

S sciuri gelegentlicl Wunc-, Hau- und Weichgewebeinfektion

S smulans gelegentlicl Endokarditis, Sepsis, Osteomye

S xylosus gelegentlicl Harnwegsinfekoner

Die Beurteilung der klinischen Bedeutung einzelS@ezies gestaltet sich zum Teil
allerdings sehr schwierig, da unter Verwendungldechemischen ldentifizierung oft
andereSaphylococcus-Spezies (Carrettat al., 2005; Layeret al., 2006) oder sogar
andere Bakteriengattungen (Ben-Amsti al., 2005) erhalten werden. In letzter Zeit
laufen bereits Studien, die die Spezifitat von dggmschen und phéanotypischen
Testverfahren beurteilen und optimieren, um eingedassige ldentifizierung der
Staphylokokken auf Speziesebene zu erhalten (Benémal., 2005; Layeret al.,
2006).

Eine groRe humanmedizinische Bedeutung als Kratddreeger wird neben
S. epidermidis, vor allemS hominis, S haemolyticus, S. warneri, S. lugdunensis und
S saprophyticus zugeschrieber&aphylococcus epidermidis ist die am haufigsten aus
klinischen Materialien isolierte Koagulase-negat8taphylokokken-Spezies (Garaa
al., 2004; Singhalet al., 2006). Weltweit gehortS epidermidis besonders bei
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Septikamien, Endokarditiden, Wund- und Harnweggitid@en (Garciaet al., 2004;
Jainet al., 2004; Huangt al., 2005) und ophthalmologischen Infektionen (Rupgd un
Archer, 1994; Pinnat al., 1999) zu den vorherrschend&aphylococcus-Spezies. Vor
allem in mediteranen Regionen und Nordamerika $ritiominis als Krankheitserreger
auf (Klooset al., 1998; Cuevast al., 2004; Chavest al., 2005). Diese Spezies ist der
hauptsachliche Verursacher von Sepsis bei Neugetoreind Kleinkindern. Die
meisten Infektionen werden vdh hominis subsp.novobiosepticus, einer Unterart die
gegenuber zahlreichen Antibiotika resistent istrvbegerufen (Klooset al., 1998;
Fitzgibbon et al., 2001; Chaveset al., 2005). Allerdings istS. hominis subsp.
novobiosepticus im Gegensatz z&& hominis subsp.hominis gar nicht oder nur in
geringer Zellzahl auf der menschlichen Haut zu dmd(Kloos et al., 1998).
Saphylococcus haemolyticus wird ebenfalls haufig aus klinischem Material isaiund
verursacht neben diversen anderen Infektionen (&amn, 2003; Shittet al., 2005),
vor allem bei Neugeborenen auf Intensivstationeptis@Emien (Jainet al., 2004;
Chavest al., 2005; Rapongt al., 2005). Ein weiterer Verursacher neonataler Sagisis
S warneri. In Studien Uber diese Spezies wird beschriebass dwischen 8 und 16%
aller durch Koagulase-negative Staphylokokken \gtite Sepsis-Infektionen unter
Neugeborenen auf dieses Bakterium zurtickzufihren ¢Kacica et al., 1994,
Buttery et al., 1997; Kallmanet al., 1997). Diese Spezies wird auch als Erreger von
Endokarditiden, Osteomyelitiden und weiterer Erktargen bei immunsupprimierten
und immunkompetenten Patienten beschrieben (Vbal, 1989; Centeet al., 2003;
Announ et al., 2004). Staphylococcus warneri gehort zur nattrlichen Hautflora des
Menschen, wird aber dort nur in geringer Zellzablgefunden (Bannerman, 2003).
Nosokomiale und ambulant erworbene Infektionen $nhitugdunensis wurden in den
letzten Jahren gehauft beschrieben. Diese Speziesvie die anderen Koagulase-
negativen Staphylokokken, fir zahlreiche Infektioneerantwortlich (Bellamy und
Barkham, 2002; Kaabiat al., 2002; Greig und Wood, 2003; Ebrigét al., 2004),
allerdings sind die Erkrankungen im ZusammenhangSmniugdunensis meist durch
schwere und fulminante Verlaufe gekennzeichnetoBesrs Endokarditiden gehen mit
einer hohen Letalitdt einher (Anguert al., 2005; van Hoovelset al., 2005).
Saphylococcus saprophyticus ist nach Escherichia coli der haufigste Erreger von
Harnwegsinfektionen der Frau (Reizal., 2005). Diverse Studien haben gezeigt, dass
die Haufigkeit der Infektion von der untersuchteltefsgruppe und der Region abhangt
(Schneider und Riley, 1996; Gumaal., 1999). Harnwegsinfektionen bei Mannern, die
mit S. saprophyticus assoziiert sind, kommen relativ selten vor (Kauffiegal., 1983).
Als Erreger anderer Infektionen spiekt saprophyticus eine untergeordnete Rolle.
Es wurden vereinzelt Falle von Endokarditiden (@Gamnkt al., 2005) und Septikdmien
(Razet al., 2005) beschrieben.
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1.3.2 BOFILMBILDUNG UND VIRULENZFAKTOREN

Die meisten Koagulase-negativen Staphylokokken sindnatirlicher Bestandteil der
Hautflora und besitzen somit bestimmte Mechanisomah Adharenzfaktoren, welche
die dauerhafte Kolonisation der Haut und eine ®ffie Vermehrung der
Staphylokokken unterstitzen. Entfallt die natudicBarrierefunktion der Haut, so
bilden diese Adharenzfaktoren den ersten Schrittvenlauf einer Erkrankung oder
einer Fremdkorper-assoziierten Infektion. Koagulasgative Staphylokokken kdnnen
sich somit zum Beispiel an implantierte Polymermatien anheften und bilden durch
die ebenfalls enge Adhasion der Bakterien untenei@aso genannte Biofilme aus. Als
einen Biofilm bezeichnet man eine Lebensgemeinseioaf Mikroorganismen, die sich
durch Bildung einer extrazellularen, meist aus PBadghariden und Proteinen
bestehenden Matrix in einem engen Kontakt zueimanded zu diversen
Oberflachenstrukturen befinden (Hall-Stoodley al., 2004). Das Modell einer
Biofilmbildung ist in Abbildung 1.3 zu sehen. DieaBerien adharieren uber
unspezifische Faktoren an der jeweiligen Oberflastrektur (Ziebuhret al., 2006).
Nachfolgend oder parallel dazu wird Uber die Teid@uren der Zellwand und
bestimmte Proteine wie Autolysine oder Zellwandeagssrte Proteine, die mit
Kollagen, Fibronektin oder anderen Matrixproteingmnerferieren, dieser Kontakt
verstarkt. Die Verdichtung und Vergrol3erung desfiBins erfolgt dann durch die
Expression von Zell-Zell-Kontakten-vermittelnderkieaen. Solche Faktoren sind z.B.
bei S epidermidis das so genannte Polysaccharid-interzellulare Adh@alA), die
Oberflachen-assoziierten Proteine Aapc(mulation-associated protein), die Bap/Bhp-
Proteine iofilm-associated protein) und extrazellulare Teichonsauren (Ziebehal.,
2006).

Abbildung 1.3: Modell einer Biofilmbildung mit Kofasierung-, Biofilm- und Disseminationsphase:
Initiale Adharenz von planktonischen Bakterien ufwdsbildung einer adhérierenden einschichtigen
Zellschicht (1); Zell-Zell-Adh&sion und Proliferati (2); frihe Entwicklungsstufe des Biofilms (3);
Reifung (4); Ablésung von Bakterien aus dem Biofifs) (Abb. in Anlehnung an Lasa, 2006;
Stock, 2007).
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Die Ausbildung von Biofilmen stellt aul3erdem einoges Problem fur die
antibakterielle Therapie von Infektionen, die dukaagulase-negative Staphylokokken
verursacht werden, dar. Einige Antibiotika konneur m geringem Mal3e in den
Biofilm diffundieren. Aul3erdem weisen Bakterieng dieil eines Biofilms sind, oft eine
lange Generationszeit auf, so dass Antibiotika, alig¢ sich replizierende Zellen
einwirken, weniger effektiv sind (Costertan al., 1999). In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass die Ausbildung von Biofilmemrctd subinhibitorische
Konzentrationen des jeweiligen Antibiotikums in Algigkeit vom Erregerstamm und
vom verwendeten Antibiotikum stimuliert oder inlgi wurde (Rachidet al., 2000;
Cercaet al., 2005). In-vitro und in-vivo-Studien deuten darauf hin, dass keiner der
bislang fur die Behandlung von Staphylokokken esegeten Wirkstoffe in der
klinischen Routine innerhalb von Biofilmen vorliegke Bakterien vollstandig
eliminieren kann (Gandeet al., 2005). Somit sind in Biofilmen vorkommende
Staphylokokken sowohl gegen die korpereigene Imiowear als auch gegen
antibakteriell wirkende Substanzen teilweise gesathi

1.3.3 ANTIBIOTIKARESISTENZ

Koagulase-negative Staphylokokken sipdr se keine multiresistenten Bakterien.
Stamme diverserSaphylococcus-Spezies haben allerdings die Resistenz gegen
Antibiotika verschiedener Substanzklassen erworli@azu zahlen unter anderem
Resistenzen gegenuber Beta-Lactamen, Aminoglykosi@hinolonen, Makroliden,
Lincosamiden, Fusidinsaure und Co-trimoxazol. Aliegs sind Daten uber die
Haufigkeit der Resistenzen bei bestimmten SpezaesBis zum jetzigen Zeitpunkt
wurden Multiresistenzen vor allem b&iepidermidis, S haemolyticus, S hominis und

S warneri beschrieben (Bannerman, 2003; Cermtteal., 2003; Monseret al., 2005;
Singhalet al., 2006).
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1.4 ANGEBORENE IMMUNITAT UND S. AUREUS

Das angeborene Immunsystem ist fur die Bekadmpfuadgebieller Infektionen von
grundlegender Bedeutung, da es eine erste Verteiggiinie gegen viele
Mikroorganismen bildet und bei der Auslésung undeustung der adaptiven
Immunreaktion eine entscheidende Rolle spielt. @ste Schutz des Organismus gegen
Infektionen sind die inneren und aul3eren Epithelidie neben der Funktion als
physikalische Barriere auch antibakterielle Sulmtansekretieren. Haben Bakterien
diesen ersten Schutz Uberwunden, werden sie vonodten/Makrophagen und
dendritischen Zellen erkannt, die weitere Effekétlen anlocken. Die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems erfolgt mit Hilfe keimlb@irerter Rezeptoren, sog.
PRRs pattern recognition receptors). Zu den membranstandigen PRRs werden z.B.
Toll-like Rezeptoren und Komplementrezeptoren gezahlt. Wettesind sezernierte,
I6sliche (z.B. das LPS-bindende Protein) und z\liesloe, intrazellulare PRRs (z.B.
Nod1/2 Molekile) bekannt. Die PRRs binden, biswaahige Ausnahmen, bakterielle
Zellwandbestandteile (z.B. Lipoteichonsaure undtigleglykan), die in der Regel aus
einem Uber viele Spezies konservierten und einemigee konservierten Bereich
bestehen. Diese Erkennungsstrukturen werden als A&ANbpathogen-associated
molecular patterns) bezeichnet. Die Bindung von PAMPSs flhrt zur Aldiving von
verschiedenen Effektorzellen des angeborenen Imysterss, wie z.B. Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und natirlichen Killetlzel Pro- und anti-inflammatorische
Mediatoren gewahrleisten dabei ein koordiniertesafiumenwirken der Zellen des
Immunsystems. Zu diesen Mediatoren werden untegranad Zytokine gezéahlt, die eine
Entzindung und die darauf folgende Immunantwort mittein und fir die
Kommunikation zwischen den Zellen zustandig sind.ichtge Zytokine der
angeborenen Immunantwort sind IL-1, IL-6, IL-8, 10; IL-12, TNFe und INFy.
IL-1 und TNFe fordern die entzindliche Immunantwort am Ort dafektion, IL-6
stimuliert die Produktion so genannter ,akute PHasgeinen® und rekrutiert
Neutrophile, IL-8 lockt weitere Effektorzellen uadti-inflammatorische Zytokine, wie
IL-4 und IL-10. Diese hemmen unter anderem die A&tung von Makrophagen und
fUhren zu einer Limitierung der Entzindungsreakt{daneway und Travers, 2002;
Fournier und Philpott, 2005). Durch die Stimulataer PRRs und die Freisetzung von
pro-inflammatorischen Mediatoren werden co-stimariathe Molekile (CD80, CD86,
MHC-II) hochreguliert, die eine schnelle klonalepaxsion der antigenspezifischen T-
und B-Zellen ermdglichen und somit die erworbenemimantwort auslésen. Abbildung
1.4 fasst zusammen, wi8 aureus die angeborene Immunabwehr der Wirtszelle
gleichzeitig stimulieren und supprimieren kann.
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Abbildung 1.4: Modell der angeborenen Immunantviagit Infektionen mitS. aureus. Zellen erkennen
PAMPs z.B. mit Hilfe von PRRs, wie TLRs, und promuen verschiedenen Faktoren (gepunktete
Pfeile), wie Zytokine, Chemokine und antimikrob&lPeptide. Ebenso werden Phagozyten mobilisiert.
Faktoren, dieS aureus eine Resistenz gegen bestimmte Komponenten debaremen Immunsystems
vermitteln, sind ebenfalls dargestellt (Abb. in &mhung an Komatsuzawehal., 2006).

1.5 ANTIMIKROBIELLE PEPTIDE ALS KOMPONENTEN DER
ANGEBORENEN | MMUNITAT

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind Effektormolekigker angeborenen Immunitat. Als
AMP werden allgemein alle Peptide eines Organisniexzeichnet, die eine
antimikrobielle Aktivitat aufweisen und die damit der Lage sind Mikroorganismen
abzutéten oder in ihrem Wachstum zu inhibieren. ilAikrobielle Peptide sind
evolutionsgeschichtlich sehr alt, mehr als 700 cleexlene Peptide wurden bereits in
Bakterien, Pflanzen und Tieren beschrieben. Siel@ewron diversen Zellen gebildet
und unterscheiden sich in ihrer Funktionsweise umen Zielorganismen. lhre
antimikrobielle Aktivitat liegt darin begrindet, €& sie durch elektrostatische
Wechselwirkungen an die Zielzelle binden und mit dekteriellen Zellmembran
interagieren, was letztendlich zur Instabilitat uingse der Bakterien fuhrt. Es gibt
verschiedene Theorien dartber, wie AMP die Zellmamlxestabilisieren. Entweder
bilden mehrere dieser antimikrobiellen Peptide mistabilen Kanal oder sie lagern sich
zu unstrukturierten Aggregaten in der Zellmembrasammen, aus denen sich spontan
und kurzfristig Poren bilden (Wet al., 1999). Weiterhin kdnnten die AMP die
Zellmembran grol3flachig bedecken und somit dereaabitit stbren (Helleret al.,
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2000). Die AMP wirken auch als Entzindungsmediatared beeinflussen somit die
Immunantwort. Sie wirken chemotaktisch auf Leukemytind sind an der Regulation
der Zellproliferation, der Angiogenese und der Whaitling beteiligt (Huttner und

Bevins, 1999; Yangt al., 2004).

Die Klassifizierung der AMP erfolgt anhand ihrer 6Be, Struktur und

Aminosauresequenz. Wegen der grof3en Menge an Peptdt antimikrobieller

Aktivitat und weil regelmallig neue AMP entdeckt dem, existiert noch keine
einheitliche, allgemein akzeptierte Klassifizierugndreu und Rivas, 1998; van't Hof
et al.,, 2001). Im Folgenden werden einige Klassen antwhbieller Peptide naher
beschrieben.

a-Defensine

A. HNP1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC B.
HNP2 CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP3 DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP4 VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRV
HNP5 ATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR
HNP6 FTCHCRR-SCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL

-c-c----c--------- C--------- cc

B-Defensine
C. hBDl1 GLGHRSDHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK D.

hBD2 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

hBD3 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

hBD4 EFELDRICGYGTARC-RKKCRSQEYRIGRCP-NTYACCLRKWDESLLNRTKP

——————— ¢------¢c----€c---------C------CC----
| | | |

Cathelizidin

E. LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

Abbildung 1.5: Aminosauresequenz und Struktur vigght antimikrobieller Peptidew-Defensine
bestehen aus 29-35 AS (A.), die Tertiarstruktuisgmtht einer dreistrangigeprFaltblattstruktur mit
einer B-Haarnadel (B.: HNP 3 (EMBL-EBI DatenbankpyDefensine bestehen aus 36-42 AS (C.), die
Tertidrstruktur ist ein kurzes helikales Elemerfolgg von einem dreistrangigen antiparallefefaltblatt
(D.: hBD2 (EMBL-EBI Datenbank)); LL-37 (E.) als a@ker C-terminaler Teil von hCAP-18.

1.5.1 [EFENSINE

Defensine stellen eine Gruppe der antimikrobielRaptide dar. Sie sind kationische,
nicht glykosilierte Peptide, mit einer Grof3e vord Rjis 4,5 kDa, die zahlreich die
positiv geladenen Aminosduren Lysin und Arginin wseths Cysteine besitzen. Die
sechs Cysteine wiederum bilden drei charakterlsisotramolekulare Disulfidbriicken
aus (Lehreret al., 1991). Die Einteilung der Defensine erfolgt aufu ihrer

allgemeinen molekularen Struktur und der untersttitieen Verkniipfung der Cysteine
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zu Disulfidbriicken in a-Defensine, [(-Defensine und 6-Defensine (siehe
Abbildung 1.5).

Die ersten humanen Defensine wurden in den 80eedah neutrophilen Granulozyten
entdeckt. Diese sogenanntenDefensine wurden als HNP (humane neutrophile
Peptide) 1 bis 3 (Selstedtal., 1985) und HNP4 (Wildet al., 1989) benannt. HNP1-4
sind in gro3en Mengen in den azurophilen Granula réaitrophilen Granulozyten
lokalisiert. Dort unterstiitzen sie die Funktion d&muerstoff-unabhéngigen Abtétens
von phagozytierten Mikroorganismen (Gagizal., 1985; Selstectt al., 1985). Zwei
weitere humanea-Defensine, HD5 und HDG6, wurden in den Paneth-Zelies
Duanndarms und im Auge gefunden (Jones und Bevifi83;1Hayneset al., 1999;
Wehkampet al., 2002). Das erste humaifieDefensin (hBD1) wurde 1995 aus dem
Blutplasma des Menschen isoliert (Benstlal., 1995). Es gehdrt zu den konstitutiv
exprimierten antimikrobiellen Peptiden, ist alsaduinflammatorische Prozesse oder
Bakterien nicht induzierbar (Zhaa al., 1996). Zwei Jahre spater wurde das humane
3-Defensin 2 (hBD2) aus lasionalen Hautschuppenvsschen gewonnen (Hardetr
al., 1997). Im Gegensatz zu hBD1 ist hBD2 induziertes wird besonders nach
Kontakt mit Gram-negativen aber auch mit Gram-pasit Bakterien und anderen
inflammatorischen Stimuli in Epithelzellen gebild&ie hBD2 mRNA wurde auch in
kultivierten Epithelzellen der Bronchien, der Lungker Nase, des Magens und des
Darms nachgewiesen (Schroder und Harder, 1999)Fdtgenden konnten weitere
-Defensine, wie das hBD3 (Hardet al., 2001) in Keratinozyten und das hBD4
(Garciaet al., 2001) in Lungenepithelien, aufgereinigt und as@gt werden. Diese
beidenp-Defensine sind ebenfalls durch Infektion und Entiing induzierbar (Harder
et al.,, 2001; Garciaet al., 2001b). 6-Defensine, benannt wegen ihrer zirkularen
molekularen Struktur, wurden 1999 aus neutroph®anulozyten von Rhesusaffen
isoliert (Tanget al., 1999). Dieses so genannte Rhe8iBefensin-1 (RTD-1) wird
durch posttranslationale Ligation aus zwei verkémzt-Defensinen gebildet (Leonova
et al., 2001). Durch Datenbankrecherchen wurde das Retiingsen, homolog dem
RTD-1, beim Menschen gefunden, das allerdings Stdpks in seiner Sighalsequenz
enthalt und somit die Synthese eines funktiong&hiProteins unterbunden wird.
Erstaunlicherweise haben Studien gezeigt, dassheimisch synthetisiertes Protein, das
genetisch mit dem inaktivierten Peptid Retrocycibereinstimmt, die Replikation von
HIV-1 blockiert (Nguyeret al., 2003; Munket al., 2003).

1.5.2 (QATHELIZIDINE

Neben den Defensinen existieren noch andere ambbidle Peptide, z.B.
Cathelizidine. Die AMP der Cathelizidin-Familie een eine hoch konservierte
Signalsequenz und Pro-Region, diese wird auch Qatipenannt, aber eine heterogene
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C-terminale Domane. Die Cathelin Pro-Region ist émhibitor der Proteinase
Cathepsin L und besitzt antimikrobielle AktivitaZajou et al., 2003). Die C-terminale
Doméne, das eigentliche antimikrobielle Peptid,zisischen 12 und 80 Aminoséuren
grol3 (Zanettiet al., 1995; Lehrer und Ganz, 2002). Das einzige beleatmimane
Cathelizidin ist das LL-37 (Frohr al., 1997), wobei das nicht aktive Proprotein als
hCAP-18 bezeichnet wird. LL-37/hCAP-18 wird hauptdi&ch in Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten synthetisiert und dost Ridopeptid in spezifischen Granula
gespeichert (Cowlanet al., 1995), kann aber auch von Lymphozyten, Monozyten
(Agerberthet al., 2000) und Epithelien der Lunge (Batsal., 1998), des Darms (Hase
et al., 2002) und der Haut (Frohet al., 1997; Malmet al., 2000) gebildet werden.
Der Mechanismus der Prozessierung von LL-37/hCAPist8 momentan nur fur
neutrophile Granulozyten bekannt. Die Signalsequieg Praproproteins signalisiert
bei der Synthese im endoplasmatischen Retikuluiss das Protein exportiert werden
soll. Nach dem Abspalten der Signalsequenz wird BEesprotein in spezifischen
Granula gespeichert. Sekretiert die Zelle dieseyprBtein, so wird es extrazellular
durch die Protease 3 geschnitten, wobei Cathelith das aktive LL-37 entstehen
(Sorensemt al., 2001).

1.5.3 REGULATION ANTIMIKROBIELLER  PEPTIDE

Die konstitutive Expression und Induktion der Sy# von antimikrobiellen Peptiden
ist an die Aktivierung des angeborenen Immunsysigehsinden. Die AMP werden von
Geweben und in Entztiindungszellen, die sich an teresr von Pathogenen beteiligen,
gebildet. Pathogene Mikroorganismen werden vom Insystem uber ihre PAMPS,
z.B. Peptidoglykane, Lipopolysaccharide (LPS), Meisauren und bakterielle
Lipoproteine, erkannt und in Folge werden versolmed Signalkaskaden initiiert.
Betrachtet man exemplarisch Peptidoglykane, swiakéin diese den TLR2, wahrend
Lipopolysaccharide zur Aktivierung des TLR4 fuhr@fournier und Philpott, 2005).
Der Toll-Signalweg endet schlieBlich in der Aktiwieg des nukleéaren
Transkriptionsfaktors NikB und zur Expression von antimikrobiellen PeptidBas
Prapropetid, was als Ergebnis der Genexpressioraltenh wird, besitzt eine
Erkennnungssequenz fir den Export in das endoptesina Retikulum (Charpentiet
al., 1998; Faurschosat al., 2005). Dort kann das Propeptid weiter modifiziegrden
und im Anschluss je nach Art und Funktion des empmienden Gewebes direkt in den
Extrazellularraum abgegeben (Diamoetdhl., 1991; Quellette und Selsted, 1996) oder
bis zu seiner Verwendung in spezifischen Granukpeehert werden (Gama al.,
1985; Cowlandet al., 1995). Beim Menschen werden HNP1 bis 4 in netitep
Granulozyten gespeichert, HD5 und HD6 als inaktiiAestein sekretiert und durch
proteolytische Spaltung aktiviert. Die vier humarfeDefensine hBD1 bis 4 werden
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hauptséchlich von verschiedenen Epithelzellen agezifisch, meistens von den
oberen, spezialisierten Zellschichten produziert.

1.6 ANTIMIKROBIELLE PEPTIDE UND PROTEINE ALS
K OMPONENTEN DER | MMUNANTWORT DER HAUT

Die Haut und andere Epithelien des Menschen besizee komplexe angeborene
Immunabwehr, bei der sich konstitutiv exprimierteimikrobielle Peptide und Erreger-
spezifische induzierbare Peptide erganzen.

Neben a-Defensinen,3-Defensinen und dem Cathelizidin hCAP18/LL-37 Qdx
weitere antimikrobielle Peptide und Proteine desndtben, die speziell bei der
angeborenen Immunantwort von Epithelien eine Refiéelen (Tabelle 1.6). Dazu
zahlen unter anderem Psoriasin, Granulysin und etim.

Tabelle 1.6: Ausgewahlte antimikrobielle Peptided &roteine der humanen Haut (in Anlehnung an
Zaiouet al., 2005).

AMPs in ortsanséassigen Zellen: HCAP18/LL-37; B-Defensine; Lactoferrin; Lysozym;
Dermicidin; RNase 7

AMPs in einwandernden Zellen: HCAP18/LL-37; a-Defensine; Lactoferrin; Granulysin;
ECP; EDN

AMPs mit Funktion als Proteaseinhibitor: HCAP18/LL-37 Prosequenz ; Antileukiprotease/SLPI

Psoriasin wird von Epithelien gebildet und tragt amgeborenen Immunantwort bei,
indem es bei Neutrophilen die Produktion von Cyteki und Chemokinen induziert
und die Expression vom-Defensinen unterstitzt (Zhewrgal., 2008). Granulysin wird
von zytolytischen T-Lymphozyten und natirliche &tltellen gebildet und ist gegen
diverse Krankheitserreger, wie Bakterien, Viredz&iaber auch gegen Tumorzellen
aktiv (Andererssomt al., 1995; Stengeet al., 1998; Andrewet al., 1999). Dermicidin
weist keine Homologie zu einem bekannten antimilaitén Peptid auf. Es wird in den
Schweildrisen der Haut gebildet und in den SchvediBegeben, es wurde bei
gesunden Menschen noch nie in den Keratinozytemidat nachgewiesen (Rieal.,
2004). Die antimikrobielle Aktivitdt umfasst ein ites Wirtsspektrum, unter anderem
Gram-positive und Gram-negative Bakterien (Lei al., 2005). In eosinophilen
Granulozyten konnten mit den RNasen E@Bsiiophil cationic protein) und EDN
(eosinophil-derived neurotoxin) antimikrobiell aktive Proteine nachgewiesen werde
(Domachowsket al., 1998a,1998b). Im Jahr 2002 wurde aus @atum corneum des
Menschen eine weitere antimikrobiell aktive RNadie, RNase 7, isoliert (Harder und
Schroder, 2002). Humane Keratinozyten sind aul3erdém der Lage,
Proteaseinhibitoren zu exprimieren. Diese inhilsieheimane Proteasen und beugen
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somit einer Gewebsschadigung durch korpereigenée&sen, z.B. aus neutrophilen
Granulozyten, vor. Ein Beispiel dafur ist die Aatikoprotease (Wiedoet al., 1998),
die auch als SLPI sécretory leukocyte protease inhibitor) bezeichnet wird.
SLPI inhibiert Serinproteasen, wie neutrophile Ease und Cathepsin G
(Franzkeet al., 1996), und ist gegen eine Vielzahl von Pathogemgmikrobiell aktiv
(Goetzet al., 2002).

Neben der antimikrobiellen Aktivitat sind antimikielle Peptide der Haut auch an der
Zellproliferation, Zytokinfreisetzung, Chemotax/undheilung und Aktivierung von
Immunzellen beteiligt. HNPs und hBDs sind chemasakt fir unreife dendritische
Zellen (Yanget al., 2004). Das hBD2 kann zum Beispiel an den Chenmekeptor
CCRG6 binden, der bei unreifen und dendritischenledelind Gedachtnis T-Zellen
vorhanden ist (Yangt al., 1999). Uber CCR6 scheinen Defensine somit diebmgne
Immunitat mit der adaptiven Immunitat zu verbindéreiterhin unterstitzen HNP1 bis
4 und das Cathelizidin LL-37 die Proliferation v&pithelzellen und Fibroblasten im
Prozess der Wundheilung (Murp#étyal., 1993).

1.7 ANTIMIKROBIELLE PEPTIDE BEI HAUTERKRANKUNGEN

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass diesahliche Haut mit vielfaltigen

antimikrobiellen Peptiden und Proteinen ausgeristetliie bedeutende Faktoren beim
Erhalt der Gesundheit der Haut sind. In diesem Zwsanhang werden einige
Hautkrankheiten mit der verminderten oder erhohEetpression antimikrobieller

Peptide in Verbindung gebracht.

In humanen Keratinozyten wird die erhdhte Expression hBD2, hBD3 und LL-37
durch Bakterien und deren mikrobielle Produkte medri. Damit lasst sich erklaren,
dass bei Entzindungen der Haut, wie bei Psoriagighte Mengen an hBD2, hBD3
und LL-37 gemessen werden (Froktal., 1997). Die umgekehrte Situation findet man
bei atopischer Dermatitis (AD). Bei dieser Erkranggdindet keine Hochregulation von
LL-37 und pB-Defensinen statt und die Patienten sind sehr lanfiéir Infektionen der
Haut, z.B. mitS. aureus (Ong et al., 2002). Im Gegensatz dazu sind bei Psoriasis-
Patienten Infektionen relativ selten, was durchetl@hte Expression an AMP bedingt
ist (Henseler und Christophers, 1995). Die gerintgmnge an3-Defensinen bei AD ist
das durch die erh6hte Synthese von Th2-Zytokineth der verminderten Expression
proinflammatorischer Zytokine zu erklaren (Nometal., 2003). Da LL-37/hCAP-18
aber durch proinflammatorische Zytokine nicht heguliert wird, kann diese Tatsache
im Zusammenhang mit AD noch nicht erklart werden.
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In Brandwunden und Flussigkeiten aus Brandblasseindie Expression von hBD2
drastisch reduziert (Milner und Ortega, 1999). Skhufig kommt es im Fall von
Verbrennungen dann zu Infektionen mit Bakterien ®eeudomonas aeruginosa, da
durch den fehlenden Schutz der Haut das WachstasedMikroorganismen gefordert
wird.

Die Expression antimikrobieller Peptide wurde auch Zusammenhang mit Acne
vulgaris untersucht. Hier kommt es zu einer Hochl&gpn von hBD1 und hBD2 in
entziindeten Follikeln und Hautlasionen (Chroneelél., 2001). Im Gegensatz zum
umgebenden Epithel, sind die Haarwurzel, die inn@ckdie dul3ere Haarwurzelscheide
kaum mikrobiellen Invasionen ausgesetzt, weshatb Defensine hier nur gering
ausgepragt sind. Somit kdnnen sich Bakterien, wie Beispiel Propionibacterium
acnes auch in der inneren Haarwurzelscheide vermehrerdon Entziindungen bis hin
zur Akne verursachen (Chroneltlal., 2001; Philpott, 2003).
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2 ZI1ELSETZUNG

Staphylokokken sind weltweit verbreitet und gehdmm Normalflora von Haut,
Hautdriisen und Schleimhaut des Menschen. DennodiSsaureus und einige andere
Saphylococcus-Spezies potenziell humanpathogene Keime, die dbegiinstigende
Umstande lokale oder systemische Infektionen aeslosvelche nicht selten mit
fulminanten Krankheitsverlaufen einhergehen.

Methicillin-resistenteS. aureus-Stamme sind weltweit in medizinischen Einrichtumge
verbreitet. In diesem Zusammenhang sind Studien MBSA-Pravalenz besonders
wichtig, um Veranderungen in der Epidemiologie dieStamme zu beobachten und die
Risikofaktoren fur die jeweiligen Einrichtungen beilen zu kdnnen. Erst in den
letzten Jahrzehnten wurden auch andere Staphylekoldul3elS. aureus, als Erreger
nosokomialer und allgemein erworbener Infektiondw@ent. Die exakte ldentifizierung
und Differenzierung vonSaphylococcus-Spezies und Studien zur angeborenen
Immunabwehr des Wirtes sind die Grundlage, um diathdphysiologie
Staphylokokken-assoziierter Infektionen zu verstehe

Der Fokus meiner Arbeit lag auf folgenden Schwekpem

l. Charakterisierung und Typisierung der im Univétsklinikum Magdeburg
zirkulierenden S. aureus-Stamme, unter Berucksichtigung der Methicillin-
Resistenz.

I. Entwicklung und Etablierung einer Methode, wecdie ldentifizierung von
Saphylococcus-Spezies auf molekularer Ebene ermdglicht.

1. Untersuchungen zur Induktion der angeborenemmunantwort in epithelialen
Zellen durchSaphylococcus-Spezies.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 (CHEMIKALIEN

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden die Chenekaln analysenreiner Qualitat
(p.a.) von den Firmen Merck (Darmstadt, DeutschlaRadth (Karlsruhe, Deutschland)
oder Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

3.2 BAKTERIENSTAMME

Fur die Studien zur Diversitdt vonS. aureudsolaten innerhalb des
Universitatsklinikums Magdeburg wurden 106 versdaige, klinischeS. aureus
Stamme eingesetzt. Detaillierte Angaben zu den @gmsind der Tabelle 8.1 im
Anhang zu entnehmen.

Die Stdmme, welche fir die SequenzierunggigsGensund die Entwicklung degap
basierten T-RFLP verwendet wurden, sind in Talilleaufgefihrt.

Tabelle 3.1: Verwendete Referenzstamme verschie@&aphylococcuspp.

Stamm Beschreibunc Referenz*
Staphylococcus aureus klinisches Isolat Layeet al, 2006
Staphylococcus arlett Referenzstam DSM 2067
Staphylococcus auriculal Referenzstam ATCC 3375!
Staphylococcus capitsubsp capitis Referenzstam CCM 273«
Staphylococcus capr Referenzstam CCM 357
Staphylococcus carnos subsg carnosu Referenzstam DSM 2050:
Staphylococcus chromoge Referenzstam CCM 3381
Staphylococcus cohrsubsp cohnii Referenzstam DSM 2026(
Staphylococcus delgni Referenzstam DSM 2077:
Staphylococcus epidermic Referenzstam DSM 2004«
Staphylococcus equorusubsp equorun Referenzstam DSM 2067«
Staphylococcus fe Referenzstam ATCC 4916¢
Staphylococcus gallinart Referenzstam CCM 357
Staphylococcuhaemolyticu Referenzstam CCM 179¢
Staphylococcus hominsubsp hominis Referenzstam CCM 273:

Staphylococcus hominsubsp hominis
Staphylococcus hyicus

klinisches Isole

Referenzstamm

Layeret al, 2007

DSM 20459
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Staphylococcus intermedi Refeienzstamr DSM 2037:
Staphylococcus kloos Referenzstam DSM 2067t
Staphylococcus lent Referenzstam CCM 347:
Staphylococcus lugdunen: Referenzstam DSM 4804
Staphylococcus musc Referenzstam CCM 417¢
Staphylococcus saccharolytic klinischeslsolal Layeret al, 2007
Staphylococcus saprophyticsubspsaprophyticu  Referenzstam CCM 88:
Staphylococcus schleifesubsp schleifer Referenzstam ATCC 4380t
Staphylococcus scit Referenzstam CCM 347:
Staphylococcus simule Referenzstam CCM 270t
Staphylococcus warne Referenzstam DSM 20316
Staphylococcus xylos Referenzstam CCM 272¢

* DSM: Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismed @ellkulturen; ATCC:American Type
Culture Collection CCM: Czech Collection of Microorganisms

Fur die vergleichende ldentifizierung von klinisahsolaten migap-basierter T-RFLP
und automatisierten Systemen wurden, neben deaipelle 3.1 aufgefiihrten
Referenzstammen, Isolate verschiedener koagulagdiner Staphylokokken Spezies
aus dem Universitatsklinikum Magdeburg verwendetb@lle 3.2).

Tabelle 3.2: Verwendete kliniscl&aphylococcuspp. Isolate.

Spezie Anzahl der Isolate (n°
Staphylococcus capitis 6

Staphylococcus cohrspp cohnii 1

Staphylococcus epidermi 42

Staphylococcus haemolytic 30

Staphylococcus homii

4
Staphylococcus lugduner 1
Staphylococcus simule 1

1

Staphylococcus warne

Die Infektionsexperimente wurden mit Stammen, dien vder Haut atopischer
Dermatitis Patienten isoliert wurden (Tabelle 3.8urchgefiihrt. Die Anzucht der
Isolate erfolgte aus Abstrichen, die von der Klifik Dermatologie und Venerologie
(Prof. Dr. Bonnekoh) zur Verfigung gestelit wurden.
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Tabelle 3.3: Verwendete klinische Isolate von éPaén mit atopischer Dermatitis.

Stamm Stamm-Nr.  Beschreibunc

Staphylococcus hominis KCK1 klinisches Isolat; Patient 1; atopische Deiitisat
Staphylococct aureu: KCK3 klinisches Isolat; Patient atopische Dermatil
Staphylococcus epidermi KCK4 klinisches Isolat; Patient 1; atopische Derm:
Staphylococcus schleifi KCK5 klinisches Isolat; Patient 1; atopische Derm:
Staphylococcus capi KCK6 klinisches Isolat; Patient 1; atopie Dermatiti:
Staphylococcus epidermi KCK7 klinisches Isolat; Patient 2; atopische Derm:
Staphylococcus epidermi KCK8 klinisches Isolat; Patient 2; atopische Derm:
Staphylococcus haemolytic KCK10 klinisches Isolat; Patient 2; atopiscDermatitis
Staphylococcus epidermi KCK11 klinisches Isolat; Patient 2; atopische Derm:
Staphylococcus capi KCK12 klinisches Isolat; Patient 3; atopische Derm:
Staphylococcus epidermi KCK14 klinisches Isolat; Patient 4; atopische Detitis
Staphylococcus aure KCK15 klinisches Isolat; Patient 4; atopische Derm:
Staphylococcus epidermi KCK16 klinisches Isolat; Patient 4; atopische Derm:
Staphylococcus aure KCK17 klinisches Isolat; Patient 4; atopische Derm:
Starhylococcus aurel KCK18 klinisches Isolat; Patient 4; atopische Derm:

3.3 ZELLKULTUREN

Fur die Infektionsexperimente wurde die HaCaT-#e#l verwendet. Diese Zelllinie ist
eine humane, immortalisierte, nicht-tumorigene ldedl, die spontan aus normalen
humanen Keratinozyten durch Kultur bei erhdhter peratur und geringer
Kalziumkonzentration entstand (Boukampal, 1988). Die Zellen wurden voi@ell-
Lines-ServicéEppelheim, Deutschland) bezogen.

