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ZUSAMMENFASSUNG

Die Biofilmbildung von Staphylococcus aureus wihrend der
Langzeitpersistenz in den Atemwegen von Mukoviszidosepatienten

Kohler, Daniel Frederik

In dieser Arbeit wurde die Biofilmbildung langzeitpersistierender Staphylococcus au-

reus-Staimme in den Atemwegen von Mukoviszidosepatienten untersucht.

Zur Identifizierung persistierender S. aureus-Stimme untersuchten wir Isolate von Mu-
koviszidosepatienten, die im Rahmen einer Longitudinalstudie isoliert worden waren.
Bei kontinuierlichem S. aureus-Nachweis liber mehr als fiinf Jahre erfolgte die Identifi-
zierung klonaler Stdimme am Anfang und Ende einer Nachweisperiode mittels PCR der
cap-, agr- und spa-Region. Bei Ubereinstimmung der spa-Typen wurde von klonalen
Stammen ausgegangen. Diese unterzogen wir einem Biofilmadhésionsassay. Der Bio-

film wurde anschlieBend photometrisch bei 655nm gemessen.

Unter den Isolaten aller Patienten stellten wir eine erhohte Prévalenz des Kapseltyps 8
vor 5 (68,7% vs. 31,1%) fest. Des Weiteren ergab sich eine Verteilung der agr-Typen
zugunsten der Auspriagung von agr 1 und III (46,4% & 29.4%). Wir ermittelten eine
Mutationsrate der Region X des spa-Lokus von 211,8 Monaten je Mutation. Die Bio-
filmbildung von S. aureus reichte von geringer bis hin zu starker Produktion und war im
Vergleich zu Staphylococcus epidermidis RP62A insgesamt schwach ausgepriagt (Mit-
telwert 0,3336, 95% KI 0,2897 - 0,3775). Faktoren wie Besiedlungsdauer, Ko-
Besiedlung, agr- oder cap-Typ hatten keine Auswirkungen auf den Biofilm (p>0,05).

S. aureus unterliegt multiplen Einflussgréfen in den Atemwegen von Mukoviszidosepa-
tienten. Hierdurch kommt es zur phédnotypischen Diversifizierung, die zu einer hetero-
genen Biofilmexpression fiihrt. Es konnte keine Korrelation zwischen der Biofilmbil-
dung und der Langzeitpersistenz von S. aureus festgestellt werden.

Tag der miindlichen Priifung: 02.12.2015
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1 Einleitung

Staphylokokken wurden 1880 zum ersten Mal durch Sir Alexander Ogston als in Hau-
fen vorkommende Mikroorganismen beschrieben und in seiner Abhandlung ,,Micrococ-
cus Poisoning” den von Theodor Billroth zuvor entdeckten in Ketten wachsenden

Streptokokken gegentiibergestellt [80].

Staphylococcus aureus zéhlt zur Familie der Staphylococcacea, ist ein grampositiver,
Katalase- sowie Koagulase-positiver Keim, der in der Lichtmikroskopie als 6-8um gro-
Bes Kugelbakterium zu erkennen ist. Der Erreger teilt sich in alle Richtungen des Rau-
mes und ordnet sich auf Grund seiner Unbeweglichkeit in Haufen an.

Die Kolonien auf Blutagar konnen in duBerst unterschiedlicher GroBe auftreten und sind
meist weil} bis gold-gelb.

Der Mensch stellt ein natiirliches Reservoir von S. aureus dar. Auch andere Lebewesen
wie Haus- oder Masttiere konnen durch den Keim besiedelt sein und ihn auf den Men-
schen iibertragen [7]. S. aureus-Stimme konnen sich jedoch in ihrer Wirtsspezifitét,
z.B. bedingt durch unterschiedliche Ausbildung von Hiamoglobin-bindenden Proteinen,
unterscheiden [62]. Dies stellt ein mogliches Hindernis fiir die Uberlebensfihigkeit des

Erregers in verschiedenen Organismen dar.

Eine Kolonisation durch S. aureus ist wesentlich hiufiger als eine Infektion [61]. Die
typischen Besiedlungsrdume sind die Nasenvorhofe und die Axillarregion [12], wobei
S. aureus im Vestibulum nasi am hdufigsten nachgewiesen werden kann und dort auch
eher persistiert als an anderen Kdorperstellen. 10 bis 40% der Bevolkerung in Deutsch-
land ist an diesem Ort besiedelt [23].

Die genannten Korperregionen teilen beim Menschen die histologische Gemeinsamkeit
einer grofen Anzahl apokriner Schweidriisen, wobei Staphylokokken direkt auf der
Hautoberflache oder in Poren gefunden werden konnen. Die Besiedlung der Haut geht
allerdings hédufig mit der Besiedlung der Nase einher. Der isolierte Keim ist in den
meisten Fillen derselbe, sodass die Nase bei diesen Patienten die Quelle der Kolonisati-

on darstellt [105]. Dies bestitigt sich durch die Tatsache, dass nach einer lokalen Mupi-



rocin-Therapie der Nase der Keim in der Regel an anderen Korperstellen auch nicht
mehr nachgewiesen wird [53].

Man kann grundséatzlich zwei divergente Triagermuster beschreiben: Persistierende Tra-
ger (ca.20%) und nicht-persistierende Trager (ca.80%). Menschen mit einer dauerhaften
Besiedlung durch S. aureus weisen ein anderes Antikorpermuster auf als nicht-
Dauertrdager und haben ein erhohtes Risiko einer Infektion durch den Keim [8]. Es ist
bemerkenswert, dass die Rate konstanter Trager unter Kindern hoher ist als unter Er-
wachsenen [23].

Bis heute konnte nicht vollstindig geklart werden welche Merkmale zu diesen verschie-
denen Trédgertypenfiihren. Die Interaktion zwischen S. aureus und dem Menschen ist
vielfdltig und hingt genauso von Wirtsfaktoren ab wie von Faktoren des Mikroorganis-
mus selbst. So konnte gefolgert werden, dass bestimmte genetische Varianten von Inter-
leukin-4- und Glukokortikoidrezeptoren, die zu einer geringeren Immunabwehr fiihren,
eine persistierende nasale Besiedlung bedingen konnen [7]. Im Gegensatz dazu ist nur

wenig iiber die bakteriellen Faktoren der Besiedlung von Schleimhéuten bekannt [27].

S. aureus wird i.d.R. per Kontakt iibertragen. Dies kann entweder die direkte Beriih-
rung zwischen einem Triager und einem Nicht-Trager sein oder indirekt iiber kontami-
nierte Gegenstdnde geschehen [38, 61]. Der Zeitpunkt einer Erstbesiedlung mit S. au-
reus ist haufig frith. Je ldnger ein Neugeborenes nach seiner Geburt im Krankenhaus
verweilt, desto eher konnen Staphylokokken nachgewiesen werden [105]. Neugeborene,
die bei der Entlassung noch nicht besiedelt waren, werden dies zu iiber 40% bereits in-
nerhalb des ersten Monats, wobei die Mutter oft Ausgangspunkt der Kolonisation ist
[81]. In mehr als 40% aller Haushalte sind einer oder mehrere Mitglieder Tréger von S.
aureus [73]. Neben diesen typischen Besiedlungsmechanismen darf nicht aufler Acht
gelassen werden, dass Staphylokokken unter bestimmten Bedingungen mehrere Tage
auf Oberfldchen tiberleben kdnnen und auch dann noch pathogen bleiben [71]. Somit

kann auch der Kontakt mit der unbelebten Umwelt zur Ubertragung fiihren.



1.1 Staphylococcus aureus

Die Pathogenitit von S. aureus ist duBerst komplex und ergibt sich aus dem Zusammen-
spiel vieler Regelkreise sowie Umwelteinfliisse. Das Spektrum der Virulenzfaktoren
umfasst eine weite Palette an zellgebundenen und extrazelluldren Produkten, die wih-
rend einer Infektion koordiniert exprimiert werden [13]. Mit Hilfe dieser Faktoren si-
chert das Bakterium sein Uberleben im Wirtsorganismus. Mit ihnen heftet es sich an
Zellen, wandelt Gewebe zu Nahrstoffen um und entrinnt der Immunabwehr des Wirtes
[21, 76].

Die Zusammensetzung der Virulenzfaktoren wird maBgeblich durch Zelldichte, ver-
fiigbare Energie und Umwelteinfliisse bestimmt. Sie werden nicht um jeden Preis gebil-
det, denn der Erhalt der Funktionsfdhigkeit des Keims steht im Vordergrund. Wenn
Energie und Nahrung nicht ausreichend zur Verfiigung stehen, werden primér ,,house-
keeping* Proteine hergestellt und die Produktion von Virulenzfaktoren sinkt [75].
Anhand von Transkriptionsprofilen konnte gezeigt werden, dass S. aureus Adhésine
und oberflichengebundene Faktoren in der exponentiellen Wachstumsphase bildet,
wiéhrend post-exponentiell nach Zunahme der Keimdichte sezernierte Proteine das Bild
bestimmen [14, 75]. Es bleibt aber zu beachten, dass dies nur ein grobes Schema dar-
stellt. Man muss auf Grund der Komplexitét regulatorischer Mechanismen und Einfliis-
se die Virulenz von Staphylokokken eher als ein Gesamtkonstrukt interagierender Me-
chanismen sehen, als einen stringenten Ablauf von Expressionen anzunehmen [13].
Obwohl sie sehr zahlreich sind, konnen die meisten der Virulenzfaktoren von S. aureus

in eine der folgenden Gruppen eingeteilt werden:

1. Oberflachenproteine, die Adhésion, Internalisierung und Kolonisation vermitteln

2. Toxine und Enzyme, die Gewebeschdden, Entziindung und Dissemination ver-
anlassen

3. Oberflachenfaktoren, die die Phagozytose beeinflussen

4. Faktoren, die das Uberleben in Phagozyten verbessern

5. Superantigene und andere immunmodulatorische Molekiile [68]



Die genetische Information der Virulenz vermittelnden Produkte (Virulon) liegt einer-
seits auf mobilen Anteilen der DNA, wie z.B. ,,pathogenen Inseln“ (Toxic shock syn-
drome toxin-1), andererseits ist sie in das bakterielle Chromosom integriert (z.B.
Staphylokinase) [7, 27]. Die Expression der einzelnen Produkte wird durch globale re-
gulatorische Elemente koordiniert. Die beiden zentralen Gruppen sind die Proteine der
SarA-Familie und die ,,two component regulatory systems* (TCRS).

Die Proteine der SarA-Familie werden besonders wéhrend der exponentiellen Wachs-
tumsphase gebildet. Entsprechend des oben erwdhnten, vereinfachten Schemas, fordern
sie die Expression von Adhésinen. Aulerdem ist sar4 ein Aktivator des akzessorischen
Genregulators (agr). Agr ist der bedeutendste Vertreter der TCRS. Er wird zu Beginn
der post-exponentiellen Phase verstirkt induziert [14]. Auf diese Komponente wird im

Folgenden genauer eingegangen.

Abb. 01: S. aureus-Kultur auf Blutagar nach 24h Inkubation bei 37°C

1.2 Akzessorischer Genregulator (agr)

agr, einer der wichtigsten Regulatoren der Virulenz von Staphylokokken, ist innerhalb
des gesamten Genus stark konserviert. Das agr-Operon kodiert fiir ein Quorum-
Sensing-System, sowie ein pleiotropes, regulatorisches RNA-Molekiil [32, 88]. Das
Operon hat eine ungefdhre GesamtgroBe von 3 Kilobasen (kb) und enthilt zwei diver-

gente Promotoren (P2 & P3) [75]. Durch eine stetige basale Transkriptionsaktivitit wird



gewihrleistet, dass dieses System auf Verdnderungen der Populationsdichte reagieren
kann [88].

Das Transkript des P2-Promoters kodiert fiir das Quorum-Sensing-System, bestehend
aus vier Proteinen (AgrA, AgrB, AgrC, AgrD). AgrD kodiert fiir ein Propeptid, das
durch das membranstindige AgrB zum autoinduzierenden Peptid (AIP) prozessiert und
aus dem Organismus befordert wird. AgrC stellt den membrangebundenen Rezeptor des
TCRS dar. Dieses phosphoryliert nach Bindung des passenden AIP das intrazellulére
AgrA, welches den Regulator des Zwei-Komponenten-Systems darstellt und in seiner
phosphorylierten Form der Aktivator des Operons ist [88]. Das AIP fordert sowohl die
Transkription am P2-, als auch am P3-Promotor. Somit schlie3t es einen selbstinduzie-
renden Regelkreis [76]. Die DNA-Abschnitte, die fiir AgrA, AgrC und AgrD kodieren,
enthalten neben hoch konservierten Regionen auch variable Abschnitte. Dadurch konn-
ten sich innerhalb der Art S. aureus vier verschiedene agr-Typen entwickeln (agr I —
IV). Die AIP’s der einzelnen Gruppen wirken nur auf Individuen derselben aktivierend
und haben einen inhibitorischen oder nur minimal aktivierenden Effekt auf Mitglieder
anderer agr-Gruppen. Fiir einen solchen Unterschied in ihrer Spezifitit kann bereits der
Austausch einer einzigen Aminosiure geniigen [4, 32, 66, 75]. Durch diesen Mecha-
nismus nehmen die Organismen mafBigeblich Einfluss aufeinander. Denn mit der Akti-
vierung des agr-Operons wird ein fiir den einzelnen Keim duferst energieaufwindiger
Prozess begonnen oder durch seine Hemmung die Ausbreitung eingeschrinkt [45, 47,
76].

