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Zusammenfassung

wPrivalenz von Adhisionsproteinen von
Staphylococcus aureus bei Patienten mit Zystischer Fibrose
und anderen Staphylococcus aureus Infektionen*

Kiinzel, Rebecca Antonie

Einleitung: Staphylococcus anrens ist nicht nur ein wichtiger Erreger ambulant und stationar
erworbener Infektionen, sondern kolonisiert auch bei ca. 30% der gesunden Bevolkerung
die Nase. Zudem ist S. aureus einer der hiufigsten Pathogene der entziindeten Atemwege
bei Patienten mit Zystischer Fibrose sowie der Erreger akuter und chronischer
Osteomyelitiden. Um Infektionen hervorrufen zu kénnen, mull S. awrens an
Wirtsstrukturen adhidrieren. Dazu besitzt der Erreger zahlreiche Adhisionsproteine. Bisher
gibt es keine hinreichenden Kenntnisse dartiber, ob ein Zusammenhang zwischen
verschiedenen . aurens Infektionen und dem Adhisinprofile des Erregers besteht.
Material und Methoden: Es wurde die Pravalenz der folgenden Adhiasingene mittels PCR
untersucht: fnbA, mbB , cfA, cfB, cna, sdrC, sdrD , sdrE, eap und emp. Dazu wurden die
nachstehenden . awrens untersucht und die Adhisinprofile miteinander verglichen:
persistierende S. awrens Isolate von Mukoviszidosepatienten (n= 78), chronische
Osteomyelitis Isolate (n= 46), Bakteridmie Isolate (n= 89), sowie Isolate asymptomatischer
Trager (n=90).

Ergebnisse: Signifikante Unterschiede fanden sich zwischen den Stammgruppen bei dem
Nachweis folgender finf Gene: ezp, sdrC, sdrD, sdrE, sowie cna.

Diskussion: S. aurens Stimme, die die Gene sdrD, sdrlz und ezp aufweisen, scheinen einen
Selektionsvorteil wihrend der Infektion zu besitzen, da sie bei Isolaten Gesunder
signifikant seltener auftraten. Das Protein eza scheint nicht nur fir die Osteomyelitis,
sondern auch bei den von uns untersuchten Isolaten fiir die Kolonisation der Nase von

Gesunden eine wichtige Rolle zu spielen.

Tag der mundlichen Prafung: 27.10.2008
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1 Einleitung

1.1  Ziel der Arbeit

Die Adhirenz eines Bakteriums an Zellen sowie an Komponenten der
extrazelluliren Matrix stellt einen essentiellen ersten Schritt im Infektionsprozess von
Bakterien dar (55). Staphylococcus aurens bildet eine Reihe von Proteinen aus, die die
Adhirenz der Bakterien an Wirtszellkomponenten vermitteln. Diese Proteine nennt man
Adhisine. Durch diese Adhisine wird die Bindung der Bakterien an die Wirtszelle
vermittelt. An die Adhision schlieB3t sich die bakterielle Kolonisation und die Invasion des
Wirtsgewebes an  (19). Diese Kaskade spielt sich im Rahmen eines jeden

Entziindungsprozesses ab.

Die Mukoviszidose (cystic fibrosis = CF) ist eine autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankung, die mit einem Defekt in einem Chloridkanal einhergeht (26), welcher zu einer
abnormen Zusammensetzung von Sekreten exokriner Drisen fithrt mit der Folge der
Entstehung eines besonders zihen Schleims in den Atemwegen. Der ausserordentlich zihe
Schleim kann durch eine verminderte mukozilidre Clearance von den Bronchialepithelien
nicht ausreichend eliminiert werden (22). Typische Erkrankungsfolgen sind pulmonale
Manifestationen wie rezidivierende Atemwegsinfektionen durch eine bakterielle Besiedlung
der vom zihen Schleim bedeckten Bronchialepithelien. Die haufigsten bakteriellen Erreger
friher Atemwegsinfektionen sind S. awrens und Haemophilus influenzae, im spiteren
Lebensalter wird  Pseudomonas aernginosa am haufigsten beobachtet (48). Die chronische
bakterielle Infektion fithrt zu einer fortschreitenden Destruktion der Atemwege und des
Lungenparenchyms. Es entwickelt sich eine zunehmende respiratorische Insuffizienz mit
der Gefahr einer pulmonalen Hypertonie (47) und in vielen Fillen letzten Endes ein

Lungenversagen.

Es ist nicht bekannt, ob sich bei klinischen S. aureus Isolaten von
Mukoviszidosepatienten eine besondere Ausstattung mit Adhisinen findet. Auch ist nicht
bekannt, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem Adhisinprofil und der Privalenz und

Persistenz in den Luftwegen der CF-Patienten zeigt. Daher hat diese Arbeit zum Ziel, die



Adhasinausstattung klinischer §. aurens Isolate, von denen bekannt ist, dass sie tber viele
Monate und Jahre in den Luftwegen von CF-Patienten persistierten, zu bestimmen.
Zusitzlich wird die Adhidsinausstattung von Osteomyelitis-Isolaten, Blutkultur-Isolaten
und nasalen Isolate gesunder Triger bestimmt, um herauszufinden, ob sich Unterschiede in
der Hiufigkeit der Privalenz einzelner Adhisine in Bezug auf die jeweilige Infektion
zeigen. BEtwaige Unterschiede konnten auf solche Adhisine hindeuten, die mit einem
Tropismus der Isolate und moéglicherweise der Virulenz eines S. aurens Stammes assoziiert
sind.

Die steigende Anzahl multiresistenter Bakterienstimme macht deutlich, wie wichtig
es ist, neue Behandlungsstrategien und Priaventionsmethoden fiir die Therapie von . aureus
Infektionen zu entwickeln. Ein Schritt in diese Richtung ist die Identifikation von
Faktoren, die bei der Pathogenese des Infektionsprozesses, insbesondere bei der Adhision

als einem der ersten Schritte der Pathogen-Wirtsbeziehung, eine wichtige Rolle spielen.

12  Methodische Anlage der Untersuchungen

In dieser Studie wurden insgesamt 303 . aureus Stimme untersucht, die einer der

vier folgenden Gruppen von §. aureus Stimmen zugehorig waren:

1. Stimme, die aus Rachenabstrichen oder Sputumproben von 72 Patienten mit CF
isoliert wurden (n=78)

2. Stimme von Patienten mit chronischer Osteomyelitis (n=40)

3. Stimme, die aus Blutkulturen von Patienten mit verschiedenen Infektionen, zum
Beispiel Katheter-assoziierte Infektionen, Wundinfekten oder Abszessen, isoliert
wurden (n=89)

4. Stimme, die von gesunden nasalen Trigern isoliert wurden (n=90).

Die Privalenz der Adhiasine wurde mittels der ,,polymerase chain reaction® (PCR)
getestet. Zunichst wurde die Haufigkeit der Privalenz der einzelnen Gene innerhalb der
vier Gruppen ermittelt und mittels Chi-Quadrat Test auf statistische Signifikanz untersucht.

In einem zweiten Schritt wurde eine Analyse aller vorkommenden Kombinationen der



Adhaisine durchgefthrt (bindre Analyse) und das Auftreten der hiufigsten Kombinationen

mittels Chi-Quadrat Test auf deren statistische Signifikanz untersucht.



2 Untersuchungsgegenstand

2.1 Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein grampositives, koagulase-positives, nicht-sporenbildendes, nicht-
bewegliches und fakultativ anaerobes Kugelbakterium. Die Kolonien sind 6-8 um grof3 und
gold-gelblich. Dieses Bakterium ist ein wichtiger humanpathogener Keim, der sowohl
ambulant erworbene als auch nosokomial erworbene Infektionen hervorrufen kann (18).
Die Infektionen reichen von Hautabszessen und Furunkeln bis hin zu invasiven
Infektionen wie Osteomyelitis und Septikamie (101). S. aureus ist auBerdem einer der
hiufigsten Erreger nosokomial erworbener Pneumonien (4), und wird fiir einen groflen
Teil der infektisen Endokarditiden auch an nicht vorgeschiadigten Herzklappen
verantwortlich gemacht (33). Zudem werden die meisten septischen Arthritiden durch §.
anrens verursacht (38). Des Weiteren ist S. aurens neben P. aeruginosa einer der hiufigsten
Pathogene im Rahmen bronchopulmonaler Infekte bei Patienten mit Mukoviszidose
(17,48). S. anreus wird meist in den Atemwegen von Siuglingen und Kleinkindern mit
Mukoviszidose nachgewiesen, wohingegen im spateren Lebensalter von CF-Patienten die
Besiedlung mit P. aeruginosa iberwiegt (48). Die Infektion mit . aureus bei CF ist in vielen
Fillen trotz FEinsatz Staphylokokken-wirksamer Antibiotika tber Monate und Jahre
persistierend (41).

Das normale Habitat von S. awrens ist der Nasenvorhof (103). 20% der
Bevolkerung tragt stindig S. awrens in der Nase (persistierende Triger), 60% sind
intermittierende Trager, und 20% sind niemals Triger dieses Bakteriums (103). Die nasale
Kolonisation mit . awrens stellt einen wichtigen Faktor in der Pathogenese eines
Infektionsprozesses dar (71,100). So kann es in der Folge einer nasalen Kolonisation zu
einer hamatogenen Streuung kommen, und systemische Infektionen wie Endokarditiden

oder Septikimien koénnen hervorgerufen werden (100).

2.2 Adhésine

Die Adhirenz der Bakterien an das Gewebe des Wirts ist eine entscheidende

Voraussetzung fiir die Kolonisation und die Initiilerung eines Infektionsprozesses (59).



S. aurens kann eine Reihe von Oberflichenproteinen ausbilden, die die Adhirenz an
verschiedene  Gewebe  vermitteln  (10). Das Bakterium kann durch diese
Oberflichenproteine zum Beispiel an extrazellulire Matrixproteine wie Fibrinogen,

Fibronektin und Kollagen binden (59).

Die Adhisine werden in drei verschiedene Klassen eingeteilt:

Die erste Gruppe von Oberflichenproteinen werden als ,microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules®, kurz MSCRAMMSs zusammengefasst
(19,67). Gekennzeichnet sind die Gruppe der MSCRAMMSs durch dhnliche Eigenschaften
wie eine N-terminale Signalsequenz, die eine etwa 500 Aminosiuren lange A-Region
enthdlt, und eine C-terminale Region, die ein Konsensusmotiv (LPXTG) beinhaltet,
welches eine kovalente Bindung an Peptidoglykan eingeht. MSCRAMMs vermitteln die
Adhirenz der Bakterien an verschiedene Komponenten der extrazelluliren Matrix (34). In
die Gruppe der MCSRAMMs gehoren unter anderem das Kollagen-bindende Protein Cna,
die beiden Fibronektin-bindenden Proteine FnbA und FnbB, die drei Adhasine SdrC, SdrD
und SdrE  (Serin-Aspartat Wiederholungen enthaltende Proteine) sowie die beiden
Fibrinogen-bindenden Proteine, clumping factor A und B, CIfA und CIfB.

Zu der zweiten Gruppe der Adhisine werden Proteine gezihlt, die nach der
Sekretion nicht kovalent, sondern ionisch an verschiedene Wirtsproteine binden. Diese
Gruppe der Adhisine wird auch ,,SERAMs® genannt (secretable expanded repertoire
adhesive molecules) (8). Diese 16slichen Bindungsproteine haben meist ein wesentlich
breiteres Bindungsspektrum von Wirtsproteinen, wie zum Beispiel Fibronektin,
Fibrinogen, Kollagen und Vitronektin. In diese Gruppe der Adhisine gehoéren unter
anderem das extrazellulire Matrix Protein-bindende Protein Emp, das ,extracellular
adhesion protein® Eap, das Von-Willebrand-factor bindende Protein vWbp, sowie die das
Protein Koagulase, Coa (8).

Die dritte Gruppe von Adhidsinen umfasst die integralen Transmembranproteine.
Zu dieser Gruppe zahlt das Elastin-bindende Protein Ebp (14). Bei diesem Protein fehlt
ebenso wie bei den SERAMs das fir die MSCRAMMSs typische LPXTG-Motiv am C-
Terminus, sowie die Signalsequenz am N-Terminus. Das Elastin-bindende Protein bindet

l6sliches Elastin und Tropoelastin (14).



Diese Studie befasst sich mit dem Nachweis und der Privalenz von acht Adhisinen
aus der Gruppe der MSCRAMMs, sowie zwei Adhdsinen aus der Gruppe der SERAMs.

Bei den acht den MSCRAMMs zugeordneten Adhidsinen handelt es sich um die
Fibronektin-bindenden  Proteine FnbA und FnbB, die drei ,Serin-Aspartat
Wiederholungen enthaltende Proteine® SdrC, SdrD und SdrE, das Kollagen-bindende
Protein Cna sowie die Fibrinogen-bindenden Proteine CIfA und CIfB. Bei den beiden zu

den SERAMs zihlenden Adhiasinen handelt es sich um Eap und Emp.

2.2.1 Fibronektin-bindende Proteine FnbA und FnbB

Die Gene fnbA und fnbB kodieren fur zwei eng verwandte Fibronektin-bindende
Proteine (37). Beide Proteine haben am N-terminalen Ende eine Signalsequenz, auf die eine
A-Region folgt. Neben der A-Region liegen nebeneinander B-, Du-, C- und D-Dominen.
Am C-terminalen Ende befindet sich ein LPXTG-Motiv (79).

FnbA kann neben Fibronektin auch an Fibrinogen binden (102), und sowohl FnbA
als auch FnbB konnen eine Bindung mit Elastin eingehen (44,79). FnbA bindet auch an
Tropoelastin, eine Vorstufe von Elastin (43). Die Fibrinogen-, Elastin- und Tropoelastin-
bindenden Bereiche befinden sich in der A-Region des Proteins, wohingegen die
Fibronektinbindung an der D-Domaine stattfindet.

FnbA und FnbB sind auBlerdem an der Invasion der Bakterien durch nicht-
professionelle Phagozyten wie Endothelzellen, Epithelzellen und Osteoblasten beteiligt
(75,87). Die Internalisierung der Bakterien durch Endothelzellen ist wahrscheinlich auch
fur ,,metastatische® Infektionen auf dem Boden hidmatogener Streuung der Bakterien, wie
Osteomyelitis und AbszeBbildung verantwortlich (89).

FnbA  induziert auBerdem eine Thrombozytenaggregation (30). Die
thrombozytenageregierende Wirkung durch die FnbPs von §. aureus wird auch als ein
wichtiger Faktor in der Pathogenese der infektiosen Endokarditis angesehen, dadurch dass
die Thromben aus Bakterien und Thrombozyten gebildet und an Herzklappen gebunden
werden (30).



2.2.2 Clumping factors, CIfA und CIfB

Die Gene ¢/fA4 und ¢/fB kodieren fur hochmolekulare Fibrinogen-bindende Proteine,
die an die Zelloberfliche von §. aurens gebunden sind. Beide Proteine weisen eine ahnliche
Struktur auf. CIfA und ClfB besitzen beide eine dem N-terminalen Ende nahe
Signalsequenz, der die ligandenbindende A-Region folgt. Hinter dieser A-Region liegt die
R-Domine, eine Serin-Aspartat-Dipeptid-wiederholende Region. Nach dieser R-Domine
folgt eine membranspannende Region, und am C-Terminus befindet sich ein LPXTG-
Motiv (29,74) .

Die ligandenbindenden Regionen von CIfA und ClfB, die A-Regionen, sind zu 26%
identisch (60). CIfA bindet mit der A-Region ausschlief3lich an das C-terminale Ende der y-
Kette des Fibrinogens, wohingegen CIfB mit der «-und B-Kette des Fibrinogens reagiert
(51,60).

CIfA und in einem geringeren Maf3e auch CIfB vermitteln neben der Bindung von
Fibrinogen auch die Bindung und Aktivierung von Thrombozyten (53,85). An
Thrombozyten gebundene Bakterien ziehen weitere Bakterien und Thrombozyten an den
entstehenden Bakterien-Thrombozyten-Thrombus an, so dass durch die Bindung und
Aktivierung von Thrombozyten zum Beispiel die Vegetation an Herzklappen an Grofie
zunimmt. Aus diesem Grund wird die Thrombozytenaggregation als ein wichtiger Faktor
bei der Entstehung der infektiosen Endokarditis angesehen (53).

Weiterhin ~ bindet CIfB  auch an  Cytokeratin = 10

., welches von

Nasenschleimhautepithelzellen exprimiert wird, wodurch CIfB eine wichtige Bedeutung fiir

die nasale Kolonisation zukommt (63).

