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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Klinischer Hintergrund

Staphylokokken sind Gram-positive, bei Menschen und Tieren als Besiedler
(sogenannte Kolonisierer) von Haut und Schleimhauten weit verbreitete
Bakterien. Sie treten aufgrund ihrer Unbeweglichkeit meist in Traubenform oder
dichten Haufen auf (aus dem Griechischen: staphylé, Weintraube; kdkkos, Kern
oder Korn), bilden keine Sporen, sind katalasepositiv und (mit seltenen
Ausnahmen [1]) fakultativ anaerob. Klinisch ist eine Unterscheidung der
Staphylokokken in koagulasepositive und koagulasenegative Spezies von
Bedeutung. Der Hauptvertreter der koagulasenegativen Staphylokokken ist
Staphylococcus epidermidis, ein Bakterium, das als Verursacher von Katheter-
assoziierten nosokomialen Infektionen grof3e klinische Bedeutung hat.
Hauptvertreter der koagulasepositiven Staphylokokken ist Staphylococcus
aureus. Er weist die hochste pathogene Potenz unter den Staphylokokken auf
[2, 3].

Die Pathogenitat von Staphylococcus aureus spiegelt sich in einer grof3en
Anzahl von zellwandstandigen und in die Umgebung abgegebenen
Virulenzfaktoren wieder (siehe Kapitel 1.2).

Als Kolonisierer ist S. aureus bei den Menschen weit verbreitet. Etwa 20% der
Menschen (Bereich von 12% bis 30%) sind dauerhafte nasale Trager von

S. aureus, etwa 30% (Bereich von 16% bis 70%) sind vorubergehend
kolonisiert, dagegen sind 50% der Menschen (Bereich von 16% bis 69%) keine
Trager von S. aureus [4]. Bedeutendster Ort einer Kolonisation durch S. aureus
sind die Nasenvorhofe [5], gefolgt von Haut, Perineum und Rachen [5-7].
Weitere weniger haufige Pradilektionsstellen sind Gastrointestinaltrakt [5, 8],
Vagina [9] und Axilla [5, 7, 10].

Die Kolonisation durch S. aureus ist in der Regel asymptomatisch und

S. aureus verursacht bei immunkompetenten Menschen gewdhnlich keine
Infektionen. Ist allerdings das Immunsystem geschwacht, oder die

Barrierefunktion der Haut/ Schleimhaut am Ort der Kolonisation herabgesetzt,
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kann S. aureus eine Vielzahl an unterschiedlichen Erkrankungen hervorrufen.
So stellt unter anderem fir Patienten nach chirurgischen Eingriffen und solche,
die sich regelméalRig einer Hamo- oder Peritonealdialyse unterziehen missen,
sowie fur HIV-infizierte die Kolonisation durch S. aureus einen Risikofaktor fur
eine Infektion dar [11].

Das Spektrum der durch S. aureus hervorgerufenen Erkrankungen reicht von
lokalisierten oder generalisierten pyogenen Infektionen, wie beispielsweise
Furunkel, Karbunkel, Abszess, Wundinfektion, Pneumonie, Endokarditis,
Osteomyelitis und Sepsis, bis zu Toxin-vermittelten Erkrankungen wie das
staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS), das Toxische Schocksyndrom
(TSS) und die Lebensmittelintoxikation.

Die antibiotische Therapie von S. aureus wurde in den letzten Jahrzehnten
durch das Auftreten von Resistenzen erheblich erschwert. Wenige Jahre nach
Einfihrung des ersten Penicillins wurden bereits 1944 erste Penicillin-resistente
S. aureus-Stamme beschrieben [12]. Die Anzahl der Penicillinase-
produzierenden Stamme wuchs rasant. Penicillinasen sind B-Lactamasen, die
den B-Lactam-Ring des Penicillins hydrolytisch spalten und das Antibiotikum
somit unwirksam machen. Heute sind etwa 80% der Stamme resistent gegen
Penicillin G. Als Antwort auf Penicillinase produzierende S. aureus-Stamme
wurde 1960 mit dem Praparat Methicillin das erste penicillinasefeste Penicillin
eingefuhrt. Methicillin ist nicht mehr im Handel. Heute werden u.a. die Praparate
Oxacillin und Flucloxacillin verwendet, deshalb wird statt von
Methicillin-resistenten S. aureus-Isolaten (MRSA) auch von
Oxacillin-resistenten S. aureus-Isolaten (ORSA) gesprochen. Doch auch hier
wurden bereits innerhalb eines Jahres nach Einflihrung erste Resistenzen
beobachtet [13, 14]. Fur die Resistenz gegentber Methicillin ist das mecA-Gen
verantwortlich, das fur ein verandertes Penicillin-bindendes Protein (PBP2a)
kodiert. Die B-Lactam-Antibiotika kénnen durch eine deutlich verringerte Affinitat
zu den veranderten Penicillin-bindenden Proteinen ihre Wirkung kaum mehr
entfalten (fir Details siehe Kapitel 1.2.5).

Bis zu den 90er-Jahren blieben die Resistenzraten in Deutschland relativ
niedrig. Zwischen 1990 und 2001 erh6hte sich die MRSA-Rate allerdings
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deutlich von <2% auf >20% [15]. 2009 waren in Deutschland 18,5% der

S. aureus-Isolate aus Blutkulturen Methicillin-resistent. Verglichen mit seinen
europaischen Nachbarn nimmt Deutschland damit eine Position im oberen
Mittelfeld ein. Die niedrigsten MRSA-Raten weisen die Niederlande und die
skandinavischen Lander mit weniger als 2,1% auf, die héchsten MRSA-Raten
werden aus lItalien, Griechenland, Portugal und Malta gemeldet (37,4% bis
58,1%) [16]. Insgesamt zeigen sich die MRSA-Raten in den européischen
Landern aufgrund intensiver infektionsepidemiologischer Malinahmen
momentan stabil bis leicht riicklaufig. Die hochgerechnete Anzahl an
nosokomial erworbenen MRSA-Infektionen betrug in Deutschland laut Robert-
Koch-Institut im Jahr 2008 ca. 34.000 Falle [17].

Neben dem mecA-Gen kdnnen S. aureus-Stamme auch eine Vielzahl weiterer
Gene auf dem Chromosom oder Plasmiden tragen, die fir eine Resistenz
gegenuber Antibiotikagruppen wie Kanamycine (gehdren zu den
Aminoglycosid-Antibiotika), Tetracycline, Makrolide, Lincosamide (u.a.
Clindamycin) und andere kodieren [18].

Zur Therapie von MRSA galt viele Jahre das Reserveantibiotikum Vancomycin
(ein Glykopeptid-Antibiotikum) als erste Wahl. Im Jahr 2002 wurde in den USA
erstmalig ein Vancomycin-resistenter S. aureus-Stamm isoliert [19]. Die
Vancomycin-Resistenz wurde durch S. aureus von resistenten

Enterococcus faecalis- Stammen erworben [20].

Als weitere Reserveantibiotika stehen heute unter anderem Substanzen wie
Linezolid (ein Oxazolidinon, fir das auch bereits resistente S. aureus-Stamme
beschrieben wurden), Daptomycin (aus der Klasse der zyklischen Lipopeptide)
und Tigecyklin (aus der Klasse der Glycylcycline) zur Verfigung.

Seit ihrem ersten Auftreten waren MRSA typischerweise mit Krankenh&ausern
und im Besonderen mit Intensivstationen assoziiert (sogenannte HA-/ hospital-
associated-MRSA). Eine wachsende Sorge bereitet das zunehmende Auftreten
von sogenannten CA-/ community-associated-MRSA Uber die letzten 20 Jahre
(CA-MRSA sind im Gegensatz zu HA-MRSA epidemiologisch dadurch definiert,

dass sie innerhalb von 48 Stunden nach Aufnahme des Patienten in ein
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Krankenhaus, oder aul3erhalb des Krankenhauses vom Patienten isoliert
werden [18]).

CA-MRSA-Stamme sind auf genetischer Ebene verschieden zu HA-MRSA. Sie
tragen haufig die kleinen und mobileren SCCmec-Kassetten der Typen IV und
V, im Gegensatz zu HA-MRSA, die eher mit den Typen I, Il und lll assoziiert
sind [18] (Details zu SCCmec siehe Kapitel 1.2.5).

Erfreulicherweise sind CA-MRSA im Gegensatz zu HA-MRSA haufig noch
sensibel gegentiber nicht-B-Lactam-Antibiotika [21].

Auch klinisch unterscheiden sich HA-MRSA- und CA-MRSA-assoziierte
Infektionen. CA-MRSA sind (besonders in der USA) haufig positiv fur das
Panton-Valentin-Leukozidin (PVL; ein aus zwei Komponenten bestehendes,
porenbildendes Toxin, das zu einem hohen Prozentsatz mit SCCmec Typ IV
und V vorkommt), das mit tiefgehenden und rezidivierenden Hautinfektionen
(wie Abszesse und Furunkeln) und einer lebensbedrohlichen nekrotisierenden
Pneumonie einhergehen kann [22]. CA-MRSA verursachen zudem haufig
Infektionen bei jungen und gesunden Menschen ohne typische Risikofaktoren,
wie sie bei HA-MRSA bekannt sind [23].

Durch den Transfer von CA-MRSA in die Krankenh&auser und umgekehrt
beginnen die Unterscheidungsmerkmale von HA- und CA-MRSA in
zunehmenden Mal3e zu verschwimmen, so dass eine Differenzierung durch
beispielsweise die SCCmec-Typisierung nicht mehr zuverlassig ist [18].

Viele Studien sind der Frage nachgegangen, ob MRSA klinisch virulenter sind
als Methicillin-sensible S. aureus-Stamme (MSSA). Bislang sind die Ergebnisse
widerspruchlich und deuten in der Zusammenschau nicht auf eine erhdhte
Morbiditat oder Letalitéat von MRSA-Infektionen im Vergleich zu
MSSA-Infektionen hin. Allerdings ist die Therapie von MRSA-Infektionen
kostspieliger und hinsichtlich therapeutischer Optionen limitiert [21].
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1.2  Virulenzfaktoren von S. aureus und ihre Regulation

Die Pathogenitat von S. aureus spiegelt sich in einer Vielzahl von
zellwandgebundenen und l6slichen, in die Umgebung abgegebenen
Virulenzfaktoren wider. Fir die Adhasion von S. aureus sind im Besonderen
Proteine der MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules)- [24, 25] und der SERAM (secretable expanded repertoire
adhesive molecules)- [26] Klassen von Bedeutung. Zur Klasse der MSCRAMM
gehdoren zellwandstandige Proteine wie der Verklumpungsfaktor (CIfA/ B), das
Protein A (SpA, siehe Kapitel 1.2.3), Fibronektin bindende Proteine (FNBPA/ B,
siehe Kapitel 1.3) und Kollagen bindende Proteine (Cna), die die Adhasion an
Wirtsgewebe vermitteln. Proteine der SERAM-Klasse wie das Eap (extracellular
adherence protein) haben eine ahnliche Funktion, sind aber nicht an die
Zellwand gebunden. Das Potential zur Adhasion von S. aureus wird des
Weiteren auch durch das Plasmin-sensitive Protein (PIs) moduliert, das der
Klasse der MSCRAMMSs zuzuordnen ist (siehe Kapitel 1.2.2).

S. aureus ist in der Lage, eine Polysaccharid-Kapsel zu bilden, die das
Bakterium zusatzlich schiitzt. Am haufigsten sind die Kapseltypen 5 [27] und 8.
Die Persistenz von S. aureus im Wirt (im Besonderen an Fremdkérpern) wird
dariiber hinaus durch die Bildung von Biofilm begunstigt.

S. aureus ist in der Lage eine grof3e Anzahl an verschiedenen Enzymen und
Toxinen zu produzieren, die im Falle einer Infektion den Wirt schadigen [21, 27].
Zu den Enzymen z&hlen Proteinasen, Lipasen, Hyaluronidasen und viele mehr,
die Gewebe zerstdren konnen und das Eindringen des Bakteriums in Gewebe
begilnstigen. Die B-Laktamase inaktiviert Penicillin G (siehe Kapitel 1.1). Die
Koagulase, ein Prothrombinaktivator, katalysiert die Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin. Zu den Toxinen zdhlen u.a. porenbildende Zytotoxine wie
Hamolysine und das Panton-Valentin-Leukozidin (siehe Kapitel 1.1), exfoliative
Toxine, die das staphylococcal scalded skin syndrome hervorrufen, das TSST-1
(Toxisches Schocksyndrom Toxin-1), das als Superantigen das Toxische
Schocksyndrom (TSS) auslésen kann und Enterotoxine, die fur
Lebensmittelintoxikationen verantwortlich sind und ebenfalls als Superantigene

wirken kdnnen.
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Die Regulation der Virulenzfaktoren erfolgt durch eine Anzahl von
verschiedenen, komplexen Genregulatoren. Am besten untersucht wurde der
agr (accessory gene regulator)-Regulator. Weitere Regulatoren sind SigB, sar,
ArlR/ S, SaeRS, Rot, mgr [21] und andere.

Im Folgenden werden diejenigen Virulenzfaktoren bzw. Regulatoren detaillierter
dargestellt, die relevant fur die vorliegende Arbeit sind.

1.2.1 Hamolysine

Bisher sind vier von S. aureus produzierte Hamolysine, das a-, 3-, y- und
d-Hamolysin, beschrieben worden. Die Hamolysine werden einzeln oder in
Kombination von S. aureus produziert. Dies fiihrt zu unterschiedlich
ausgepragten Hamolyseformen (bei einer doppelten Hamolyse werden meist
das a- und B-Hamolysin zeitgleich exprimiert, wobei das B-Hamolysin
ublicherweise den &ul3eren Lysehof bildet).

Das a-Hamolysin ist das am intensivsten untersuchte aller Hamolysine. Es ist
ein porenbildendes Toxin, das von der Mehrheit aller S. aureus-Isolate gebildet
wird. Kodiert wird das 33 kDa gro3e a-Hamolysin durch das hla-Gen. Das
a-Hamolysin ist gegen eine Vielzahl von menschlichen Zellen wirksam und
klinisch im Besonderen mit Pneumonie, Sepsis, septischer Arthritis,
Hirnabszess und Infektionen der Kornea assoziiert. Neben seiner Eigenschaft
Poren zu bilden induziert das a-Hamolysin auch die Sekretion von Zyto- und
Chemokinen. Erwahnenswert ist auch die besonders ausgepragte hamolytische
Eigenschaft gegeniiber Kaninchen-Erythrozyten [28].

Das B-Hamolysin ist eine 35 kDa grol3e Sphingomyelinase, die durch das
hib-Gen kodiert wird. Das B-Hamolysin ist besonders wirksam gegenuber
Erythrozyten aus Schafsblut. Die hamolytische Aktivitat des 3-Hamolysin wird
durch Temperaturen unter 10°C gesteigert. Klinisch ist das B-Hamolysin
besonders durch eine Assoziation mit Infektionen der Lunge und der Kornea
gekennzeichnet [28].

Das y-Hamolysin ist ein aus zwei Komponenten bestehendes Toxin, das
nahezu von jedem S. aureus-Stamm produziert wird. Das y-Hamolysin ist in der

Lage, eine Vielzahl von menschlichen Zellen zu zerstéren. Auf Schafblutagar
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konnen y-Hamolysin produzierende Stamme kaum identifiziert werden, da die
Aktivitat durch Bestandteile des Agars inhibiert wird [29].

Das 6-Hamolysin ist ein 26 Aminosauren grof3es zytolytisches Peptid, das zur
Gruppe der PSMs (phenol-soluble modulins), einer Klasse wichtiger
Virulenzfaktoren, deren Rolle zurzeit in der Diskussion steht, gerechnet wird
[30]. Es wird auf der Effektor-RNAIII des agr-Genregulators kodiert [31, 32]
(siehe Kapitel 1.2.4) und somit durch diesen reguliert. 97% aller S. aureus-
Isolate produzieren das d-Hamolysin. Es ist in der Lage, Erythrozyten und
andere Zelltypen zu lysieren [28]. Kurzlich konnte die Bedeutung des
0-Hamolysin in Kombination mit dem -Hamolysin fir den Ausbruch von

S. aureus aus Phagoendosomen von humanen Epithel- und Endothelzellen in
vitro gezeigt werden [33].

S. aureus ist in der Lage neben den Hamolysinen eine Reihe weiterer
Zytotoxine, wie beispielsweise das Panton-Valentin-Leukozidin (siehe Kapitel

1.1), zu exprimieren.

1.2.2 Plasmin-sensitives Protein

Das Plasmin-sensitive Protein (PIs) ist ein 230 kDa grol3es Protein, das zur
Klasse der adhasiven Oberflachenmolekile (MSCRAMM) zu rechnen ist. Der
Name leitet sich von der Eigenschaft dieses Proteins ab, sensitiv gegentber
einer Proteolyse durch Plasmin zu sein, das Pls in zwei Teile spaltet (ein 175
kDa- und ein 68 kDa-Fragment) [34]. PIs wurde erstmals bei MRSA
beschrieben, die in S. aureus-Schnelltests auf den Verklumpungsfaktor und
Protein A nicht reagierten [35]. Pls wird nur von Methicillin-resistenten

S. aureus-Isolaten exprimiert und ist auf genetischer Ebene mit dem mecA-Gen
assoziiert. Vermutlich wurde das pls-Gen durch S. aureus von der
Staphylokokken-Spezies S. sciuri erworben [36]. Es ist vorzugsweise in der
SCCmec-Kassette vom Typ | zu finden [37, 38], wurde aber auch klrzlich in
einer SCCmec-Kassette vom Typ IV beschrieben [39]. Die Expression von Pls
reduziert das adhasive und invasive Potential von MRSA-Isolaten [38-40]. Als

Mechanismus wurde eine sterische Inhibition gezeigt [41].