Das Transkriptionsprodukt des P3-Promoters ist RNAIIL, das als der agr-sprezifische
Effektor angesehen werden kann [77]. Durch seine Transkription am Ubergang der ex-
ponentiellen zur post-exponentiellen Phase wird die Produktion von Proteinen wie Su-
perantigenen (Enterotoxine, Toxic Shock Syndrome Toxin), Cytotoxinen (Hdmolysine,
Panton-Valentine-Leukozidin), Enzymen (Lipase, Nuclease, etc.) und auch kapsulére
Polysacchariden hochreguliert. Direkt oder indirekt wird die Herstellung zellwandge-
bundener Proteine wie Protein A herunterreguliert [4, 13, 75]. RNAIII dient allerdings
nicht nur der Induktion der Transkription, sondern kodiert selbst fiir Himolysin delta
[77].

Die Produkte des agr-Operons spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Viru-

lenz von S. aureus. Daher zeigen Stdmme, bei denen dieser DNA-Abschnitt gestort ist,



eine wesentlich geringere Virulenz als vergleichbare Wildtypen. Somit ergibt sich die
groBe Bedeutung dieses Regulators fiir die Symptomatik der Infektion [88]. Weiterhin
ist die Untersuchung der agr-Typen auch von taxonomischem Belang. Im Vergleich der
verschiedenen Gruppen mittels Analyse von amplifizierten Fragmentldngen-
Polymorphismen (AFLP) und Multiloqussequenzierung (MLST) wurde erkannt, dass
die agr-Gruppen i.d.R. mit bestimmten AFLP- und MLST-Typen tibereinstimmen [75].

agrA agrC agrD agrB RNAII

<t P2P3

Abb. 02: Schematische Darstellung des agr-Operons

1.3 Kapsuléres Polysaccharid (CAP)

S. aureus bildet ein kapsuldres Polysaccharid (CAP), das die Resistenz des Mikroorga-
nismus gegen das Immunsystem des Wirtes erhoht [2, 98, 104]. In der Literatur werden
11 verschiedene CAP’s beschrieben, jedoch existieren nur gegen die Serotypen 1, 2, 5
und 8 Antikdrper, wodurch diese identifiziert werden konnten. Ist die Zuordnung eines
Stammes nicht durch diese Antikérper moglich, wird dieser klassischerweise als nicht-
typisierbar bezeichnet [2, 51]. In klinischen Isolaten lassen sich zu iiber 70% die Typen
5 und 8 finden [34, 64, 72, 90]. Weitere 10 — 20% reagieren mit Typ 336 Polysaccharid-
Antikorpern. Bei dem 336-Polysaccharid handelt es sich um eine Abwandlung der in
Zellwinden grampositiver Bakterien vorkommenden Teichonséure. Diese Stimme pro-
duzieren somit keine kapsuldren Bestandteile [72, 98, 102]. Ein groB3er Teil dieser nicht-
typisierbaren Isolate trigt die genetische Information fiir die Typen 5 oder 8. Diese wer-
den jedoch auf Grund von Mutationen im Bereich der Gene selbst oder ihrer Promoto-
ren nicht exprimiert [16]. Daher sind sie serologisch nicht typisierbar, jedoch kann die

cap-Region mittels PCR leicht identifiziert werden. Im klinischen Kontext sind die Ty-



pen 1 und 2 von untergeordneter Bedeutung, weshalb auf sie im Weiteren nicht genauer
eingegangen wird [90].

Die CAP-Typen 5 und 8 sind beide aus gleichen Trisaccharideinheiten aufgebaut. Sie
unterscheiden sich lediglich in der Bindung der einzelnen Zucker untereinander [104].
Dies spiegelt sich auch in der Tatsache wider, dass es sich bei den kodierenden DNA-
Sequenzen dieser Polysaccharide um allele Operons handelt. Von 16 Genen, aus denen
diese Operons bestehen, sind 12 identisch [64]. Die Promotoren der beiden cap’s sind
auBerdem nahezu identisch. Der stirkste Aktivator dieser Regionen ist agr [65]. Die
hohe strukturelle Ubereinstimmung der beiden Zuckermolekiile bedingt ihre dement-
sprechend dhnlichen Eigenschaften. Die Kapselpolysaccharide ummanteln den Mikro-
organismus im Ganzen. Dadurch verhindern sie zeitweilig die Bindung von Komple-
ment und erschweren wahrscheinlich die Phagozytose durch Monozyten, indem der
Kontakt zwischen gebundenem C3 auf der Bakterienoberfliche und den Immunzellen
durch die Polysaccharidschicht erschwert wird [104]. In gleicher Form maskiert CAP
auch bakterielle Oberflichenproteine, die die Adhédrenz an Wirtszellen vermitteln. Ent-
sprechend der agr-abhidngigen Regulation sinkt die Bindungsfihigkeit der CAP-
positiven Bakterien mit steigender Kapselproduktion in der postexponentiellen Wachs-
tumsphase [83]. Zuletzt schiitzt der Polysaccharidmantel die Bakterien vor dem Abbau
innerhalb der Immunzellen nach Phagozytose. Das intrazellulire Uberleben CAP-

positiver Organismen lbersteigt das kapselloser [104].

1.4 Biofilm

Ein Biofilm besteht aus einer sessilen Gemeinschaft mikrobiologischer Organismen, die
direkt miteinander oder mit einem Substrat verbunden und in einer von ihnen produzier-
ten Matrix aus Polymeren eingebettet sind [22]. Die Wachstumsrate und Transkripti-
onsmuster in diesem Verbund unterscheiden sich von denen anderer Klone, die nicht in
einem Biofilm organisiert sind [22]. Der Biofilm ist eine pordse Masse, die aus einem
Arrangement von ,, Tirmen* und sich zur Basis verjiingenden Gebilden besteht. Da-

durch ergibt sich eine kanalisierte Struktur, die es ermdglicht, dass es auch in tief gele-



gen Schichten des Biofilms zum Austausch {iberlebenswichtiger Substrate (beispiels-
weise Sauerstoff) kommt [57, 99]. Die Hauptbestandteile der extrazelluldren Matrix des
Bioflims von §. aureus sind Proteine, das Polysaccharid N-acetly-8-(1-6)-glucosamin
(poly-N-actelylglucosamin [PNAG] oder polysaccharidales interzelluldres Adhésin
[PIA]) und extrazellulire DNA (eDNA) [101]. Der Anteil dieser Komponenten kann
stark variieren.

Die Entstehung eines Biofilms kann in verschiedene Phasen zerlegt werden. Zuerst bin-
det S. aureus mittels Oberflichenproteinen (z.B. fibrinogenbindendes Protein, Clum-
ping Factor, fibronektinbindendes Protein, etc.) an eine Wirts- oder Fremdkdrpermatrix.
Weitere Bakterien werden dann durch Adhésine aneinander gebunden. Sie sezernieren
PNAG/PIA. Durch die Lyse von Wirts- sowie Bakterienzellen wird weiterhin DNA
freigesetzt (¢éDNA) [3]. Die Entwicklung des in dieser Kaskade beschriebenen maturier-
ten Biofilms unterliegt der Regulation komplexer genetischer Faktoren und Umweltein-
fliisse, deren Zusammenspiel noch unvollstandig verstanden ist. Zum Beispiel haben der
Sauerstoff-, Glucose-, oder NaCl-Gehalt grof3en Einfluss auf die Ausbildung eines Bio-
films [25, 58].

Von genetischer Seite sind wiederum die Genregulatoren agr und sarA fiir die Biofilm-
produktion von groBer Bedeutung. Wiahrend die Aktivierung des Quorum-Sensing-
Systems von agr zu einer Inhibition fiihrt [36], ist sar4 mit seinem Einfluss auf zell-
wandgebundene und exkretorische Virulenzfaktoren ein wichtiger Induktor der Biofilm-
synthese. Durch Mutationen des sar4-Regulators kommt es zur unregulierten Produkti-
on von Nukleasen und Proteasen, die durch die Zersetzung extrazellulirer DNA und
Proteine den Aufbau eines Biofilms erschweren [6, 100]. PNAG/PIA, das durch Enzy-
me des ica-Lokus synthetisiert wird, ist nicht unbedingt notwendig fiir den Aufbau eines
Biofilms. In ica-negativen Mutanten kann trotz des Fehlens von Polyglykosiden durch
Verbindung der Bakterien mittels Oberfldchenproteinen ein Biofilm gebildet werden [3,
25, 78].

Durch die Ausbildung eines Biofilms kann sich S. aureus mit Hilfe folgender Mecha-

nismen vor der Immunabwehr des Wirtes schiitzen:



1) Verzogerung der Penetration von antimikrobiellen Agenzien und Erschwerung
der Clearance durch den Wirt
2) Verdnderung der Wachstumsrate

3) Verbreitung von Mikrokolonien

Die extrazelluldre Matrix des Biofilms bildet eine Diffusionsbarriere, wodurch die Bin-
dung humoraler Faktoren und damit auch die Phagozytose durch Wirtszellen erschwert
werden. Genauso verzogert sich auch die Penetration durch antibiotische Substanzen,
was die Problematik der Biofilmbildung hinsichtlich pharmakologischer Therapien er-
klart [9, 22]. Weiterhin wird die antibakterielle Therapie durch ein Herabsetzen der
Wachstumsrate innerhalb des Biofilms erschwert. Zwar konnen durch die strukturelle
Auflockerung der Biofilmarchitektur und der damit einhergehenden Vergroferung der
Oberfliche mehr Organismen als in einer soliden (nicht kanalisierten) Organisation ver-
sorgt werden. Doch bei Expansion kommt es zwangslaufig zur Ausbreitung in alle Ebe-
nen des Raumes, sodass randferne Schichten entstehen. Entsprechend abnehmender
Sauerstoff- und Nahrstoffgradienten entlang der Tiefe des Biofilms verringert sich die
aerobe Energiegewinnung und damit auch die Proteinsyntheserate [84]. Somit kommt es
zur Diversifizierung der im Biofilm vereinten Population. Dies kann mit der Ausbildung
verschiedener phiinotypischer Varianten geschehen, die wie Individuen eines Okosys-
tems unterschiedliche Nischen einnehmen. Durch die Ausbildung einer solchen Band-
breite kommt es zur erhohten Flexibilitdt und Dynamik der Population, die die Kom-
pensation von Umwelteinfliisse erleichtert und das Uberleben sichert. Dieses Phinomen
wurde als ,,insurance Hypothese* beschrieben [9, 107].

Trotz eines reduzierten Gesamtumsatzes innerhalb eines Biofilms kann die Populations-
dichte stetig zunehmen. Durch Quorum-Sensing-Systeme wird dann die Aufrechterhal-
tung einer sessilen Organisation durch Produktion einer extrazelluldren Matrix zu Guns-
ten der Expressionen exkretorischer Proteine aufgegeben. Dadurch 16sen sich Zellver-

biande aus dem Biofilm und eine metastasenartige Ausbreitung des Erregers ist moglich

13].



1.5 Protein A

Protein A ist ein zellgebundenes Protein, das den F.-Teil des humanen Immunglobulins
G (IgG) bindet [60]. Da dieser konstante Anteil des IgG den Phagozyten des Wirtes als
Opsonin dient, erschwert die Bindung an Protein A die immunglobulinvermittelte Eli-

mination des Erregers.

1.5.1 Staphylococcal Protein A Gen (spa)

Die fiir spa kodierende Genregion besteht aus ca. 2150 Basenpaaren und beinhaltet
funktionell sich unterscheidende Abschnitte. Es beginnt mit einer Signalregion, die fiir
das N-terminale Ende des Proteins kodiert, gefolgt von einem aus vier bis fiinf Domi-
nen bestehenden Abschnitt, welcher die IgG-bindenden Anteile definiert. Im néichsten
DNA-Abschnitt, der sogenannten X-Region, konnen zwei Bereiche voneinander abge-

grenzt werden:

1) Der Bereich Xy besteht aus tandem repeats mit einer Liange von 3 bis 15 Wie-
derholungen. Diese sind wiederum zumeist aus 24 Basenpaaren aufgebaut.
2) Die Region X¢ beinhaltet einen hoch konservierten DNA-Abschnitt, der flir den

Zellmembrananker von Protein A kodiert [5, 31].