2.2.3 Serin-Aspartat-Wiederholungen beinhaltende Proteine SdrC, SdrD
und SdrE

Die Adhisine SdrC, SdrD und SdrE dhneln sowohl strukturell als auch sequenziell
CIfA und CIfB. Sie unterscheiden sich von CIfA und CIfB dadurch, dass sie zwei bis finf
zusatzliche B-Motive besitzen, die zwischen der A-Region und der R-Region lokalisiert sind
(10). Die C-terminale R-Region enthilt 132 bis 170 Serin-Aspartat-Komponenten (39). Die
Liganden der drei Proteine sind noch nicht vollstindig identifiziert; eine

thrombozytenaggregierende Wirkung ist fiir SdrE jedoch nachgewiesen (62). Neuere



Studien erzielten Hinweise darauf, dass diese Wirkung Fibrinogen-induziert zu sein scheint
(21). Es wurde herausgestellt, dass unter anderem die Adhisionsproteine SdrCDE eine
wichtige Rolle bei Interaktionen zwischen . aureus und Thrombozyten spielen kénnen, in
dem Fibrinogen als Briickenmolekiil zwischen S. awrens und Thrombozyten fungiert. So
kann S. aurens sich an Thrombozyten binden und zum Beispiel zur Entstehung von

Vegetationen am Endokard im Rahmen einer Endokarditis beitragen (21).

2.2.4 Kollagen-bindendes Adhisin Cna

Das Adhisin Cna besitzt eine dem N-Terminus des Proteins nahe A-Domine, die
verantwortlich fir die Bindung verschiedener Arten von Kollagen ist (68,69). Die A-Region
besteht aus drei Subdominen, namlich N1, N2 und N3. Die Kollagenbindung geschieht
durch ein spezielles Bindungsmodell, an dem N1 und N2 Regionen beteiligt sind (100).
Nach der A-Domaine folgen 1-4 Wiederholungen einer B-Region. Am C-terminalen Ende
befindet sich ein LPXTG-Motiv, wie es fiir die Gruppe der MSCRAMMs typisch ist (77).

Das Gen wma kann in verschiedenen Referenzstimmen mit unterschiedlichen
molekularen Massen nachgewiesen werden. So existieren mindestens drei verschiedene
Allele von ena, die nach ihrem Referenzstamm Cowan, Phillips und Becker genannt
werden. Die Allele unterscheiden sich durch die Anzahl der Wiederholungen der aus 561bp
bestehenden B-Region; beim Stamm Becker besitzt ez nur eine einfache Ausfiihrung der
B-Region und hat eine Gesamtgréle von etwa 600bp, wohingegen beim Stamm Phillips
zwei Wiederholungen der B-Region bestehen, so dass die Gesamtgrof3e des Gene ca.
1,160bp betrigt. Der Stamm Cowan weist drei Wiederholungen der B-Region auf, so dass
die GroBe des Gens ca. 1,720bp betrigt.

Die Anwesenheit dieses Adhisins ist ausreichend und notwendig fiir die Adhirenz
an kollagenes Gewebe, wie zum Beispiel Knorpel (68). Cna wurde in verschiedenen
Tierstudien als Virulenzfaktor bei der Entstehung der Osteomyelitis und septischer
Arthritis herausgestellt (16,68). Diese Beobachtung lisst sich damit erklaren, dass durch
Cna eine Adhdsion von S. aurens an kollagenhaltiges Gewebe, wie Knochen und Knorpel
es sind, unterstitzt wird, so dass der erste Schritt in einem Infektionsprozess, die Adhision,

durch Cna mal3geblich gewihrleistet wird (104).
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In der vorliegenden Studie wurden die . aurens Stimme neben der Privalenz der
bisher genannten Mitgliedern der MSCRAMM-Gruppe dartiber hinaus auf die Privalenz
zweier weiterer Adhdsionsproteine untersucht, die zu der Gruppe der SERAMs (secretable
expanded repertoire adhesive molecules) gehdéren, namentlich das extrazellulire
Adhisionsprotein Eap und das Extrazellulire Matrix Protein-bindende Protein Emp. Diese
beiden Adhiasine sind nicht wie die oben aufgefithrten MSCRAMMs kovalent an die
Zellwand gebunden, sondern ionisch. Zudem verfiigen sie nicht tber das fur die

MSCRAMMs typische LPXTG-Motiv am C-terminalen Ende.

2.2.5 Extrazellulires Adhisionsprotein Eap

Das ,extracellular adhesion protein Eap stellt ein Major Histocompatibility
Complex Klasse II-analoges Protein dar. Es existieren Analoga von Eap, die sich in der
Anzahl von Sequenzwiederholungen und Translationsterminierungen unterscheiden. So
unterscheiden sich zum Beispiel die Genprodukte von Egp bei den Stimmen Newman,
Wood 46 und Referenzstamm 7. Ein anderer Name fir Eap ist Map (MHC class II
analogous protein) (35).

Eap vermittelt die Adhérenz unter anderem an Fibronektin und Prothrombin und
tragt zur Bindung an Fibroblasten und Epithelzellen bei (64). AuBlerdem vermittelt es die
Invasion von eukaryotischen Zellen dutch S. awrens (27). Eap/Map soll durch eine
Verinderung der T-Zell Funktion eine Rolle als immunmodulatorisches Protein spielen
und hierdurch in der Aufrechterhaltung von chronischen Infektionen involviert sein (46).
In 7n vitro Studien wurde weiterhin eine Inhibierung der Neutrophilenrekrutierung gezeigt,
so dass eine anti-inflammatorische Wirkung von Eap diskutiert wird (7). Dartiber hinaus
konnte eine nicht nur anti-angiogene Eigenschaft des Proteins (92), sondern auch eine
Rolle bei der Pathogenese von Wundheilungsstérungen im Rahmen von S. aureus
Infektionen beschrieben werden (2). Insgesamt stellt Fap durch diese anti-
inflammatorischen und immunmodulatorischen  Eigenschaften einen  wichtigen

Virulenzfaktor im Rahmen einer Staphylokokkeninfektion dar (406).
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2.2.6 Extrazellulire Matrix Protein-bindendes Protein Emp

Das Gen emp kodiert fir ein an extrazellulire Matrix bindendes Protein mit einer
molekularen Masse von 35,5 kDa, welches an adhisive Glykoproteine wie Fibrinogen,
Fibronektin, Kollagen und Vitronektin binden kann (36). Es wird vermutet, dass die hohe
Affinitit zu diesen Glykoproteinen in eine Reihe biologischer Prozesse eingreifen kann, wie
zum Beispiel die Komplementaktivierung und die Gerinnung (10,89). Die genaue

pathogenetische Rolle des Emp ist jedoch noch nicht vollstindig geklirt (8).

2.3 Mukoviszidose

Die Zystische Fibrose (CF), auch Mukoviszidose bezeichnet, ist mit einer Inzidenz
von ca. 1:2.500 die haufigste autosomal-rezessive Erbkrankheit der weillen Bevolkerung.
Die Mukoviszidose beruht auf Mutationen im ,,cystic fibrosis transmembrane regulator®-

Gen (CFTR-Gen) (22). Das CFTR-Gen ist ein ca. 250kb groBes Gen auf dem langen Arm

des Chromosoms 7. Derzeit sind mehr als 1200 verschiedene Mutationen dieses Gens

bekannt; die mit 70% am hiufigsten nachgewiesene Mutation ist die Mutation AF-508
(22).

Der CFTR-Kanal liegt in den apikalen Zellmembranen und reguliert dort den
Chloridein- und -ausstrom der Epithelzelle. Er nimmt eine Schlisselfunktion in der
Flussigkeits- und Elektrolytsekretion im Darm, im Pankreas und in Schwei3drisen ein (84).
Der der Mukoviszidose zugrunde liegende Defekt des CFTR-Gens fithrt zu einer
Fehlfunktion des vom CFTR-Gen kodierten, cAMP-regulierten Chloridkanals. Es kommt
zu einer verminderten Chloridsekretion durch den CFTR-Kanal. Hieraus resultiert eine
geringere extrazellulire Chloridkonzentration mit Akkumulation der intrazelluliren
Chloridionen. Zur Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gleichgewichts strémen Na*
Ionen und H,O in die Zelle. Dies fuhrt zu einer Dehydratation des produzierten Sekretes
im Lumen. Die Viskositit des Sekretes ist durch die Dehydratation erhoht, was den
Abtransport des Sekrets erschwert. Somit  kann es zu einer Verlegung der
Drisenausfihrungsginge kommen. Der Sekretstau kann eine sekundire zystische

und/oder fibrotische Umwandlung der Organe nach sich zichen, ebenso wie eine
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Dilatation der Atemwege mit Bildung von Bronchiektasen. Die Auswirkung der
Bronchiektasen und des fibrotischen Umbaus ist eine zunehmende respiratorische
Insuffizienz (22), welche durch Dyspnoe, peripherer Zyanose, Kachexie und Cephalgien
angezeigt wird und die wichtigste Todesursache bei Patienten mit Zystischer Fibrose
darstellt (32).

Die Mukoviszidose-Erkrankung  resultiert haufig sowohl in chronischen
respiratorischen Infekten als auch in gastrointestinalen Problemen wie Malabsorption und
Mangelernihrung.

Die Verdachtsdiagnose Mukoviszidose wird oft aufgrund von Symptomen wie
Atembeschwerden, Steatorrhoe und Mekoniumileus gestellt (22). Ein Schritt in Richtung
Diagnosesicherung wird durch den Pilocarpin-lontophorese-Schweilltest getan, wobei eine
Chloridkonzentration von tber 60mmol/l1 als pathognomonisch gilt (54). Die endgtiltige
Diagnosesicherung geschieht dann durch genetische Testung des Genotyps mit
Gensonden, sowie die Messung der bioelektrischen Eigenschaften der Epithelzellen durch
Bestimmung der transepithelialen Potentialdifferenzen (11,12).

Eine kausale Therapie der Erkrankung ist bis heute nicht mdéglich, obwohl sich
derzeit viele Untersuchungen der Gentherapie und der Zelltherapie der Erkrankung
widmen. Diese therapeutischen Ansitze befinden sich allerdings noch im experimentellen
Stadium (11). Die Gentherapie zielt darauf ab, eine normale Kopie des CFTR-Gens in das
Atemwegsepithel einzufiigen.  Hierzu werden sowohl virale Vektoren - meistens
modifizierte und zur Replikation unfihige Adenoviren - als auch synthetische Gene
getestet. Die Zelltherapie beruht auf der Tatsache, dass Stammzellen zum Beispiel des
Knochenmarks und der Nabelschnur sich zu Atemwegszellen differenzieren konnen. Der
experimentelle Ansatz besteht darin, Stammzellen von CF-Patienten mit intaktem CFTR-
Gen in deren Atemwegsepithelien zu transplantieren und dadurch gesunde,
funktionierende Zellen zu erlangen (11). Die Zelltherapie steht noch im pri-klinischen
Stadium, wohingegen die Gentherapie bereits in einigen klinischen Studien getestet wurde.
Derzeit ist aber auch durch die Gentherapie keine Heilung der Erkrankung méglich.

Eine  symptomatische = Therapie  zielt auf den  Ausgleich  von
Organfunktionsstorungen ab, auflerdem auf das Verhindern sekundirer Schidigungen. So
stechen eine adiquate Nahrungsaufnahme, der Erhalt der Lungenfunktion und eine
ausreichende Stoffwechseleinstellung im Vordergrund. Spezielle physiotherapeutische

Atem- und Hustentechniken werden verwendet, um die obstruktive Lungenschidigung zu
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verlangsamen. Eine Therapicoption im Endstadium der Mukoviszidose stellt die
Lungentransplantation dar, die zu einer Steigerung der Lebensqualitit und der
Lebenserwartung fithren kann.

Die mittlere Lebenserwartung von Patienten mit Mukoviszidose liegt heutzutage
bei etwa 33 Jahren (3,22). In etwa 90% der Fille sterben die Patienten an einem

respiratorischen Versagen — vielmals eine Folge chronischer Atemwegsinfektionen (3).

2.4 Atemwegsinfektionen bei Mukoviszidose

Bereits im frithen Lebensalter werden die Atemwege bei einem Grof3teil der
Patienten mit Mukoviszidose bakteriell besiedelt und chronisch infiziert. Es gibt derzeit
diverse Erklirungsansitze fur die bakterielle Besiedlung und chronische Entziindung der
Atemwege. Pathogenetisch wichtig ist unter anderem die veranderte mukozilidre Clearance
der Atemwege, die durch den bei der Mukoviszidose vorliegenden Defekt des CFTR-Gens
verursacht  wird (22). Die mukozilidre Clearance stellt eine der wichtigsten
Abwehrmechanismen der Atemwege gegentiber eindringenden Fremdkorpern dar. Fir eine
effektive mukozilidre Clearance wird sowohl eine ausreichende Schleimproduktion
benotigt, als auch eine geordnete zilidre Funktion (1). Die Erschwerung der mukozilidren
Clearance bei der Zystischen Fibrose riihrt daher, dass eine Schicht, die so genannte
»periciliary liquid layer® (PCL), eine Flussigkeitszone an der Zelloberfliche, in der sich die
Zilien befinden (45), bei der Mukoviszidose vermindert ist. In der Folge konnen sich die
Zilien nicht regulir bewegen und dadurch nicht zu einer ausreichenden mukozilidren
Clearance beitragen (45). Durch das verminderte PCL Volumen kommt es zu einer
Anlagerung des Mukus an die Zelloberfliche, so dass die Patienten den adhirenten,
dehydrierten und hochviskdsen Schleim nicht ausreichend abhusten kénnen (45). Diese
verminderte Clearance gilt als ein wichtiger pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der
endobronchialen Infektion; die eindringenden Bakterien werden hierdurch langsamer
beseitigt als bei gesunden Personen. In normalen peripheren Atemwegsepithelien dauert

die mukozilidre Clearance bis zu 6 Stunden; bei CF ist diese Zeit deutlich verlangert (22,45).
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Andere Studien sehen den Grund fiir die bakterielle Besiedlung der Atemwege bei
CF-Patienten in der erhéhten Kochsalzkonzentration der Oberflichenfliissigkeit der
Atemwegsepithelien (22,91). Diese Studien postulieren, dass die bei der Mukoviszidose
erhohte Natriumchlorid (NaCl) Konzentration die bakterizide Kapazitit der
Atemwegsepithelien  vermindert. Die FErgebnisse zeigen, dass eine niedrige
Natriumchloridkonzentration notwendig ist, um eingedrungene Bakterien abzutoten, wie es
bei gesunden Patienten der Fall ist. Durch den Defekt des CFTR-Kanals wird bei Patienten
mit Zystischer Fibrose eine hohere NaCl-Konzentration in den Atemwegsepithelien
produziert, was die antibakterielle Aktivitit der Atemwegsepithelien reduziert und
eindringende Bakterien iiberleben lasst (91).

Weitere Erklirungsansitze der bakteriellen Besiedlung der Atemwege bei CF
machen einen intrinsischen Defekt der Oberflichenflissigkeit (,,airway surface liquid®,
ASL) der Atemwege selbst verantwortlich, durch den die bakteriziden Eigenschaften der
ASL durch bislang ungeklirte Wirkmechanismen herabgesetzt sind (50).

Neuere Studien ergaben, dass der CFTR-Defekt zu einer verminderten Thiozyanat-
Sekretion der Atemwegsepithelien fiihrt, die in der Folge zu einer Inaktivierung des
oxidativen antimikrobiellen Systems fihrt. Das oxidative antimikrobielle System totet in
gesunden Epithelzellen eindringende Bakterien ab; durch die Inaktivierung dieses
antimikrobiellen Systems bleibt das Abtoten der eindringenden Bakterien aus (58).

Moglicherweise kommt es durch das Zusammenspiel dieser verschiedenen
Mechanismen bereits im frithen Lebensalter zu einer bakteriellen Besiedlung der Atemwege
der Patienten (81), sowie zu einer daraus resultierenden chronischen Atemwegsinfektion.
Durch proteolytische und chondrolytische Auswirkungen der Infektion kommt es zu
Bronchiektasen; in spateren Stadien kann das Lungenparenchym von Atelektasen und
Pneumonien betroffen sein. Die entziindlichen Vorginge koénnen so zu respiratorischer
Insuffizienz und zum Tode fihren (9). So erleiden 80-95% der Patienten, die an
Mukoviszidose erkrankt sind, ein Lungenversagen, das durch die persistierende
Kolonisation mit fakultativ pathogenen Keimen und die nachfolgende chronische
Inflammation der Atemwege verursacht wird. Die bakterielle Infektion der Atemwege trigt
somit zum grof3ten Anteil der Morbiditait und Mortalitit der Mukoviszidose-Erkrankung
bei (48). In der priantibiotischen Ara lag die Lebenserwartung bedingt durch die Infektion

der Atemwege mit daraus resultierender pulmonaler Insuffizienz bei etwa zwei Jahren (23).
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Heutzutage ist die Lebenserwartung unter anderem auch durch den Einsatz verschiedener
Antibiotika deutlich gestiegen (3).

Nur wenige fakultativ humanpathogene Erreger werden in den Atemwegen der CF-
Patienten gefunden. Frithe Atemwegsinfektionen bei jungen CF-Patienten werden am
hiufigsten durch S. aurens verursacht; etwas seltener auch durch H. znfluenzae. Bei ilteren
CF-Patienten wird haufig P. aeruginosa nachgewiesen (48). P. aeruginosa wird als einer der
wichtigsten Pathogene bei der Mukoviszidose angesehen, da dieser Keim durch eine Reihe
verschiedener Mechanismen extrem resistent ist gegeniiber sowohl der korpereigenen
Abwehr als auch der Anwendung von antimikrobiellen Chemotherapeutika. So ist P.
aeruginosa zum Beispiel in der Lage, Biofilme auszubilden, als mukoider Phinotyp
aufzutreten oder eine Vielzahl effektiver Toxine zu produzieren (48). Weitere Bakterien in
den Atemwegen von CF- Patienten sind  Burkbolderia cepacia (lateinisch: cepacia =
zwiebelahnlich) sowie Stenotrophomonas maltophilia (5).