Einleitung

1.2.3 Protein A und spa-Typisierung

Das Protein A ist ein an die Oberflache von S. aureus gebundenes Protein, das
in der Lage ist Immunglobuline an ihrem Fc-Teil zu binden [42]. Durch
umgekehrtes Binden des Immunglobulins (IgG) an das Bakterium kann der
Fc-Teil nicht mehr als Ligand fir Phagozyten wirken. Das Protein A ist als
Virulenzfaktor zum Schutz des Bakteriums vor Opsonisierung und Phagozytose
von grof3er Bedeutung. Des Weiteren vermag das Protein A den
Von-Willebrand-Faktor (vWF) zu binden und kénnte somit eine Bedeutung fur
die Pathogenese von endovaskularen Infektionen durch S. aureus haben [43].
Kodiert wird das Protein A durch das spa-Gen. Das spa-Gen setzt sich aus ca.
2150 Basenpaaren (bp) zusammen. Der N-terminale Teil des spa-Gens
beherbergt fiinf homologe Bindestellen fur das Immunglobulin G (zu je 160 bp).
In Richtung des C-terminalen Teils folgen die Region X und ein Teil, der fir die
Verankerung in der Zellwand verantwortlich ist [44]. Durch Frénay et al. wurde
1994 die Bedeutung der Region X als epidemiologischer Marker erkannt [45].
Die Region X ist ein hypervariabler DNA-Abschnitt, der in stabile DNA-
Abschnitte eingebettet ist. Sie besteht aus einer variablen Lange von 2 bis 16
unterschiedlichen Wiederholungssequenzen (sogenannte Repeats), die
wiederum aus einer bestimmten Anzahl an Basenpaaren (ca. 24 bp)
zusammengesetzt sind. Mittlerweile sind Uber 467 unterschiedliche Repeats
bekannt (Stand Juni 2011, http://spaserver.ridom.de/). Die charakteristische
Anzahl und Reihenfolge an Repeats lasst eine Zuordnung zu exakt definierten
Typen zu (Abb. 1).Die Nummerierung der Repeats erfolgt dabei entweder
numerisch nach der Nomenklatur von Harmsen et al. [46], oder alphanumerisch
nach der Nomenklatur von Kreiswirth et al. [47]. Fur diese Arbeit wurde die
weiter verbreitete Nomenklatur nach Harmsen et al. verwandt. Zur spa-
Typisierung wird in der Praxis das spa-Gen automatisch sequenziert und die
Sequenz mit einer kommerziellen Software analysiert. Im Internet steht eine
Datenbank (http://spaserver.ridom.de/) bereit, in der alle Sequenzen gesammelt

und harmonisiert werden konnen.
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Abbildung 1. (a) Schematische Darstellung des spa-Gens. S ist eine Signalsequenz,
E bis C sind die IgG-Bindungsstellen, Xr ist die hypervariable Region und Xc ist fur die
Bindung an die Zellwand von Bedeutung. Die Pfeile zeigen die Ansatzstellen der
Primer fur die spa-Typisierung. (b) Struktur der Region X, die aus einer variablen
Anzahl und Kombination verschiedener Repeats besteht. Dargestellt wird spa-Typ t008
nach der Nomenklatur von Harmsen et al. oder spa-Typ YHGFMBQBLO nach der
Kreiswirth-Nomenklatur. (c) Sequenz des Repeats 21 (nach Harmsen) bzw. F1 (nach
Kreiswirth). Abbildung enthommen aus [44].

Die spa-Typisierung ist als schnelle, genaue und gut vergleichbare Methode zur
Typisierung von S. aureus-Isolaten, neben den ,Goldstandard“-Methoden wie
PFGE (Pulsfeld-Gelelektrophorese) und MLST (multilocus sequence typing),
mittlerweile gut etabliert [44].

Mit der BURP (Based Upon Repeat Pattern)-Analyse lasst sich, basierend auf
der spa-Typisierung, die klonale Verwandtschaft von S. aureus-Isolaten
ermitteln, indem die spa-Typen nach dem Grad ihrer Ubereinstimmung an
Repeats der Region X Gruppen (sogenannte Cluster) zugeordnet werden [48,
49]. Die Cluster kbnnen dann auch graphisch zweidimensional als Verknuipfung

von spa-Typen dargestellt werden.
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1.2.4 Accessory gene regulator (Agr)

Der agr-Genregulator ist der am intensivsten untersuchte Genregulator von
S. aureus. Er koordiniert die Expression von zellwandstandigen und Igslichen
Virulenzfaktoren invers durch Synthese eines selbst-induzierenden Peptids,
abhangig von der Dichte der Bakterienpopulation (ein sogenanntes Quorum-
sensing-System [50]; ,Quorum-sensing“ bedeutet, dass der Effekt erst ab
Uberschreiten eines gewissen Schwellenwerts eintritt). Dabei wird in der
exponentiellen Wachstumsphase einer S. aureus-Population besonders die
Expression von Oberflachenproteinen induziert. In der stationaren Phase
dagegen uberwiegt die Expression von lgslichen Proteinen (Abb. 2) [51].
Diese sequentielle Expression von verschiedenen Virulenzfaktoren scheint
klinische Bedeutung zu haben. In der Wachstumsphase ist besonders die
Adhasion fir eine Kolonisierung von Wirtsgewebe von Bedeutung. Daher

werden Proteine mit adhasiver Funktion produziert.

A Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
Coagulase Enterotoxin B
Protein A ‘ E _TSSTA
Elastin- f f‘/ (5 E LT
= \ Peptidoglycan Capsule
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= i
Collagen- @ phase ‘ acid
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s growth phase = CC o peptides
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S = b 7 Cytoplasmic4—— % AL R . o
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bmdnr)g k) N embane ot anote!chom
protein : ! acid
O= Ll
C
Clumping factor

¥
Cell-wall- Repeats Ligand-binding
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Abbildung 2. Regulation von Oberflachenproteinen und I6slichen Proteinen von
S. aureus durch den agr-Genregulator (und andere Regulatoren). In der exponentiellen
Wachstumsphase werden vor allem Oberflachenporteine mit adh&siver Wirkung
exprimiert. In der stationaren Phase Uberwiegt die Expression von loslichen
Virulenzfaktoren. Abbildung entnommen aus [27].
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In der stationaren Phase sind die Schadigung von Wirtsgewebe und
Ausbreitung im Koérper von Bedeutung, deshalb werden vermehrt l6sliche
Virulenzfaktoren produziert [27].

Der agr-Genregulator wurde erstmals 1986 von Recsei et al. beschrieben [52].
Der agr-Genlocus besteht aus zwei divergierenden Operons, die von den
benachbarten Promotoren P2 und P3 transkribiert werden [53] (siehe Abb. 3).
Das P2-Operon enthalt die vier Gene agrB, D, C und A. Die zwei Gene agrA
und agrC kodieren dabei fir Proteine eines klassischen Zweikomponenten-
Systems [54]. Die zwei anderen Gene des P2-Promotors agrB und agrD
generieren ein selbst-induzierendes Peptid (AIP, autoinducing peptide) [55, 56].
Das Transkript des P3-Operons, die RNAIII, ist der eigentliche Effektor des
Agr-Systems [57]. Die RNAIII kodiert einerseits selbst fir das 8-Hamolysin [31,
32] (siehe Kapitel 1.2.1), andererseits steigert sie in einem komplexen Netzwerk
die Expression von ldslichen Virulenzfaktoren und supprimiert die Expression
von Oberflachenproteinen. Ein dritter Promotor, P1, befindet sich nahe des
5’-Endes von agrA und zeigt nur wenig Aktivitat. Er scheint zusatzlich die
Transkription des agrA-Gens zu regeln [53].

Die Funktionsweise des agr-Genregulators stellt sich (nach aktuellem
Kenntnisstand) folgendermalf3en dar (siehe Abb. 3): Das agrD-Gen kodiert fur
ein Propeptid, das durch AgrB, ein Membranprotein, prozessiert und als AIP
exprimiert wird. In der postexponentiellen Wachstumsphase akkumuliert das
AIP extrazellular und interagiert ab einer bestimmten Konzentration (Quorum-
sensing) mit dem Transmembranrezeptorprotein AgrC (eine Histidin-spezifische
Proteinkinase und Sensor des Zweikomponenten-Systems). AgrC aktiviert
durch Ubertragung einer Phosphatgruppe AgrA (Effektor des
Zweikomponenten-Systems). AgrA aktiviert nun wieder seinen eigenen
Promotor P2 und den divergierenden P3-Promotor, der mit der RNAIII den
eigentlichen Effektor des Agr-Systems transkribiert [51].

Der agr-Genlocus von S. aureus ist nur teilweise konserviert. Die drei Gene
agrB, agrD und agrC zeigen Sequenzvariationen, durch die innerhalb von

S. aureus vier unterschiedliche agr-Typen (Typ | bis Typ IV) unterschieden

werden kénnen [58, 59].

11



Einleitung

Das AIP eines S. aureus-Stammes aktiviert dabei nur seinen eigenen
agr-Genlocus und inhibiert die agr-Expression anderer Stamme. Diese
Inhibition fuhrt zu einer Modulation der Virulenzeigenschaften des anderen
Stamms. Man nimmt an, dass dieser inhibitorische Effekt die Strategie eines
etablierten Stamms ist, eine Neuinfektion mit &hnlichen Staémmen zu verhindern
[58]. So konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige nasale Kolonisierung von
verschiedenen S. aureus-Stammen sehr selten ist und Stamme bei einer
Co-Kolonisierung stets dem gleichen agr-Typ angehdren [60]. Obwohl eine
Korrelation von Virulenz und agr-Typ diskutiert wird, konnte diese bisher nicht

eindeutig festgestellt werden [61].

AIP Heterologous AIP

O~ Ow
o Of
/ Ow O
IAgrB Agrcp
COOH

\

— RNAIII

AgrD @

s 3grA - agrC =D: agrB RNAIII 1 Exotoxins ~
I | { Surface proteins

Variable region

Abbildung 3. Funktionsweise des agr-Genregulators. Durch das Membranprotein
AgrB wird das Propeptid AgrD prozessiert und als AIP sezerniert. Ab Uberschreiten
eines Schwellenwerts aktiviert das AIP ein Zweikomponenten-System AgrC/AgrA,
wodurch die Promotoren P2 und P3 aktiviert werden und der Transkriptionsregulator
RNAIII (der eigentliche Effektor des Systems) exprimiert wird. Hierdurch wird in der
postexponentiellen Phase die Expression von l6slichen Virulenzfaktoren gesteigert und
die Expression von Oberflachenproteinen verringert. Heterologe AIPs inhibieren die
Aktivierung des Agr-Systems. Durch eine variable Region im agrBDC-Genlocus
koénnen vier verschiedene agr-Typen unterschieden werden. AIP, autoinducing peptide.
P, Promotor. Fur weitere Details siehe Text. Abbildung enthommen aus [51].
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1.2.5 Methicillin-Resistenz

Fur die Resistenz von S. aureus gegenuber B-Lactam-Antibiotika ist das
mecA-Gen verantwortlich. Das mecA-Gen wurde durch S. aureus vermutlich
von der Tier-assoziierten Staphylokokken-Spezies S. fleurettii erworben [62]
und kodiert fur ein verandertes Penicillin-bindendes Protein (PBP2a oder
PBP2") [63-65]. Die Penicillin-bindenden Proteine sind fir S. aureus
lebenswichtige Transpeptidasen, die durch Verknipfung von Peptidoglykanen
fur die bakterielle Zellwandsynthese notwendig sind [66]. B-Lactam-Antibiotika
sind Substratanaloga, die kovalent an PBPs binden und sie somit inaktivieren.
Das durch das mecA-Gen kodierte veranderte PBP2a zeigt durch eine
Strukturdnderung eine wesentlich geringere Affinitat gegeniber den bisher
verfiigbaren B-Lactam-Antibiotika (seit November 2008 war in der Schweiz mit
Ceftobiprol das erste MRSA-wirksame Cephalosporin in Europa zeitweise
zugelassen). Dadurch wird die Resistenz von MRSA gegenuber dieser Klasse
von Antibiotika vermittelt.

Auf genetischer Ebene ist das mecA-Gen assoziiert mit der einer Genkassette,
der staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec). SCCmec kommt
typischerweise nur bei MRSA vor, nicht aber bei MSSA. SCCmec ist ein
potentiell mobiles genetisches Element. Andere wichtige Gene neben dem
mecA-Gen in SCCmec sind ccr-Gene (cassette chromosome recombinase-
Gene), die fur solche Enzyme (Rekombinasen) kodieren, die fur Exzision und
Integration von SCCmec in das Genom von Bedeutung sind. Ein Teil der
SCCmec-Kassetten (Typ Il und Ill) tragen auch Resistenz-Gene gegeniber
anderen Antibiotika als B-Lactam-Antibiotika in sich [67].

Zurzeit sind funf verschiedene Klassen von mec-Gen-Komplexen (A, B, C1, C2
und D) und flnf verschiedene Klassen von ccr-Gen-Komplexen (1, 2, 3, 4, und
5) bekannt. Unterschiedliche Kombinationen beider Komplexe definieren
verschiedene SCCmec-Typen (Abb. 4). Es sind bisher acht SCCmec-Typen
bekannt: Typ | (Kombination aus Klasse 1 ccr-Gen-Komplex und Klasse B mec-
Gen-Komplex), Typ Il (2A), Typ Il (3A), Typ IV (2B), Typ V(5C2), Typ VI (4B),
Typ VII (5C1) und Typ VIII (4A) [68]. Typ VI wurde 2006 erstmals definiert [69],
die Typen VIl und VIII wurden 2008 erstmals beschrieben [68, 70]
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(zur Unterscheidung von HA- und CA-MRSA anhand der SCCmec-Typisierung
siehe Abschnitt 1.1).
Das pls-Gen konnte bisher auf SCCmec-Kassetten der Typen | und IV

nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 1.2.2).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der SCCmec-Typen | bis VI und VIIl. Typ VI
und das 2006 bei S. aureus erstmals beschriebene SCCmec-assoziierte ,arginine
catabolic mobile element® (ACME) [71] sind in dieser Abbildung nicht aufgefihrt. Die
mec-Komplexe und crr-Komplexe, die die unterschiedlichen SCCmec-Typen definieren,
sind grin bzw. grau hinterlegt. Bei orfX (jeweils am linken Ende blau hinterlegt) handelt
es sich um ein Gen mit unbekannter Funktion, das die Insertionsstelle fiir SCCmec
enthalt. Die Ubrigen Bereiche zwischen und neben den mec- bzw. crr-Komplexen
werden als J (joining)-Regionen bezeichnet (J1, J2 und J3, von rechts nach links). Die
Abbildung wurde entnommen aus [72] (hier finden sich auch exakte Angaben der fir
die Sequenzierung dieser Kassetten verwendeten Stamme).
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1.3  Fakultativ intrazellularer S. aureus und maégliche

klinische Relevanz

S. aureus wird klassischerweise als ein extrazellularer Krankheitserreger
betrachtet. Allerdings mehren sich die Anhaltspunkte dafir, dass S. aureus
auch als fakultativ intrazellularer Erreger von Bedeutung ist [73-76]. Im
Besonderen einige klinische Eigenschaften von S. aureus-Infektionen
unterstutzen diese These. Die antibiotische Therapie von S. aureus-Infektionen
(z.B. Osteomyelitis) ist haufig refraktar und Infektionen rezidivieren Monate oder
selbst Jahre nach initial erfolgreicher Therapie [73]. Zudem neigen lokale und
systemische S. aureus-Infektionen zur Ausbreitung in andere Organe. Die
Maoglichkeit des Erregers zur zellularen Adhasion und Invasion kénnte eine
Erklarung dieser Eigenschaften liefern. Als fakultativ intrazellularer Erreger wére
S. aureus beispielsweise vor extrazellular wirksamen Antibiotika geschiitzt und
konnte von einem intrazellularen Reservoir aus fur rezidivierende Infektionen
verantwortlich sein.

Anhand einer Vielzahl von in vitro Experimenten mit unterschiedlichsten
Zelltypen konnte gezeigt werden, dass S. aureus in der Lage ist, von
verschiedensten Zelltypen aufgenommen zu werden und dort (teilweise) zu
persistieren.

Zu diesen Zelltypen gehorten Tierzelllinien von Rindern (Endothelzellen [77-80]
u.a.), Mausen (Keratinozyten [81, 82], Osteoblasten [83-85], Makophagen [86,
87] u.a.) und Huhnern (Osteoblasten [88, 89] u.a.), sowie humane Zelllinien
(Endothelzellen [90-97], Keratinozyten [98-100], Fibroblasten [90, 100],
Osteoblasten [101, 102], professionelle Phagozyten [103-105] u.a.). Fur einen
Uberblick tiber Modellsysteme mit intrazellularem S. aureus siehe [74].

In Studien von Clément et al. [106] und Plouin-Gaudon et al. [107] konnte

S. aureus intrazellular in Biopsaten aus der Nasenschleimhaut von Patienten
mit chronischer Rhinosinusitis nachgewiesen werden. In einer weiteren
aktuellen Studie wurde S. aureus intrazellular in Biopsaten von Patienten mit

rezidivierender Tonsillitis nachgewiesen [108].
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Ob die zellulare Invasion durch S. aureus dabei ein Ausdruck mikrobieller
Virulenz oder eher ein Abwehrmechanismus der Wirtszelle ist, bleibt noch
unklar [109].