3.4 NAHRMEDIEN UND PLATTEN FUR BAKTERIENKULTUREN

Columbia-Blut-Agar: Pepton (5,0 g/l), Fleischextrakt (1,0 g/l),
Hefeextrakt (1,0 g/l), Natriumchlorid (5,0 g/l),
Agar (15,0 g/l); autoklaviert

Trypticase Soy Brotl{TSB) — Medium: Sojamehl-Pepton (3,0 g/l), Casein-Pepton (17,0
g/l), Glukose (2,5 g/l), Natriumchlorid (5,0 g/l),
Dikaliumhydrogenphosphat (2,5 g/l); autoklaviert
Die Kultivierung von Staphylokokken erfolgte auf IGmbia-Blut-Agar bzw. im TSB-
Flissigmedium.
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3.5 KULTIVIERUNG DER HACAT-ZELLLINIE

Dulbecco’s modified Eagle MediugDMEM): Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Fotales Kalberserum (FCS): Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PBS: Bio Whittacker, Verviers, Belgien
Antibiotik-Antimykotik-Losung: Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Trypsin-EDTA-L6sung: Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Die Kultivierung der HaCaT-Zelllinie erfolgte in DEM-Medium mit 10% fotalem
Kalberserum und 1% Antibiotik-Antimykotik-Losung 75 cnf bzw. 175 crh
Gewebekulturflaschen (Greiner-Bio-One, Frickenhaus®eutschland) bei 37°C
wasserdampfgesattigter Atmosphéare mit 5%,®B@gasung. Zur Inaktivierung von
Komplementfaktoren wurde das fotale Kalberserumdar Verwendung bei 56°C fur
30 min inkubiert.

Eine Subkultivierung adharent wachsender HaCaTeBdelerfolgte bei 80-90%

Konfluenz, da diese Zellen in Kultur bei Erreichdar Konfluenz im Wachstum

inhibiert werden (Crabtreeet al, 1999). Zum Ablésen der HaCaT-Zellen von
KulturgefalRboden wurden die Zellen zweimal mit Ri#8vaschen und im Anschlul3 mit
5 ml einer Trypsin-EDTA-L6sung fir 5 min im Brutsenk inkubiert. Durch Zugabe

von 5 ml DMEM-Medium wurde die enzymatische Progsel abgestoppt und die
letzten, noch adhéarenten Zellen durch Einsatz edwischabers abgelost. 1/5 der
Zellen wurden in eine neue 75 tilasche mit DMEM (+10% FCS, +1% Antibiotik-

Antimykotik-Losung) zur weiteren Kultivierung umgssgt. Fur Stimulationsversuche
wurden die Zellen in sterile 6-Loch bzw. 12-Lochltgu-Platten oder Petrischalen mit
DMEM-Medium ohne Antibiotik-Antimykotik-Losung Ulo&ihrt. Nach mehrmaligen

Passagieren der Zellen kbnnen phanotypische Vemamgien auftreten, weshalb nach
30 Passagen neue Zellen aufgetaut und aufgezogeienvu

3.5.1.1 BENFRIEREN UND AUFTAUEN VON ADHARENT WACHSENDEN
ZELLEN

Einfriermedium: 90% FCS, 1% DMSC

Das Aufbewahren von Zellen erfolgte durch Kryokausgung in Fluissigstickstoff.
Dazu wurden die Zellen einer Kultur geerntet (si&apitel 3.5), mit FCS-haltigem
DMEM-Medium gewaschen und fiir 10 min bei 1000 rpentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellprazipitat in 1,8 iakemaktiviertem FCS, welches
mit 10% DMSO versetzt wurde, aufgenommen. Die Zspgnsion (2x10Zellen)
wurde in vorgekihlte Kryoréhrchen (Greiner-Bio-On&jckenhausen, Deutschland)
gegeben, sofort bei -70°C Uber Nacht eingefror&aham nachsten Tag zur dauerhaften
Lagerung bei -196°C in flissigen Stickstoff Gberflibie hohe Dielektrizitatskonstante
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von DMSO verhindert die Bildung von Eiskristalleai liefen Temperaturen, bewirkt
aber oberhalb und im Bereich des GefrierpunktesSdiabilisierung der Zellmembran.
Um in flissigen Stickstoff gelagerte Zellen zu rigkieren, wurde die tiefgefrorene
Zellsuspension kurz im 37°C warmen Wasserbad aatigein DMEM-Medium (+10%

FCS, +1% Antibiotik-Antimykotik-Losung) gegeben ufidr 10 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde wiederum in N@d aufgenommen und in
Gewebekulturflaschen tberfuihrt. Am folgenden Tagdeudas Medium gewechselt,
um das noch vorhandene DMSO zu entfernen und dilerZentsprechend weiter
kultiviert.

3.6 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN

Die Anzucht der Bakterien erfolgte tber Nacht aafuthbia-Blut-Agar bei 37°C (siehe
Kapitel 3.4). Die bei —20°C eingefrorenen Baktestédmme wurden ebenfalls auf
Blutagarplatten bei 37°C Uber Nacht angezogen.i¢dive Isolate wurden zweimal tUber
Nacht auf Blutagarplatten subkultiviert.

Zur Herstellung von Flussigkulturen wurde eine ldge des jeweiligen Stammes vom
Columbia-Blut-Agar in TSB-Medium gegeben und Ubeacht bei 37°C schittelnd
(160 rpm) inkubiert.

Zur Stammerhaltung wurden von den Bakterien Krynkeh angelegt (Cryobank,
Mast Diagnostica, UK), diese bei —20°C gelagert javdeils ein Kligelchen aus dem
Kryordhrchen zur Rekultivierung auf Columbia-Blug# verwendet.

3.7 FHANOTYPISCHE |DENTIFIZIERUNG

Alle kommerziellen Identifizierungssysteme fur dimedizinische Mikrobiologie
basieren auf wenigen verschiedenen Technologienkmuebinieren diese miteinander.
Sie umfassen Fermentations-, Oxidation- und Kohldrdi-Abbau-Tests,
Wachstumstest, pH-Wert-Veranderungen und EnzymnaishVests, d.h. farbliche
Veranderungen von farblosen Indikatorsubstanzenchduvorhandensein von
bestimmten Enzymen. Von einer grof3en Zahl bekanateersuchter Referenzstamme
wurden Datenbanken angelegt, welche die typischeakfionen der betreffenden
Spezies auf eine aussagekraftige Auswahl biocloheisSubstrate enthalt. Aus dem
Zusammenspiel der Ergebnisse der biochemischertifidenungsreaktionen, die in
Biotypnummern Ubersetzt werden, wird ein ReaktiooBiperstellt und mit dem im
Speicher befindlichen Bakteriendatensatz vergliclias Ergebnis wird in Form eines
Speziesnamens sowie der Wahrscheinlichkeit fiedi&gebnis angegeben.
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Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf ColumbiaiBAgar, wie unter Kapitel 3.6
beschrieben. Anschlie3end wurden die Bakterien Gedesi Anleitungen der Hersteller
parallel fur die Gerate vorbereitet.

3.7.1 MTEK®2

Das Vitel2, als die Weiterentwicklung des Vit&k der FirmabioMérieux ist ein
automatisiertes Analysegerat fur die Identifizigguand Resistenzbestimmung von
Bakterien. Je nach Anwendung gibt es verschiedestkarten. Fur die Identifizierung
der Staphylokokken wurden Testkarten fur gram-pasiKokken des Typs ID-GPC
(alte Version) und des Typs ID-GP (neue Versiomwesdet. Nach der Anzucht der
Bakterien auf Columbia-Blut-Agar wurde eine Bal¢esuspension in 0,45%
Kochsalzldsung mit einer Tribung entsprechend eidgfarland Standard von 0,5
hergestellt. Die Aufarbeitung der Proben und diswertung (Software Version 4.01)
erfolgte streng nach den Richtlinien des Herstell®as ViteR2-System ordnet die
Ergebnisse, je nach Zuverlassigkeit, in verschied€ategorien ein: exzellente, sehr
gute, gute und akzeptable Identifizierung (in dregier Kategorien wird jeweils nur ein
Ergebnis erhalten), geringe Diskriminierung, ergelbse Identifizierung und
unidentifiziert. Im Fall der geringen Diskriminiarg wird mehr als ein
Identifizierungsergebnis erhalten. Die Softwareld&ghhier automatisch weitere Tests
(z.B. Hamolyse, Oxidase, Pigmentierung) vor, umeekorrekte ldentifizierung zu
erhalten. Die alte ID-GPC-Karte enthalt 46 fluorinszhe Tests, die anhand von pH-
Wert-Anderungen und entstehenden Abbauproduktenndpeptidasen (Substrate sind
mit 7-Amino-Methylkumarin gekoppelt) und Aminooxgkn (Substrate sind mit 4-
Methyl-Umbelliferon gekoppelt) detektieren. Weiterhumfasst diese Karte 16
Fermentationstests (fir D-Raffinose, Amygdalin, #ib, D-Galactose, Glycerol, D-
Glucose, L-Arabinose, Lactose, D-Maltose, D-MannitdAcetylglucosamin, Salicin,
D-Sorbitol, D-Trehalose, D-Melibiose, D-Xylose), ew Dekarboxylasetests (fur
Ornithin und Arginin) und sechs andere Tests (furedde, Pyruvat, Optichin,
Novobiocin, Polymyxin B Sulfate, 6% NaCl). Die nelU®-GP-ldentifizierungskarte
ahnelt dem Format der alten ID-GPC-Karte, sie dntierdings anstatt der 47 nun 43
Tests. Diese umfassen kolorimetrische Tests fir é&dgenden Reaktionen:
Phosphatidylinositol-Phospholipase C, Argininditoldse,  -Galactosidasey-
Glucosidase, Alanin-Phenyl-Alanin-Prolin Arylami@asAspartamsaure Arylamidase,
a-Mannosidase, Alkalische Phosphatase, L-Leucin &nytlase, Prolin Arylamidase,
B-Glucoronidase, L-Pyroglutaminsédure Arylamidaseanith Arylamidase, Tyrosin
Arylamidase und Urease. Weiterhin testet diese &Kalie Saureproduktion beim
Umsatz folgender Substrate: Amygdalin, XyloaeCyclodextrin, Sorbitol, Galaktose,
Ribose, Laktat, Laktos&\-Acetylglucosamin, Maltose, Mannitol, Mannose, Mgtj3-
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D-Glucopyranosid, Pullulan, Raffinose, Salicin, Bise und Trehalose. Ebenfalls
enthalten sind Tests fur das Wachstum in 6,5% Na@IResistenzen gegen Polymyxin
B, Bacitracin, Novobiocin, 0129 und Optochin. Imrgkeich zur Datenbank der ID-
GPC-Karte wurde die Datenbank der ID-GP-Karte diésk¥2-Systems um folgende
Stamme erweitertS. arlettae S. caprae S. carnosusS. equorumsS. gallinarum
S. vitulinus

3.7.2 PHOENIX

Das Phoenix ist, wie das ViteR2, ein automatisiertes Analysegerét zur Identifizig
und Resistenzbestimmung von Bakterien. Je nach rBedsind reine
Identifizierungskarten oder kombinierte Testkari@nldentifizierung und Antibiotika-
Empfindlichkeitsmessung zu erhalten. Fiur die Idemrung und Resistenzbestimmung
der Staphylokokken wurde die Testkarte des Typs GZNBF13 flr gram-positive
Erreger verwendet. Diese kombinierte Testkarte ebstus 45 Vertiefungen mit
verschiedenen Substraten. Die ldentifizierung basauf der Analyse von 20
enzymatischen Reaktionen, wofir 16 verschiedenelgfblydrate und sieben andere
Kohlenstoffquellen verwendet werden, und der Engdiomkeitsmessung gegen zwei
Antibiotika (Colistin und Polymyxin B). Die Anwendg und Auswertung des
Phoenix Systems erfolgte nach den Vorgaben des HersteNersh der Anzucht der
Bakterien auf Columbia-Blut-Agar wurde eine Balg@eguspension in ID-Nahrldsung
(BD, Erembodegem, Belgien) mit einer Trubung erspend einem McFarland
Standard von 0,5 hergestellt, die Suspension iaflertion 30 min in die Testkarte
eingeflllt und diese in das Gerét eingegeben. 8aois 4h wird das Ergebnis mit dem
Phoenix (Software Version 1.06; BD Phoenix 100) angezeigtnn der jeweilige
Stamm mit einer Wahrscheinlichkeit von mindeste®& 9dentifiziert wird und nur ein
mogliches Ergebnis in Frage kommt. Bezogen aufRtazenix, das ViteR2 und die
untersuchtenStaphylococcusSpezies, enthielt nur die Datenbank des Phoenix
S. pasteuruind S. felis Staphylococcus arlettagar nur in der Datenbank des Vifék
eingeschlossenStaphylococcus delphinind S. muscaewvaren in den Datenbanken
beider Systeme nicht vorhanden.
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3.7.3 ATB-S/STEM

Das ATB-System HKioMérieux) wurde eingesetzt, wenn Differenzen bei der
Identifizierung von Stdmmen auftraten. Die Realdgireifen umfassen biochemische
Reaktionen, die aufgrund ihrer hohen Aussagekréft die Keimdifferenzierung
ausgewahlt wurden. Die verwendeten ID 32 STAPH-<Siesten wurden automatisch
nach 18h — 24h mit Hilfe des ATB Expression-Geraiad der ATB Plus Software
(Version ATB Plus 2.9.8 Expert V 2.4.bjoMérieux) ausgewertet. Die Verwendung
und Auswertung der Teststreifen erfolgte strendhrtderstellervorgaben.

3.8 PRAPARATION CHROMOSOMALER DNA

QIlAamp DNA Mini Kit: Qiagen, Hilden, Deutschla
Lysozym: Sigma, Taufkircher, Deutschlan
Lysostaphin: Sigma, Taufkircher, Deutschlan

Die Isolierung von genomischer DNA fur alle molekidiologischen Untersuchungen
erfolgte mit dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, HildeDeutschland). Die bei —20°C
eingefrorenen Bakterienstamme wurden auf Blutagtgsl bei 37°C Uber Nacht
angezogen. Klinische Isolate wurden zweimal UberchNaauf Blutagarplatten
subkultiviert. Eine Impfose Bakterienmaterial wurda 160 pl Puffer ATL
resuspendiert und mit 20 pl Lysozym-Losung (100 migund 20 pl Lysostaphin-
Losung (1 mg/ml) im Heizblock bei 37°C fur 30 misiert. Nach Zugabe von 20 pul
Proteinase K, welche die bei der Lyse freigesetsténenden Proteine (z.B. Desoxy-
und Ribonukleasen) inaktiviert, und 200 pl Puffdr wurde der Ansatz 30 min bei
70°C und weitere 15 min bei 95°C inkubiert. Dem &mswurden 200 pl absolutes
Ethanol zugesetzt, bevor er komplett auf eine Sgedgben wurde und diese fir 1 min
bei 8000 rpm zentrifugiert wurde, um die DNA an &@#kamembran der Saule zu
binden. Zum Waschen der Silikamembran wurden 50AWL-Puffer zugegeben,
1 min bei 8000 rpm zentrifugiert, 500 pul AW2-Puftaigegeben und wiederum 1 min
bei 8000 rpm zentrifugiert. Durch einen 10-minutigéentrifugationsschritt bei 14000
rom wurde die Silikamemran getrocknet. Um die DNA eluieren wurden
anschlieBend 100 pl AE-Puffer auf die Saule gegebemin bei RT inkubiert und 1
min bei 8000 rpm zentrifugiert. Die gereinigte DMAIrde bei -20°C gelagert.
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3.9 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON DNA/RNA

Die Konzentration von DNA bzw. RNA wurde idanoDrop1000 Spektrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) uber die Abgtion bei 260 nm bestimmt.

Dabei entspricht eine OD bei 260 nm 50 pg/ml dogipihgiger DNA bzw. 40 pg/ml

einzelstrangiger RNA. Nukleinsauren absorbieren@ufnd der in ihnen enthaltenen
Basen UV-Licht bei einem Absorptionsmaximum von 26®, wahrend Proteine

hauptséchlich bei einer Wellenlange von 280 nm weggenverden. Demzufolge kann
der Quotient aus Absorpti6f] "TAbsorptiorf®® "™ als ein MaR fir die Reinheit

angesehen werden. Liegt eine reine Lésung vor,esdem Werte zwischen 1,8 und 2,0
erwartet.

3.10 PFOLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde im JaBB8XIstmals beschrieben (Sagki
al., 1988) und dient der Amplifikation spezifischer BNfragmente. Zwei zu den
Einzelstrangen der DNA komplementéare, gegenlauidjgonukleotid-Primer fir das
3" und 5° Ende flankieren die Zielsequenz und diether DNA-Polymerase als Start.
Durch abwechselnde Zyklen von Denaturierung der DN@Aagerung der Primer und
Synthese des komplementaren Stranges kommt exganentiellen Vervielfaltigung
des gewiinschten Fragmentes. Nach 30 Zyklen betiégtVermehrungsfaktor 10
Anschlie3end kann das Amplifikat in einer Gelelektiorese nachgewiesen werden.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidenden von der MWG-Biotech AG
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

3.10.1 PCRzUR DETEKTION VIRULENZ -ASSOZIIERTER GENE VON

STAPHYLOKOKKEN
Tag DNA Polymerase Kit: Qiagen, Hilden, Deutschla
Deoxynucleoside Triphosphate S Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschl:

Zur Detektion virulenz-assoziierter Gene der Stégkokken wurde dasiag DNA
Polymerase Kit von Qiagen verwendet. Ein Reaktinggaz bestand aus 1 x PCR
Buffer, 800 uM dNTPs, 8 mM Mggl 1,25 U Taqg DNA Polymerase, 1,0 uM der
jeweiligen Primer und HPLC-HD bis zu einem Endvolumen von 50 pl. Die
verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.4 udié dazugehotrigen PCR-
Programme sind in Tabelle 3.5 aufgefihrt. Die PCG&dBkte wurden mit einer
Gelelektrophorese in einem 1,5%igem Agarosegelyaieit.
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Tabelle 3.4: Oligonukleotide zur Detektion viruleagsoziierter Gene der Staphylokokken.

Gen Amplifikat- Oligonukleotide (5— 3") Referenz
gréRe (bp)
se: 127 for CCTTTGGAAACGGTTAAAACG
Beckeret al, 1998

rev TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC

sel 477 for TCGCATCAAACTGACAAACG

Beckeret al, 1998

rev GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC

se( 271 for CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG Beckeret aL 1998
rev TCAAAATCGGATTAACATTATCC

sec 31¢ for CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG Beckeret aL 1998
rev TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC

se( 11€ for AATCGYCAACCYGATCCTA Beckeret al, 2003
rev CCTCCTTCAACAGGT GGAGAC

set 23k for TTAGAAATCAAGGTGATAGTGGC Beckeret aL 2003
rev TTTTGAATACCATCTACCCAAAC

set¢ 17€ for CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC Beckeret aL 1998
rev TAACTTACCGTGGACCCTTC

se 33C for GCCACTTTATCAGGACAATACTT Beckeret aL 2003
rev AAAACTTACAGGCAGTCCATCTC

se 64(C for CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAA Beckeret aL 2003
rev TTGTCTGGATATTGACCTATAACATT

tst 44t for AAGCCCTTTGITGCTTGCG Beckeret al, 1998
rev ATCGAACTTTGGCCCATACTTT

higA 35C for ATGATTAAAAATAAAATATTAACAGCAACT Bronneret al, 2000
rev ATCAACATTAGAGTCTTTCGTTTT

higB/C  94C for AGCTCTCGAACAACATATTATA Bronneret al, 2000
rev CTGCAGCTTTAAGCACTAAAG

IuKE/D 51€ for TAGGCAAATCATCAGTTGCTTCAT Bronneret al, 2000
rev GTAGTTCTGTAACTTTCTTGTTT

lukPV 432 for ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA Linaet al, 1999
rev GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

mec/ 162 for TCCAGATTACAACTTCACCAGG Murakamiet al, 1991
rev CCACTTCATATCTTGTAACG

SA44: 107 for  AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG Martineauet al, 1998
rev CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA

agr agr ATGCACATGGTGCACATGC Lina et aL 2003

agr-l 439 agrl  GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT

agr-2 572 agr2  TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC
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agr-3 321 agr3  GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG

agr-4 657 agr4  CGATAATGCOGTAATACCCG

Tabelle 3.5: PCR-Programme zur Detektion virulesgeaoiierter Gene der Staphylokokken.

Gen Amplifikationszyklus
sea, seb, se
sed, seq, sel
see, sei
Se 1 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min, 95°C; 1 min, 55°Cn, 72°C; 3 min 72°C
tst
higA
hlgB/C
lukE/D
lukPV 5 min 94°C; 25 Zyklen: 30 s, 94°C; 30 s, 55°C; hn1i2°C; 7 min 72°
mec/ 4 min 94°C; 30 Zyklen: 30 s, 94°C; 30 s, 53°C; 1 mint@:24 min 72°(
SA44: 5 min 94°C; 30 Zyklen: 30 s, 94°C; 30 s, 55°C; 30X°C; 7 min 72°
agr* 5 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min, 94°C; 1 min, 55°Qmin, 72°C; 10 min 72°C

* FUr die Detektion dieser Gene wurde jeweils eindtiplax-PCR durchgefiihrt

3.10.2 PCRs zUR GENOTYPISIERUNG VON STAPHYLOKOKKEN

TaKaRa Ex Tag DNA Polymerase Kit:  Takara Bio, Otsu, Jap:

Zur Genotypisierung der Staphylokokken wurden J@estene Methoden verwendet,
die alle auf der Amplifikation und Sequenzierunghveinem bzw. mehreren Genen
basieren. Fir die PCR fand das TaKaRaTagDNA Polymerase Kit von TaKaRa
Verwendung. Ein Reaktionsansatz bestand ausEk XaqgBuffer, 800 uM dNTPs,
8 mM MgCl, 1,25 UEx TagPolymerase, jeweils 1,0 uM Primer und HPLEBHbis zu
einem Endvolumen von 50 pl. Tabelle 3.6 fasst disvendeten Primer und Tabelle 3.7
die PCR-Programme der grundlegenden PCRs fir diel@ Sequenzierung demp
Gens (Yuguero®t al, 2000; Layeret al, 2007), die Sequenzierung des 16S rRNA-
Gens (Beckeet al, 2004), der Multilocus Sequenzanalyse (Enrightl, 2000) und
der spaSequenzanalyse (Harmsehal, 2003) zusammen. Die erhaltenen Amplifikate
wurden mit einer Gelelektrophorese in einem 1,5%igearosegels analysiert und im
Anschluss sequenziert (siehe Kapitel 3.13).
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Tabelle 3.6: Oligonukleotide zur Genotypisierung R&taphylokokken.

Gen Amplifikat- Oligonukleotide (5— 3")
grolRe (bp)
Partielle Sequenzierung degap-Gens
gar 937 Gapl - for ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA
Gap2 - rev GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG

Sequenzierung des 16S rRNA-Gens
16SrRNA 148¢ 8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R TACCTTGTTACGACTT

Multilocus Sequenzanalyse (MLST)

arcC 45€ arcC UP TTGATTCACCAGOGCGTATTGTC
arcC- DN AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroE 45€ ar oE- UP ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
ar oE- DN GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glpF 46E gl pF- UP CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
gl pF- DN TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk 42¢ gnk- UP ATCGTTTTATCGGGACCATC
gnk- DN TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta 474 pt a- UP GTTAAAATCGTATTACCT GAAGG
pt a- DN GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tpi 407 t pi - UP TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
t pi - DN TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
yqil 51€ yqil-UpP CAGCATACAGGACACCTATTGGC
yqi | - DN CGTTGAGGAATCGATACT GGAAC
spaSequenzanalyse
spe 401 spa- 1113f TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC
spa- 1514r CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

Tabelle 3.7: PCR-Programme zur GenotypisierungStaphylokokken.

Gen Amplifikationszyklus

gap 2 min 94°C; 40 Zyklen: 20 s, 94°C; 30 s, 55°C; 40XC; 5 min 72°C
16S rRN# 5 min 94°C; 30 Zyklen: 25 s, 94°C; 30 s, 54°C; 43XC; 7 min 72°
arcC, aroE,

glpF, gmk, 5 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min, 95°C; 1 min, 55°Cnin, 72°C; 5 min 72°C
pta, tpi, yqil
spz 5 min 94°C; 35 Zyklen: 45 s, 94°C; 45 s, 60°C; 99Z’C; 10 min 72°
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3.11 AGAROSE GELELEKTROPHORESE

1 x TBE-Puffer: 89 mM Tris/HCI (pH 8,35), 89 mM Borséure,
2,5 mM EDTA
Biozym LE Agarose: Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Ethidiumbromid-Stammlésung 1%: Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus

und 6 x Loading Dye Solution: Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Die Agarose Gelelektrophorese verwendet man zutrédariung von DNA-Fragmenten,
aufgrund ihrer Ladung, Grol3e und Konformation, ineen mit Agarose als Matrix
dienendem Gel in einem elektrischen Feld (Sambrd®89). Durch den im Gel
enthaltenen Farbstoff Ethidiumbromid wird die DNK& #uoreszierende Bande unter
UV-Licht sichtbar gemacht. Der Nachweis der PCRelakbe erfolgte unter nicht-
denaturierenden Bedingungen in 1,5%igen (w/v) Agagelen mit 1 x TBE-Puffer und
10 pl Ethidiumbromid-Stammlésung je 200 ml Agardsahg (Endkonzentration:
0,000005% Ethidiumbromid). Je 7 pl PCR-Produkt vearanit 3 pl Gelladepuffer
versetzt, aufgetragen und bei 130 V und 130 mAewénnt. Als Grol3envergleich
fanden standardisierte Marker, z.B. d&ne Ruler 100bp Ladder Plugerwendung.
Die aufgetrennte DNA wurde auf einem UV-Transillmator betrachtet und mit dem
Gel Logic 100 Imaging Systefidodak, Stuttgart, Deutschland) dokumentiert.

3.12 AUFREINIGUNG VON PCR-PRODUKTEN

QIAquick PCR Purification Kit: Qiagen, Hilden, Deutschlal
QIAquick Gel Extraction Kit: Qiagen, Hilden, Deutschla

Zur weiteren Analyse von PCR-Produkten ist es notlig diese von Puffersalzen,
Uberschissigen Primern, dNTPs und Polymerase =igeei Dafir wurde das
QIAquick PCR Purificatioroder dasQIAquick Gel Extraction Kitentsprechend den
Vorgaben des Herstellers verwendet. Das Prinzip Addreinigung beruht auf einer
Zentrifugationssaulentechnik mit einer Silikagelnieam, die selektiv groRere Mengen
und Langen von Nukleinsauren bindet, wahrend Oliyteotide kleiner als 50 bp,
Salze und Enzyme abzentrifugiert werden. Das Histiolumen entsprach dem
Ausgangsvolumen.

3.13 SFQUENZIERUNG

Bei der Sequenzierung wird die NukleotidabfolgeesirtGens oder DNA-Fragments
bestimmt. Die heute am weitesten verbreitete Foem $kquenzierung erfolgt nach
einer Methode, die in den 70er Jahren von Sangang@et al, 1977) entwickelt

wurde. Von einem fur die zu sequenzierende DNA ifisehem Primer ausgehend,



3 MATERIAL UND METHODEN 39

wird mit Tag-Polymerasen ein neuer DNA-Strang sgtiiiert. Wahrend dieser
Synthese lagert sich zufallig ein DidesoxynukledgtddNTP) an und die DNA-Synthese
bricht an dieser Stelle ab. Durch die Wiederholdieser Reaktion wahrend der PCR
werden Fragmente unterschiedlicher Lange generigrspringlich wurden die
Fragmente bei der Synthese radioaktiv markiert diied Nukleotidabfolge nach dem
Auftragen auf ein Polyacrylamidgel mittels Autoragliaphie bestimmt. Heute erfolgt
die Sequenzierung mit automatisierten Sequenziet®@ndenen anstatt radioaktiver
Marker Fluoreszenzmarker mit vier verschiedenen bstaffen fur die vier
Nukleinsduren verwendet werden. Die Sequenz wirtbraatisch vom Computer
analysiert und als Chromatogramm und Nukleinsadoégd ausgegeben (Middendorf
et al, 2001; Madigaret al, 2003).

Zunachst wurde der zu sequenzierende DNA-Abscimitels PCR amplifiziert und
die erhaltenen Amplifikate aufgereinigt. Daran sell sich eine zweite PCR, welche
nach dem Prinzip deSycle Sequencingblief, an.Die erhaltenen Fragmente wurden
wiederum aufgereinigt und mittels einer KapillaeErophorese analysiert.

3.13.1 DNA CrCLE SEQUENCING VON PCR-PRODUKTEN

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit: Applied Biosystems, Foster City, USA
DyeEx 2.0 Spin Kit: Qiagen, Hilden, Deutschland

Das sogenannteCycle Sequencingbasiert auf einer modifizierten Didesoxy-
Kettenabbruch-Methode nach Sanger (Engelee al, 1988). Da die vier
Didesoxynukleotide mit unterschiedlichen Farbstoffearkiert sind, kann die Reaktion
in einem Ansatz stattfinden (Smighal, 1986). Der zu sequenzierende DNA-Abschnitt
wurde amplifiziert und aufgereinigt. Fur das ansflgndeCycle Sequencingurde das
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing KA&pplied Biosystems) verwendet.
BigDyes bestehen aus dem Energiedonor Fluoreszin und dewn dgebundenen
Akzeptor Dichlorrhodamin (Leet al, 1997). In jedem Reaktionsansatz befanden sich
die 140 ng aufgereinigtes Amplifikat, 1 pl des jdigen Sequenzierprimers (3,25 nM),
9 ul desBig Dye Terminator Mixeand HO ad 20 pl. Es folgten 30 Zyklen thermischer
Denaturierung bei 96°C (30 s), Anlagerung des Psnued die DNA-Matrize bei 54-
60°C (10 s) und Extension bei 60°C (4 min). Wahrded Extension wurden sowohl
unmarkierte dNTPs als auch markierte ddNTPs eingebwobei letztere zum
Kettenabbruch fiihrten. Nach defdycle Sequencingvurden die Produkte von
Uberschissigen Reaktionskomponenten mit Hilfe OgeEx 2.0 Spin Kit(Applied
Biosystems) nach den Angaben des Herstellers ggtrein
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3.13.2 KAPILLAR -ELEKTROPHORESE FUR DIE DNA-SEQUENZIERUNG

HiDi Formamide: Applied Biosystems, Foster City, Ut

Bei der Kapillarelektrophorese mit deABl Prism 3100 Genetic Analyz¢Applied
Biosystems) werden die markierten Produkte in em#& POP-6-Polymer (PE
Biosystems) gefillte Kapillare injiziert. Die DNA isd in der Kapillare
elektrophoretisch nach der GrolRe aufgetrennt unskigd eine Passage, wo die
Fluoreszenzfarbstoffe, durch einen Laser angetagtt unterschiedlicher Wellenlange
emittieren. Das spektrographisch separierte Lichtd wmit einer CCD-Kamera
aufgenommen und als Signal von deollection Softwaregespeichert. Diese Daten
werden von deABI Prism Sequencing Analysis IPE Biosystems) Analysesoftware
zu vierfarbigen Elektropherogrammen verrechnet.d@DNA-Sequenzierung wurden
5 ul aufgereinigte€ycle Sequencin@CR-Produkt und 15 pl HiDi gemischt und im
Geréat analysiert.

3.13.3 ANWENDUNGEN DER SEQUENZIERUNG

Die verschiedenen Anwendungen, fir die Gene pboiidr ganz sequenziert wurden,
werden im Folgenden beschrieben:

3.13.3.1 RRTIELLE SEQUENZIERUNG DES GAP-GENS

Das gapGen der Staphylokokken kodiert fur die Glycerirddgd-3-phosphat-
Dehydrogenase, welche die Umwandlung von Glyceatetald-3-phosphat in 1,3-
Diphosphoglycerat katalysiert. Dasgap-Gen gehdrt zu den universellen
Funktionsgenen, die innerhalb einer Bakteriensgegéhr homolog sind und deshalb
zur Identifizierung und Differenzierung herangezogeerden konnen. Als Grundlage
fur die Entwicklung degap-basierten T-RFLP wurden diverS¢éaphylococcuS$pezies
sequenziert. Die Sequenzierprimer Gap3 bis Gap®g(lea3.8) wurden nach einem
Alignment aller gap-Gensequenzen von Staphylokokken, die in NCBI-Gekba
enthalten waren, konstruiert. Die Sequenzierunglgtd, wie unter 3.13.1 und 3.13.2
beschrieben (Layeat al, 2007).

Tabelle 3.8: Primer firr die Sequenzierung gi@sGens.

Sequenzierprimer Sequenz (5> 37) Annealing Temp. [°C]
Gapl - for ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA 55
Gap2 - rev GACATTTCGTTATCATACCAAGCTG 55
Gap3 - rev GHTTTNAYTTCTTDWCCRT THACDC 55
Gap4 - for GAYGTNGTNYTWGAATGTACWGG 55

Gap5 - rev GTTWGTWGT ACADGAHGCACCWG 55
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Gap6 - for GAAGGHYTHATGACDACWATYCAYG 55
Gap7 - rev GAACCWGTWECWACWGGHACACGT TG 55
Gap8 - for GAAHCATTYGGT TACAMHGAVGAYG 55

3.13.3.2 8QUENZIERUNG DES 16SRRNA-GENS

Das 16S rRNA-Gen, ebenfalls ein universelles Fomnsgen, kodiert fur die bakterielle
ribosomale DNA, die zusammen mit der 23S rRNA, 5®8mrRNA und den ribosomalen
Proteinen den Translationskomplex fur die Proteisymthese bildet. Die
Sequenzierung des 16S rRNA-Gens wurde zur Ideietifing der klinischen Isolate
und Referenzstdmme, die durch andere Identifikasipgsteme nicht analysiert werden
konnten oder wo divergente Ergebnisse vorlagenchi@fihrt. Mit Hilfe des
Programmes BLAST BRasic Local Alignment Topl des National Center for
Biotechnology Informatior(NCBI) kdnnen die erhaltenen 16S rRNA-Gensequenzen
gegen eine weltweite Datenbank abgeglichen werdép:{/www.ncbi.nlm.nih.gov).
Dazu wurden die in Tabelle 3.9 aufgefiuihrten Prifi2eckeret al, 2004) verwendet
und die Sequenzierung, wie unter 3.13.1 und 3.48s2hrieben, durchgefihrt.

Tabelle 3.9: Primer fir die Sequenzierung des F8®A-Gens.

Sequenzierprimer Sequenz (5> 3) Annealing Temp. [°C]
8F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 54
338F ACTCCTACGGGAGGCAGC 54
515F GCCAGCAGCOGGGGTAA 54
776F GCAAACAGGATTAGATA 54
810R GGCGTGGACTTCCAGGGTATCT 54
1104R CAAGT CAGGGATTGGGTGAG 54
1492R TACCTTGTTACGACTT 54

3.13.3.3 MULTILOCUS SEQUENZANALYSE (MLST)

Bei der Multilocus Sequenzanalysau(tilocus sequence typing MLST) werden mit

Hilfe verschiedener Gensequenzen fir jede Probalphdifile erstellt. Unterschiedliche
Sequenzen werden als Allele dieses Gens bezeiahmketerhalten unterschiedliche
Allelnummern. Die Allelnummern der verschiedenennlBei einer einzelnen Probe
ergeben deren Allelprofil, dem jeweils ein Sequgnz{ST) zugeordnet wird (siehe
Abbildung 3.1). Unterschiedliche Sequenztypen éehatlabei verschiedene Nummern.
Nah verwandte Isolate haben nahezu identischepidible, die sich nur an wenigen
Genloci unterscheiden. Nicht verwandte Isolate halbgegen nicht verwandte
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Allelprofile (Enright und Spratt, 1999; Urwin und alen, 2003). Die Allelprofile
kénnen anschlieBend genutzt werden, um phylogehetiStammbaume zu erstellen
oder populationsgenetische Analysen durchzufuld@n Auflosung dieser Methode ist
abhangig von der Anzahl und der Art der Gene, darge der Sequenzen und dem
Grad der Diversitat in der untersuchten Art (Cooped Feil, 2004). MLST fur
S. aureuswurde von Mark Enright entwickelt, um die Klonatition MSSA- und
MRSA-Isolaten zu untersuchen (Enright, 2000). Esder Allelprofile fur die Genloci
der sieben Haushaltsgene CarbamatkinaseCf, Shikimatdehydrogenasearf),
Glycerinkinase dlp), Guanylatkinase gmK, Phosphatacetyltransferaseptd),
Triosephosphatisomerasij und Acetyl-CoA-Acetyltransferaseydi) erstellt. Jedes
S. aureudsolat erhadlt, mit Hilfe eines internetbasierten engrs, eine
Sequenztypnummer ausgehend von den Allelnummern de&ben Gene
(http://www.mlst.net).

chromosomale DNA

v

— — — —_— — —  —
B e I o O L = O O
«— «— «— «—

Amplifikation von Genfragmenten (~ 450 bp) sieben verschiedener Haushaltsgene

v

Sequenzierung der sieben Genfragmente

v

5-ATGC 5-ATGC 5-ATGC 5-ATGC S5-ATGC 5-ATGC 5°-ATGC
CGTA CGTA CGTA CGTA CGTA CGTA CGTA
ATGC-3" ATGC-3" ATGC-3"° ATGC-3" ATGC-3° ATGC-3" ATGC-3’

jeder Locus-Sequenz wird eine Allelnummer zugeordnet

v

1 3 1 14 1 51 10
die Allele der sieben Loci ergeben den Sequenztyp (ST)

v

ST80

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Muttil® Sequenzanalyse (MLST).

Die Sequenzierung erfolgte mit den in Tabelle 3uégeftihrten Primern bei einer
Annealingtemperatuvon 55°C, wie unter 3.13.1 und 3.13.2 beschrieben.
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3.13.3.4SPA-TYPISIERUNG

Die spaTypisierung umfasst eine Sequenzanalyse der hoelen x-Region
innerhalb des. aureusProtein A-Gensgpg. Dieser Bereich ist durch kurze, 21-27 bp
lange, wiederkehrende Sequenzabschniepéats gekennzeichnet (siehe Abbildung
3.2) (Schwarzkopf, 1993; Tang, 2000). Fur eine ratdsierte Auswertung dieser
Sequenzdaten wird eine Software verwendet, digraggicht, automatisch Sequenzen
einzulesenRepeatMuster zu erkennen und depaTyp zuzuweisen. Mit Hilfe einer
Datenbank kdnnen Ergebnisse zu den einzespexilypen abgerufen und verwaltet
werden (Harmsen, 2003). Ein internetbasierter $ervermdoglicht zusatzlich den
Abgleich der Typisierungsergebnisse und die Vergaber einheitlichen Nomenklatur
fur neu aufgetretengpa Typen (http://www.spaServer.rindom.de).

1113F 1514R

r
sHeioafnte v
bﬂ

Signal IgG Bindung Repeats

Abbildung 3.2: Genetische Organisation 8eswureusrotein A-Gensgpg (modifiziert nach
Shopsiret al, 1999).

Die Sequenzierung erfolgte mit den in Tabelle 3uége@ftihrten Primern bei einer
Annelingtemperatuvon 60°C, wie unter 3.13.1 und 3.13.2 beschrieben.

3.13.4 SEQUENZANALYSE UND SEQUENZVERGLEICHE

Die erhaltenen Gensequenzen wurden unter VerwendenéBl Prism Sequencing
Analysis 3.0Analysesoftware (Applied Biosystems) und de&ssemblerSoftware
(Applied Biosystems) analysiert, mit der jeweiligddatenbank abgeglichen und
ausgewertet.

Um Gensequenzen untereinander zu vergleichen undWewandtschaftsgrad zu
ermitteln, wurden Sequenzvergleichdlignments) erstellt. Bei einemAlignment
handelt es sich um das Anordnen und Ausrichtenmaehreren Gensequenzen. Dabei
werden die zu analysierenden Sequenzen so gegedeimeerschoben, dass die grofdte
mogliche Ubereinstimmung und die wenigsten Lickeddar Basenfolge entstehen. Fiir
das Erstellen phylogenetischer Stammbaume wurdd$erdam die untereinander
ausgerichteten Sequenzen auf dieselbe Lange gekurzt
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Die Alignmentsin der vorliegenden Arbeit wurden nitioEdit Version 7.0.1 (Hall,
1999) oder DNASISMAX Version 2.0.5 (Hitachi Software Engineering, paa)
durchgefuhrt.