Insbesondere Studien unserer Arbeitsgruppe haben mittels molekularer Analysen
der von Mukoviszidosepatienten isolierten S. aurens Stimme herausgestellt, dass dieselben
S. aurens Klone tber lange Beobachtungszeitriume in den Atemwegen der Patienten
nachzuweisen sind (40). So wurde gezeigt, dass die Infektion der Atemwege mit S. aureus
hiufig tiber mehrere Monate und Jahre persistiert (41). Auch der prophylaktische und
intermittierende Einsatz verschiedener Antibiotika ist haufig nicht in der Lage, die S. aureus
Infektion zu eradizieren (40).

In einer Studie der molekularen Epidemiologie von S. awrens  in der
Nasenschleimhaut wurden zu einem weitaus geringeren Malle Uber lingere
Beobachtungszeitriume hinweg identische S. awrens Klone nachgewiesen (24), weshalb
man vermutet, dass die Persistenz nasaler §. aurens Kolonisation weitaus geringer ist als die
Persistenz in Atemwegen von CF-Patienten. Hieraus ldsst sich ableiten, dass S. aureus
moglicherweise einen Selektionsvorteil in den Atemwegen besitzt, und dass moglicherweise

eine Adaptation von S. aureus an das Milieu von CF- Atemwegen existiert (40,706).

Die vorliegende Studie untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der
Persistenz und der Privalenz bestimmter Adhisine von S. aureus Stammen, die bei CF-
Patienten persistierend nachweisbar waren, gibt. Weiterhin werden Unterschiede in der

Adhisinausstattung von . aurens Stimmen gesucht zwischen solchen Stimmen, die von
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CF Patienten isoliert wurden und Stimmen, die von anderen Infektionen stammen sowie

Stimmen, die von asymptomatischen S. aureus Trigern isoliert wurden.
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3  Experimentelle Untersuchung: Material und Methoden

3.1 Bakterienstimme

Fir die vorliegende Studie wurden S. aureus Stimme von CF-Patienten, die das
Universitatsklinitkum Miinster im Zeitraum zwischen April 1994 und Januar 2000
aufsuchten und einen Beobachtungszeitraum von mindestens 12 Monaten aufwiesen,
untersucht (n= 72). Die Isolate stammen aus Sputumproben und/oder von
Rachenabstrichen. Zu diesen Patienten zdhlten 41 minnliche und 31 weibliche Patienten,
die zu Beginn des Untersuchungszeitraums zwischen 1 und 33 Jahren mit einem
Altersdurchschnitt von 9,5 Jahren alt waren. Zur Bestimmung der klonalen Identitit der
Bakterienstimme wurde mit jedem der 695 auf diese Weise erworbenen Bakterienstimme
eine Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) durchgefiihrt, anschlieBend wurden die
Ergebnisse der einzelnen Isolate miteinander verglichen. Isolate, deren Ahnlichkeitsindex
unter 85% lag, wurden als unterschiedliche Klone angesehen. Auf diese Weise lieBen sich
insgesamt 78 verschiedene . aureus Stimme unterschieden (41). Von jedem Patienten

wurde jeweils ein Isolat aller nachgewiesenen Klone untersucht.

46 8. aurens Stimme wurden jeweils von Patienten mit chronischer Osteomyelitis,
die in der Klinik fir Orthopidie des Universititsklinitkums Miinster behandelt wurden,
gesammelt. Die Bakterienstimme wurden von intraoperativen Wundabstrichen,
Implantaten, Knochenmaterial oder von wihrend einer Operation entnommenem Gewebe

gewonnen.

89 S. awrens Stimme wurden aus Blutkulturen von Patienten mit S. aureus
Bakteridmie isoliert. Als Focus der Bakteridmie lagen folgende Infektionen zu Grunde:
Infektionen bei Patienten mit vendsen Kathetern oder Himodialyse Shunts (n=24),
postoperative Infektionen (n=7), Wundinfektionen (n=9), Abszesse (n=06), Pneumonien
(n=4), Kniegelenkempyeme (n=2), Endokarditis (n=3), Pankreatitis (n=3), Sternum
Infektion (n=3), diabetische Gangrin (n=2), Infektion offener Frakturen (n=2) und andere

(n=10). In 14 Fillen war die zugrunde liegende Erkrankung unbekannt.
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Als Kontrolle wurden Nasenisolate gesunder Mitarbeiter des Institutes fiir
Mikrobiologie des Universititsklinikums Minster sowie von Medizinstudenten dieser

Universitit untersucht (n=90).

3.2 Lyse der DNA

Zur Lyse der genomischen DNA der Bakterienstimme wurde etwas bakterielles
Material (2-3 Kolonien) in 180 ul TE Puffer (pH 8,0; 20 mM TrisHCI, 2 mM EDTA)
suspendiert und es wurden 15 pl Lysostaphin (c= 5 mg/ml; AMBI, New York)
hinzugefiigt. Diese Suspension wurde 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 25
ul Proteinkinase K (Qiagen, Hilden) sowie 200 ul AL Puffer (Qiagen, Hilden)
hinzugegeben. Die Losung wurde gemischt, bis sich alle Bestandteile aufgelost hatten.
AnschlieBend wurde erneut inkubiert, zuerst 30 min bei 56°C, dann 5 min bei 95°C mit
nachfolgendem kurzen Anzentrifugieren. Nach Zugabe von 200 ul Ethanol (Merck,
Darmstadt) wurde sofort gemischt. Dieser Mix wurde auf eine Sdule aufgetragen und bei
9000 rpm 1 min zentrifugiert. Nach Umsetzen der Saule erfolgte das Zufiigen von 500 ul
AW1-Puffer (Qiagen, Hilden) sowie erneutes einminiitiges Zentrifugieren bei 9000 rpm.
AnschlieBend wurde die Sdule weitergesetzt und 500 ul AW2-Puffer (Qiagen, Hilden)
hinzugefigt mit folgendem dreimintitigem Zentrifugieren bei 13.000 rpm. Die Sdule wurde
danach in ein 2,0 ml Eppendorf Réhrchen (Eppendorf, Hamburg) platziert, 200 ul AE-
Puffer (56°C; Qiagen, Hilden) zugegeben, 5 min bei 56°C inkubiert und 1 min bei 9000
rpm zentrifugiert. Die Sdule wurde verworfen und das Lysat 1:10 in 10 mM Tris-HCL

verdinnt und photometrisch gemessen.

33 PCR

Das Verfahren der ,,polymerase chain reaction®, kurz PCR, wurde 1983 von Kary
Mullis entwickelt. Das Prinzip beruht auf der selektiven Amplifizierung einer spezifischen

Sequenz eines DNA-Doppelstrangs. Dies wird durch mehrere Schritte erzielt. Im ersten
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Schritt wird die Denaturierung des Doppelstranges erreicht. Hierbei werden die beiden
Strange durch Erhitzen auf 95°C voneinander getrennt. Es folgt das ,,Annealing®, in dem
sich so genannte Primer am 5" Ende der zu amplifizierenden Sequenz der getrennten
Stringe anlagern. Die Primer bestehen aus 15-25 Basen, so genannte Oligonucleotide, die
so ausgewihlt sind, dass sie in ihrer Sequenz komplementir zur Zielsequenz sind. Fir
diesen Schritt ist die optimale Hybridisierungstemperatur abhingig von den verwendeten
Primern und liegt fir die hier verwendeten PCRs zwischen 50°C und 59°C. Der dritte
Schritt beinhaltet die Synthese eines jeweils komplementiren DNA Stranges, die von den
angelagerten Primern ausgehend in 3" Richtung fortschreitet. Fur die DNA-Synthese
werden einzelne Desoxyribonukleotidtriphosphate, kurz dNTPs, benétigt, die in den PCR-
Reaktionsansatz zugegeben werden. Diese Reaktion wird durch das Enzym DNA-
Polymerase katalysiert. Die Temperatur bei diesem Amplifikationsschritt betragt 72°C. Am
Ende dieser so genannten Extensionsphase liegt die DNA wieder doppelstringig vor.
Diese Reaktionsschritte werden mehrfach wiederholt und fithren zu einer exponentiellen
Zunahme der durch die Primer bestimmten DNA-Abschnitte. In den hier verwendeten

PCRs wurden je 30 Zyklen der Reaktionsschritte durchgefihrt.

Die Protokolle der hier verwendeten Single- und Multiplex-PCRs wurden vor
Beginn der eigentlichen Experimente in mehreren Schritten erstellt und optimiert, indem
die Mengen der Reagenzien, die benétigten Primer, die notwendige Menge der DNA sowie
die optimalen Temperaturbereiche der einzelnen Primer in mehreren Testreihen ermittelt
wurden. Einige Gene wurden zur Zeit- und Arbeitsersparnis mittels Multiplex-PCR
untersucht. Entscheidend dartber, ob Gene in einer Multiplex-PCR untersucht werden
konnten, waren zum einen die in einer Multiplex-PCR notwendigen GréB3enunterschiede
der zu amplifizierenden Gene, zum anderen gleiche Reaktionsbedingungen wie Menge an
Reagenzien und Reaktionstemperaturen.

Zur Ermittlung der optimalen Reaktionstemperatur jeder PCR wurden die PCR-
Protokolle in einem Temperaturgradienten getestet. Hierfiir wurden fiir jeweils acht gleiche
PCR-Ansitze unterschiedliche Annealing-Temperaturen angewendet, und anschlieBend die

Temperatur festgelegt, bei der die jeweilige positive Kontrolle das beste Ergebnis zeigte.
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331 EapPCR

Zu 47,5 ul Reaktionsmix, bestehend aus 40 ul H,0O (Qiagen, Hilden), 5 ul 10x
Puffer inklusive MgCl, (Qbiogene, Foster City, USA), 1 ul ANTP (Qbiogene, Foster City,
USA), je 0,5 pl der Primer EAP P,OT und EAP P,OT (35) (MWG Biotech AG,
Ebersberg) sowie 0,5 ul Tag-Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA), wurden 2,5 ul
DNA hinzugefiigt. 10 ul dieser Losung wurden in einem Thermocyler (iCycler, Biorad,
Hercules, USA) nach initialer Denaturation bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen amplifiziert.
Jeder dieser Zyklen bestand aus einer einminiitigen Denaturierung bei 95°C, einem
einminitigen Annealing bei 56°C sowie einer anschlieBenden Extension bei 72°C fiir 2 min.
Aufgrund der oben bereits erwihnten Analoga des Gens Eap wurden fur diese PCR zwei
positive Kontrollen gewahlt, namlich die S. aurens Stimme Newman und Wood. Die Gene
unterscheiden sich in der GréBe aufgrund einer unterschiedlichen Anzahl von

Sequenzwiederholungen und Translationsterminierungen.

Tabelle 1: Ansatz der Eap PCR

Reaktionsmix

H>O (Qiagen, Hilden) 40 wl
10x Puffer incl. MgCl> (Qbiogene, Foster City, USA) 5 pul
dNTP (Qbiogene, Foster City, USA ) 1wl
EAP P,OT (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,5 ul
EAP P;OT (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,5 ul
Taq Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA) 0,5l
DNA 2,5ul

3.3.2 empPCR

Der Reaktionsmix fiir diese PCR bestand aus 40,5 ul H,O (Qiagen, Hilden), 5 pl
10x Puffer inklusive MgCl, (Qbiogene, Foster City, USA), 1 ul ANTP (Qbiogene, Foster
City, USA) , je 0,5 pl der Primer 40 New FOR Bam HI und 40 New Rev Kpnl (36) MWG
Biotech AG, Ebersberg) sowie 0,5 ul Tag-Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA). Zu
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diesen 48 pl des Reaktionsmixes wurden 2 ul der jeweiligen DNA hinzugefiigt. 10 ul dieser
Loésung wurden in einem Thermocyler (iCycler, BioRad, Hercules, USA) nach initialer
Denaturierung bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen amplifiziert. Jeder dieser Zyklen bestand aus
einer Denaturierung bei 95°C fiir 1 min, einem Annealing bei 50°C fir 1 min sowie einer
Extension bei 72°C fur 2 min. Die positive Kontrolle fur diese PCR war der . aureus

Stamm Newman.

Tabelle 2: Ansatz der emp PCR

Reaktionsmix

H>O (Qiagen, Hilden) 40,5 pl
10x Puffer incl. MgCl> (Qbiogene, Foster City, USA) 5ul
dNTP (Qbiogene, Foster City, USA) 1wl

40 New FOR Bam HI (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,5 ul
40 New Rev Kpnl (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,5 ul
Taq Polymerase (QQbiogene, Foster City, USA) 0,5 ul
DNA 2wl

3.3.3 cnaPCR

Jeweils 1 ul DNA der . aureus Stimme wurde zu einem Reaktionsmix, bestehend
aus 40,5 ul H,O (Qiagen, Hilden), 5 ul 10x Puffer inklusive MgCl, (Qbiogene, Foster City,
USA), 1ul ANTP (Qbiogene, Foster City, USA), je 1 pl der Primer CNA1 und CNA2 (69)
MWG Biotech AG, Ebersberg) sowie 0,5 ul Taqg-Polymerase (Qbiogene, Foster City,
USA), hinzugeftgt. Mittels eines Thermocylcer (iCycler, BioRad, Hercules, USA) wurden
10 pl dieser Lésung nach initialer Denaturation bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen amplifiziert.
Die Zyklen bestanden jeweils aus einer Denaturation bei 95°C fir 1 min, einem Annealing
bei 58,5°C fir 1 min sowie einer Extension bei 72°C fir 2 min. Die positiven Kontrollen
fir diese PCR waren die S. aurens Stimme Becker (600bp), Phillips (1,160bp) und Cowan
(1,720bp).
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Tabelle 3: Ansatz der cna PCR

Reaktionsmix

H>O (Qiagen, Hilden)

10x Pufter incl. MgCly (Qbiogene, Foster City, USA)

dNTP (Qbiogene, Foster City, USA)

CNA 1T MWG-Biotech AG, Ebersberg)
CNA 2 MWG-Biotech AG, Ebersberg)

Taq Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA)
DNA

40,5 ul
5ul
1ul
1ul
1ul
0,5 ul
1ul

3.3.4 MmbAPCR

Zu 49 pl Reaktionsmix, bestehend aus 38,5 ul H,O (Qiagen, Hilden), 5 ul 10x
Puffer inklusive MgCl, (Qbiogene, Foster City, USA), 1 ul ANTP (Qbiogene, Foster City,
USA), je 1 pl der Primer (86) (MWG Biotech AG, Ebersberg), 1,5 ul einer 1M KCl Losung

(Merck, Darmstadt) sowie 1 pl Tag-Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA), wurde 1 ul

DNA hinzugefigt. 10 pl dieser Losung wurden in einem Thermocyler (iCycler, Biorad,

Hercules, USA) nach initialer Denaturierung bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen amplifiziert.

Jeder dieser Zyklen bestand aus einer dreifligsekiindigen Denaturierung bei 95°C, einem

dreiligsekiindigen Annealing bei 55°C sowie einer anschlieSenden Extension bei 72°C fiir 1

min.

Tabelle 4: Ansatz der fnbA PCR

Reaktionsmix

H20O (Qiagen, Hilden)

10x Puffer incl. MgCl> (Qbiogene, Foster City, USA)

dNTP (Qbiogene, Foster City, USA)

tnbF1 (MWG-Biotech AG, Ebersberg)
fnbAR1 (MWG-Biotech AG, Ebersberg)

Taq Polymerase (QQbiogene, Foster City, USA)
KCl 1M (Merck, Darmstadt)

DNA

38,5 ul
5ul
1ul
1ul
1ul
1ul
1,5 ul
1ul
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3.3.5 mbB PCR

Der Reaktionsmix fiir diese PCR bestand aus 38,5 ul H,O (Qiagen, Hilden), 5 pl
10x Puffer inklusive MgCl, (Qbiogene, Foster City, USA), 1 ul ANTP (Qbiogene, Foster
City, USA), je 1 ul der Primer (37) MWG Biotech AG, Ebersberg), 1,5 ul einer 1M KCl
Losung (Merck, Darmstadt) sowie 1 ul Tag-Polymerase (Qbiogene, Foster City, USA). Zu
diesen 49 ul des Reaktionsmixes wurde 1 ul der jeweiligen DNA hinzugefiigt. 10 pl dieser
Loésung wurden in einem Thermocyler (iCycler, BioRad, Hercules, USA) nach initialer
Denaturierung bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen amplifiziert. Jeder dieser Zyklen bestand aus
einer Denaturierung bei 95°C fur 30 sek, einem Annealing bei 55°C fir 30 sek sowie einer

Extension bei 72°C fur 1 min.