Insgesamt scheint auch der genetische Hintergrund von S. aureus fur die
zellulare Invasivitat und moglichweise auch das klinische Verhalten von
Bedeutung zu sein [75]. Das Potential zellularer Invasivitat korreliert mit
molekularen Markern von S. aureus. So konnte eine verminderte zellulare
Invasivitat fir S. aureus-Isolate mit SCCmec Typ |, Anwesenheit des pls-Gens
und verschiedenen spa-Typen beobachtet werden [39]. In einer Studie von
Fowler et al. [110] wurde ein Zusammenhang von bestimmten Genotypen
(Clonal Complex 5 und 30) mit besonders komplikationsreichen Infektionen
ermittelt. In einer weiteren Studie konnte bei Isolaten mit persistierender
Bakteriamie eine hohere Frequenz von u.a. SCCmec-Typ Il, Clonal Complex
(CC) 30, spa-Typ 16 und agr-Typ Il im Vergleich zu Isolaten, die mit einer
transienten Bakteridmie assoziiert waren, gezeigt werden. In anderen Studien
wiederum konnten keine genetischen Marker fur eine erhdhte in vivo Virulenz
gefunden werden [111, 112]. Abgesehen von solchen Genen, die fir
spezifische S. aureus assoziierte Erkrankungen verantwortlich sind (wie z.B.
das TSST-1-Gen, siehe Kapitel 1.2), scheinen einzelne Gene zwar mit der
zellularen Invasivitat, aber nur fraglich mit invasiven Infektionen zu korrelieren.
Der Vorgang der zellularen Invasion an sich konnte weitgehend aufgeklart
werden. S. aureus wird durch einen Reil3verschluss-ahnlichen Mechanismus
aufgenommen, bei dem FnBPs (Fibronektin-bindende Proteine) unter
Vermittlung von Fibronektin an asB;-Integrine der Wirtszellmembran binden
[113, 114] (Abb. 5). Dies fuhrt zu einer Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts
und einem Umschliel3en des Bakteriums mit Bildung eines Phagosoms &hnlich
einer Phagozytose durch professionelle Phagozyten [109]. Es zeigen sich dabei
keine Unterschiede zwischen lebenden und abgetdteten Bakterien [113]. Die fur
FnBPs kodierenden Gene sind dabei (beinahe) universal in allen S. aureus-
Isolaten vorhanden [61, 115].
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Abbildung 5. Modell des Invasionsmechanismus von S. aureus. Fibronektin-bindende
Proteine (FnBPs) der bakteriellen Zellwand binden Uber Fibronektin (Fn) an
asB:-Integrine der Wirtszelle. Plasmin-sensitives Protein (PIs) vermindert die zellulare
Invasion Uber den Mechanismus einer sterischen Inhibition (siehe Kapitel 1.2.2).
Extracellular adherence protein (Eap) kann teilweise einen Verlust der FnBP-Funktion
kompensieren. Wall teichonic acids (WTA, Teichonséuren der bakteriellen Zellwand)
sind bedeutsam fir eine nasale Kolonisation durch S. aureus [116] und die Adh&sion
an Endothelzellen (unter Fluss) [117]. Abbildung entnommen aus [75].

Auch wenn FnBPs eine herausragende Rolle fur die zellulare Invasivitat von

S. aureus spielen, sind zugleich andere Faktoren beteiligt. Eap, ein Protein aus
der SERAM-Klasse (siehe 1.2) kann unter gewissen Umstanden einen FnBP-
Funktionsverlust kompensieren, Pls verringert die zellulare Invasivitat von

S. aureus (siehe 1.2.2) und Teichonsauren der bakteriellen Zellwand scheinen
auch fur Adhasion (unter Fluss) und zellulare Invasivitat von S. aureus
bedeutsam zu sein [75]. In zwei Studien konnte sogar eine FnBP-unabhangige
Zellinvasion durch S. aureus festgestellt werden. Kintarak et al. fanden eine
FnBP-unabhangige in vitro-Aufnahme von S. aureus in humane primare
Keratinozyten [98]. Brouillette et al. zeigten in einem Mastitis-Mausmodell und
in vitro zwar eine verzogerte, aber nicht aufgehobene Aufnahme eines FnBP-
defizienten S. aureus-Stamms in Brustepithelzellen von Rindern [118].

Schon in frihen Studien wurde eine Relevanz von S. aureus-Adhasinen wie die

Fibronektin-bindenden Proteine fir invasive Infektionen in vivo vermutet.
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Proctor et al. [119, 120] zeigte bereits 1984, dass S. aureus-Isolate von
invasiven Infektionen eine héhere Kapazitat haben, Fibronektin zu binden, als
nicht-invasive Isolate. Kuypers et al. [121] konstruierten eine S. aureus-Mutante
mit geringem Potential Fibronektin zu binden, die in einem Tierversuch mit
Ratten auch eine geringe Adhasion an traumatisiertes Herzklappengewebe
zeigte. Johansson et al. [122] fanden in einem Mausmodell experimenteller
Osteomyelitis bei Isolaten mit erhéhtem Potential, Fibronektin zu binden, auch
eine hohere Wahrscheinlichkeit, eine Infektion zu etablieren. Que et al. [95]
konnten in einem Tiermodell experimenteller Endokarditis an Ratten durch
Expression von S. aureus-Adhasinen im Bakterium Lactococcus lactis ebenfalls
die Bedeutung der Fibronektin- und Fibrinogen-Bindefahigkeit fur die
Kolonisation und Invasion von Endothelzellen in vivo belegen.

Xiong et al. [123] konnten in einem Tiermodell an Kaninchen fir MRSA-Isolate,
die mit persistierender Bakteridmie assoziiert waren, u.a. ein erhéhtes in vitro
Potential zur Adhasion an Fibronektin zeigen. Im Kontrast zu diesen
Ergebnissen steht eine Studie von Flock et al. [124], die in einem Tiermodell
(Ratten) experimenteller Endokarditis keinen Unterschied in der in vivo Virulenz
von Stammen, mit unterschiedlicher Fahigkeit Fibronektin zu binden, finden
konnte.

In der Zusammenschau deuten die oben genannten Erkenntnisse auf eine
Bedeutung der Eigenschaft von S. aureus als fakultativ intrazellularem Erreger
fur die Pathogenese und den Verlauf von Infektionen in vivo hin. Allerdings
stutzt sich diese Hypothese vor allem auf Daten aus in vitro Studien und
Tiermodellen. Auch wenn die Vermutung nahe liegt, steht der Beleg flr einen
Zusammenhang von zellularer Invasivitat in vitro und Virulenz von S. aureus in

vivo mangels klinischer Daten fur Infektionen beim Menschen bislang aus.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

In zunehmendem Mal3e wird die Bedeutung von S. aureus als fakultativ
intrazellularer Krankheitserreger bekannt [74, 75]. S. aureus ist in der Lage, von
einer Vielzahl an unterschiedlichen Wirtszellen in vitro aufgenommen zu werden
und dort zu Uberleben [74]. Auch in unterschiedlichen humanen ex vivo
Biopsaten konnte S. aureus intrazellular nachgewiesen werden [106-108]. Der
Mechanismus zellularer Invasivitét ist gréf3tenteils bekannt und basiert vor allem
auf einer Interaktion von Fibronektin-bindenden Proteinen auf Seiten der
Bakterien mit asB1-Integrinen der Wirtzellen [113, 114]. Die zellulare Invasivitat
korreliert dabei mit einer Reihe von molekularen Markern wie dem SCCmec-
und spa-Typ [39]. Eine Anzahl an in vitro- und Tiermodell-Studien legt die
Relevanz der Fahigkeit von S. aureus zur Bindung von Fibronektin und damit
zur zellularen Invasivitat fur den Verlauf einer Infektion in vivo nahe [95, 119,
120, 122]. Allerdings steht bislang ein direkter Nachweis des Zusammenhangs
von in vitro Invasivitat mit in vivo Virulenz von S. aureus aus [76].

Als Konsequenz dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit untersucht,

e 0b die Korrelation von zelluléarer Invasivitdt und molekularen Markern
auch in einem nattrlichen Kollektiv klinischer MRSA-Isolate
reproduzierbar ist. Hierzu muss gepruft werden, ob die gesammelten
MRSA-Isolate ein kongruentes Abbild einer nattrlichen MRSA-
Population darstellen.

e 0b es neben den bekannten molekularen Markern zellularer Invasivitéat
weitere bisher nicht bekannte Marker zellularer Invasivitat gibt.

e 0b sich kolonisierende und Infektions-assoziierte MRSA-Isolate
bezuglich ihres Potentials zellularer Invasivitat unterscheiden. Hierzu
wird zusétzlich eine externe Referenzgruppe etabliert, deren S. aureus-
Isolate klinisch mit vergleichsweise invasiven Infektionen assoziiert sind.

e und ob bei bekannter Korrelation von molekularen Markern und zellularer
Invasivitat durch alleinige Bestimmung der molekularen Marker eine
Risikoabschatzung beztiglich der in vivo Virulenz eines Isolates

vorgenommen werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Herkunft der Bakterien

Die 109 MRSA-Isolate dieser Arbeit wurden im Rahmen einer
MRSA-Pravalenz-Studie am Universitatsklinikum in Wirzburg wahrend eines
achtmonatigen Zeitraumes von Juli 2007 bis Marz 2008 gesammelt (Tab. 1).
Die Pravalenz-Studie unter der Leitung des Institutes fir Hygiene und
Mikrobiologie der Universitat Wirzburg [125] schloss 9 Stationen ein, auf denen
alle neu aufgenommenen Patienten im oben genannten Zeitraum durch einen
Nasenabstrich auf eine Besiedlung durch MRSA untersucht wurden. Die Studie
wurde durch die Ethikkommission der Universitat im Mai 2007
(Referenznummer 62/07) genehmigt. Fur die vorliegende Arbeit wurden
zusatzlich auch Falle eingeschlossen, bei denen das initiale MRSA-Screening
aus einer anderen Probe als dem Nasenabstrich erfolgte (192 zusatzliche Falle)
und wenn das initiale Screening mehr als zwei Tage nach Aufnahme des
Patienten erfolgte (weitere 351 zusatzliche von insgesamt 3913 Fallen). Im Fall
einer vermuteten bakteriellen Infektion wurde zusétzlich Material vom
Infektionsfokus entnommen und auf MRSA untersucht. Der klinische Verlauf
von Patienten mit MRSA-assoziierter Kolonisation oder Infektion wurde durch
arztliche Mitarbeiter des Instituts nachverfolgt. Das von den Stationen
eingesandte Material wurde im Routinelabor des Instituts fir Hygiene und
Mikrobiologie durch den GeneOhm™ MRSA-Schnelltest (Becton Dickinson,
Heidelberg) untersucht. Dieser molekulare MRSA-Test basiert auf der PCR-
Amplifikation einer DNA-Sequenz nahe der Insertionsstelle der
SCCmec-Kassette und Detektion der Sequenz durch fluoreszierende
Oligonukleotide [126]. Die Proben wurden zusatzlich auf Columbia-Agar mit 5%
Schafblut (Beurteilung von Koloniengréf3e, Pigmentierung und Hamolyse),
Baird-Parker-Agar (selektiver Agar zur Kultivierung von S. aureus) und
CHROMagar™ (selektiver Agar zur Kultivierung von MRSA) ausgestrichen.

S. aureus-verdachtige Kolonien wurden einer Speziesidentifizierung im VITEK 2
(siehe 3.15) zugefuhrt. Die Anwesenheit des mecA-Gens wurde durch eine
mecA-PCR (siehe 3.11), die Methicillin-Resistenz zusétzlich durch einen
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Agardiffusionstest mit 30 pg Cefoxitin bestatigt. Wahrend eines dreimonatigen
Zeitraumes der Pravalenz-Studie wurden durch Johanna Priller in der
Arbeitsgruppe im Rahmen ihrer zahnmedizinischen Promotionsarbeit zusétzlich
alle Methicillin-sensiblen S. aureus-Isolate (MSSA) des gleichen Kollektivs
gesammelt (Tab. 1) und spa-typisiert (siehe 3.12).

Als externe Referenzgruppe flir S. aureus-Isolate, die klinisch mit
vergleichsweise invasiven Infektionen assoziiert sind, wurden aus der
Stammsammlung des Routinelabors 13 mit Osteomyelitis (12 Isolate; 9 MRSA
und 3 MSSA) bzw. Endokarditis (1 Isolat; 1 MSSA) assoziierte Isolate
tubernommen, die zwischen Januar und November 2007 von Patienten des
Universitatsklinikums in Wirzburg isoliert worden waren (Tab. 3 und Tab. 4).

S. aureus-Stamm Cowan | (ATCC 12598) und S. carnosus-Stamm TM300 [127]

wurden als Referenzstamme fur den Invasions-Test verwendet.

3.1.1 Anlegen einer Ubernachtkultur

Vor jedem Experiment wurde eine frische Ubernachtkultur des jeweiligen
Bakterienstammes angelegt. Hierzu wurden mit einer sterilen Einmalimpfose
wenige Kolonien (ca. 1-3) vom auf Schafblutagar ausgestrichenen Stamm
aufgenommen und in ein steriles 15 ml-Falcon-Plastikréhrchen mit 5 ml
Miller-Hinton-Bouillon (Becton Dickinson, Heidelberg) tberfuhrt. Das Falcon-
Rohrchen mit der Bakteriensuspension wurde dann tber Nacht bei 37°C ohne
Schutteln bebritet. Fur das Einfrieren von Bakterien wurde die
Bakteriensuspension tiber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator bebritet, um

eine hohere Bakterienkonzentration zu erreichen.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen der Bakterien

Um die Bakterien langfristig zu lagern, wurden sie nach folgender Prozedur
eingefroren. 1,5 ml einer frischen und gut durchmischten Ubernachtkultur
wurden in ein 1,5 ml-Kryo-Réhrchen gegeben und 5 min bei 4°C und 5000 rpm
zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde wieder 1 ml der
Ubernachtkultur hinzugegeben und resuspendiert. Nun wurden 500 pl Glycerin
(70%; Carl Roth, Karlsruhe) hinzugegeben, um beim Einfrieren ein

Auskristallisieren der Flissigkeit zu verhindern. Der Ansatz wurde erneut gut
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durchmischt. Die Kryo-Rohrchen wurden dann in einer -80°C Kihltruhe
verwahrt. Aus den Kryo-Rohrchen wurden die Bakterien bei Bedarf mit einer
sterilen Einmalimpfose auf Schafblutagar ausgestrichen (3-Osen-Ausstrich) und
Uber Nacht bei 37°C bebritet.

3.2 Kultur der 293-Zellen

293-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen, die auch als HEK-293
(human embryonic kidney) bezeichnet werden. Es handelt sich um adhérente
Zellen. Sie dienen als zellulares Modell fiir den durchflusszytometrischen
Invasions-Test. Die 293-Zellen wurden von der DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Referenznummer ACC 305) in

Braunschweig bezogen [128].

3.2.1 Material und Hersteller

Vollmedium: DMEM/F-12 mit GlutaMAX™-1 Invitrogen, Darmstadt
(stabiles Dipeptid
L-Alanyl-L-Glutamin) mit
Phenolrot als pH-Indikator
50 IU/ml Penicillin ICN Biochemicals , Aurora, USA
50 pg/ml Streptomycin
10% Fetales Kalberserum (FKS) PAA Laboratories, Pasching,

Osterreich
Einfriermedium: DMEM/F-12 (s.0.) Invitrogen, Darmstadt
10% Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
10% FKS PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich
Trypsin-EDTA 5% Invitrogen, Darmstadt
Dulbecco’s PBS 1x Invitrogen, Darmstadt

3.2.2 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden vom DMSZ in gefrorenem Zustand geliefert und sind

bei -196°C in flissigem Stickstoff fur langere Zeit haltbar. Eingefroren wurden
die Zellen in Einfriermedium mit 10% DMSO.

Damit die Zellen nach dem Auftauen durch das zugesetzte DMSO keinen
Schaden nehmen konnten, wurden sie, sobald der Inhalt des Kryo-R6hrchens
verfliissigt war, mit der Pipette in 20-30 ml Vollmedium tberfuhrt. Anschlie3end

wurde die so entstandene Zellsuspension 7 min bei 1200 rpm und
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Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Zellen wieder in Vollmedium aufgenommen (ca. 20 ml Vollmedium pro 75 cm?

Kulturflasche).

3.2.3 Passage der Zellen

Die Zellen wurden bei einem Aufteilungsverhaltnis von 1:5 und Bebritung mit
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit sowie 5% CO, in der Regel zweimal pro Woche
passagiert, sobald sie in der Kulturflasche einen subkonfluenten Rasen gebildet
hatten.

Die Zellen wurden nach grindlicher Inspektion unter dem Mikroskop
(Beurteilung von Zellmorphologie und Suche nach Kontamination) einmal mit
10 ml PBS gewaschen, um Zelltrtimmer zu entfernen und darauf mit 1 ml
Trypsin-EDTA abgel6st. Die Ablosung der Zellen erfolgte unter Sichtkontrolle.
Sobald die Zellen sich abgeldst hatten, wurde der Vorgang durch Zugabe von
9 ml Vollmedium gestoppt (das Vollmedium enthalt FKS und somit Antitrypsin).
Die Zellen wurden anschlie3end vorsichtig mit der Pipette resuspendiert und
anteilig in eine mit neuem Medium geflllt Kulturflasche tberfuhrt. Wird die
Abldsung der Zellen durch Trypsin-EDTA mit 9 ml Vollmedium gestoppt und
jeweils 2 ml Zellsuspension in eine neue Kulturflasche gegeben, erreicht man

ein Aufteilungsverhaltnis von 1:5.