3.13.5 BYLOGENETISCHE STAMMBAUME

Ahnlichkeiten in Gensequenzen verschiedener Orgaisdeuten immer auf eine
gewisse phylogenetische Beziehung hin und kénnemt sevolutiondre Beziehungen
aufzeigen. Diese Verwandtschaftsbeziehungen wetdesh die Lage der Organismen
im Dendrogramm zueinander, sowie die Astlange dRylogenetischen Baume
ausgedrickt. Zur Berechnung dieser phylogenetiscl&ammbaume kdnnen
verschiedene Algorithmen angewendet werden. Amidpsteh eingesetzt werden dabei
der UPGMA (nweighted pair group method using arithmetic agesrAlgorithmus
und derNeighbour joiningAlgorithmus, die beide zu den DistanzmethodenerdhBei
den Distanzmethoden wird durch den schrittweisengeh der Sequenzdaten
zunachst eine Distanzmatrix berechnet, mit derdfe ldhschlie3end das Dendrogramm
erstellt wird.

Aus den erhaltenen Sequenzdaten der MLST und deelfga Sequenzierung desp-
Gens wurden evolutionare Stammbaume erstellt. Dahede zundchst aus allen
paarweisen Alignments der Sequenzdaten eine Distanzmatrix berechnetseDie
Primardaten konnten im Anschluss durch die versignen Stammbaum-
entwickelnden Algorithmen ausgewertet werden.

3.13.5.1 [(ENDROGRAMM FUR MLST

Fur die phylogenetische Analyse d&r aureusStamme wurde ein Dendrogramm aus
den Allelprofilen der sieben sequenzierten Hauspeahe erstellt. Phylogenien, die auf
kombinierten Datensatzen mehrerer Loci beruhend smeist verlasslicher als
Phylogenien, die auf einem einzigen Locus beruBea.Sequenzunterschiede in den
Allelprofilen der verschiedeners. aureudsolate wurden mit Hilfe der nicht
gewichteten Paargruppenmethode mit arithmetischeittelierten (UPGMA,;
unweighted pair group method using arithmetic agesp analysiert. Der UPGMA-
Algorithmus (Sokal und Mitchener, 1985) ist die fashste Methode, um aus
genetischen Distanzen phylogenetische Beziehunbeusahatzen. Im Gegensatz zur
Neighbour joiningMethode setzt UPGMA eine konstante Evolutionsrateaus.
Gegeben ist eine Anzahl von Sequenzen und einarzstatrix, welche die paarweisen
Distanzen dieser Sequenzen enthalt. Zum Anfangedsd Sequenz in ihrem eigenen
Cluster (Einheit). In jedem folgenden Schritt werden dieidba Cluster mit der
geringsten Distanz zusammengefasst, die Distanematu berechnet und somit
ahnliche Sequenzen zu neu€lustern zusammengefasst. Die Distanz zwischen zwei
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Clusternist der Mittelwert der paarweisen Distanzen élequenzen in beideiustern
und die Lange der Aste, die zw@luster trennen, sind proportional zum berechneten
phylogenetischen Abstand zwischen ihnen.

3.13.5.2 [ENDROGRAMME FUR GAP-, 16SRRNA-, HSP60, RPOB-, SODA- UND TUF-
GENSEQUENZEN

Fur die Erstellung der phylogenetischen Baume wu@ke Sequenzen, aul3er die der
gap-Gene, der NCBI-Genbank entnommen (Tabelle 3.10¢ Sequenzen wurden
manuell imSequenchél 3.0 (Gene Codes Corporation, USA) ausgerichtet undnwen
notig bearbeitet, um die Abschnitte innerhalb di€Sequenzen zu bestimmen, die fur
die phylogenetische Analyse nicht in Frage kame. Alignmentswurden mit Hilfe
des Programms DNASFTMAX Version 2.0.5 (Hitachi Software Engineeringpaa)
angefertigt. Die Erstellung der phylogenetischemurBé erfolgte mit deniNeighbour
joining-Algorithmus unter Verwendung von DNASISAX und einer Bootstrap
Analyse von 1000 Wiederholungen. DNeighbour joiningMethode (Saitou und Nei,
1987) basiert auf dem Minimum-Evolution-Prinzip fihylogenetische Badume, d.h. es
wird berucksichtigt, dass die Evolutionsgeschwikdig nicht konstant ist. Ausgehend
von einer sternformigen Topologie (Sternbaum), emdalle Datensatze in einem
Zentrum miteinander verbunden sind, werden paaewei® Sequenzen mit der
geringsten genetischen Distanz ausgewahlt und zoer eineuen Einheit
zusammengefasst. Die genetischen Distanzen deefsguwerden neu berechnet und
wiederum die nachstverwandten Sequenzen zu einéru8ammengefigt, so lange bis
der ursprungliche Baum aufgelost ist. Bei jedem s$farktionsschritt wird das
Minimum-EvolutioAPrinzip angewendet, d.h. das Paar an Sequenzeh jaweils
zusammengefasst fur das die Gesamtastlange deéshemiden Baumes minimal wird.
Zur statistischen Absicherung wurde eB@otstrapAnalyse von 1000 Wiederholungen
durchgefuhrt (Felsenstein, 1985). Dabei werden @i realenAlignment zufallig
Daten ausgewahlt und zu eineslignment gleicher Lange wie das Original
zusammengesetzt. Jedes so erhalté&dgnment wird zur Konstruktion eines
Dendrogramms verwendet. Wiederholt man den Progedsann man den prozentualen
Anteil an Dendrogrammen, in denen eine bestimmtep@ von Sequenzen als
monophyletisch erscheint, als ein Mal3 dafir vengendvie homogen diese Gruppe
wirklich ist und wie stark sie durch das Origifdlgnmentunterstitzt wird.

Zur Darstellung der phylogenetischen Analysen wudds ProgrammlreeView
drawtree Version 1.6.6. (http://taxonomy.zoology.gla.acral/treeview.html)
verwendet.
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Tabelle 3.10: Verwendete Sequenzen der NCBI-GenbanErstellung von Dendrogrammen.
Stamm NCBI-Genbank Sequenz fiir
16S rRNA hsp6( rpoB sodA tuf
S. arletta AY68802¢  AF05358(  AF32587:  AJ34389.
S. aureu AY68803/  AF06019:  AF32589:  AY485191  AF27473¢
S. auriculari: AY68803(  AF24227¢  AF32588¢  AJ34393  AF29879’
S. capitissubsp capitic AY68803¢  AF03632.  AF32588!  AJ34394(  AF29879¢
S. capra AY68803¢  AF05357:  AF32589¢  AJ34389:
S. carmnosusubsp. AY688041  AF242279  AF325880  AJ343899
carnosus
S. chromogen: AY688044  AF24228(  AF32589.  AJ34394t
S. cohniisubsp cohnii  AY68804¢€  AF05358.  AF32589:  AJ34390;
S. delphir AY68805(  AF01977¢ AJ34390!
S. epidermidi AY68805:  AF02924!  AF32587.  AJ34390(  AF29880(
S. equorunsubsp. AY688054  AF242281  AF325882  AY878697
equorum
S. felis AY688057  AF24228:  AF32587¢  AJ34390:
S. gallinarun AY68805¢  AF05357¢  AF32589(  AJ34390
S. haemolytict AY68806:  U9280¢ AF32588¢  AJ34391(  AF29880:
S. hominisubsp. AY688064  AF053572  AF325875  AJ343911
hominis
S. hyicu AY68806¢  AF01977¢  AF32587¢  AJ34391:
S. ntermediu AY68807C  AY12372%  AF32586¢  AJ34391
S. kloosi AY68807: AF05357  AF32589°  AJ34391!
S. lentu AY68807:  AF05358¢  AY03697:  AY48519t
S. lugdunens AY68807¢  AF05357(  AF32587(  AJ34391°  AF29880:
S. musce AY68807¢  AF24228°  AF32588:  AJ34391¢
S. saprophyticusubsp. Avgesngg  AF053578  AF325873  AJ343954  AF298804
saprophyticus
S. schleifersubsp. AY688093  AF053585  AF325886  AJ343955
schleiferi
S. sciur AB21227¢  AY82025¢  AY82025¢  AY820257  AY76343¢
S. simulan AY688101 AF05358:  AF32587  AJ34395(  AF29880!
S. warner AY68810¢  AF05356¢  AF32588°  AJ34395(  AF29880¢
S. xylosu AY688107 AF05357:  AF32588!  AJ34385¢  AY76343¢
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3.14 T-RFLP

Die Analysemethode der terminalen Restriktions-Fragtlangen-Polymorphismen (T-
RFLP) ist eine weiterentwickelte Form des RFLP (Ridsons-Fragmentlangen-

Polymorphismus). Ahnlich diesem wird die DNA ein€gns aus der extrahierten
chromosomalen DNA mittels PCR amplifiziert (Abbitdy 3.3). Bei der T-RFLP

werden jedoch fluoreszenzmarkierte Primer einggsetz dass alle Amplifikate eine
terminale Markierung erhalten. Werden diese matd&e Amplifikate anschlieRend mit

spezifischen  Restriktionsenzymen geschnitten, €rhdhan Fragmentsticke

unterschiedlicher Lange, von denen nun nur die itelen Fragmente eine

Fluoreszenzmarkierung aufweisen. Mit Hilfe einetomatisierten Sequenzierers kann
die GroRRe der markierten Fragmentstiicke bestimnat omit bekannten Mustern

verglichen werden.

m - ,||||||||.'3’

DNA-Extraktion PCR mit ®| | | | | | | |
fluoreszenzmarkierten Primern 3 .

©@

w

g

g Restriktion der PCR-Produkte

L1111 1g

g _ - ...%.,,

i R ® ", 3
GroRe der T-RFs in b?) 3’ | | | | |~ | | |‘
Fragmentanalyse Auftrennen der Fragmente ’

im Sequenziergel

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Anatiseterminalen Restriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die T-RFLP, basmel auf demgapGen, zur
Differenzierung und Identifizierung vd®taphylococcu$pezies, herangezogen.

3.14.1 PCRFUR T-RFLP

TaKaRa Ex Taq DNA Polymerase Kit: Takara Bio, Otsu, Japan
QIAquick Gel ExtractionKit: Qiagen, Hilden, Deutschland

fluoreszensmarkierte Oligonukleotide: MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Extrahierte genomische DNA wurde verwendet, umimerePCR ein 933 bp Fragment
desgap Gens zu amplifizieren (Yugueres$ al., 2000). Der Primer Gap-1-for wurde am
5’-Ende mit 6-Hexachlorofluorescein und der PriBap-2-rev wurde am 5°-Ende mit
6-Carboxyfluorescein markiert. Jeder Reaktionsangathielt beide Primer in einer
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Konzentration von 1 uM, 1Ex Tad™ Puffer, 800 pM Deoxynukleosidtriphosphate, 8
mM MgCl, 1,25 UTaKaRa Ex Taf" Polymerase, 5 pl Proben-DNA (10-100 ng/pl)
und HPLC-Wasser bis zu einem Endvolumen von 5@pd. Amplifikation der DNA
wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefuhrgin initialer
Denaturierungsschritt bei 94°C fur 2 min gefolghviD Zyklen (20 s Denaturierung bei
94°C, 30 s Primeranlagerung bei 55°C und 40 s Yigeéung der Primer bei 72°C) und
einem abschlieRenden Verlangerungsschritt bei 7AB*C5 min. Die PCR-Produkte
wurden mit dem QIAquick Gel ExtractionKit (Qiagen) aus dem Agarosegel
aufgereinigt (siehe 3.12) und anschlielRend eineayireatischen Verdau unterzogen.

3.14.2 RESTRIKTION
BspHI, Dde, Taq: New England Biolabs, Ipswich, USA

Der enzymatische Verdau erfolgte in Anlehnung ary®d@t al. (Moyer et al, 1996).
Dabei wurde jedes PCR-Produkt mit drei verschiedeRestriktionsenzymeiad,
BspH und Ddd in getrennten Ansatzen verdaut. Jeder Restrikiosatz bestand aus
10 pl doppelt fluoreszensmarkiertem PCR-Produkt, UL(Restriktionsenzym, dem
entsprechenden Puffer 1 x und HPLC-Wasser bisreeneEndvolumen von 20 pl. Die
Ansatze mitBspH und Ddd wurden bei 37°C und die Ansatze miad wurden bei
65°C fur 12h inkubiert.

3.14.3 NTERNER GRORENSTANDARD

Um zusatzliche Fragmente fir den internen Grol3edatd zu generieren wurde
Escherichia coliC2 verwendet. Die Amplifikation der 730 bp und 981 Fragmente
aus der genomischen DNA vda. coli C2, das Klonieren dieser Fragmente, die
Sequenzierung ausgesuchter Plasmide und das Genevien fluoreszenzmarkierten
Fragmenten aus diesen Plasmiden wurden mit eirmatifizierungen in Anlehnung
an Trothaet al. durchgefuihrt (Trothat al, 2002). Fur die Amplifikation des 730 bp
Fragmentes wurde das Primerpaar 776F/ 1492R veeteilhs Primerpaar 515F/
1492R wurde in der PCR fir das 981 bp Fragmentesgtgt. Fur die finale
Amplifikation der Fragmente aus den erhaltenen rRidsn wurde der Primer 1492R
am 5°-Ende mit 6-Carboxyl-X-Rhodamin (ROX) markieRie zusatzlichen ROX-
markierten Fragmente fur den Grof3enstandard wumderPLC-Wasser auf 12 ng/ul
verdunnt und bei 4°C gelagert.
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3.14.4 KAPILLAR -ELEKTROPHORESE FUR DIE T-RFLP

HiDi Formamide: Applied Biosystems, Foster City, Ut

Fur die Fragmentanalyse wurde 1 pl des Restrikpiartiktes mit 19,5 ul
deionisiertem Formamid (HiDi, Applied Biosystems)dul,5 ul des GrofRenstandards
gemischt. Der interne GrofRenstandard bestand aagmiénten bis 500 bp (GS-500
ROX, Applied Biosystems), die kommerziell erhallievaren, und den zusatzlich
generierten ROX-30 bp und ROX-981 bp Fragmentee. Gitl3e der T-RFs wurde
durch Kapillarelektrophorese in einem ABI PRISM B1Benetic AnalyzefApplied
Biosystems) ermittelt. Die Elektrophorese wurde R@P-6-Polymer in einer 30 cm-
Kapillare im Sequenziermodus unter folgenden Badnggn durchgefuhrt: 20 s
Injektionszeit, 244 V/cm Laufspannung, 50°C Laufpenatur, 180 s Vorlaufzeit und
6500 s Analysezeit. Nach Beendigung der Elektrogpg®rwurden die Dateien vom
Sequenzierformat (.abl) in deenescanformat.fsa) umgeschrieben. Die Langen der
FAM und HEX markierten Fragmente wurden mit Hiller &eneScan (PE Biosystems)
Analysis Software 3.@durch den Vergleich mit den bekannten Grol3en d&XR
markierten Fragmente des Standards erhalten.

3.15 ANWENDUNG DER T-RFLP ZUR IDENTIFIZIERUNG VON
STAPHYLOKOKKEN AUS KLINISCHEN |SOLATEN

Die Reproduzierbarkeit degap-basierten T-RFLP wurdan 130 klinischen Isolaten
und Referenzstdmmen getestet. Alle Stimme wurdeallgamit dem Phoenix
System, dem Vitek2-System und degap-basierten T-RFLP analysiert. Dabei wurde
die gap-basierte T-RFLP als Referenz fur die ldentifiziggiangesehen. Die erhaltenen
T-RFLP-Muster wurden dabei mit dem Muster des jégem Referenzstammes
verglichen. Wenn die Ergebnisse des Phoenird/oder des Vitél2 nicht mit dem
Ergebnis der T-RFLP dbereinstimmten, dann wurde Identifizierung mit den
Automaten wiederholt. Entsprachen die ErgebnisseRti®enix und/oder des Vitél
auch nach der nochmaligen Analyse nicht dem Ergetbetigap-basierten T-RFLP, so
wurde zusatzlich das ATB-System eingesetzt. WarerEdgebnisse des ATB und der
T-RFLP verschieden, wurde zur eindeutigen Klarueg ldentitat die Sequenzierung
des 16S rRNA-Gens des jeweiligen Isolates angesedito Unter den 130 klinischen
Isolaten befanden sich 3! epidermidisind 28S. haemolyticyanit deren T-RF-Daten
zusétzlich noch Quantile-Quantile-Plots erstellrdean, um die Reproduzierbarkeit der
T-RFLP darzustellen.
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3.16 INFEKTIONSEXPERIMENTE

Die fur die Infektionsversuche eingesaten Zellerrden bis zum Erreichen einer
Konfluenz von zirka 80% bei 37°C und 5% g£@kubiert. Die fur die Infektion
eingesetzten Bakterien wurden Uber Nacht in TSBitvadbei 37°C und 160 rpm
kultiviert. Die Konzentration der Bakteriensuspemsivurde photometrisch (OD = 600)
bestimmt und die Zellen mit einenultiplicicty of infection(MOI) von 50 infiziert. Zu
den nicht infizierten Zellen wurde das gleiche \fo&n an PBS gegeben. Die Infektion
der Zellen erfolgte Uber den jeweiligen Zeitraunmeinem Inkubator bei 37°C und 5%
CO,. Mittels Phasenkontrastmikroskop wurde der Verlderf Infektion dokumentiert
und zu gegebenen Zeitpunkten die Zellkulturiibeost&owie die Zellen geerntet und
weiter verarbeitet.

3.17 RNA-ISOLIERUNG

RNeasy MiniKit: Qiagen, Hilden, Deutschland

Aus den kultivierten Keratinozyten wurde die Ges&NA mit Hilfe desRNeasyMini-
Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellersabwrt. Zuerst wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und dann durch Zugabe 850 ul Lysispuffer,
welcher sofort die RNase inaktivierte, die Keratiyfien vom Boden der 6-Loch
Kulturplatte gelost. Die Proben wurden d&iNeasyMiniSdulen gegeben, die RNA an
der Silikagelmembran gebunden, gewaschen und ipl9®Nase-freiem LD eluiert.
Die Lagerung der RNA erfolgte bis zur weiteren Vendung bei —80°C.

3.18 ReEVERSE TRANSKRIPTION VON RNA (CDNA-

SYNTHESE)
M-MLV Reverse Transcriptase Set Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Oligo(dT)yoPrimer: Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
DTT: Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

RNase OUT Recombinant Ribonuclease Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Deoxynucleoside Triphosphate Set Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Fur weitere Experimente wurde die aus den Keraytgoz gewonnene RNA mittels
reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Damyitn Reverse Transkriptase
synthetisiert in dieser Reaktion mit Hilfe einer RiNlatrize die komplemetare DNA
(cDNA) (Gallo, 1971). Die Reaktionsansatze enthieltl x M-MLV RT

Reaktionspuffer (Invitrogen), 500 uM dNTPs (RochH&h pg Oligo-DT (Invitrogen),
10,8 URNase-Inhibitor(Invitrogen), 10 mM DTT (Invitrogen), 200 U M-MLYReverse

Transkriptase (Invitrogen), 8 pl RNase-freiemOHund 20 pl RNA. Die reverse
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Transkription, d.h. die Hybridisierung der Oligo(dfPrimer und Synthese der cDNA,
erfolgte fur eine Stunde bei 37°C. Die cDNA wurdeAnschluss bei —20°C gelagert.

3.19 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR

Mit Hilfe der quantitativerreal-time PCR (TagMafi) konnte die Menge an mRNA-
bzw. cDNA-Kopien von hBD1, hBD2, hBD3 und LL-37 aer Gesamt-RNA, bzw.
bereits transkribierter Gesamt-cDNA, bestimmt wardBei dieser Methode ist es
moglich, das Fortschreiten der PCR-Reaktion mitéater Farbreaktion zu verfolgen.
Zusétzlich zu den beiden Primern, die in jeder RGRanden sind, befindet sich eine
Sonde, die an eine Gensequenz zwischen den bei@er® bindet und mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Reportetfaifosund Quenchnermolekjil
markiert ist, in dieser Reaktion. Wird der Repotter einer spezifischen Wellenlange
angeregt, so emittiert er ein fluoreszierendes@jglas auf Grund der raumlichen Nahe
zum Quencher durch einen Fluoreszenzresonanz-Etamgfer (FRET) unterdrickt
wird. Durch die 5°-3"-Exonuklease Aktivitat der Polerase wird die Sonde jedoch
wahrend der PCR abgebaut und das Signal des Rdpdistoffes feigesetzt, welches
nun gemessen werden kann.

TagMan® Gene Expression Assays: Applied Biosystems, Foster City, USA
TagMan® Universal PCR Master Mix: Applied Biosystems, Foster City, USA

Die Messungen wurden mit den TagMarGene Expression Assay&Applied
Biosystems) fiir hBD1, hBD2, hBD3, LL-37, GAPDH udém TagMafi Universal
PCR Master Mix(Applied Biosystems), jeweils in Doppelbestimmumgeon drei
unabhangigen Experimenten, nach Angaben des Herstelurchgefuhrt. Ein 20 pl
Reaktionsansatz bestand aus 1 x TadMadniversal PCR Master Mjxl x TagMar?
Gene Expression Assa§,5 pl RNase-freiem 40 und 2,5 pl cDNA (10-100 ng). Die
real-timePCR fand in deDNA Engine Opticon 2MJ Research, Waltham, USA) unter
folgenden Bedingungen statt: 2 min bei 50°C, 10 b@n95°C und 50 Zyklen von 15 s
bei 95°C und 1 min bei 60°C, wobei nach jedem Zgkbas Fluoreszenzsignal
gemessen wurde.

Der Nachweis der PCR-Produkte basiert auf dem sogganthreshold cycl€Ct). Der
threshold cycleist der erste PCR-Zyklus, der eine signifikante dixmg der
Fluoreszenz Uber der Hintergrund-Fluoreszenz z&gischen dem Logarithmus der
eingesetzten Menge an DNA und d#meshold cycleder real-time PCR besteht eine
lineare Beziehung. Fur die relative Quantifizierumgrde die Expression der Zielgene
(hBD1, hBD2, hBD3, LL-37) mit dem eines nicht reigulen Referenz-Gens (GAPDH)
normalisiert. Von jeder cDNA-Probe wurde eine sitmoé Amplifikation des zu
untersuchenden Zielgens und des Referenzgens diiiting so dass die erhaltenen Ct-
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Werte beider Reaktionen miteinander verrechnet @rekdnnen. Die Bestimmung des
Expressionsunterschiedes (Ratio) erfolgte Uber AK&Ct Methode (Livak und
Schmittgen, 2001). Dabei wurde im ersten Schitfi(l jede untersuchte Probe der Ct-
Wert des Referenzgens vom Ct-Wert des Zielgensaubtt.

| ACt = Ctzieigen- Ct Referenzgen

Nach dieser Normierung wird volCt Wert der infizierten Probe d&Ct Wert der
nicht infizierten Kontrolle abgezogen (1), und mannélt den sogenannt&ACt Wert.

Il AACt =ACt infizierte Probe™ ACt nicht infizierte Probe

Der relative Expressionsunterschied (Ratio) defg&res zwischen der infizierten Probe
und der nicht infizierten Kontrolle, beide Wertermalisiert zum Referenzgen ergibt
sich aus folgender arithmetischen Formel:

1 Ratio = 2°4¢,

3.20 ELISA

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionsteshzgyme-linkedimmunosorbent assay
ELISA) ist eine semiquantitative Nachweismethode froteine. Eine ELISA-
Kunststoffplatte wird mit einem Antikérper, welchguezifisch fir das nachzuweisende
Protein ist, beschichtet. Nach Zugabe der Proteim§ und Bindung des Proteins an
den spezifischen Antikorper, wird nicht gebundelfestein abgewaschen und die freien
Bindungsstellen durch Verwendung eines Blockierpoffers geblockt. Zur Detektion
des gebundenen Proteins wird ein biotinylierterpotgin-spezifisch Antikdrper
zugegeben, welcher mit Hilfe einer Substrat-Chroemegosung einen zur
Konjugatkonzentration aquivalenten Farbumschlagdreuft. Dieser wird mit einem
Photometer gemessen und die Konzentration des maelisenden Proteins anhand
einer mitgefiuihrten Standardkurve berechnet.

3.20.1 IL-6UND IL-8 ELISA

OptEIA ™ Human IL-6 Set: BD-Bioscience, San Diego, USA

OptEIA ™ Human IL-8 Set: BD-Bioscience, San Diego, USA

Coating Puffer: PBS

Blockierungspuffer, AssayPuffer: PBS + 10% FCS

Wasch-Puffer: 130 mM NacCl, 90 mM Na2H2PO2 x H20, 1 mM

KH2PO4, 3 mM KC
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Substrat-Losung: Tetramethylbenzidin (TMB) Ldsung (Sigma,
Taufkircher, Deutschlanc
Stopp-Losung: 2 N SO,

Die Zytokine IL-6 und IL-8 wurden unter Verwendudgs OptEIA™ Human IL-6 Sets
und des OptEIA" Human IL-8 Sets (BD-Bioscience, San Diego, USAYmangaben
des Herstellers bestimmt. Die ELISA-Platten (GrelB®-one, Frickenhausen,
Deutschland) wurden mit je 100 pl @oatingPuffer verdinnten IL-6 bzw. IL-8
Antikorper beschichtet und Uber Nacht bei 4°C inktb Ungebundene Antikérper
wurden weggewaschen und die Vertiefungen der Platteé je 200 pl
Blockierungspuffer fur 1h bei RT inkubiert, um dieien Bindungsstellen abzusattigen.
Die Platte wurde erneut gewaschen und je 100 pPdateinproben (IL-6: unverdunnt;
IL-8: 1/20 in AssayPuffer) bzw. definierten Standardldsungen zugegeaba fir 2h
bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte Zligabe von je 100 pl des in
AssayPuffer verdinnten Detektionsantikorpers sowie &&eptavidinHorseradish
PeroxidaseGemisches fur 1h bei RT. Die Platte wurde gewascimeit je 100 pl
Substrat-Losung fur 20 min bei RT im Dunkeln inlerbiund mit 50 pl Stopp-Lésung
abgestoppt. Die Ergebnisse wurden mit einem Plaltieilometer (SpectraFluor Plus,
Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei 405 nm gemesserausgewertet. Die Bestimmung
jeder Probe erfolgte dreifach.

3.21 SATISTISCHE AUSWERTUNG UND DARSTELLUNG DER
ERGEBNISSE

Die statistische Auswertung der TagManund ELISA-Daten erfolgte mit dem
Programm SigmaStat Version 2.03 unter Verwendumsgt-deestes nach Student. Der t-
Test nach Student dient zum Vergleich zweier uniagpiger Datengruppen, wobei die
Werte der beiden Datengruppen normalverteilt seifissan und eine hohe
Varianzhomogenitat vorliegen muss (Precht und Kd92; Buhl und Zofel, 1995). P-
Werte< 0,05 wurden als statistisch signifikant angesefi&n0,05; "< 0,005). Die
Daten wurden als Mittelwerte +/- Standardabweichangegeben.

3.22 [DATENBANKEN

Folgende Datenbanken wurden fir die Literatursuctie, Analyse von DNA-
Sequenzen und zur statistischen Auswertung vervwende

National Center for Biotechnology Information (NGBhttp://www.ncbi.nlm.nih.gc
Pubmed: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sitestrez
ClustalW: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustal
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Multi Locus Sequence Typing (MLST): http://www.misgi
Ridom Spa Server: http://spaserver.ridor
The R Project for Statistical Computing: ww-project.org

3.23 HHASENKONTRASTMIKROSKOPIE

Die HaCaT-Zellen wurden direkt in den 6-Loch Kufilatten mit Hilfe eines
Phasenkontrastmikroskops mit einer 20-fachen Ve&gming Dbetrachtet. Die
Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer GGinera MP Focus 5000 (Intas,
Gottingen, Deutschland) und dem ProgramimageProPlus (MediaCybernetics,
Wokingham Berkshire, UK).
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4 ERGEBNISSE

Die klinische Bedeutung vo& aureus und anderei®aphylococcus-Spezies hat in den
letzten Jahren gerade im Zusammenhang mit nosolkemiend allgemein erworbenen
Infektionen zugenommen. In der vorliegenden Arbatden verschiedene Aspekte der
Diversitat, Identifizierung und Pathogenese vonpBytokokken betrachtet. Der erste
Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Charakterisng und Typisierung vo& aureus-
Isolaten des Universitatsklinikums Magdeburg. Deweire Teil beschreibt die
Entwicklung einer Methode, basierend auf terminalstriktions-Fragmentlangen-
Polymorphismen des Glycerinaldehyd-3-phosphat-Delgghase Gens, welche die
akkurate Identifizierung und Differenzierung v&maphylococcus-Spezies ermdglicht.
Im dritten Teil werden Aspekte der Induktion dergaborenen Immunantwort in
epithelialen Zellen durcBaphylococcus-Spezies betrachtet.

4.1 HETEROGENITAT VON S. AUREUS-I SOLATEN INNERHALB
DER UNIVERSITATSKLINIK

Staphylococcus aureus ist weltweit einer der haufigsten Erreger von ninadb und
aulRerhalb des Krankenhauses erworbenen Infektmmishkeiten. Die Therapie dieser
Infektionen mit entsprechenden Antibiotika fuhri Beaureus relativ schnell zu einer
Resistenzentwicklung. Die Anfang der 60er Jahrémexis aufgetretenen Methicillin-
resistenten S aureus (MRSA) stellen dabei ein zunehmendes Problem als
Hauptverursacher nosokomialer Infektionen, an ddP&tienten versterben und die in
Form von Ausbrichen auftreten kbnnen, dar.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde® aureus-Isolate aus dem Universitatsklinikum
Magdeburg anhand ihrer Resistenzphanotypen, Tofilgrund des Virulenzoperons
agr charakterisiert. Weiterhin wurden ausgewahlte Ndtim-sensible S aureus
(MSSA) molekulargenetisch typisiert und mit bereits Klinikum zirkulierenden
MRSA-Klonen verglichen.
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4.1.1 HARAKTERISIERUNG DER S. AUREUS-I SOLATE

Die verwendeters. aureus-Stdmme wurden tber einen Zeitraum von vier Wochen
verschiedenen klinischen Materialien, die zur Dasgik in das Institut far
Medizinische Mikrobiologie geschickt wurden, isolieund identifiziert. Die
Bestatigung der ldentifizierung erfolgte durch @€R-Analyse de§A442-Elementes
und desmecA-Gens, welche spezifisch fiB. aureus bzw. Methicillin-resistenteS
aureus sind (Abbildung 4.1). Tabelle 4.1 zeigt die Veuaag der Methicillin-sensiblen
(MSSA) und Methicillin-resistentefs. aureus-Isolate (MRSA) auf den Stationen des
Universitatsklinikums Magdeburg und der mit demildiverbundenen Einrichtungen.

Tabelle 4.1: Verteilung deBtaphylococcus aureus-Isolate auf den
Stationen der Universitatsklinik und der mit deinid verbundenen
Einrichtungen.

Fachbereich MSSA (n) MRSA (n)
Innere Medizin
Gastroenterologie 2 0
Kardiologie 4 2
Kardiologie Ambulanz 2 0
Nephrologie 0 1
Urologie 0 1
Endokrinologie 2 2
Héamatologie 2 1
Orthopédie 2 0
Dermatologie 29 2
HNO 7 1
Neurologie 0 1
Andsthesiologie 9 4
Chirurgie
Herzchirurgie 1 0
Kinderchirurgie 2 0
Neurochirurgie 4 4
Plastische Chirurgie 1 0
Chirurgische Tagesklinik 3 0
Intensivstation 3 1
Augenklinik 0 1
Gynikologie 2 0
Pédiatrie 6 0
Notaufnahme 0 1
Rehabilitationszentrum 1 2

(Flechtingen)
total (n) 82 24
total (%) 77 23
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Abbildung 4.1: Beispielhafte Darstellung der PQRnzNachweis (A.) der
intergenic spacer-Region vonS. aureus, auchSA 442-Element genannt, und
(B.) des mecA-Gens, welches fir ein verédndertes Penicillinbimoigin
(PBP2a) bei MRSA verantwortlich ist.

Unter den 106 konsekutive® aureus-Isolaten befanden sich 82 (77%) MSSA und 24
(23%) MRSA (Abb. 4.1). Der grof3te Anteil MSSA wurden Materialien aus der
Dermatologie (35,37%), der Chirurgie (17,07%) uret thneren Medizin (12,20%)
isoliert. Die meisten MRSA-Stamme wurden von deati@hen der Inneren Medizin
(29,17%) und der Chirurgie (20,83%) gewonnen.

Saphylococcus aureus kann neben der Penicillin/Oxacillin-Resistenz auditierse
andere Antibiotikaresistenzen erwerben und damie diherapieoption von
Staphylokokken-Infektionen deutlich einschréanken.Holgenden wurden die isolierten
S aureus-Stamme auf Resistenzen gegen verschiedene Arkdditdassen getestet und
neben den einzelnen Resistenzphanotypen auch dist&emuster analysiert. Von den
82 MSSA waren 58 (70,7%), 19 (23,2%), 13 (15,9%] 8n(3,7%) Stamme resistent
gegen Penicillin, Ciprofloxacin, Clindamycin, Ergpimycin und Gentamicin. Achtzehn
(23%) MSSA-Isolate zeigten keine Resistenz gegenredigesetzten Antibiotika. Von
den 24 MRSA-Stammen zeigten, neben der Methiddtkacillin-Resistenz, 24 (100%),
22 (91,67%), 21 (87,50%), 20 (83,33) und funf (303 Stamme eine Resistenz gegen
Penicillin, Ciprofloxacin, Erythromycin, Clindamyti und Gentamicin. Die
Resistenzmuster d& aureus-Isolate sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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Tabelle 4.2: Resistenzmuster d&aphylococcus aureus-Isolate (PEN:
Penicillin; OXA: Oxazillin; CIP: Ciprofloxacin; ERY Erythromycin;
CLI: Clindamycin; GEN: Gentamycin; TET: Tetracydlin

Resistenzphénotyp MSSA (n) positiv MRSA (n) positiv
fiir Phénotyp fiir Phénotyp

keine Resistenz 18
PEN 32
GEN

CIP

PEN-CIP

PEN-OXA

PEN-GEN

TET-CIP

PEN-TET

ERY-CLI

PEN-OXA-CIP
PEN-OXA-ERY

PEN-TET-CIP

PEN-ERY-CLI

ERY-CIP-CLI
PEN-TET-ERY-CLI
PEN-ERY-CIP-CLI
PEN-ERY-CIP-CLI-GEN
PEN-OXA-ERY-CIP-CLI
PEN-OXA-ERY-CIP-CLI-GEN

OO ODODO—NODODODO—ODDODODOO

SO~ R =~ UNWOO—~RARN—OI——

-
D

o0
\S}
[N}
EN

total (n)

Die Mehrzahl der MSSAN= 32; 39,02%) besald nur eine Penicillinresisterehey der
Penicillinresistenz wurden bei 12 (14,6%) Isola¢eére zusatzliche Antibiotikaresistenz,
bei acht (9,75%) Isolaten zwei zusatzliche AntilEtesistenzen und bei funf (6,1%)
Isolaten drei zusatzliche Antibiotikaresistenzetelgert. Einem MSSA-Stamm konnte
eine Breitbandresistenz gegen Penicillin, Erythromy Ciprofloxacin, Clindamycin
und Gentamicin zugeordnet werden. Nur sechs MS3étere Resistenzphanotypen
ohne Penicillin. Alle MRSA-Stdmme zeigten neben @edacillinresistenz auch eine
Resistenz gegen Penicillin. Drei MRSA besal3en nelgen Oxacillin- und
Penicillinresistenz noch eine Resistenz gegen @gp@acin (h = 2; 8,33%) bzw.
Erythromycin 0 = 1; 4,17%). Den meisten MRSAn (= 15; 62,5%) wurde der
Resistenzphanotyp Penicillin-Oxacillin-Erythromyaiprofloxacin-Clindamycin
zugeordnet. Funf (20,83%) MRSA-Stamme waren zusétzl diesen funf Antibiotika
noch resistent gegen Gentamicin.

Die klassischen Methoden der Phanotypisierung kdnklenale Zusammenhange
zwischen Isolaten nicht aufklaren. Eine molekuldethode fir die Analyse der
Populationsdynamik von Staphylokokken ist dge-Typisierung. Dasccessory-gene-
regulator-Operon égr) ist eines mehrerer globaler Regulatoren, dieEdigression von
Genen beiS aureus koordinieren. Durchagr wird die Synthese der meisten
Virulenzgene und anderer extrazellularer Proteirantdolliert. Bezlglich eines
Polymorphismus inagr-Lokus lassen sich di& aurues-Isolate in vier Gruppen (I-1V)
unterteilen. Ausschlaggebend fir die Einordnungliese vier Gruppen sind ein von
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agrD produziertes autoinduziertes Peptid (AIP) und elesRezeptor. Beide Peptide
unterliegen einer hohen Variabilitdt. Man benutetsd Methode als grobe Typisierung
und geht dabei davon aus, dass die vier verscleedagr-Gruppen ursprunglich
klonale Linien darstellen (Fournier, 2008). Tabell@ fasst die Ergebnisse dagr-
Typisierung der untersuchten Stdmme zusammen. lpildAlmg 4.2 ist die fur die
Analyse verwendete Multiplex-PCR am Beispiel ausgj@ter Isolate dargestellt.

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Analyse des Virulenzopsagr.

agr-Gruppe MSSA (n =82) MRSA (n =24) Gesamt (n = 106)

I 53 18 71

II 17 6 23

111 0 7

v 5 0 5
>

W agr-Gruppe I: 439 bp
agr-Gruppe 1I: 572 bp
agr-Gruppe I11: 321 bp
agr-Gruppe 1V: 657 bp

agr-Gruppe | I m 1 1 VI I1m 1 1 VI |

Abbildung 4.2: Multiplex-PCR ausgewahlter IsolaterzNachweis der verschiederemgr-Gruppen.

75% ( = 18) der MRSA-Isolate besal3en dgr-Gruppe | und 25%n(= 6) dieagr-
Gruppe Il. 64,63% = 53) der MSSA-Isolate wurde diagr-Gruppe | und
20,73% 6 = 17) dieagr-Gruppe Il zugeordnet. Isolate dagr-Gruppen Il und IV
waren ausschliel3lich MSSA-Stamme.

Die Fahigkeit vonS aureus, eine Vielzahl von Infektionen bei Menschen zu
verursachen, ist unter anderem auf die Produktiom wielfaltigen Virulenzfaktoren
zuruckzufthren. Eine bedeutende Gruppe von Virdianaren sind dabei Toxine, die
als Superantigene wirken und mit schweren Krangherdufen einhergehen. Die 106
MSSA- und MRSA-Isolate wurden deshalb auf das Vodeasein von Genen fur die
Staphylokokken-Enterotoxine A-Esdgg-see), G-J €eg-sg) und das Toxisch-Schock-
Syndrom-Toxin-1 &), die alle zu den Superantigenen gezahlt werdetersucht.
Zusatzlich erfolgte die Detektion des Panton-Vatenteukozidin (ukPV), welches
speziell in CA-MRSA grol3e klinische Bedeutung eglarDie detaillierten Ergebnisse



4 ERGEBNISSE 60

der erhaltenen Staphylokokken-Enterotoxine sindTabelle 4.4 zusammengefasst.
Abbildung 4.3 zeigt ausgewéhlte Ergebnisse derrdafigesetzten PCR-Nachweise.