Tabelle 5: Ansatz der fnbB PCR

Reaktionsmix

H20 (Qiagen, Hilden) 38,5 ul
10x Puffer incl. MgCl> (Qbiogene, Foster City, USA) 5 pul
dNTP (Qbiogene, Foster City, USA) 1wl
tnbI'l (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 1l
fnbBR1 (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 1l
Taq Polymerase (QQbiogene, Foster City, USA) 1l
KCl 1M (Merck, Darmstadt) 1,5
DNA 1ul

3.3.6 Multiplex-PCR fiir c/fBund sdrD

Zu 49 ul Reaktionsmix, bestehend aus 25 pl 2x Qia Multiplex Master Mix (Qiagen,
Hilden), 18 ul H,O (Qiagen, Hilden), 5 ul Q-Solution (Qiagen, Hilden), sowie je 0,25 pl der
Primer CLF B1, CLF B2 (60), SDR D1 und SDR D2 (39) MWG Biotech AG, Ebersberg),
wurde 1 ul DNA hinzugefiigt. 10 ul dieser Losung wurden in einem Thermocyler (iCycler,
BioRad, Hercules, USA) nach initialer Denaturierung bei 95°C (5 min) in 30 Zyklen

amplifiziert. Jeder dieser Zyklen bestand aus einer einmintitigen Denaturierung bei 95°C,
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einem einmintitigen Annealing bei 55°C sowie einer anschliefenden Extension bei 72°C fiir

2 min. Die positive Kontrolle fiir diese PCR war der §. aurens Stamm Newman.

Tabelle 6: Ansatz der Multiplex-PCR fiir c¢/fBund sdrD

Reaktionsmix

H20O (Qiagen, Hilden) 18 ul
2x Qia Multiplex Master Mix (Qiagen, Hilden) 25 pl
Q-Solution (Qiagen, Hilden) 5ul
CLF B 1 (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,25 ul
CLF B 2 MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,25 wl
SDR D1 (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,25 ul
SDR D2 (MWG-Biotech AG, Ebersberg) 0,25 ul
DNA 1l

3.3.7 Multiplex-PCR fiir sdrC, sdrE, clfA

Fir diese Multiplex PCR wurden zu 25 pl 2x Qia Multiplex Master Mix (Qiagen,
Hilden), 17,5 pl H,O (Qiagen, Hilden) und 5 ul Q-Solution (Qiagen, Hilden) je 0,25 ul der
Primer SDR C1, SDR C1, SDR E1, SDR E2 (39), CLF Al und CLF A2 (50) MWG
Biotech AG, Ebersberg) hinzugefiigt. AnschlieBend wurde 1 pl der jeweiligen DNA
hinzugefigt. 10 pl dieser Losung wurden in einem Thermocyler (iCycler, BioRad, Hercules,
USA) nach initialer finfminttiger Denaturierung bei 95° in 30 Zyklen amplifiziert. Jeder
dieser Zyklen bestand aus einer Denaturierung bei 95°C fiir 1 min, einem einminiitigen
Annealing bei 55°C sowie einer Extension bei 72°C fur 2 min. Die positive Kontrolle fir

diese PCR war der S. aurens Stamm Newman.
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Tabelle 7: Ansatz der Multiplex-PCR fiir sdrC, sdrE und clIfA

Reaktionsmix

H20 (Qiagen, Hilden) 17,5 wl
2x Qia Multiplex Master Mix (Qiagen, Hilden) 25 pl
Q-Solution (Qiagen, Hilden) 5ul
CLF A1 (MWG-Biotech AG) 0,25 wl
CLF A 2 (MWG-Biotech AG) 0,25 ul
SDR C1 MWG-Biotech AG) 0,25 ul
SDR C2 (MWG-Biotech AG) 0,25 wl
SDR E1 MWG-Biotech AG) 0,25 ul
SDR E2 MWG-Biotech AG) 0,25 ul

DNA 1ul




Tabelle 8: Verwendete Primer mit deren Sequenz

Adhidsin  Primer Sequenz (5°-3") Accession Referenz
Number

Eap eap P,OT CTCGGTACCTTAAAATTTAATTTCAATGTCTACTTTTTTAATGTC AJ290973  (35)
eap P,OT CTCGGATCCGCAGCTAAGCCATTAGATAAATCATCAAGTTCGTTACAC

emip 40New FOR  CTCGGATCCATGCTGTTAGTGAATATAACAGGG AJ271347  (306)
Bam HI
40New Rev ~ CTCGGTACCACAACCACATAGATTGTAGCCTATATTTA
Kpnl

fnbA fnbF1 TAG GAA CTG AAA ATG GTC AC J04151 (806)
fnbAR1 GAA GCA ATC AGA AAA CACTC

fnbB fnbF1 TAG GAA CTG AAA ATG GTC AC X62992 (37)
fnbBR1 GAG TAT GTA ATT ATT TCT TGG

A clfAl GTAGGTACGTTAATCGGTT 7.18852 (50)
clfA2 CTCATCAGGTTGTTCAGG

clfB clfB1 TGCAAGATCAAACTGTTCCT AJ224764  (60)
clfB2 TCGGTCTGTAAATAAAGGTA

sdrC sdrC1 GTACTTGAAATAAGCGGTTG AJ005645  (39)
sdrC2 ACGACTATTAAACCAAGAAC

sdrD sdrD1 GGAAATAAAGTTGAAGTTTC AJ005646  (39)
sdrD2 ACTTTGTCATCAACTGTAAT

sdrEl sdrE1 CAGTAAATGTGTCAAAAGA AJ005647  (39)
sdrE2 TTGACTACCAGCTATATC

na cnal AGTGGTTACTAATACTG M81736 (69)

cna?2

CAGGATAGATTGGTTTA




3.4  Gelelektrophorese

Mittels der Gelelektrophorese werden unterschiedlich grofle Amplifikate
voneinander getrennt und durch eine anschlieBende Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar
gemacht. Die negativ geladene DNA wandert in einer Gelkammer durch ein Gel, der
positiven Elektrode entgegen. Die Strecke, die die DNA im Gel zuriicklegt, hingt von der
molekularen Masse der Amplifikate ab. Diesem Prinzip zufolge werden Amplifikate ihrer
GrofBe nach getrennt; Amplifikate mit geringerer molekularer Masse wandern weiter als
Produkte mit einer héheren molekularen Masse.

Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurde Agarose in einer 2% Konzentration
(0,02g Agarose/ml) in TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) unter Rithren aufgekocht. Die
Masse wurde in ein mit Aussparungen fir die Taschen versehenes Trigertablett fiir die
Elektrophorese gegossen und gelierte beim Abkiihlen.

Nach Durchfihrung der PCR wurden jeweils 10 pl der Amplifikate enthommen
und mit 10 pl GEBS Puffer in je eine Tasche eines 2% Agarose-Gels in einer
Elektrophoresekammer gebracht. 10 ul eines Markers (1 kb + 100 bp ladder, Biolabs)
wurden jeweils in die beiden duBersten Kammern eines Gels pipettiert. Mittels eines
Elektrophoresegerites (BioRad Power Pac) wurden 160V und 400A fur 45 min appliziert.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in Ethidiumbromid gefirbt und

anschlieBend unter UV Licht gesichtet und fotografiert.

Abbildung 1: Fotographie eines Elektrophorese-Gels der Multiplex-PCR fiir c/fB
und sdrD

clfB - e w e -
= s s
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4  Ergebnisse

Ein positives Ergebnis einer PCR liegt vor, wenn anschlieBend in der
Gelelektrophorese nach Farbung mit Ethidiumbromid unter UV- Licht eine eindeutig
sichtbare Bande der erwarteten Grof3e im Gel zu sehen ist. Die Ergebnisse der einzelnen
PCRs wurden notiert und in einer Tabelle zusammengefasst.

Die Ergebnisse der PCRs der vier verschiedenen S. awrens Kollektive wurden

getrennt voneinander ausgewertet.

Tabelle 9: Anzahl der positiven Ergebnisse innerhalb der einzelnen Stammgruppen

Gen Mukoviszidose, Osteomyelitis, Blutkulturen, Nasenstimme N

CF (n=178)

OM (n= 46)

BK (n=89)

(n=90)

eap 76 (97,4%) 46 (100%) 89 (100%) 87 (96,7%)
emp 75 (96,2%) 46 (100%) 89 (100%) 75 (83,3%)
b 66 (84,6%) 39 (84,8%) 82 (92,1%) 70 (77,8%)
fubB 78 (100%) 46 (100%) 89 (100%) 90 (100%)
dfA 78 (100%) 46 (100%) 89 (100%) 90 (100%)
B 78 (100%) 46 (100%) 89 (100%) 90 (100%)
sdrC 72 (92,3%) 46 (100%) 89 (100%) 88 (97,8%)
sdrD 44 (56,4%) 36 (78,3%) 76 (85,4%) 43 (47,8%)
sdrEL 46 (59,0%) 27 (58,7%) 71 (79,8%) 40 (44,4%)
oa 33 (42,3%) 28 (60,9%) 35 (39,3%) 53 (58,9%)

Die Ergebnisse wurden mittels des Chi-Quadrat Tests auf statistisch signifikante

Unabhingigkeit gepriift. Ein Ergebnis von =0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Tabelle 10: Ergebnisse der Signifikanzpriifung der unterschiedlichen Privalenzen

der Adhisine:

Gen Ergebnis des Chi-Quadrat Tests auf
Unabhingigkeit (p) *

Eap 0,2368848

Emp <0,0001

fnbA 0,06676117

fnbB 1

cifA 1

cifB 1

sdrC 0,00945097

sdrD <0,0001

sdrE <0,0001

cna 0,01261746

* Fettgedruckt sind statistisch signifikante Werte (p =0,05)
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Die Ergebnisse der Gene emp, sdrC, sdrD, sdrEE und ¢na unterschieden sich in den

vier S. anrens Kollektiven statistisch signifikant voneinander.

41 emp

96.2% der Stimme von Patienten mit Mukoviszidose (CF, Gruppe 1) waren positiv
tir emp, 100% sowohl der Osteomyelitisstimme (OM, Gruppe 2) als auch der
Blutkulturstimme (BK, Gruppe 3) zeigten ein positives Ergebnis in der PCR, und 83,3%
der Stimme von den gesunden nasalen Trigern (Gruppe 4) waren positiv. Der
durchgefiihrte Chi-Quadrat Test dieser Ergebnisse zeigte eine statistische Signifikanz, mit p

<0,0001.

Abb. 2: Anteil der emp positiven Stimme
in Prozent

100% 7--cccecmecrs " T : OcCF
W% +--1 "1 T .
80% 7
0% - "1 T 1
60% +--1  F-—---4 | --—--4 - - - -
50% 7
40% -1 "1 [~ 1 -
30% T
20% A
0% +--1  F-———--4 F--——--4F- - - -

0% ;

CF OM BK Nasenstimme

Stammgruppen

Die Osteomyelitis- und die Blutkulturstimme wiesen eine signifikant hohere
Pravalenz des Gens emp auf als die CF- Stimme und die Stimme der gesunden nasalen

Trager.

4.2 sdrC

In den PCRs fur das Gen s4rC fanden sich in 92,3% positive Ergebnisse in der
Gruppe 1 (CF), je 100% in Gruppen 2 (OM) und 3 (BK), und 97,8% in Gruppe 4. Der

Chi-Quadrat Test dieser Resultate zeigte eine statistische Relevanz mit p =0,00945097.
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Abb. 3: Anteil der sdrC positiven Stimme

in Prozent
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Die Osteomyelitis- und die Blutkulturstimme zeigten eine signifikant hohere

Pravalenz des Gens sdrC als die Nasen- und die CF-Stimme.

4.3 sdrD

Die CF Stimme waren in 56,4% der Fille positiv fir sdrD. Gruppe 2 (OM) hatte in
78,3% der Falle ein positives Ergebnis in der PCR fir sdrD, Gruppe 3 (BK) in 85,4%. Die
Gruppe 4 zeigte in 47,8% ein positives Ergebnis. Diese Ergebnisse unterschieden sich

signifikant voneinander, mit p <0,0001.

Abb. 4: Anteil der sdrD positiven Stimme

in Prozent
100% 4= = = = = == e e OCF
90% D OM
I
70% BEBK
i W Nasenstimme
son -4 F----
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CF OM BK Nasenstimme
Stammgruppen

Bei den Ergebnissen fir sdrD wiesen die Blutkulturstimme eine signifikant hohere
Pravalenz auf als die anderen drei Stammgruppen. Die Stimme der gesunden nasalen

Triger besallen die niedrigste Privalenz des Gens sdrD.
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4.4 sdrE

59% der CF Stimme waren positiv fir sdr, 58,7% der OM Stimme und 79,8% der
BK Stimme. Die Isolate der gesunden nasalen Trager zeigten in 44,4% ein positives
Ergebnis. Die statistische Relevanz dieser Ergebnisse wurde mittels des Chi-Quadrat Tests

ermittelt (p <0,0001).

Abb. 5: Anteil der sdrE positiven Stimme
in Prozent
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Die Privalenz des Gens sdrE war bei den Blutkulturstimmen signifikant héher als
bei den tbrigen drei Stammgruppen. Die Nasenstimme wiesen die niedrigste Pravalenz

auf.

4.5 cna

Die PCR fir das Gen ea zeigte in 41% der CF Stimme positive Ergebnisse, in
60,9% der Stimme der Gruppe 2 (OM), in 39,3% der Blutkulturstimme und in 58,9% der
Stimme der Gruppe 4 (Nasenstimme). Die statistische Relevanz wurde mittels des Chi-

Quadrat Tests bestimmt (p =0,012617406).
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Abb. 6: Anteil der cna positiven Stimme

in Prozent
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Die Osteomyelitisstimme wiesen von allen vier Stammgruppen die signifikant

hiufigste Privalenz fir das Gen wa auf, wihrend die Privalenz von wa bei den

Blutkulturstimmen die niedrigste der vier Gruppen war.

4.6 Eap

Von den 78 CF Stimmen waren 76 positiv in Bezug auf die Privalenz des Gens

Eap; dies entspricht einem Prozentsatz von 97,4. Die Osteomyelitis Stimme sowie die

Blutkulturstimme waren zu 100% positiv. Von den 90 Nasenstimmen zeigten 87 ein

positives Ergebnis (96,7%). Der Chi-Quadrat Test zeigt fir diese Ergebnisse keinen
statistisch relevanten Unterschied (p =0,2368848).

Abb. 7: Anteil der Eap positiven Stimme

in Prozent
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Die Osteomyelitis- und die Blutkulturstimme zeigten eine hdufigere Pravalenz des
Gens Eap als die CF- und die Nasenstimme. Diese Unterschiede in der Privalenz waren

jedoch nicht statistisch signifikant.

4.7 IbA

Die PCR fir das Gen fnbA zeigte bei 66 der 87 CF Stamme ein positives Ergebnis
(84,6%). Von den 45 OM Stimmen waren 39 positiv fur fnbA (84,8%). 82 der 89
Blutkulturstimme waren positiv (92,1%), und von den 90 Nasenstimmen zeigten 70 ein
positives Ergebnis (77,8%). Der Chi-Quadrat Test zeigte eine deutliche Tendenz, jedoch
kein statistisch relevantes Ergebnis (p =0,06676117).

Abb. 8: Anteil der mbA positiven Stimme

in Prozent
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Die Blutkulturstimme wiesen eine hohere Privalenz fir das Gen fi#bA auf als die
anderen drei Stammgruppen. Die Stimme der gesunden nasalen Triger wiesen die
geringste Privalenz von fnbA auf. Diese Unterschiede zeigen zwar eine deutliche Tendenz,

sind statistisch jedoch nicht signifikant.

4.8 I(bB

Die PCR fir das Gen fnbB zeigte bei allen untersuchten S. awrens Stimmen ein

positives Ergebnis (100%0).
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Abb. 9: Anteil der mbB positiven Stimme

in Prozent
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Alle vier Stammgruppen wiesen eine 100% Privalenz des Gens f#bB

clfA

auf.

Auch die PCR fiir ¢/£4 zeigte bei allen 303 Stimmen ein 100% positives Ergebnis.

Abb. 10: Anteil der c/fA positiven Stimme

in Prozent
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Alle Isolate der vier verschiedenen Stammgruppen wiesen das Gen ¢/£4 auf.
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4.10 cIfB

Ebenfalls 100% positive Ergebnisse ergaben die ¢//B-PCRs der 303 verschiedenen

Stamme.

Abb. 11: Anteil der clfB positiven Stimme

in Prozent
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Alle untersuchten Stimme wiesen das Gen ¢//B auf.

Fasst man die drei Gruppen der Mukoviszidosestimme, der Osteomyelitisstimme
und der Blutkulturstimme zu einer einzigen Gruppe der Infektionsstimme zusammen und
vergleicht diese mit der Gruppe der Nasenstimme Gesunder, ergibt sich folgende Tabelle.
In der letzten Spalte ist das Ergebnis des Chi-Quadrat Tests als Test auf statistische

Signifikanz aufgelistet.
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Tabelle 11: Vergleich Infektionsstimme und Nasenstimme

Gen Infektions- Prozent Nasenstimme Prozent P=

stimme Infektions- (n=90) Nasenstimme

(n= 213) stimme (n=90)

(n=213)

Eap 211 99,06% 87 96,70% 0,1349
emp 210 98,59% 75 83,30% <0,0001
mbA 187 87,79% 70 77,80% 0,0264
mbB 213 100% 90 100% 1
clfA 213 100% 90 100% 1
clfB 213 100% 90 100% 1
sdrC 207 97,18% 88 97,80% 0,6780
sdrD 156 73,24% 43 47,80% <0,0001
sdrE 144 67,61% 40 44,40% 0,0002
cna 96 45,07% 53 58,90% 0,0279

Die FErgebnisse der oben stehenden Tabelle wird im folgenden Diagramm

anschaulich wiedergegeben.