3.3 Invasions-Test

Der Invasions-Test wurde angewandt, um die Fahigkeit von Bakterien (in dieser
Studie MRSA) zu messen, in Wirtszellen (hier 293-Zellen) einzudringen. Hierbei
wurden Bakterien mit einem kovalenten Fluoreszenz-Farbstoff (FITC) markiert
und mit Wirtszellen inkubiert. Die Invasivitat wurde mit einem
Durchflusszytometer indirekt als Durchschnittswert der von in Wirtszellen
befindlichen Bakterien ausgehenden Fluoreszenz gemessen. Um Adhérenz von
Invasion zu trennen, war es wichtig, die Zellen nach der Inkubation mit
fluoreszenzmarkierten Bakterien mit Trypsin-EDTA zu behandeln. Durch diesen

Schritt wurden auf der Zelloberflache haftende Bakterien entfernt.
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Die Invasivitat wird als Prozentwert in Relation zur Invasivitat des

S. aureus-Referenzstammes Cowan | angegeben. Als Negativkontrolle wurde

bei jedem Experiment der Staphylococcus carnosus-Stamm TM300 mitgefihrt,

der keine bekannten Adhéasine exprimiert und so ein geringes Potential

zellularer Invasivitat aufweist [128].

3.3.1 Material und Hersteller

Natriumcarbonat (Na,COs)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOj3)
Fluorescein-5-Isothiocyanat (FITC) 96%
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Muiller-Hinton-Boullion

Formaldehydlésung 237%

Natrium-Monensin

Propidiumjodid

Human-Albumin (HSA) 20%

Grundmedium: Medium DMEM/F-12 +
GlutaMAX™-1

Medium DMEM/F-12 +
GlutaMAX™-1

1% HEPES-Puffer 1M Lésung
5% Human-Albumin s.o.
DMEM/F-12 ohne Phenolrot
10% Fetales Kalberserum
(FKS)

Invasionsmedium:

WeilRes Medium:

Trypanblau 0,4%
Trypsin-EDTA 5%
Dulbecco’s PBS 1x

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Behring, Marburg

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Behring, Marburg

Invitrogen, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

ICN Biochemicals, Aurora, USA
Invitrogen, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt

3.3.2 Vorbereitung der Zellen

Fur den Invasions-Test wurde jeweils eine Kulturflasche mit dichtem Zellrasen

bendotigt. Die Zellen wurden abgeldst, wie bei der Passage der Zellen (siehe

3.2.3), dann aber in ein 50 ml Falcon-Rdhrchen gegeben und in einer 1:10-

Verdinnung mit Trypanblau (45 pl Trypanblau, 5 pl Zellen) in einer Neubauer-

Zahlkammer gezahilt.

Die gewiinschte Zelldichte fiir den Versuch betrug 400.000 Zellen pro ml

Zellsuspension. Da die tatsachliche Zelldichte aber immer hdher als gewlinscht

war, wurden die Zellen mit Grundmedium entsprechend verdinnt. Darauf wurde

je 1 ml der Zellsuspension in eine Vertiefung einer Platte mit 24 Vertiefungen
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uberfuhrt und eine Nacht bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,-Atmosphare bebrutet.

Am nachsten Tag wurden die Zellen in den Vertiefungen mit Grundmedium
einmal gewaschen und anschliel3end 500 pl Invasionsmedium und 50 pl
Bakteriensuspension (siehe 3.3.3) pro Vertiefung hinzugegeben. Zwei
Vertiefungen wurden fir den Zell-Leerwert ohne Bakteriensuspension belassen.
Auf eine einsttindige Inkubation im Kuhlschrank bei 4°C fur die Sedimentation
der Bakterien folgte die eigentliche zweisttindige Invasionsphase bei 37°C im
Brutschrank.

Nach Ablauf der Invasionsphase wurden die Zellen wieder mit Grundmedium
gewaschen und darauf mit 200 ul Trypsin-EDTA pro Vertiefung abgel6st. Die
Reaktion wurde nach Ablésung der Zellen sofort mit 1 ml WeiRem Medium pro
Vertiefung gestoppt. In diesem Schritt war ein Medium ohne Phenolrot wichtig,
da Phenolrot die durchflusszytometrische Messung stéren wirde.

Die Zellen wurden anschlieRend in auf Eis gelagerte FACS-Réhrchen (12 mm
mal 75 mm Polystyren-Falcon-Réhrchen) Gberfihrt und bei 1200 rpm flnf
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die
Zellen erneut auf Eis gestellt und in 1 ml 1%-HSA-LAsung pro Réhrchen
resuspendiert. HSA belegt Bindestellen an der GefaRwand und verhindert, dass

sich Zellen dort anlagern.

3.3.3 Vorbereitung der Bakterien

Von jedem zu testenden Stamm wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml
Muller-Hinton-Bouillon angesetzt und bei 37°C uber Nacht ohne Schutteln
bebritet.

Am néchsten Morgen wurden die Bakterien zun&chst 5 min bei 4000 rpm und
4°C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Bakterien einmal
mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Abnahme des
Uberstandes wurden wieder 2,5 ml PBS zu den Bakterien gegeben.
Anschliel3end erfolgte die Zugabe von je 2,5 ml 2%-Formaldehydlésung zur
Abt6tung der Bakterien (Endkonzentration Formaldehyd 1%). Die Bakterien

wurden daraufhin eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterien wieder zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Im Anschluss an einen erneuten Waschschritt mit
PBS, erneuter Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes erfolgte die
Farbung der Bakterien mit je 3 ml einer Lésung mit der Endkonzentration

100 pg FITC pro ml Bakteriensuspension. Das FITC-Pulver wurde dafur vorher
in 1 ml DMSO pro mg FITC aufgeltst und die so entstandene Mischung mit
dem Natriumcarbonat-Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 9-10) auf die
bendtigte Menge aufgefllt. In dieser Lésung wurden die Bakterien eine Stunde
im Brutschrank bei 37°C inkubiert, dann wiederum zentrifugiert, mit PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Bakterien wurden nach Absaugen des
Uberstandes in 1 ml 1%-Human-Albumin-Lésung resuspendiert und tiber Nacht
im Kihlschrank aufbewabhrt.

Am nachsten Tag wurde zur Standardisierung der Konzentration die Streuung
der einzelnen Bakteriensuspensionen im Photometer (bei A=540 nm) in einer
1:10-Verdiunnung mit PBS gemessen. Die optische Dichte wurde durch
Verdinnung mit PBS auf eins eingestellt. Von dieser Suspension wurden im
Verlauf des Experimentes 50 pl auf die Zellen gegeben.

Zur Messung der Bakterien im Durchflusszytometer wurden pro
FACS-RoOhrchen 500 pl 1%-HSA in PBS und 50 pl eingestellte

Bakteriensuspension gegeben.

3.3.4 Vorbereitung von Zellen und Bakterien

In die auf Eis gestellten FACS-ROhrchen mit den Zellen wurde noch je 1 pl
Monensin (20 uM) gegeben und die Rohrchen anschlie3end fiir 10 min aus
dem Eis genommen und in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt. Danach
wurden die Zellen bzw. Bakterien wieder auf Eis gestellt.

Monensin ist ein lonophor (genauer ein Na*/H*-Austauscher), das dazu dient,
das saure Milieu der Phagosomen in den Zellen zu neutralisieren, da FITC im
sauren Milieu weniger gut fluoresziert.

Unmittelbar vor der Messung im Durchflusszytometer erfolgte schlie3lich die
Zugabe von 50 pul Propidiumjodid pro FACS-R6hrchen. Propidiumjodid ist ein

nukleinsdureinterkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der durch eine intakte
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Zellmembran nicht in die Zellen eindringen kann. Bei untergegangenen/ toten
Zellen ist das Propidiumjodid jedoch in der Lage, die Zellmembran zu
Uberwinden und lagert sich in die DNA ein, wodurch die Fluoreszenz aktiviert
wird. Die Zugabe von Propidiumjodid dient also der Detektion toter Zellen.
Vor Messung im Durchflusszytometer wurden die FACS-R6hrchen griindlich
durchmischt.

3.4  Durchflusszytometrie

Mithilfe des Lasers im Durchflusszytometers kann eine Zellpopulation zum
einen in Hinblick auf Grof3e und Granularitat untersucht werden, zum anderen
kénnen fluoreszierende Farbstoffe detektiert werden. Zur Messung der
Invasivitat wurde in diesem Experiment die Fluoreszenz von FITC-markierten
Bakterien gemessen, die zuvor in einem Invasions-Test von Wirtszellen
aufgenommen worden waren. Die Messung der Invasivitat erfolgte also indirekt
Uber einen an die Bakterien gebundenen Fluoreszenzfarbstoff als Fluoreszenz
pro Zelle. Um die Intensitat der Fluoreszenzmarkierung des einzelnen
Bakterienstammes zu ermitteln, wurden die fluoreszenzmarkierten Bakterien
vorher separat (also ohne Zellen) gemessen. Durch gleichzeitige Messung der
Grol3e und Granularitat der Wirtszellen und Detektion der Fluoreszenz von
Propidiumjodid (siehe 3.3.4) konnte zwischen intakten Zellen und sogenanntem
Zell-Detritus unterschieden werden. Um Adharenz von Wirtszellen
untereinander und von Bakterien auf der Zelloberflache (dies wirde die
Messung der Invasivitat verfalschen) zu vermeiden, wurden die Zellen nach der
Invasionsphase und vor der Messung im Durchflusszytometer mit
Trypsin-EDTA behandelt (siehe 3.3.2) und gut resuspendiert. AuRerdem
wurden die unspezifischen Bindungsstellen an der Reaktionsgefaldwand mit
HSA abgedeckt. Jede Messung beinhaltete einen Zell-Leerwert, eine
Positivkontrolle (S. aureus-Stamm Cowan 1) und eine Negativkontrolle

(S. carnosus-Stamm TM300) [128].
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3.5 Isolierung chromosomaler DNA

Die Isolierung von chromosomaler DNA aus den Bakterienstammen fir die
SCCmec-Kassetten-, pls- und agr-Typisierung wurde mit folgender auf einer

Phenolextraktion basierenden Methode durchgefuhrt.

3.5.1 Material und Hersteller

TNE (500ml) 690,1MTris Carl Roth, Karlsruhe
4,35 g 0,15 M Natriumchlorid  Carl Roth, Karlsruhe
1459 0,1 M EDTA AppliChem, Darmstadt

mit dH,O auf 500 ml auffillen und mit 10 M Natronlauge auf
pH 8,0 einstellen

TNE/Triton X TNE S.0.

1% Triton X 100 Carl Roth, Karlsruhe
Lysostaphin 1 mg/ml AMBI Products, NY, USA
Proteinase K 20 mg/ml Qiagen, Hilden
Phenol AppliChem, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Natriumacetat 3 M Merck, Darmstadt
Ethanol 100% und 70% Carl Roth, Karlsruhe
dH,O Fresenius Kabi, Bad Homburg

3.5.2 Durchfuhrung

Etwa 2 ml der betreffenden Ubernachtkultur (siehe 3.1.1) wurden 5 min bei
13.000 rpm in einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal’ zentrifugiert,
anschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und wieder 2 ml
Ubernachtkultur hinzugegeben. Nach erneuter fiinfminutiger Zentrifugation bei
13.000 rpm und Abnahme des Uberstandes wurde mit 1 ml TNE resuspendiert.
Nach nochmaliger finfminutiger Zentrifugation bei 13.000 rpm und Abnahme
des Uberstandes wurden die Bakterien in 575 pl TNE/Triton X resuspendiert.
Nach Zugabe von 25 pl Lysostaphin (1 mg/ml) wurde der durchmischte Ansatz
bei 37°C eine Stunde inkubiert. Nach einer Stunde wurden 30 pl Proteinase K
(20 mg/ml) hinzugegeben, resuspendiert und zwei weitere Stunden bei 65°C
inkubiert. Pro Ansatz wurden nun 600 ul Phenol hinzugefigt und etwa 20 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde die klare obere Phase,
die die chromosomale DNA enthielt, vorsichtig in ein frisches 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal’ tberfihrt, 600 pl Chloroform (unter einem Abzug)
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hinzugefugt, resuspendiert und 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die klare
obere Phase wurde erneut in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal}
Uberfahrt. Es wurden dann 50 pl 3 molares Natriumacetat sowie 1250 pl 100%
eiskaltes Ethanol hinzugefiigt, der Ansatz vorsichtig durchmischt und tber
Nacht bei -20°C gelagert. Am nachsten Tag wurde der Ansatz 20 min bei
13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Die DNA
wurde nun in 70% Ethanol gel6st und fir 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Das Waschen mit 70% Ethanol wurde noch einmal wiederholt. Nach erneuter
Abnahme des Uberstandes wurde die DNA ca. 20 min bei Raumluft getrocknet,
anschlie3end in 900 pl dH,O resuspendiert und fur eine kurzfristige
Verwendung bei 4°C verwahrt. Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die

Proben bei -20°C gelagert.

3.6 Messung und Einstellung der DNA-Konzentration

Nach Extraktion der chromosomalen DNA wurde der DNA-Gehalt jeder Probe
mittels NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt. Initialisierung und
Kalibrierung des Gerates erfolgten mit destilliertem Wasser. Zur Messung
wurden 2 ul jeder Probe in das Gerat gegeben. Die folgende Einstellung des
DNA-Gehaltes auf die gewtinschte Konzentration erfolgte durch Verdinnung

der Probe mit destilliertem Wasser.
3.7 Gelelektrophorese und Auswertung

3.7.1 Material und Hersteller

1150x TAE 242 g Tris Carl Roth, Karlsruhe
57,2 ml Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe
100 ml 0,5 M EDTA AppliChem, Darmstadt

mit dH,O auf 1000 ml auffillen und mit 10 M Natronlauge auf pH
8,0 einstellen

Agarose Carl Roth, Karlsruhe
1 ml Ladepuffer 100 pl DNA 100 bp Leiter New England BioLabs,
Frankfurt a. M.
167 pl 6x blaues Farbemittel New England BioLabs,
Frankfurt a. M.
733 ul dH,0 Fresenius Kabi, Bad Homburg
Ethidiumbromid 0,1% Merck, Darmstadt
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3.7.2 Herstellung eines 1,5% Agarosegels

1,5% Agarose wurden in 1x TAE gel6st und unter Rihren langsam bis zur
vollstandigen Losung aufgekocht. Anschliel3end wurde das Gel unter weiterem
Ruhren etwas abgekuhlt und dann direkt in den Kammereinsatz mit
eingelegtem Gel-Kamm gegossen und dort zur vollstandigen Abkuhlung
belassen.

3.7.3 Elektrophorese des PCR-Produkts

Ca. 10 pl des PCR-Produktes und 40 pl Ladepuffer wurden pro Gelkammer
geladen. Die Laufzeit betrug ca. 40 min bei 120 V.

3.7.4 Ethidiumbromid-Farbung und Dokumentation

Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde das Gel zur Farbung der DNA
10 min in ein 0,1%-Ethidiumbromidbad eingelegt und anschlie3end in
destilliertem Wasser etwa 10 min entfarbt. Zur Dokumentation wurden die
fluoreszierenden Banden unter UV-Licht in einer Fotodokumentationsanlage

sichtbar gemacht und ein entsprechendes Bild ausgedruckt.

3.8 SCCmec-Typisierung

Die Typisierung der SCCmec-Kassette der Studienisolate wurde nach Boye et
al. [129] durchgefuhrt. Mit dieser Methode kann durch eine Multiplex-PCR mit 8
verschiedenen spezifischen Primern zwischen den SCCmec-Typen | bis V

unterschieden werden.

3.8.1 Material und Hersteller

PCR-Puffer 10x New England BioLabs, Frankfurt a. M.
Taq DNA Polymerase
dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
dH,O Fresenius Kabi, Bad Homburg
Primer B, a3, ccrCF, ccrCR, 1272F1, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
1272R1, 5RmecA, 5R431
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3.8.2 Durchfihrung

Nach Isolierung von chromosomaler DNA des betreffenden Bakterienstammes
(siehe 3.5) wurden 1 pl (ca. 5 ng DNA), 35,4 ul dH,0, 5 pl 10x PCR-Puffer, 0,2
ul Tag DNA Polymerase (1 U), 0,4 pl dNTPs (je 200 uM) und je 1 pl der Primer
B (0,2 uM), a3 (0,2 uM), ccrCF (0,25 uM), ccrCR (0,25 puM), 1272F1 (0,08 uM),
1272R1 (0,08 pM), 5RmecA (0,1 puM) und 5R431 (0,1 uM) zu einem Ansatz von
50 pl zusammengefugt.

Die PCR erfolgte mit einer initialen Denaturierung von 240 s bei 94°C, gefolgt
von 30 Zyklen aus Denaturierung von 30 s bei 94°C, Primer-Hybridisierung von
30 s bei 50°C und Elongation von 60 s bei 72°C. Die abschliel3ende Elongation
wurde auf 240 s bei 72°C eingestellt.

Zur weiteren Bearbeitung des PCR-Produktes siehe Kapitel 3.7. Die Analyse
der spezifischen Bandenmuster und Zuordnung zu einem der SCCmec-Typen |
bis V wurde mit folgender Tabelle vorgenommen (Tabelle entnommen aus
[129]). Als Positivkontrollen wurden die Stamme BS211 (SCCmec-Typ IV) und
BS213 (SCCmec-Typ V) bei jedem Experiment mitgefihrt.