Tabelle 4.4: Pathogenitatsprofile  der
Saphylococcus aureus-Isolate, erhaltenen aus
den nachgewiesenen Genen der
Staphylokokken-Enterotoxine sda-see  und
seg-sg; Gene der  Staphylokokken-
Enterotoxine A-E und G-J).

Toxingen(e) MSSA (1) MRSA ()

keine

sea

sed

seg

sei

sej

sea, sei

sec, sei

sed, sei

seg, sei

seh, sei

sei, sej

sea, seg, sei
seb, seg, sei
sec, seg, sei
sed, sei, sej
seg, sei, sej
sea, seg, sei, sej
seb, sed, sei, sej
sec, seg, sei, sej
sec, seh, sei, sej
seb, sed, seg, sei, sej
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Abbildung 4.3: Beispielhafte Darstellung der PCRyébnisse zur Detektion
der Gene der Staphylokokken-Enterotoxine (A.) SEESsea-sec); (B.)
SED, SEG, SEHs&d, seg, seh); (C.) SEI gei) und (D.) SEJ).

Von den 82 MSSA-Isolaten konnte bei acht Stammeinekeder Enterotoxingene
nachgewiesen werden. Weiterhin besallen 18 MSSAr#anein Gen des
Enterotoxinclusters, bei 30 Stammen konnten gleitiogz zwei Enterotoxingene
nachgewiesen werden, 19 Stamme besal3en drei Gdrsecims Stdmme vier Gene des
Enterotoxinclusters. Bei einem MSSA wurden gleigigetnf der Staphylokokken-
Enterotoxine detektiert. Dieser Stamm, welcher gorem Patienten der Dermatologie
isoliert wurde, besald ebenfalls als einziger véenal06S. aureus-Stdmmen auch das
Gen fur das Panton-Valentine-Leukozidin. Insgesamntde bei den MSSA-Stdmmen
dassea-Gen neun Mal und daeb-Gen vier Mal detektiert, allerdings traten diedwsi
Gene niemals zusammen auf. Bei jedem der 24 MR8latls konnten Enterotoxingene
nachgewiesen werden. Zwei MRSA-Stdmme besallen Igewein Gen des
Enterotoxinclusters, bei sieben Stammen konnteni exe, bei 11 Stammen drei
Gene und bei vier Stammen vier Gene fur Staphylk&okEnterotoxine detektiert
werden. Keines der MRSA-Isolate besal’ das GeraSiP@nton-Valentine-Leukozidin.

Die Ergebnisse der Untersuchung der klinischeratschuf die Anwesenheit des Gens
fir das Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin-1 in Kombioatimit den Staphylokokken-
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Enterotoxinen sind in Tabelle 4.5 dargestellt. Adilong 4.4 zeigt beispielhaft die PCR
zur Detektion desst-Gens.

Tabelle 4.5: Pathogenitatsprofile det-positiven Saphylococcus
aureus-lsolate in Kombinationen mit den Genen fur die
Staphylokokken-Enterotoxine sga-see  und seg-sg: Gene der
Staphylokokken-Enterotoxine A-E und G-dst: Gen fir das
Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin-1).

Toxingen(e) MSSA (n = 33) positiv.  MRSA (n = 3) positiv
fiir Toxingene fiir Toxingene

sei, tst

sec, seli, tst

sed, sei, tst

seg, sei, tst

seh, sei, tst

sei, sej, tst

sea, seg, sei, st
sec, seg, sei, tst
sec, seg, sej, tst
sed, sei, sej, tst
seg, sei, sej, tst
sea, seg, sei, sej, tst
seb, sed, sei, sej, tst
sec, seg, sei, sej, st
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500 bp
400 bp

Toxingen | tst tst tst tst |

tst: 445 bp

Abbildung 4.4: PCR zum Nachweis desGens fir ausgewahlte Isolate.

Bei 40% der MSSA-Stammen & 33) konnte dasst-Gen nachgewiesen werden. Alle
tst-positiven MSSA-Isolate besalen ebenfalls bis ar @ene der Staphylokokken-
Enterotoxine. Nur bei drei (12,5%) der MRSA-Stamkasmnte dadst-Gen detektiert
werden, wobei bei diesen Isolaten auch bis zu Grene des Enterotoxinclusters
vorhanden waren.

Die Mehrzahl § = 24) dertst-positiven MSSA-Stdmme wurden aus Patientenmaterial
der Intensivstationen, der Chirurgie, der An&sthlegie (Intensivstation) und der
Dermatologie isoliert. Da diese Stationen Hochabireiche fiur eine MRSA-Pravalenz
sind, wurde eine detaillierte Analyse der t84positiven Isolate von diesen Stationen
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angeschlossen. Zum einen erfolgte die molekulaggsigrung und Bestimmung der
klonalen Zusammenhdnge dest-positiven MSSA-Isolate. Zum anderen sollte das
Risiko neu auftretendetst-positiver MRSA-Klone, entstanden durch horizontale
Gentransfer von Resistenzgenen dstspositiven MSSA, im Universitatsklinikum
Magdeburg beurteilt werden.

4.1.2 TYPISIERUNG DER TST-POSITIVEN S. AUREUS-I SOLATE

Die molekulare Typisierung detst-positiven S aureus-Isolate erfolgte unter
Verwendung der Multilocus Sequenzanalysel{ilocus sequence typing = MLST) und
der Typisierung des Protein A kodierenden Gens Soaureus (spa) (siehe Kapitel
3.13.3.3 bzw. 3.13.3.4). Beide Methoden werden gnum populationsgenetische
Analysen durchzufiihren und in diesem Zusammenhany Beispiel phylogenetische
Stammb&ume zu erstellen. Im Anschluss an die MUST diespa-Typisierung wurden
die erhaltenen Ergebnisse mit der bereits durclgedii Analyse des Virulenzoperons
agr in Zusammenhang gebracht.

Die Multilocus Sequenzanalyse ordnete den 21 MS&aten neun verschiedene
Sequenztypen (STs) zu. Detailliert waren das S (), ST8 (= 6), ST30( = 1),
ST39 =2), ST4564=05), ST101 =2), ST1211h = 1), ST3951f = 2) und ST4261

= 1). Die dreitst-positiven MRSA-Isolate wurden ST22, ST45 und ST2@8eordnet.
Diese Ergebnisse lassen erkennen, dasS. dareus-Stamme beziglich der Multilocus
Sequenzanalyse sehr heterogen waren. Zur phylagemetn Analyse und um die
verwandtschaftliche Beziehung zwischen den Stammiemen unterschiedlichen ST-
Typen zu verdeutlichen, wurde ein Dendrogramm H#rstabbildung 4.5). Ist die
genetische Distanz im Dendrogramm gleich null, soddiert das mit identischen ST-
Mustern. Jeder Ast des Dendrogrammes reprasentiabiei einen Sequenztyp.
Vergleicht man dieS. aureus-lsolate in Abbildung 4.5 so sind drei verschiedene
Gruppierungenluster) zu erkennen. ST8 gehort zu@huster |, wahrend ST1 und ST
228 dasCluster 1l bilden. DasCluster Il ist heterogen und vereint ST101, ST22,
ST121, ST30, ST39, ST45, ST395 und ST426. Dabel Sifd5, ST395 und ST426
genauso wie ST30 und ST39 innerhalb @tgssters 1l eng miteinander verwandt.
ST121 ist innerhalb dies€usters genetisch am weitesten von den anderen entfernt.
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Abbildung 4.5: Dendrogramm, erstellt nach dem URGMgorithmus (siehe Kapitel 3.13.5.1), zur
Analyse der klonalen Beziehung dest-positiven MSSA-Isolate. Jeder Ast des Dendrogramm
reprasentiert einen Sequenztyp (ST). Die versched&T s kdnnen wiederum in drei charakteristische
Gruppierungen@luster) eingeordnet werden kdnnen. Die Distanz zwischesi Gruppierungen ist der
Mittelwert der paarweisen Distanzen aller Sequenazdreiden Gruppierungen. Die Lange der Aste, die
zwei Gruppierungen trennen, sind proportional zugnethneten phylogenetischen Abstand zwischen
ihnen.

Die spa-Typisierung erfolgt durch die Analyse bestimmteietdérholungen dieseypa-
Gensequenzen. Die 21 MSSA-Isolate konnten 14 vierdehenspa-Typen zugeordnet
werden: t008rf = 2), t012 ( = 1), t015 6 = 2), t019 ( = 1), t024 ( = 2), t056 ( = 2),
t065 h=2),t127 6=1),t1330=1),t1620=1),t2716=1),t287 6= 1),t399 ( =

2) und t400 16 = 2). Die drei MRSA-Isolate besal3en gma-Typen t001, t028 und t032.
Die Kombination dempa-Typen mit den korrespondierenden Sequenztyperairelle
4.6 zeigt, dass ein einzelner Sequenztyp verschgegha-Typen in sich vereinen kann.
Diesbezuglich besallen Stdmme mit ST8 gha-Typen t008, t024 und t400 oder
Stamme mit ST45 diespa-Typen t015, t028, t065 und t133. Den verbleibenden
Sequenztypen ST1, ST22, ST30, ST39, ST101, ST1a1ST228 konnte jeweils nur
einspa-Typ zugeordnet werden.
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Tabelle 4.6: Analyse despa-Typen und der dazugehdrigen Sequenztypen der
verschiedenetst-positivenS aureus-Isolate.

Anzahl von S. aureus-Stimmen mit folgendem MLST-Typ:

spa-Typ
(n) ST1 ST8 ST22 ST30 ST39 ST45 ST101 ST121 ST228 ST395 ST426

t001 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
t008 (2) 0o 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t012 (1) 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
t015 (2) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
t019 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
1024 (2) 0o 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t028 (1) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
032 (1) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
056 (2) 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
065 (2) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
t127 (1) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t133 (1) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
t162 (1) 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
t271 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
t287 (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
399 (2) 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
400 (2) 0o 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Das Virulenzoperomgr spielt eine wesentliche Rolle im regulatorischextawerk und
der Populationsdynamik vd® aureus. Aus diesem Grund wurden dagr-Gruppen der
tst-positiven Isolate in Zusammenhang mit den erhaliekrgebnissen der MLST-
Typisierung gebracht. Wie der Tabelle 4.7 zu emmeghist, sind unter ddst-positiven
Isolaten dieagr-Gruppen I, I, Il und IV zu finden. Alle Isolateit den Sequenztypen
ST8, ST22, ST101 und ST395 zeigtenatje-Gruppe |. Von den sechs ST45-Stdmmen
wurde einem dieagr-Gruppe IV zugeordnet, wahrend die anderen funmgta (vier
MSSA und ein MRSA) zuagr-Gruppe | gehorten. Das ST121-Isolat besal3adie
Gruppe 1V, das ST228 und das ST426-IsolatadieGruppe Il. Die Isolate mit ST1 und
ST30, welche zu den neu aufgetretenen US-ameridagrisKlonen gehoéren die unter
CA-MRSA entdeckt wurden, besalR3en digr-Gruppe Ill. Der ST39-Stamm besal3
ebenfalls dieagr-Gruppe lll.

Tabelle 4.7: Analyse der Sequenztypen und der

dazugehdorigenagr-Typen fur die verschiedenets-
positivenS. aureus-Isolate.

Anzahl von S. aureus-Stimmen mit
folgendem agr-Typ:
MLST (n)

ot

II I

—
<

STL (1)
ST8  (6)
ST22 (1)
ST30 (1)
ST39 (2)
ST45 (6)
ST101 (2)
ST121 (1)
ST228 (1)
ST395 (2)
ST426 (1)
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass 23% dersuaktenS aureus-Isolate als
MRSA eingeordnet wurden, wobei die meisten aul3erda@nen multiresistenten
Phanotyp zeigten. Die Resistenzmuster der MSSAstsolwaren heterogener.
Betrachtet man die erhaltenen Toxinprofile, so siiese sowohl bei den MRSA- als
auch bei den MSSA-Isolaten sehr vielfaltig. Au#adl waren allerdings eine relativ
grol3e Anzahl vorist-positiven MSSA, die von Hochrisikostationen fir BR isoliert
wurden. Weiterfihrende Untersuchungen zeigten, dasetst-positiven MSSA sehr
heterogen bezuglich ihrer Resistenzmuster, Toxfilpydequenztypen unspa-Typen
waren.

4.2 DFFERENZIERUNG VON SPAPHYLOCOCCUS SPP. DURCH
GAP-BASIERTE T-RFLP

Neben S aureus gibt es potenziell humanpathogene Koagulase-negati
Staphylokokken (KNS), die ebenfalls eine bedeuteRadle als Krankheitserreger
nosokomialer Infektionen einnehmen. Die exakte dd#hzierung de&aphylococcus-
Spezies ist eine grundlegende Voraussetzung fiur elifolgreiche Therapie
Staphylokokken-assoziierter  Erkrankungen. ldengifimgssysteme, die auf
biochemischen Reaktionen beruhen fiilhren dabei aft mu unzureichenden
Ergebnissen. Deshalb werden molekulargenetischetygen zur Differenzierung von
Staphylokokken entwickelt.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschatftigte sich detr Entwicklung einer Methode zur
Differenzierung verschiedene&aphylococcus-Spezies, die auf der Analyse der
terminalen Restriktions-Fragmentlangen-polymorplkism  (T-RFLP) des
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenagap) Gens beruht. Dafir wurde dgap-
Gen verschiedeneé®aphylococcus-Spezies partiell sequenziert. Im Anschluss eréolgt
die phylogenetische Analyse der erhaltenen Sequemzeh im Vergleich zu anderen
Genen, die fur die Identifizierung verwendet werdbann wurde digap-basierte T-
RFLP fur Staphylokokken Referenzstdamme etabliedt die Reproduzierbarkeit dieser
Methode durch die Identifizierung von Klinischemlien bewiesen. Den Abschluss
bildeten vergleichende Identifizierungen von Klaien Staphylococcus-lIsolaten und
Referenzstammen, die sowohl mit deap-basierten T-RFLP als auch mit
phanotypischen ldentifizierunssystemen durchgefiarden.

4.2.1 $QUENZIERUNG DES GAP—GENS

Zunachst wurden Sequenzvergleiche gap-Sequenzen, die bereits in der NCBI-
Genbankenthalten waren, erstellt, um Primer fir die PCR die Sequenzierung des
gap-Gens zu entwickeln. Dazu wurden partielle Sequenf@lgender Stadmme
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verwendet: S aureus (NCBI-Genbank Zugangsnummer: AJ13352(8, arlettae
(AF495475),S auricularis (AF495476),S. capitis (AF495487),S. caprae (AF495477),
S carnosus (AF495488), S. chromogenes (AF495478), S. cohnii (AF495489), S
delphini  (AF495497), S epidermidis (AF495479), S equorum (AF495490), S
gallinarum (AF495480), S haemolyticus (AF495491), S. hominis (AF495481), S.
hyicus (AF495492), S intermedius (AF495482), S. kloosii (AF495493), S lentus
(AF495483),S. lugdunensis (AF495494),S. saprophyticus (AF495495),S. schleiferi
(AF495485), S. simulans (AF495498), S warneri (AY024363) und S xylosus
(AF495486). Abbildung 4.6 zeigt Ausschnitte dieSequenzvergleichanit dessen
Hilfe die hochkonservierten Bereiche innerhalb bereits publiziertemgap-Sequenzen
aufgezeigt wurden. Es wurden dann Vorwarts- bzw.ckRé@rtsprimer fur die
Sequenzierung ausgewahlt, die im Verlauf der SexjgeeRCR genau in diesen
konservierten DNA-Abschnitten angreifen. Die Sequenmung und Auswertung der
erhaltenen Genabschnitte erfolgte wie unter 3.58H@eben.
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S. chromogenes ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAGACGTAGAAAATATTG 60 T
S. hyicus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGACGTAGAAAACATTG 60 ﬁ
S. delphini ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGATGTGGAAAATATCG 60 ?
S. schleiferi ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGATGTAGAAAACATTG 60 §
S. carnosus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGATGTTGAAGGTATCG 60
S. simulans ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAGATGTTGAAGGTATCG 60
S. capitis ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATCCAAGATGTAGAAGGTCTAG 60
S. caprae ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATCCAAGATGTAGAAGGTCTTA 60
S. aureus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAGAAGTAGAAGGTCTTG 60
S. haemolyticus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGACGTAGGAGGTATTG 60 =
S. lugdunensis ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGACGTAGAAGGCATCG 60 é
S. arlettae ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAAACGTTGATGGAATCG 60 o
S. kloosii ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAAACGTTGACGGAATCG 60 o
S. gallinarum ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAAACGTTGAAGGAATCG 60
S. saprophyticus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAAACGTTGACGGAATCG 60
S. xylosus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAAACGTTGACGGAATTG 60
S. equorum ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGACGTAGAAGGTATTG 60
S. cohnii ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGAATTCAAGATGTAGAAGGAATCG 60
S. auricularis ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCAGAAGAATTCAAAATGTTGAAGGCATTG 60
S. lentus ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGATTACAAGAAGTAGAAAATATCG 60
S. sciuri ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTTAGAAGATTACAAGAAGTTGAAAATATCG 60
S. intermedius ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTAGCATTCCGTCGTATTCAAAATGTGGAAGGAATTG 60
e d dk kK e ok ok ke ke ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ke ke * * * kkk Kk kk Kk * ' o
Gapl-for E E
ATGGTTTTGGTAGAATTGGTCGTTTA H g
P8
S. chromogenes TTGACGTAGATGTTGTTTTAGAATGTACAGGTTTCTTTACATCAAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. hyicus TAGAAGTAGATGTTGTTTTAGAATGTACAGGTTTCTTCACATCTAAAGAAAAAGCTGAAG 300
S. delphini TAGACATCGACGTGGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCACTGATAAAGAAAAAGCTGAAG 300
S. schleiferi TTGGTGTGGACGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCACAGATAAAGAAAAAGCTGAAG 300
S. carnosus TAGACATTGATGTTGTATTAGAATGTACAGGTTTCTATACAAGTGAAGAAAAAGCAAAAG 300
S. simulans TAGACATTGATGTCGTATTAGAATGTACTGGTTTCTACACTAGCGACGAAAAAGCACAAG 300
S. capitis TAGACATCGACGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTACACTGACAAAGATAAAGCACAAG 300
S. caprae TTGACATCGATGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTACACTGATAAAGATAAAGCACAAG 300
S. aureus TAAATATCGATGTAGTGTTAGAATGTACTGGTTTCTACACTGATAAAGATAAAGCACAAG 300 N
S. haemolyticus TAGATATCGACGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTATACAGATAAAGAAAAAGCAGAAG 300 S
S. lugdunensis TAGGTGTTGACGTGGTATTAGAATGTACTGGATTCTATACAGATAAAGAAAAAGCTGAAG 300 "
S. arlettae TAGATATCGATGTTGTTTTAGAACGTACTGGTTTATTCGCAGACAAAGATAAAGCATCAG 300 8
S. kloosii TAGATATCGATGTTGTCTTAGAATGTACTGGTTTATTTGCTGATAAAGATAAAGCTTCAG 300 g
S. gallinarum TAGACATCGATGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCGCTGACAAAACTAAAGCAGAAG 300
S. saprophyticus TAGACATCGATGTTGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCGCTGATAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. xylosus TAGACATCGATGTTGTATTAGAATGTACTGGTTTCTACGCTGATAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. equorum TAGACATCGATGTTGTTTTAGAATGTACTGGTTTCTTCGCTGATAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. cohnii TAGATATCGATGTTGTATTAGAATGTACTGGTTTATTCACAGATAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. auricularis TAGACATCGACGTTGTACTTGAATGTACTGGTTTATTCACAGACAAAGAAAAAGCAGAAG 300
S. lentus TAGACATCGATGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCGCTGATAAAGAAAAAGCTCATG 300
S. sciuri TAGATATCGATGTAGTATTAGAATGTACTGGTTTCTTCGCTGACAAAGACAAAGCTTCAG 300
S. intermedius TAGGAGTAGACATCGTTCTTGAATGTACTGGTTTCTTCACAGCACAAGACAAAGCTGAAT 300
* * kK * kk * kkk kkkk kk kk * * * * ok k ok ok : g
Gap4-for H Z
GAYGTNGTNYTWGAATGTACWGG V2
L8
S. chromogenes TAGACGGTGGCGCACAACGTGTACCAGTAGCAACAGGTTCATTAACTGAATTAACAGTTG 720
S. hyicus TAGATGGTGGCGCGCAACGTGTACCAGTTGCTACAGGTTCATTAACAGAATTAACTGTTG 720
S. delphini TAGACGGTGGTGCACAACGTGTTCCTGTAGCAACAGGTTCATTAACTGAATTAACTGTAG 720
S. schleiferi TAGACGGTGGTGCACAACGTGTTCCAGTTGCAACTGGTTCATTAACAGAATTAACAGTTG 720
S. carnosus TAGACAGCGGCGCTCAACGTGTTCCTGTTGCAACTGGTTCATTAGCTGAATTAACAGTTG 720
S. simulans TAGACGGTGGCGCTCAACGTGTTCCTGTAGCAACTGGTTCATTAACTGAATTAACAGTTG 720
S. capitis TAGACGGTGGAGCTCAACGTGTTCCAGTTGCAACAGGTTCATTAACTGAATTAACAGTAG 720
S. caprae TAGACGGTGGTGCACAACGTGTTCCAGTTGCTACAGGTTCATTAACAGAATTAACTGTAG 720
S. aureus TAGATGGTGGTGCACAACGTGTTCCTGTAGCTACAGGTTCATTAACTGAATTAACAGTAG 720 2
S. haemolyticus TAGACGGTGGTGCTCAACGTGTACCAGTTGCTACAGGTTCATTAACTGAAGTGACAGTTG 720 B
S. lugdunensis TAGACGGTGGTGCGCAACGTGTACCTGTAGCTACAGGTTCATTAACTGAATTAACTGTAG 720 N
S. arlettae TAGATGGTGGCGCTCAACGTGTACCAGTAGCTACTGGTTCATTAACTGAATTAACAGTTG 720 °
S. kloosii TAGACGGTGGCGCACAACGTGTTCCAGTTGCAACAGGTTCATTAACTGAATTAACAGTTG 720 %
S. gallinarum TAGACGGTGGTGCGCAACGTGTACCAGTTGCTACTGGTTCTTTAACTGAATTAACAGTTG 720
S. saprophyticus TAGATGGAGGAGCGCAACGTGTTCCTGTTGCAACTGGTTCATTAACTGAATTAACAGTTG 720
S. xylosus TAGACGGTGGAGCGCAACGTGTTCCTGTAGCTACTGGTTCGTTAACAGAATTAACAGTTG 720
S. equorum TAGACGGTGGCGCTCAACGTGTTCCAGTTGCTACTGGTTCATTAACTGAACTTACAGTTG 720
S. cohnii TAGACGGTGGAGCACAACGTGTACCAGTTGCAACTGGTTCATTAACTGAATTAACAGTAG 720
S. auricularis TAGACGGCGGTGCACAACGTGTCCCTGTTGCTACTGGTTCATTAACAGAATTAACAGTAG 720
S. lentus TAGATGGATCAGCTCAACGTGTTCCAGTAGCAACTGGTTCAGTAACTGAATTAACAGCAG 720
S. sciuri TAGATGGATCAGCTCAACGTGTTCCAGTAGCAACTGGTTCAGTAACAGAATTAACAGCTG 720
S. intermedius TAGACGGAGCAGCTCAACGTGTTCCAGTTCCAACTGGTTCCCTTACTGAATTAGTAACAG 720 ]
%k ok ok * *k kkkkkkkk kk kK * kk kkokokok * * kkk Kk * : DT
Gap7-rev 8
9TTGCACAHGGWCAWCGWTGWCCAAG E :
N ¥ 9

Abbildung 4.6: Sequenzvergleich zum Erstellen demé& fir die Sequenzierung degap-Gens. Die
Sequenzen der verschiedenen Spezies wurden der-Gi€iflank entnommen. Die mit * markierten
Positionen stellen Ubereinstimmende Basen in &kguenzen dar. Beispielhaft sind die Positionen und
Sequenzen von drei Sequenzierprimern, Gapl-for4&apund Gap7-rev, dargestellt. Rot hinterlegtsin
dabei ubereinstimmende Basen innerhalb der Priemerden anderen Positionen wurdémobbles
eingebaut.
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Die im Anschluss an die Sequenzierung erhaltenetiepan 931-934 bp grolRegap-
Sequenzen wurden in der NCBI-Genbank unter den iistaimmern DQ321674 bis
DQ321700 hinterlegt. Abbildung 4.7 zeigt beispiéihdie Datenbankeintrage fur
S saprophyticus und S. equorum.

A. LOCUS DQ321695 931 bp DNA linear BCT 07-AUG-2006
DEFINITION Staphylococcus saprophyticus glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gap) gene, partial cds.
ACCESSION DQ321695
VERSION DQ321695.1 GI:85062717
CDS <1.>931
/gene="gap"
/codon_start=3
/transl_ table=bacterial and plant pastid code
/product="glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase"
ORIGIN
1 atggttttgg tagaattggt cgtttagcat tcagaagaat tcaaaacgtt gacggaatcg
61 acgtagtagc agtaaacgat ttaacagatg acgaaatgtt agctcattta ttaaaatatg
121 atactatgca aggacgcttc acaggagaag ttgaagtaga aaaagacggt ttccgcgtaa
181 acggacaaga agtaaaatca ttctctgagc ctgaaccaag taaattacct tggaaagact
241 tagacatcga tgttgtatta gaatgtactg gtttcttcgec tgataaagaa aaagcagaag
301 cacacatcaa tgcaggtgct aaaaaagtat taatctctgc tccagctaca ggcgatttaa
361 aaacaatcgt ttataataca aaccaccaag aattagacgg ttcagaaact gttgtttcag
421 gtgcttcatg tactactaac tcattagctc ctgttgctaa agttttaaat gatgacttcg
481 gtttagtaga aggtttcatg actactatcc acgcatacac tggtgaccaa agcacacaag
541 atgcaccaca cagaaaaggc gacaaacgtc gtgcgegtgce agctgctgaa aacatcatcc
601 ctaactcaac tggtgctgct aaagcaattg gcttagtaat tcctgaaatt gatggtaaat
661 tagatggagg agcgcaacgt gttcctgttg caactggttc attaactgaa ttaacagttg
721 ttttagaaaa aaatgtaagc attgaagatg taaatgctgc aatgaaaaat gcttcaaacg
781 aatcattcgg ttacacagaa gacgaaatcg tatcttcaga cgtaatcggt atgacttatg
841 gttcattatt tgatgcaaca caaactcgtg taatgactgt tggcgaccgt caattagtta
901 aagtagcagc ttggtatgat aacgaaatgt c

B. LOCUS DQ321684 931 bp DNA linear BCT 07-AUG-2006
DEFINITION Staphylococcus equorum glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(gap) gene, partial cds.
ACCESSION DQ321684

VERSION DQ321684.1 GI:85062695
CDS <1..>931
/gene="gap"

/codon_start=3

/transl_table=bacterial and plant pastid code

/product="glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase"

ORIGIN
1 atggttttgg tagaattggt cgtttagcat ttagaagaat tcaagacgta gaaggtattg

61 acgtagtagc agttaacgat ttaacagatg acgaaatgtt agctcattta ttaaaatatg
121 acactacaca aggtcgcttc acaggagaag ttgaagtaga aaaagacgga ttccgtgtaa
181 atggacaaga agttaaatca ttctcagaac ctgaaccaag taaattacct tggaaagatt
241 tagacatcga tgttgtttta gaatgtactg gtttcttcge tgataaagaa aaagcagaag
301 ctcacattga cgctggcgct aaaaaagtat taatctctgc accagcaaca ggcgacttaa
361 aaacaatcgt ttataacact aaccacagtg aattagatgg ttcagaaaca gttgtttcag
421 gtgcttcatg tactactaac tcattagctc cagtagctaa agttttaaat gacgacttcg
481 gcttagttga aggtttcatg actactattc acgcatatac tggtgaccaa agtactcaag
541 atgctccaca cagaaaaggc gacaaacgcc gtgcacgtgc agctgctgaa aacatcatcc
601 ctaactcaac aggtgctgct aaagcaattg gtttagtaat ccctgaaatc gatggtaaat
661 tagacggtgg cgctcaacgt gttccagttg ctactggttc attaactgaa cttacagttg
721 tattagaaaa agacgtaagc gttgaagacg ttaacgcagc aatgaaaaat gcttcagacg
781 aatcatttgg ttacactgaa gacgaaatcg tttcttctga cgtaatcggt atgacttacg
841 gttcattatt cgatgcaacg caaactcgtg ttatgacagt tggagatcac caattagtta
901 aaatagcagc ttggtatgat aacgaaatgt c

Abbildung 4.7: Eintrage der erhaltenen partiellegap-Sequenzen fir
(A.) Staphylococcus saprophyticus und (B.)Saphylococcus equorum in der NCBI-
Genbank.
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4.2.2 RYLOGENETISCHE ANALYSE DER GAP-SEQUENZEN DER
VERSCHIEDENEN STAPHYLOCOCCUS SPP.

Im Folgenden wurde die Sequenzéhnlichkeit der svhah partiellergap-Sequnzen
durch das Erstellen einer DNA-Sequenzahnlichkeitsm#éeurteilt (Abbildung 4.8).
Vergleichend dazu wurden Ahnlichkeitsmatrices fiiie dl6S rRNA-, sodA-,
hsp60-, rpoB- und tuf-Gene verschiedené&taphylococcus-Spezies mit Sequenzen aus
der NCBI-Genbank erzeugt.

o

v o & Qv W %e W 6 o \\\ﬂ o % S
Al AWV A0S @ N\ \V ( <\ \ S Y 0 (\
Stamm &\\o\\ﬂe\w &« Q‘“&Q o o\\i \o\\\\ Q\\Q& o S\\S 0\\“\\&0\0\\‘\;‘1 ot o :\0 g\e\\\‘s\%&\(&c o o \Z o @\‘\Q (‘\;\05\\
(gap-Gen) ‘5$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$S$$$$
S. arlettae D |

S. aureus 75 1D

S. auricularis 85 74 ID

S. capitis 75 90 75 ID

S. caprae 24 27 24 27 1D

S. carnosus 29 27 27 27 45 ID

S. chromogenes 84 74 83 72 24 29 ID

S. cohnii 88 75 87 75 26 28 83 ID

S. delphini 85 74 84 72 25 29 88 85 ID

S. epidermidis 74 89 75 91 27 27 72 76 74 ID

S. equorum 90 74 86 74 25 28 84 89 84 74 ID

S. felis 47 46 47 46 25 27 47 48 48 47 46 ID

S. gallinarum 89 74 87 74 25 28 84 88 84 74 89 47 ID

S. haemolyticus 30 28 28 28 44 85 30 29 31 28 29 27 29 ID

S. hominis 86 75 83 75 25 28 85 85 84 75 85 46 85 29 ID

S. hyicus 84 74 84 72 24 27 91 84 88 72 84 48 84 29 83 ID

S. intermedius 86 74 84 73 25 29 88 85 96 74 84 49 84 31 84 87 ID

S. kloosii 92 75 86 75 25 28 84 89 85 74 89 48 90 30 85 85 85 ID

S. lentus 81 70 80 71 26 27 81 81 82 71 83 48 83 28 80 81 83 82 ID

S. lugdunensis 74 88 75 88 26 26 72 74 73 87 73 46 74 27 77 72 73 74 69 ID

S. muscae 29 27 28 27 44 83 30 29 30 27 28 27 28 85 28 28 30 29 28 26 ID

S. saprophyticus 89 74 86 73 24 28 85 90 84 73 91 47 90 29 85 84 84 89 82 72 29 ID

S. schleiferi 30 27 28 27 43 83 29 29 30 28 29 26 28 86 29 28 29 30 27 27 88 29 ID

S. sciuri 82 69 80 70 26 27 80 81 82 70 83 48 83 29 81 80 83 82 93 69 28 82 27 ID

S. simulans 29 27 27 27 44 95 29 28 29 27 28 28 28 86 28 27 29 28 28 26 84 28 83 28 ID

S. warneri 87 77 85 78 24 27 84 86 84 76 88 47 89 29 87 83 85 89 83 75 28 86 29 83 28 ID
S. xylosus 29 27 29 26 41 81 30 28 30 27 28 27 28 84 29 28 30 29 27 25 80 29 80 27 82 27 ID

Abbildung 4.8: DNA-Sequenzahnlichkeitsmatrix basiet auf dem Vergleich der erhaltengsp-
Sequenzen de®aphylococcus-Spezies. Die Analyse erfolgte mit dem PrograBimEdit, Version
7.0.1.

Durch den paarweisen Vergleich dgap-Sequenzen wurden Sequenzéhnlichkeiten
zwischen 24% und 96% erhalten. Die SpeZedentus und S sciuri zeigten eine
Sequenzahnlichkeit bezuglich ihrer partiellegap-Gene von 93%, wohingegen
Vergleiche die auf anderen Genen basierten Ahnditbk zwischen 88% und 98%
aufwiesen. Im Speziellen waren das 88%H#p60, 88,9% flirsodA und 98% fir das
16S rRNA-Gen. Beim Vergleich der partiellagap-Sequenzen vors. capitis und

S caprae betrug die Sequenzdhnlichkeit nur 27%, wobei diguazen desodA-,
16S rRNA- undhsp60-Gene Ahnlichkeiten von 94%, 95% und 99% zeigteRiir

S carnosus und S simulans wurde einegap-Sequenzéhnlichkeit von 95% erhalten,
wohingegen dierpoB- und 16S rRNA-Gene Ahnlichkeiten von 88% bzw. 96%
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aufwiesen. Diegap-Sequenz vonS. chromogenes und S hyicus stimmte zu 91%
Uberein, wahrend die Vergleiche dedA- und 16S rRNA-Daten Sequenzahnlichkeiten
von 77,6% und 98% ergaben.

Aus den partiellegap-Sequenzen wurde nun ein phylogenetischer Stammieasteilt
(Abbildung 4.9 A.). Die verschiedenesiaphylococcus-Spezies wurden dabei in drei
verschiedene GruppierungerClster) mit signifikanten Bootstrap-Werten >90%
eingeteilt. Das erst€luster wurde alsS. hyicug/S. intermedius-Gruppe bezeichnet und
umfassteS. hyicus, S. chromogenes, S. delphini und S intermedius. Das zweiteCluster
enthielt zwei Gruppen, di& sciuri-Gruppe mitS sciuri und S lentus, und die
S haemolyticus/S. simulans-Gruppe mit S haemolyticus, S. xylosus, S muscae,

S smulans, S schleiferi subsp.schleiferi, S. carnosus subsp.carnosus, S. caprae und
S felis. Das dritteCluster bestand aus de® aureus/S. epidermidis-Gruppe, welche
S aureus, S hominis subsphominis, S warneri, S epidermidis, S capitis subsp capitis
und S. lugdunensi s umfasste Staphylococcus auricularis und S. cohnii konnten keinem
Cluster zugeordnet werden. Dasselbe traf fiur den Stammbagig der heterogenen
S saprophyticus-Gruppe zu, welches. saprophyticus subsp saprophyticus, S. equorum
subsp.equorum, S. gallinarum, S arlettae und S kloosii, mit Bootstrap-Werten von
75%, 75% und 29%, umfasste. Beim Vergleich derigliah gap-Sequenzen von
S sciuri und S lentus wurden Sequenzéahnlichkeiten von 82% (Abbildung ér@)ittelt.
Der Position beider Spezies im phylogenetischermBiaaum zueinander wird ein
Bootstrap-Wert von 100% zugeordnet.

Auch fir die aus der NCBI-Genbank entnommenen FI$A-, hsp60-, rpoB-, sodA-

und tuf-Sequenzen de®taphylococcus-Spezies wurden phylogenetische Stammbaume
erstellt (Abbildung 4.9 B.-F.) und diese mit degap-Stammbaum verglichen.
Betrachtet man dab@& felis und S muscae, so werden beide Spezies bezuglich ihrer
gap-, rpoB- und sodA-Gensequenzen innerhalb der jeweiligen phylogestetis
Stammbaume demselbefluster zugeordnet. Im Gegensatz dazu deuten die
Stammbéume, die auf 16S rRNA- uhgp60-Sequenzen basieren, auf keine enge
Verwandtschaft dieser beiden Spezies Biaphylococcus hyicus und S. chromogenes
befinden sich bei der Analyse ihrer 16S rRNRsp60- und rpoB-Sequenzen innerhalb
einesClusters, innerhalb desodA-Stammbaums ist diese Verwandtschaft weniger eng.
Die Gruppierung beider Spezies innerhalb des Staumb, welcher aufgap-
Gensequenzen basiert, bekréftigt wiederum die Ameabliner engen Verwandtschaft
von S hyicus und S. chromogenes. Staphylococcus arlettae und S. kloosii wurden
sowohl bei der Betrachtung demp-basierten Stammbaume8optstrap-Wert von
98%), als auch der Stammb&ume ¢sp60-, rpoB-, sodA- und 16S rRNA-Gene
(Bootstrap-Werte < 43%) ahnlich eingeordn&aphylococcus hominis subsp.hominis

und S lugdunensis wurden entsprechend degap- (Bootstrap-Wert von 95%),tuf
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(Bootstrap-Wert von 44%)- untsp60-Stammbaume Bootstrap-Wert von 29%) in
dasselbe&Cluster eingeordnet, wahrend das bei der Analyse ihrerrR®6A-, rpoB- und
sodA-Gensequenzen jedoch nicht beobachtet werden konblie Gruppierung von
S delphini und S. intermedius war innerhalb degap-, 16S rRNA-,hsp60- und sodA-
Stammbaume vergleichbar. Die phylogenetische Vedtgahaft vonS. chromogenes
und S hyicus auf der Basis degap- und rpoB-Stammbaume (jeweils eiBootstrap-
Wert von 100%) wurde von &hnlichen Grupppierungameihalb der Stammbaume,
deren Grundlagdasp60-, 16S rRNA-undsodA-Gensequenzen waren, unterstutzt. Ein
hoher Verwandtschaftsgrad zwisch&n carnosus subsp.carnosus und S simulans
zeigte sich bei der Analyse dgap- (Bootstrap-Wert von 100%)hsp60-, sodA- (jeweils
ein Bootstrap-Wert von 98%) und rpoB-Gene Bootstrap-Wert von 79%).
Saphylococcus delphini und S intermedius wurden entsprechend ihreap-, 16S
rRNA-, sodA- und hsp60-Sequenzen, miBootstrap-Werten von jeweils 100%, in
dasselbe&luster eingeordnet.