Abb. 12: Infektionsstimme vs. Nasenstimme

in Prozent
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In Abbildung 12 wird deutlich, dass es zwischen den Stimmen der gesunden

nasalen Triger und den Stimmen, die von einer S. aureus Infektion isoliert wurden,
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deutliche Unterschiede in der Priavalenz der Adhidsine gibt. Bei den Genen emp, fnbA, sdrD
und sdrEZ bestand bei den Infektionsstimmen eine statistisch signifikant hohere Privalenz
als bei den Nasenstimmen. Bei dem Gen a wiesen die Nasenstimme eine signifikant

hohere Priavalenz auf als die Infektionsstimme.

In einem zweiten Schritt der Auswertung wurde untersucht, ob es Kombinationen
der Adhisine gab, die hiufiger sind als andere. Unter den 10 untersuchten Adhisinen gibt
es theoretisch 2 = 1024 verschiedene Kombinationsméglichkeiten.  Bei den hier
untersuchten Stimmen kamen von diesen moglichen 1024 Kombinationen nur 28
tatsichlich vor. Die folgende Tabelle gibt die 12 haufigsten der vorkommenden
Kombinationen an. 89,1% aller untersuchten Stimme wiesen eine dieser 12 hdufigsten

Kombinationen auf.

Tabelle 12: Die 12 hiufigsten Kombinationen der priavalenten Adhisine

Kombination A B C D E F G H I J K L

clfA pos pos Ppos pos PoOs PoOs Pos PoOs Ppos PoOs Pos Pos
clfB pos pos Ppos Ppos Pos Ppos Ppos PoOs Pos Pos Pos Pos
eap pos pos Ppos pos Ppos Ppos Pos Pos PoOs PoOs Ppos Ppos
mbB pos pos pos pos PoOs pPoOs Pos PoOs Ppos PoOs Pos Pos
sdrC pos pos Ppos Ppos Pos Ppos Ppos Pos Pos Pos Pos Pos
emp neg mneg pos pos pPoOs Pos Pos POs POS PoOs Ppos pos
mbA pos neg neg neg neg pos pPos PoOs Ppos Pos Ppos Pos
sdrD neg neg neg pos neg neg pos neg neg pos pos Pos
sdrE neg neg neg pos neg pos neg neg pos neg pos Pos
cna pos pos neg pos pos neg pos pos pos neg pos neg

Tabelle 13 gibt die Haufigkeit der Kombinationen A bis L an, weiterhin den

prozentualen einzelnen und kumulativen Anteil an der Gesamtzahl der Stimme.
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Tabelle 13: Prozentuale Hiufigkeit der Kombinationen

Prozent Kumulative
von Total Prozent
Kombination Hiufigkeit (%) (%)
A 6 2 2
B 7 2,3 4,3
C 7 2,3 6,6
D 7 2,3 8,9
E 10 3,3 12,2
F 10 3,3 15,5
G 10 33 18,8
H 23 7,6 26,4
1 30 9,9 36,3
] 35 11,6 479
K 44 14,5 62,4
L 81 26,7 89,1
Andere 33 10,9 10,9
Total 303 100 100

Abb. 13: Absolute Hiufigkeit der Kombinationen

0
T -
74 -
(G0 -
50 T - T T T T T -
L i

Cmmmm @ E O HH N

A B C D E F G H I J K L

Kombination

Untersucht man nun die Verteilung der Adhisin- Kombinationen der Stimme

innerhalb der vier Stammgruppen, ergibt sich die folgende Tabelle.
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Tabelle 14: Verteilung der Kombinationen auf die Stammgruppen

Kombination Stimme Gesamt
CF OM BK N

A 1 0 0 5 6

B 1 0 0 6 7

C 3 2 1 1 7

D 2 2 2 1 7

E 4 1 1 4 10

F 6 0 2 2 10

G 0 4 3 3 10

H 6 6 3 8 23

1 10 1 5 14 30

] 11 5 7 12 35

K 7 13 20 4 44

L 16 10 41 14 81

Anzahl 67 44 85 74 270

andere 1 2 4 16 33

Total 78 46 89 90 303

Zur visuellen Darstellung der prozentualen Verteilung der haufigsten
Kombinationen innerhalb der Stammgruppen dient das folgende Diagramm. Die absolute

Anzahl der Stimme mit der jeweiligen Kombination wurde als 100% angesehen.

Abb. 14:Verteilung der hiufigsten Kombinationen

in Prozent
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Die absolute Hiufigkeit der einzelnen Kombinationen im Vergleich der vier

Stammgruppen wird in dem folgenden Diagramm dargestellt.
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Abb. 15: Haufigkeit der Kombinationen innerhalb der

Stammgruppen

in Prozent
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Es wurde mittels des Chi-Quadrat Test untersucht, ob es ecine statistische
Signifikanz der unterschiedlichen Hiufigkeiten im Vergleich der einzelnen Stammgruppen

gibt. Die folgende Tabelle beinhaltet die Ergebnisse der Signifikanztestung.

Tabelle 15: Ergebnis der Signifikanztestung der unterschiedlichen Hiufigkeiten der
Adhisinkombinationen

0,0313
0,011
0,4251
0,6954
0,4419
0,0744
0,0764
0,2188
0,0309
0,5763
0,0001
0,00001

RS IQTHYO®

Statistisch signifikant unterschiedlich zeigten sich die Verteilungen der
Adhiésinkombinationen A, B, I, K und L (p<0,05) zwischen den vier verschiedenen
Stammgruppen. Die Kombination A, B und I kamen bei den Nasenstimmen

signifikant hiufiger vor als bei den Stimmen der anderen drei Gruppen, die
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Kombination K bei den Osteomyelitisstimmen und die Kombination L. bei den
Blutkulturstimmen. Die Kombinationen K und L waren bei den Nasenstimmen

signifikant seltener vertreten als bei den anderen drei Stammgruppen.
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5 Diskussion

5.1 Adhizisine als Virulenzfaktoren

Die Adhision von Bakterien an die Wirtszelle stellt einen entscheidenden ersten
Schritt in einem Infektionsprozess dar. Diese Adhision wird bei S. awrens durch
verschiedene Proteine gewihtleistet. Zum einen gibt es die Gruppe der MSCRAMMs, die
eine kovalente Bindung zu Komponenten der extrazelluliren Matrix der Wirtszellen
eingehen kénnen, zum anderen existieren l6sliche Adhisionsproteine, die ionisch an die
Wirtszellen binden kénnen.

Da die S. aurens Infektion bei Mukoviszidose-Patienten einen duflerst chronischen
Verlauf aufweist, sollte in der vorliegenden Studie untersucht werden, ob bestimmte
Adhasine bet S. anreus Stimmen von Mukoviszidosepatienten haufiger vorkommen, ob es
bestimmte Kombinationen von Adhisinen gibt, die bei der Zystischen Fibrose bevorzugt
vorkommen, und, ob sich die Adhisinausstattung von . awrens Stimmen, die von
Patienten mit Mukoviszidose isoliert wurden, von der Adhisinausstattung von . aureus
Stimmen, die von gesunden nasalen Trigern oder von anderen S. aureus Infektionen
isoliert wurden, unterscheidet. Zum einen wurden also S. aurens Stimme untersucht, die aus
den Atemwegen von Patienten mit Mukoviszidose isoliert wurden (Gruppe 1). Die tibrigen
Infektionsstimme, die untersucht wurden, setzten sich aus Isolaten zusammen, die von
intraoperativen Abstrichen von Patienten mit Osteomyelitis (Gruppe 2) oder aus
Blutkulturen von Patienten mit S. aureus Bakteridmie unterschiedlicher Genese (Gruppe 3)

isoliert wurden.

Die untersuchten CF-Stimme wiesen allesamt die Gene f#bB, c/fA und ¢/fB auf. Bei
tber 90% der untersuchten CF-Stimme waren die Gene eap, emp, sdrC vorhanden. Das Gen
fubA war bei tiber 80% der Stimme privalent. Uber die Hilfte der CF Stimme wiesen die
Gene sdrD und sdrE auf, und das Gen ea war bei weniger als der Hilfte der Stimme

privalent.
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Im Vergleich der CF- Stimme mit den Ergebnissen der anderen Stammgruppen
bestand bei 5 der 10 untersuchten Adhisine zwischen den vier untersuchten
Stammgruppen ein signifikanter Unterschied in der Privalenz des jeweiligen Adhisins.

® Das Adhisin emp wurde bei den Stimmen der Mukoviszidose oder den
Nasenstimmen signifikant seltener nachgewiesen als bei den Blutkultur- und

Osteomyelitisstimmen.

® Die Stimme der CF-Patienten besallen das Gen sdrC signifikant seltener als die
Stimme der anderen drei Stammgruppen.

® Die CF-Stimme und die Stimme der gesunden Nasentriger wiesen eine statistisch
signifikante geringere Privalenz des Gens sdrD auf im Vergleich zu den

Blutkulturstimmen und den Osteomyelitisstimmen.

® Das Adhisin sdrEE wurde in der hier vorliegenden Studie bei den
Blutkulturstimmen signifikant haufiger nachgewiesen als bei den Stimmen der
anderen drei Gruppen.

® Das Kollagen-bindende Adhidsin eza wiesen die Blutkulturstimme signifikant
seltener als die S. awrews  Stimme der anderen drei Gruppen auf; die
Osteomyelitisstimme hatten eine signifikant haufigere Privalenz fir oa als die

anderen drei Stammgruppen.

51.1 sdrD

Die CF- Stimme besal3en signifikant seltener das Gen sdrD als die anderen beiden
mit einer Infektion assoziierten Stammgruppen (OM und BK), jedoch signifikant haufiger
als die von einem nicht-infektiosen Hintergrund stammenden Nasenstimme.
Moglicherweise stellt also das Gen sdrD einen Virulenzfaktor dar, der §. aurens Stimme im
Rahmen eines Entziindungsprozesses einen Selektionsvorteil bietet. Die etwas geringere
Privalenz des Gens bei den CF- Stimmen im Vergleich zu den anderen
Infektionsstimmen konnte dadurch erklirbar sein, dass es sich um héufig tiber Monate und
Jahre persistierende Infektionen handelt, bei denen der Selektionsdruck méglicherweise ein
anderer ist als bei einer kiirzer bestehenden Infektion. Die Atemwegsinfektion bei der
Mukoviszidose scheint im Vergleich zu den Nasenstimmen einen Selektionsvorteil

derjenigen S. aureus Stimme zu bewirken, bei denen das Gen sdrD privalent ist.
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Die Beobachtung, dass sdrD  bei Infektions-assoziierten Stimmen haufiger
vorkommt, machten auch Trad und Mitarbeiter in ihrer Studie 2004, und unterstiitzen
dadurch die Vermutung, dass die Privalenz von sdrD einen Selektionsvorteil im Rahmen
eines Entztindungsprozesses darstellt. In der Studie berichten Trad und Mitarbeiter iiber
eine signifikant hohere Privalenz des s#7D Gens bei Stimmen, die von
Osteomyelitispatienten isoliert wurden, als bei Stimmen, die von asymptomatischen
nasalen S. awrens Trigern isoliert wurden (95). Auch eine Studie von Sabat und
Mitarbeitern kam zu diesem Ergebnis (80). Diese Beobachtung kann in der vorliegenden
Studie nachvollzogen werden; hier bestand bei den Osteomyelitisstimmen eine signifikant
héhere Privalenz von sdrD im Vergleich zu der Privalenz bei den Nasenstimmen.

Diese Resultate wiirden die Vermutung unterstiitzen, dass die Privalenz des Gens
sdrD  zu einem Selektionsvorteil im Rahmen der Osteomyelitis, moglicherweise auch im
Rahmen anderer Infektionen wie der Atemwegsinfektion bei der Mukoviszidose, fiihrt.

Im Gegensatz zu dieser Vermutung stehen allerdings andere Ergebnisse von Sabat
et al, die belegen, dass in deren Studie keine Assoziation zwischen einer sdrD Privalenz
und einem Nachweis von S. aureus bei Bakteridmie bestand (80). In der hier vorliegenden
Studie zeigten zwar die Stimme, die aus Blutkulturen von Patienten isoliert wurden, sehr
wohl eine hohere sdrD Privalenz als die der Nasenstimme, aber es bleibt also letztendlich
unklar, ob die Privalenz von sdrD auch bei anderen Infektionen moglicherweise einen

Selektionsvorteil vermittelt. Die Ergebnisse dieser Studie deuten jedenfalls darauf hin.

51.2 sdrE

Die S. aureus Isolate von den Mukoviszidosepatienten besaflen eine signifikant
hohere Privalenz des Gens sdrE im Vergleich zu den Nasenstimmen. Prozentual war die
Privalenz bei den CF- Stimmen annihernd gleich wie die bei den OM- Stimmen. Die BK-
Stimme zeigten die hochste Pravalenz des Gens sdrE. Es konnte aufgrund dieser
Ergebnisse also ein Zusammenhang zwischen infektioser Genese eines S. azreus Stammes
und der Privalenz des sdrEE Gens vermutet werden, der auf einen Selektionsvorteil der sdrlZ
aufweisenden Stimme hindeutet, und dies wiederum auf die Funktion des sdrE Gens als
moglicher Virulenzfaktor bei der Mukoviszidose, der Osteomyelitis und der S. aureus

Bakteriamie.
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Ahnliche Vermutungen iuBerten auch Peacock und Mitarbeiter 2002. Sie
beschrieben sdrE in ihrer Studie als Virulenzfaktor, da sdrE in selbiger Studie bei invasiven
S. aurens Stimmen signifikant hdufiger prisent war als in nicht-invasiven Stimmen (73).
Diese Beobachtung kann durch die hier vorliegende Studie bestitigt werden.
Moglicherweise handelt es sich bei dem sdrlz Gen also tatsichlich um einen Virulenzfaktor

von S. aureus.

51.3 sdrC

Die Stimme, die aus den Atemwegen von Mukoviszidosepatienten isoliert wurden,
wiesen im Vergleich aller vier Stammgruppen die geringste Privalenz des Gens sdrC auf.
Zwar war das Gen noch bei tber 90% aller CF- Stimme vorhanden, aber insgesamt
bestand bei den CF- Stimmen dennoch eine signifikant niedrigere Pravalenz des Gens.
Hiermit scheint interessanterweise die Atemwegsinfektion der Mukoviszidose eine
Sonderstellung beziiglich der sdrC Privalenz unter den Infektionsstimmen von S. aureus
darzustellen. Andere Studien belegen nimlich, wie im Falle der Osteomyelitis- und der
Blutkulturstimme die hier vorliegende Studie auch, eine hundertprozentige Privalenz des
Gens unter Infektionsstimmen. So berichten zum Beispiel Peacock et al in ihrer Studie
tber die Privalenz des Adhisins sdrC tber eine hundertprozentige Privalenz des Gens
sowohl bei S. awrens Stimmen, die von Patienten mit einer invasiven Infektion isoliert
wurden, als auch bei Stimmen von gesunden Trigern von S. aureus (73). Auch die Studie
von Sabat und Mitarbeitern zeigte eine Pravalenz von sdrC bei allen untersuchten Stimmen,
sowohl bei Stimmen von invasiven Infektionen als auch bei Trigerstimmen (80). Es
scheint also, als wiren bei der Mukoviszidose auch Stimme, bei denen das Gen s4rC nicht
prasent ist, selektiert worden, wohingegen bei den anderen hier untersuchten, mit einer
Infektion assoziierten Stammgruppen (BK und OM) ausschlieSlich Stimme selektiert
wurden, bei denen das Gen sdrC vorhanden war, denn in der hier vorliegenden Studie
wiesen simtliche Blutkultur- und Osteomyelitisstimme das Gen sdrC auf.

Die Nasenstimme wiesen dieses Gen seltener auf. Demnach liee sich
moglicherweise in der hier vorliegenden Studie ein Zusammenhang zwischen invasiver
Infektion und der Privalenz von sdrC vermuten, bei dem sdrC einen Virulenzfaktor von S.

anrens darstellen konnte.

46



Weiterfuhrende Studien zur Privalenz und Funktion von s&rC konnen in Zukunft
moglicherweise die Bedeutung von sdrC als Virulenzfaktor kliren, insbesondere im

Hinblick auf die Mukoviszidose.

5.1.4 cna

Die CF- Stimme wiesen das Gen ¢a seltener auf als die Osteomyelitisstimme und
die Nasenstimme, und annihernd gleich hiufig wie die Blutkulturstimme. Es scheint also,
als ob im Infektionsprozess der Atemwegsinfektion bei der Mukoviszidose sowie bei der S.
anrens Bakteridmie gegen Stimme mit ¢za selektiert wird. Bei der Osteomyelitis scheint ez
hingegen einen Selektionsvorteil von . aurens Stimmen darzustellen.