5 Al SCCmec-Typ
Primer Sequenz (5° > 3Y) Labnge ge:]

(bp) e Lnomov v
B ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT ]
a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937  ccrA2-B X X
CCICF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT o o « «
ccrCR  CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT
1272F1 GCCACTCATAACATATGGAA
1272R1  CATCCGAGTGAAACCCAAA 415 151272 X X
5RmecA TATACCAAACCCGACAACTAC 359 mecA- X
5R431 CGGCTACAGTGATAACATCC 1S431

3.9 pls-PCR

Die Detektion des pls-Gens, das fur das fur das S. aureus-Oberflachenprotein
Pls (Plasmin-sensitives Protein) kodiert, wurde mit einer PCR aus zwei

spezifischen Primern durchgefihrt.
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3.9.1 Material und Hersteller

PCR-Puffer 10x New England Bio Labs, Frankfurt a. M.
Taq DNA Polymerase

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)

dH,O Fresenius Kabi, Bad Homburg

Primer PIsF, PIsR Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3.9.2 Durchfihrung

Nach Isolierung von chromosomaler DNA des betreffenden Bakterienstammes
wurden 4 ul DNA (5 ng/ul), 38,4 pl dH,0, 5ul 10x PCR-Puffer, 0,2 ul Tag DNA
Polymerase (1 U), 0,4 pl dNTPs (je 200 uM) und je 1 ul der Primer PISF (10 pM)
und PIsR (10 pM) zu einem Ansatz von 50 pl zusammengefugt.

Die PCR erfolgte mit einer initialen Denaturierung von 240 s bei 94°C, gefolgt
von 35 Zyklen aus Denaturierung von 60 s bei 94°C, Primer-Hybridisierung von
60 s bei 58°C und Elongation von 60 s bei 72°C. Die abschliel3ende Elongation
wurde auf 240 s bei 72°C eingestellt.

Zur weiteren Bearbeitung des PCR-Produktes siehe Kapitel 3.7. Die Analyse
des spezifischen Bandenmusters wurde anhand folgender Tabelle
vorgenommen. Als Positivkontrolle wurde der pls-positive Stamm BS205 bei

jedem Experiment mitgefuhrt.

Primer Sequenz (5° 2 3) Lange (bp)
PIsF GGGGTGGTTAATGGTATGAATAAA 1117
PIsR CGGAATGTTGCTCTTGGTTGTGCGTTTTC

3.10 agr-Typisierung

Die agr-Typisierung zur Identifikation der agr-Typen | bis V wurde von Edward
Makgotlho in der Arbeitsgruppe nach einer modifizierten Methode von Lina et al.
[130] durchgefiihrt. Das agr (accessory gene regulator)-Gen kodiert fur einen
globalen Genregulator, der die Expression einer Vielzahl von unterschiedlichen

I6slichen und zellwandstandigen Virulenzfaktoren von S. aureus steuert.
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3.10.1 Material und Hersteller

PCR-Puffer 10x New England Bio Labs, Frankfurt a. M.
Taq DNA Polymerase
dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
dH,O Fresenius Kabi, Bad Homburg
Primer agrl-4s,-1, agrls,-2, agr2s,-2,  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
agr3ss-2, agrds,-2

3.10.2 Durchfihrung

Nach Isolierung von chromosomaler DNA des betreffenden Bakterienstammes
wurden 1 pl DNA (ca. 30 ng), 40,5 pl dH,0, 5 pl 10x PCR-Puffer, 1 ul dNTP (je
25 mM), 0,5 ul Taqg DNA Polymerase, 1 pl der Primer agrl-4s,-1 und je 0,25 pl
der Primer agrlss-2, agr2sa-2, agr3sa-2 und agrds,-2 zu einem Ansatz von 50 pl
zusammengefugt.

Die PCR erfolgte mit einer initialen Denaturierung von 300 s bei 95°C, gefolgt
von 30 Zyklen aus Denaturierung von 60 s bei 95°C, Primer-Hybridisierung von
60 s bei 55°C und Elongation von 120 s bei 72°C. Die abschlieRende
Elongation wurde auf 600 s bei 72°C eingestellt.

Zur weiteren Bearbeitung des PCR-Produktes siehe Kapitel 3.7. Die Analyse
der spezifischen Bandenmuster und Zuordnung zu einem der agr-Typen | bis IV
wurde mit folgender Tabelle vorgenommen (Tabelle entnommen aus [130]). Als
Positivkontrollen wurde die Stamme Rnl (agr-Typ |), RN6607 (agr-Typ II),
RN3984 (agr-Typ 1) und RN4850 (agr-Typ 1V) bei allen Experimenten
mitgefuhrt.

Primer Sequenz (5° > 3Y) Lanpg)e Ziel-Gen agr-Typ
agrl-4s,-1  ATGCACATGGTGCACATGC agrsa

agrls;-2  GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 439 agr-1s, I

agr2s:-2  TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572 agr-2sa I

agr3s=-2  GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 321 agr-3sa 1

agrds,-2 CGATAATGCCGTAATACCCG 657 agr-4s, v

3.11 mecA-PCR

Die mecA-PCR wurde vom Routinelabor des Instituts fir Hygiene und
Mikrobiologie der Universitat Wirzburg im Rahmen der Pravalenz-Studie

durchgefuhrt. Die Anwesenheit des mecA-Gens, das letztendlich fur die
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Methicillin-Resistenz von S. aureus verantwortlich ist, wurde fir alle
S. aureus-Isolate, die im GeneOhm™ MRSA-Schnelltest positiv getestet
wurden, Uberprift. Verwendet wurden folgende Primer von Sigma-Aldrich,

Taufkirchen.

Primer Sequenz (5° 2> 3Y) Lange (bp)
mecAl GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310
mecA2 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

3.12 spa-Typisierung

Die spa-Typisierung ist eine Methode zur Untersuchung der klonalen
Verwandtschaft von S. aureus-Isolaten. Sie basiert auf der Sequenzierung des
Genabschnitts, der fur einen hochvariablen Abschnitt des Protein A (Region X)
codiert [131, 132], und dem anschlie3enden Vergleich der Sequenzen [46]
(siehe Kapitel 1.2.3). Die spa-Typisierung der MRSA-Isolate wurde innerhalb
der MRSA-Pravalenz-Studie durch das Routinelabor des Instituts flr Hygiene
und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg durchgefiihrt. Die spa-Typisierung
der MSSA, die fur einen dreimonatigen Kontrollzeitraum zusétzlich gesammelt
wurden, erfolgte durch Johanna Priller aus der Arbeitsgruppe im Rahmen ihrer

zahnmedizinischen Promotionsarbeit.

3.13 Based Upon Repeat Pattern (BURP)-Analyse

Die BURP-Analyse ist eine Methode zur Ermittlung und zur graphischen
Darstellung der klonalen Verwandtschaft von S. aureus-Isolaten [48, 49].
Basierend auf der spa-Typisierung (siehe Kapitel 3.12) werden die spa-Typen in
Abhangigkeit ihrer Ubereinstimmung in der Region X sogenannten Klonalen
Komplexen (auch als Cluster bezeichnet) zugeordnet. Diese Cluster kdnnen
dann als Verknupfung von einzelnen spa-Typen zweidimensional graphisch
dargestellt werden.

Fur die BURP-Analyse missen folgende zwei Parameter definiert werden:
Erstens die Anzahl an Repeats (x) der Region X des spa-Gens, ab der ein
spa-Typ von der Analyse ausgeschlossen wird (fur diese Analyse wurde x<b5
gewahlt). Zu kurze spa-Gene werden wegen ihres limitierten
Informationsgehaltes bezlglich der Evolution von S. aureus ausgeschlossen.

Definiert wurde zweitens die Anzahl an genetischen Ereignissen wie Deletion,
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Duplikation oder Punktmutation von Basen (y), die zwei spa-Typen maximal
unterscheiden durfen, sollen sie dem gleichen klonalen Komplex zugeordnet
werden (fir diese Analyse wurde y<4 gewabhlt).

Die BURP-Analyse fir die MRSA- und MSSA-Isolate dieser Studie wurde in
Zusammenarbeit mit PD Dr. Alexander Mellmann vom Institut fir Medizinische

Mikrobiologie der Universitat Munster durchgefihrt.

3.14 Bestimmung der Hamolyseform

Zur Bestimmung der Hamolyseform wurden die Bakterien frisch aus der -80°C
Stammsammlung auf Schafblutagar mit sterilen Einmalimpfésen ausgestrichen
und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Bakterien im Kuhlschrank bei 4°C fur weitere 24 Stunden gelagert (Kalte
steigert die Aktivitat des B-Hamolysins, siehe Kapitel 1.2.1). Am dritten Tag
erfolgte nach dreistiindiger Lagerung bei Raumluft die Begutachtung der
Hamolyse am automatischen Kolonienzéhler ProtoCOL (siehe 3.15). Zur
Beurteilung der Hamolyse wurde eine weil3e Filterplatte, Durchlicht und eine
Belichtungszeit von 250 ms gewabhlt. Zur Beurteilung der Koloniemorphologie
wurde eine schwarze Filterplatte, Auflicht und eine Belichtungszeit von 200 ms
gewahlt. Von jeder Einstellung wurde ein Bild aufgenommen und elektronisch

gespeichert.

3.15 Gerate

Bilddokumentationsanlage: Herolab UVT-28 MP, Herolab, Wiesloch
Brutschréanke: Heraeus, Hanau

Durchflusszytometer: FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg
Eismaschine: Scotsman Ice Systems, Milan, Italien
Gelelektrophoresekammer: Sub-Cell GT, Bio-Rad, Miinchen

Heizbad: Memmert, Schwabach

Heizblock: Labtherm, Liebisch, Bielefeld

Heizplatte fir Magnetrihrer: MR 3001, Heidolph, Schwabach
Koloniezéhlgerat: ProtoCOL, Synbiosis, Cambridge, England
Kihlschrank: Liebherr, Ochsenhausen
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Kuhltruhe (-80°C):
Membranpumpe:
Mikroskop:
PCR-Cycler:
Photometer:
Pipetten:
Prazisionswage:
Schuttelinkubator:

Spannungsgeber:

Spectrophotometer:

Sterilwerkbank:

VITEK 2:
Vortexer:

Zentrifugen:

Material und Methoden

ThermoForma, Fischer Scientific, Schwerte
Typ 400057, llmvac, llmenau

Wilovert, Hund, Wetzlar

T3 Thermocycler, Biometra, Géttingen
U-2000, Hitachi Europe, Mannheim
Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg
Mettler-Toledo, GielRen

New Brunswick, Eppendorf, Hamburg
PowerPac300, Bio-Rad, Miinchen
NanoDrop 1000, Peglab, Erlangen
Herasafe, Heraeus, Hanau

Nuaire, Eurasburg

bioMérieux, Nurtingen

L-46, Labinco, Breda, Niederlande

Biofuge fresco, Heraeus, Hanau
Megafuge 1.0, Heraeus, Hanau

Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau

3.16 Statistische Auswertung

Die Daten der gemessenen zellularen Invasivitat wurden durch den

Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. Die Homogenitat der

Varianzen von Vergleichsgruppen wurde mit dem Levene-Test Uberprift. Fir

den Vergleich verschiedener spa- und SCCmec-Typen bezlglich ihres

Potentials zellularer Invasivitat wurde als Generaltest, ob Unterschiede auf

Typ-Ebene generell bestehen, eine einfaktorielle ANOVA angewandt. Bei

signifikanter ANOVA wurden die einzelnen signifikanten Gruppenunterschiede

durch den Scheffé-Post-hoc-Test ermittelt. Die Ubrigen statistischen Vergleiche

von zwei Gruppen wurden mit einem T-Test flir unabhangige Stichproben

durchgefuhrt. Konnte kein parametrisches Testvefahren angewendet werden,

wurden zwei Gruppen mit dem Mann-Whitney U-Test verglichen.

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 und P < 0,01 wurden die

Unterschiede als statistisch signifikant bzw. hochsignifikant betrachtet.
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Die statistische Analyse wurde mit der Software STATISTICA Version 9.1
(StatSoft GmbH, Hamburg) durchgefiihrt.

Der exakte Test nach Fischer fand als Signifikanztest auf Unabhangigkeit
zweier Variablen Anwendung (fir Kontingenztafeln mit bis zu 2x6 Feldern siehe

http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact.html).
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4 Ergebnisse

4.1 Pravalenz von S. aureus und MRSA

Die 109 MRSA-Isolate dieser Studie wurden im Rahmen einer
MRSA-Pravalenz-Studie zwischen Juli 2007 und Marz 2008 am
Universitatsklinikum der Universitat Wirzburg gesammelt [125] (siehe Kapitel
3.1). Die Pravalenz von MRSA Uber den gesamten Studienzeitraum betrug
2,79% (Tab. 1). In einem dreimonatigen Kontrollzeitraum wurden von
September bis Dezember 2007 durch Johanna Priller aus der Arbeitsgruppe im
Rahmen ihrer zahnmedizinischen Promotionsarbeit zusatzlich alle Methicillin-
sensiblen S. aureus-Isolate innerhalb der MRSA-Prévalenz-Studie gesammelt.
Die Pravalenz von S. aureus im Kontrollzeitraum betrug 20,28%, die Pravalenz
von MRSA ergab 2,28% und die MRSA-Rate von S. aureus errechnete sich mit
11,22% (Tab. 1). Die ermittelten Werte sprechen fiir eine ausreichende

Sensitivitat der verwendeten Screening-Methode innerhalb der Studie.

Anzahl an S. aureus-Isolaten

Zeitraum Falle
MRSA MSSA*
17.07.07- 24.09.07 1127 40
25.09.07- 18.12.07 1494 34 269
19.12.07- 17.03.08 1292 35
Gesamt 8 Monate 3913 109 269"
Pravalenz von S. aureus’ Pravalenz von MRSA™: Pravalenz von MRSA*
20,28% 2,28% 2,79%

MRSA-Rate von S. aureus™:
11,22%

Tabelle 1. Pravalenz von MRSA im Studienzeitraum.

MRSA, Methicillin-resistenter S. aureus; MSSA, Methicillin-sensibler S. aureus;
* MSSA nur wahrend des Kontrollzeitraums zusétzlich durch Johanna Priller im
Rahmen ihrer zahnmedizinischen Promotionsarbeit gesammelt;

! Kontrollzeitraum vom 25.09.07 bis zum 18.12.07:

2, gesamter Studienzeitraum
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4.2  SCC positive, mecA negative Isolate

Durch eine Kontrolle der Ergebnisse des GeneOhm™ MRSA-Schnelltests mit
auf den Test folgender Kultivierung der Bakterien auf selektiven Nahrmedien,
Speziesidentifikation im VITEK 2, Agardiffusionstest und einer spezifischen
mecA-PCR (siehe Kapitel 3.1) wurden im Studienzeitraum 28 durch den
MRSA-Schnelltest primér als MRSA erkannte Isolate, im weiteren Verlauf als
Methicillin-sensibel und mecA-negativ identifiziert (Abb. 6). Der Positiv
Pradiktive Wert des MRSA-Schnelltest fiel deshalb mit 0,636 suboptimal aus
[125].

Diese Isolate tragen Reste der SCC-Kassette (siehe Kapitel 1.2.5) in ihrem
Genom, in der das fur die Methicillin-Resistenz verantwortliche mecA-Gen fehlt.

GENEOHM™ MRSA-Schnelltest Osteomyelitis/ Endokarditis
Abstrich: Nase +/- Infektionsfokus, 7/2007- 3/2008, n=3913 assoziierte S. aureus-Isolate
\]/ n=13
—— mecA-PCR/ Kultur, n=396 |——
MRSA MSSA MSSA
mecA-positiv mecA-negativ SCC-positiv, mecA-negativ
n=109 n=259 n=28
spa-Typisierung und BURP-Analyse, n=396 spa-Typisierung, n=13
Kolonisation Infektion
n=93 n=16
agr-Typisierung pls-PCR SCCmec-Typisierung B-Hamolyse
n=109 n=150 n=150 n=150

Invasions-Test
n=110 (19 von 59 spa-Typ t003 MRSA-Isolaten eingeschlossen)

Abbildung 6. Flussdiagramm zur Analyse der Studienisolate. Die Verknipfung durch
Pfeile zeigt, welchen Arbeitsschritten die jeweilige Gruppe an Isolaten zugefuihrt wurde.
Die Anzahl der betreffenden Isolate ist in jedem Rechteck zusatzlich angegeben.
Neben den Isolaten aus der MRSA-Pravalenz-Studie wurden 13 mit Osteomyelitis bzw.
Endokarditis assoziierte S. aureus-Isolate als externe Referenzgruppe mitgefiihrt. Die
Sammlung und spa-Typisierung der 259 Methicillin-sensiblen S. aureus-Isolate eines
dreimonatigen Kontrollzeitraums erfolgte durch Johanna Priller aus der Arbeitsgruppe
im Rahmen ihrer zahnmedizinischen Promotionsarbeit.
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Deshalb wurden sie durch den verwendeten MRSA-Schnelltest, der die
SCC-Kassette nicht aber das mecA-Gen selbst detektiert, falschlicherweise als
MRSA identifiziert.

SCC positive und mecA negative (SCC*/mecA’) Staphylokokken wurden in der
Literatur bereits allgemein [133, 134] und im Besonderen bei Verwendung des
GeneOhm™ MRSA-Schnelltests [135] beschrieben. Fir die weitere
Auswertung wurden die SCC*/mecA -Isolate als MSSA gefiihrt. Insgesamt 10
der SCC*/mecA™-Isolate gehorten zu den 269 MSSA, die wahrend des
dreimonatigen Kontrollzeitraums gesammelt wurden. Die anderen 18
SCC*/mecA-Isolate wurden auRerhalb dieses Kontrollzeitraums isoliert.

Die spa-Typ-Verteilung unter den SCC*/mecA -Isolaten stellte sich wie folgt dar:
Mit 10 Isolaten war spa-Typ t127 am haufigsten. Darauf folgten die spa-Typen
t003 und t008 mit je 3 Isolaten, Typ t002 mit 2 Isolaten und die Typen t056, t362,
t559, 1589, 1888, 11491, t1931, 12814, t3174 und t3176 mit je einem Isolat.

In Abb. 7 ist ein Vergleich der spa-Typ-Verteilung von SCC*/mecA™- und MRSA-

Isolaten der Pravalenz-Studie dargestellt.