A. gap B. 16s rRNA

S. caprae

8 S. haemolyticus

S. xylosus S. arlettae
S. carnosus subsp. carnosus 4S. gallinarum

° S. saprophyticus subsp. saprophyticus
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S. simulans

1
S. muscae

S. schleiferi subsp. schleiferi S. equorum subsp. equorum
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S. lentus 1
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S. capitis subsp. capitis S. epidermidis
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S. epidermidis S. warneri

1
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3
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1
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8
1

57
S. delphini

00

S. intermedius

S. aureus

89
S. hominis subsp. hominis

S. lugdunensis S. schleiferi subsp. schleiferi
S. auricularis S. hyicus
S. chromogenes
S. arlettae o
S. felis
S. kloosii
® S. lentus
00

S. gallinarum S. sciuri

36
S. equorum subsp. equorum S. carnosus subsp. carnosus

0
S. saprophyticus subsp. saprophyticus 45, simulans

S. cohnii subsp. cohnii Lt S muscae
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S. epidermidis
C. hsp60 5% rpoB
S. muscae
S. chromogenes
. " 100
S. capitis subsp. capitis LS. hyicus
S. caprae 2 S. schleiferi subsp. schleiferi
aS. carnosus S. felis
. 30
S. simulans 20 S. muscae
S. aureus
1 ) 795. carnosus subsp. carnosus
S. warneri S. simulans
S. lugdunensis 34 S. auricularis
. 100
[638. haemolyticus 505 sciuri
S. hominis o S. lentus
AOS' chromogenes 1050. intermedius
25 S- hyicus S. lugdunensis
o S. schleiferi S. capitis subsp. capitis
- 48
1030- delphini 7 S. caprae
S. intermedius 18 S. haemolyticus
39 S. felis S. hominis subsp. hominis
33
EIOSO' lentus 3 S. warneri
LS. sciuri S. aureus
. 43
S. kloosii 5 S. cohnii subsp. cohnii
358' cohnii subsp. cohnii S. epidermidis
27 S. saprophyticus S. equorum subsp. equorum
61
43S. equorum 5 S. gallinarum
29
S. xylosus 37~ S. saprophyticus subsp. saprophyticus
9 S. arlettae 73— S. xylosus
E 9S. auricularis 8 S. kloosii
S. gallinarum S. arlettae
E. sodA F. tuf
S. lentus
00 o
S. sciuri
S. muscae
S. saprophyticus
S. felis
99
S. hyicus
S. xylosus
S. delphini 95
S. intermedius
o o 78 S. auricularis
S. schleiferi subsp. schleiferi
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S. simulans
S. chromogenes 40
S. carnosus subsp. carnosus
8 S. itis
S. simulans capiis
P, ” 64
S. capitis subsp. capitis 29
DS caprae S. epidermidis
S. warneri 16
S. epidermidis S. warneri
S. auricularis
S. saprophyticus S. aureus
73
i D &5 S. xylosus
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43 . 44
S. kloosii
S. cohnii subsp. cohnii L——— S. lugdunensis
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Abbildung 4.9: Phylogenetische Stammbaume erstaht (A.)gap-, (B.) 16S rRNA-, (C.hsp60-, (D.)
rpoB-, (E.)sodA- und (F.)tuf-Sequenzen verschieder&aphylococcus-Spezies. Die Analyse basiert auf
dem Neighbour joining-Algorithmus mit einerBootstrap-Analyse von 1000 Wiederholungen. Der
angegebene Wert an den Verzweigungen zeigt anpfiviiese Verzweigung an derselben Position der,
im Verlauf derBootstrap-Analyse erstellten Stammbaume, auftritt (Kapité335.2).
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4.2.3 BNTWICKLUNG DER T-RFLP

Nach der partiellen Sequenzierung dggp-Gens bestand der néchste Schritt zum
Aufbau der T-RFLP in der Auswahl geeigneter ReStimisenzyme, um die
Saphylococcus-Spezies moglichst gut voneinander differenzieren kbnnen. Aus
diesem Grund wurdem silico-Analysen unter Verwendung der erhaltenen partielle
gap-Sequenzen und des ProgranmidiBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)
durchgefuhrt. Um alle 2&aphylocccus spp. voneinander unterscheiden zu kénnen,
sind Restriktionen mit drei verschiedenen Enzynizel, Tagl und BspHI, notwendig.
Zusatzlich wurden beide PCR-Primer mit untersciobéeh Fluoreszenzmarkierungen
versehen, um den Informationsgehalt der Probenrlzdhen. Somit wurden nach der
Restriktion in der sich anschlieRenden Fragmemnyamalim Sequenzierer nur die
GroRRen der mit Fluoreszenz markierten terminalesheBrbestimmt (Abbildung 4.10).

PCR-Produkt 931-934 bp {:}— ::
Restriktion mit drei verschiedenen Enzymen
Ddel Taql BspHI1
erhaltene Fragmentgrofien fiir:
S. caprae {:ﬁ} {::5 ::} {:_—{:}
336 bp 598 bp 160 bp 80 bp 934 bp

I

S. epidermidis {:} i:} {:} — {:}
336 bp 598 bp 160 bp 284 bp 498 bp 436 bp{:}
S. saccharolyticus {:} i:} {:\% ::}
336 bp 598 bp 160 bp 80 bp 498 bp 436 bp
S. warneri {:} = i:} {:} ﬁ {:}—
240 bp 598 bp 160 bp 80 bp 931 bp£:}

erhaltenes T-RFLP Profil:

ﬂ;

Ddel Taql BspHI1
HEX FAM HEX FAM HEX FAM
S. caprae 336bp 598 bp 160bp 80 bp 934bp 934 bp
S. epidermidis 336 bp 598 bp 160 bp 284 bp 498 bp 436 bp
S. saccharolyticus 336 bp 598 bp 160bp 80 bp 498 bp 436 bp
S. warneri 240bp 598 bp 160bp 80 bp 931bp 931 bp

Abbildung 4.10: Schema zur Auswahl geeigneter Reinsenzyme fir digap-basierte T-RFLP am
Beispiel ausgewahlteiStaphylococcus-Spezies. Das PCR-Produkt wird mit fluoreszenzneatémn
Primern generiert und im Anschluss mit drei versdenen Restriktionsenzymen geschnitten. Nach der
Fragmentanalyse ergibt sich fiir jede Spezies anagtteristisches T-RFLP-Profil (griin: HEX-markierte
terminales Ende; blau: FAM-markierte terminales &nd

Betrachtet man zum Beispieb caprae, S epidermidis, S saccharolyticus und

S warneri, so erhielt man als Ergebnis der Restriktion Dulel zwei verschiedene
Muster. Nur S warneri konnte in diesem Fall von den anderen drei Spezies
unterschieden werden. Verwendet niagl als zweites Restriktionsenzym, so waren
die Ddel/Tagl T-RFLP Muster furS epidermidis und S. warneri einmalig. Diese
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konnten eindeutig von den anderen zwei Speziegsahtieden werden. U8 caprae
und S saccharolyticus differenzieren zu kénnen, wurde zusatzlich einetfit@¢®n mit
BspHI durchgefihrt. Nur das PCR-Produkt vBnsaccharolyticus wurde durchBspHI
geschnitten, womit sich bei Verwendung vodel/ Taqgl/BspHI auch furS. caprae und

S saccharolyticus einmalige T-RFLP-Muster zur ldentifizierung ergab&ur in der
Kombination aller drei Restriktionsenzyme und mitez verschiedenen, terminalen
Markierungen der PCR-Produkte konnten die hier efiityyten Staphylococcus spp.
differenziert werden.

Um Referenzmuster zur Identifizierung und Diffenenang der Staphylokokken zu
erstellen, wurde die T-RFLP mit 28 verschieden&taphylococcus spp.
Referenzstammen durchgefuhrt. Fir jeden Referemmstavurde das T-RFLP-Profil
drei Mal aus unabhéngigen Versuchen ermittelt, esiaiperte Daten zu erhalten, die
dann die Grundlage fur alle folgenden Identifizregen bildeten. In Abbildung 4.11
sind die Ergebnisse der FragmentanalyseSfigpidermidis DSM 20044 zu sehen. Die
Profile der anderen Referenzstamme sind dem Anpabgildung 8.1) zu entnehmen.
Tabelle 4.8 fasst die erhaltenen Grof3en der tetemrf@estriktionsfragmente und damit
die individuellen T-RFLP-Profile fir jeden Stammsammen.

T-RF Grof3e in bp

m 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 GED 720 780 240 a0 QB0
1400 |
1200 | A *
1000 | .
800 A
600
400 _
00
i \
— B 26 :F02 3 .epidermidis_Ddel_11.fsa @ 26 :F03_3.epidemmidis_Ddel_11.fsa
e !
n 2400 _| *
G B A
2000
2 1500 | )
§= i
N 1200 |
c 800
)
N 400
()] 0| A
(<))
=5 B 26 : 6043 .epidermidis_Taql_D4.fsa @ 25 :B604_3.epidemidis_Taql_04.fsa
> 3600 ] *
LL 3000 A
2400 1 C .
1200
1200 1
600
0] A
| i 18 : A03_5 epidermidiz_BspHI_D1.fsa o= 1G : A03_3.epidemmidis_BspHI_01.fza

Abbildung 4.11: T-RFLP-Profil vors. epidermidis DSM 20044 nach Restriktion middel (A.),
Tagl (B.) undBspHI (C.). Die x-Achse entspricht der FragmentgroRépnund die y-Achse zeigt
die Fluoreszenzintensitat in relativen Fluoreszermasten. (* HEX-markierte Fragmente;FAM-
markierte Fragmente)
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Tabelle 4.8: Terminale Fragmentgré3en (in bp) férhphyl ococcus spp. Referenzstéamme.

Fragmentgrofien in bp nach Restriktion mit
folgenden Enzymen:

a Ddel Taql BspHI1
Stamm Referenz
Markierung

HEX FAM HEX FAM HEX FAM
S. saprophyticus subsp. saprophyticus CCM 883 204,97 297,25 59,57 680,06 496,64 432,13
S. equorum subsp, equorum DSM 20674 203,15 447,06 247,57 79,76 496,81)5 43297
S. gallinarum CCM 3572 205,13 593,67 5894 80,15  kS. k.S.
S. arlettae DSM 20672 203,60 691,07 59,39 80,15 k.S. k.S.
S. cohnii subsp. cohnii DSM 20260 205,68 691,29 59,01 187,04 496,99 433,65
S. xylosus CCM 2725 204,81 725,55 247,63 80,07 496,25 431,49
S. lentus CCM 3472 239,59 298,34 58,81 80,49 k.S. k.S.
S. muscae CCM 4175 240,26 592,71 64,88 80,42 k.S. k.S.
S warneri DSM 20316 23980 593,17 161,34 7981 k. k.S.
S. kloosii DSM 20676 239,98 672,77 59,04 80,21 k.S. k.S.
S. intermedius DSM 20373 239,94 689,64 58,74 80,42 k.S. k.S.
S. hyicus DSM 20459 240,21 690,03 852,23 80,38 k.S. k.S.
S. auricularis ATCC 33753 239,51 693,51 202,00 80,88 496,04 59,67
S. schleiferi subsp. schleiferi ATCC 43808 33549 594,26 852,66 80,51 k.S. k.S.
S. saccharolyticus Isolat 335,24 595,31 161,59 79,81 495,99 434,26
S. epidermidis DSM 20044 334,83 596,01 161,50 283,37 497,27 436,05
S. caprae CCM 3573 334,78 596,80 161,26 80,07 k.S. k.S.
S. aureus Isolat 335,55 596,90 248,24 80,51 k.S. k.S.
S. hominis subsp. hominis CCM 2732 392,15 51,00 24845 80,54 k.S. k.S.
S. haemolyticus CCM 1798 392,07 537,25 249,17 79,55 k.S. k.S.
S. lugdunensis DSM 4804 392,70 538,72 58,68 283,74 k.S. k.S.
S. felis ATCC 49168 448,45 298,41 59,15 120,94 k.S. k.S.
S. hominis subsp, hominis Isolat 875,31 51,00 248,38 80,50 k.S. k.S.
S. sciuri CCM 3473 k.S. k.S. 59,00 620,32 k.S. k.S.
S. delphini DSM 20771 k.S. k.S. 59,07 80,56 760,70 167,16
S. carnosus subsp. carnosus DSM 20501 k.S. k.S. 59,41 281,87 497,06 433,82
S. simulans CCM 2705 k.S. k.S. 59,93 79,77 496,57 432,42
S. capitis subsp. capitis CCM 2734 k.S. k.S. 161,33 80,14 k.S. k.S.
S. chromogenes CCM 3387 k.S. k.S. k.S. k.S. k.S. k.S.

% DSM: Deutsche Stammsammliung von Mikroorganismed #ellkulturen; ATCC:American Type
Culture Collection; CCM: Czech Collection of Mikroorganisms; °k.S.: keine Schnittstelle vorhanden

Die erhaltenen T-RFLP-Profile der Referenzstamnomnken durch die Analyse
diverser klinischer Isolate vielfach reproduziererden und diese Methode zur
Identifizierung von Staphylococcus-Spezies erfolgreich in unserem Labor etabliert
werden. Fast alle klinischen Isolate zeigten eiRAL-P-Profil, was identisch mit dem
Profil des jeweiligen Referenzstammes war. Nur dei Analyse vonS hominis-
Isolaten trat zusatzlich ein T-RFLP-Muster auf, ahels nicht dem des
Referenzstammes entsprach. Die Identitat dieselatésowurde mittels partieller
Sequenzierung des 16S rRNA-Gens nochmals Ubenpnidftdas zusétzliche T-RFLP-
Profil fir S hominis subsp.hominis in die Liste der Referenzstamme fiur T-RFLP
aufgenommen (Tabelle 4.8).
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Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit dmp-basierten T-RFLP wurden die Grél3en
der terminalen Fragmente von 34 klinisct&epidermidis-Stammen und 28 klinischen
S haemolyticus-Isolaten mit den theoretisch berechneten Fragm@&®em verglichen
(Tabelle 4.9). Die Abweichung zwischen den erhatenund den theoretisch
berechneten FragmentgrofRe lag im Bereich von —2Disp. Die Verteilung der T-RF-
GroRRen ist in Abbildung 4.12 fu& haemolyticus und in Abbildung 4.13 furS
epidermidis anhand von Quantile-Quantile-Plots (Q-Q-Plots)gdatellt. Annahernd
lineare Plots kennzeichnen dabei eine geringe Wamiader FragmentgrofRe
verschiedener Isolate innerhalb einer Spezies.niaesten dargestellten Plots sind als
linear zu bezeichnen und beweisen die hohe Repertharkeit dergap-basierten T-
RFLP. Abweichungen von linearen Plots treten bagkrentgrof3en grol3er als 500 bp
und kleiner als 80 bp auf.

Tabelle 4.9: Genauigkeit der T-RFLP bei klinisch&repidermidis und
S haemolyticus Isolaten im Vergleich zuin silico ermittelten T-RF-
Grole.

Fragmentgrofien in bp nach Restriktion mit
folgenden Enzymen:
Ddel Taql | BspHI

Markierung

HEX | FAM | HEX | FAM | HEX | FAM

S. epidermidis (n = 34)

& experimentell ermittelt 33525 596,67 161,70 283,62 497,04 435,96
theoretisch berechnet 336,00 598,00 160,00 284,00 498,00 436,00
Abp -0,75 -1,33  +1,70 -0,38 -0,96 -0,04
S. haemolyticus (n = 28)

@ experimentell ermittelt 392,30 536,67 248,70 79,72 k.S k.S.
theoretisch berechnet 394,00 537,00 248,00 80,00 k.S. k.S.
Abp -1,70  -0,33 +0,70  -0,28 - -

#.S.: keine Schnittstelle vorhanden
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A. Ddel FAM-Markierung Ddel HEX-Markierung
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Theoretische Quantile r = (536,28 : 537,25) Theoretische Quantile r = (392,07 : 392,51)
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Theoretische Quantile r = (79,40 : 79,84) Theoretische Quantile r = (248,47 : 249,17)

Abbildung 4.12: Variabilitdt und Verteilung der TFRGroRen (in bp) fur 28 klinisch& haemolyticus
Isolate. Die Abbildung zeigt Quantile-Quantile Bloer T-RF-Daten nach Restriktion mit (el und
(B.) Tagl. Die geordneten T-RF Werte (in bp; y-Achse) werdgegen die Quantilen einer
Normalverteilung (x-Achse) aufgetragen und durck diste und dritte Quantile wird eine Achse
gezogen. Ein annahernd linearer Plot kennzeichinet Mormalverteilung. (r = rang@Minimumwert;
Maximumwert ).
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A.

Ddel FAM-Markierung

GroRe der T-RFs in bp

Theoretische Quantile r = (595,74 : 597,81)

Taql FAM-Markierung

GroRe der T-RFs in bp

Theoretische Quantile r = (283,37 : 283,79)

BspH1 FAM-Markierung

GroRe der T-RFs in bp

Theoretische Quantile r = (435,76 : 436,42)

GroRe der T-RFs in bp GroRe der T-RFs in bp

GroRe der T-RFs in bp

Ddel HEX-Markierung

0O

o

Theoretische Quantile r = (334,83 : 335,54)

Taql HEX-Markierung

Theoretische Quantile r = (161,50 : 161,88)

BspHI HEX-Markierung

o

Theoretische Quantile r = (496,85 : 497,48)

Abbildung 4.13: Variabilitdt und Verteilung der TFRGroRRen (in bp) fir 34 klinisch& epidermidis
Isolate. Die Abbildung zeigt Quantile-Quantile Bloer T-RF-Daten nach Restriktion mit (&del, (B.)
Tagl und (C.)BspHI. Die geordneten T-RF Werte (in bp; y-Achse) werdgegen die Quantilen einer

Normalverteilung (x-Achse) aufgetragen und durck diste und dritte Quantile wird eine Achse

gezogen. Ein annahernd linearer Plot kennzeichinet Mormalverteilung. (r = rang@Minimumwert;

Maximumwert ).
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4.2.4 \ERGLEICHENDE |DENTIFIZIERUNG VON STAPHYLOKOKKEN

Die klassischen phanotypischen Methoden zur Idemifing, basierend auf den
biochemischen Reaktionen der Staphylokokken, sihdicht verlasslich. Aber klinisch

wichtige Staphylocccus-Spezies mussen durch eine sichere und reprodaegerb
Methode identifiziert werden. Die in dieser Arbeéntwickelte genotypische

Identifizierung mit der gap-basierten T-RFLP wurde nun mit herkdmmlichen
phanotypischen ldentifizierungssystemen verglichen.

Die Saphylococcus-Referenzstamme wurden parallel mit der T-RFLP uteh
phéanotypischen Systemen, d.h. dem Phoenitem ViteK2- und dem ATB-System,
identifiziert und die Ergebnisse verglichen. Digalléerten Ergebnisse sind in Tabelle
4.10 und eine Zusammenfassung in Tabelle 4.11 kenseMit dem ViteR2-System
und der ID-GPC-Karte wurden 10 (38,46%) der 26 &tamkorrekt auf Spezies-Ebene
identifiziert. Drei (11,54%) Stamme wurden zwarhtig identifiziert, allerdings nicht
zu 100%, auch andere Ergebnisse waren hier moggalesen. Vier (15,38%) Stamme
wurden falsch identifiziert, einen (3,85%) Stammiki® das Gerat nicht identifizieren
und acht (30,77%) konnten nicht bestimmt werdersielén der Datenbank des Vifék
nicht vorhanden waren. Mit der neuen GP-Karte déskV2-Systems konnten 19
(73,08%) der Referenzstamme korrekt identifizieeraen. Ein (3,85%) Stamm wurde
richtig identifiziert, aber nicht mit 100%iger Walcheinlichkeit. Vier (15,38%)
Stamme wurden falsch identifiziert, drei (11,54%3r8me konnten nicht identifiziert
werden und drei (11,54%) Stamme waren nicht in Diarenbank des Systems. Die
Weiterentwicklung der GPC-Karte, die GP-Karte, #eigomit bessere und sicherere
Ergebnisse bei der Analyse der Referenzstamme min &/itek’2. Von den
Referenzstammen identifizierte das Phoesystem 17 (65,38%) korrekt und fiinf
(19,23%) falsch. Dieses System kon&earlettae, S delphini und S muscae nicht
identifizieren, da diese Stamme in der Datenbaoktrenthalten waren. Das ATB ID32
STAPH-System, welches in vielen Laboratorien digobeugte Referenzmethode ist,
identifizierte einen Stamng(kloosii) falsch. Drei Referenzstamm® ¢lelphini, S felis,

S muscae) befanden sich nicht in der Datenbank des Systemskannten somit auch
nicht identifiziert werden. Auch mit diesem Systemwrden Ergebnisse erhalten, die den
Stamm & hyicus, S intermedius, S cohnii) nicht exakt, mit weniger als 100%iger
Wahrscheinlichkeit, identifizierten. In einigen & wurde zur endgultigen
Identifizierung der Spezies die Sequenzierung 6&srRNA-Gens angeschlossen.
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Tabelle 4.10: Ergebnisse der Identifizierungendeit ID-GPC und der ID-GP Karte des Viték der ID-
13 Karte des Phoeniixund des ATB ID32 STAPH fiir digtaphylococcus-Referenzstamme.

Stamm Referenz? Phoenix 'M Vitek®2 ATB
1D-13 ID-GPC ID-GP ID32 STAPH
S. arlettae DSM 20672 n.m.” n.m. S. cohnii subsp. S. arlettae
cohnii (51%)
S. warneri (49%)
S. auricularis ATCC 33753 S. warneri S. auricularis S. auricularis S. auricularis
S. capitis CCM 2734 S. capitis S. capitis S. capitis S. capitis
subsp. capitis subsp. capitis
S. caprae CCM 3573 S. caprae n.m. S. caprae S. caprae
S. carnosus DSM 20501 S. carnosus n.m. S. carnosus subsp. S. carnosus
subsp. carnosus carnosus
S. chromogenes CCM 3387 S. capitis S. chromogenes S. chromogenes S. chromogenes
subsp. ureolyticus  (96%),S. hyicus (95%)
S. cohnii DSM 20260 S. capitis Kocuria rosea Aerococcus S. cohnii (46%)
subsp. cohnji subsp. capitis viridans
S. delphini DSM 20771 n.m. n.m. n.m. n.m.
S. epidermidis DSM 20044 S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
S. equorum DSM 20674 S. equorum n.m. S. quorum S. equorum
subsp. equorum
S. felis’ ATCC 49168 S. felis n.m. n.m. n.m.
S. gallinarum CCM 3572 S. gallinarum n.m. S. gallinarum S. gallinarum
S. haemolyticus CCM 1798 S. S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus
haemolyticus
S. hominis CCM 2732 S. hominis S. warneri (87%) S. hominis S. hominis
subsp. hominis S. hominis (86%)
S. hyicus DSM 20459 S. hyicus S. hyicus S. hyicus (51%) S. hyicus (54%)
S. chromogenes S. chromogenes
(49%) (46%)
S. intermedius DSM 20373 S. hyicus S. simulans (14%) S. chromogenes S. xylosus
S. chromogenes S. intermedius
(11%)
S. kloosii DSM 20676 S. schleiferi S. schleiferi (77%) S. schleiferi S. schleiferi
S. chromogenes ) :
(75%)
S. lentus CCM 3472 S. lentus keine ID S. lentus S. lentus
S. lugdunensis DSM 4804 S. lugdunensis S. schleiferi S. lugdunensis S. lugdunensis
S. muscae CCM 4175 n.m. n.m. n.m. n.m.
S. saprophyticus CCM 883 S. S. chromogenes S. saprophyticus S. saprophyticus
subsp. saprophyticus saprophyticus (48%)
S. saprophyticus
(46%)
S. schleiferi ATCC 43808 S. schleiferi S. schleiferi S. schleiferi S. schleiferi
subsp. schleiferi subsp. schleiferi ) }
S. sciuri CCM 3473 S. sciuri S. sciuri S. sciuri S. sciuri
S. simulans CCM 2705 S. simulans S. simulans S. simulans S. simulans
S. warneri DSM 20316 S. warneri S. warneri S. warneri S. warneri
S. xylosus CCM 2725 keine ID S. xylosus S. xylosus S. xylosus

®DSMZ, Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismed Hallkulturen; ATCC:American Type

Culture Collection; CCM: Czech Collection of Microorganisms; °n.m.: Identifizierung dieser Spezies ist
mit dem Systems nicht mégliciVIRSA, Epidemiestamm von 199&usétzliche Sequenzierung des 16S

rRNA-Gens zur Validierung der Spezies

Tabelle 4.11: Zusammenfassung der Identifizierurfgedie Saphyl ococcus-Referenzstamme.

T-RFLP  Phoenix™ Vitek®2 ATB
ID-13 ID-GPC ID-GP ID32 STAPH
Referenzstimme (1) 26 26 25 26 26
korrekte Identifizierung 26 17 12 19 22
keine Identifizierung 0 1 1 0 0
falsche Identifizierung 0 5 4 4 1
nicht in der Datenbank des Systems 0 3 8 3 3
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Im Anschluss wurden klinische Koagulase-negativapBylokokken-Isolate mit den
verschiedenen ldentifizierungssystemen differenziglittels T-RFLP wurden die 86
Isolate alsS. capitis (n = 6), S. cohnii subsp.cohnii (n = 1), S epidermidis (n = 42),S.
haemolyticus (n = 30), S hominis (n = 4), S lugdunensis (n = 1), S simulans (n = 1)
undS warneri (n = 1) identifiziert (siehe Tabelle 4.12).

Tabelle 4.12: Ergebnisse der Identifizierungen&arklinischeStaphyl ococcus-Isolate, die unter
Verwendung der ID-GP Karte des Vitgk der ID-13 Karte des Phoehixund dergap-basierten

T-RFLP erhalten wurden.

ixT™ i1 ®
" =’186) T-RFLP Phoenix Vitek™=2 ATB endgiiltige ID
ID-13 ID-GP ID32 STAPH
6 S capitis S. capitis S. capitis S. capitis
1 S cohnii S. capri S. cohnii S. cohnii S. cohnii
31 S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
1 S. epidermidis S. capitis subsp. S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
ureolyticus

2 S. epidermidis keine ID S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
3 8. epidermidis S. hominis S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
1 S epidermidis S. warneri S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
1 S epidermidis S. hominis S. hominis S. epidermidis®
1 S epidermidis S. epidermidis S. hominis S. epidermidis S. epidermidis
1 S epidermidis S. aureus S. epidermidis S. aureus S. epidermidis®
1 S epidermidis S. cohnii S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
24 S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus
1 8. haemolyticus S. epidermidis S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus
1 8. haemolyticus S. haemolyticus S. lentus S. haemolyticus S. haemolyticus
2 S haemolyticus S. haemolyticus S. warneri S. haemolyticus S. haemolyticus
1 8. haemolyticus S. caprae S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus
1 S haemolyticus keine ID S. haemolyticus S. haemolyticus S. haemolyticus
3 S. hominis S. hominis S. hominis S. hominis
1 S. hominis keine ID S. hominis S. hominis S. hominis

1

1

S. lugdunensis
S. simulans

S. warneri

S. lugdunensis
S. pasteuri

S. warneri

S. lugdunensis
S. simulans

S. lentus

S. simulans

S. warneri

S. lugdunensis
S. simulans

S. warneri

& zusatzliche Sequenzierung des 16S rRNA-Gens zudi®ialng der endgtiltigen ID; in beiden
Fallen wurdeS epidermidis erhalten

Fir die Analyse mit dem Vitéi2-System wurde nur die neue GP-Karte verwendet, da
diese eine Weiterentwicklung der GPC-Karte ist orehr Stamme in deren Datenbank
aufgenommen wurden. Tabelle 4.13 ist zu entnehut@ss das Viteék2 sechs (6,98%)
Stamme falsch identifizierte. ZweS epidermidis-Stamme wurden dabei falsch als
S hominis bestimmt, dreiS haemolyticus-lsolate wurden falsch alS lentus und

S warneri identifiziert und einS. warneri wurde alsS. lentus bestimmt. Das Phoenix
System ordnete 12 (13,95%) Isolaten die falschezi8pezu. Die acht falsch
identifizierten klinischenS. epidermidis-Isolate wurden funf verschiedenen Spezies
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(S warneri, S capitis, S hominis, S aureus, S cohnii) zugeordnet. Weiterhin wurden
zwei S, haemolyticus-Stamme falsch alS. epidermidis und S caprae bestimmt. Vier
Isolate & epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis) konnten von diesem System nicht
identifiziert werden. In Tabelle 4.13 sind die Hrgessse der Identifizierungen mit dem
Vitek®2, dem Phoenix und dergap-basierten T-RFLP fiir alle klinischen Isolate
zusammengefasst.

Tabelle 4.13: Zusammenfassung der Identifizierurfgedie klinischer&aphylococcus-Isolate.

T-RFLP Phoenix 'M Vitek®2 ATB
ID-13 ID-GP ID32 STAPH
klinische Isolate (n) 86 86 86 20
korrekte Identifizierung 86 70 80 19
keine Identifizierung 0 4 0 0
falsche Identifizierung 0 12 6 1
nicht in der Datenbank des Systems 0 0 0 0

Im Bezug auf die Ergebnisse der T-RFLP identifiderdas ViteR2-System
70 (81,40%) Isolate korrekt und das Phoenignnte 80 (93,02%) Isolaten die richtige
Spezies zuordnen. Die Resultate fur die verscheu&taphylokokken-Spezies sind in
Tabelle 4.14 zusammengefasst.

Tabelle 4.14: Ubereinstimmung der erhaltenen Erigsbrder Identifizierungen
der klinischenStaphylococcus-Isolate mit den automatischen Systemen und der

T-RFLP.
Anzahl (n / %) der korrekt identifizierten Isolate
. mit folgenden Systemen:
Endgiiltige
Identifikation (n)
T-RFLP Phoenix M Vitek®2
ID-13 ID-GP
S. capitis (6) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%)
S. cohnii @) 1 (100%) 0 (0%) 0 (100%)
S. epidermidis (42) 42 (100%) 32 (76,19%) 32 (95,24%)
S. haemolyticus ~ (30) 30 (100%) 27 (90%) 27 (90%)
S. hominis 4) 4 (100%) 3 (75%) 3 (100%)
S. lugdunensis (1) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
S. simulans (1) 1 (100%) 0 (0%) 0 (100%)
S. warneri (1 1 (100%) 1 (100%) 1 (0%)

Fasst man die Ergebnisse des zweiten Abschnittarauen so konnte gezeigt werden,
dass die hier entwickeltgap-basierte T-RFLP eine spezifische und zuverlassige
Methode ist, um Saphylococcus spp. zu identifizieren. Obwohl die
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Identifizierungskarten phanotyischer Systeme ladifaktualisiert werden und somit
immer besser werden, ist die genotypische Idemifing der T-RFLP bei der

akkuraten Differenzierung von verschiede®aphylococcus-Spezies diesen Systemen
immer noch uberlegen.

4.3 STAPHYLOCOCCUS-SPEZIES ALS POTENTIELLE
VIRULENZFAKTOREN IN BAKTERIELLEN
HAUTINFEKTIONEN

Die Kolonisierung und Infektion mit Staphylokokkest ein ernstzunehmender Faktor
in bakteriellen Hautinfektionen, speziell bei asmiier Dermatitis (AD). Das Epithel
der Haut bietet als physikalische Barriere einehu&c gegen potentiell pathogene
Mikroorganismen. Daneben sind Epithelien auch eestBndteil der angeborenen
Immunantwort und bilden in diesem Zusammenhang Beispiel antimikrobielle
Peptide als chemische Barriere.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurder&aphylococcus-Isolate von Patienten mit
atopischer Dermatitis identifiziert und auf ihre rMenzfaktoren hin untersucht.
Anschlieend wurden epitheliale Zellen mit dieseoldten und den jeweiligen
Referenzstammen infiziert und deren Einfluss awd thduktion der angeborenen
Immunantwort naher betrachtet.

4.3.1 (HARAKTERISIERUNG DER STAPHYLOKOKKEN -l SOLATE

Die klinischen Staphylokokken-Isolate von Patientahatopischer Dermatitis wurden
zuerst identifiziert. Dafiir wurden zum einen dasétiX ™ und zum anderen digap-
basierte T-RFLP verwendet (Tabelle 4.15). Fur der 15 Isolate wurden mit der
phanotypischen ldentifizierung andere Ergebnis$alian als mit der genotypischen
Identifizierung. KCK8 wurde vom Phoenl% als S hominis identifiziert, wahrend die
T-RFLP S epidermidis ergab. Fir das Isolat KCK10 wurde mit dem Pho¢hix
S epidermidis und mit der T-RFLPS. haemolyticus erhalten. Das mit dem PhoeHfx
als S chromogenes identifizierte Isolat KCK11 zeigte bei der genabghen
Identifizierung das charakteristische T-RFLP-Pr&iil S. epidermidis. Die Ergebnisse
fir das Isolat KCK18 warerS capitis mit dem Phoeni®' und S aureus unter
Verwendung der T-RFLP.
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Tabelle 4.15: Identifizierung und Charakterisierudgr Staphylokokken-Isolate von
Patienten mit atopischer Dermatitis. Die Identéizingen wurden vergleichend mit dem
PhoeniX™ und der gap-basierten T-RFLP durchgefilhrt. Zusatzlich sind die
Virulenzfaktoren der verschiedenen Isolate angegebe

Stamm-Nr. VlTEK®2 T-RFLP Virulenzfaktor(en)
ID-GP

KCKI1 S. hominis S. hominis keine

KCK3 S. aureus S. aureus y-Hamolysin, Leukozidin LukED
KCK4 S. epidermidis  S. epidermidis y-Hamolysin, Leukozidin LukED
KCKS5 S. scheiferi S. scheiferi keine

KCK6 S. capitis S. capitis keine

KCK7 S. epidermidis  S. epidermidis keine

KCKS8 S. hominis S. epidermidis keine

KCK10 S. epidermidis  S. haemolyticus keine

KCK11 S. epidermidis  S. epidermidis keine

KCK12 S. chromogenes S. capitis keine

KCK14 S. epidermidis  S. epidermidis keine

KCKI15 S. aureus S. aureus y-Hémolysin, Leukozidin LukED
KCK16 S. epidermidis  S. epidermidis keine

KCK17 S. aureus S. aureus y-Hémolysin, Leukozidin LukED
KCKI18 S. capitis S. aureus keine

Im Anschluss wurden die Staphylokokken-Isolatedas Vorhandensein von Genen fur
verschiedene Virulenzfaktoren untersucht (Abbildung5). Dazu zahlten dasecA-
Gen beiS aureus-Isolaten, Gene fur dasHamolysin (lgA, higB/C), das Leukozidin
LUKED (Iuke/D), das Panton-Valentine-LeukoziditukPV) und die Gene fur die
Toxine SEA-SEE $ea-see), SEG-SEJ $£g-s¢) und TSST-1 t&t). Bei keinem der
S aureus-Isolate konnte dasecA-Gen nachgewiesen werden. Vier Stamme, darunter
dreiS aureus-Isolate und eirs epidermidis-Isolat, besalRen die Gene fadHamolysin.
Die Gene fir das Leukozidin LUKED konnten ebenfagiémau diesen vier Isolaten
zugeordnet werden. Bei keinem der Staphylokokkefaie konnten die Gene fiur das
Panton-Valentine-Leukozidin oder eines der Toximgenachgewiesen werden
(Tabelle 4.15).



4 ERGEBNISSE 86

4
O

(9)
NI

I\
e

NIV IR SN INL NIV VIV
N O O O N R R O R S Ol

A

600 bp
500 bp

B.
400 bp
300 bp

IukE/D : 516 bp

hlgA : 350 bp

1000 bp
900 bp

hlgB/C : 940 bp

Abbildung 4.14: Erhaltene PCR-Ergebnisse der Idims Staphylococcus-lsolate von
AD-Patienten zur Detektion der Gene fiir (A.) dasukazidin LukED (ukE/D) und
(B.) fur y-Hamolysin plgA bzw. higB/C).

4.3.2 INDUKTION DER ANGEBORENEN |MMUNANTWORT IN
EPITHELIALEN ZELLEN DURCH STAPHYLOCOCCUS-SPEZIES

Die angeborene Immunantwort ist unter anderem ddielBildung von Interleukinen
und antimikrobiellen Peptiden charakterisiert (Kabil.4 und 1.5). In dieser Arbeit
wurde die Sekretion der Interleukine IL-6 und IL-8pwie die Induktion der
antimikrobiellen Peptide hBD1, hBD2, hBD2 und LL-3in Infektionen mit
ausgewahlten Referenzstammen im Vergleich zu daiséhen Isolaten analysiert. Zu
diesem Zweck wurden HaCaT-Zellen mit dem jeweiliggamm infiziert (Abbildung
4.15) und sowohl die sekretierten Mengen an IL-8 W8 als auch die Expression der
mRNA von hBD1, hBD2, hBD3 und LL-37 untersucht. Diggebnisse sind im
Folgenden zusammenfassend dargestellt.

Abbildung 4.15: Mikroskopische Aufnahme von HaCadli&n nach Infektion mit verschiedenen
Saphylococcus-Spezies. HaCaT-Zellen wurden mit den jeweiligean8hen (MOI = 50) fur 4h
infiziert. Vergleichend zur (A.) nicht infizierteontrolle sind die Zellen nach Infektion mit (B.)
S schleiferi KCKS5, (C.)S epidermidis KCK4 oder (D.)S haemolyticus KCK10 dargestellt.
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4.3.2.1 INDUKTION PROINFLAMMATORISCHER ZYTOKINE

Die verwendeten Keratinozyten produzierten im nictiizierten Zustand bereits eine
geringe Menge an IL-6 von 11 pg/ml. Im Verlauf dérfektionen mit den
Referenzstammen und den verschiedenen Isolatent&kann jedem Zeitpunkt IL-6
nachgewiesen werden (Abbildung 4.16). Betrachtetn nthe IL-6-Mengen der
Referenzstamme, so war im zeitlichen Verlauf vorb#hl2h ein Anstieg von IL-6 zu
verzeichnen. In der Infektion m& aureus 844/96 wurde nach 12h der hochste IL-6-
Wert von 305 pg/ml gemessen. Auch beéfmaureus-lsolat KCK3 wurde, verglichen
mit allen anderen AD-Isolaten, mit 251 pg/ml di&fe Menge an IL-6 nachgewiesen.
Betrachtet man die Produktion von IL-6 im zeitliohéerlauf, so induzierte®. aureus
844/96 undS. schleiferi ATCC 43808 ahnliche Mengen an IL-6 wie die klitea
Isolate der jeweiligen Spezies. Betrachtet nfargpidermidis DSM 20044 und alle
S epidermidis-Isolate, so fand Uberall innerhalb der 12h-Infektein kontinuierlicher
Anstieg von IL-6 statt. Allerdings traten Untersatie beim Vergleich der gemessenen
Mengen an IL-6 auf. Im Verlauf der Infektionen nden klinischen Isolaten von
S epidermidis wurde deutlich mehr IL-6 detektiert als in denektionen mit dem
ReferenzstammS. epidermidis DSM 20044. Die gemessenen IL-6-Werte von
S haemolyticus CCM 1798 nach 12h Infektion waren vergleichbar ohm des
klinischen Isolates. Allerdings wurden im Verlaugrdinfektion mitS. haemolyticus
KCK10 zu allen Zeitpunkten &hnliche Mengen an IL#yischen 118 pg/ml und
148 pg/ml, detektiert wahrend diese I&ihaemolyticus CCM 1798 kontinuierlich
anstiegenSaphylococcus hominis CCM 2732 induzierte weniger IL-6 als das klinische
Isolat dieser Spezies. Das Maximum der IL-6-Proiduktvar bei den Infektionen mit
S hominis KCK1 bereits nach 8h erreicht, danach wurde die-Menge wieder
geringer. Vergleicht man die beid8ncapitis-Isolate KCK6 und KCK12, so zeigten die
Stamme unterschiedliche IL-6-Mengen, sowohl waslidi6-Produktion im zeitlichen
Verlauf als auch die Menge an nachgewiesenem letéb Dabei lagen die ermittelten
12h-Werte zwischen 162 pg/ml und 219 pg/ml. Das4Brofil von S capitis CCM
2734 ahnelte dem Profil des Isolaggapitis KCKG6.
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Abbildung 4.16 Staphylococcus-Spezies induzierten die Produktion von IL-6 im Mef der Infektion.
HaCaT-Zellen wurden mit (A.) den Referenzstammear ¢8.) bzw. (C.) mit den Klinischen Isolaten
Uber 4h, 6h, 8h und 12h infiziert und anschliel3giedsekretierten Mengen an IL-6 bestimmt. Die IL-6-
ELISA-Analysen zeigten, dass die induzierten IL-&fdgen zeitabh&ngig und isolatspezifisch waren. Die
Daten wurden als Mittelwerte Standardabweichung von drei unabhéngigen Expetenesngegeben.
P-Werte beziehen sich immer auf die nicht infidekontrolle und Werte< 0,05 wurden dabei als
statistisch signifikant angesehen<(9,05; ** < 0,005).
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Neben einer verstarkten IL-6-Sekretion konnte agicle verstarkte IL-8-Sekretion in
Folge der Infektionen mit den verschiedenen Stamnmachgewiesen werden
(Abbildung 4.17).