In einer Studie von Patti und Mitarbeitern wurde herausgestellt, dass ez in der
Pathogenese von septischer Arthritis eine wichtige Rolle spielt (68). Andere Studien
belegen weiterhin, dass ma einen wichtigen Beitrag zur Initiierung der Infektion bei
Osteomyelitis leistet (16). Switalski und Mitarbeiter fanden 1993 heraus, dass ¢za bei S.
anrens  Stimmen, die von Patienten mit septischer Arthritis oder Osteomyelitis isoliert
worden waren, signifikant hdufiger nachgewiesen wurde, als bei Stimmen, die aus
Weichteilinfektionen isoliert worden waren (93).

Auch in der hier vorliegenden Studie wiesen die Osteomyelitisstimme eine hohere
Pravalenz des Gens ea auf als die S. awrens Stimme aller anderen Gruppen. Diese
Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass ¢za einen Virulenzfaktor bei der Osteomyelitis
darstellt.

In der bereits genannten Studie von Peacock et al. wurde ¢za von Stimmen, die von
invasiven Infektionen isoliert wurden, signifikant hidufiger nachgewiesen als bei S. aureus
Stimmen, die von gesunden Probanden isoliert wurden (73). Hienz und Mitarbeiter
postulierten 1996, dass ¢ra eine Rolle im Infektionsprozess der Endokarditis spielt (31).
Diese Ergebnisse lassen auch fir andere invasive S. aurens Infektionen eine Rolle des ¢ra
als Virulenzfaktor vermuten.

Im Gegensatz dazu belegen die Ergebnisse von van Leeuwen und Mitarbeitern in
threr 2005 veroffentlichten Studie jedoch, dass das Gen fiir das Kollagen-bindende Protein
bei infektibsen humanen . awrens Stimmen im Vergleich zu Stimmen von
asymptomatischen S. aurens Trigern unterreprisentiert ist (96). Auch in einer Studie von

Vancraeynest und Mitarbeitern wurde die Privalenz von wma bei verschiedenen
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Stammgruppen untersucht. Sie verglichen hoch-invasive S. axrens Stimme von Kaninchen
mit niedrig-invasiven S. aurens Stimmen von Kaninchen. Die Wissenschaftler stellten fest,
dass das Gen ea bei hoch-invasiven Stimmen nicht privalent war (97). Beide dieser
Studien deuten darauf hin, dass ¢z nicht unbedingt einen Virulenzfaktor fir eine invasive
Infektion darstellt, sondern dass eher sogar bei invasiven Entziindungsprozessen gegen
Stimme mit a selektiert wurde.

In der hier vorliegende Studie ergeben sich auch keine Hinweise auf eine
Bedeutung von @a als Virulenzfaktor bei systemischen Infektionen, da die
Blutkulturstimme von allen untersuchten Stimmen die geringste ¢za Privalenz aufwiesen.
Diese Ergebnisse sind also mit den Resultaten von van Leeuwen und Vancraeynest

ubereinstimmend.

Es kann in der Zusammenschau der Ergebnisse geschlossen werden, dass ¢za bei
der Osteomyelitis einen Virulenzfaktor darzustellen scheint, wohingegen bei der
Atemwegsinfektion bei der Mukoviszidose und einer invasiven . aureus Infektion mit
Bakteridmie S. aurens Stimme, bei denen ea nicht prisent ist, einen Selektionsvorteil zu

besitzen scheinen.

5.1.5 fnbA und tnbB

Die CF- Stimme zeigten in 84,6% der Fille eine Privalenz des Gens frnbA.
Annidhernd gleich viele der OM- Stimme besallen das Gen, und 92,1% der
Blutkulturstimme. Damit besteht eine etwas hohere Privalenz des Gens bei den invasiven
Stammgruppen im Vergleich zu den Nasenstimmen. Diese Beobachtung lésst
moglicherweise die Vermutung zu, dass bei den Infektionsstimmen solche selektiert
wurden, die das Gen fizbA aufweisen; aufgrund der fehlenden statistischen Signifikanz sind
diese Aussagen jedoch tatsichlich nur als Vermutungen zu werten.

Ahnliche Beobachtungen machten allerdings auch Peacock und Mitarbeiter in der
oben bereits erwihnten Studie. Die belegten, dass f#bA bei S. aureus Stimmen, die mit
invasiven Infektionen assoziiert sind, haufiger privalent ist als bei Nasenstimmen

Gesunder (73).
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Die Privalenz des Gens f#bB war bei allen untersuchten Stimmen 100%, so dass
hier keine Unterschiede zwischen CF- Stimmen und den anderen Stammgruppen
festgestellt werden konnen und entsprechend keine Rickschlisse auf etwaige

Virulenzfaktoren gezogen werden konnen.

Palmqvist und Mitarbeiter stellten 2005 heraus, dass bei einer S. awrens Infektion
bei Maiusen die f#b-Gene zur Induktion einer systemischen Entziindungsreaktion,
charakterisiert durch Gewichtsverlust und erhohter Mortalitit der untersuchten Miuse,
signifikant beitragen. Hieraus schlossen sie, dass die durch die f#b-Gene getriggerte
Bindung von S. awreus an Fibronektin wahrscheinlich mit der Entstehung einer
systemischen . aurens Infektion in Zusammenhang stehen kénnte (65). Dieser Beitrag der
fnb-Gene zur systemischen Entziindungsreaktion mag darin begriindet sein, dass durch die
Fibronektin-bindenden Proteine eine Internalisierung von . aurens in eine Reihe von
nicht-professionellen Phagozyten, wie zum Beispiel Endothel- und Epithelzellen, vermittelt
wird (15,20,72,88). Man vermutet, dass die Bakterien intrazellulir einer Phagozytose durch
professionelle Phagozyten in Form von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten des
Wirts entgehen konnen, und so auch vor der Wirkung von Antibiotika geschutzt sind (88).
Durch diesen intrazelluliren Schutz kénnten Langzeitkolonisationen von . awrens und
auch chronische S. aurens Infektionen begriindbar sein (15).

Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse einer Studie von McElroy und
Mitarbeitern, in der die Auspriagung von Lungengewebsverinderungen sowie bakterielle
Persistenz bei einer S. awurens induzierten Pneumonie in einem Rattenmodell untersucht
wurde (52). Die Studie zeigte, dass S. awrens Stimme, deren fnb-Gene deletiert worden
waren, ausgeprigtere Lungengewebsverinderungen hervorriefen als der Wildtyp. Aus den
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die durch die f#b-Proteine veranlasste Invasion von S.
anrens in Alveolarepithelzellen in diesem Modell einer . awrens Pneumonie keinen
Virulenzmechanismus von S. aurens im Sinne einer akuten Infektion darstellt. Daher wurde
von den Autoren postuliert, dass die Fibronektin-bindenden Proteine nicht fir die akute
Virulenz eines S. aureus Stammes wichtig sind, sondern sogar im Gegenteil die Virulenz
eines S. aurens Stammes durch die fnb-Adhisine zunichst gemindert werden konnte (52).
Als Erkliarungsansitze fithren die Autoren zweierlei Theorien auf: Zum einen konnten die
Stimme, bei denen die Fibronektin-bindenden Proteine nicht vorhanden sind, weniger

effizient von Neutrophilen eliminiert werden, da sie nicht an Fibronektin binden. Zum
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anderen konnte es durch die an Fibronektin gebundenen Bakterienstimme zu einer
Aktivierung der Alveolarmakrophagen kommen. Ob die fzb-Adhisine méglicherweise im
Rahmen einer chronischen Infektion einen Virulenzfaktor darstellen, wird in dieser Studie
nicht untersucht; es wird in diesem Modell nur die akute Infektionssituation untersucht.
Moglicherweise ist im Rahmen eines chronischen Infektes der Selektionsvorteil der
Internalisierung der Bakterien, die durch die Fibronektin-bindenden Proteine bedingt wird,
durchaus gegeben. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigen eine geringflgig
erhohte Privalenz von fnbA bei den von invasiven Infektionen isolierten Stimmen im
Vergleich zu den Stimmen von asymptomatischen Probanden; die Unterschiede sind
allerdings ~ statistisch nicht signifikant. Im Falle der Mukoviszidose und der
Osteomyelitisstimme handelt es sich bei den hier untersuchten Stimmen um chronische
Infektionen; die etwas erhohte Pravalenz der Fibronektin-bindenden Proteine unter den
Infektionsstimmen im Vergleich zu den Trigerstimmen koénnte Hinweise auf einen

Selektionsvorteil im Rahmen einer chronischen Entziindungsreaktion darstellen.

5.1.6 cIfA

In einer Studie von Moreillon und Mitarbeitern wurde herausgestellt, dass ¢/£4 eine
Rolle in der Virulenz von S. aureus Stimmen bei Ratten mit experimenteller Endokarditis
spielt (57). Eine andere Studie zeigte, dass ¢/£4 ein ausschlaggebender Virulenzfaktor bet
der septischen Arthritis darstellt (38). In der oben bereits erwihnten Studie von Palmqvist
und Mitarbeitern von 2005 wurde ebenfalls belegt, dass die Prisenz der Fibrinogen-
bindenden Gene ¢/£4 und ¢/B die Induktion von lokalisierten Gelenkinfekten potenzierte
(65).

In der hier vorliegenden Studie konnten keine Ruckschlisse beziiglich einer
moglichen Virulenz von ¢4  positiven Stimmen gegeniiber ¢/£4 negativen Stimmen
getroffen werden, da bei allen untersuchten Stimmen die Privalenz von ¢/£4 bei 100% lag.

Die in den oben erwihnten Studien herausgestellte Funktion von ¢4 als

Virulenzfaktor konnte hier also weder bestitigt noch widerlegt werden.
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5.1.7 clIfB

In einer Studie von Schaffer und Mitarbeitern wurde herausgestellt, dass «/B
negative Stimme eine verminderte nasale Kolonisation im Vergleich zu ¢fB positiven
Stimmen zeigten (82). Dies bestitigten auch O Brien und Mitarbeiter und erklirten diese
Beobachtung durch die Erkenntnis, dass ¢/B durch die Bindung an Cytokeratin 10 die
Adhirenz an Nasenschleimhautepithelzellen vermittelt (63).

Alle in der hier vorliegenden Studie untersuchten Nasenstimme wiesen das Gen
¢ifB auf, so dass der Zusammenhang zwischen nasaler Kolonisation und ¢/B Privalenz
durchaus nachzuvollziehen ist. Stimme, bei denen das Gen ¢/fB prisent ist, haben also
moglicherweise in Bezug auf die nasale Kolonisation einen Selektionsvorteil.

Eine Aussage zur Funktion von ¢fB als Virulenzfaktor lasst sich jedoch nicht
treffen, da auch die Stimme der anderen Stammgruppen zu 100% ¢/B aufwiesen, also keine

Unterschiede bestehen zwischen Infektions-assoziierten Staimmen und Tragerstimmen.

Moéglicherweise wiirden weitere Studien, die nicht wie in dieser Studie die
Pravalenz, sondern die Expression eines Gens untersuchen, genauere Rickschliisse auf die
Funktion der einzelnen Gene zulassen. Auf diese Weise wiirde ein etwaiger Unterschied in
Expression und Nicht-Expression eines Gens zwischen den Stimmen, die von einer
Infektion stammen (CF-, OM- und Blutkulturstimme) und den Trigerstimmen aufgedeckt
werden, der auf die Funktion des jeweiligen Gens als Virulenzfaktor hindeuten koénnte.
Solche Studien koénnten zum Beispiel mittels Westernblots oder Real-time-PCRs

durchgefithrt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Privalenz der Gene sdrC, sdrD,
sdrEl und emp hiufiger bei Infektions-assoziierten S. aureus Stimmen nachgewiesen wurde
als bei Triagerstaimmen; S. axreus Stimme, die diese Gene besallen, scheinen im Rahmen
des Infektionsprozesses selektiert worden zu sein. Hieraus kann mdglicherweise auf eine
Funktion dieser vier Gene als Virulenzfaktoren hingedeutet werden.

Die Privalenz von ¢na bei S. aurens Isolaten scheint bei der Osteomyelitis einen

Selektionsvorteil darzustellen. Die ¢z Privalenz stellt, den hier herausgestellten
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Ergebnissen zufolge und nach Vergleich dieser Ergebnisse mit denen anderer Studien, bei
der Osteomyelitis moglicherweise einen Virulenzfaktor dar.

Bei S. aureus Stimmen, die mit der Atemwegsinfektion bei der Zystischen Fibrose
assozilert sind, scheinen im Gegensatz zu den anderen untersuchen Stammgruppen auch

Stimme, die das Gen s47C nicht aufweisen, selektiert zu werden.

5.2  S. aureus Adhidsine bei Zystischer Fibrose

Etwa 90% der Patienten mit Zystischer Fibrose sterben aufgrund eines
respiratorischen Versagens durch die fortschreitende obstruktive Lungenerkrankung.

Die Pathogenese der Lungenerkrankung beginnt mit der erhohten Viskositit des
von Patienten mit Zystischer Fibrose produzierten Sekrets. Das wasserarme, hochviskése
Sekret kann nicht ausreichend aus den Bronchien eliminiert werden. Durch diesen
Sekretstau kann es zur Entstehung eines Emphysems mit Erhéhung des Totraums der
Lunge kommen. Dartiber hinaus begtinstigt das Sekret in den Bronchien eine bakterielle
Besiedlung, welche in vielen Fillen zu eitrigen Bronchitiden und Lobirpneumonien fiihrt.
Durch die chronischen Infektionen kommt es im Verlauf hdufig zu einem fibrotischen
Umbau des Lungengewebes.

Durch die bei der Zystischen Fibrose vorherrschenden pathophysiologischen
Bedingungen wie der vermehrte, viskdse Mukus an der Zelloberfliche, die verdnderte
Ionenkomposition und der verminderte Wassergehalt des Extrazellulirraums bestehen bei
einer S. awrens Infektion der Atemwege bei Patienten mit Zystischer Fibrose andere
Selektionsbedingungen als bei einer S. axreus Infektion von nicht-CF-Patienten. Auch im
Rahmen der chronischen Entziindung und bedingt durch die Wirkung der von
neutrophilen Granulozyten freigesetzten Sauerstoffradikale und proteolytischen Enzyme
wie die neutrophile Elastase kann es fiir die besiedelnden Bakterien zu einer Verinderung
der Selektionsbedingungen mit Verinderung des pH Werts und Temperaturerhhung
kommen. Weiterhin stellt der Einsatz verschiedener Antibiotika bei der chronischen
Atemwegsinfektion bei der Zystischen Fibrose einen hohen Selektionsdruck dar. Bei der
Zystischen Fibrose liegen also spezielle Bedingungen vor, an die sich . axreus im Rahmen

eines chronischen Entztindungsprozesses anpassen muss.
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In dieser Studie galt es, mittels PCR die Privalenz von 10 verschiedenen
Adhisionsproteinen bei S. aurens Stimmen von Mukoviszidosepatienten zu untersuchen,
und mit der Privalenz dieser Proteine bei anderen Infektions-assoziierten Stimmen und bei
Triagerstimmen von S. aureus zu vergleichen. Es sollte untersucht werden, ob sich die
chronische S. awrens Infektion mit den verinderten Selektionsbedingungen bei der
Mukoviszidose im Vergleich zu nicht- CF- Stimmen in der Privalenz der Adhisine
widerspiegelt.

Aussagen uber eine Verinderung der Privalenz von Adhisinen oder der Adhisin-
Expression im Verlauf einer chronischen Kolonisation und Infektion sind anhand dieser
Studie nicht méglich, da von jedem Patienten nur ein einziger S. aurens Stamm untersucht
wurde. Um Informationen dariiber zu erlangen, ob die chronische Kolonisation und
Infektion im zeitlichen Verlauf bei einem jeweiligen Bakterienstamm eine Auswirkung auf
die Privalenz oder Expression der Adhidsine haben, wiren nachfolgende Studien der S.
anrens Isolate der untersuchten CF-Patienten notwendig. Auf diese Weise liel3e sich auch
herausstellen, ob im Zuge der chronischen Atemwegsinfektion bei der Zystischen Fibrose
Verinderungen der Adhidsinausstattung stattfindet, zum Beispiel in Form einer Deletion
von Genen, wie sie von Goerke und Mitarbeitern im Hinblick auf eine Mobilisierung von

Phagen beschrieben wurde (25).

In den Ergebnissen dieser Studie lasst sich die Tendenz erkennen, dass die Stimme,
die von Patienten mit Zystischer Fibrose isoliert wurden, in der Privalenz der Adhisine
oftmals zwischen den invasiven Stimmen und den Tragerstimmen lagen. So befinden sich
bei den PCRs fir emp, sdrD, eap und fubA die Ergebnisse der CF-Stimme zwischen den
Werten der invasiven Infektionen (OM und BK) und denen der Nasenstimme. Die
Osteomyelitis- und Blutkulturstimme haben bei diesen PCRs den héchsten Prozentsatz
positiver Ergebnisse, gefolgt von den CF- Stimmen mit einer geringeren prozentualen
Privalenz der jeweiligen Gene. Die Nasenstimme wiesen bei den genannten PCRs die
geringste Pravalenz von Adhisinen auf. Beim Gen sdrE zeigten die Blutkulturstimme die
héchste Privalenz, gefolgt von den OM- und den CF Stimmen mit anndhernd der gleichen
Privalenz. Auch hier besalen die Nasenstimme die niedrigste Privalenz. Bei emp, sdrD
und s7rE sind diese Unterschiede statistisch signifikant unterschiedlich.