Xg zeichnet sich durch eine Langzeitvariabilitét bei relativer Kurzzeitstabilitdt aus. Dies
erklart sich durch die Begebenheit, dass dieser Abschnitt des Genoms nicht fiir funktio-
nelle Anteile des Proteins kodiert und somit keinem Selektionsdruck unterliegt. Diese
Uberlegung konnte durch in vitro und zum Teil auch in vivo Versuche nachgewiesen
werden [30]. Allerdings zeigte sich in Langzeituntersuchungen von persistierenden S.
aureus-Isolaten bei Patienten mit Zystischer Fibrose bisweilen eine recht hohe Mutati-
onsrate (bis zu 10%). Dies wird jedoch auf die besonderen Umweltfaktoren, welche
einen erhohten Selektionsdruck fiir S. aureus in den Atemwegen von Mukoviszidosepa-
tienten zur Folge haben, zuriickgefiihrt [50]. Der grofite Teil der Verdnderungen der

spa-Region ergibt sich durch Deletionen und Insertionen, die auf Grund des sogenann-
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ten ,,slipped strand mispairing® (SSM) héufiger auftreten als Punktmutationen [50, 95].
Dieser Zusammenhang mindert jedoch nicht die Diskriminierungsfahigkeit der spa-
Typisierung, sondern verleiht dieser Region die Kombination aus oben genannter Lang-
zeitvariabilitét bei relativer Kurzzeitstabilitdt. Die unterscheidende Kraft von langsamen
Anderungen der Repeatkomposition (Punktmutationen) ist hoher als die der schneller
auftretenden FEreignisse mit Anderungen der Repeatorganisation (Repeatdeleti-

on/Insertion) [55].

Die Repeat-Analyse der fiir spa kodierenden DNA-Bereiche kann somit zur Differen-
zierung von S. aureus-Klonen herangezogen werden. Sie ist in ihrer Diskriminierungs-
fahigkeit mit anderen Sequenzanalysen wie der MLST- oder Makrorestriktionsanalysen
wie der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) vergleichbar [35, 39, 55]. Die spa-
Sequenzierung zeichnet sich vor allem durch eine duBlerst zuverldssige Reproduzierbar-
keit aus [10]. Die Sequenzanalyse der Xg-Region kann durch eine Software (Ridom
StaphType  [Ridom GmbH, Wiirzburg, Deutschland]) erleichtert werden. Aus sequen-
zierten Bereichen dieser Region erkennt das Programm durch Einlesen der Basenfolge
automatisch die sich daraus ergebenden repeats und deren Anzahl. Weiterhin ordnet es
dem Muster dann einem spa-Typen zu. Da die Software einer online-Plattform ange-
schlossen ist, konnen eigene Ergebnisse mit einer zentralen Datenbank verglichen wer-
den. Es kommt so zu einer weltweit einheitlichen Zuordnung von repeats zu spa-Typen.
Durch die schnelle und fehlerarme Durchfiihrbarkeit der Analyse sowie die hohe Trenn-
schirfe der Methode konnen mittels der spa-Typisierung sowohl Ausbriiche von §. au-
reus-Infektionen, als auch epidemiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden [10].
Dabei ist es moglich, unter Berlicksichtigung bekannter Mutationsraten mittels spa-

Typisierung verwandtschaftliche Verhiltnisse von Isolaten zu erkennen [48].

Signal-
Sequenz

Abb. 03: Schematische Darstellung der spa-Region
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1.6 Zystische Fibrose (CF)/Mukoviszidose

1.6.1 Allgemeines

Die Zystische Fibrose ist mit einer Inzidenz von 1:2500 bei Neugeborenen die hidufigste
rezessive Erbkrankheit der kaukasischen Bevolkerung [20]. Das betroffene Gen auf
Chromosom 7 kodiert fiir den cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR), einen
cAMP-regulierten Chloridkanal. Bis dato sind mehr als 1000 verschiedene Mutationen
des betroffenen Gens bekannt. Diese werden wie folgt in sechs verschiedene Kategorien
eingeteilt: fehlende Produktion von CFTR (I), fehlerhafte Maturation des Proteins (II),
gestorte Regulation von CFTR (III), defekte Kanalfunktion (IV), verminderte Produkti-
on von CFTR (V) und erhohter Umsatz von CFTR (VI). Die hiufigste Mutation ist eine
Deletion eines Basentriplets, das an Position 508 fiir Phenylalanin kodiert (F508del).
Sie kann bei ca. 70% aller defekten CFTR-Allele gefunden werden. Durch das Fehlen
der Aminosdure kommt es zu einer Fehlfaltung des Proteins und einem sofortigen Ab-
bau (Klasse-II-Mutation) [91].

Durch CF kommt es zu pathologischen Verdanderungen in Organen, die CFTR exprimie-
ren. Dazu zéhlen sekretorische Zellen, Reproduktionsorgane, das Pankreas, die Leber
und der Atemtrakt. Durch eine fehlende/verminderte Riickresorption von Chlorid aus
dem Lumen ekkriner Schweilldriisen konnen bei CF-Patienten erhohte Cl'-Werte im
Schweil} festgestellt werden. Dieser Zusammenhang wird in der Frithdiagnostik beim
Pilocarpin-Hauttest genutzt [20, 96]. Einen hoheren Krankheitswert hat die pankreati-
sche Insuffizienz, welche durch eine mangelhafte Fliissigkeits- und Hydrogenkarbona-
tanreicherung des Prankreassaftes zu einer Retention von Pankreasenzymen in der
Bauchspeicheldriise fiihrt. Die nicht abtransportierten Enzyme werden teilweise im
Prankreasgang spontan aktiviert. Hierdurch kommt es im Verlauf der Erkrankung {iber
Jahre zu einer fortschreitenden Destruktion von Gewebe mit fibrotischem Umbau, wel-
cher zum Ausfall sowohl der exokrinen als auch endokrinen Funktion des Organs fiihrt.
Durch das Fehlen physiologischer Verdauungsenzyme fallen bis zu 10% der Neugebo-
renen durch einen Mekoniumileus bei der Geburt auf. Die prekdrsten Auswirkungen
hat die CFTR-Mutation auf die Lunge. Bis heute stellt dieser Ort der Krankheitsmani-

festation zumeist den lebensbegrenzenden Faktor dar. Physiologischerweise wird Chlo-
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rid durch die Epithelien der Atemwege mittels CFTR sezerniert. Natrium und Wasser
folgen, sodass sich auf der Zelloberfliche ein Fliissigkeitsfilm bildet. Durch diesen
Schleim konnen Fremdkorper mit Hilfe einer auswirts gerichteten Bewegung der auf
den Zellen befindlichen Zilien abtransportiert werden. Bei Patienten mit Zystischer
Fibrose funktioniert diese ,mukozilidre Clearance” nicht, da durch die fehlen-
de/verminderte Sekretion von CI" dem Schleim keine Fliissigkeit zugefiihrt wird. Ganz
im Gegenteil kann durch einen hohen zelluldren Gehalt an Chlorid und funktionsféhige
Na'-Kanile noch Fliissigkeit entzogen werden. Die damit einhergehende Zunahme der
Viskositit flihrt zu einer Abnahme der Zilienfunktion und begriindet damit die reduzier-
te Clearance [85]. Der Schleim von CF-Patienten gleicht somit einem nahezu abge-
schlossenen Raum, in dem Mikroorganismen persistieren, da sie nicht mechanisch be-
seitigt werden und der zelluldren Immunabwehr kaum zugénglich sind. Bereits in den
ersten Wochen nach der Geburt konnen bei Sauglingen mit Mukoviszidose Infektionen
und Entziindungen im alveoldren Sekret nachgewiesen werden. Der dauerhafte Einfluss
von Bakterien und Inflammation fiihrt zu strukturellen Veranderungen des Lungenge-
webes auf histologischer (Verdickung der Basalmembran, duktale Dilatation, etc.) und
spater auch makroskopischer Ebene (Bronchiektasien, Atelektasen, etc.). Es scheint
bereits vor einem Kontakt zu Mikroorganismen zu Verdnderungen des Lungenparen-
chyms zu kommen. Doch diese Einfliisse der CFTR-Mutation sind noch nicht abschlie-
Bend erforscht [87].

M
o
H,0 9@

H,O

a) apikal basal b) apikal basal

Abb. 04 a) physiologisches Lungenepithel ~ b) Stérung des CFTR-Kanals
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1.6.2 S. aureus und Zystische Fibrose

In den vergangenen Jahrzehnten konnte die mediane Lebenserwartung von CF-
Patienten durch konsequente antibiotische Therapie auf aktuell 35,9 Jahre gehoben wer-
den [106]. Dies ist zu groBBen Anteilen der besseren Kontrolle von bakteriellen Infektio-
nen zu verdanken, welche wihrend der pri-antibiotischen Ara einer der hiufigsten
Griinde fiir die hohe Sterblichkeit von jungen Patienten war. In dieser Altersgruppe
stellt S. aureus das am héufigsten isolierte Pathogen dar. Die Pridvalenz des Mikroorga-
nismus in den Atemwegen von CF-Patienten liegt hoher als bei der gesunden Bevolke-
rung und zeigt auBerdem bei Kindern eine hohere Pravalenz im Oropharynx als in den
vorderen Nasenabschnitten [46]. Die Kolonisierung der unteren Atemwege folgt einer
Besiedlung der oberen Atemwege [67]. Die Infektion der tiefen Lungenabschnitte ver-
lauft meist schleichend und persistiert tiber lange Zeit. Der hohe Selektionsdruck durch
Wirtsfaktoren, Umwelteinfliisse und Antibiotikatherapien in diesem Habitat fiihrt zur
Ausbildung multipler adaptiver Mechanismen von S. aureus. Hierzu zéhlen die Herab-
regulierung von Virulenzfaktoren, Bildung von Biofilm sowie Auspridgung phénoty-
pisch und genetisch diverser Populationen [36]. In den meisten Féllen setzt sich dabei
ein Klon durch, der dann iiber Jahre hinweg nachgewiesen werden kann. Weitere
Stamme werden in der Regel nur temporér gefunden [48]. Im hoéheren Lebensalter der
Patienten iiberwiegt der Nachweis von Pseudomonas aeruginosa, der sich zumeist im
Kampf um eine dkologische Nische gegen S. aureus durchsetzt [1].

Auch aus epidemiologischer Sicht besteht eine zentrale Rolle von S. aureus im Zusam-
menhang mit CF. Eine Auswertung der Daten der Cystic Fibrosis Foundation der Ver-
einigten Staaten (CFF) zeigte die Zunahme der Inzidenz und Pravalenz des Organismus
in den Jahren zwischen 1995 und 2005. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss
jedoch in Betracht gezogen werden, dass die Diagnostik im Rahmen der Versorgung
von Mukoviszidosepatienten verbessert wurde und einen héheren Grad an Standardisie-
rung erfahren hat [86].

S. aureus nimmt weiterhin eine bedeutende Stellung im entziindlichen Prozess der
Zystischen Fibrose ein. Sagel et al. zeigten, dass Patienten mit positivem Kulturnach-
weis erhohte serologische Inflammationswerte und eine erhdhte Anzahl neutrophiler
Granulozyten in der bronchoalveoldren Lavage (BAL) im Vergleich zu Kontrollen auf-

wiesen [93]. Eine solche Erhdhung an Immunzellen konnte mit einer verminderten
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Lungenfunktion bei Sduglingen mit CF assoziiert werden. Bei diesen Kindern zeigte
sich ferner eine akzelerierte Abnahme der Lungenfunktion nach Isolierung von S. au-
reus aus den tiefen Atemwegen [82].

Der Einfluss von S. aureus auf die kurz-, bzw. mittelfristige Krankheitsentwicklung der
Zystischen Fibrose und sein Status als Wegbereiter anderer Pathogene konnte in den
vergangenen Jahren bereits deutlich gemacht werden. Allerdings fehlen noch immer
Erkenntnisse {iber Langzeitauswirkungen des Organismus auf CF, welche ndtig wiren,

um ein standardisiertes Vorgehen zu erarbeiten [46, 106].

1.6.3 P. aeruginosa und Zystische Fibrose

In dieser Arbeit wird unter anderem ein Zusammenhang zwischen der Ko-
Kolonisierung von Pseudomonas aeruginosa und S. aureus im Bezug auf dessen Bio-
filmbildung untersucht.