Die nicht infizierten Zellen bildeten bereits 188/ml IL-8. Wahrend der Infektionen
mit den Referenzstdmmen und den Isolaten versame®@aphyl ococcus-Spezies war
im zeitlichen Verlauf ein IL-8-Anstieg zu verzeidm wobei deutliche Unterschiede in
der Menge des gebildeten IL-8 auftraten. Betraamizth zum Beispiel die Infektionen
mit den Referenzstamme® schleiferi ATCC 43808,S epidermidis DSM 20044,
S capitis CCM 2734 unds. hominis CCM 2732, so stieg die IL-8-Menge im Verlauf
der Infektion deutlich an. B& haemolyticus CCM 1798 undb. aureus 844/96 dagegen
wurden geringere Mengen an IL-8 gemessen, was dggbkissen der Infektionen mit
den Klinischen Isolaten der jeweiligen Speziesmighkt. Die Infektionen mi aureus
KCK3 zeigten im zeitlichen Verlauf nur einen geemgAnstieg der IL-8-Produktion.
Die gemessenen Mengen an IL-8 lagen 4h nach lofelktei 1204 pg/ml und 12h nach
Infektion nur geringfiigig hoher bei 1480 pg/ml. Abhe Ergebnisse wurden in den
Infektionen mitS hominis KCK1, S haemolyticus KCK10 und demS. capitis-Isolat
KCK12 erhalten. Die mit 3915 pg/ml und 3449 pg/mdfgten Mengen an IL-8 wurden
nach 12h Infektion mi§ capitis CCM 2734 undS schleiferi ATCC 43808 detektiert.
Die im Verlauf der Infektion produzierten IL-8-Mesmg ahneln dabei denen der
klinischen Isolates. capitis KCK6 undS. schleiferi KCK5. DasS capitis-Isolat KCK6
induzierte dabei deutlich mehr IL-8 als das beretwahnteS. capitis KCK12. Bei
KCK®6 stieg IL-8 im Verlauf der Infektion von 236 fml auf 3981 pg/ml an. Ahnliche
Werte zeigten sich in den Infektionen r8itschleiferi KCK5. Hier stieg IL-8 von 1095
pg/ml auf 3624 pg/ml an. Die Zunahme von IL-8 imdafektionen mitS. hominis
CCM 2732 ist deutlicher, als in den Infektionen agtm klinischen Isolat KCK1. Die
vier verschiedeners. epidermidis-lsolate induzierten die grof3te Menge an IL-8 im
Infektionsverlauf. Bei KCK4 zum Beispiel fand inhaib der 12h ein kontinuierlicher
Anstieg von IL-8 bis auf 4787 pg/ml statt. Im Vexgh zu den Kklinischen
S epidermidis Isolaten induzierteS. epidermidis DSM 20044 eine geringere IL-8-
Menge.
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Abbildung 4.17:Saphylococcus-Spezies induzieren die Produktion von IL-8 im ‘defl der Infektion.
HaCaT-Zellen wurden mit (A.) den Referenzstammear ¢8.) bzw. (C.) mit den klinischen Isolaten
Uber 4h, 6h, 8h und 12h infiziert und anschliel3giedsekretierten Mengen an IL-8 bestimmt. Die IL-8-
ELISA-Analysen zeigten, dass die induzierten IL-8fdgen zeitabh&ngig und isolatspezifisch waren. Die
Daten wurden als Mittelwerte Standardabweichung von drei unabhéngigen Expetenesngegeben.
P-Werte beziehen sich immer auf die nicht infidekontrolle und Werte< 0,05 wurden dabei als
statistisch signifikant angesehen<(9,05; ** < 0,005).
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4.3.2.2 INDUKTION ANTIMIKLROBIELLER PEPTIDE

Die Induktion antimikrobieller Faktoren durch Milamanismen, bakterielle Produkte
und inflammatorische Mediatoren ist ein wesentlchelement der angeborenen
Immunantwort. Deshalb wurde die mRNA-Expression W8D1, hBD2, hBD3 und
LL-37 in HaCaT-Zellen im Verlauf der Staphylokokkkriektionen naher betrachtet.

Bei fast allen Infektionen mit den Referenzstammeinde nach 6h die gréf3ite Menge
an hBD1 mRNA gemessen, wahrend bei fast allen tiole&n mit den Isolaten nach 8h
das Maximum an hBD1 mRNA detektiert wurde (AbbilduA.18). Die maximale
Menge an induzierter hBD1 mRNA der ReferenzstéarSnaeireus 844/96 (3-fach) und
S capitis CCM 2734 (3-fach) war mit den klinischen Isolatder jeweiligen Spezies
vergleichbar, wahrend sich die hBD1-Mengen im ioddn Verlauf unterschieden. Die
maximale Menge an detektierter hBD1 mRNA war in defektionen mit dem
klinischen Isolat vors hominis hoher (6,5-fach) als bei denen mit dem Referenzsta
S hominis CCM 2732 (5,4-fach). Die hBD1-Mengen v8nhaemolyticus CCM 1798
und S schleiferi ATCC 43808 unterschieden sich deutlich von deeer iklinischen
Isolate. Wéahrend die ermittelten Mengen an hBD1 ARMI den Referenzstdmmen
relativ gering waren (1,4-fach bis 2,1-fach Behaemolyticus CCM 1798 und 1-fach
bis 1,5-fach beS. schleiferi ATCC 43808), so war bei den klinischen Stammen der
jeweiligen Spezies ein deutlicher Anstieg zu verzeen. Die Menge an exprimierter
hBD1 mRNA war dabei bes haemolyticus KCK10 6,3 Mal und belS schleiferi
KCK5 7,7 Mal mehr als in den nicht infizierten Kooiten. Im Fall desS. schleiferi-
Isolates KCK5 erreichte die Menge an hBD1 mRNArdilegs bereits bei 6h bereits ihr
Maximum. Staphylococcus epidermidis DSM 20044 induzierte nach 6h eine 3,3-fache
hBD1 mRNA-Expression und lag damit innerhalb der ri&@eder klinischen
S epidermidis Isolate, deren maximale hBD1 mRNA-Expressionensehen 1-fach
und 4,8-fach detektiert wurden. Die Menge an exj@rtar hBD1 mRNA variierte nicht
nur zwischen den Isolaten verschiedener Speziegesomuch zwischen verschiedenen
Isolaten ein und derselben Spezies. Betrachtet dianS. epidermidis-Isolate, so
exprimierte das Isolat KCK11 nach 8h 4,8 Mal meBD@h als die nicht infizierte
Kontrolle, wahrend bei KCK4 und KCK7 1,7 bzw. 2,Z44Mmehr hBD1 im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle induziert wurdeaphylococcus epidermidis KCK8
zeigte so gut wie keine Induktion der hBD1 mRNA-Eegsion in Keratinozyten, hier
war nach 12h sogar ein Absinken der Menge an hBBRN#A auf das 0,3-fache der
Kontrolle zu verzeichnen.
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Abbildung 4.18: Zeitabhéngige Expression von hBDRNA nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit
(A.) Saphylococcus-Referenzstammen und (B.) bzw. (C.) kliniscH&aphylococcus-Isolaten. Fir die
relative Quantifizierung wurden die Ct-Werte derO0IBmRNA gegen die Ct-Werte der GAPDH
normalisiert und der Expressionsunterschied UberAdCt Methode berechnet (Kapitel 3.19). Der
Kalibrator entsprach dabei der nicht infizierten ni¢olle. Die Daten wurden als Mittelwerte
Standardabweichung von drei unabhangigen Experenarigegeben. P-Werte sind immer im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle angegeben und Westd),05 wurden dabei als statistisch signifikant
angesehen (¥ 0,05; ** < 0,005).
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Betrachtet man die Expression von hBD2 mRNA im ¥efl der Infektionen
(Abbildung 4.19), so waren sowohl bei den Refergmmamen als auch bei den
klinischen Isolaten nach 12h die maximalen WertehB®2 mRNA zu verzeichnen.
Allerdings waren dabei auch die grof3en Unterschiaddger Menge an hBD2 mRNA
auffallig. Saphylococcus haemolyticus CCM 1798 induzierte ein Drittel weniger hBD2
mRNA (93,4-fach) als das kliniscl® haemolyticus Isolat KCK10 (154-fach). Ahnliche
Ergebnisse wurden b& schleiferi ATCC 43808 (173-fach) im Vergleich mit dem
klinischen Isolat KCK5 (273-fach) erhalten. Auche dbtamme einer Spezies sind
heterogen. Drei de®. epidermidis-Isolate exprimierten nach 12h die maximale Menge
an hBD2 mRNA (128-, 266-, und 285-fach), wahrend dierte Isolat KCK8 bereits
nach 8h mit der 78-fachen Menge an hBD2 das Maxiratgichte. Die hBD2 mRNA-
Mengen vonS epidermidis DSM 20044 waren dabei vergleichbar mit exprimierte
Mengen des klinische8 epidermidis Isolates KCK11 mit der hochsten hBD2 mRNA-
Induktion. Die maximale hBD2 mRNA-Expression in derektionen des klinischen
Isolates vonS. aureus war mehr als doppelt so hoch wie die des Refetamares
S aureus 944/96. Ahnlich verhielten sich die Mengen an hBBRRNA wenn man
S capitis CCM 2734 mit den®. capitis Isolat KCK12 vergleicht. Im Gegensatz dazu
induzierte das klinisch& hominis Isolat eine 15,6-fache hBD2 mRNA-Expression,
wahrend beim Referenzstam® hominis CCM 2732 eine 91,6-fache Expression zu
verzeichnen war. Im Vergleich zu den anderen untéten antimikrobiellen Peptiden
hBD1, hBD3 und LL-37 wurde die hBD2-Expression endnfektionen am starksten
induziert.
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Abbildung 4.19: Zeitabhéngige Expression von hBDRNA nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit
(A.) Saphylococcus-Referenzstammen und (B.) bzw. (C.) kliniscH&aphylococcus-Isolaten. Fir die
relative Quantifizierung wurden die Ct-Werte derOmRNA gegen die Ct-Werte der GAPDH
normalisiert und der Expressionsunterschied UberAdCt Methode berechnet (Kapitel 3.19). Der
Kalibrator entsprach dabei der nicht infizierten ni¢olle. Die Daten wurden als Mittelwerte
Standardabweichung von drei unabhangigen Expereanarigegeben. P-Werte sind immer im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle angegeben und Westd),05 wurden dabei als statistisch signifikant
angesehen (¥ 0,05; ** < 0,005).
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Im Verlauf der Infektionen war ebenfalls ein Angtider hBD3 mRNA-Expression bei
allen Referenzstdmmen und Isolaten zu verzeichAbhildung 4.20). Bei den meisten
Isolaten erreichte die Menge an hBD3 mRNA nachh8iMaximum und nahm danach
wieder ab. Die 8h-Werte lagen dabei zwischen 1¢8da und 6-facher Induktion der
hBD3 mRNA im Vergleich zur nicht infizierten Konite. Die gemessene hBD3
MRNA war bei den Infektionen m& schleiferi ATCC 43808 und. capitis CCM 2734
maximal 1,7-fach bzw. 1,5-fach hdher als in derhnimfizierten Kontrolle. Die
klinischen Isolate der jeweiligen Spezies indueerteine hohere hBD3 mRNA-
Expression. Vergleicht ma® haemolyticus CCM 1798 mit dem klinischen Isolat
KCK10, so induzierten beide Stamme &hnliche MeragehBD3 mRNA (5,5-fach bzw.
5,3-fach), allerdings unterschieden sich die ineidei Menge im zeitlichen Verlauf.
Ahnliches war belS aureus 844/96 undS. epidermidis DSM 20044zu beobachten.
Saphylococcus hominis CCM 2732 zeigte nach 12h eine 5,2-fache hBD3 mRNA-
Expression. Zu allen anderen Zeitpunkten war di@dédean exprimierter h(BD3 mRNA
geringer als in den Infektionen mit dem klinischsolat KCK1.
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Abbildung 4.20: Zeitabhéngige Expression von hBDRNA nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit
(A.) Saphylococcus-Referenzstammen und (B.) bzw. (C.) kliniscH&aphylococcus-Isolaten. Fir die
relative Quantifizierung wurden die Ct-Werte derO8 mRNA gegen die Ct-Werte der GAPDH
normalisiert und der Expressionsunterschied UberAdCt Methode berechnet (Kapitel 3.19). Der
Kalibrator entsprach dabei der nicht infizierten ni¢olle. Die Daten wurden als Mittelwerte
Standardabweichung von drei unabhangigen Expereanarigegeben. P-Werte sind immer im Vergleich
zur nicht infizierten Kontrolle angegeben und Westd),05 wurden dabei als statistisch signifikant
angesehen (¥ 0,05; ** < 0,005).
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Auch die Expression der mRNA des Cathelizidins A-Bonnte im Verlauf der
Infektion bei allen Isolaten und Referenzstdmmesbbehtet werden (Abbildung 4.21).
Dabei war jedoch der jeweilige Anstieg und AbfadlrdMenge an LL-37 mRNA im
zeitlichen Verlauf verschieden. Die Referenzstam@&ehaemolyticus CCM 1798
(0,9- bis 2-fach) undS schleiferi ATCC 43808 (1,2- bis 1,8-fach) induzierten,
verglichen mit ihren klinischen Isolaten, im Vefflader Infektionen relativ wenig
LL-37 mRNA. Fur alle anderen Referenzstamme wurdénliche LL-37 mRNA-
Mengen gemessen wie fur die Isolate der jewelliggpezies, allerdings traten
Variationen im zeitlichen Verlauf der InfektionenfaBei der Infektion mit dem Isolat
S aureus KCK3 war das Maximum an LL-37 mRNA (5,9-fach) hbiesenach 4h
erreicht, danach nahm die Menge kontinuierlich Bls IsolatS. capitis KCK12
induzierte bis 6h die vermehrte Expression von ZLi{BRNA (8,4-fach). Zu den
spateren Zeitpunkten nahm die Menge an exprimidteB7 mRNA ab. In den
Infektionen mit den anderen Isolaten verschiedeBpezies konnte bei 8h das
Maximum an LL-37 mRNA detektiert werden. Betrachtean dabei die maximale
Menge an exprimierter LL-37 mRNA unabhangig vom gdigen Zeitpunkt, so lag
diese 5,6 bis 8,4 Mal so hoch wie die der nichzieften Kontrollen.
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Abbildung 4.21: Zeitabhangige Expression von LLFBRNA nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit
(A.) Saphylococcus-Referenzstammen und (B.) bzw. (C.) kliniscH&aphylococcus-Isolaten. Fir die
relative Quantifizierung wurden die Ct-Werte der-BZ mRNA gegen die Ct-Werte der GAPDH
normalisiert und der Expressionsunterschied UberAdCt Methode berechnet (Kapitel 3.19). Der
Kalibrator entsprach dabei der nicht infizierten ni¢olle. Die Daten wurden als Mittelwerte
Standardabweichung von drei unabhéngigen Expereneangegeben. P-Werte 0,05 wurden als
statistisch signifikant angesehen<(9,05; ** < 0,005).
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Zusammenfassend kann man festhalten, dasStalshylococcus-Isolate, erhalten von
Patienten mit atopischer Dermatitis, Geneyfitadmolysin und das Leukozidin LUKED
besalRen. Infizierte man Keratinozyten sowohl mesen klinischen Isolaten, als auch
mit den jeweiligen Referenzstdmmen, so war die dzirette angeborene Immunantwort
isolatspezifisch. Es konnten im zeitlichen Verladdr Infektionen unterschiedliche
Mengen an IL-6 und IL-8 detektiert werden. Aul3erdeniuzierten alle verwendeten
Staphylokokken unterschiedlich grol3e mRNA-MengemBb1, hBD2, hBD3 und LL-
37, wobei die hBD2 mRNA-Expression am starksten war
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5 DISKUSSION

Staphylokokken sind weltweit verbreitet und werdemr Normalflora von Haut,
Hautdrisen und Schleimhaut des Menschen gezéhlind2d handelt es sich bei
S aureus und einigen andere®aphylococcus-Spezies um fakultativ pathogene Keime,
die durch begunstigende Umstande lokale oder sistbm Infektionen auslosen,
welche nicht selten mit schweren Krankheitsverlawgmhergehen.

Ziele meiner Arbeiten waren (i) die Charakterisrgyuund Typisierung der im
Universitatsklinikum  Magdeburg  zirkulierendenS  aureus-Stamme,  unter
Berucksichtigung der Methicillin-Resistenz, (ii)edEtablierung einer Methode, welche
die Identifizierung vor&taphylococcus-Spezies auf molekularer Ebene ermoglicht und
(i) Untersuchungen der Induktion der angeborememmunantwort in epithelialen
Zellen durchSaphylococcus-Spezies.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde (i) die Heterogeniténd der Ubergang zu Resistenzen
bei S aureus-Stammen am Universitatsklinikum Magdeburg gezaigd speziell
zirkulierende Methicillin-sensiblé&. aureus als potentielle Quelle fur neu auftretende
Methicillin-resistenteS. aureus identifiziert, (i) ausgehend von der Sequenzigrdes
gap-Gens einegap-basierte T-RFLP zur Identifizierung vo®aphylococcus-Spezies
entwickelt und etabliert, sowie (iii) durch die lidion von IL-6, IL-8, hBD1, hBD2,
hBD3 und LL-37 in epithelialen Zellen dur@eaphylococcus-Spezies gezeigt, dass die
Antwort des angeborenen Immunsystems @aphylococcus-Spezies isolatspezifisch
ist.

5.1 HETEROGENITAT VON S. AUREUS-I SOLATEN

Methicillin-resistenteS. aureus sind immer noch hauptsachlich in Krankenhausern,
Rehabilitationseinrichtungen und Altenheimen veitbte (sog. hospital acquired
MRSA; HA-MRSA). Trotzdem sind Veranderungen in dé&pidemiologie zu
beobachten. Beruhten Epidemien friher auf der kongerbreitung von nur wenigen
MRSA-Stdmmen (Lacey und Grinsted, 1973), so siedh&ute viel heterogener. Ein
ernst zu nehmendes Problem stellt auRerdem dig&ienbg von MRSA aul3erhalb von
medizinischen Einrichtungen (sogommunity acquired MRSA; CA-MRSA) und den
damit verbundenen Risikofaktoren dar (Gomtkal., 1999). Im Gegensatz zu HA-
MRSA erkranken an CA-MRSA Patienten, die nicht ddtassischen MRSA-
Patientenkollektiv angehdren. Obwohl CA-MRSA-Stammeh relativ gut auf gangige
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Antibiotika ansprechen, sind sie durch SyntheseMembrantoxinen, wie dem Panton-
Valentin-Leukozidin, durch eine hohe Virulenz undusgepragte Invasivitat
gekennzeichnet. MRSA entstehen immer dann, wenBelierminanten fur Methicillin-
Resistenz (SC@ec) durch Rekombinationsereignisse in das Genom vOBSAM
integriert werden. Es wird deshalb vermutet, dasd$dolution der CA-MRSA-Stamme
von der Aufnahme des S@&c-Elementes in MSSA-Stdmme, die bereits erfolgreich
im Milieu zirkulieren und deren Fitness mit der Ambtikaresistenz optimiert wird,
abhéngig ist (Salgadet al., 2003; Kluytmans-Vandenbergh und Kluytmans, 2006).
In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb klinis&heureus-Stamme, die innerhalb
eines Monats in das Institut fir Medizinische Millia@ogie des Universitatsklinikums
Magdeburg geschickt wurden, charakterisiert, unenetem Verfolgen der Verbreitung
von MRSA auch genauere Kenntnisse tber die zinergen MSSA zu erhalten und
deren potentielle Virulenz zu beurteilen. Cde aureus-Stamme wurden daftr nach
ihrer Herkunft, ihren Antibiotikaresistenzen und Xinprofilen analysiert und
ausgewahlte Stamme populationsgenetisch typisiert.

Obwohl die Zunahme von MRSA weltweit zu verzeichniefh gibt es erhebliche
Unterschiede zwischen verschiedenen Landern. DieSMRravalenz ist in den
stideuropdischen Staaten, in Japan und den USA alnsted, wéhrend die Niederlande
und die skandinavischen Lander Finnland und Déanemharch strikte Kontrollen ihre
Rate niedrig halten (Tiemersnahal., 2004; van Trijpet al., 2007, Paez und Skiest,
2008; Aires de Sousda al., 2005). Ghebremedhia al. verdffentlichten 2005, dass
unter allen S aureus-Erstisolaten, die man innerhalb eines Jahres an de
Universitatsklinik Magdeburg analysierte, etwa 7,38 MRSA klassifiziert wurden
(Ghebremedhiret al., 2005). Vorwiegend wurden MRSA-Stamme der Dernaagel
und den Intensivstationen der Anasthesiologie uimru@yie zugeordnet. 23% der
S aureus-Stamme meiner Arbeit wurden als MRSA identifizietie hauptsachlich aus
Patientenmaterial der Stationen der Inneren Medimthder Chirurgie isoliert wurden.

Betrachtet man die Resistenzmuster von MRSA soflssdiese bis 1995 weltweit,
auch in Deutschland, einen multiresistenten PhinQtyitte et al., 1997). Mittlerweile
haben sich sowohl die epidemischen Stdmme, als daoén Resistenzphanotypen
verandert (Chambers, 2001; Enrightal., 2002). Auch an der Uniklinik in Magdeburg
konnte in den letzten Jahren eine Einengung deistRegzmuster unter epidemischen
MRSA verzeichnet werden (Witt al., 2000; Ghebremedhit al., 2005). Witteet al.
berichteten aul3erdem von einer zunehmenden AnpahCA-MRSA, die ebenfalls nur
wenig Resistenzen besal3en (Wideal., 2004). Die meisten, der in dieser Arbeit
aufgefihrten MRSA-Isolate, besalRen neben ihrerci@nriOxacillin-Resistenz noch
Resistenzen gegen Erythromycin, Clindamycin undrd@ipxacin. Die Multilocus
Sequenztypisierung eines dieser Stamme ergab dgquefdyp 22. Dieses Isolat



5 DISKUSSION 102

entsprach somit dem Barnim-Epidemiestamm, dessestavktes Auftreten mit dem
hier beschriebenen Resistenzmuster am Univerditdkskn Magdeburg bereits
beschrieben wurde (Ghebremedhiral., 2007). Fiunf der MRSA-Isolate waren neben
ihrer Penicillin-Oxacillin-Resistenz noch resistegggen vier zusatzliche Antibiotika
(Ciprofloxacin, Clindamycin, Erythromycin, Gentannyc Die Analyse mit MLST
ergab fur einen dieser Stamme ST228, womit er déddé&utschen-Epidemiestamm
zugeordnet werden konnte. Auch in diesem Fall iexest Publikationen, die das
Auftreten von MRSA mit diesen Resistenzen beschreilfWitte et al., 2000;
Ghebremdhinet al., 2005). Die anderen, der in dieser Arbeit aufgggih MRSA-
Isolate, besalRen ebenfalls ein relativ kleines dRaszspektrum, d.h. sie waren neben
einer Penicillin-Oxacillin-Resistenz nur noch stent gegen ein oder gar kein
zusatzliches Antibiotikum. Einer dieser Stdmme deim kleinen Resistenzspektrum
Penicillin-Oxacillin-Ciprofloxacin entsprach dem feer-Epidemiestamm (ST45),
dessen, sich einengendes Resistenzspektrum, dbesddl einigen Jahren beobachtet
wird (Witte et al., 2000; Ghebremdhigt al., 2005). Von den 82 MSSA-Stammen, die
in meiner Arbeit untersucht wurden, waren die nesistsolate nur resistent gegen
Penicillin, gefolgt von Stammen die zusatzlich Renicillinresistenz noch resistent
gegen ein oder zwei weitere Antibiotika waren. Admdi den Methicillin-sensiblen
S aureus zeigte sich somit ein relativ enges ResistenzspektWirden diese, bereits
in der Umwelt erfolgreich zirkulierenden, MSSA-Stam dasmecA-Gen aufnehmen,
eventuell durch die SG@ec Typ IV, dann wirden CA-MRSA mit einem kleinen
Resistenzspektrum entstehen.

Nicht nur die Antibiotikaresistenzen bedingen daslente Potential von Methicillin-
resistenten und Methicillin-sensibléaureus. Die meisten Publikationen unterstiitzen
die These, dass MSSA und MRSA &quivalente Potentair Kolonisation und
Verursachung von Krankheiten haben (Archer, 1988)den Virulenzfaktoren werden
unter anderem Leukozidine und Toxine, die als Sameene wirken, gezahlt.
Im Allgemeinen besitzer®. aureus-Isolate die Bakteridmien verursachen klassische
Superantigeneséa, seb, sec), bei Isolaten von Patienten mit Diarrh6e kann man
allem dasseb-Gen nachweisen und Isolate von Wundinfektionermadtégn vorrangig
dassec-Gen (Uchiyameet al., 1994). Eine Vielzahl vois. aureus-Stammen, die aus
Furunkeln und Karbunkeln isoliert wurden, produmar dagegen das das Panton-
Valentine-Leukozidin IUkPV) (Lina et al., 1999; Diepet al., 2004). Zusatzlich zu den
Enterotoxinen kdnnei®. aureus-Stdmme auch das Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin-1
(tst) bilden und damit einen septischen Schock, das %ogisch-Schock-Syndrom
verursachen (Uchiyamet al., 1989; McCormicket al., 2001). In der vorliegenden
Arbeit wurde nur eiruk-PV-positives Isolat detektiert. Nur wenige MSSA besafie
klassischen Enterotoxingeses, seb odersec. Im Gegensatz dazu konnten in fast allen
MSSA-Isolaten dasei-Gen, welches zumegc-Cluster gehort, nachgewiesen werden.
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Betrachtet man die Toxingene der MRSA-Stdmme, sal&uahnliche Ergebnisse wie
fir die MSSA-Stdmme erhalten. Unterschiede tratgrdber Detektion detst-Gens auf.
Uberraschenderweise besalRen etwa 40% der MSSA-®tamiper nur 12,5% der
MRSA-Stdmme, das Gen fir das Toxisch-Schock-Syndforin-1. Zwei diesettst-
positiven MSSA-Isolate konnte auch noch dals-Gen zugeordnet werden, was im
Kontrast zu Publikationen anderer Arbeitsgruppeahtst(Bohachet al., 1990).
Interessanterweise wurden d&-positiven MSSA von Stationen mit den hdchsten
Raten an MRSA, d.h. der Dermatologie und den Imistetionen der Anasthesiologie
und Chirurgie, isoliert. Die meisten der bis zunutigeen Zeitpunkt am Uniklinikum
Magdeburg mit Hilfe der MLST analysierten MRSA getet den Sequenztypen ST22,
ST228 oder ST45 an und besalRen seltentdaSen (Ghebremedhimt al., 2005;
Ghebremedhiret al., 2007). Die Multilocus Sequenztypisierung und sha-Analyse
der dreitst-positiven MRSA der vorliegenden Studie ergab, disse zu den bekannten
epidemischen Sequenztypen ST22, ST45, ST228 undsm@enypen t001, t028 und
t032 gehdren. Aus der Literatur ist bekannt, dasEuropa der epidemische MRSA-
Stamm EMRSA-16 sporadisch dess-Gen besitzt (Murchaet al., 2004). Allerdings
wird diesen Stammen der Sequenztyp 36 zugeordrnetexistieren auch andere
Publikationen Uber TSST-1-produzierende MRSA-Stam{8ehmitz et al., 1997,
Zaraketet al., 2007; Chunget al., 2008). Nur in der Publikation der japanischen
Arbeitsgruppe sind MLST-Daten verfligbar. O®&-positiven MRSA gehdrten dabei
ST5, ST8 und ST 91 an, wobei nur ST8 auch bei enséSSA-Stammen auftrat
(Zaraketet al., 2007).

In diesem Zusammenhang war es wichtig die Epidemiekst-produzierender MSSA
zu untersuchen, da dieses Toxin in der Klinik zwaiten, aber wenn, dann mit
verheerenden Symptomen des Toxisch-Schock-Syndeinigergeht. Deshalb muss
auch das Auftreten votst-positiven CA-MRSA besonders verfolgt werden. Ebt gi
verschiedene Mutmal3ungen udber den Ursprung undEg®ution von MRSA-
Stammen. Kreiswirtlet al. vertreten die Hypothese, dass sich alle MRSA tirgglich
aus einem einzigen MSSA-Klon, der das ®%@CElement aufgenommen hat,
entwickelt haben (Kreiswirtht al., 1993). Andere Publikationen unterstitzen alleggin
die Vermutung, dass verschiedene MRSA unabhéngmeimander durch lateralen
Transfer des SQ@ec-Elementsin phylogenetisch unterschiedliche Methicillin-sifes

S aureus entstanden sind (Musser und Kapur, 1992; Fitzdestadl., 2001). Bis heute
wurde dasmecA-Gen in acht verschiedenéh aureus-Abstammungslinien gefunden,
die untereinander eine hohe Varianz innerhalb ilmmomosomalen DNA zeigten.
Gegenwartig finden weitere Verdnderungen im Audimetind der Verbreitung von
epidemischen MRSA in europaischen Kliniken statli@gvreet al., 1999; Witteet al.,
1997, 2001, 2004; Witte, 2004; EpidemiologischedldBn, Robert Koch-Institut,
6/2007, S. 41-46). Die Methode der Multilocus Sexqigpisierung wurde entwickelt,
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um die Evolution von pandemischen MRSA-Klonen zuewsuchen (Enright und
Spratt, 1999; Enrightet al., 2000, Peacocket al., 2002). Ghebremedhirt al.
dokumentierten 2005, dass die meisten MRSA-StammeJniklinikum Magdeburg
den neu aufgetreten MRSA-Klonen, dem Barnim-Epiéstamm (ST22) oder dem
Suddeutschen-Epidemiestamm (ST228), zuordnet wekdenten. Im Vergleich dazu
war der Berliner-Epidemiestamm (ST45), der in weileilen Deutschlands verbreitet
ist, weniger vertreten (Ghebremedhgh al., 2005). Somit sind Veranderungen im
Auftreten und der Verteilung verschiedener epidehes MRSA zu beobachten und
das Auftreten neuer MRSA-Klone ist zu erwarten. &elden bereits erwahntest-
positiven MRSA, wurden nun auch dig-positiven MSSA dieser Arbeit nach ihren
MLST- und spa-Typen charakterisiert. Die Ergebnisse fur die TSSgroduzierenden
MSSA-Isolate waren dabei sehr heterogen, es wuvdescthiedene MLST- ungpa-
Typen dokumentiert. Allerdings wurden die Sequepety die wéahrend der letzten drei
Jahre haufig am Universitatsklinikum unter MRSA¥den aufgetreten sind (ST22,
ST45, ST228) kaum oder uberhaupt nicht unter @epositiven MSSA gefunden.
Ahnliche Ergebnisse wurden von Aires de Soetsal. beschrieben (Aires de Souda
al., 2005). Allerdings schlussfolgerte diese Arbeigpgre aus ihren Studien, dass die
Aufnahme des SQ@ec-Elements von Methicillin-sensible® aureus wahrscheinlich
ein relativ seltenes Ereignis sei. Die hier aufgeten Ergebnisse konnten das nicht
bestatigen. Den in dieser Arbeit analysietispositiven MSSA wurden unter anderem
die Sequenztypen ST1, ST8, ST30 und ST39 zugeordmeST-Studien konnten
zeigen, dass auftretende CA-MRSA-Stdmme durch k®&dene genetische
Hintergrinde und unterschiedliche geographischepilrge gekennzeichnet sind.
Waren CA-MRSA Klone urspringlich spezifisch fur enKontinent (Vandenesadt
al., 2003), so zeigen neuere Studien die Verbreituvigchen den Kontinenten und die
Dominanz einzelner Klone in verschiedenen geogsaplein Regionen (Tristaat al.,
2007). Dazu zahlen zum Beispiel ST80 in Deutschiamdl Frankreich (Holmegt al.,
2005; Witteet al., 2005), ST1, ST8 und ST59 in den USA (Mishagal ., 2005; Paret
al., 2005) und ST30 in Australien (Coombsal., 2004, 2006). Vor kurzem wurde
berichtet, dass ST30 sich auch in Europa ausbréftdin und Fang, 2007),
wéahrenddessen ST39 nur unter australischen MSSAMREA auftritt (Coombst al.,
2004, 2006). Keines der typisiertdd-positiven MSSA-Isolate aus der Uniklinik
Magdeburg besal’ den Sequenztyp ST80, obwohl dESs&MRSA-Klon hauptsachlich
in Europa vertreten ist. Allerdings befanden sichteu den in dieser Arbeit
beschriebenen MSSA Stamme mit ST8/t008 und ST1/tAd¢h die CA-MRSA Klone
ST1 @pa-Typ t127, USA400) und ST8gfa-Typ t008, USA 300) gehdren zu den
dominierenden Klonen in Deutschland und Mittelea,odenen wegen ihrer hohen
Virulenz immer mehr Bedeutung beigemessen wirdqgsaet al., 2007; Witteet al.,
2007; Strommengeet al., 2008). Zusammenfassend kann man schlussfolgess, da
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ahnlich wie beilukPV-positiven MSSA-Isolaten, zumindest die MSSA-Stammig
ST1, ST8 und ST30 das Potential habenrdasA-Gen aufzunehmen und sich #&&
positive CA-MRSA zu etablieren. Ob MSSA-Stamme darderen Sequenztypen
ebenfalls die Fahigkeit haben dascA-Gen zu erlangen und damit als CA-MRSA in
der Umwelt erfolgreicher zu sein, kann zu diesentpdekt nicht beurteilt werden.
Dafur missen weltweit mehr MLST-Daten von MSSA uMdRSA dokumentiert
werden. Weiterhin sind manche Virulenzgene, s, tst und eta, auf mobilen
genetischen Elementen kodiert (Moore und Linds®@12 Das sind zum Beispiel
Phagen oder Pathogenitatsinseln, die einen hoalmGentansfer zwischen Stdmmen
ermoglichen. Es ist anzunehmen, dass der TransfeistvzwischenS. aureus-Stammen
somit relativ haufig stattfinden kann (Lindsetyal., 1998).

Weiterhin wird vermutet, dass die verschiedenerehyges Regulatorsystemyr einen
Einfluss auf die Populationsdynamik v&naureus haben (Linaet al., 2003). Um die
Isolate meiner Arbeit weiter genotypisch zu chagakieren, wurden auch bei diesen
Stammen diegr-Gruppen bestimmt. In Ubereinstimmung mit Wigteal. (Witte et al.,
2004) wurde 2005 eine Studie veroffentlicht, diggtee dass der epidemische MRSA-
Klon ST228 (Suddeutscher-Epidemiestamm) mit dgr-Gruppe Il und die neu
aufgetretenen MRSA-Klone ST22 und ST45 mit degr-Gruppe | am
Universitatsklinikum Magdeburg zirkulierten (Ghebredhinet al., 2005). Unter den
typisierten tst-positiven MSSA-Stammen dieser Arbeit befanden s&thmme, die
ebenfalls diese Kombinationen von Sequenztyp agdGruppe besallen. & al.
berichteten, dass das Auftreten desGens inS aureus mit der agr-Gruppe |l
gekoppelt sei (Jt al., 1997). Diese Beobachtung kann hier nicht bestétgden. Bei
den Isolaten dieser Arbeit wurden alle vier versdbnenagr-Gruppen, verstarkagr-
Gruppe |, detektiert. Beziglich der Verteilung dgr-Gruppen unter MSSA-Stdmmen
bestatigten unsere Ergebnisse die Studien von Mawdd.indsay. Diese Arbeitsgruppe
beschrieb diagr-Gruppen I, I, und Il unter MSSA-Stdmmen, wobes dgr-Gruppe |
ebenfalls vermehrt vorhanden war. Allerdings wuadeh in diesem Zusammenhang
beschrieben, dass das AuftretanGen mit deragr-Gruppe Il korreliert (Moore und
Lindsay, 2001). Bei den Stammen der vorliegenddreischien das Auftreten des-
Gens nicht mit einer speziellesgr-Gruppe einherzugehen, zumindest bei MSSA-
Isolaten. In der Literatur wird fur die neu aufggémen CA-MRSA ST1 und ST30 die
Anwesenheit deagr-Gruppe Ill beschrieben (Takizavedal., 2005; Davidet al., 2006;
Rossney et al., 2007)). Die tst-positiven MSSA-Isolate dieser Arbeit, die den
Sequenztypen ST1, ST30 oder ST39 angehdren, besttsichlich diagr-Gruppe 1.
Dieser Sachverhalt kdnnte wieder die Theorie detstEhung von CA-MRSA aus
zirkulierenden MSSA bestatigen. Die Isolate mit d&aquenztyp ST8 allerdings
besalien alle diagr-Gruppe II, was im Gegensatz zu den CA-MRSA mit Siné der
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agr-Gruppe | steht, die in der Literatur hauptsachbelschrieben werden (Takizawa
al., 2005; Rossnest al., 2007).

Die hier aufgefuhrten Ergebnisse, erhalten durchtidous Sequenztypisierungpa-
Typisierung, durch das Erstellen von Toxin- undi&eszprofilen, zeigen deutlich die
Heterogenitat, speziell von MSSA-Isolaten, im Umnsigétsklinikum Magdeburg.
Interessanterweise findet m#st-positive MSSA-Stdmme hauptséchlich auf Stationen
mit einer hohen Rate an MRSA, unter anderem auf Dermatologie und den
Intensivstationen. Einige der hier beschriebensrpositiven MSSA haben das
Potential z.B. das SGf&c IV-Element aufzunehmen und sich as-positive CA-
MRSA erfolgreich in der Umwelt zu etablieren. Obwabch nicht bekannt ist, ob der
horizontale Gentransfer vast in Kliniken stattfinden kann, ist Vorsicht gebotend
weitere Studien zum Transfer von Virulenzgenen soidvendig.

5.2 DFFERENZIERUNG VON STAPHYLOCOCCUS-SPEZIES
DURCH PATRIELLE GAP-, 16 SRRNA-, HSP60-, RPOB-,
SODA- UND TUF-GENSEQUENZEN

Koagulase-negative  Staphylokokken wurden lange Zedlls apathogene

Mikroorganismen oder allenfalls seltene opportusisie Erreger von

Humaninfektionen angesehen. Die grol3e BedeutungediBakterien, als Ausloser
nosokomialer und allgemein erworbener Infektionevwyrde erst in den letzten
Jahrzehnten erkannt (Stock, 2008). In diesem Zusarthang mussten Methoden zur
Identifizierung und Differenzierung von Staphylokek entwickelt werden.