Moéglicherweise hat also bei der Zystischen Fibrose eine Selektion derjenigen S.

anrens Stamme stattgefunden, die die Adhisine emp, sdrD und sdrE aufweisen. Diese drei
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Gene sind in der vorliegenden Studie als potentielle Virulenzfaktoren herausgestellt
worden. Fine hohere Privalenzrate dieser Gene bei CF im Vergleich zu den
Trigerstimmen ldsst sich mit einer infektiésen Genese der Stimme vereinbaren. Da es
sich jedoch bei der Atemwegsinfektion der Zystischen Fibrose meist um eine chronische
Infektion handelt, ist der Selektionsdruck fir . aureus Stimme in Bezug auf die Privalenz
von Virulenzfaktoren vermutlich ein anderer als bei einer akuten Infektion, so dass die
niedrigere Privalenz der Gene emp, sdrD und sdrEE im Vergleich zu den Stimmen der
Blutkulturen, die je eine akute Infektion bedingten, dadurch begriindbar wire. Die
Selektionsbedingungen bei der chronischen Atemwegsinfektion bei CF Patienten, wie der
viskose Mukus in den Atemwegen, die verinderte Ionenkomposition des
Extrazellulirraumes, und die Wirkung der Entziindungsmediatoren (Sauerstoffradikale,
Elastase) konnte zu einem Selektionsvorteil derjenigen Stimme geftihrt haben, die eine
geringere Privalenz der Gene emp, sdrD und sdrE besal3en.

Bei dem Gen sdrC wiesen die CF Staimme die signifikant niedrigste Priavalenz im
Vergleich zu den anderen Stammgruppen auf. Scheinbar sind also Stimme, die s47C nicht
aufwiesen, bei der Mukoviszidose selektiert worden.

In einer Studie von Kahl und Mitarbeitern wurde herausgestellt, dass S. aureus in
vitro von respiratorischen Epithelzellen internalisiert werden und sich innerhalb der CF-
Trachealepithelzellen replizieren kann (42). Die intrazellulire Aufnahme von S. awreus
konnte also méglicherweise eine Erklirung sein, warum das Bakterium bei der Zystischen
Fibrose hdufig iiber Monate persistiert. Die intrazellulire Lokalisation kénnte S. aurens vor
der Immunabwehr des Wirts sowie vor den hiufig eingesetzten Antibiotika schiitzen.

In der oben bereits erwihnten Studie von McElroy und Mitarbeitern (52), sowie
einer Studie von Sinha et al (88) wurden die Fibronektin-bindenden Proteine in vitro fur
eine Internalisierung von §. aureus in Alveolarepithelzellen verantwortlich gemacht. Diese
Studien belegten ebenfalls eine durch die frnb-Proteine getriggerte Internalisierung von S.
anrens auch in andere nicht-professionelle Phagozyten (52). Nimmt man also an, dass die
beiden fnb-Gene eine Invasion von S. awrens in die Zellen bedingen koénnen, und
berticksichtigt man die Beobachtung, dass bei den CF-Stimmen in der vorliegenden Studie
eine hohere Privalenz des fnbA4 Gens verzeichnet wurde als es bei den Stimmen von
asymptomatischen S. aurens Triagern der Fall war, konnte man die Theorie postulieren, dass
im Rahmen des chronischen Entzindungsprozesses bei der Zystischen Fibrose eine

Selektion derjenigen Stimme stattgefunden hat, die beide fz6-Gene aufweisen, da sie durch
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die Privalenz der fzb-Gene leicht intrazellulir aufgenommen werden kénnen und so vor
der Immunabwehr des Wirts und vor Antibiotikatherapie geschiitzt Gberleben kénnen.
Eine Internalisierung von . aureus konnte méglicherweise auch die schnelle Rekolonisation
und die nach Beendigung der antibiotischen Therapie rezidivierend auftretenden

pulmonalen Infekte erkliren, die bei Mukoviszidosepatienten haufig auftreten.

5.3 Kombinationen der Virulenzfaktoren

Der Grofiteil von S. aureus Infektionen kann nicht durch das Wirken eines einzigen
Virulenzfaktors erklirt werden, und man vermutet ein Zusammenspiel verschiedener
Virulenzfaktoren wihrend eines Infektionsprozesses (73). Die grofle Bandbreite
verschiedener  Staphylokokkeninfektionen koénnte in  Zusammenhang mit der
unterschiedlichen Ausstattung des Erregers an Virulenzfaktoren oder mit dem Auftreten
bestimmter Kombinationen von Virulenzfaktoren stehen (73).

Von den mdglichen 1024 Kombinationsmdéglichkeiten der 10 betrachteten
Adhisine kommen bei den hier untersuchten Stimmen nur 28 Kombinationen tatsichlich
vor. Die 12 hiufigsten dieser 28 vorkommenden Kombinationen werden von bereits
89,1% aller Stimme reprasentiert. Eine signifikant unterschiedliche Verteilung der
Kombinationen zwischen den vier Stammgruppen fand sich bei 5 der Kombinationen,
niamlich bei den Kombinationen A, B, I, K und L (siche Tabelle 13).

Die Kombination A, B und I kommen bei den Nasenstimmen signifikant haufiger
vor als bei den Stimmen der anderen drei Gruppen. Bei all diesen drei Kombinationen
kommt das Gen sdrD nicht vor; bei der Kombination A kommen ebenso die Gene emp
und sdrE nicht vor, und bei der Kombination B kommt zusitzlich das Gen frb.A nicht vor.
Die in den bei den Nasenstimmen unterreprisentierten Gene emp, sdrl und sdrD  sind
genau jene Gene, die in dieser Studie als Virulenz-assoziiert herausgestellt wurden, was die
Vermutung nahe legt, dass auch Isolate, bei denen diese Gene nicht vorhanden sind, bei
der Kolonisation der Nasenschleimhaut selektiert wurden.

Die Kombination K, bei der alle Adhisine privalent sind, kommt bei den

Osteomyelitisstimmen signifikant am hédufigsten vor. Die Kombination L, die lediglich das
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Gen ¢na nicht aufweist, ist bei den Blutkulturstimmen signifikant am haufigsten vertreten.
Diese Kombinationen K und I, also die Privalenz aller Adhisine bzw. aller Adhisine bis
auf ora, sind bei den Nasenstimmen signifikant seltener vertreten als bei den anderen drei
Stammgruppen.

Unter den CF-Stimmen war keine der 12 haufigsten Kombinationen signifikant
Uber- oder unterrepriasentiert im Vergleich zu den anderen Stammgruppen.

Betrachtet man bei den 5 signifikanten Kombinationen nur die in dieser Studie als
potentielle Virulenzfaktoren herausgestellten Adhisine, also ewp, sdrC, sdrD und sdrE, so
fallt auf, dass die Kombinationen, die bei den Infektionsstimmen tberreprasentiert sind im
Vergleich zu den Nasenstimmen, jene Kombinationen sind, die die Virulenzfaktoren enzp,
sdrC, sdrD und sdrE in groBerer absoluter Anzahl enthalten. Diejenigen der signifikanten
Kombinationen, die diese moglicherweise virulenzvermittelnden Adhisine in geringer
Anzahl enthalten, kommen hingegen bei den Nasenstimmen hiufiger vor. So findet sich
bei den signifikant hiufiger vorkommenden Kombinationen A und B der Nasenstimme
nur eines der virulenzvermittelnden Adhisine, nimlich s#7C. In den Kombinationen K und
L, die bei den Infektionsstimmen (Osteomyelitis- und Blutkulturstimme) signifikant
hiufiger vorkommen als bei den Nasen- und CF- Stimmen, sind alle vier moglicherweise
virulenzvermittelnden Adhisine vertreten. Diese Beobachtungen konnten darauf
hindeuten, dass die Privalenz der Adhisine sdrC, sdrD, sdrEz, emp mit einer erhohten

Virulenz der Stimme einhergeht.

Sabat und Mitarbeiter berichteten 2005 tiber ihre Studie Gber die Privalenz der sdr-
Gene von insgesamt 497 S. aunrens Stimmen [151]. Sie verglichen die Pravalenz der Gene
von 259 Nasenstimmen mit derer von 98 Osteomyelitisstimmen und 52
Blutinfektionsstimmen und stellten heraus, dass die Kombination ,,sdrC positiv, sdrD und
sdrEl negativ® bei Stimmen, die von Patienten mit Osteomyelitis isoliert wurden, nicht
vorkommt. Sabat und Mitarbeiter schlossen hieraus, dass Isolate mit besagter Kombination
ein geringeres Potential besitzen, eine Knochenentziindung zu verursachen, als Isolate mit
anderen Kombinationen der sd-Gene. In der hier vorliegenden Studie kommt die genannte
Kombination der sdr-Gene unter den 12 haufigsten Kombinationen bei den OM-Stimmen
in den Kombinationen A, B, C, E und H insgesamt 9 Mal vor. Insgesamt vertreten waren
unter den 12 hidufigsten Kombinationen 44 der Osteomyelitisstimme. Dies entspricht

einem Prozentsatz von 20,45%. Vergleicht man hierzu die Ergebnisse der in den anderen
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drei Stammgruppen unter den 12 hiufigsten Kombinationen vertretenen 226 Stimme,
kommt die Kombination ,,s7rC positiv, sdrD negativ, sdrl2 negativ® insgesamt 44 mal vor,
was einem Prozentsatz von 19,46% entspricht. Der Unterschied zwischen den
Osteomyelitisstimmen und den restlichen Stimmen im Hinblick auf die besagte
Kombination der sd-Gene ist statistisch nicht signifikant (p=0,879). Somit kann aber das
von Sabat und Mitarbeitern genannte Ergebnis, dass . axreus Stimme, die kein sdrD und
sdrEE aufweisen, wohl aber sdrC, ein geringeres Potential besitzen, zu einer
Knochenentziindung zu fihren, mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie nicht belegt
werden. Moglicherweise kann diese Diskrepanz damit erklirt werden, dass es sich in dieser
Studie um Isolate von Patienten mit chronischer Osteomyelitis handelt, wohingegen zur
Art der Osteomyelitis in der Studie von Sabat et al. keine genauere Angabe gemacht wird,
es sich also vielleicht um Isolate einer akuten Form der Osteomyelitis handelt, die
sicherlich mit anderen Selektionsdriicken verbunden ist als die hier untersuchte chronische

Form.

Die Auswertung der in der vorliegenden Studie erlangten Ergebnisse deutet darauf
hin, dass im Infektionsprozess der Osteomyelitis jene Stimme einen Selektionsvorteil
besitzen, die ta aufweisen. Ebenfalls war sdrD bei den Osteomyelitisstimmen sehr haufig
nachzuweisen.

Die Kombination ,,sdrD positiv, cna positiv kam bei 19 der in den 12 hiufigsten
Kombinationen vertretenen 44 Osteomyelitisstimmen vor. Bei den anderen drei
Stammgruppen kam diese Kombination signifikant seltener vor. In Bezug auf die
Osteomyelitis scheint die Kombination ,,sdrD  positiv, cna positiv auf eine virulente

Kombination der Adhasine hinzuweisen.

In einer Studie von S. J. Peacock und Mitarbeitern wurde der Zusammenhang
zwischen der Anzahl der privalenten fzb-Gene und einer invasiven S. aurens Erkrankung
untersucht (70). Die mit einer invasiven S. aureus Infektion assoziierten S. awurens Isolate
besallen statistisch signifikant haufiger sowohl fzbA als auch fzbB, im Vergleich zu
Stimmen, die mit einem Tragertum von S. aureus assoziiert sind. Die Anzahl an Stimmen,
die beide fnb-Gene auswiesen, lag in der Studie von Peacock bei Nasentrigern bei 63,6%,
bei Endokarditis bei 85,3%, bei septischer Arthritis/Osteomyelitis bei 83,9%, und bei

orthopidischen Implantat-assoziierten Infektionen bei 75,5% (70). In der hier vorliegenden
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Studie lag die Anzahl der sowohl fzbA als auch fzbB aufweisenden Stimme bei den
Nasenisolaten bei 77,8%, bei den CF- Stimmen bei 84,6%, bei den Osteomyelitisstimmen
bei 84,8% und bei den Blutkulturstimmen bei 92,1%. Auch hier zeigte sich also bei den
invasiven Stimmen eine hédufigere Pravalenz beider Fibronektin-bindenden Proteine; die

Unterschiede waren jedoch nicht statistisch relevant.

5.4 Adhiésine als Angriffspunkt einer Therapie gegen S. aureus

Bei der stetig steigenden Anzahl an Antibiotika-resistenten S. aurens Stimmen
gewinnen neue antimikrobielle Behandlungsstrategien und Priventionsmoglichkeiten von
S. aurens  Infektionen zunehmend an Bedeutung. Der bakteriellen Adhision wird im
Rahmen des Entzuindungsprozesses eine grofie Bedeutung zugeordnet. Aus diesem Grund
stellen die Adhisionsproteine von S. aureus  einen wichtigen Angriffspunkt neuer
Therapieoptionen dar.

Neuere Forschungsinhalte bestehen derzeit darin, Impfstoffe und gegen die Adhisine
gerichtete Antikérper zu entwickeln, um damit direkt in die bakterielle Kolonisation und
somit in eine potentiell nachfolgende Infektion einzugreifen (78).

Eine Immunisierung mit einem Antikérper gegen ein Adhasionsprotein von S.
anrens wirde jedoch nur dann Sinn machen, wenn es sich um ein Adhisin handelt, das bei
moglichst vielen Stimmen von S. aureus privalent ist. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen
eine hohere Privalenz einiger Adhisine im Vergleich von Infektionsstimmen und
Nasenstimmen von S. aureuns. Hierdurch wird deutlich, dass die Adhisine durchaus eine
wichtige Rolle als Ansatzpunkt einer Therapie gegen S. aureus Infektionen darstellen
konnten, sowohl die Priavention akuter Infektionen als auch besonders der Chronifizierung

von S. aurens Infektionen.
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5.41 cna

In einer der ersten Studien, die sich mit Impfstoffen gegen 5. aureus betasste, wurde
von Nilsson et al 1998 herausgestellt, dass die aktive Immunisierung von Mausen mit
einem rekombinanten Fragment der A-Region des Adhisins e zu einem signifikant
erhéhtem Uberleben einer Inokulation mit S. aurens fiihrte, als es bei nicht-immunisierten
Maiusen der Fall war (61). Die passive Immunisierung mit ca-spezifischen Antikérpern
schiitzte die Mduse ebenso vor einem Sepsis-bedingten Tod (61). Diese Beobachtung
machten auch Smeltzer und Mitarbeiter. In ihrer Studie fithrte eine Immunisierung mit
einem rekombinanten Fragment von ¢za zu einem Schutz gegen Tod in Folge einer Sepsis
und minderte auflerdem die bakterielle Kolonisierung von Knochenmaterial (90).

Visai und Mitarbeiter charakterisierten einige gegen ¢na gerichtete Antikorper. Die
meisten der getesteten AntikOrper waren in der Lage, mit der Bindung von S. awrens an
kollagenhaltige Oberflichen zu interferieren. Einige Antikorper waren sogar in der Lage,
bereits an kollagenhaltige Substrate gebundene Bakterien wieder abzulésen (99).

Eine neue Studie von Therrien und Mitarbeitern untersuchte die immunologischen
und protektiven Figenschaften einer ¢na-basierten DNA Immunisierung (94). Die
immunisierten Miuse bildeten hohe Titer eines gegen ca gerichteten Antikérpers aus. In
vitro verhinderten diese Antikorper die Bindung an Kollagen; die immunisierten Mause
waren jedoch in vivo nicht gegen eine intraperitoneale S. aurens Applikation geschiitzt

(94).

Es wird vermutet, dass die Bindung von §. aurens an Kollagen einen wichtigen
Punkt in der Pathogenese von muskuloskeletalen Infektionen darstellt (90). Infektionen wie
Arthritis und Osteomyelitis sind durch Antibiotikatherapie allein meist schwierig zu
behandeln (99). Die gezielte Immunisierung gegen ¢za, die eine Ablosung der Bakterien von
den Geweben des Wirts bedingen kann, erscheint also eine sinnvolle gezielte
prophylaktische Strategie gegen Osteomyelitis und septische Arthritis. Durch die Ablosung
der Bakterien von den kollagenhaltigen Geweben des Wirts wiirden sich die Bakterien in
einer Art Suspension befinden, wo sie zuginglicher fir die korpereigene Immunabwehr
und fur die eingesetzten Antibiotika sein konnten (99). FEine breite Anwendung dieser

gegen ¢na gerichteten Impfstoffe oder Antikorper als Immunisierung gegen andere Arten
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von S. aureus Infektionen scheint aber nicht ideal zu sein, da einerseits nur ein Teil der .
anrens  Stimme ¢ona aufweisen (90), und andererseits klinische Studien eine Wirksamkeit

solcher Immunisierungen widerlegen (94).