P. aeruginosa spielt selbst eine bedeutende Rolle fiir Patienten mit Zystischer Fibrose.
Es ist ein ubiquitidr vorkommendes gramnegatives, stabchenformiges Bakterium dessen
natiirliches Habitat die unbelebte Umwelt wie Erde und Gewiésser darstellen [94]. Es
besiedelt unter anderem den Menschen, bei dem P. aeruginosa als opportunistischer
Keim eine weite Bandbreite an Erkrankungen verursachen kann. Bei erwachsenen Pati-
enten mit Zystischer Fibrose kann er zu 80% nachgewiesen werden [52]. Das Spektrum
der Krankheiten reicht von lokalisierten Infektionen des Respirations-, Urogenital- und
Magen-Darm-Traktes, Entziindungen der Augen sowie Gelenke bis hin zu systemischen
Infektionen. Infizierte Individuen sind zumeist immunkompromittiert [94]. Im Rahmen
von CF duflert sich eine Infektion mit P. aeruginosa besonders bei Kindern durch eine
erhohte Entziindungsaktivitdt in den tiefen Atemwegen und eine reduzierte Lungen-
funktion [82, 93]. Die chronische Infektion mit P. aeruginosa ist fiir einen grolen An-
teil der Morbiditdt und den grofiten Teil der Mortalitit bei CF-Patienten verantwortlich
[41].

Die erfolgreiche Besiedlung duBlerst verschiedener Lebensrdume erklért durch P. aeru-
ginosa sich durch die ausgeprigte genetische Flexibilitit des Mikroorganismus in Kom-
bination mit geringen nutritiven Anspriichen. Die Sinus stellen zumeist auf Grund ge-

ringerer Zugénglichkeit fiir Antibiotika sowie weniger ausgeprigter Immunreaktion ein
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Reservoir fiir P. aeruginosa dar [26, 94]. Wihrend der Besiedlung kdnnen nicht nur
massive Verdnderungen des Phinotyps, sondern auch des Genotyps auftreten. Die
Stamme sind in der Lage, sich von motilen Phinotypen mit der Expression zahlreicher
Exoproteine zu weniger virulenten Formen die Biofilme bilden, zu entwickeln. Hierbei
begiinstigt die Selektion Stimme, die durch eine Uberproduktion von Alginaten einen
mukoiden Phénotyp auspréigen. Dies erleichtert die weitere Entwicklung eines Biofilms.
Der protektive Film besteht aus Mucin, DNA (z.B. von untergegangenen Neutrophilen)
und Polysacchariden, die unter hypoxischen Umweltbedingungen vermehrt produziert
werden. Die Wandlung zu diesen mukdsen Formen bedeutet eine hohere antibiotische
Resistenz und ist mit einer beschleunigten Abnahme der Lungenfunktion vergesell-
schaftet [37, 44].

Durch frithe und radikale antibiotische Therapie konnte der durchschnittliche Beginn
der Besiedlung durch P. aeruginosa vom frithen Schulalter in das junge Erwachsenenal-
ter der Patienten verschoben werden. Dabei gehen einer chronischen Besied-
lung/Infektion meist intermittierende Infektionen voraus [26].

Chronische Besiedlungen verlaufen prinzipiell benigner je dlter die Patienten sind [18].
Jedoch konnte eine Zunahme der Morbiditdt und Variabilitidt der Lungenfunktion be-
sonders durch mukdse Formen von P. aeruginosa festgestellt werden [18, 44]. Unter
konsequenter antibiotischer Therapie ist es allerdings mdglich, die Lebensqualitéit der

Patienten auch iiber ldngere Zeitrdume von mehr als zehn Jahren zu halten. [19].

1.6.4 Burkholderia cepacia complex und Zystische Fibrose

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen einer Ko-Besiedlung von Burkhol-
deria cepacia complex (Bcc) und S. aureus in Hinsicht auf dessen Biofilmproduktion
ausgewertet.

Bcce besteht aus einer Gruppe von 17 eng miteinander verwandter Stimme der Gattung
Burkholderia. Es handelt sich um obligat aerobe, gramnegative Stdbchenbakterien, die
fiir den Menschen opportunistische Erreger darstellen. Sie infizieren i.d.R. immundefi-
ziente Patienten, bei denen sie zu schweren bis todlichen Pneumonien, auch ,,Cepacia-
syndrom* genannt, fithren konnen [97]. Bce wurde in den 1980er Jahren als eine Ursa-

che erhohter Morbiditdt sowie Mortalitidt unter Mukoviszidosepatienten identifiziert und
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der direkte Kontakt zwischen Erkrankten als maBgeblicher Ubertragungsweg erkannt.
Die prézise Bestimmung von Bakterienstimmen und strenge Isolierung der Patienten
mit einer radikalen antibiotischen Therapie verhalf in den vergangenen Jahren Exazer-
bationen aus dieser Infektionsquelle zu minimieren [29].

Die Eradikation von Bee bei CF-Patienten gestaltet sich duflerst schwierig, da innerhalb
der Gattung intrinsische Resistenzmechanismen gegen verschiedene Antibiotikagruppen
und Biozide vorkommen. Eine zentrale Rolle spielen hier Effluxpumpen und die For-
mierung von Biofilmen [92]. Momentan stiitzt sich die Therapie von Bcc auf multimo-
dale Regime, die der Monotherapie signifikant tiberlegen waren. In der Akutbehandlung
wurden wie oben angemerkt durch zusitzliche strikte Isolierung infizierter Patienten
bereits grofle Erfolge erzielt. Doch im Rahmen von Erstmanifestationen konnten nur in
wenigen Fillen vollstdndige Eradikationen bei einer hohen Rate an Spontanremissionen
erreicht werden. Der Stellenwert einer antibiotischen Behandlung dieser Fille ist zum

jetzigen Zeitpunkt noch unklar [43].
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2 Fragestellung

Die Rolle von S. aureus in den Atemwegen von Mukoviszidosepatienten wird aktuell
kritisch diskutiert. Im Zusammenhang mit dem Pathogen P. aeruginosa konnte eine
ausgeprigte Biofilmbildung mit einer Verschlechterung des klinischen Status betroffe-
ner Patienten assoziiert werden und stellt einen der Griinde fiir die Indikation zur friih-
zeitigen Eradikationstherapie dar.

Im Bereich der S. aureus-Forschung wurden bisher nur geringe Erkenntnisse in diesem
Feld gewonnen. Um einen ersten Schritt zum Verstidndnis des Einflusses von biofilm-
bildenden S. aureus auf den Krankheitsverlauf von CF-Patienten zu erhalten, sollten in

unserer Arbeit daher folgende Fragen geklart werden:

1. IstS. aureus, der aus den Atemwegen von CF-Patienten untersucht wurde, in der
Lage, Biofilm zu bilden?

2. Bilden klonale Stamme zum gleichen Zeitpunkt stets einen vergleichbaren Bio-
film?

3. Haben Ko-Besiedlungen mit P. aeruginosa oder B. cepacia einen Einfluss auf

die Biofilmproduktion?

Des Weiteren wollten wir mittels der uns zur Verfligung stehenden Stammsammlung

erfahren, ob es einen zeitlichen Einflussfaktor im Bezug auf die Biofilmbildung gibt:

4. Gibt es Verdnderungen des Biofilms nach einem Besiedlungszeitraum von iiber
5 Jahren?
5. Ist ein einheitlicher Trend der Verdnderung einer Biofilmproduktion zu erken-

nen?

Weiterfiihrend sollten diese Daten mit klinischen Angaben korreliert werden, um mog-
liche Auswirkungen des S. aureus-Biofilms auf den Krankheitsverlauf der Mukoviszi-
dose zu erkennen. In folgenden Untersuchungen sollten auch Einflussgroflen wie anti-

biotische Therapien beurteilt werden.
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3 Experimentelle Untersuchungen: Material und
Methoden

3.1 Bakterienstimme und Patienten

Die untersuchten Bakterienstimme wurden im Rahmen einer Langzeitstudie zur Erorte-
rung der pathogenetischen Bedeutung von S. aureus sowie der Unterscheidung von Ko-
lonisation und Infektionen der Atemwege von CF-Patienten durch den Keim akquiriert.
Der Beobachtungszeitrum hierfiir erstreckte sich von 1994 bis 2011.

In dieser Arbeit wurden aus dem genannten Kollektiv Individuen ermittelt, bei denen
iiber eine Zeitspanne von mindesten fiinf Jahren derselbe S. aureus-Klon nachgewiesen
werden konnte. Die untersuchten Stimme wurden stets per Rachenabstrich, Sputum
oder BAL gewonnen. Zu den Ausschlusskriterien zéhlte ein fehlender Nachweis von S.
aureus iber mehr als zwolf Monate wihrend des Beobachtungszeitraums. Weiterhin
wurden keine Nasenabstriche verwendet.

Die Kohorte umfasste 204 Patienten, wovon bei 71 Probanden S. aureus kontinuierlich
iiber einen Zeitraum von mindestens fiinf Jahren aus Rachenabstrichen, Sputa oder BAL
isoliert wurde. In dieser Gruppe konnte bei 36 Individuen derselbe Klon iiber eine Peri-
ode von mindestens fiinf Jahren ermittelt werden.

Die untersuchten Stimme wurden zuerst morphologisch nach Koloniegrofie und -farbe,
Hamolyseverhalten sowie Vorhandensein von Betatoxin auf Blut- und Schaedleragar
nach 24h bzw. 48h Inkubationszeit beurteilt. Um eine Zusammengehorigkeit von frithen
mit spéten Isolaten einzugrenzen, nutzten wir agr- und cap-Analysen zur Praselektion
der Stammpaare. Bei Ubereinstimmung der Ergebnisse von frithen mit spiten Isolaten
wurde eine spa-Typisierung zum Nachweis der Persistenz desselben Klons durchge-
fiihrt. Bei korrelierenden spa-Typen zu Anfang und Ende eines Besiedlungszeitraums

folgte eine Analyse der Biofilmbildung des ermittelten klonalen Paares.
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3.2 Lyse von Bakterien und Purifizierung genomischer DNA

Die genomische DNA der untersuchten Stimme wurde mittels Lyse und folgender Auf-
reinigung mit dem QIAmp DNA Mini Kit 250 (Qiagen, Hilden, Deutschland) darge-
stellt. Hierzu wurden jeweils drei Bakterienkolonien einer Kultur, die auf Blutagar iiber
24h bei 37°C inkubiert worden waren, mittels Ose aufgenommen und in 180ul TE-
Puffer (pH 8,0; 20mM Tris; 2mM EDTA) mit 15ul Lysostaphin (WAK-Chemie, Medi-
cal GmbH, Steinbach, Deutschland) suspendiert sowie fiir 30min bei 37°C inkubiert.
Danach wurden 200ul des Kit-eigenen AL-Puffers mit 20ul Proteinase K (QIAmp
DNA Mini Kit 250) hinzugegeben. Das Gemisch wurde daraufhin fiir 30min auf 56°C
und anschliefend fiir 15min auf 95°C erhitzt. In einem weiteren Schritt wurden 200ul
Ethanol (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) hinzugefiigt und nach Pulsvortexen auf
QIAmp Filtersdulen aufgetragen. Bei 8000 Umdrehungen pro Minute (rpm) wurden
diese fiir eine Minute zentrifugiert. Nach Auftragen von 500ul AW1-Puffer (QIAmp
DNA Mini Kit 250) und erneutem Zentrifugieren bei 8000rpm fiir eine Minute wurden
500ul AW2-Puffer (QIAmp DNA Mini Kit 250) auf die Sédule gegeben und anschlie-
end fiir drei Minuten bei 14000rpm zentrifugiert. Die dabei entstandenen Filtrate wur-
den jeweils verworfen. In einem letzten Schritt wurden 200ul AE-Puffer (QIAmp DNA
Mini Kit 250) auf die Sadule aufgetragen und bei 56°C fiir eine Minute inkubiert. Ab-
schlieend wurde der Mix fiir drei Minuten bei 8000rpm zentrifugiert.

Zur Quantifizierung der DNA-Konzentration wurden Proben der gereinigten Lysate im
Verhiltnis 1:10 mit ddH,O verdiinnt und photometrisch bei 260nm, bzw. 280nm ge-
messen (Eppendorf BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Zu starke
Verunreinigungen durch einen zu hohen Proteinrestgehalt wurden ab einem Quotienten

von <1,5 OD 260nm/OD 280nm angenommen und verworfen.

3.3 Polymerasekettenreaktion und Agarosegel-Elektrophorese

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) ist der grundle-
gende Mechanismus zur Vervielfiltigung von DNA. Die Methode wurde 1984 durch
Kary Mullis entwickelt und mit ihr konnen anhand einer DN A-Matrize neue komple-

mentidre Desoxyribonukleinsdurestringe synthetisiert werden. Entsprechend den in die-
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ser Studie genutzten bakteriellen Nukleinséduren wird in der Beschreibung der Methodik

Bezug auf die PCR von Doppelstrang-DNA genommen [74].