3 SCC*/mecA-

MRSA

59

Anzahl an Isolaten

Abbildung 7. Vergleich der spa-Typ-Verteilung von 109 MRSA- und den 28
SCC’/mecA-Isolaten der Pravalenz-Studie. Die spa-Typen sind in ansteigender
Reihenfolge sortiert. Die Anzahl an Isolaten ist Gber bzw. innerhalb der jeweiligen
Saule angegeben. Wenn ein spa-Typ MRSA- und SCC*/mecA™-Isolate enthalt sind die
Anzahl an jeweiligen Isolaten als gestapelte Saulen dargestellt, wobei die Saule fur
MRSA-Isolate blau gefarbt und die S&ule fur SCC*/mecA -Isolate griin gefarbt ist.
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spa-Typ
t003 t002 t127 t063 t008 Andere Gesamt

Beobachtete 59 10 0 7 3 30 109 MRSA
Verteilung 3 2 10 0 3 10 28 SCC*/mecA
Erwartete 49,3 9,5 8,0 5,6 4.8 31,8 109 MRSA
Verteilung 12,7 2,5 2,0 1,4 1,2 8,2 28 SCC*/mecA’

Gesamt 62 12 10 7 6 40 137

Irrtumswabhrscheinlichkeit einer ungleichen Verteilung: P < 0,01

Tabelle 2. Die spa-Typ-Verteilung von SCC*/mecA™- und MRSA-Isolaten unterscheidet
sich hochsignifikant (Exakter Test nach Fischer). Verglichen wird die Frequenz der
haufigsten spa-Typen beider Gruppen. Bei den SCC*/mecA’-Isolaten werden alle spa-
Typen mit mehr als einem Isolat einzeln aufgefihrt, bei den MRSA sind die drei
haufigsten spa-Typen und Typ t008 einzeln aufgeflihrt. Die jeweils anderen spa-Typen
werden unter ,Andere” zusammengefasst.

Die spa-Typ-Verteilung der SCC*/mecA-Isolate unterschied sich
hochsignifikant (P < 0,01, Exakter Test nach Fischer) von den MRSA der Studie
(Tab. 2).

Beziiglich ihrer zellularen Invasivitat unterschieden sich die 28 SCC*/mecA"-
Isolate (Mittelwert 107%, Median 103%, Bereich von 32% bis 228%) nicht von
den 69 Invasions-getesteten MRSA (Mittelwert 98%, Median 101%, Bereich von
22% bis 200%) der Studie (T-Test, P = 0,285; die Daten der ermittelten
Invasivitat waren normalverteilt und die Varianzen homogen).

Von 28 SCC*/mecA-Isolate waren 24 Isolate wie erwartet nicht durch die
SCCmec-PCR typisierbar und negativ fiir das pls-Gen. 3 SCC*/mecA™-Isolate
wurden allerdings durch die SCCmec-PCR als Typ I-Isolate identifiziert und
waren negativ fiir das pls-Gen. Ein SCC*/mecA -Isolat wurde durch die
SCCmec-PCR als Typ I-Isolat identifiziert und war zusatzlich positiv fir das
pls-Gen. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die Isolate jeweils
unterschiedliche Abschnitte im Bereich der SCCmec-Kassette verloren haben.
Fur eine genaue Analyse wéare die Sequenzierung der betreffenden Kassette

notwendig.
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4.3 Molekulare Charakterisierung der Studienstdmme

Alle Isolate dieser Studie wurden spa-typisiert. Die 109 MRSA, 28 SCC*/mecA -
Isolate und die 13 Isolate der externen Referenzgruppe wurden zusatzlich
SCCmec-typisiert, auf Anwesenheit des pls-Gens uberprtft und bezuglich ihrer
Hamolyseform beurteilt. Die 109 MRSA wurden dartber hinaus agr-typisiert.
Eine Ubersicht aller Charakteristika gibt Tab. 5 im Anhang. Im Folgenden
werden die zur MRSA-Pravalenz-Studie gehorigen Isolate besprochen.

Bei der spa-Typisierung der 109 MRSA (Abb. 8) wurden insgesamt 23
verschiedene spa-Typen identifiziert. 16 spa-Typen umfassten zwei oder
weniger Isolate. Mit deutlichem Abstand am h&aufigsten war Typ t003 mit 59
Isolaten (54% aller Isolate). Es folgten Typ t002 mit 10 Isolaten (9%), Typ t063
mit 7 Isolaten (6%), Typ t001 mit 4 Isolaten (4%) und die Typen t004, t008 und
t045 mit jeweils 3 Isolaten (jeweils 3%). Die spa-Typ t003 Isolate scheinen
einem endemischen Klon (t003/ST225/SCCmec Il) anzugehdren, der mit einem

Radius von 400km um ein gedachtes Zentrum in Sachsen gehauft auftritt [136].
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Abbildung 8. spa-Typ-Verteilung unter den 109 MRSA-Isolaten der Pravalenz-Studie.
Die spa-Typen sind nach Anzahl der enthaltenen Isolate in absteigender Reihenfolge
sortiert. Die Anzahl an Isolaten, die ein spa-Typ enthalt, ist Gber bzw. innerhalb der
jeweiligen Saule angegeben. Auffallig ist die Frequenz von spa-Typ t003, der mit 54%
aller Isolate sehr haufig war.
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Mithilfe einer SCCmec-Multiplex-PCR [129] wurden unter den 109 MRSA der
Studie 5 verschiedene SCCmec-Typen identifiziert (Abb. 9). Ein Isolat zeigte
wiederholt ein Bandenmuster, das keinem der SCCmec-Typen | bis V
zugeordnet werden konnte, und wurde als nicht-typisierbar (NT) klassifiziert.
Unter 108 MRSA-Isolaten war SCCmec-Typ Il am haufigsten mit 81 Isolaten
(74% aller Isolate), gefolgt von Typ IV mit 16 Isolaten (15%), Typ | mit 6 Isolaten
(6%), Typ V mit 4 Isolaten (4%) und Typ Il mit einem Isolat (1%).

Von 109 MRSA, die durch eine spezifische PCR auf die Anwesenheit des
pls-Gens getestet wurden, waren 6 Isolate positiv fur pls (6% der Isolate). Wie
erwartet trugen alle pls-positiven Isolate die SCCmec-Kassette vom Typ |, da
das pls-Gen (fast) exklusiv mit diesem SCCmec-Typ assoziiert ist. Kirzlich
wurde in einer Studie erstmalig ein pls/Pls-positives MRSA-Isolat mit
SCCmec-Typ IV identifiziert [39]. Die 6 pls-positiven Isolate dieser Studie
gehorten zu den spa-Typen t001 (4 Isolate) oder t023 (2 Isolate).

Abbildung 9. SCCmec-Typ-Verteilung unter den 109 MRSA-Isolaten der Préavalenz-
Studie. In der Abbildung sind in vertikaler Anordnung jeweils der SCCmec-Typ, die
Anzahl an enthaltenen Isolaten und der prozentuale Anteil an allen MRSA-Isolaten
aufgefuhrt (von oben beginnend). Alle pls-positiven MRSA-Isolate der Studie gehdren
zum SCCmec-Typ |. NT, nicht typisierbar.
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Die agr-Typisierung der 109 MRSA differenzierte die Studienisolate in drei
unterschiedliche agr-Typen (Typ | bis lll; Abb. 10). Typ IV wurde unter den
Studienisolaten nicht identifiziert. Am haufigsten wurde agr-Typ Il mit 86
Isolaten (79% aller Isolate) gefunden, gefolgt von agr-Typ | mit 22 Isolaten
(20%) und agr-Typ Il mit einem Isolat (1%).

Abbildung 10. agr-Typ-Verteilung unter den 109 MRSA-Isolaten der Pravalenz-Studie.
In der Abbildung sind in vertikaler Anordnung jeweils der agr-Typ, die Anzahl an
enthaltenen Isolaten und der prozentuale Anteil an allen MRSA-Isolaten aufgefihrt
(von oben beginnend). Es wurde kein Isolat vom agr-Typ IV identifiziert.
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4.4 Based Upon Repeat Pattern (BURP)-Analyse

In die BURP-Analyse zur Ermittlung und graphischen Darstellung verwandter
spa-Typen (siehe Kapitel 3.13) wurden 109 MRSA, 269 MSSA (inkl. 10
SCC*/mecA-Isolate, siehe Kapitel 4.2) und 18 SCC*/mecA-Isolate, die
aul3erhalb der dreimonatigen Kontrollzeitrums gesammelt wurden,
eingeschlossen. Die Analyse ergab fur diese Population 15 verschiedene
Cluster. Diese 15 Cluster enthielten 125 (84%) aller spa-Typen mit 352 Isolaten.
Weiterhin fanden sich 14 (9%) unverbundene spa-Typen (sogenannte.
Singletons) mit 25 Isolaten. 13 (9%) spa-Typen mit 17 Isolaten wurden von der
Analyse ausgeschlossen, wegen unzureichender Anzahl an Repeats in der
Region X des spa-Gens. Zwei MSSA waren nicht spa-typisierbar und sind
deshalb nicht berlcksichtigt.

Von 109 MRSA befanden sich 105 Isolate von 21 spa-Typen in 6
verschiedenen Clustern, ein spa-Typ mit 2 Isolaten wurde als Singleton nicht
dargestellt und ein weiterer spa-Typ mit zwei Isolaten wurde von der Analyse
ausgeschlossen.

Die BURP-Analyse verdeutlicht die hohere genetische Diversitdt von MSSA im
Vergleich zu MRSA. MRSA zeigen ein gehauftes Vorkommen in wenigen
spa-Typen verglichen mit MSSA. Diese Ergebnisse werden untersttitzt durch
eine aktuelle Studie von Grundmann et al. [136]. Die BURP-Analyse ist in
Abb. 11 dargestellt.

Abbildung 11. Gezeigt wird die Populationsstruktur der Studienisolate durch BURP-
Analyse. Insgesamt wurden 109 MRSA, 269 MSSA (inkl. 10 SCC*/mecA™-Isolate) und
18 weitere SCC'/mecA*-Isolate eingeschlossen. spa-Typen, die MRSA oder
SCC*/mecA-Isolate enthalten, sind durch rote Dreiecke bzw. rote Kreise separat
gekennzeichnet. Jeder Punkt reprasentiert einen spa-Typ. Der Durchmesser eines
Punktes ist proportional zur Anzahl der enthaltenen Isolate. Blaue Punkte stellen
sogenannte ,Founder dar, also spa-Typen, die jeweils die meisten nahen Verwandten
innerhalb eines Clusters und somit den hdchsten Founder-Wert aufweisen. Gelbe
Punkte stellen sogenannte ,Subfounder” dar, also spa-Typen mit dem zweithdchsten
Founder-Wert. Die Zahlen in den Kastchen auf den Verbindungslinien zeigen die
Anzahl an genetischen Events wie z.B. Deletion, Duplikation oder Mutation von Basen
an, die die verbundenen spa-Typen unterscheiden. Die Lange oder Richtung der
Verbindungslinien enthalt keine Information Uber die genetische Verwandtschaft
zwischen zwei spa-Typen. Die spa-Typisierung der MSSA fir die Analyse erfolgte
durch Johanna Priller aus der Arbeitsgruppe im Rahmen ihrer zahnmedizinischen
Promotionsarbeit. In dieser Abbildung sind nur die mit MRSA- bzw. SCC*/mecA™-
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Isolaten assoziierten spa-Typen gekennzeichnet. Die vollstandige Abbildung der
BURP-Analyse mit detaillierter Bezeichnung aller spa-Typen ist in der Promotionsarbeit
von Johanna Priller bzw. in der zu dieser Arbeit gehérigen Publikation [137] dargestellt.
Die BURP-Analyse wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. Alexander Mellmann vom
Institut fur Medizinische Mikrobiologie der Universitat Minster durchgefihrt.
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4.5 B-Hamolyse und zellulare Invasivitat

Die Produktion von Hamolysinen durch die MRSA-Isolate der Studie wurde auf
Schafblutagar untersucht (siehe Kapitel 3.14 bzw. Abb. 12) und auf Korrelation
mit der zellularen Invasivitat tberpruft.

Die Daten der ermittelten zellularen Invasivitat waren zwar normalverteilt,
allerdings konnte keine Homogenitét der Varianzen nachgewiesen werden. Der
Vergleich beider Gruppen erfolgte deshalb mit dem Mann-Whitney U-Test.
MRSA-Isolate, die keine B-Hamolyse zeigten (Mittelwert 67%, Median 50%,
Bereich von 22% bis 144%), waren weniger invasiv verglichen mit den
hamolysierenden Isolaten der Studie (Mittelwert 108%, Median 111%, Bereich
von 37% bis 200%; P = 0,002; Abb. 13).

Allerdings gehorten zu den nicht-hAmolysierenden Isolaten alle 6 pls-positiven
Isolate der Studie, die ein geringes Potential zellularer Invasivitat aufweisen [39-
41]. Das geringe Potential zellularer Invasivitat der nicht-hamolysierenden
Isolate kdnnte also durch diese 6 pls-positiven Isolate mal3geblich beeinflusst
worden sein. Werden die 6 pls-positiven Isolate von der Analyse

ausgeschlossen, errechnet sich ein statistisch nicht signifikanter P-Wert von
0,161 (Abb. 13).

Abbildung 12. Verschiedene Auspragungen der p-Hamolyse am Beispiel von drei
ausgewahlten Isolaten der Studie. Gezeigt sind keine B-Hamolyse (links, BS624),
einfache B-Hamolyse (Mitte, BS628) und doppelte p-Hamolyse (rechts, BS590). Fir
die Korrelation mit der zellularen Invasivitat wurde nur zwischen hamolysierenden und
nicht-hamolysierenden Isolaten unterschieden.
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Wirde die fehlende Homogenitat der Varianzen nicht bertcksichtigt und beide
Gruppen mit dem T-Test verglichen, ware der Unterschied beider Gruppen
bezuglich der zellularen Invasivitat sowohl unter Beriicksichtigung der pls-
positiven Isolate (P < 0,001) als auch unter Ausschluss der pls-positiven Isolate
(P = 0,015) von der Analyse statistisch signifikant.
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Abbildung 13. Korrelation von B-Hamolyse und zelluldrer Invasivitit. Werden die
pls-positiven Isolate in die Analyse eingeschlossen zeigen sich nicht-hamolysierende
Isolate hochsignifikant geringer invasiv (P < 0,01, Mann-Whitney U-Test). Werden die
pls-positiven Isolate von der Analyse ausgeschlossen errechnet sich kein signifikanter
Unterschied bezlglich der zellularen Invasivitdt zwischen den beiden Gruppen
(P =0,161). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert +/- Standardfehler (SEM)
von drei unabhangigen, in Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die Invasivitat ist
dabei relativ angegeben, verglichen mit Stamm Cowan 1 (=100%). Durchgezogene
Linien entsprechen der medianen Invasivitdt jeder Gruppe; gestrichelte Linien
entsprechen dem Mittelwert der Invasivitéat jeder Gruppe. Die pls-positiven Isolate sind
durch offene Symbole markiert.
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Die Produktion von Hamolysinen und die Expression von FnBPs, die
entscheidenden Einfluss auf die zellulare Invasivitat von S. aureus haben, sind
Uber den agr-Genregulator invers reguliert (siehe Kapitel 1.2.4).
Nicht-hamolysierende Isolate, die gleichzeitig ein geringes Potential zellularer
Invasivitat aufweisen, waren nach diesem Modell nicht zu erwarten. Insofern
scheint die Erklarung der geringen Invasivitat der nicht-hamolysierenden
Studienisolate durch die Anwesenheit des pls-Gens kongruent. Allerdings
bleiben die nicht-hamolysierenden Isolate selbst nach Ausschluss der
pls-positiven Isolate von der statistischen Analyse durchschnittlich geringer

invasiv. Dies stellt einen Widerspruch zum gangigen Regulator-Modell dar.
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4.6 Molekulare Marker korrelieren mit zellularer Invasivitat

Die Korrelation der molekularen Marker agr-Typ, spa-Typ, SCCmec-Typ und
die Anwesenheit des pls-Gens mit der zellularen Invasivitat wurden untersucht.
Fur eine Darstellung dieser Korrelationen siehe Abb. 14.

Die ermittelten Werte fir die zellulare Invasivitat waren normalverteilt und die
Varianzen unter allen Gruppen der folgenden Vergleiche homogen. Da die
MRSA-Isolate des spa-Typs t003 einen Uberproportional grof3en Anteil an der
Studienpopulation hatten, wurden 19 der 59 Isolate (32% aller spa-Typ t003)
auf ihr Potential zellularer Invasivitat getestet (Abb. 6).

Die Isolate des agr-Typs | (Mittelwert 116%, Median 125%, Bereich von 37%
bis 200%) und des agr-Typs Il (Mittelwert 89%, Median 96%, Bereich von 22%
bis 149%) unterschieden sich signifikant (T-Test, P = 0,004, der agr-Typ Il mit
einem Isolat wurde von der Analyse ausgeschlossen), wobei die Isolate des
agr-Typs | eine hdhere Invasivitat zeigten.

MRSA-Isolate der spa-Typen t001 zeigten eine besonders geringe und Isolate
der spa-Typen t008 und t063 eine besonders hohe Invasivitat. Statistisch
unterschieden sich folgende spa-Typ-Gruppen signifikant (ANOVA, P < 0,01;
fur die statistische Analyse wurden nur spa-Typen mit = 3 Isolaten
berticksichtigt): Isolate des spa-Typs t001 (Mittelwert 51%, Median 49%,
Bereich von 27% bis 78%) versus Isolate des spa-Typs t008 (Mittelwert 142%,
Median 147%, Bereich von 129% bis 149%,; Scheffé-Test, P = 0,032). Isolate
des spa-Typs t001 versus Isolate des spa-Typs t063 (Mittelwert 146%, Median
130%, Bereich von 123% bis 200%; Scheffé-Test, P = 0,002) und Isolate des
spa-Typs t002 (Mittelwert 82%, Median 96%, Bereich von 22% bis 126%)
versus Isolate des spa-Typs t063 (Scheffé-Test, P = 0,014). Die geringe
Invasivitat der Isolate des spa-Typs t001 kann durch die Anwesenheit des pls-
Gens erklart werden.