Die Typisierung und ldentifizierung vo®aphylococcus-Spezies auf molekularer
Ebene wurde bereits auf verschiedenen Genen aufgeb# erforderte allerdings die
sequenzbasierte Identifizierung von Bakterien loif $pezies-Ebene die Analyse von
kompletten Genen und auch dann konnten manche gemydisch eng verwandte
Spezies nicht von einander differenziert werdeng¥®veder groRen Menge ans
Sequenzen, die in den Genbanken abrufbar singsisticht verwunderlich, dass das
16S rRNA-Gen eines der ersten Gene war, welchesdigr Molekulardiagnostik
eingesetzt wurde. Obwohl sich der Vergleich von 188NA-Sequenzen fir
phylogenetische Studien auf Genus-Ebene als sihemmiesen hat, ist die Verwendung
fur die ldentifizierung der Spezies fraglich. Iresem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass die Sequenzahnlichkeit des 16S rRN#sBGei Staphylokokken zwischen
90 und 99% lag (Kwolet al., 1999).Saphylococcus caprae und S. capitis konnten gar
nicht anhand ihrer 16S rRNA-Sequenzen unterschieglerden (Takahashet al.,
1999). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei deraBetung der variablen Bereiche
V1, V3, V7 und V9 (Rauét al., 1990) des16S rRNA-Gens. Dabei wurden sowohl in
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S vitulens, S saccharolyticus, S. capitis subsp.urealyticus und S. caprae, als auch in
zwei Subspezies voi®. aureus und in zwei Subspezies vo® cohnii identische
Sequenzen in diesen variablen Bereichen gefundakafigshiet al., 1999). Weitere
Gene, die zur Differenzierung von Staphylokokkengesetzt wurden, sindsp60,
sodA, rpoB und tuf. Bezlglich deshsp60-Gen wurden von Takahaskt al. neun
verschieden&. aureus-Stamme partiell kloniert und sequenziert. Dabeirke gezeigt
werden, dass die erhaltenen Sequenzen im Durclisclomieine Variabilitat von 2%
besalRen, sich also sehr ahnlich waren (Takahasal.,, 1997). AuRerdem konnten
Kreuzhybridisierungen auftreten, wie z.B. zwisclaer klonierten, partiellemsp60-
Gen-DNA von zweiS schleferi-Subspezies und der DNA vda intermedius und

S delphini (Gohet al., 1997). In einigen Publikationen wurde die Seqiernong des
rpoB- und dessodA-Gens als geeignet beschrieben, @&aphylococus-Spezies zu
identifizieren (Drancourt und Raoult, 2002; Poyaral., 2001; Mellmanret al., 2006).
Paarweise Sequenzvergleiche desdA-Gens ergaben eine durchschnittliche
Ahnlichkeit von 81,5% (Poyartet al., 2001), was niedriger ist, als die
Sequenzahnlichkeit von 98%, die fur dis-Sequenzen von Staphylokokken bestimmt
wurde (Bialkowska-Hobrzansket al., 1990; de Buyseet al., 1992; Beckeret al.,
2004). Der Vergleich von partiellenpoB-Sequenzen ergab Sequenzahnlichkeitswerte
zwischen 71,6 und 93,6% (Drancourt und Raoult, 20@ie interspezifischen
Sequenzahnlichkeitswerte fur partielgp60- und tuf-Sequenzen lagen zwischen 74
und 93% bzw. 86 und 97% (Gehal., 1996; Martineawet al., 2001).

Yugueroset al. publizierten die Sequenzen dgap-Gens fur 12 Staphylokokken-
Spezies, die relevant fir Menschen sind (Yuguetas.,, 2000; Yuguerost al., 2001).
In der vorliegenden Arbeit wurden diese Studienedievt und diegap-Gene von 28
verschiedenenStaphylococcus-Spezies sequenziert. Die erhaltengap-Sequenzen
waren mit einer Sequenzahnlichkeit zwischen 24 6% weniger konserviert, als die
Sequenzen der bereits erwahnten Gene.

Aus den partiellegap-Sequenzen der verschieder@gphylococcus-Spezies wurde ein
phylogenetischer Stammbaum erstellt, welcher dieeigenz der ausgewahlten Stamme
erkennen lasst. Diesagap-Stammbaum wurde mit phylogenetischen Stammb&aumen
verglichen, die mit Hilfe von Datenbanksequenzen &S rRNA, rpoB, sodA, hsp60
und tuf Gene verschiedene®aphylococcus-Spezies angefertigt wurden. Frihere
taxonomische Studien basierend auf DNA-DNA Reass$iozn zeigten, dass der Genus
Saphylococcus in  acht unterschiedliche Spezies-Gruppen, verretdurch

S epidermidis, S saprophyticus, S smulans, S intermedius, S. hyicus, S sciuri,

S auricularis undS. aureus, eingeteilt werden kann (Kloos und Schleifer, 1,98©0s,
1997). Dieselbe Einordnung wurde in Studien untervi¢ndung vormsp60- (Kwok et

al., 1999) und sodA-Sequenzen (Poyartet al.,, 2001) vorgenommen.
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Der phylogenetische Stammbaum aus daoB-Sequenzen zeigte neun verschiedene
Gruppen, d.h. eine zusatzliclse haemolyticus-Gruppe war vorhanden (Mollet al.,
1997). Betrachtete man Stammbaume, die aus 16S i1&d@enzen von 38
Saphylococcus-Spezies erstellt wurden, so konnten diese in X&ciedene Gruppen
(S epidermidis, S. saprophyticus, S. smulans, S. carnosus, S. hyicusS. intermedius,
S sciuri, S auricularis, S warneri, S haemolyticus, S lugdunensis, S. aureus)
eingeteilt werden (Takahasé#tial., 1997; Takahaslat al., 1999). Allerdings waren die
Bootstrap-Werte fur die meisten Knoten der verschiedenenp@asungen gering.
Mit den gap-Sequenzen und einenBootstrap-Wert von >90% konnten die
Saphylococcus-Spezies in  vier Gruppen, die S  sciuri-Gruppe, die
S hyicus/Sintermedius-Gruppe, die S haemolyticuS. smulans-Gruppe und die
S aureus/S. epidermidis-Gruppe, eingeordnet werden.

In denhsp60-, 16S rRNA-,sodA- undrpoB-Stammbéaumen enthielt d& sciuri-Gruppe

mit Bootstrap-Werten >97%S. sciuri und S. lentus. Alle Spezies de&. sciuri-Gruppe
unterschieden sich von ander8aphylococcus-Spezies in einigen Eigenschaften. Sie
waren Novobiocin-resistent, Oxidase-positiv und affes in ihrenhsp60-Proteinen
dasselbe charakteristische Muster von Aminosaustsuiionen (Gohet al., 1997;
Kwok et al., 1999). Die enge Verwandtschaft zwiscl&rsciuri und S lentus konnte
auch in der phylogenetischen Analyse dmp-Sequenzen bestéatigt werden. Somit
bildeten die MitgliederS sciuri-Gruppe ein konstantes Cluster innerhalb der aus
hsp60-, 16S rRNA-,s0dA-, rpoB- undgap-Sequenzen generierten Stammbaume.

Die S hyicusg/Sintermedius-Gruppe, definiert sowohl durch die 16S rRNA- algla
durch dierpoB- und hsp60-Sequenzanalyse, umfassg hyicus, S chromogenes,

S muscae, S intermedius, S delphini, S schleiferi subsp.schleiferi und S felis.
Innerhalb dessodA-Stammbaums war di&. intermedius-Gruppe zu finden, die mit
einem Bootstrap-Wert von 100% ausS intermedius und S delphini bestand.
Staphylococcus schleiferi subspschleiferi undS. felis waren in dieser Gruppe allerdings
nicht enthalten. Dariber hinaus liel3en sich disvaedten SpezieS hyicus, S muscae
und S. chromogenes auch nicht in einerS. hyicus-Untergruppe zusammenfassen.
Die von den gap-Sequenzen abgeleiteten Ergebnisse unterstitzen |dbe,

S chromogenes und andere nich: aureus Koagulase-positive Staphylokokken, wie
S intermedius, S delphini und S hyicus, in die S hyicusg/S. intermedius-Gruppe
einzuordnen. Allerdings befanden sich auch in wers&tudie S schleferi subsp.
schleiferi und S. muscae aulR3erhalb de® hyicug/S. intermedius-Gruppe. Basierend auf
dengap-Gensequenzen konnt&schleiferi subsp.schleiferi und S muscae mit in die

S haemolyticusS. smulans-Gruppe eingegliedert werden. Betrachtet man den
phylogenetischen 16S rRNA-Stammbaum, so wurde felis in den

S hyicusg/Sintermedius-Stamm eingeordnet. Dennoch gab es Publikationert. delis
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in enger Verwandtschaft mit Spezies &ismulans-Gruppe beschrieben (Kloos und
Schleifer, 1986; Kloos und George, 1991). Der iesdr Arbeit entwickeltegap-
Stammbaum bestatigte diese Untersuchun&aphylococcus felis befand sich dabei
aulRerhalb de® hyicus/S. intermedius-Gruppe in enger Verwandtschaft mit den Spezies
derS smulans-Gruppe.

Saphylococcus ssimulans und S, carnosus waren bei phylogenetischer Analyse dep-
Sequenzen sehr eng verwandt. Diese Beobachtungewducch die Stammbaume,
erhalten aus desodA-, hsp60- undrpoB-Sequenzen, bestatigt, stand aber im Gegensatz
zu den Ergebnissen des 16S rRNA-basierten Stamndsmum

Die S saprophyticus-Gruppe, definiert durch die Analyse der 16S rRN&g&enzen,
bestand aus den Novobiocin-resistenten, Oxidasativeg Spezies. saprophyticus
subsp.saprophyticus, S. arlettae, S kloosii, S. cohnii, S gallinarum, S. equorum subsp.
equorum und S xylosus. Im rpoB-Stammbaum warS cohnii auf3erhalb der
S saprophyticus-Gruppe abgebildet. Aus der Analyse dedA-Sequenzen konnte man
aulBerdem schlie3en, dass die Monophylie dieser ggrumsicher war, da sie einen
Bootstrap-Wert von nur 68% besal3. Betrachtete mang#prStammbaum, so befanden
sich S. cohnii und S xylosus deutlich abseits deB. saprophyticus-Gruppe. Wie bereits
erwahnt, wurdeS. cohnii anhand des 16S rRNA-Stammbaumes Slesaprophyticus-
Gruppe zugeordnet, was auch bei der Analyse hdp60-Sequenzen der Fall war.
Innerhalb des gap-basierten Stammbaumes waren die Verzweigungen von
S auricularis, S cohnii und der heterogene® saprophyticus-Gruppe, bestehend aus
S saprophyticus subsp.saprophyticus, S. equorum subsp.equorum, S gallinarum,

S arlettae undS kloosii, wegen geringeBootstrap-Werte nicht verlasslich.

Basierend auf den 16S rRNA-Daten wurde Siepidermidis-Gruppe in funfCluster,
vertreten durchS. lugdunensis, S haemolyticus, S warneri, S. epidermidis und
S aureus, eingeteilt (Kloos, 1997; Takahagdtial., 1999). DasS epidermidis-Cluster,
welches ausS epidermidis, S capitiss, S caprae und S saccharolyticus
zusammengesetzt war, bildete bezuglich der 16S ¢HSB4uenzen eine
monophyletische Verzweigung mit einem hohen BoapsiVert von 97% (Kwolet al.,
2003). In derrpoB-Studie fand marg. caprae und S. capitis in der S. haemolyticus-
Gruppe wieder. Ahnlich de8. saprophyticus-Gruppe bildete di&. epidermidis-Gruppe
innerhalb desodA-Stammbaumes keine deutlich abgegrenzte Verzwei{Boastrap-
Wert von 38,9%). Ahnliche Ergebnisse waren bei Aleswertung degjap-basierten
Stammbaumes zu verzeichnen. Darlber hinaus bei@n8. £aprae innerhalb degap-
Stammbaumes in keiner engen Beziehung Suepidermidis oder S capitis.
Andererseits konnte man sowohl von dmp- als auch von derpoB-Daten ableiten,
dassS. warneri eng mit deiS. epidermidis-Gruppe assoziiert war.
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Der tuf-Stammbaum unterstitzte die ErgebnissegdpfDaten.Saphyl ococcus warneri

war zum Beispiel bei Analyse déuf-Sequenzen in verwandtschaftlicher Nahe der
S epidermidis-Gruppe zu finden. Dieser Ergebnisse wurden auldemiech Studien
Uber die Sequenzen dexdA-Gens bestatigt (Poyaet al., 2001). Die Daten, welche
aus dem Vergleich detuf-Sequenzen erhalten wurden, zeigten oft eine gebler
intraspezifische Divergenz als die 16S rRNA-Dat®ffenbar waren die 16S rRNA-
Sequenzen konservierter, als di#-Sequenzen. Ein paarweiser Vergleich tafr
Sequenzen lie3 erkennen, dass deren mittlere DN@e®zahnlichkeit mit 92,6%
geringer war, als die der 16S rRNA-Sequenzen mB@%®5 Somit war datuf-Gen zur
Differenzierung eng verwandt&aphylococcus-Spezies geeigneter, als das 16S rRNA-
Gen.

Die phylogenetische Analyse dgap-Sequenzen der Staphylokokken ergab einen
Stammbaum, der sowohl topologische Ahnlichkeiters auch geringfiigige
Unterschiede im Vergleich zum 16S rRNA-StammbausaBe

Anhand der vorgestellten Daten wird deutlich, ddiessSequenzanalyse verschiedener
Gene ein wichtiges Mittel zur ldentifizierung vonalBerien und zur Erstellung
phylogenetischer Studien ist. Die erhaltenen Stafumie® unterscheiden sich
voneinander im Aufbau und Ahnlichkeitsgrad, in Abbigkeit vom verwendeten Gen.
Publikationen anderer Arbeitsgruppen zeigten ellenfdass Gruppierungen, die aus
zwei verschiedenen Sequenzen mit ein8ootstrap-Wert von >90% erhaltenen
wurden, auch in Stammb&umen basierend auf andezerrGbestandig waren (Roux
und Raoult, 2000). Betrachtet man die in dieserefraufgezeigten phylogenetischen
Stammbaume, so konnte man vier statistisch abgasechGruppierungen, die
S hyicugS intermedius, die S sciuri-, die S haemolyticu¥S simulans- und die
S aureus/’S epidermidis-Gruppe, erkennen. Die Verzweigungen VBnauricularis,

S cohnii subsp.cohnii und der heterogene® saprophyticus-Gruppe, bestehend aus
S saprophyticus subsp.saprophyticus und S. equorum subsp.equorum, waren weniger
stabil. Die phylogenetische Analyse basierend a&unfghdp-Sequenzen machte sowohl
Gemeinsamkeiten (z.B. d&#& hyicug/S intermedius- und dieS. sciuri-Gruppe), als auch
Unterschiede (z.B. die Gruppierungen vé&h arlettae und S kloosi im gap-
Stammbaum) zwischen den Dendrogrammen basiererahdafen Genen deutlich.

Die in dieser Arbeit vorgestellten phylogenetischiggrziehungen zwischen deyap-
Sequenzen de&taphylococcus-Spezies stimmten aufierdem mit den von Yuguetrals
publizierten Daten Uberein (Yugueresal., 2001). Die Homologie der partielleyap-
Sequenzen der verschiedenB@aphylococcus-Spezies lag zwischen 24,3 und 96%.
AulRerdem waren die Sequenzahnlichkeiten der partighp-Gene geringer, als die der
16S rRNA- (B7%),rpoB- ([(B6%), hsp60- ((B2%) undsodA-Gene [178%).
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Die Sequenzierung degp-Gens kdnnte in Referenzlaboren zur Charakterisgemon
Staphylokokken beitragen, die anhand ihrer phamstiyen Reaktionen nicht
eingeordnet werden kénnen. Speziell fur eng vertea®dphylococcus-Spezies kdnnte
die Analyse dergap-Sequenzen von Vorteil sein, da das fur solche Reecft
verwendete 16S rRNA-Gen hoch konserviert ist undiisaur eine beschrankte
Differenzierung moglich ist. Diegap-Sequenzen sind ein gutes Mittel zur
Differenzierung vor&aphylococcus-Spezies und bietet aul3erdem die Moglichkeit die
phylogenetische Beziehung zwischen Staphylokokkan beurteilen. Eine exakte
Differenzierung vonStaphylococcus-Spezies ist aul3erdem die Grundlage, um die
Pathophysiologie Staphylokokken-assoziierter Kraiteim zu verstehen.

5.3 DFFERENZIERUNG VON STAPHYLOCOCCUS SPP. DURCH

GAP-BASIERTE T-RFLP

Die Identifizierung von verschiedene®iaphylococcus-Spezies, speziell Koagulase-
negativen Staphylokokken, im Rahmen der Routinediatk oder als Voraussetzung
fur pathophysiologische Untersuchungen, ist ofbprmatisch. Eine Ursache dafir ist
die sich kontinuierlich entwickelnde Taxonomie d&snusStaphylococcus (Kloos und
Bannerman, 1999; Trulzscét al., 2002). Aul3erdem benutzen die meisten Labore
Identifizierungssysteme, die auf biochemischen Rea&n beruhen. Hier kann die
Variabilitat der diagnostischen Reaktionen inndsheiher Spezies und die subjektive
Interpretation eine Fehlerquelle darstellen (Chageeal., 2000; Marsotet al., 2001).
Klinisch wichtige Spezies miussen aber durch eineeizéissige und reproduzierbare
Methode identifiziert werden, um das pathogene mRisle der verschiedenen
Saphylococcus-Spezies zu untersuchen und zu verstehen. Aus di€emd wurden
von anderen Arbeitsgruppen bereits verschiedengitaaszur molekulargenetischen
Identifizierung von Staphylokokken entwickelt. Zigimen basierten Methoden auf der
Detektion Spezies-spezifischer Sequenzen unter &stung von Oligonukleotiden fur
die PCR oder Sonden fur Hybridisierungsversuche(@kaet al., 1993; Vandeneso#
al., 1995; Martineawet al., 1996). Zum anderen wurden Variationen in univi&se
Genen analysiert. Das um fasst zum Beispiel dieu&egerung der partiellen
16S rRNA- (Beckeret al., 2004),hsp60- (Gohet al., 1996),rpoB- (Mellmannet al.,
2006),s0dA- (Poyartet al., 2001)- oderdnal-Gene (Shalet al., 2007). Weitere PCR-
basierte Methoden waren unter anderem die lihgrfal transcribed spacer)-PCR
(Couto et al., 2001) und Restriktionsanalysen wie die RFLP (Yargset al., 2001;
Barroset al., 2007; Santogt al., 2008) und das Ribotyping (Grimont und Grimont,
1986; Carrettcet al., 2005). Neue Anséatze fir die Identifizierung vaa@ylokokken
waren der Einsatz der Fourier-Transformations-IRkamskopie (Amialiet al., 2007)
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und das Proteifingerprinting (Benito et al., 2008). Trotz der Vielfalt an mdglichen
Techniken muss immer abgewogen werden, wie prdigikdie jeweilige Methode fir
den Anwender ist. Es wurden zum Beispid#igonukleotidarrays und Microarrays zur
Identifizierung von Staphylokokken entwickelt, deffemA-, rpoB-, hsp60- und sodA-
Genesequenzen basieren (Hamatlsal., 2001). Fir einersodA-Oligonukleotidarray
wurde gezeigt, dass dieser innerhalb des Gersigphylococcus 36 verschiedene
Spezies differenzieren konnte (Giammarinagb al., 2005). Allerdings werden
Microarrays gewohnlich nicht zur Routinediagnostilkeinem mikrobiologischen Labor
eingesetzt. Die Grunde dafur sind zum einen dieehdimanziellen Investitionen und
zum anderen technische Probleme wie Kreuzhybridisgen, wenn eng verwandte
Spezies an ein und dieselbe Sonde binden.

Im Vergleich dazu resultierte die in der vorliegendArbeit entwickeltegap-basierte
T-RFLP Analyse zwar in komplexen, dafir aber in étdhMal3e reproduzierbaren
Mustern (Moyeret al., 1996; Trotheet al., 2002). Diese Muster erlaubten damit einen
Vergleich mit den T-RFLP-Mustern der jeweiligen @tglokokken-Referenzstamme.
Computergestutzte Analysen nmmpoB und sodA-Sequenzen aus den Datenbanken
ergaben, dass diese Gene auch unter Anwendunghiegtener Restriktionsenzyme
zum Aufbau einer T-RFLP-Analyse nicht geeignet wafte silico Analysen basierend
aufgap-Sequenzen jedoch zeigten, dass dieses Gen gesigraat unmStaphylococcus-
Isolate molekulargenetisch auf Spezies-Ebene auifdéeren.

Das gap-Gen bildete somit die Grundlage fur die Amplifiket eines ~933 bp
Fragmentes, das anschlieRend mit Restriktionsenzygaschnitten und die GrofR3e der
resultierenden terminalen Enden analysiert wurdeegdn die Schnittstellen der
Restriktionsenzyme innerhalb konservierter Regiahesgap-Gens, so kann daraus bei
zwei verschiedenen Spezies dieselbe Fragmentgni®@elamit ein identisches Signal
im T-RFLP-Profil resultieren. Um den Informationbgét der T-RFLP-Profile zu
erhdhen, wurden beide Primer mit verschiedenenr&fzenzmarkierungen versehen
und das erhaltenegap-Fragment mit drei verschiedenen Restriktionsenzyme
geschnitten. In der Literatur variiert die Anzahh\arwendeten Restriktionsenzymen je
nach Anwendung von eins (Rogetsal., 2004) bis funf (Sakamotet al., 2006). Aber
auch Abweichungen innerhalb der T-RFLP-Muster miisisbei in Betracht gezogen
werden. Es wurden mehr als 130 kliniscBaphylococcus-Isolate analysiert, um die
T-RFLP-Muster der Referenzstamme zu verifiziereab®& wurden Abweichungen
zwischen —2 und +2 bp im Vergleich zu denslico ermittelten Gré3en der T-RFs
detektiert. Diese Unterschiede zwischen den gemessand theoretisch ermittelten
FragmentgrofRen wird als T-RBrift bezeichnet. Der T-RPrift wird durch kleine
Unterschiede im Molekulargewicht der T-RFs, ausgfeéintweder durch den Gehalt an
Purinen oder die Fluoreszenzmarkierung, verursg&aplan und Kitts, 2003).
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Um die Reproduzierbarkeit degap-basierten T-RFLP zu untersuchen, wurden
Quantile-Quantile-Plots der Datenséatze vB8nhaemolyticuss und S epidermidis-
Isolaten erstellt. Ein anndhernd linearer Plot eledébei auf eine Normalverteilung der
Daten und geringe Stamm zu Stamm Variationen deschedenen Isolate einer
Spezies hin. Diese Abweichungen nahmen allerdingse TBRFs<100 bp und
T-RFs>500 bp zu. Ahnliche Limitationen der T-RFLBeRnik wurden bereits von
anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Engebretson Moger, 2003), die das
realistische Auflosungsvermégen der Kapillargeletgihorese zwischen 50 bp und
500 bp angeben.

Bei der Typisierung der verschiedenen KlinisclBaphylococcus-Isolate traten nur in
einem Fall Abweichungen von den T-RFLP-Mustern Beferenzstamme auf. Die
Analyse verschiedene® hominis subsp.hominis-lsolate ergab ein T-RFLP-Muster,
was von dem de& hominis subsp.hominis-Referenzstammes abwich. Das HEX-
markierte Fragement d&del-Restriktion war, verglichen mit demselben Fragtes
Referenzstammes, grol3er. Dieses grofiere Fragmetareh dadurch, dass innerhalb
des gap-Gens durch Anderungen in der Nukleotidsequenz @&del-Schnittstelle
entfallen war. Auch Abweichungen von den erwart@teRFLP-Mustern, bedingt durch
Nukleotidanderungen innerhalb dgap-Gens und damit verbundenem Entstehen oder
Wegfallen von Schnittstellen der Restriktionsenzymaissen bei der Anwendung
dieser Methode in Betracht gezogen werden.

Die Differenzierung vonSaphylococcus-Spezies wurde durch die Analyse der
terminalen Restriktions-Fragmentlamgen-Polymorpkism(T-RFLP) desgap-Gens
etabliert. Die T-RFLP wurde dafur auf partiellgap-Sequenzen von Referenzstdmmen
aufgebaut und die Reproduzierbarkeit durch dietifizierung von klinischen Isolaten
bewiesen. Neben der Identifizierung von Staphylidenk aus Bakterienkulturen,
kénnen diese auch aus Direktmaterial, ohne voréekizucht, identifiziert werden.

5.4 VERGLEICH VERSCHIEDENER METHODEN ZUR
| DENTIFIZIERUNG VON KLINISCHEN

STAPHYLOCOCCUS SPP.

Zuverlassige ldentifizierungen und Resistenztestuongvon Kklinisch relevanten
Bakterien sind fur die Routinediagnostik in mikrolbigischen Laboratorien unbedingt
erforderlich. Zu den automatisierten, phanotypisclieentifizierungssystemen gehdren
das Vite€2 und das PhoeriX. Im Folgenden wurden die phéanotypischen
Identifizierungen, d.h. das Vit8R mit der neuen kolorimentrischen ID-GP-
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Identifizierungskarte und das Phoédfflx mit der dazugehorigen ID-13-
Identifizierungskarte, mit einer molekularen Refemmethode, dergap-basierten
T-RFLP, verglichen. Es gibt bis jetzt erst wenigerdffentlichungen, die sich mit der
Evaluierung der Identifizierungskarten f@aphylococcus-Spezies auf dem VitéR
beschaftigten. Ligozzt al. beschrieben a&hnliche Ergebnisse, wie sie bei selaten
dieser Arbeit dokumentiert wurden. 86 von 100 Kdagernegativen Staphylokokken
wurden korrekt bis auf die Speziesebene identitizeehn Isolate wurden mit geringer
Diskriminierung richtig identifiziert, ein Isolat uvde falsch identifiziert und drei Isolate
konnten gar nicht identifiziert werden. Im Detalindle zum Beispieb. epidermidis zu
92,7% korrekt identifiziert (Ligozziet al., 2002). Spanuet al. analysierten 275
Koagulase-negative Staphylokokken mit dem ViISystem und der fluorimetrischen
ID-GPC-Karte (Spantet al., 2003). Dabei wurden die Ergebnisse des Vigelals
korrekt angesehen, wenn sie durch das ATB ID32 31-8fstem und zuséatzliche
manuellen Tests bestatigt werden konnten. Insgesdentifizierte das Vitek2 in
dieser Studie 90,5% dé&ktaphylococcus-Spezies richtig. Spanet al. erklarten auch,
dass die Identifizierung fir spezielBaphylococcus-Spezies, zum Beispi& hominis,
immer noch verbessert werden musste. Eine Arbedtr iie neue kolorimetrische
Identifizierungskarte ID-GP des ViteR wurde von Funke und Funke-Kissling
verdffentlicht. 89 von 95 Koagulase-negativen Syégitokken wurden bis auf die
Speziesebene korrekt identifiziert, funf Isolaterean mit geringer Diskriminierung
richtig identifiziert und nur ein Isolat wurde fals bestimmt (Funke und Funke-
Kissling, 2005). Somit kamen sie zu dem Schlusss @be neue ID-GP-Karte fur das
Vitek®2 verlassliche Ergebnisse zur Identifizierung vorar@-positiven Kokken in
einem routinediagnostischen Labor liefert. Wakktal. verwendeten das Vit&R-
System mit der fluorimetrischen (ID-GPC) und delokimetrischen (ID-GP) Karte fur
die ldentifizierung von Gram-positiven Bakterien g\ét et al., 2005). Fur Gram-
positive Bakterien, inklusive Staphylokokken, wurdenit der kolorimetrischen
Identifizierungskarte bessere Ergebnisse erzieltir FSpezies der Familie
Micrococcaceae allerdings erhielt man mit der klorimetrischen t€a87,2% und mit der
fluorimetrischen Karte 98,3% korrekte Identifiziagen. Weiterhin gibt es
Verodffentlichungen, dass das VifeékSystem (ID-GPC) sehr oft Koagulase-negative
Staphylokokken nicht identifizieren kann und deble$Kocuria spp. angibt (Ben-Ami
et al., 2005). Ob sich diese Unzulanglichkeit auch bei muen ID-GP Karte zeigt,
muss in weiteren Studien untersucht werden (Ben-&ral., 2005; Boudewijnst al.,
2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden zuerst @8phylococcus-Referenzstamme mit den
ID-GPC und den ID-GP-ldentifizierungskarten deseki2-Sytems, dem Phoenil%
System und dem ATB ID32 STAPH-System bestimmt. D&tgek®2 mit der
fluorimetrischen ID-GPC-Karte identifizierte nur ,8% der Referenzstamme korrekt.
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Die kolorimetrische ID-GP-Karte enthélt neue Teslig, die Identifizierung von mehr
Spezies zulasst. Der Datenbank des V2eWwurden die Spezie’ arlettae, S. caprae,

S carnosus und S equorum hinzgefugt. Diesbeziglich konnten mit der neuent&ar
74,1% der Referenzstamme richtig identifiziert vesrd Allerdings wurde der
Referenzstamrs. arlettae mit der verbesserten ID-GP-Karte falsch bestimns. jBtzt
existieren erst wenige Verdffentlichungen tiber@enauigkeit des Phoenl%Systems
bei der Identifizierung von Gram-positiven Stammspeziell Staphylokokken. In einer
Studie zeigten Fatet al., dass die Ergebnisse, die mit dem PhdéhRystem erzielt
wurden sehr gut mit den Ergebnissen des ViEekD-GPC-Karte) iibereinstimmten
(Fahr et al., 2003). Die hier aufgefluihrten Daten unterstitzézsed Aussage. Die
aktuellen Datenbanken fu&aphylococcus-Spezies ahneln sich sowohl bei den
automatisierten Systemen Vifk und PhoeniX* als auch beim halbautomatisierten
ATB ID32 STAPH. In diesem Zusammenhang identifigedas Phoenl¥ 66,7% der
Referenzstamme korrekt. Die klinischen Staphylolevklsolate 1t = 86) dieser Arbeit
wurden so gewahlt, dass sie der typischen VerigiamStaphylococcus spp. in einem
mikrobiologischen Labor entsprechen. Die beiden omatisierten
Identifizierungssysteme zeigten unterschiedlichgeBnisse. Das Vité2 mit der
neueren GP-Karte identifizierte 6,98% der Isolatisdh, wahrend das Phoellixbei
13,95% der Klinischen Isolate ein falsches Ergebrzselte. Somit wurden auch beim
Einsatz automatisierter Systeme klinische Stamnreunaureichend oder sogar falsch
identifiziert. Das galt sowohl fur Spezies die &sBeelten mit Infektionen assoziiert
sind, als auch fir gemeinsam auftretende Spezies, Sv epidermidis und

S haemolyticus. Neben der héchst wichtigen ldentifizierung vBnaureus, gewinnt
auch die Differenzierung von Koagulase-negativeapBylokokken immer mehr an
Bedeutung. KNS werden zunehmend als Pathogene rdsemi deren Auftreten
betrachtliche Konsequenzen fiir das Management oasaler Infektionen mit sich
bringen (Huanget al., 2006). Sie verursachen nosokomial induziertektideen des
Blutsystems und sind die haufigsten KontaminatioimeBlutkulturen. Die Bewertung
der klinischen Bedeutung von Koagulase-negativapl8tlokokken ist angesichts des
Infektionsrisikos in medizinischen Einrichtungenbedingt notwendig, gestaltet sich
aber oft als relativ schwierig (Beekmaetral., 2005). Auffallend ist auf3erdem, dass in
fast allen Publikationen, die die Funktion von pdigpischen Identifizierungssystemen
wie dem ViteR2 und dem Phoeni¥ beurteilen, das ATB ID32 STAPH-System als
Vergleich verwendet wird. Wenn die Ergebnisse diesphanotypischen
Identifizierungen Ubereinstimmten, wurden keine ekalaren Methoden zur
Bestatigung herangezogen. Theoretisch kdnnteneeutag Isolate, die in dieser Arbeit
mit der gap-basierten T-RFLP identifiziert wurden, von allereidphanotypischen
Identifizierungssystemen, Vit&R, PhoeniX" und ATB ID32 STAPH falsch bestimmt
werden. Cuhnat al. zum Beispiel zeigten in einer Publikation, dass 4d4B ID32
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STAPH nicht in der Lage is&aphylococcus-Spezies korrekt zu identifizieren (Cuhna
et al., 2004). Dabei verglichen sie ihre Referenzmethodas Schema fir die
Identifizierung von KNS, aufgestellt von Kloos u&thleifer (Kloos und Schleifer,
1975) und modifiziert von Bannerma&hal. (Bannermaret al. 1993), mit dem ATB
ID32 STAPH (Rennebergt al., 1995). In der Publikation von Rennebegy al.
identifizierte das ATB ID32 STAPH-System 82,1% detesteten KNS-Isolate korrekt.
Vergleicht man das mit den Daten dieser Arbeit,ndameichte das ATB ID32 STAPH
bei den Referenzstdmmen und klinischen Isolated%%orrekte ldentifizierungen.
Cuhna et al. beobachteten inkorrekte Ergebnisse, bei der Himatung von
S epidermidis (2,2%), S hominis (25%), S. haemolyticus (37,5%) undS. warneri
(47,1%) mit dem ATB ID32 STAPH (Cuhréh al., 2004). Vergleicht man das mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, so identifieiedes ATB ID32 STAPH von
siebenS. epidermidis-Isolaten eins falsch (14,3%). Ebenfalls konnteRleferenzstamm
S kloosii von diesem System nicht korrekt identifiziert wemd

Die Identitaten aller klinischen Isolate dieser éitbwvurden genotypisch mit degap-
basierten T-RFLP bestimmt und diese Ergebnisseclgleitig als Referenz fur die
automatisierten, phanotypischen Identifizierungssye verwendet. Wenn es grofRere
Unterschiede  zwischen den  phanotypischen und  der notg@schen
Identifizierungsergebnissen gab, wurde die Seqeemzag des 16S rRNA-Gens (Becker
et al., 2004; Heikenset al., 2005) zur endgultigen Bestimmung der Spezies
durchgefuhrt. Weil das ATB ID32 STAPH-System inlgre Studien normalerweise als
Referenzmethode verwendet wird, wurden auch inedié@sbeit einige Isolate mit
diesem System analysiert und die Ergebnisse aufgefu

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit deennddentifizierungskarte des
Vitek®2-Systems in den meisten Fallen korrekte Ergebressielt wurden. Ahnlich
waren die Ergebnisse fiir das Pho&WiSystem. Beide automatisierten Systeme
ermoglichen somit relativ genaue ldentifizierungender Routinediagnostik. Sind
allerdings eindeutige ldentifizierungen von versdanen Staphylococcus-Spezies
notwendig, so sind genotypische Identifizierungdmden, wie zum Beispiel digap-
basierte T-RFLP, den phénotypischen automatisi@ystemen immer noch tberlegen.

5.5 NTERSUCHUNGEN DER INDUKTION DER ANGEBORENEN
| MMUNANTWORT IN EPITHELIALEN ZELLEN DURCH
STAPHYLOCOCCUS-SPEZIES.

Bakterielle Infektionen fuhren zur Induktion undrgehlimmerung von entzindlichen
Hauterkrankungen, wie zum Beispiel Psoriasis undpisther Dermatitis. Trotz
zahlreicher Ansétze existiert bisher noch kein eiibhes Konzept, welches die
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Pathogenese der atopischen Dermatitis genaueramkann. Daher war es von hohem
Interesse, den Beitrag von Staphylokokken und ihrévodukten zum
Pathomechanismus dieser akut und chronisch ablemenHauterkrankung zu
analysieren.

Ekzemherde bei Patienten mit atopischer Dermaiitid zu 90% miS. aureus besiedelt
(Leydenet al., 1974; Abeck und Mempek, 1998), wahrend bei gesukidutS. aureus
nur in 5% der Falle isoliert wird (Baker, 2006).eBe Stamme konnen verstarkt
Superantigene produzieren und verschlimmern somitEshtzindungsreaktion (Skov
und Baadsgaard, 2000). Auch bei Koagulase-negatbtaphylokokken, die aus
Material von Patienten mit Hautinfektionen isolievturden, wurde von einer
Arbeitsgruppe, die Produktion von Superantigenestektiert durch einen passiven
Latex-Agglutinationstest, beschrieben (Akiyaraaal., 2000). Im Verlauf meiner
Arbeit wurden aus dem Patientenmaterial von Parentit AD neberf. aureus noch
Sepidermidis, S. capitis, S hominisundS. schleiferi isoliert. Dabei war kein verstarktes
Auftreten vonS. aureus-Isolaten zu beobachten. Allerdings wurden in dmtie@genden
Arbeit viel weniger Patienten betrachtet, als esStandien Uber das Auftreten von
S aureus bei Hautinfektionen der Fall war. Aul3erdem besafhds der in meiner
Arbeit untersuchten Isolate Gene fir StaphylokokBeperantigene. Auch das konnte
wiederum durch die eingeschrankte Anzahl an Pravklért werden. Akiyamat al.
zum Beispiel untersuchten 136 Koagulase-negatie@lytokokken und konnten bei
6,6% die Produktion von Superantigenen nachweis&iygma et al., 2000). Bei vier
der in dieser Arbeit untersuchten Patientenisokatenten die Gene fuy-Hamolysin
und Leukozidin LUKED detektiert werden. Diese 2-Kmmenten-Toxine bilden Poren
in Erythrozyten und Leukozyten, was zur Lyse defllefefihrt. Positiv fur diese
Leukotoxine waren neben dr8i aureus-Isolaten auch ei® epidermidis-Isolat. In der
Literatur ist beschrieben, dass die meiskeaureus-Stammey-Hamolysin produzieren
(Prevostet al., 1995a, 1995b). Die Gene fur das Leukozidin Lukigiden sich in 30%
der klinischenS aureus-Isolate (Gravett al., 1998). Angaben zu Leukotoxinen im
Zusammenhang m#. epidermidis sind in bisherigen Publikationen nicht zu findém.
vergleichende Genomanalysen vé&n aureus und S epidermidis-Stammen wurde
gezeigt, dass Pathogenitatsinseln fiir EnterotoxiBgptoxine und Leukozidine
spezifisch fur S aureus sind. Im selben Zusammenhang wurde allerdings auch
postuliert, dass nebenS aureus auch S epidermidis in der Lage ist
Pathogenitatsfaktoren von anderen Gram-positivekidBian aufzunehmen (Gidt al.,
2005). Somit besteht die Moglichkeit, dass das édgefuhrteS epidermidis-Isolat die
Gene fur die Leukotoxine durch Gentransfer von esmeStaphylokokken erhalten
akquirierte.
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In der frihen Phase einer Infektion fihren die retk@onen zwischen den pathogenen
Mikroorganismen und den Zellen der angeborenen Inamtwort zu einer Induktion
der Zytokine TNFa, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 und des Chemokins IL-8@gneway und
Travers, 2002). Dabei spielen IL-6 und IL-8 alsipflammatorische Mediatoren eine
groRe Rolle. In der vorliegenden Arbeit wurden HaZallen mit verschiedenen
Saphylococcus-Spezies, sowohl mit Referenzstdmmen als auchlmis&hen Isolaten,
infiziert, und die sezernierten Mengen an IL-6 UbheB bestimmt. Eine erhthte IL-6-
und IL-8-Expression war im zeitlichen Verlauf allerfektionen zu verzeichnen. Die
Menge an induziertem IL-6 und IL-8 ist dabei allegs isolat- bzw. stammspezifisch.
Staphylokokken sind grampositive Bakterien, dereigahden von denToll-like
Rezeptoren (TLR) 2 und 6 erkannt werden. Zellwamgikonenten, wie Peptidoglykan
und Lipoteichonsédure, werden uUber den TLR-2 gebundBas angeborene
Immunsystem reagiert darauf mit der Aktivierungassthiedlicher Proteinkinasen, des
Transkriptionsfaktors NikB und der Freisetzung von Zytokinen und Chemokimea
TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-8 und IL-10. Das Protein A vo& aureus bindet unter anderem
an den TNFa-Rezeptor-1 und I6st dort die immunmodulatoriscEéfekte von TNFea
aus, zu denen auch die MB-abhangige IL-8-Produktion gehort (Gonmgzl., 2004).
Auch andere Virulenzfaktoren von StaphylokokkeB, 2xtrazellulare Enzyme, Toxine
und Proteasen, sind in der Lage eine inflammatogidReaktionen des Immunsystems
hervorzurufen. Allerdings sind Einflisse dieser Kmmenten noch nicht klar definiert
(Fournier und Philpott, 2005-Hamolysin induziert die Produktion von I31IL-6,
IL-8 und in geringen Mengen auch TNF(Onogawa, 2002). Es ist bekannt, dass diese
IL-8-Produktion ebenfalls NikB-abhangig ist (Dragnevet al., 2001). Im Gegensatz
zum a-Hamolysin lysiert-Hamolysin Zellen, die Mediatoren enthalten. Inseim
Zusammenhang wurde gezeigt, d@ddamolysin Monozyten zerstort und somit IB-1
freisetzt (Walewet al., 1996). Sachset al. publizierten 2008, dass Serinproteasen von
S epidermidis die Poduktion von Chemokinen, wie IL-8, MB-abhangig aktivieren
(Sachseet al., 2008).