Den zu vervielfdltigenden Stringen werden Primer, DNA-Polymerase und freie Deso-
xyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) in einem Puffermedium zugesetzt. Im ersten
Schritt der PCR, der Denaturierung, wird mittels Erhitzen des Probenansatzes auf 95°C
die doppelhelikale Struktur der bakteriellen Nukleinsdure getrennt (Denaturierungspha-
se). Darauthin wird die Temperatur schnellstmoglich gesenkt, sodass die Primer an
komplementire Abschnitte der Matrize binden konnen (Annealing-Phase). Die Linge
der Primer betrdgt in der Regel 18-30 Basen und bestimmt durch Linge und Zusam-
mensetzung die optimale Annealing-Temperatur. Der Ansatz wird danach auf 68-72°C
in Abhédngigkeit des Temperaturoptimums der verwendeten Polymerase angehoben,
wodurch dann eine Elongation vom Primer ausgehend in 3’-Richtung erfolgt (Elongati-
onsphase). Der Primer verbleibt im neu gebildeten DNA-Abschnitt und kann im glei-

chen Ansatz somit nicht wieder verwendet werden.

Die beschriebenen Schritte der PCR konnen bei suffizientem Vorrat an Primern und
dNTPs vielfach wiederholt werden. Durch jede erneute Repetition verdoppelt sich der
Gehalt des gewlinschten DNA-Abschnittes bis alle Primer oder dNTPs verbraucht wur-

den. Innerhalb kurzer Zeit kann so ein Bereich exponentiell vervielfaltigt werden.

Zur weiteren Analyse des Amplifikats wurde ein Agarosegel aus 4,5mg Agarose (Ap-
plied Biosystems, Foster City, Ca, USA) und 225ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TEA-
Puffer) hergestellt. Die Mixtur wurde unter Riithren zum Kochen gebracht, darauf in
eine Gelkammer gegossen und vor dem Erhérten ein Lamellenkamm eingehéngt, sodass
sich Vertiefungen bildeten.

Nach dem Erhérten wurden die duflersten Vertiefungen einer Reihe mit einem Marker
(1000bp ladder; New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) befiillt.
Die weiteren Kammern wurden mit Positivkontrollen/Proben-Amplifikaten und Nega-
tivkontrolle (8ul Probe + 8ul GEBS-Puffer) beimpft. Durch ein Elektrophoresegerit
(BioRad Power Pac, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen Deutschland) wurde eine

Spannung von 160mV bei 400mA fiir 30min bis 60min angelegt. Nach Ablauf der
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Elektrophorese wurden die Gele in einem Ethidiumbromidbad gefdrbt, in destilliertem

Wasser gewaschen und unter UV-Licht fotografiert.

3.4 cap-PCR

Die Gene fiir das capsuldre Polysaccharid (CAP) wurden mittels PCR und folgender
Gelektrophorese nachgewiesen. Der verwendete Reaktionsmix bestand je Probe aus
20,38ul H,O (Merck, Darmstadt), 2,5ul 10X Puffer inklusive 15mM MgCl,, 0,5ul
dNTPs (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA), 0,25ul CAP 5 F (forward Primer),
0,25ul CAP 5 R (reverse Primer), 0,25ul CAP 8 F (forward Primer), 0,25ul CAP 8 R
(reverse Primer) und 0,125l Tag-Polymerase (HotStar Taq, segentic, Borken, Deutsch-
land). Zu den 24,5ul dieses Gemischs wurden zuletzt 0,5ul Proben DNA, bzw. 0,25ul
cap 5+ und 0,25ul cap 8+ Kontrollen (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA) ge-
geben. Wihrend der gesamten Zeit der Herstellung wurden alle Proben und Anteile des
Reaktionsmixes stets gekiihlt, um einem vorzeitigen Verfall der Substanzen vorzubeu-
gen.

Der erhaltene Ansatz wurde darauf mittels Thermocycler (BioRad iCycler, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) in 30 Zyklen amplifiziert. Im verwendeten
Protokoll wurde die DNA fiir initial 15min bei 95°C denaturiert. Dieser Schritt be-
schrinkte sich in den folgenden 29 Durchldufen auf lediglich 30sec. In der Annealing-
Phase wurde der Mix fiir 30sec auf 45°C herabgekiihlt. In der Elongationsphase wurde
der Ansatz fiir eine Minute auf 72°C erwarmt. An den letzten Zyklus schlossen sich

weitere zehn Minuten bei 72°C an.

Sequenz Amplifikatlinge
CAPSF GAAAGTGAACGATTAGTAGAA
CAPSR GTACGAAGCGTTTTGATAGTT 532bp
CAP8F GTGGGATTTTTGTAGCTTTT
CAP 8 R CGCCTCGCTATATGAACTAT 437bp

Tab. 01: Primersequenzen der cap-PCR
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Reaktionsmix

H,0O 20,38ul

10x Puffer inkl. 15mM 2,5ul

MgClI2

cNTP 0,5ul
CAPSF 0,25ul
CAPS5R 0,25ul
CAP8F 0,25ul
CAP8R 0,25ul
HotStar Taq 0,25ul

Tab. 02: Reaktionsmix der cap-PCR

In der folgenden Gelektrophorese wurden die Proben von einer 1000 Basenpaar (bp)
ladder (New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) flankiert, um
eine bessere Identifizierung der cap-Typen zu ermdglichen. Die Amplifikate der Primer

betragen 532bp (cap 5) und 437bp (cap 8).

CAP 5 (532bp)
CAP 8 (437bp)

Abb. 05: Gelelektrophorese einer cap-PCR
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3.5 agr-PCR

Fiir den Nachweis der agr-Typen wurde folgender PCR-Reaktionsmix verwandt. Je
Ansatz wurden 20,25ul H,O (Merck, Darmstadt), 2,5ul 10x Puffer inklusive MgCl, und
0,5ul dNTPs (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA) eingesetzt. Als Primer wur-
den je 0,5u] AGRSA KON-1 und 0,125ul AGRSA 1-2, 2-2, 3-2, 4-2 (Eurofins MWG
Synthesis GmbH, Ebersberg) verwendet [59]. Weiterhin wurde jedem Gemisch 0,25ul
Taq DNA Polymerase (segenetic, Borken, Deutschland) zugesetzt. Dem Mix wurde
zuletzt 0,5ul Proben-DNA, bzw. der Positivkontrolle je 0,17ul agr I- IV hinzugefiigt.

Die Ansétze wurden danach mittels Thermocycler (BioRad iCycler, Bio-Rad Laborato-
ries GmbH, Miinchen, Deutschland) in 30 Zyklen amplifiziert. Vor Beginn der repetiti-
ven Zyklen wurden die Proben fiir eine Minute auf 95°C erhitzt und nach Vollendung
der Zyklen fiir zehn Minuten bei 72°C gehalten. Jeder Zyklus bestand aus einem Dena-
turierungsschritt bei 95°C fiir eine Minute, einer Annealing-Phase von einer Minute bei

55°C und einer Elongationsphase von zwei Minuten bei 72°C.

Sequenz Amplifikatlinge
AGRSA KON-1 ATGCACATGGTGCACATGC
AGRSA 1-2 GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 439bp
AGRSA 2-2 TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572bp
AGRSA 3-2 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 321bp
AGRSA 4-2 CGATAATGCCGTAATACCCG 657bp

[59]
Tab. 03: Primersequenzen fiir die agr-PCR
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Reaktionsmix

H,0 20,38ul

10x Puffer inkl. 15mM 2,5ul

MgCl12

cNTP 0,5ul

AGRSA KON-1 0,5ul
AGRSA 1-2 0,125ul
AGRSA 2-2 0,125ul
AGRSA 3-2 0,125ul
AGRSA 4-2 0,125ul
HotStar Taq 0,25ul

Tab. 04: Reaktionsmix der agr-PCR

In der anschlieBenden Gelektrophorese wurden alle Proben von einer 1000bp ladder
(New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) und Positivkontrollen
flankiert, um eine bessere Identifizierung der agr-Typen zu ermdglichen. Die Linge der
Amplifikate der Primer betrdgt 321bp fiir agr 111, 439bp fiir agr 1, 572bp fiir agr 11 und
657bp fiir agr 1V.

3,000bp ——»
2,000bp
1,500bp ——>,

agr IV (657bp)
1,000bp —»
500bp agr Il (572bp)
agr | (439bp)

agr Il (321bp)

Abb. 06: Gelelektrophorese einer agr-PCR
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3.6 spa-Typisierung

Die in der Einleitung beschriebene Region Xg wurde durch eine PCR mittels der Primer
spa-1113  F  (5'-TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3) und spa-1514 R (5'-
CAGCAGTAGTGCC GTTTGCTT-3") [50] sowie der Polymerase Red Taq (sigma
aldrich, St. Louis, USA) amplifiziert. Nach weiterer Aufreinigung des Amplifikats wur-
de es durch den ABI 3100 AVANT Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, Ca,
USA) sequenziert. Die Analyse der Chromatogramme erfolgte mit Hilfe der Ridom
StaphType™ Software (Ridom GmbH, Wiirzburg, Deutschland). Diese ist in der Lage
sowohl spa-Repeats zu erkennen, als auch diesen direkt spa—Typen zuzuordnen. Hierbei
werden typische Sequenzmuster am 5°- und 3’-Ende untersucht, um zu gewihrleisten,
dass kein Repeat ausgelassen wird. Den einzelnen Basen werden Werte zugeordnet,
welche einer Fehlerwahrscheinlichkeit entsprechen. Die Software erarbeitet aus der Zu-
sammenstellung dieser Werte eine Konsensus-Sequenz, die in iiber 90% der Fille keiner
weiteren manuellen Zuordnung bendtigt.

Uber die online-Datenbank kdnnen jederzeit neue spa-Typen erkannt und epidemiolo-
gisch eingeordnet werden. Jede Repeatreihenfolge wird hier einem numerischen Code

zugewiesen, der von da an frei via Internet zugéngig ist [39].

3.7 Biofilmmessung

Zur Quantifizierung der Biofilmproduktion der Bakterienstimme wurden diese nach
Auftauen aus -80°C Kiihlung auf Blutagar ausgestrichen und fiir 24h bei 37°C inkubiert.
Danach verfuhren wir geméfl dem Protokoll von Christensen et al. [15] mit im Folgen-
den erwihnten Abinderungen. Eine einzelne Kolonie wurde mittels Ose in Sml Tryptic-
Soja-Bouillon (TSB) mit einem Gehalt von 0,25% Glukose (Glc) gegeben und fiir wei-
tere 24h bei 37°C bebriitet. Danach wurden die Kulturen im Verhéltnis von 1:200 in
TSB inklusive 0,25% Glc verdiinnt, in 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert und fiir 24h
bei 37°C inkubiert.

Nach insgesamt 48h Inkubation wurden die fliissigen Uberstinde der Mikrotiterplatten

entleert und die Vertiefungen zweimalig mit 300ul PBS (phosphate buffered saline) pro
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Vertiefung gewaschen. AnschlieBend wurden 100ul Kristallviolettlosung (einprozentig)
pro Vertiefung aufgetragen. Nach 15min wurde die Losung entleert und die Vertiefun-
gen dreimal mit 300ul PBS erneut gewaschen. Zuletzt wurden 100ul eines Athanol-
Aceton-Gemischs (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) im Verhiltnis 4:1 hinzugefligt

und fur fiinf Minuten belassen.

PBS 1000ml TSB 1000ml
Natriumchlorid 7g Kasein 17,0g
Dinatriumphosphat 42¢ Soja 3.0g
Dikaliumphosphat 1,06g Dextrose 2,5g
ddH20 1000ml Natriumchlorid 5,0g

Dikaliumphosphat 2,5¢
ddH20 1000 ml
Tab.05: Inhaltsstoffe PBS Tab. 06: Inhaltsstoffe TSB Puffer

Die abschlieBende Biofilmmessung wurde mit Hilfe eines Microplate Absorbance Rea-
ders (BioRad iMark microplate reader, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland) bei einer Wellenldnge von 655nm durchgefiihrt.

Als Referenz wurden auf jeder Mikrotiterplatte die Stimme RP62A (S. epidermidis) als
Exempel fiir starke Biofilmproduktion (positive Kontrolle) und TM300 (S. carnosus) als

Beispiel fiir geringe Biofilmproduktion (negative Kontrolle) mitgefiihrt.
Tm300Rp62a Patientenproben Leer

Abb. 07: Mikrotiterplatte zur Biofilmmessung mit Proben inkl. Kontrollen
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4 Ergebnisse

4.1 cap-und agr-Bestimmung

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden die Daten von 204 Patienten ausgewertet. Bei
71 dieser Individuen konnte eine kontinuierliche Besiedlung mit S. aureus tlber fiinf
oder mehr Jahre angenommen werden. Dies begriindeten wir durch den Keimnachweis
aus mindestens jahrlichem Rachenabstrich, Sputum oder BAL.