MRSA-Isolate der SCCmec-Typen | und V zeigten eine besonders geringe und
Isolate des SCCmec-Typs IV zeigten eine besonders ausgepragte Invasivitat.
Statistisch unterschieden sich folgende SCCmec-Typ-Gruppen signifikant
(ANOVA, P < 0,01; der SCCmec-Typ Il mit einem Isolat und ein nicht-

typisierbares Isolat wurden von der statistischen Analyse ausgeschlossen):
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Isolate des SCCmec-Typs | (Mittelwert 42%, Median 38%, Bereich von 23% bis
78%) versus Isolate des SCCmec-Typs Il (Mittelwert 97%, Median101%,
Bereich von 22% bis 144%; Scheffé-Test, P = 0,001). Isolate des SCCmec-
Typs | versus Isolate des SCCmec-Typs IV (Mittelwert 130%, Median 128%,
Bereich von 78% bis 200%; Scheffé-Test, P = 0,000). Isolate des SCCmec-
Typs Il versus Isolate des SCCmec-Typs IV (Scheffé-Test, P = 0,006) und
Isolate des SCCmec-Typs IV versus Isolate des SCCmec-Typs V (Mittelwert
56%, Median 55%, Bereich von 37% bis 77%; Scheffé-Test, P = 0,007). Alle
Isolate des SCCmec-Typs | waren pls-positiv und zeigten somit ein geringeres
Potential zellularer Invasivitat.

Die 6 pls-positiven MRSA-Isolate waren wie erwartet weniger invasiv (Mittelwert
42%, Median 38%, Bereich von 23% bis 78%) als die pls-negativen Isolate
(Mittelwert 103%, Median 125%, Bereich von 22% bis 200%; T-Test, P = 0,000).
Die bekannten molekularen Marker zellularer Invasivitat (SCCmec-Typ, spa-Typ,
pls) [39-41] zeigen sich in dieser Studie reproduzierbar und lassen sich auch

auf vorher nicht beschriebene SCCmec- und spa-Typen ausweiten.

Im Vergleich zu den bisherigen Studien wurde ihre Verlasslichkeit hier fir eine
klinische MRSA-Population gezeigt.

Des Weiteren konnte in dieser Studie eine Korrelation von agr-Typ und
zellularer Invasivitat gefunden werden. Der agr-Typ scheint also ein weiterer

molekularer Marker zellularer Invasivitat zu sein.

Abbildung 14. Gezeigt wird die Korrelation der molekularen Marker agr-Typ (A),
spa-Typ (B), SCCmec-Typ (C) und Anwesenheit des pls-Gens (D) mit der in vitro
gemessenen zellularen Invasivitat. Der statistische Gruppenvergleich erfolgte mit dem
T-Test (fur agr-Typ und pls) bzw. mit ANOVA/ Scheffé-Test (fir spa- und
SCCmec-Typ). Die P-Werte sind in jeder Abbildung angegeben. Die Ergebnisse des
Invasions-Tests sind dargestellt als Mittelwert +/- Standardfehler (SEM) von drei
unabhangigen, in Duplikaten durchgefiihrten Experimenten. Die Invasivitat ist dabei
relativ angegeben, verglichen mit Stamm Cowan 1 (=100%). Durchgezogene Linien
entsprechen der medianen Invasivitat jeder Gruppe, gestrichelte Linien entsprechen
dem Mittelwert der Invasivitat jeder Gruppe. NT, nicht typisierbar. Die pls-positiven
Isolate sind durch offene Symbole markiert (spa- und SCCmec-Typ).
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4.7  Die Etablierung einer Infektion ist unabhangig von der

zellularen Invasivitat

16 von 109 MRSA-Isolaten der Studie waren assoziiert mit einer klinischen
Infektion. Die anderen 93 MRSA-Isolate waren Kolonisierer (Abb. 6). Die
Assoziation mit einer klinischen Infektion wurde von arztlichen Mitarbeitern des
Instituts fur Hygiene und Mikrobiologie im Rahmen der MRSA-Préavalenz-Studie
evaluiert und nachverfolgt. Fur die weitere Analyse wurden jeweils die Isolate
verwendet, die vom Infektionsfokus entnommen worden waren. Die
Ubereinstimmung des Isolats vom Nasenabstrich mit dem des Infektionsfokus
wurde durch den Vergleich molekularer Marker (spa-Typ) sowie des
Resistenzmusters gegentber einer Vielzahl von Antibiotika im

Agardiffusionstest sicher gestellt.

Infektions-assoziierte MRSA-Studienisolate Externe Referenzgruppe
(ﬁ;?:e) M/W Diagnose (\fal;ﬁ:e) M/W Diagnose
43 W  Sepsis 25 W Endokarditis
60 W  Oberflachliche Wundinfektion 37 W  Osteomyelitis
62 W  Oberflachliche Weichteilinfektion 52 W  Osteomyelitis
62 W  Oberflachliche Weichteilinfektion 52 W  Osteomyelitis
70 W  Oberflachliche Wundinfektion 56 W  Osteomyelitis
71 W  Tiefe Wundinfektion 38 M Osteomyelitis
74 W  Infektion der Mundhohle 61 M Osteomyelitis
75 W  Gelenkinfektion 62 M  Osteomyelitis
76 W  Oberflachliche Weichteilinfektion 70 M  Osteomyelitis
90 W  Infektion der Mundhdhle 70 M Osteomyelitis
54 M Tiefe Wundinfektion 72 M Osteomyelitis
63 M Pneumonie 74 M  Osteomyelitis
71 M Pneumonie, Sepsis 78 M  Osteomyelitis

75 M  Katheter-assoziierte Infektion
81 M Harnwegsinfektion
84 M Oberflachliche Weichteilinfektion
Alter (Median): 71 Jahre; Alter (Median): 61 Jahre;
F:M, 10:6; n=16 F:M, 5:8; n=13

Tabelle 3. Dargestellt werden Alter, Geschlecht und Diagnose der 16 Patienten aus
dem Bereich der MRSA-Prévalenz-Studie und der 13 Patienten der externen
Referenzgruppe, von denen die Infektions-assoziierten Isolate dieser Arbeit stammen.
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Als externe Referenzgruppe flr S. aureus-Isolate, die klinisch mit
vergleichsweise invasiven Infektionen assoziiert sind, wurden 13 Osteomyelitis-
bzw. Endokarditis-assoziierte S. aureus-Isolate aus der Stammsammlung des
Routinelabors ibernommen und charakterisiert (siehe Kapitel 3.1, Abb. 6 und
Tab.3).

Tab. 4 gibt Auskunft Uber die Patienten und die jeweiligen mit S. aureus
assoziierten Infektionen der 16 MRSA-Pravalenz-Studie-Isolate und der 13
externen Referenzisolate.

Die ermittelten Werte fur die zellulare Invasivitat waren normalverteilt und die
Varianzen unter den jeweiligen Vergleichsgruppen homogen.

Die mediane zellulare Invasivitat der 16 Infektions-assoziierten Studienisolate
(Mittelwert 89%, Median 108%, Bereich von 22% bis 147%) war zwar etwas
hoher, allerdings nicht signifikant erhoht im Vergleich zu den kolonisierenden
Studienisolaten (Mittelwert 100%, Median 100%, Bereich von 22% bis 200%;
T-Test, P = 0,286). Die 13 Isolate der externen Referenzgruppe (Mittelwert
109%, Median 110%, Bereich von 34% bis 156%) zeigten im Wesentlichen die
gleiche mediane Invasivitat wie die Infektions-assoziierten Studienisolate und
waren statistisch nicht signifikant verschieden zu den kolonisierenden
Studienisolaten (T-Test, P = 0,472). Die in vitro gemessene Invasivitat klinischer
MRSA-Isolate vermag also nicht zwischen kolonisierenden und Infektions-
assoziierten Isolaten zu unterscheiden und scheint somit unabhangig von der
Etablierung einer Infektion in vivo. Den Vergleich der drei Gruppen zeigt

Abb. 15.
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Abbildung 15. Vergleich der zellularen Invasivitat von kolonisierenden (links) und 16
Infektions-assoziierten (Mitte) MRSA-Studienisolaten. Die externe Referenzgruppe
(rechts) besteht aus 13 mit Osteomyelitis bzw. Endokarditis assoziierten S. aureus-
Isolaten, die formal nicht aus dem Bereich der MRSA-Pravalenz-Studie stammen. Der
statistische Vergleich zweier Gruppen erfolgte mit dem T-Test. Die P-Werte sind in der
Abbildung angegeben. Die Ergebnisse des Invasions-Tests sind dargestellt als
Mittelwert +/- Standardfehler (SEM) von drei unabhangigen, in Duplikaten
durchgefiihrten Experimenten. Die Invasivitat ist dabei relativ angegeben, verglichen
mit Stamm Cowan 1 (=100%). Durchgezogene Linien entsprechen der medianen
Invasivitat jeder Gruppe, gestrichelte Linien entsprechen dem Mittelwert der Invasivitat
jeder Gruppe. Die pls-positiven Isolate sind durch offene Symbole markiert.
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4.8 Die Etablierung einer Infektion ist unabhangig vom

spa- und agr-Typ

Um zu analysieren, ob molekulare Marker der zellularen Invasivitat wie der
spa- oder der agr-Typ das Potential eines MRSA-Isolats fir die Etablierung
einer klinischen Infektion vorherzusagen vermdgen, wurde der Exakte Test
nach Fischer angewandt. Geprift wurde, ob sich die Verteilung von spa- und
agr-Typen zwischen kolonisierenden und Infektions-assoziierten Isolaten
Uberzufallig unterscheidet. Das Ergebnis des Tests wurde als P-Wert
angegeben.

Weder fur den spa-Typ (P = 0,148) noch fur den agr-Typ (P = 0,076) konnte ein
Uberzufalliger Unterschied in der Verteilung zwischen kolonisierenden und

Infektions-assoziierten MRSA-Isolaten nachgewiesen werden (Tab. 4).

spa-Typ agr-Typ

t003 t002 t063 t001 n=3 n=<2 I Il [ Total
(]
g g
<3 7 4 0 1 2 2 1 14 1 16 Infektion
TS O
gg 52 6 7 3 7 18 21 72 0 93 Kolonisation
o >
el
[OERe]
- .
£>5 87 15 10 06 13 29 32 126 0.2 16 Infektion
T ©
=5 503 85 60 34 77 171 188 734 08 93  Kolonisation
w >
Total 59 10 7 4 9 20 22 86 1 109

Irrtumswahrscheinlichkeit einer ungleichen Verteilung:

P =0,148 P =0,076

Tabelle 4. Vergleich der Haufigkeit von verschiedenen spa- und agr-Typen unter den
kolonisierenden und Infektions-assoziierten MRSA-Studienisolaten mit dem exakten
Test nach Fischer. Die Irrtumswahrscheinlichkeit einer ungleichen Verteilung ist als
P-Wert in der Tabelle angegeben. spa-Typen mit mehr als drei Isolaten werden einzeln
angegeben. spa-Typen mit exakt drei und mit weniger als drei Isolaten wurden fur die
Analyse gruppiert. agr-Typ IV wurde unter den Studienisolaten nicht identifiziert und ist
deshalb nicht beriicksichtigt.
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Ergebnisse

Weder der spa-Typ noch der agr-Typ kénnen also zwischen kolonisierenden
und Infektions-assoziierten Isolaten unterscheiden. Eine Risikoabschatzung
durch in vitro Bestimmung molekularer Marker fiir das Potential eines
MRSA-Stammes eine klinische Infektion in vivo zu verursachen scheint
demnach auf diesem Wege nicht mdglich.
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5 Diskussion

In zunehmendem Mal3e wird der Eigenschaft von Staphylococcus aureus als
fakultativ intrazellularem Erreger Bedeutung zugemessen [74, 75]. Wurde

S. aureus klassischerweise als extrazellularer Krankheitserreger angesehen, so
konnte mittlerweile in einer Vielzahl von in vitro-Studien die Aufnahme (und
Persistenz) von S. aureus in unterschiedlichste(n) Zelltypen nachgewiesen
werden [74]. Eine Vielzahl an Tiermodellen legt einen Zusammenhang des
Potentials, Fibronektin zu binden (und damit zur zellularen Invasion) und der
erhohten Wahrscheinlichkeit eines Isolats mit einer invasiven Infektion
assoziiert zu sein, nahe (siehe Kapitel 1.3). In Gewebeproben von Patienten mit
chronischer Rhinosinusitis und rezidivierender Tonsillitis wurde intrazellularer
S. aureus identifiziert [L06-108]. Auch der klinische Verlauf invasiver S. aureus-
Infektionen wie beispielsweise der Osteomyelitis mit haufig schlechtem
Ansprechen auf eine antibiotische Therapie und Rezidiven nach initial
erfolgreicher Therapie kdnnte zumindest teilweise durch das Potential von

S. aureus erklart werden, Zellen zu invadieren und dort zu Gberleben. Auch
wenn das Potential von S. aureus zur zellularen Invasion fir die Pathogenese
von invasiven und chronischen Infektionen in vivo bedeutungsvoll zu sein
scheint, fehlt bisher ein direkter Nachweis dieses Zusammenhangs. Die
Bedeutung von fakultativ intrazellularem S. aureus fir die Klinik ist bisher nicht
letztendlich geklart.

Ziel dieser Arbeit war es, den angenommenen Zusammenhang von zellularer
Invasivitat in vitro und klinischem Verhalten in vivo zu untersuchen. Hierzu
wurden MRSA-Isolate aus einer parallel laufenden Pravalenz-Studie am
Universitatsklinikum in Wirzburg [125] gesammelt, molekular charakterisiert,
das Potential zellularer Invasivitat in vitro ermittelt und die Assoziation mit einer
Infektion in vivo nachverfolgt. Zusatzlich wurde eine Referenzgruppe von

S. aureus-Isolaten etabliert, die formal nicht in den Bereich der Pravalenz-
Studie fielen, aber klinisch mit vergleichsweise invasiven Infektionen
(Osteomyelitis und infektiose Endokarditis) assoziiert waren (siehe Abb. 6 und
Tab. 4).
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In dieser Studie wurde bewusst ein Kollektiv klinischer S. aureus-Isolate
untersucht, um kliniknahe und auf die in vivo-Situation Gbertragbare
Erkenntnisse tber fakultativ intrazellularen S. aureus zu ermoglichen.

In einem Kontrollzeitraum wurden zeitgleich Methicillin-sensible S. aureus-
Isolate innerhalb der MRSA-Pravalenz-Studie gesammelt, um die komplette
S. aureus-Population darstellen zu kénnen und die Eigenschaft der
gesammelten MRSA-Isolate als das nattirliche Abbild einer klinischen MRSA-
Population zu belegen. Zusatzlich konnten auf diese Weise auch
epidemiologische Daten (wie die MRSA-Pravalenz etc.) gewonnen werden.
Da innerhalb der MRSA-Prévalenz-Studie die Nachverfolgung der MRSA
bezuglich ihres klinischen Verhaltens (Kolonisierer oder Infektions-assoziiert?)
vorgesehen war, wurden diese zur weiteren Analyse ausgewabhilt.

Der Mechanismus zellularer Invasivitat von S. aureus ist gut untersucht [113,
114] (siehe Kapitel 1.3). Eine Korrelation von zellulérer Invasivitat und
molekularen Markern wie dem spa-Typ, SCCmec-Typ und Expression von Pls
konnte gezeigt werden [39-41]. In dieser Studie sollte die Reproduzierbarkeit
dieser molekularen Marker anhand eines Kollektivs klinischer MRSA-Isolate
Uberpruft und die Korrelation weiterer Marker mit der zellularen Invasivitat
getestet werden. Bei bekannter Korrelation von molekularen Markern und
zellularer Invasivitat wurde unter der Annahme, dass sich kolonisierende und
Infektions-assoziierte MRSA-Isolate in ihrem Potential zellularer Invasivitat
unterscheiden, in dieser Arbeit auRerdem untersucht, ob molekulare Marker
allein die Virulenz eines Isolates vorherzusagen vermagen.

Der Nachweis einer Methicillin-Resistenz innerhalb der MRSA-Pravalenz-Studie
erfolgte primar tlber den GeneOhm™ MRSA-Schnelltest und Kultur. Zuséatzlich
wurden die Testergebnisse durch weitere Nachweisverfahren tUberprift (siehe
Kapitel 3.1). So konnten insgesamt 28 durch den MRSA-Schnelltest initial als
Methicillin-resistente S. aureus-Isolate im weiteren Verlauf als Methicillin-
sensibel identifiziert werden. Der Positiv Pradiktive Wert des Tests fiel folglich
mit 0,636 moderat aus. Die SCC-positiven, mecA-negativen Isolate (siehe

Kapitel 4.2) wurden im weiteren Verlauf als MSSA beriicksichtigt.
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Die Pravalenz von MRSA im Kontrollzeitraum (siehe Tab. 1) betrug 2,28%, die
Pravalenz von S. aureus betrug 20,28% und die MRSA-Rate an S. aureus
ergab 11,22%. Diese Zahlen, wenn auch vergleichsweise niedrig, sprechen fir
eine ausreichende Sensitivitat und damit fir die gute Abstrichqualitat und
Weiterverarbeitung der Proben im Labor innerhalb der Pravalenz-Studie.