Fasst man die aktuelle Literatur zusammen so waudtleth, dass eine Vielzahl von
Molekulen der Staphylokokken, wahrscheinlich aughige, die noch nicht bekannt
sind, mit dem angeborenen Immunsystem interagiarehsomit die Produktion von
Zytokinen und andere inflammatorische Prozessedses! (Fournier und Philpott,
2005). Die erhaltenen IL-6- und IL-8-Daten der egénden Arbeit bestéatigen diese
Annahme. Alle verwendeten Staphylokokken wurden Ugkzh ausgewahlter
Virulenzfaktoren charakterisiert, wobei Unterscleiechuftraten. Es ist davon
auszugehen, dass sich bei der weiteren Charakteng die Individualitat jedes
Stammes Dbestatigt. Das individuelle, aber kompleX&isammenspiel von
Oberflachenproteinen und Virulenzfaktoren der Syigkokken wirde somit die
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unterschiedlichen inflammatorischen Antworten desgedorenen Immunsystems
erklaren.

Defensine und Cathelizidine sind ebenfalls wichti@mponenten der angeborenen
Immunitat, da sie neben ihren antimikrobiellen MBgghaften, im Sinne einer
Verbindung zwischen der angeborenen und der erwerbdmmunantwort, auch
Zytokin-ahnliche Eigenschaften besitzen (Yasigal., 1999). Aul3erdem stimulieren
B-Defensine Epithelzellen zur Synthese von immunntaiduschen Mediatoren (IL-6,
IL-10, IL-18) und haben positive Einfliisse dererghdtion und Proliferation (Niyosaba
et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden die ingaten mMRNA-Mengen an
hBD1, hBD2, hBD3 und LL-37 im Verlauf der Infektien mit verschiedenen
Saphylococcus-Spezies bestimmt. Als Ergebnis dieser Untersuchiindgonnte
festgestellt werden, dass die Staphylokokken isp&ifisch unterschiedliche mRNA-
Mengen der jeweiligen Gene induzierten, wobei diéuktion der hBD2 mRNA am
starksten war. Fur hBD2 wurde als erstes humandsnBie gezeigt, dass es als
Antwort auf lokal induzierte Entzindungsreaktionen lasionalen Hautschuppen
gebildet wird (Hardekt al., 1997). Spater konnte es auch in kultivierten ligitellen
der Bronchien, der Lunge, der Nase, des Magenslaadarms nachgewiesen werden
(Schréder und Harder, 1999). Genomanalysen von h&&2en darauf hin, dass die
Promoterregion von hBD2 Bindungsstellen fir versdbne Transkriptionsfaktoren
enthalt, die alle an der Induktion und Regulatioflaimmatorischer Prozesse beteiligt
sind (Harderet al., 2000). Die Produktion von hBD2 wird somit durcérschiedene
bakterielle Produkte und proinflammatorische Zytekiinduziert (Menendez und
Finlay, 2007). In Keratinozyten wird die hBD2-Syesle durch den IL-1-Rezeptor,
welcher durch IL1e oder IL-1B aktiviert wird, oder durch TN induziert (Menendez
und Finlay, 2007). Obwohl der NEB-Signalweg als wichtigstes Element der hBD2-
Induktion angesehen wird (Vossal., 2006), gibt es auch Verdffentlichungen, welche
die Induktion von hBD2 lber MAPKnftogen-activated protein kinase)-Sighalwege
beschreiben (McDermott al., 2003; Ouharat al., 2006). Die exprimierten mRNA-
Mengen von hBD1, hBD3 und LL-37 waren, verglichert wher hBD2 mRNA,
geringer. Ursprunglich wurde davon ausgegangers HB®-1 konstitutiv exprimiert
wird (Bals und Griese, 1999). Allerdings zeigenereuPublikationen dass hBD1 durch
bakterielle Produkte induzierbar ist (Menendez urdlay, 2007). Die erhdhte
Expression von hBD3 wurde unter anderem bereitgditrische Epithelzellen, welche
mit Helicobacter pylori infiziert waren (Bougharmt al., 2006), und fur mitS aureus
infizierte primare, humane Keratinozyten, besclarelfMenzies und Kenoyer, 2006).
Anstatt durch den NKB-Signalweg scheint die hBD3-Induktion hauptsadhiturch
den MAPK/p38-Signalweg abzulaufen (Menzies und Kenp2006). Zu den ebenfalls
antimikrobiell aktiven Proteinen der Haut des Mdmstgehdort das Cathelizidin LL-37.
Bei Verletzungen der Haut wird eine erhdhte Syrghe®n LL-37 detektiert.
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Es gibt keinen Beweis fur die direkte Induktion Mdn-37 durch proinflammatorische
Zytokine, wie es bei humangiDefensinen der Fall ist (Gilliet und Lande, 2008).
Allerdings konnte die erhéhte Expression von LL#8Keratinozyten durcls. aureus
gezeigt werden (Midorikawet al., 2003). In kultivierten Keratinozyten konnte nward
Wachstumsfaktor IGF-ligsulin-like growth factor), welcher eine wichtige Rolle bei der
Geweberegeneration nach Verletzung spielt, die &sgwn von LL-37 induzieren
(Sorensemt al., 2003a).

Als Reaktion auf PAMPs péthogen-associated molecular patterns) aktiviert das
angeborene Immunsystem verschiedene proinflamreat@i Signalwege. Bis heute
geht man davon aus, dass alle diese Signalwegéel LdReabhangigen und die TLR-
unabhangigen, NkB und/oder MAPK mit einbeziehen und letztendlicih Puoduktion
von antimikrobiellen Peptiden fihren. Zellen reagie somit auf unterschiedliche
Stimuli mit der Expression verschiedener antimiketér Peptide. Aul3erdem bedingen
oft verschiedene Signalwege die erh6hte Expressimnnd desselben antimikrobiellen
Peptids. Damit lassen sich die verschiedenen stggkimierten Mengen an IL-6, IL-8
und der mMRNA-Mengen von hBD1, hBD2, hBD3 und LL&Klaren. Weiterhin besal}
jeder eingesetzte Staphylokokken-Stamm verschied&dPs und induzierte damit
bereits isolatspezifisch unterschiedliche Mengen Hnr6 und IL-8. Diese
proinflammatorischen Zytokine fiihrten wiederum ubeiverse Signalwege zur
Produktion antimikrobieller Peptide.

Die Induktion der angeborenen Immunantwort in egitlen Zellen durch
Saphylococcus-Spezies war isolatspezifisch. Sowohl die  Staploféden-
Referenzstamme, als auch die Staphylokokken-Isolate Patienten mit atopischer
Dermatitis, induzierten verschieden stark die Esgpien der proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und IL-8, der humangsiDefensine 1-3 und des Cathelizidins LL-37.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Staphylokokken sind ein naturlicher Bestandteil daeenschlichen Hautflora und
kolonisieren sowohl die auf3ere Haut als auch dieleBohaute und Hautdrisen.
Dennoch werde&aphylococcus aureus und einige ander&aphylococcus-Spezies als
potenziell humanpathogene Bakterien beschriebenn&hmen eine bedeutende Rolle
als Erreger nosokomialer und ambulant erworbendektionen, welche oft mit
schweren Krankheitsverlaufen verbunden sind, eieleZdieser Arbeit waren die
Charakterisierung der zirkulierendef aureus-Stdamme am Universitatsklinikum
Magdeburg unter Bertcksichtigung der Methicillinsidéenz, die Optimierung der
Differenzierung vonSaphylococcus-Spezies und Untersuchungen zur Induktion der
angeborenen Immunantwort durch Staphylokokken-isola

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende wichtiggdbnisse erzielt:

|. Staphylococcus aureus-Isolate aus dem Universitatsklinikum Magdeburg ewar
bezlglich ihrer Antibiotikaresistenzen und Virul&aktoren heterogen. Auffallig war
ein hoher Anteil von Methicillin-sensible8. aureus (MSSA), die das Gen fur das
Toxisch-Schock-Syndrom-Toxin-1ts{) trugen und aus Patientenmaterialen von
Hochrisikostationen fur Methicillin-resistent& aureus (MRSA) isoliert wurden.
Populationsgenetische Analysen dieser Isolate eeigtuf, dass diese MSSA das
Potential besitzen, sich als neu auftretemdepositive MRSA in der Umwelt zu
etablieren.

Il. Die Differenzierung vonSaphylococcus-Spezies wurde durch die Analyse der
terminalen Restriktions-Fragmentlamgen-Polymorpbism  (T-RFLP) des
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Geayap-GGen) etabliert. Die T-RFLP
wurde auf partiellengap-Sequenzen von Referenzstammen aufgebaut und die
Reproduzierbarkeit durch die Identifizierung vomidchen Isolaten bewiesen.

lll. Fur die exakte Differenzierung verschiederf@aphylococcus-Spezies war die
genotypische Identifizierung unter Verwendung dgap-basierten T-RFLP den
phanotypischen, automatisierten Identifizierungtsyen Uberlegen.

V. Die Induktion der angeborenen Immunantwort ipitleelialen Zellen durch
Saphylococcus-Spezies war isolatspezifisch. Staphylokokken-ksoleon Patienten mit
atopischer Dermatitis induzierten verschieden stake Expression der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8, derrhanenf3-Defensine 1-3 und des
Cathelizidins LL-37.
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Tabelle 8.1: Herkuntt Resistenzprofifeund erhaltene Ergebnisse (p: positiv/ n: negatér)Analyse der
Gene fir die Staphylokokken-Enterotoxine Adeafsee), G-J 6eg-sgj), das Toxisch-Schock-Syndrom-
Toxin-1 {st), das Panton-Valentine-LeukoziditukPV) und das Virulenzoperoagr fiir alle S aureus-
Patientenisolate.

Nr. Station Resistenz SA442 mecA lukPVL sea  seb  sec sed see seg seh  sei  sej st Gruppe
1 AIT PEN-ERY-CIP-CLI p n n n n n p n n n p n p 1
2 AIT PEN p n n n n p n n n n p n p 111
3 AIT PEN p n n n n p n n n n P n p I
4 AIT PEN-OXA-ERY-GEN-CIP-CLI P p n p n n n n p n p n p I
5 AIT TET-CIP p n n n p n p n n n p p p I
6  AIT TET-CIP p n n n p n p n n n p p p I
7 CAP  PEN p n n p n n n n p n p n p 111
8 CHH PEN p n n p n n n n p n p n p 111
9 CHI PEN-CIP p n n n n n p n n n p p p I
10 CHI keine p n n n n n n n n p p n p 111
11 CHK keine p n n n n n n n n n p n p I
12 CHN PEN p n n n n n n n p n p n p v
13 CHN PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n p n p p p I
14 CHN PEN p n n n n p n n n n p n p I
15 CHPA keine p n n n n p n n p n n p p I
16 CHU PEN p n n n n n p n n n P p p I
17 CHU PEN p n n n n n p n n n p p p 1
18 END  PEN-TET p n n n n n n n n n p n p 11
19 END ERY-CLI p n n n n n n n p n p n p I
20 GHI PEN-ERY-GEN-CIP-CLI p n n p n n n n p n p p p 11
21 GHI PEN p n n n n p n n p n p p p 1
22 HAU PEN p n n n n n n n n n P n P 1
23 HAU PEN-TET-CIP p n n n n n n n p n p n p 1
24 HAU PEN-TET-CIP p n n n n n n n p n p n p I
25 HAU PEN-GEN p n n p n n n n p n p n p v
26 HAU keine p n n n n n n n n n p n p I
27 HAU  keine p n n n n p n n p n p n p I
28 HAU GEN P n n n n n n n n n P n p 1
29 HNO keine p n n n n n n n p n p p p I
30 HNO PEN-ERY-CIP-CLI p n n n n n n n n n p n p 11
31 HNO PEN-ERY-CLI p n n n n p n n n n p n p I
32 HNO PEN-ERY-CLI p n n p n n n n p n p n p I
33 ORTA PEN-CIP p n n n n n p n n n p p p I
34 PAEA keine p n n n n n n n n n p p p I
35 PAEA keine p n n n n n n n p n p n p I
36 ZNA  PEN-OXA-CIP p p n n n n n n n n p n p 1
37 AIT PEN p n n n n n n n n n n p n I
38 AIT PEN-ERY-CLI p n n n n n n n p n p n n I
39 AIT PEN-ERY-CLI p n n n n n n n p n p n n 1
40 AIT PEN-ERY-CIP-CLI p n n n n n p n n n p n n 1
41  AIT PEN-OXA-ERY-GEN-CIP-CLI P p n p n n n n p n p n n 11
42 AIT PEN-OXA-ERY-GEN-CIP-CLI P p n p n n n n p n p n n il
43 AIT PEN-OXA-ERY-GEN-CIP-CLI P p n p n n n n p n p n n I
44 AUG PEN-OXA-ERY p p n n n p n n p n p n n 1
45 CAP  PEN-CIP p n n n n n p n n n p p n 1
46 CHI PEN-OXA-CIP p p n p n n n n n n p n n 1
47 CHK PEN p n n n n n p n n n n n n I
48 CHN keine p n n n n n n n n n n n n 11
49 CHN PEN p n n n n n n n p p p n n I
50 CHN PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n p p p n n I
51 CHN PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n p p p n n 1
52 CHU PEN-ERY-CLI p n n n n n n n p p p p n 1I
53 END PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p P n n n p n n p p p n n I
54 FLE PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n p p p n n 1I
55 GYN PEN p n n n n n n n n n n n n I
56 GYN PEN p n n n n n n n n n p n n I
57 HAE CIP p n n n n n n n n n n n n 1
58 HAE PEN-OXA-ERY-GEN-CIP-CLI P p n p n n n n p p p p n I
59 HAU PEN-CIP p n n n n n n n n n p p n I
60 HAU PEN p n n n n n n n n n n n n 11
61 HAU PEN p n n n n n n n n n p n n I
62 HAU PEN p n n n n n n n n n p n n I
63 HAU PEN p n n n n n n n n n p n n I
64 HAU PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n p n n p p p n n 1
65 HAU PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n p n n p p p n n I
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Nr. Station Resistenz SA442 mecA lukPVL sea  seb asr

]
]
2
1Y
g
“
<
>
2}

see seg  seh Gruppe
66 HAU PEN p n n n n p n n p n p n n 1
67 HAU PEN p n n n p n n n p n p n n I
68 HAU keine p n n n n p n n p n p n n 1
69 HAU PEN-TET p n n n n n n n n n p n n I
70 HAU  ERY-CIP-CLI p n n n n n n n n n n n n 1
71 HAU PEN p n n n n n n n p n p n n I
72 HAU PEN p n n n n n n n p n p p n I
73  HAU  PEN-TET-ERY-CLI P n p n p n P n p n P p n v
74 HAU PEN P n n p n n n n n n n n n 1
75 HAU keine p n n p n n n n n n n n n I
76 HAU keine p n n p n n n n p n p p n I
77 HAU PEN p n n n n n n n p n p n n 1
78 HNO PEN-TET p n n n n n n n p n p n n v
79 HNO PEN-OXA-ERY-CIP-CLI P p n n n P n n p n p n n I
80 HNO PEN-CIP p n n n n n p n n n p n n I
81 HNO PEN-CIP p n n n n p n n p n p n n I
82 KAR  PEN-ERY-CIP-CLI p n n n n n n n n n p p n I
83 KAR PEN-CIP p n n n n n n n n n n n n I
84 KAR PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n p n p n n I
85 KAR PEN p n n n n n n n p n p n n I
8 KAR PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p P n n n p n n p n p p n I
87 KAR PEN p n n n n n n n p n p p n I
88 NEP  PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p P n n n p n n n n p n n 1
89 NEU PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n n n p p n I
90 ORTA PEN p n n n n n n n n n n n n 1
91 PAEA PEN p n n n n n n n p n p n n I
92 PAEA keine p n n p n n n n n n n n n I
93 URO PEN-OXA-ERY-CIP-CLI P P n n n P n n p n p p n 1
94 CHI  PEN p n n n n n n n n n p n n I
95 CHN PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p p n n n n n n P n n n n I
96 END  PEN-OXA-ERY-CIP-CLI p P n n n p n n p n p p n I
97 FLE  PEN p n n n n n n n p n p n n 1
98 HAE  keine p n n n n n n n p n P n n 111
99 HAU PEN p n n n n n n n p n p n n 111
100 HAU PEN p n n n n n p n n n p n n I
101 HAU PEN p n n n n n n n p n p n n v
102 HAU PEN-TET-CIP p n n n n n n n p n p n n 1
103 HAU PEN-TET p n n n n n n n n n p n n 1l
104 NRZ  PEN-OXA P p n n p n n n p n p n n I
105 PAEA PEN p n n n n n n n p p p p n I
106 PAEA keine p n n n n n n n n n n n n I

& AIT: Anéasthesiologie; AUG: Augenklinik; CAP: Kamlbgie Ambulanz; CHH: Herzchirurgie; CHI:

Chirurgische Intensivstation; CHK: Kinderchirurgi@HN: Neurochirurgie; CHPA: Plastische Chirurgie;
CHU: Chirurgische Tagesklinik; END: Endokrinologi€l E/NRZ: Rehabilitationszentrum Flechtingen;
GHI: Gastroenterologie; GYN: Gynéakologie; HAE: Héwlagie; HAU: Dermatologie; HNO: Hals-

Nasen-Ohren-Klinik; KAR: Kardiologie; NEP: Nephrgie; NEU: Neurologie; ORTA: Orthopadie;

PAEA: Padiatrie; URO: Urologie; ZNA: Notaufnahme

®CIP: Ciprofloxacin; CLI: Clindamycin; ERY: Erythroyain; GEN: Gentamycin; OXA: Oxazillin; PEN:

Penicillin; TET: Tetracyclin
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Staphylococcus arlettae DSM 20672
B

T-RF Groéf3e in bp

120 120 240 300 360 420 430 540 500 860 720 730 240 200 260 w2 1050 (14 1200
1200 ] u A
g0 |
a0 | Ddel
300 |
f N 11 b ] I 11 1 A
-
i© 3B : C7_5_arlettae_Dde|_05 152 CIE  36:CO7_S_arlettas_0del 05 fsa
= 3R C07_5_srlsttae_Ddel 05 45
c
L
£ o
N
g o DA Tagql
N 200 ﬁ
]
g 0] [ B | [ L. b il
=] 2B ; B01_3_arettaz_Taql_10 153 CIE  26:B01_$_adettae_Taql_{o.fsa
w 2R B01_S_arettae_Taq|_10 f=a
800 |
“on El BspHI
200 |
% TR T SR RODU N § R B ST L A
CE 1P :A7_5_arsttae_BspHI 01 fe2 CE  16:A07_5_arsttae_BspHl 01 452
BE 1R :A7_5 arsttae_BspHI 01.fs2
Staphylococcus aureus T-RF GroRe in bp
m &0 120 120 240 300 360 420 450 540 500 560 720 780 340 200 o0 1020 1080
1600 |
1200 | g
a0 ] A Ddel
400
- 0] Lal L 1 1 I I A
< E 1B :A0%_5.aureus_Ddel_02.fsa CE  16:A40%_5.aureus_Ddel_f2.fsa
g 1R : A08_S aureus_Ddel_02.fsa
% 1600 |
N 1200 ] O
T ] A Tagl
0
g 0] . L i | L 1L A L
= EE 30 HO9_S.aursus Tagl 15453 CE  36:H9_S.aursus_Tagl 15453
[ 3R : H09_$.aureus_Tag|_15 153
1600 | O
1200 | BspHI
] Sp
200 | A
400 | A k
3 T I O | | L il | It
CE 28 :B06_S:aureus_BspHl Da.fsa CIE  25:B06_S:aureus_BspHl Dé.fsa
2R : B0S_5 aureus_BspHI g fsa
Staphylococcus auricularis ATCC 33753 T-RF GréRe in bp
!! [} 50 120 120 240 300 260 420 430 540 s00 560 720 730 840 200 260 1020
1200 | D
800 | A
a0 ] R Ddel
bl | 1] l ‘ I | | l i | A ﬁ
© [OME 88 :F02_S auricularis_Ddel_12.fsa OE 86 F02_S auricularis_Ddel_12 fsa
= 8R : F02_5 auricularis_Ddel_12 fsa
7]
a ]
1200
2 ] O
£ 800 | A
N
& | wl l Tagql
N
A T I AT L i1l Ll ]
S CE 98 :G02_Saurcularis_Tagl_i41ea CE  96:G02_S.auricularis_Taql_idtfea
= OR : B02_S.aurieularis_Tag_14.4s3
(T8
1000 |
200 |
600 |
wl| A BspHI
il w i [ f | |
o il | I ‘ l'll
EE 8 :E02_5 aurieularis_BspHI_10.153 CE  6:E02_5 aurieularis_BspHI_10.f5a
8R : EDZ_§ auricularis_BspHI_10.153
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Fluoreszenzintensitét

Fluoreszenzintensitét

Fluoreszenzintensitét

Staphylococcus capitis subsp. capitis CC

M 2734

T-RF Grof3e in bp

Q| ki 140 210 280 350 40 40 560 630 700 770 840 910 980 1050 1120 1100
1000 |
s00
600
o O Ddel
200 | A
A T W U Y I O O A
OE 2B :HO_%.capiz_Ddel_15.1sa OE 26 :HO1_$ capitis_Ddel_15.15a
3R : HO1_S.capitiz_Dde|_15.fsa
70 D
540 |
380 | A Tagql
180 _| Jl JIL
0] 1 [ | L [ | | L1
OE 18 :201_5.capitis_Taql 01 {sa OME 16 :401_5.capitis_Tagl_01.fsa
1R : £01_%.capitis_Taql_01 fsa
1600 |
1200 |
200 D BspHI
" | Iy
A Y S Y
O 2B :B08_.capiis_BspHI_D6.fsa OE 26 603_g.caphis_BspHI_06.15a
B :F:608_5.capiis_BspHI_D6.fsa
Staphylococcus caprae CCM 3573 T-RF GroRe in bp
E! =N 60 120 180 240 200 360 3 450 540 800 860 720 780 240 00 960 1020 1050
1200 |
200 g A Ddel
400 |
o] : nirin L | I i L L I} A
OE 18 :803_5_caprae_Ddel fsa OE  16:#03_5_cap=e_Ddel.fsa
1R : A03_5_caprae_Dde| fsa
1200 _| A D
300 _| Taql
400
. VAT AT SN N B G B R 1 L l
OB B :H0Z_$_caprae_Taglisa OE 36 :HIZ_$ caprae_Taqlfsa
3R : HDZ_$_caprae_Taglisa
640
480
] BspHI
320 P
| Ll
OE 2B :002_5_capree_BspHl.fsa OE  2G:002_5_saprae_BspHltsa
2R : D0Z_S_caprae_BspHl.fsa
Staphylococcus carnosus subsp. carnosus DSM 20501 T-RF GroRe in bp
ﬂd‘ k] 140 210 0 350 420 400 560 630 700 b 840 910 20 1050 1120 1190
a0 |
540 | D d
360 | A Ddel
S L
ol || !
OB 18 208_5.camosus_Ddel_D1.fsa OE  16:809_5.camosus_Ddel_01.15a
1R #09_5.camosus_Ddel_01 fsa
1600 _|
1200 | Tagl
f a
gon | |:| A a
4o | I
% VL U T T I B | h I
[OE 38 :HO8_S.camosus_Tagl_18.153 COE  36:H8_S.camosus_Taql_16.fsa
3R ; HD%_$ camosus_Tag|_{6.1sa
1600 |
1200 ] BspHI
800 | A D
g il I
- PRI I O 1 P
O 2B B09_S.camosus_BspHI_03.fsa OJE  25:B09_5 camosus_BspHI 0%.fsa
2R ; B09_S.camosus_BspHI_03 fsa

|:l:HEX-Markierung,

A
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Staphylococcus chromogenes CCM 3387 T-RF GroRe in bp
E!Q ki 140 210 280 350 430 400 560 830 700 770 840 910 030 1050 1120 1180
1000 _|
gon | D
s | Ddel
ann _| A
o0 |
IO PRI 0 | |
2 [OE 28 :D09_5.chromogenes_Ddel 07 fza OME 26 D08_5.chromoegenes_Ddel 07 fsa
g 2R : D09_5 chromogenes_Ddel 07 fza
[0 i
= <2 | |:|
N 360 ]
S 2] A Taql
N )
I I ﬂ
e g (L Il 1
= OE 18 : C09_5.chromogenes_Taql_D6.fsa OE 16 C00_5.chromogenes_Taql_b5.fsa
('R 1R : C09_ chromogenes_Taql_D5.fsa
1600 | D
1200 |
gon A BspHI
a0 |
¢ T I | N O | L A
OE 3B E09_S.chromogenes_BspH|_09.fsa OE 36 B9 5.chromogenes_BspHl_09.fsa
M 3R EQ S.chomooenes BsoHl 09.fsa
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii DSM 20260 T-RF GroRe in bp
m 60 120 180 290 200 260 220 220 540 600 860 720 20 240 a0o 960 1020 1080 1140
400 D
300
200 A Ddel
100 _|
o1l | | | | ||| J l ' l .| “ l ﬂ
=
e} OE B :C07_S_cohni_Ddel 05 fsa OB  26:C07_5_cohni_Ddel_05.fs=
Z) ZR : CO7_S_cohnii_Ddel_05 fsa
Q
E 200
s 0 A Tag
(7] 100 _| J aq
g L L]l
A N N A
S OE 18 :B09_5_cohni_Tagl_03.fsa OE  15:B02_5_cohnii_Tagl_03.fsa
[ 1R : B09_%_cohnil_Taql_03.fsa
60D _|
w a [
] j BspHI
00 _|
OE B :D05_8_cohnii_BspHI_D7 f=a OE  6:005_§_oohnil_BspHI_D7 1sa
3R : D05_5_cohnii_BspHI_D7 fsa
Staphylococcus delphini DSM 20771 T-RF GroRe in bp
m 60 120 180 240 300 360 420 30 540 600 660 20 780 40 o00 960 1020 1050
480
80
" I I | ‘ l jlﬂ "
120 ]
bl O 2B :F02_5_delphini_Ddel.fsa OE  26:Fo2_s_delphini_Ddel.fsa
ﬁ 2R : F02_5_delphini_Dde|.fsa
c
i) 0D | A
£
N 400
S 7 Taql
N 200 R
a )
AN T  G  | B B B |
8 [OE 18 : E02_%_delphini_Tagl.fza OME  1G: Ev2_%_delphini_Taql.fsa
o 1R : ED2_5_delphini_Taql.fza
730 A
540 | D
360 BspHI
1T I O |
3B : GO2_5_delphini_BspH.fsa OME  36:G02_5_delphini_BspHl.fsa

]
3R:GO2 § delphini BspHIfsa

A
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Staphylococcus epidermidis DSM 20044 T-RF GréRe in bp
m 60 120 180 240 00 380 3 30 540 600 860 720 740 240 00 960 1020 1080 1140
1200 | D
200
7 A Ddel
400 |
= [ ! Jile | ] | ] | 1 !\ I
= OME 36 :603_216_5 epidermidis_Ddsl_{3.1sa OE  396:603 216_S.epidermidis_Ddel_13.1sa
2 3R : B03_216_ epidermidis_Dde|_13.1sa
Q
€ 1600 D
N 1200 | A
< ] Taql
X 200 ]
400 |
o ]
S 0] 11 i L | il | L1 i I\
o O 28 : C02_216_5 epidermidis_Taql_D6 fsa OME  26:c02_216_5 epidemidis_Taql_06 fsa
ME 2R :c02_216_5 epidermidis_Taql_D6 fsa
2400 | A O
1200 4 BspHI
1200 |
500 1
' I TR B [ I I I 1 L
CE 18 : 403_216_3.zpidermidis_BspHLi.fsa OE  16:403_216_3.epidermidis_BspHI_i1.fsa
1R : A03_216_8 epidermidis_BspHI_01.fsa
Staphylococcus equorum subsp. equorum DSM 20674 T-RF GroRe in bp
m k] 140 210 280 3850 420 400 560 630 700 70 840 910 20 1050 1120 1180
2400
1800 _| D
1200 1 A Ddel
600
- P T | Ll [ Y ki I
pit OE B :B10_S.equonum_Ddel_04.isa OE  6:B10_S.equonm_Odel 04 fsa
g M@  #R:B10_%equorum_Ddel Dd.1=a
[0 ]
_E 1600 ] D
N 1200 ]
N ]
[TRERET A Taql
» )
400
5 o) } A
5 ol lo il | Ll
E OE 18 :AID_S.equorim_Taql_02.fsa OE  16:AI0_S .equonim_Taql_02.fsa
1R : A10_S equorum_Taql_D2 fsa
2400 | D
2 A BspHI
1200 ]
600
oy L il | | L1l | | I i i h
OE 3B :C10_8.equorum_BspHI 06 fsa OE  6:C10_S.equorum_BspHI_DG fsa
EE  3R:C10_8.equorum_BspHI 06 fsa
Staphylococcus felis ATCC 49168 T-RF GroRe in bp
!!Q 50 100 150 200 50 200 3850 B 450 500 5500 600 850 700 750 200 260 400 450
1600 ] A L
1200 |
] Ddel
200 |
400 |
= I I L1l il 1 1 Ll ! i L b A
ﬁ [OE 26 :c03_5_felis_Ddel 05453 OE  3G:c03_s_feliz_Ddel_05.fs3
u:) 3R : C03_5_felis_Ddel_05 153
= ]
c o0 |
Ewl O A
c 10 ] Taql
e 200 |
0 )
1] 400 |
S ol L1 i 1 L. 11 i 1 L1 I b A
[ [OE 26 :B03_5_felis_Tagl_D3.4s3 COE  2G:B03_S_felis_Tagl_D3.4s3
3R B03_$_{felis_Tagl_03.sa
2500 |:|
2000 | BspHI
1500 _|
1000 | A
500 |
o 1 L1 | 1 | ! I | Ll h A

ME 18 203 5 felis_BspHI_D.1sa OE 16203 3 felis_BspHI 04 fsa
1R £0% 3 felis_BspHI_D.fsa

A
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Fluoreszenzintensitét

Fluoreszenzintensitét

Fluoreszenzintensitét

Staphylococcus gallinarum CCM 3572

T-RF Gréf3e in bp

ql o 140 10 280 350 420 490 460 B30 00 7o 840 a10 280 1050 1120 1190
1300 D
1200 A
o00
1 N N I N Y I A A I B A I
Ol 38 H10_5 galinarum_Ddel_16 fs3 OE 36 H10_5 galinarum_Ddel_16 fs3
3R : HID_$ gallinarum_Ddel_16.fsa
1200 | D
go0 | A
400 _|
ol Lo 1o 1l Ll I L
2B : 610_8 gallinarum_Tagl_{4.fsa OE 26 610_5 galinarum_Tagl_i4.fsa
2R ; B10_8 gallinarum_Tagl_{4.fsa
1600 ] D
1200 ]
gon | A
a0 |
[ OIS NI N NN N W I B BT i A
O 18 :Ei1_S.galinarum_BspHI_09.fsa OE 16 E1_S.galinarum_BspHI_09.fsa
=] 1R : E11_%.gallinarum_BspHI_03 fsa
Staphylococcus haemolyticus CCM 1798 T-RF GroRe in bp
!iQ 60 120 180 40 300 360 430 480 540 600 660 i 740 840 200 960 1020 1080 1140
1600 | |:|
1200 |
200 | A Ddel
400 ]
R U S R NN NN W N N N S ¥ A I
ME 38 :HI?_$ hasmolyticus_Ddel_15.sa OME 3G :HO?_$hasmolyticus_Ddel_15.fsa
3R : HO?_8.haemolyticus_Ddel_15.1sa
1600 |
1200 | D
200 | A Taql
400
0] L L1 1 Y A A
[OE 26 :609_5 hasmolyticus_Taql_13.sa OE  2G:609_5 hasmolyticus_Taql_13.fsa
2R : GD9_S haemolyticus_Taql_13 fsa
1600 | D
1200 |
] BspHI
s00 | A
% J ]
O [ | | ‘ il | | 1
[E 18 :#06_8 haemolytious_BspHI_02.fsa OE  16:406_8 haemolytious_BspHI_02.fsa
1R : #06_5 haemolyticus_BspHI_D2.fsa
Staphylococcus hominis subsp. hominis T-RF GroRe in bp
Q‘n ki 140 10 280 350 420 400 560 830 700 770 40 ain 30 1050 1120
1200 | D
200 A
] Ddel
400 |
0| . T L 1 i L A 4
DM@ 26 : B1z_5_hominis_Ddel.tsa OB 2G:612_%_heminis_Ddel.fza
2R : B12_5_hominis_Dde| fza
100 |
| Taql
600 |
0 _ L i 1 Ll i 1 L b i
@ 18 : 412_3_hominis_Tagl.fsa OE  16:A12_5_hominis_Tagl.isa
1R : A1Z_8_hominis_Taql.fsa
1200 | I%
1200 BspHI
600 |
o 1 L i I L A ¥
[OE 28 : C12_5_hominis_BspHl fsa OE  #6:C12_5_hominis_BspHI.1sa
3R : C12_5_hominiz_BzpHI fsa

A
|:l:HEX-Markierung, :FAM-Markierung



8 ANHANG

149

Staphylococcus hominis subsp.

hominis CCM 2732

T-RF Groéf3e in bp

Q| 60 120 180 240 300 360 430 430 5400 600 660 730 730 240 900 960 1020 1080
1800 | D
wo] A Ddel
600 |
o " N s L 1 f L A A
—
ﬂ [OME 28 :B04_5_hominis_Ddel fsa OE  26:B04_5_hominis_Ddel fsa
B 2 ; B04_5_hominis_Ddel fsa
c E
Q -
€ 1800 | A D
N b
c 1200 |
S - Taql
N
0 p
o o] s L . L 1L 1 s Ly 1 A
8 [OE 18 :A04_5_hominis_Taql.fsa OE  16:A04_5_hominis_Taql.fsa
o 1R : #04_S_hominis_Taql.fza
. —
] LI
1800 | A
1200 ] BspHI
600 |
' L L \ 1 L 1 i Ly I A
Ol 2B : cod_§_hominis_BspHI.1sa OE  26: C04_5_hominis_BspHL.fsa
3R COd_%_hominis_BspHI.1sa
Staphylococcus hyicus DSM 20459 T-RF GroRe in bp
E!Q 60 120 120 240 300 60 430 480 5400 600 660 i 780 240 00 60 1020 1050 1140
1600 |
1200 | D
300 A Ddel
400 l
0] L Ll I 1 |l 1 1 Ll i . L
=§ OE 28 :007_hyicus_Ddel_07.fza OE 26 D07 _hyicus_Ddel_07 fsa
B 2R : D07 _hyicus_Ddel_D7.fza
c
L a
2
c )
IS 360 . A D
S ] Taql
N
@l |l o, | L
g OE 18 :C09_hyicus_Tagl_D5.1sa OE 16 C00_hyicus_Tagl 05.fsa
i 1R : C09_hyicus_Tagl_05.4sa
2400
1800 |
1200 A BspHI
600
L [ il | 1 L1 1 | 1l |“| A
O 3B : E6_hyicus_BspHI_DO fsa OIE G E05_hyious_BspHI_Do.4sa
B :R:E5_hyicus_BspHI_DO fsa
Staphylococcus intermedius DSM 20373 T-RF GroRe in bp
Q| [l 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 70 a0 840 ano 60 1020 1080 1140
800 _ |:|
60D _|
oy A Ddel
200 l ﬁ A
TN U (I 00 ¥ B W |
T OE 2B :B07_intermedius_Ddel 0%.fsa OE 26 B07_intermedius_Ddel_03.fsa
‘n 2R : B07_intermedius_Ddel_D3.fza
c
@ ]
480
1S ] O
‘N 30 ]
S A Taql
N o] ﬂ ﬂ
Y I T 1 |
=] OE 18 : 200 intermedius_Tagl_01.1sa OE 1609 intermedivs_Tagl 01.fsa
o 1R : A)9_intermedius_Tagl_01 fsa
00
600 D
400 A BspHI
| (1] [l | i
o 111l k
OE 3B :C05_inermedius_BspH_05.fsa OE 3G C05_intermedius_BspHI_D5.fsa

EE  3R:C05_imemedius_BspHI_05.fsa
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Staphylococcus kloosii DSM 20676

T-RF Gréf3e in bp

ql =11} 120 180 240 300 360 420 480 540 Bo0 BEO 0 780 840 00 860 1020 1080 1140
1000 | D
00
500 _ A Ddel
400 | h
200
TR R (R 1 L1 A !
2 OE 2B :F07_5_kdoosii_Ddel_{1 fsa OE  6:F07_5_kloosii_Ddel_{1.fsa
[ 2R : FO7_$_kdoosii_Ddel_{1 fsa
Q ]
=l D
N 4] A
ac) 280 Tagl
B e ﬂ ﬂ
S Y I I O O B | 1l
= O 18 :E09_5 koosii_Tagl 08.fsa OJE  16:E09_5 kloosii_Tagl_08.1sa
(TR 1R : E09_3_loosii_Tagl_D8.fsa
1600 _|
1200 | D
200 A BspHI
400 |
o] w1 il 1 1 1 || Ll ) A
OE B :F08_5_koosii_BspHI_10.fsa OE  #6:F08_5_kioosii BspHI_10.fsa
MWW 2R-FAR S Waesi RsnHL 0 fea
Staphylococcus lentus CCM 3472 T-RF GroRe in bp
Q‘ 60 120 180 340 300 360 430 480 540 600 660 70 750 240 900 960 1030 1080
1200 | D
L A Ddel
400 |
N TR 1 . k 1
2 [OE 8 :B10_Slentus_Ddell D4.fsa OE  2G:B10_Slentus_Ddell D4.fsa
[ 2R : B10_6 lentus_Ddell_D4.fsa
Q ]
c 1200 |
‘N
c s00 |
[ g A Tagql
N 400
g Ll
O Y O T T W O O Y O B N } A
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Staphylococcus muscae CCM 4175

T-RF Gréf3e in bp
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Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus CCM 883

T-RF Grof3e in bp
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Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi ATCC 43808

T-RF Gréf3e in bp
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Fluoreszenzintensitét

Fluoreszenzintensitat

Staphylococcus warneri DSM 20316
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T-RF Groéf3e in bp
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Staphylococcus xylosus CCM 2725
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Abbildung 8.1: T-RFLP-Profile alleBaphylococcus-Referenzstamme nach Restriktion midel,
Tagl und BspHI. Die x-Achse entspricht der FragmentgroRe in Iopl ulie y-Achse zeigt die
Fluoreszenzintensitét in relativen Fluoreszenzéishe (* HEX-markierte Fragmenté, FAM-
markierte Fragmente; alle anderen markierten Fratgrend ROX-markierte Standardfragmente)
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