Zur weiteren Eingrenzung einer Besiedlung durch klonale Stimme wurden zunéchst die
cap-Typen der isolierten Keime der 71 Patienten zu Anfang und zum Ende eines konti-
nuierlichen Besiedlungszeitraumes bestimmt. Es wurden hierfiir insgesamt 229 Isolate
untersucht, wovon 141 cap 8 positiv und 88 cap 5 positiv waren. Davon waren 68 der
ersten Isolate einer kontinuierlichen Besiedlungsperiode durch S. aureus cap 8 positiv
(62%) und 41 cap 5 positiv (38%). Die untersuchten Stimme wiesen nach einem Zeit-
raum von mindestens fiinf Jahren die folgende Verteilung auf: cap 8 73 (61%) vs. cap 5
47 (39%).

cap 8 cap 5
Erstes Isolat: 68 (48%) Erstes Isolat: 41 (46%)
Letztes Isolat: 73 (52%) Letztes Isolat: 47 (54%)
Gesamt: 141 (62%) Gesamt: 88 (38%)

Tab. 07: Haufigkeit der cap-Typen von Isolaten am Anfang, bzw. Ende einer Besiedlungsperiode

Mit Hilfe dieser Daten konnten in Proben von 51 Patienten (170 Isolate) Ubereinstim-
mungen der cap -Typen zwischen frithen und spéten Isolaten festgestellt werden. Hier-
von zeigten sich in Isolaten von 38 Patienten der cap -Typ 8 (74,5%) und in 13 cap -

Typ 5 (25,5%).
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cap 8 38 (74,5%)

cap 5 13 (25,5%)

Tab. 08: Haufigkeit der iibereinstimmenden cap-Typen nach Patienten

Zur weiteren Eingrenzung fithrten wir bei korrelierenden cap-Typen der Isolate eine
agr-PCR derselben durch.

In diesem Arbeitsschritt wurden die insgesamt 170 Isolate einer agr-PCR unterzogen.
Hiervon entsprachen 79 dem agr-Typ I (46,5%), 35 dem agr-Typ 11 (20,6%), 50 dem
agr-Typ III (29,4%) und 6 dem agr-Typ IV (3,5%). 53 Isolate waren cap-5-positiv und
117 cap-8-positiv. Dabei konnte bei 40 Isolate der Kapseltyp 5 und agr-Typ I nachge-
wiesen werden. Dies entspricht 75,4% der cap-5-positven und 23,5% aller 170 unter-
suchten Isolate. Die Kombination aus cap-5 und agr-Typ II konnte in 13 Féllen (24,5%
der cap-5-Positiven, 7,7% von 170) festgestellt werden. Innerhalb der Gruppe der cap-
5-positiven Isolate wurden weder agr-Typ III, noch IV, noch agr-negative Isolate ge-
zeigt. Innerhalb der Gruppe der cap-8-positiven Isolate konnten 39 agr I- (33,3% cap 8,
22,9% von 170), 22 agr 1I- (18,8% cap 8, 12,9% von 170), 50 agr 11I- (42% cap 8,
29,4% von 170) und 6 agr IV-positive Isolate (5,1% cap 8, 3,5% von 171) nachgewie-
sen werden. Folgende Tabelle stellt die Verteilung der agr-Typen in Verbindung mit

den zuvor bestimmten Kapseltypen dar:

agrl agr 11 agr 11 agr IV Gesamt

cap 5 40 13 - - 53
(23,5%) (7,6%) (31,1%)

cap 8 39 22 50 6 117

(22,9%) (12,9%) (29,4%) (3,5%) (68,7%)

Gesamt 79 35 50 6 170
(46,4%) (20,5%) (29.4%) | (3,5%)

Tab. 09: Verteilung von agr-Typen abhingig von cap
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Fiir die Verteilung dieser Daten konnte mit Hilfe des Chi*-Tests ein p-Wert <0,05 ermit-
telt werden, sodass ein Zusammenhang zwischen Auftreten von Kapseltyp und agr-Typ

auBlerst wahrscheinlich ist.

In der weiteren Analyse zeigte sich bei Isolaten von 31 Patienten (117 Isolate), entspre-
chend 60,8% der vorangegangenen 51 Patenten (68,8% der Isolate), sowohl ein glei-
cher cap-Typ als auch ein identischer agr-Typ nach dem festgesetzten Beobachtungs-
zeitraum von mindestens fiinf Jahren.

Die Verteilung der cap- und agr-Typen der Isolate innerhalb dieser Gruppe wird in

folgender Tabelle dargestellt:

agrl agr 11 agr 11 agr IV Gesamt
cap 5 36 8 - - 44
(30,8%) (6,8%) (37,6%)
cap 8 25 10 38 - 73
(21,4%) (8,5%) (32,5%) (62,4%
Gesamt 61 18 38 - 117
(52,2%) (15,3%) (32,5%)

Tab. 10: Verteilung libereinstimmender agr- und cap-Typen bei frithen und spéten Isolaten

Auf Grund der geringen Anzahl der Stichprobe (n= 117) wurde Fisher’s exakter Test
zur Ermittlung einer moglichen Korrelation zwischen cap- und agr-Typen verwendet.
Wie bereits in der zuvor betrachteten Gesamtheit wurde hier ebenfalls ein p-Wert < 0,05
errechnet, sodass weiterhin von einem iiberzufilligen gemeinsamen Auftreten der

Merkmale ausgegangen werden kann.

Die Kohorte von 31 Patienten wurde darauf durch die Einbeziehung weiterer Studien
des Institutes und dem Zugang zu aktualisierten Patientenlisten aus den zwei Kliniken,
die die Mukoviszidosepatienten betreuen, um 6 Patienten erweitert.

Bei den Isolaten der 37 Patienten wurden darauthin spa-Typisierungen durchgefiihrt,

um weiterhin zu verifizieren, dass es sich um klonale Isolate am Anfang und Ende eines
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Besiedlungszeitraums handelte. Es zeigte sich bei Isolaten von 35 Patienten (94,6%)
neben den korrelierenden cap- und agr-Typen auch ein gleicher, bzw. minimal verin-

derter spa-Typ.

Die Verteilung der cap- und agr-Typen der Kohorte mit {ibereinstimmenden spa-Typen
teilten sich nach Patienten wie folgt auf: Es konnten 16 agr-I-positive (45,7%), 7 agr-11-
positive (20%), 11 agr-1ll-positive (31,4%) und 1 agr-negatives Paar (2,9%) nachge-
wiesen werden. Keines der untersuchten Isolate wies den agr-Typ IV auf.

Innerhalb der agr-Gruppen lag die prozentuale Verteilung bei 62,5% cap-5-positiver
und 37,5% cap-8-positiver Isolate mit agr-I-Nachweis. 28,6% cap-5- und 71,4% cap-8-
positiver Paare zeigten einen agr-1I-Nachweis. Sowohl die Gruppe der agr-I11, als auch
die agr-negativen Isolate pragten zu 100% den Kapseltyp 8 aus.

Wiederum wurde auf Grund der geringen Zahl der Stichprobe (n = 36) Fisher’s exakter
Test zur Analyse der Daten herangezogen. Mit einem p-Wert <0,05 konnte ein Zusam-
menhang zwischen dem Auftreten der Kapsel- und agr-Typen weiterhin als tiberzufillig

angenommen werden.

agrl agr 11 agr 11 agr IV | negativ Gesamt
cap 5 10 2 - - - 12
(28,6%) (5,7%) (34,3%)
cap 8 6 5 11 - 1 23
(17,1%) (14,2%) (31,5%) (2,9%) (65,7%)
Gesamt 16 7 11 - 1 35
(45,7%) (19,9%) (31,5%) (2,9%)

Tab. 11: Verteilung der cap- und agr-Typen bei korrelierenden spa-Typen
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4.2 spa-Typisierung

Dieser Untersuchung konnte ein weiteres Isolat aus einer anderen Studie des Institutes
auf Grund iibereinstimmender spa-Typen bei Erfiillung der Einschlusskriterien hinzuge-
fiigt werden (Patient 36). Die Isolate wurden im vorangegangenen Arbeitsschritt a.e.
wegen einer Deletion im Promoterbereich von agr des spiten Isolats ausgeschlossen, da
aus diesem Grund eine Divergenz der agr-Typen resultierte. Mittels desselben spa-
Typen ist allerdings von klonalen Stimmen auszugehen.

Somit konnten aus der Kohorte von 204 Patienten aus zwei Zentren eine Gruppe von 36
Personen ermittelt werden (17,6%), die einen regelméBigen Nachweis von S. aureus
iiber einen Zeitraum von mindestens fiinf Jahren zeigte und in Isolaten, die am Anfang
und Ende dieses Zeitfensters stehen, einen identischen, bzw. minimal verdnderten spa-
Typen aufwiesen. Es wurden insgesamt 33 verschiedene spa-Typen bei 36 Patienten
differenziert.

Hier wurde der Typ t084 in neun Fillen nachgewiesen, wihrend der néchst hiufige
spa-Typ mit finf Nachweisen t012 war. Im Durchschnitt wiesen die spa-Typen eine

Anzahl von 9,38 Repeats auf (Median: 10).

Patient | Zeitpunkt | spg-Typ | Frequenz Repeats

1 Frith t084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Spét t084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Frith t012 1,67% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24

2 Spét t012 1,67% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24
Frih t486 0,01% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24-24-24

3 Spét t804 <0,01% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24-24-24-24
Frith t034 1,61% 08-16-02-25-02-25-34-24-25

4 Spét t034 1,61% 08-16-02-25-02-25-34-24-25
Friih t078 0,32% 04-21-12-41-20-17-12-12-17

: Spét t078 0,32% 04-21-12-41-20-17-12-12-17
Friih t002 6,79% 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16

6 Spét t6338 <0,01% 26-23-17-34-17-20-17-12-307-16

Tab. 13 a: spa-Typen frither und spéter Isolate inklusive Frequenzen der Isolate laut Ridom Spa
Server und Kennzeichnung von Mutationen der spa-Repeats [89]
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Patient | Zeitpunkt | spa-Typ | Frequenz Repeats
Friih 1127 2,17% 07-23-21-16-34-33-13
! Spit 1127 2,17% 07-23-21-16-34-33-13
Frih 922 0.09% 07-23-21-16-33-13
8
Spit 922 0,09% 07-23-21-16-33-13
Frih 89 0.01% 49-13-23-05-34-34-3334
? Spit £12809 <0,01% 49-13-23-34-33-34
1489 0,01% 49-13-23-05-34-34-33-34
Frih %19 20.01% T1-1241-13-17
10
Spit 619 <0,01% 11-12-41-13-17
Frih 1084 T.81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
1 Spit {084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Frih w17 20.01% 15-21-16-02-24-24
12
Spit 617 <0,01% 15-21-16-02-24-24
Frih 1034 T.61% 08-16-02-25-02-25-34-24-25
13
Spit 1034 1,61% 08-16-02-25-02-25-34-24-25
Frih t154 20.01% 04-44-33-31-12-16-34-22-17-25-22-22-34
14
Spiit 1154 <0,01% 04-44-33-31-12-16-34-22-17-25-22-22-34
Frih 346 0.30% 07-23-12-34-12-12-23-02-12-23
15
Spit {084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Frih 1084 T.81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
16
Spit {084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Frih 1036 0.26% 04-20-12-17-20-17-12-17-17
17 Spit 1056 0,26% 04-20-12-17-20-17-12-17-17
Frih 1078 0.32% 0421-12-41-20-17-12-12-17
18 Spit {078 0,32% 04-21-12-41-20-17-12-12-17
Frih 1084 T.81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
19
Spit {084 1,81% 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
Frih 1002 6,79% 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16
20
Spit 002 6,79% 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16
Frih 118 0.01% 1125
21 Spiit {118 0,01% 1125

Tab. 13 b: spa-Typen frither und spéter Isolate inklusive Frequenzen der Isolate laut Ridom Spa
Server und Kennzeichnung von Mutationen der spa-Repeats [89]
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Patient | Zeitpunkt | spa-Typ | Frequenz Repeats

Friih 1091 0,90% 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23

22 Spit 091 0,90% 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23
Frih 1008 6,27% 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25

23 {121 0,15% 11-19-21-17-34-24-34-22-25
Spit t121 0,15% 11-19-21-17-34-24-34-22-25
Frih 211 0.13% 11-19-12-12-21-17-34-24-34-22-25

24 Spit 211 0,13% 11-19-12-12-21-17-34-24-34-22-25
Frih 012 1,67% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24

25 699 0,1% 15-12-16-02-23-16-02-25-17-24-24
Spit {012 1,67% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24
Frih 623 <0,01% 04-20-20-12-17-20-17-12-17-17

26 Spit 623 <0,01% 04-20-20-12-17-20-17-12-17-17

1056 0,26% 04-20-12-17-20-17-12-17

Frih 012 1,67% 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24

7 Spit 1021 1,01% 15-12-16-02-16-02-25-17-24
Frih 1056 0,26% 04-20-12-17-20-17-12-17-17

2 Spit 2565 0,02% 04-20-12-17-12-17-17-17
Frih 1080 0,03% 09-02-16-34-42-17-16-34

» Spit {080 0,03% 09-02-16-34-42-17-16-34
Frih 1091 0,00% 07-23-21-17-34-12-23-02-12-23