Auf Basis der spa-Typisierung und BURP-Analyse konnte die Struktur der
gesamten S. aureus-Population, aus der die MRSA-Isolate der Studie stammen,
dargestellt werden (Abb. 11). Wie erwartet [136] zeigten die MRSA-Isolate im
Vergleich zu den MSSA-Isolaten der Studie eine geringere genetische
Diversitat. MRSA-Isolate zeigten ein gehauftes Vorkommen in wenigen
spa-Typen verglichen mit MSSA. Diese Daten unterstiitzen die MRSA dieser
Studie als ein natirliches Abbild einer klinischen MRSA-Population.

Durch Korrelation von zellularer Invasivitat mit molekularen Markern wurden
spa-Typ t001, die SCCmec-Typen | und V und die Anwesenheit des pls-Gens
als Indikatoren verminderter Invasivitat und die spa-Typen t008, t063 und
SCCmec-Typ IV als Indikatoren erhéhter zellularer Invasivitat identifiziert (siehe
Abb. 14). Diese Ergebnisse zeigen die Reproduzierbarkeit dieser Korrelation
auch fur eine Population klinischer MRSA-Isolate. Au3erdem vermdgen auch
weitere (als die bisher publizierten [39] spa- und SCCmec-Typen) als
molekulare Marker zellularer Invasivitat zu fungieren. Allerdings kann fur die
Isolate mit spa-Typ t001 und SCCmec-Typ | die geringe zelluléare Invasivitat
dadurch erklart werden, dass alle Isolate pls-positiv sind. Ein weiterer und
bisher nicht beschriebener Marker zellularer Invasivitat scheint der agr-Typ zu
sein. Durch agr-Typisierung der MRSA liel3en sich die Isolate in Gruppen
signifikant verschiedener Invasivitat unterscheiden (Abb. 14).

Auch das Hamolyseverhalten der MRSA-Isolate schien anfangs die zellulare
Invasivitat vorhersagen zu konnen. Nicht-hamolysierende Isolate zeigten sich
signifikant geringer invasiv als die hAmolysierenden MRSA-Studienisolate.
Dieses Ergebnis war nach dem verbreiteten Modell der S. aureus-
Genregulation nicht zu erwarten, da die fir die Invasivitdt maf3geblich
verantwortlichen FnBPs nicht zeitgleich (sondern sequentiell) mit den

Hamolysinen exprimiert werden (siehe Agr-Genregulator; Kapitel 1.2.4). Eine
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Erklarung lieferte jedenfalls teilweise der anti-invasive Effekt des pls-Gen-
Produkts. Alle pls-positiven MRSA fanden sich in der Gruppe der nicht-
hamolysierenden Isolate. Wurden die pls-positiven Isolate von der Analyse
ausgeschlossen, verlor sich der signifikante Unterschied beider Gruppen (siehe
Abb. 13). Dennoch lag die Invasivitat der nicht-hamolysierenden MRSA-Isolate
auch nach Ausschluss der pls-positiven Isolate von der Analyse unter der
durchschnittlichen Invasivitat der hamolysierenden Isolate. Dies stellt weiterhin
einen (hier nicht aufklarbaren) Widerspruch zum geltenden Regulations-Modell
der Virulenzfaktoren von S. aureus dar.

Der Vergleich der zellularen Invasivitat von kolonisierenden und Infektions-
assoziierten MRSA-Isolaten ergab zwar eine etwas hdhere durchschnittliche
mediane Invasivitat der Infektions-assoziierten Isolate (Median 108% der
Infektions-assoziierten versus 100% der kolonisierenden Isolate), allerdings war
dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Die durchschnittliche mediane
Invasivitat der Referenzisolate fir vergleichsweise invasive Infektionen war mit
110% auf dem gleichen Niveau wie die Gruppe der Invasions-assoziierten
MRSA-Studienisolate. Auch hier zeigte sich der Unterschied im Vergleich zu
den kolonisierenden Studienisolaten als statistisch nicht signifikant (siehe

Abb. 15).

Nach diesen Ergebnissen vermag die in vitro gemessene zellulare Invasivitat
nicht zwischen kolonisierenden und Infektions-assoziierten MRSA-Isolaten zu
unterscheiden. Eine Abschatzung des klinischen Verhaltens auf Basis der
Bestimmung der Invasivitat in vitro ist demnach nicht moglich.

Abschliel3end wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die alleinige Bestimmung
molekularer Marker zellularer Invasivitat eine Abschatzung der in vivo Virulenz
eines Isolates ermdglichen konnte. Durch den exakten Test nach Fischer wurde
auf eine Uberzufallig unterschiedliche Verteilung von spa- und agr-Typen unter
den kolonisierenden und Infektions-assoziierten MRSA-Isolaten dieser Studie
getestet (siehe Tab. 5). Doch analog der zellularen Invasivitat konnten auch die
zugehorigen Marker spa- und agr-Typ nicht zwischen kolonisierenden und

Infektions-assoziierten Isolaten unterscheiden. Eine Risikoabschatzung fur das
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Potential eines Isolates, eine Infektion zu verursachen, scheint durch alleinige
Bestimmung des spa- oder agr-Typs also ebenfalls nicht méglich.

Trotz knapp 4000 in die Pravalenz-Studie eingeschlossener Falle und 109
MRSA-Isolate war die Anzahl der Infektions-assoziierten Isolate mit 16 relativ
gering. Es konnte also sein, dass eine zu geringe Fallzahl das Erkennen eines
statistischen Unterschieds der zellularen Invasivitat zwischen kolonisierenden
und Infektions-assoziierten MRSA-Isolaten verhindert hat. Dennoch ist diese
Studie nach unserem Kenntnisstand die gré3te, die die Relevanz der zellularen
Invasivitat in vitro fur die Etablierung einer Infektion in vivo untersucht hat.
Zusatzlich wurden die Ergebnisse durch eine externe Kontrollgruppe von 13
Infektions-assoziierten Isolaten, die sich beziglich der zellularen Invasivitat wie
die Infektions-assoziierten Isolate der Pravalenz-Studie verhielten, unterstutzt.
Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist, dass sich die Daten auf MRSA-Isolate
beziehen. Eine Extrapolation der Ergebnisse auf MSSA-Isolate und damit

S. aureus-Isolate insgesamt ist auf der Grundlage dieser Daten nicht
automatisch zulassig.

Die Etablierung einer Infektion in vivo zu untersuchen ist komplex und jede
Studie zur Untersuchung dieser Zusammenhénge (so auch die vorliegende)
bringt es mit sich, dass dieses komplexe Modell stark vereinfacht wird. Durch
die Vereinfachung bleiben Faktoren unbericksichtigt, die einen gro3en Einfluss
auf die Etablierung einer Infektion haben. So konnten beispielsweise der
Einfluss von Wirtsfaktoren wie Krankheit oder Immunsuppression nicht
untersucht werden. Ein weiterer bedeutender Faktor ist die Genregulation von
S. aureus im Verlauf der Etablierung einer Infektion in vivo. Es ware interessant
zu untersuchen, in welcher Phase einer Infektion welche Gene (z.B. Gene, die
fur S. aureus-Adhasine kodieren) wie reguliert sind.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen im Einklang mit denen zweier kirzlich
veroffentlichter Studien. In einer Studie von Park et al. [97] konnte kein
Unterschied beztiglich der zellularen Invasivitat zwischen S. aureus-Isolaten
von Patienten mit einfacher Bakteriamie und Isolaten von Patienten mit
Bakteriamie plus Absiedelung der Bakterien in unterschiedliche Organe

gefunden werden. Allerdings waren die Fallzahlen klein und die Isolate nicht
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genetisch (sondern nur epidemiologisch) charakterisiert. Ein weiterer Vorteil
dieser Studie gegenuber der Studie von Park et al. ist die geringe Anzahl an
Katheter-assoziierten Infektionen innerhalb der Infektions-assoziierten
Vergleichsgruppe. Bei Katheter-assoziierten Infektionen scheint die Fahigkeit
eines Isolats zur Adhasion an Fremdkérper entscheidender als das Potential
zellularer Invasivitat.

In einer zweiten Studie von Ythier et al. [138] konnte das in vitro gemessene
Potential eines S. aureus-Isolats, Fibronektin oder Fibrinogen zu binden, nicht
zwischen kolonisierenden, Blutkultur-Isolaten und mit einer infektiosen
Endokarditis-assoziierten (retrospektiv gesammelten) Isolaten unterscheiden.
Im Vergleich zu dieser Studie wurde mit dem von uns verwendeten Invasions-
Test die zellulare Invasivitat insgesamt und nicht nur die Adharenz an
Fibronektin/ Fibrinogen fur eine Population von prospektiv gesammelten und
molekular charakterisierten MRSA-Isolaten bestimmt.

Die molekulare Charakterisierung anhand verschiedener genetischer Marker ist
wertvoll, da mit einem populationsbasierten Ansatz (wie in der vorliegenden
Studie angewendet) das Risiko, verschiedene Klone desselben S. aureus-
Stamms zu untersuchen, minimiert werden kann.

In einer zukuinftigen Studie kdnnte in einem ahnlichen Versuchsaufbau auch die
Bedeutung sogenannter S. aureus-small colony variants (SCVs) fir den
klinischen Verlauf von Infektionen untersucht werden. S. aureus-SCVs sind eine
phanotypisch langsam wachsende Subpopulation mit veranderter
Kulturmorphologie und besonderen biochemischen Charakteristika. Diesen
Veranderungen liegen nach neueren Erkenntnissen Stoffwechseldefekte zu
Grunde, die den Elektronen-Transport stéren. Klinisch sind S. aureus-SCV-
Infektionen mit persistierenden und rezidivierenden Infektionen assoziiert, die
einer antibiotischen Therapie schwerer zuganglich sind [139].
Zusammenfassend festzustellen bleibt, dass die zellulare Invasivitat zuverlassig
und umfassend mit molekularen Markern (bekannte und neu hinzugekommene)
korreliert. Der genetische Hintergrund eines Isolates scheint also einen nicht zu
vernachlassigenden Einfluss auf das Potential der zellularen Invasivitat zu

haben.
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Allerdings bleibt die Relevanz von S. aureus als fakultativ intrazellularem
Erreger fur die Etablierung einer Infektion in vivo trotz vieler Indizien weiterhin
offen. Auch eine Risikoabschatzung durch Charakterisierung eines Isolats in
vitro fur den klinischen Verlauf in vivo ist nach den vorliegenden Daten nicht
maoglich.

Fir die Zukunft erscheint es lohnenswert zu untersuchen, ob die in dieser
Studie untersuchten molekularen Marker zellularer Invasivitat in anderen
Abschnitten der Pathogenese von S. aureus-Infektionen, wie beispielsweise
dem Verlauf einer Infektion, der Wahrscheinlichkeit, komplizierte oder
rezidivierende Infektionen zu verursachen oder mit bestimmten Infektionen

assoziiert zu sein, eine Rolle spielen kénnten.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund

Zunehmend wird der Eigenschaft von Staphylococcus aureus als fakultativ
intrazellularem Erreger Bedeutung zugemessen. Ein direkter Nachweis der in
vivo Relevanz von fakultativ intrazellularem S. aureus bleibt allerdings bisher
aus. Der Mechanismus zellularer Invasivitat ist bekannt und korreliert mit
verschiedenen molekularen Markern (spa-Typ, SCCmec-Typ und pls/PIs). In
dieser Studie wurde die Zuverlassigkeit und Ausweitbarkeit dieser Marker
getestet. Des Weiteren wurde Uberprift, ob sich die zellulare Invasivitat von
kolonisierenden und Infektions-assoziierten MRSA-Isolaten unterscheidet und,
ob die alleinige Bestimmung molekularer Marker in vitro die Virulenz eines
Isolats in vivo abzuschatzen vermag.

Methoden
Insgesamt wurden 109 MRSA-Isolate gesammelt, molekular charakterisiert
(spa-Typ, BURP-Analyse, SCCmec-Typ, pls, agr-Typ, Hamolyseverhalten) und
das Potential zellularer Invasivitdt in vitro ermittelt. Die Assoziation eines
Isolates mit einer Infektion in vivo wurde nachverfolgt (93 Kolonisierer versus 16
Infektions-assoziierte-Isolate). Zusatzlich wurde eine Referenzgruppe aus 13
S. aureus-Isolaten etabliert, die klinisch mit vergleichsweise invasiven
Infektionen assoziiert waren (12 Osteomyelitis-Isolate und 1 Endokarditis-Isolat).

Ergebnisse

Die bekannten molekularen Marker zellularer Invasivitat korrelieren zuverlassig
in einer Population klinischer MRSA-Isolate und lassen sich auch auf bisher
nicht bekannte (spa- und SCCmec-) Typen ausweiten. Das Hamolyseverhalten
korrelierte nicht mit der zellularen Invasivitat. Der agr-Typ wurde als weiterer
molekularer Marker identifiziert. Die zellulare Invasivitdt war unabhéngig von
der Etablierung einer Infektion in vivo (mediane Invasivitat der Kolonisierer
100% versus 108% der Infektions-assoziierten Studienisolate und 110% der
externen Referenzisolate). Des Weiteren waren die molekularen Marker spa-
und agr-Typ nicht in der Lage, die Virulenz eines MRSA-Isolats in vivo
abzuschatzen.

Diskussion

Die zellulare Invasivitdt klinischer MRSA-Isolate korreliert zuverlassig mit
molekularen Markern. Allerdings vermogen weder die zellulare Invasivitat, noch
mit ihr assoziierte molekulare Marker die Etablierung einer Infektion in vivo
vorherzusagen. Beide scheinen also als Surrogat-Parameter zur Abschatzung
der klinischen Virulenz eines Isolats ungeeignet. Zur Klarung der Frage, ob
molekulare Marker zellularer Invasivitdt in anderen Abschnitten der
Pathogenese von S. aureus- Infektionen eine Rolle spielen, bedarf es weiterer
Studien.
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7 Anhang

Tabelle 5. Zusammenstellung molekularer Charakteristika (SCCmec-Typ, Anwesenheit
des pls-Gens, spa-Typ und agr-Typ) der 109 MRSA (A), der 28 SCC*/mecA-Isolate (B)
und der 13 Osteomyelitis bzw. Endokarditis assoziierten S. aureus-Isolate (C).
Zusatzlich sind in der Tabelle das Hamolyseverhalten und die Assoziation des
jeweiligen Isolates mit einer klinischen Infektion angegeben.

Isolat SCCmec pls spa agr B-Hamolyse Infektion
(A)
BS500, BS501, BS503 I + t001 Il
BS604 | + t001 Il +
BS622, BS624 I + t023 Il
BS505, BS509 Il t002 Il
BS512, BS620, BS634 Il t002 Il +
BS549, BS600, BS606 Il t002 [ +
BS508°, BS527°, BS643 [ t003 I

BS504, BS506, BS522,
BS525°%, BS526°,
BS528, BS529%, BS5307,
BS531%, BS536°, BS537,
BS538%, BS540°, BS541°,
BS544%, BS546°, BS547,
BS548%, BS552, BS5557,
BS5567, BS557%, BS5637,

BS564, BS567%, BS5697, I t003 I +
BS570°, BS572°, BS575,
BS579°, BS580%, BS5827,
BS585, BS587%, BS5927,
BS594°, BS595°, BS597,
BS610%, BS614, BS615%,
BS619%, BS621°, BS631,
BS639%, BS640°, BS6417,
BS645%, BS662°
BS647 I t003 I +
BS516, BS599, BS601,

BS602, BS605, BS626 . 003 i * *
BS644 I 004 | +
BS502, BS566 I 014 Il n
BS627 I 027 I +
BS607 I 027 Il + m
BS560, BS586 I 045 I +
BS603 I 045 I n 4
BS628 I 504 I + +
BS589 I 508 I m
BS545 I 1139 Il +
BS562 I 1227 Il m
BS517 I 2841 Il +
BS637 I 3441 |
BS598 m 002 I + +
BS524 W, 002 Il n
BS611, BS629 IV 004 | +
BS609 W, 005 |
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Isolat SCCmec pls spa agr B-Hamolyse Infektion
BS591 v 008 I
BS581 \Y; t008 | +
BS608 \Y; t008 I E +
BS583 \Y; 024 | +
BS616 v 063 I
BS513, BS515, BS519,
BS521, BS573, BS613 v 1063 ' *
BS576 v 1247 I +
BS588, BS590 v 011 | +
BS593 \Y 11255 | +
BS623 V 13423 | +
BS618 NT 091 I +
(B) .
BS561 I + t008 ND +
BS596" | t003 ND +
BS518" I t127 ND
BS533! | t127 ND +
BS523! NT t002 ND
BS511t NT t002 ND +
BS578", BS636" NT t003 ND +
BS625', BS646" NT t008  ND +
BS635" NT t056 ND +
BS520%, BS550", BS551,
BS553%, BS559', BS565, NT t127 ND +
BS571%, BS630"
BS632" NT 362 ND +
BS633* NT t559 ND +
BS535" NT t589 ND +
BS510" NT t888 ND +
BS568" NT t1491 ND +
BS558" NT t1931 ND +
BS507* NT 12814 ND
BS574" NT t3174 ND +
BS577* NT t3176 ND +
©
BS651 I + t001 ND OM
BS648 | + t001 ND + OM
BS649, BS653, BS654,
BS655. BS656 I t003 ND + OM
BS650 \Y; t008 ND + oM
BS652" v + t068 ND OM
BS657" MSSA t084 ND + oM
BS660* MSSA 1116 ND + IE
BS659* MSSA 11710 ND + oM
BS658" MSSA t355 ND e OM

OM, Osteomyelitis; IE, Infektiose Endokarditis; ND, nicht durchgefuhrt;
Infektion, siehe Tab. 3 flr weitere Informationen; NT, nicht typisierbar;
MSSA, Methicillin-sensibler S. aureus; Hamolyse, R-Hamolyse;

! mecA-negativ, ? Zellulare Invasivitat nicht getestet
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