5.4.2 ciIfA

2001 veroffentlichten Joseffson et al Ergebnisse tiber eine Immunisierung mit
rekombinanten Fragmenten von ¢/fA4, die zeigten, dass immunisierte Mduse eine geringere
Schwere und Ausprigung einer septischen Arthritis aufwiesen als nicht immunisierte
Miuse, und aulerdem in einer geringeren Anzahl der Fille einen staphylokokkenbedingten
septischen Tod erlitten (38). In dieser Studie wurde auflerdem im Sinne einer passiven
Immunisierung Miusen intraperitoneal IgG Fraktionen injiziert, die von den im ersten
Schritt immunisierten Miusen gewonnen worden waren. Hier zeigte sich eine wesentlich
geringere Auspriagung einer hervorgerufenen Arthritis (38). In einer anderen Studie wurde
mittels eines humanen polyklonalen Immunglobulins, das erhéhte Mengen eines ¢/£A-
Antikérpers enthilt, eine die konventionelle antibiotische Therapie unterstiitzende
Behandlung einer infektioser Endokarditis untersucht (98). Die Ergebnisse belegten bei
den mit diesem Immunglobulin passiv immunisierten Kaninchen sowohl eine erhéhte
Eradikation von Bakterien aus dem Blutkreislauf als auch von den Vegetationen an
Herzklappen (98).

Patti veroffentlichte 2004 eine Studie tber einen humanisierten monoklonalen
Antik6rper mit einer hohen Affinitit und Spezifitit fur «f4. Es wurde in einem
Septikamie- und in einem Endokarditismodell von einem signifikanten Schutz vor einer
intravenésen MRSA-Applikation bereits nach einer einmaligen Gabe dieses Antikérpers
berichtet (66).

Domanski und Mitarbeiter arbeiteten an der Entwicklung  eines anti-¢/£4
monoklonalen Antikérpers zur Behandlung von . aurens Infektionen. Die Ergebnisse
belegen in einem Kaninchen- Endokarditismodell einen Schutz vor intravends appliziertem
S. aurens (13). In einer fritheren Studie fithrte eine einzelne Infusion mit monoklonalen
Antikorpern gegen ¢/fA zu einem Schutz gegen intravends applizierte MRSA Stimme
(28,60).

Die hier genannten Studien zeigen im Hinblick auf die Wirksamkeit einer

Immunisierung gegen ¢/£A gute Ergebnisse. Aullerdem erfillt ¢/£4 nach den in dieser Studie
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erhobenen Ergebnissen die Anforderung an einen Zielpunkt einer Immunisierungstherapie,
bedingt dadurch, dass nahezu alle §. aureus-Stimme dieses Gen aufweisen. ¢/£A4 scheint
deshalb ein geeigneter Angriffspunkt fir prophylaktische und therapeutische

Immunisierungen gegen S. aurens Infektionen zu sein.

5.4.3 clfB

efB  vermittelt die Adhirenz an Cytokeratin 10, wie es an den Oberflichen
humaner Nasenepithelzellen vorkommt (63). Man vermutet, dass dadurch die Adhirenz
von S. anrens an Nasenepithelzellen erkldrbar ist, und dass somit ¢//B eine wichtige Rolle in
der nasalen Kolonisation von . aureus spielt (63).

In neueren Studien wurde gezeigt, dass die Immunisierung von Miusen mit einem
monoklonalen ¢/fB Antikrper zu einer signifikant geringeren nasalen Kolonisation fiithrte
(82). Da in vielen Studien gezeigt wurde, dass eine nasale Kolonisation mit §. axreus einen
entscheidenden Faktor in der Initialisierung eines Infektionsprozesses darstellt (71,100)
konnten Immunisierungen mit solchen Antikérpern eine Moglichkeit bieten, S. aureus
Infektionen zu vermeiden.

Die Privalenz des Gens ¢fB konnte in der hier vorliegenden Studie in allen
untersuchten Stimmen nachgewiesen werden, so dass Vakzinierungsstrategien gegen ¢/fB

geeignet scheinen, um S. aureus Infektionen zu unterbinden.

5.4.4 fnbA

In einer Studie von Mamo et al von 1994 wurde nachgewiesen, dass die
Immunisierung von Mausen mit Fusionsproteinen der Fibronektin-bindenden Region von
fnbA zu einem signifikant selteneren Auftreten einer schweren Mastitis fithrte (49). Hieraus
schlossen Mamo und Mitarbeiter, dass die Immunisierung mit rekombinantem f#b.A einen
Schutz gegen S. aurens gewihrleistet (49).

Schennings und Mitarbeiter zeigten 1993, dass die Immunisierung von Miusen mit
Fusionsproteinen aus Beta-Galaktosidase und der Fibronektin-bindenden Domine des

Fibronektin-bindenden Proteins nach intravendser . awrews — Applikation zu einer
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signifikant geringeren bakteriellen Besiedlung der Aortenklappen fithrt (83). Die
Wissenschaftler folgerten, dass die Immunisierung mit f#bA einen Schutz vor einer
experimentellen Endokarditis gewihrleistet.

Da in dieser Studie die Gene der Fibronektin-bindenden Proteine bei allen hier
untersuchten Stimmen nachgewiesen wurden, scheinen Vakzinierungsstrategien gegen die
Fibronektin-bindenden Proteine ein geeignetes Ziel einer Pravention von . aureus

Infektionen darzustellen.

5.4.5 Rekombinante Proteine

In der von Zhou et al. 2006 veroffentlichten Studie wurde ein signifikant
verlingertes Uberleben von Miusen beobachtet, die mit einem rekombinanten Protein ¢za-
fnb geimpft wurden, und anschlieSend einer . aurens Inokulation ausgesetzt waren (105).
Es wurde daraus geschlossen, dass die Impfung mit diesem rekombinanten Protein eine
viel versprechende Privention gegen S. aurens Infektionen darstellen konnte (105).

Castagliuolo et al. veroffentlichten 2006 eine Studie, in der die intranasale
Immunisierung von Miusen mit einer DNA-Mischung, die fir die Adhisine fzbA, cna, efb
und ¢/fA kodierten, zu einem signifikanten Level an spezifischem Immunglobulin mit einer
daraus  resultierenden  geringeren  Adhasion von S.  awrens an  bovinen
Brustdrisenepithelzellen fithrten (6). Des Weiteren zeigten sich bei immunisierten Mausen
im Vergleich zu nicht-immunisierten Maiusen eine signifikant geringere Anzahl an
Bakterien in den Brustdriisen, nachdem 48 Stunden vorher bei beiden Gruppen 5x10°
Kolonie-bildende Einheiten (KBE) von . awrens in die Zitzenkanile der Miuse
eingebracht worden war  (6). Diese FErgebnisse deuten an, dass eine mukdse
Immunisierung mit Adhisinen eine Privention gegeniiber einer S. aurews induzierten
Mastitis herbeiftihren konnte.

Diese beiden Studien belegen, dass auch die aktive Immunisierung mit
rekombinanten Adhidsinen einen Erfolg in Bezug auf den Schutz vor S. aurens Infektionen

zu haben scheint.
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5.5  Schlussfolgerung

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie lassen sich Hinweise auf die Funktion
der Adhisionsproteine im Hinblick auf die Virulenz eines S. awrens Stammes im

Hintergrund unterschiedlicher Infektionen erzielen.

Die Virulenzfaktoren von §. aureus einer besonderen Untersuchung zu unterziehen
ist insbesondere wegen der immer héufiger auftretenden Anzahl Antibiotika- resistenter
Bakterienstimme ein wichtiges Ziel der heutigen Forschung, um dadurch Ansatzpunkte
neuer Priaventions- und Therapiestrategien zu entwickeln. Diese Studie trigt dazu bei,
indem sie die Privalenz derjenigen Virulenzfaktoren in klinischen Isolaten untersuchte, die
fir einen ersten Schritt in der Pathogenese von . aureus- Infektionen, der Adhision,

verantwortlich und somit auch mit der Virulenz des Erregers assoziiert sind.

Weitere Studien werden notwendig sein, die Adhasine im Hinblick auf ihre genaue
Funktion als Virulenzfaktor zu untersuchen, hiermit im Zusammenhang stehende
Priventions- und Therapiestrategien gegen S. aurens weiter zu entwickeln, sowie diese in
vitro und in vivo zu testen.

Denkbar als optimales Ziel von . aurens Immunisierungen wire ein rekombinantes
Adhasin, das aus denjenigen Adhiasionsproteinen besteht, die in der vorliegenden Studie als
Virulenz- assoziiert herausgestellt wurden. Im Vergleich zu den . aurens Stimmen, die von
den gesunden Probanden isoliert wurden, zeigten sowohl die CF-Stimme als auch die
OM- und die Blutkulturstimme signifikant hohere Privalenzen der Gene emp, sdrD und
sdrE. Denkbar wire also ein rekombinantes Vakzin, das aus Genen der Adhisine besteht,
um Grundlage einer Immunisierung gegen S. aurens Infektionen darzustellen.

Die Kombination mit den clumping factors ¢/£4 und ¢//B und den Fibronektin-
bindenden Proteinen fzbA und fubB, die von fast allen S. awrens Stimmen exprimiert
werden, konnte ein weiterer Ansatz fiir immunologische Priventions- und
Therapieoptionen gegen . aureus Infektionen sein.

Durch eine wirksame Privention und Therapie von S. aureus Infektionen kénnten
Inzidenz und Mortalitit von S. aureus Infektionen gesenkt werden. Fur Patienten mit
Zystischer Fibrose konnte dieses moglicherweise einen deutlichen Anstieg der

Lebensqualitit und -erwartung bedeuten.
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6 Zusammenfassung

Viele Studien haben bisher herausgestellt, dass Proteine, die die Adhirenz eines
Bakteriums an Wirtszellen gewihrleisten, als Virulenzfaktoren fungieren kénnen, und dass
die Ausstattung der Erreger mit Adhidsinen moglicherweise mit der groen Bandbreite der
S. aurens Infektionen im Zusammenhang steht.

Die vorliegende Studie befasste sich mit der Privalenz von Adhisionsproteinen bei
78 Stimmen, die aus Rachenabstrichen oder Sputumproben von Patienten mit Zystischer
Fibrose isoliert wurden. Ziel war es, herauszustellen, ob sich bei den S. aurens Isolaten von
Mukoviszidosepatienten eine besondere Ausstattung mit Adhdsinen findet. Daher wurde
die Adhisinausstattung bei diesen CF Stimmen mit der Adhédsinausstattung bei klinischen
S. aurens-Isolaten, die von verschiedenen Infektionen und von gesunden nasalen Trigern
isoliert wurden, verglichen.

Dafir  wurden S.  aureus Stimme von Patienten mit chronischen
Atemwegsinfektionen bei Zystischer Fibrose analysiert, weiterhin Stimme von Patienten
mit Osteomyelitis, Stimme aus Blutkulturen von Patienten mit verschiedenen Infektionen
(Katheter-assoziierte Infektionen, Abszesse, Wundinfektionen, Pneumonien,
Gelenksempyeme, Pankreatitis, Endokarditis und andere ) sowie von gesunden . awreus
Tragern.

Die Stimme wurden mittels PCR auf die Privalenz der Adhisine eap, emp, fnbA,

fnbB, dfA, cifB, sdrC, sdrD , sdrEE und ¢na untersucht.

Die untersuchten CF-Stimme wiesen allesamt die Gene f#bB, c/fA und c/fB auf. Bei
tber 90% der untersuchten CF-Stimme waren die Gene eap, emp, sdrC vorhanden. Das
Gen fnbA war bei iiber 80% der Stimme privalent. Uber die Hilfte der CF Stimme
wiesen die Gene sdrD und sdrE auf, und das Gen ¢za war nur bei weniger als der Hilfte der

Stimme privalent.

Signifikante Unterschiede ergaben sich im Vergleich der vier klinischen Gruppen

bei den Genen emp, sdrC, sdrD, sdrlZ und cna.

Die S. aurens Stimme der Mukoviszidosepatienten wiesen signifikant seltener das

Gen sdrC im Vergleich zu den anderen Stammgruppen auf.
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Die Gene emp, sdrD und sdrEE wurden bei den Mukoviszidosestimmen signifikant
hiufiger nachgewiesen als bei den Trigerstimmen, jedoch signifikant seltener als bei den
Blutkulturstimmen.

Die Privalenz der Gene emp, sdrC, sdrD und sdrlZ war bei Stimmen, die von
Patienten mit einer Bakteridmie isoliert worden waren, signifikant hdufiger als bei den
Stimmen, die von Patienten mit Zystischer Fibrose stammten und denen von
asymptomatischen S. aurens Trigern. Weiterhin waren bei den Osteomyelitisstimmen und
Blutkulturstimmen im Vergleich zu den Trigerstimmen jene Kombinationen der
Adhisionsproteine Uberreprasentiert, welche sidmtliche dieser 4 Gene aufwiesen.
Dahingegen waren bei den Trigerstimmen solche Kombinationen iiberreprisentiert, bei

denen diese 4 Adhisine in geringer Anzahl privalent waren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass das Fehlen von sdrC
S. aurens Stimmen bei den chronischen Atemwegsinfektionen bei der Zystischen Fibrose
einen Selektionsvorteil gewihrtleisten konnte.

Da die von Patienten mit Zystischer Fibrose isolierten S. awrews Stimme die
Adhisine emp, sdrD und sdrE2 signifikant haufiger aufwiesen auf als die Tragerstimme,
konnen hieraus moglicherweise Ruckschlisse gezogen werden, dass die speziellen
Bedingungen an §. awrens Stimme bei der chronischen Atemwegsinfektion bei CF
Patienten, wie zum Beispiel der viskdse Mukus in den Atemwegen und die verdnderte
Ionenkomposition des Extrazellularraumes, zu einem Selektionsvorteil derjenigen Stimme
gefithrt haben, die eine hohere Privalenz der Gene emp, sdrD und sdrE besal3en.

Weiterhin bestehen Hinweise darauf, dass die Gene, die fir die Adhisine ezp, sdrC,
sdrD und sdrEE kodieren, bedeutende Virulenzfaktoren fir die Osteomyelitis oder eine
Bakteridmie darstellen.

Das Gene cna wiesen die Stimme von Patienten mit Osteomyelitis signifikant
hiufiger auf als die anderen Stammgruppen. Das Gen sdrD war bei fast 80% der OM-
Stimme pravalent. Eine gemeinsame Pravalenz der beiden Gene a und sdrD war bei den
Osteomyelitisstimmen  signifikant hédufiger als bei den anderen Stammgruppen. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ez und sdrD bei der Osteomyelitis einen besonderen

Virulenzfaktor darstellen.
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Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Privalenz der Gene sdrC, sdrD,
sdrEl und emp hiufiger bei Infektions-assoziierten S. aureus Stimmen nachgewiesen wurde
als bei §. anrens Stimmen, die von gesunden Probanden isoliert wurden. Stimme, die diese
Gene besallen, scheinen im Rahmen des Infektionsprozesses selektiert worden zu sein.
Dies kann moglicherweise auf eine Funktion dieser vier Gene als Virulenzfaktoren

hindeuten.

Durch die Ergebnisse dieser Studie konnte die Bedeutung von Virulenz-assoziierten
Adhisionsproteinen, die bei der chronischen S. aurens Kolonisation und/oder Infektion
eine Rolle spielen kénnten, verdeutlicht werden. Die Identifikation der Virulenzfaktoren
von S. aurens ist ein wichtiger Schritt, um neue Therapieoptionen zu entwickeln, die es

ermoglichen, S. aureus Infektionen sowie deren Chronifizierung zu verhindern.
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Anhang

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ul
BK

bzw
CFTR
cifA
B

cna
DNA
dNTP

mM

mmol/1
MRSA
MSCRAMM
n

N

OM

PCL

PCR

Rpm

Mikroliter

Ampere

Blutkulturstimme

base pairs

beziehungsweise

Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
Clumping factor A

Clumping factor B

collagen adhesin

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
extracellular adherence protein
Ethylendiaminotetraessigsiure
extracellular matrix protein binding protein
et alteri

fibronectin binding protein A

fibronectin binding protein B

20% Glycerin, 50mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau, 0,5% Sarkosyl
aqua destillata

inklusive

Kilobase

Kolonie-bildende Einheiten
Leucin-Prolin-x-Threonin-Glycin

Mol

MHC class II analogous protein
Milligramm

Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimol

Millimol pro Liter

Methicillin-resistenter Staphylococcus anreus
Microbial surface components recognizing adhesive matrix molecule
numerus

Nasenstamme

Osteomyelitis

Periciliary liquid layer

Polymerase chain reaction

rounds per minute



S. aureus

S. epidermidis
sdrC

sdrD

sarE

sek

TAE

TE

Tris- HCL
v

Staphylococcus anreus

Staphylococcus epidermidis

Serine-Aspartate-repeat containing protein C
Serine-Aspartate-repeat containing protein D
Serine-Aspartate-repeat containing protein E
Sekunde

Tris-Actat-EDTA- Puffer

Tris- EDTA Puffer
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid
Volt

II



III



1Y%