% Spit 1085 0,19% 07-23-12-34-34-12-23-02-12-23
Frih 015 1,12% 08-16-02-16-34-13-17-34-16-34

31 Spit {015 1,12% 08-16-02-16-34-13-17-34-16-34
Frih 127 2.17% 07-23-21-16-34-33-13

32 Spiit 1127 2,17% 07-23-21-16-34-33-13
Frih 1166 0,20% 04-44-33-31-12-16-34-16-12-25-22-34

33 Spit £166 0,20% 04-44-33-31-12-16-34-16-12-25-22-34
Frih 709 0.02% 26-23-13-23-31-17-25-17-25-16-28

34 Spit £709 0,02% 26-23-13-23-31-17-25-17-25-16-28
Frih 1005 0,66% 26-23-13-23-31-05-17-25-17-25-16-28

33 Spit 1005 0,66% 26-23-13-23-31-05-17-25-17-25-16-28
Frih 1009 0,10% 11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25

36 Spit 009 0,10% 11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25

Tab. 13 c: spa-Typen frither und spéter Isolate inklusive Frequenzen der Isolate laut Ridom Spa
Server und Kennzeichnung von Mutationen der spa-Repeats [89]
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Das durchschnittliche Alter der Patienten zu Beginn unserer Studie lag bei 13,2 Jahren
mit einer Alterspanne von 1 bis zu 34,8 Jahren (Median: 10,3 Jahre). Die mittlere Be-
siedlungsdauer betrug 8,33 Jahre (Median 8,18 Jahre) wobei der kiirzeste Zeitraum 5,10
Jahre und der langste 13,56 Jahre betrug. Die Geschlechterverteilung war nahezu aus-

gewogen mit Isolaten von 17 weiblichen und 19 ménnlichen Patienten.

Alter bei frithen Besiedlungsdauer
Isolat (in Jahren) (in Jahren)
Streuung 1,0 -348 5,10-13,56
Mittelwert 13,2 8,33
Median 10,3 8,18

Tab. 12: Altersverteilung und Besiedlungsdauer

In dieser Arbeit wurden Isolate mit divergierenden spa-Typen am Anfang und am Ende
eines Besiedlungszeitraums aus der weiteren Beobachtung ausgeschlossen. Davon wur-
den Verdnderungen der Repeatreihenfolge des spa-Lokus ausgenommen, sofern diese
durch geringe Mutationen in Form von Deletion, Insertion oder Punktmutation nachzu-
vollziehen waren. Insgesamt wurden 17 genetische Ereignisse im Bereich des spa-
Lokus bei Isolaten von zehn Patienten festgestellt. Bei den Patienten 9, 23, 25, 26, 27
und 28 wurden Deletionen und in den Féllen der Patienten 3 und 15 Insertion ganzer
Repeats nachgewiesen. In den Analysen der Isolate der Patienten 6, 28 und 30 konnten
sieben Punktmutationen festgestellt werden.

Unter Beachtung der Gesamtbesiedlungszeit aller Stimme errechnet sich eine mittlere
Dauer von 211,8 Monaten je Mutation (Persistenz aller Stimme in Monaten/ Anzahl
genetischer Ereignisse = 3600,12/17 = 211,8). Je Deletion wurden 450 Monate, je
Punktmutation (Substitution) 514,3 Monate und je Insertion 1800 Monate berechnet.
Die bei den Patienten 6, 28 und 30 gefundenen Punktmutationen sind in der folgenden

Liste genauer dargestellt:
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Patient | Zeitpunkt | spa- | Repeat Repeatsequenz Aminosiure
Typ
6 Friih t002 17 AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT | Phenylalanin
Spit 16338 307 | AAAGAAGACGGCAACAACCCTGGT | Leucin
28 Friih t056 20 AAAGAAGACAACAACAAACCTGGC | Phenylalanin,
Prolin
Spit 2565 12 AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT | Phenylalanin,
Prolin
30 | Frih t091 21 AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGC | Prolin
Spit t085 12 AAAGAAGACAACAACAAGCCTGGT | Prolin
Frith t091 17 AAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT | Prolin,
Phenylalanin
Spét t085 34 AAAGAAGACAACAACAAACCTGGT | Leucin,
Phenylalanin

Tab. 14: Veridnderung der spa-Repeatsequenz bei den Patienten 6, 28 und 30

Weiterhin ist aus den Tabellen 13a bis c ersichtlich, dass es sich bei nur drei der Isolate
mit Mutationen im spa-Lokus um Verdnderungen von mehr als einem Repeat in der
spa-Region handelt. Maximal haben sich bei den ermittelten Mutationen zwei Repeats
gedndert. Sie wiesen stets eine Linge von 24bp auf.

Die durchschnittliche Besiedlungsdauer bei Patienten mit Isolaten mit Mutationen im
spa-Lokus betrug 8,69 Jahre und tiberschritt damit nur geringfligig den Wert von 8,33
Jahren in der Gesamtgruppe. Streuung (5,10 — 13,19 Jahre) und Median (7,92 Jahre)
liegen ebenfalls den Bereichen der Grundgesamtheit sehr nahe (Streuung 5,10 — 13,56
Jahre; Median 8,18 Jahre) und sprechen somit fiir eine dhnliche Struktur der beiden

Gruppen.
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4.3 Biofilmmessungen

4.3.1 Allgemein

Alle Isolate wurden, wie in Abschnitt 2.1 beschrieben, nach Koloniegréf3e und —farbe,
Hiamolyseverhalten sowie Auspridgung von Betatoxin auf Blut- und Schaedleragar nach
24, bzw. 48h Inkubation beurteilt. Die so differenzierten Isolate der 36 Patienten wur-
den zur Biofilmmessung nach oben genanntem Protokoll herangezogen. Somit wurde
diese Bestimmung bei insgesamt 111 Isolaten (57 frithe und 54 spéte Isolate) in jeweils
drei Durchgéingen 4 6 Messungen durchgefiihrt, sodass die Biofilmmessung eines jeden
Isolats durch mindestens 18 Werte repriasentiert wurde. Bei Anzeichen fiir Kontaminati-
on wurden Messungen erneut durchgefiihrt und den zuvor korrekt gemessenen Werten
hinzugefiigt.

Weiterhin wurden je Mikrotiterplatte eine Positivkontrolle mit dem Stamm S. epidermi-
dis RP62A sowie eine Negativkontrolle mit dem Stamm S. carnosus TM300 mitgefiihrt.
AulBlerdem wurden stets Leerkontrollen, in denen dieselben Farbungen wie bei den zu
messenden Isolaten durchgefiihrt worden waren, sowie Leerkontrollen ohne jegliche
Form von Férbung mitbestimmt. Der Mittelwert der bei 655nm bestimmten Extinktion
des Stamms RP62A lag bei 1,234 (Median 1,202) mit einem 95%-Konfidenzintervall
(KI) von 1,217 bis 1,251. Im Falle von TM300 wurde eine durchschnittliche Extinktion
von 0,1501 (Median 0,145) mit einem KI von 0,145 bis 0,155 ermittelt.

Leerkontrollen, in denen Néhrmedien ohne Keimzugabe inkubiert und ebenfalls Fér-
bungen mit Kristallviolett vorgenommen wurden, hatten eine durchschnittliche Extink-
tion von 0,134 (Median 0,129) mit einem 95%-KI von 0,127 und 0,142. Leerkontrollen,
in denen keine Fliissigkeiten mitgefiihrt wurden, ergaben im Mittel eine Extinktion von
0,037 (Median 0,036) mit einem 95%-KI von 0,037 bis 0,038.

Graphisch stellt sich dies wie folgt dar:
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RP62A | TM300 Leerkontrolle Leerkontrolle
inkl. Férbung ohne Firbung
Mittelwert 1,234 0,150 0,135 0,038
Median 1,202 0,145 0,129 0,037
untere Grenze des 1,217 0,145 0,127 0,037
95% K1
obere Grenze des 1,251 0,155 0,142 0,038
95% K1

Tab. 15: Mittelwerte, Mediane und Konfidenzintervall von Pos.- & Neg.-Kontrollen
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Abb. 08: Extinktion der Kontrollen bei 655n Abb. 09: Boxplot der Extinktionen bei
655nm

Wie anhand der Boxplots in Abbildung 09 erkenntlich, kann es auch zwischen Indivi-
duen derselben Bakterienstimme zu duBerst unterschiedlichen Messwerten kommen.
Das Minimum unter den Proben des Stamms RP62A lag bei einer Extinktion von 0,965,
wobei das Maximum bei einem Wert von 1,904 gemessen wurde. Unter den Isolaten
des Stamms TM300 lag der geringste Messwert bei einer Extinktion von 0,049 und der
hochste Wert bei 0,317. Innerhalb der Gruppe der ebenfalls mit Kristallviolett gefarbten
Leerproben wurde ein Minimum von 0,052 und ein Maximum bei 0,246 ermittelt. Die
Leerproben ohne weitere farberische Verdnderungen zeigten Werte zwischen 0,034 und
0,063.

Die Konfidenzintervalle aller Mittelwerte der Kontrollen iiberschnitten sich nicht und
mit einem p-Wert von <0,05 kann ein iiberzufélliger Unterschied zwischen allen Ergeb-

nissen angenommen werden.
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In dhnlicher Weise unterscheiden sich die Werte auch in der Kohorte der untersuchten
Isolate. Das hier gemessene Minimum lag bei einer Extinktion von 0,051 (Isolat Friih 1,
Patient 20). Im Gegensatz dazu wurde die maximale Extinktion bei dem Isolat ,,Spat 1
des Patienten 24 mit einer Extinktion von 1,578 festgestellt. Der grofte intraindividuelle
Unterschied zwischen zwei Messergebnissen einer Messreihe wurde bei den Isolaten
,»Spat* des Patienten 17 mit einer Differenz von 0,573 in der Extinktion bei 655nm ge-
messen. Mikroorganismen mit einer geringeren Biofilmproduktion wiesen entsprechend
dieser geringeren Auspriagung auch kleinere absolute Differenzen zwischen den einzel-
nen Messungen auf.

Auf Grund der groflen Anzahl an Messungen wird an dieser Stelle lediglich eine graphi-
sche Ubersicht der Mittelwerte dieser Untersuchung illustriert. Die Isolate zu Beginn
der Beobachtungseinheit sind in blau und die zum Ende des Beobachtungszeitraums in
rot dargestellt. Diesen folgen in den Kapiteln 3.3.2 bis 3.3.4 Einzelbeispiele der Patien-
ten 11, 16 und 24 mit genauerer Beleuchtung der ermittelten Werte, um eine exemplari-
sche Darstellung fiir zunehmende, abnehmende und gleichbleibende Biofilmproduktion

zu geben.
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Abb. 10: Biofilmproduktion der Isolate zu Beginn der Beobachtung und nach min. 5 Jahren, Patienten 1- 10
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Abb. 11: Biofilmproduktion der Isolate zu Beginn der Beobachtung und nach min. 5 Jahren, Patienten 11-20

Abb. 12: Biofilmproduktion der Isolate zu Beginn der Beobachtung und nach min. 5 Jahren, Patienten 21 -30
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Abb.13: Biofilmproduktion der Isolate zu Beginn der Beobachtung und nach min. 5 Jahren, Patienten 31 -36

In dieser semiquantitativen Analyse zeigte sich, dass die wenigsten S. aureus-Stimme
unserer Kohorte in der Lage waren, einen dhnlich ausgeprédgten Biofilm wie die Positiv-
kontrolle RP62A zu bilden. Von den 111 gemessen Isolaten zeigten lediglich 4 Isolate
eine Extinktion, die >1 lag (Isolate ,,Friih* Patient 16; ,,Friih 5 Pat. 23; ,,Spét 1* Pat.
23; ,,Spat 1 Pat. 24). Im Mittel aller Isolate konnte ein Wert von 0,3336 (95% KI
0,2897 — 0,3775) nachgewiesen werden. Der MW der Extinktion aller frithen Isolate
liegt bei 0,3530 (95% KI 0,2907 — 0,4153) und aller spéten Isolate bei 0,3139 (95% KI
0,2504 — 0,3774). Mittels Grubb’s Test konnten keine signifikanten Ausreier ermittelt
werden.

In der Reihe der Biofilmmessungen konnten auf Grund der Verteilung der Isolate 87
Vergleiche zwischen frithen und spéten Isolaten gezogen werden. Die Messergebnisse
verandert sich in 86 Féllen signifikant. In insgesamt 56 Vergleichen kam es zu einer
absoluten Anderung der Extinktion von weniger als 0,2. In 31 Fillen lag die absolute
Differenz grofBer oder gleich 0,2. In 18 dieser Ergebnisse wurde eine Ab- und in 13 eine
Zunahme des Biofilms gezeigt. Der Mittelwert der Differenz zwischen frithen und spé-

ten Isolaten lag bei -0,041 mit einem Median von -0,015 (95% KI1-0,011 —0,026).
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4.3.2 Patient 11

Wie in der oben dargestellten Abbildung 11 wurde bei Patient 11 ein Isolat zu Beginn
und eines am Ende des Beobachtungszeitraums untersucht. Der Patient war zum Zeit-
punkt der Isolierung der ersten Probe 17,2 Jahre alt und bei Entnahme der spateren 24,3
Jahre (Besiedlungszeitraum: 6,97 Jahre). Die spa-Typen entsprechen zu beiden Zeit-
punkten dem Typ t084 (07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23).

Bei 655nm wurden je Probe 18 Werte der Biofilmproduktion mit einer durchschnittli-
chen Extinktion von 0,3478 (,,Friih®, 95% KI 0,3328 — 0,3628) und 0,2842 (,,Spat*,
95% K10,2622 — 0,3061) ermittelt.

Bei dem S. aureus-Stamm, der zu Beginn des Beobachtungszeitraums von 6,97 Jahren
isoliert wurde, lag das gemessene Minimum der Biofilmproduktion bei 0,286 und das
Maximum bei 0,4150 (Differenz: 0,129). Die im Boxplot ersichtlichen 25%- und 75%-
Perzentilen wurden bei 0,3265 und 0,3655 mit einem Median bei 0,349 ermittelt. Eine
Standardabweichung von 0,0301 konnte errechnet werden.

Die entsprechenden Werte filir das Isolat ,,Spit“ wurden mit einem Minimum von
0,2240, einem Maximum von 0,3560, ciner 25%-Perzentile von 0,2398, ciner 75%-
Perzentile von 0,3235 und einem Median von 0,288 gemessen. Die Standardabwei-

chung betrug 0,0441. Dies stellt sich graphisch wie folgt dar:
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Abb. 14: Boxplot Patient 11 Abb. 15: Sdulendiagramm
Patient 11
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Wert Friih Spét
1 0,329 0,224
2 0,353 0,232
3 0,415 0,244
4 0,358 0,241
5 0,353 0,236
6 0,344 0,226
7 0,319 0.275
8 0.308 0.270
9 0.364 0.279
10 0.370 0.318
11 0.345 0.290
12 0.318 0.281
13 0.332 0.351
14 0.286 0.322
15 0.343 0.328
16 0.376 0.356
17 0.364 0.336
18 0.383 0.306
Mittelwert 0,3478 0,2842
Median 0,3490 0,2800
Minimum 0,2860 0,2240
Maximum 0,4150 0,3560
25%-Perzentile 0,3265 0,2398
75%-Perzentile 0,3655 0,3235
Standardabweichung 0,03019 0,04417

Tab. 16: Messwerte und statistische Auswertung der Isolate ,,Frith“ und ,,Spat™ des Pat. 11

Der errechnete p-Wert von <0.05 spricht dafiir, dass sich diese beiden Messreihen iiber-
zufdllig voneinander unterscheiden. In diesem Beispiel kam es zu einer Abnahme der
Biofilmproduktion.

Bei Patient 11 lag zu keinem der beiden Entnahmezeitpunkte oder in den vorhergegan-

genen 6 Monaten ein Nachweis von P. aeruginosa oder B. cepacia vor.
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4.3.3 Patient 16

Zum Zeitpunkt der Isolierung der Probe ,,Frith* war der Patient 8,3 Jahre alt und 18,6
Jahre bei Isolat ,,Spat* (Besiedlungsdauer: 10,3 Jahre). Beide wiesen den spa-Typ t084
(07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23) auf.

Bei 655nm wurden je Probe 18 Werte der Biofilmproduktion mit einer durchschnittli-
chen Extinktion von 1,0323 (,,Friih®, 95% KI 0,9796 — 1,085) und 0,2161 (,,Spat*, 95%
KI10,1983 — 0,2338) ermittelt.

Bei dem S. aureus-Stamm, der zu Beginn des Zeitraums von 10,31 Jahren isoliert wur-
de, lag das gemessene Minimum der Biofilmproduktion bei 0,914 und das Maximum
bei 1,229 (Differenz: 0,415). Die im Boxplot ersichtlichen 25%- und 75%-Perzentilen
wurden bei 0,9360 und 1,106 mit einem Median bei 1,016 ermittelt. Eine Standardab-
weichung von 0,1061 konnte errechnet werden.

Das Minimum fiir das Isolat ,,Spét* lag bei einer Extinktion von 0,1590, das Maximum
bei 0,2770, die 25%-Perzentile bei 0,1895, die 75%-Perzentile bei 0,2348 und der Me-
dian bei 0,214. Die Standardabweichung betrug 0,0356. In den folgenden Graphiken

werden diese Ergebnisse zusammengefasst.
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Abb. 16: Boxplot Patient 16 Abb. 17: Séulendiagramm Patient 16
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Wert Friih Spét
1 0.916 0.215
2 0.949 0.161
3 0.948 0.188
4 1.060 0.199
5 0.967 0.159
6 0.937 0.170
7 1.101 0.233
8 1.228 0.224
9 1.072 0.190
10 1.177 0.232
11 1.229 0.267
12 0.914 0.212
13 0.929 0.240
14 1.041 0.204
15 1.120 0.229
16 0.991 0.213
17 1.070 0.277
18 0.933 0.276
Mittelwert 1,032 0,216
Median 1,016 0,214
Minimum 0,914 0,159
Maximum 1,229 0,277
25%-Perzentile 0,936 0,189
75%-Perzentile 1,106 0,234
Standardabweichung 0,106 0,035

Tab. 17: Messwerte und statistische Auswertung der Isolate ,,Friih* und ,,Spat“ des Pat. 16

Der errechnete p-Wert von <0.05 spricht dafiir, dass sich diese beiden Messreihen iiber-
zufdllig voneinander unterscheiden.

Bei diesem Patient konnte zum Zeitpunkt der Isolierung der frithen Probe keine Ko-
Besiedlung mit den Keimen P. aeruginosa oder B. cepacia festgestellt werden. Jedoch
wurden seit ca. drei Jahren vor Ende des Beobachtungszeitraums mehrmals jdhrlich
Isolate mit normalen, sowie schleimigen Isolaten von P. aeruginosa nachgewiesen. B.

cepacia wurde zum Ende der Beobachtung nicht isoliert.
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4.3 4 Patient 24

Bei Patient 24 wurden vier Isolate differenziert, wovon eines zu Beginn des Beobach-
tungszeitraumes und drei danach unterschieden wurden. Zum Zeitpunkt der Isolierung
der Probe ,,Friih* war der Patient 29 Jahre alt und 37,4 Jahre bei Isolat ,,Spat* (Besied-
lungsdauer: 8,45 Jahre). Bei allen Isolaten wurde der spa-Typ t211 (11-19-12-12-21-
17-34-24-34-22-25) nachgewiesen. Bei 655nm wurden je Probe 18 Werte der Biofilm-
produktion ermittelt, die eine durchschnittliche Extinktion von 0,2145 (,,Friih*, 95% KI
0,1959 — 0,2331) und 1,3485 (,,Spat 1, 95% KI 1,295 — 1,402), 0,1962 (,,Spat 2 95%
KI 0,1649 — 0,2275) sowie 0,1996 (,,Spit3*, 95% KI 0,1696 — 0,2295) zeigten. Bei dem
S. aureus-Stamm, der zu Beginn des Zeitraums von 8,45 Jahren isoliert wurde, lag das
gemessene Minimum der Biofilmproduktion bei 0,1530 und das Maximum bei 0,2960
(Differenz: 0,143). Die 25%- und 75%-Perzentilen wurden bei 0,1870 und 0,2440 mit
einem Median bei 0,2090 ermittelt. Eine Standardabweichung von 0,0374 konnte er-
rechnet werden. Bei dem Isolat ,,Spit 1 konnte eine Minimum von 1,187, ein Maxi-
mum von 1,578, eine 25%- und 75%-Perzentile bei 1,281 sowie 1,422 und ein Median
von 1,309 bestimmt werden. Die Standardabweichung betrdgt 0,1068. Fiir die Probe
»Spit 2 lag der geringste gemessene Wert bei 0,108, der hochste bei 0,3380, die 25%-
Perzentile bei 0,1565 und die 75%-Perzentile bei 0,2360. Der Median wurde mit einer
Extinktion von 0,1720 ermittelt und die Standardabweichung von 0,0629 errechnet. Das
Minimum der Probe ,,Spit 3 wurde bei 0,11, das Maximum bei 0,305, die 25%-
Perzentile bei 0,1543, die 75%-Perzentile bei 0,2633 und der Median bei einem Wert
von 0,1855 ermittelt. Die Standardabweichung betrdgt 0,0601.
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Abb. 18: Boxplot Patient 24 Abb. 19: Sdulendiagramm Patient 24
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Wert Friih Spét 1 Spét 2 Spét 3
1 0.153 1.282 0.155 0.110
2 0.179 1.305 0.149 0.116
3 0.162 1.313 0.186 0.143
4 0.233 1.390 0.177 0.173
5 0.240 1.256 0.158 0.208
6 0.296 1.187 0.158 0.245
7 0.181 1.456 0.108 0.163
8 0.229 1.416 0.142 0.170
9 0.211 1.398 0.167 0.170
10 0.205 1.285 0.225 0.131
11 0.256 1.425 0.184 0.198
12 0.256 1.421 0.160 0.158
13 0.189 1.276 0.157 0.271
14 0.259 1.578 0.269 0.229
15 0.216 1.511 0.218 0.305
16 0.191 1.300 0.269 0.261
17 0.198 1.188 0.312 0.270
18 0.207 1.286 0.338 0.271
Mittelwert 0,2145 1,349 0,1962 0,1996
Median 0,2090 1,309 0,1720 0,1855
Minimum 0,1530 1,187 0,1080 0,1100
Maximum 0,2960 1,578 0,3380 0,3050
25%-Perzentile 0,1870 1,281 0,1565 0,1543
75%-Perzentile 0,2440 1,422 0,2360 0,2633
Standardabweichung 0,0374 0,1068 0,0629 0,0601

Tab. 18: Messwerte und statistische Auswertung der Isolate ,,Frith“ und ,,Spat“ des Pat. 24

Der errechnete p-Wert von <0.05 zwischen den Messreihen ,,Frith® und ,,Spat 1 spricht
dafiir, dass sich diese beiden tiberzufillig voneinander unterscheiden. Der p-Wert zwi-
schen den Isolaten ,,Frith* und ,,Spat2* liegt bei 0,305 und spricht daher nicht fiir einen
signifikanten Unterschied zwischen den Ergebnissen. Der t-Test zwischen ,,Friith* und
»Opat 3 ergab 0,3124 und trifft damit die gleiche Aussage. Zwischen den Isolaten
»Spdt 1¢ und ,,Spdt 2* sowie ,,Spdt 3* kann von einem iiberzufélligen Unterschied ge-
sprochen werden (jeweils p <0,05). Die Isolate ,,Spat 2 und ,,Spét 3 unterscheiden
sich nicht signifikant (p = 0,8719).

Bei dem Patient konnte zu keinem Zeitpunkt der Isolierung eine Ko-Besiedlung mit P.

aeruginosa oder B. cepacia festgestellt werden.
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4.3.5 Statistische Auswertung der Biofilmmessung

Die oben dargestellten Ergebnisse der Biofilmmessung wurden auf Korrelationen mit
ermittelten Merkmalen der Stimme untersucht. Der Einfluss von Geschlecht der Pro-

banden, cap- und agr-Typen, sowie Besiedlungsdauer auf den Biofilm wird in folgender

Tabelle gezeigt:

Parameter Differenz der Konfidenzintervall | Konfidenzintervall p-Wert
Biofilmmessung Untergrenze Obergrenze

Geschlecht ménn- -0,06998 -0,124350 0,110355 0,904
lich
Geschlecht weiblich 0 0 0 0
cap 5 -0,13147 -0,152782 0,126488 0,849
cap 8 0 0 0 0
agr negativ -0,54649 -0,310760 0,201462 0,669
agrl 0,092788 -0,65121 0,250696 0,24
agr 11 0,124154 -0,022962 0,271290 0,95
agr 111 0 0 0 0
Besiedlungsdauer -0,10735 -0,039114 0,017644 0,452

Tab. 19: Korrelation zwischen Biofilmergebnissen & Geschlecht/cap/agr/Besiedlungsdauer

Die hier aufgefiihrten Werte zeigen die statistische Differenz der Biofilmmessung bei
Auspragung der verschiedenen Merkmale. Dabei wird immer eine der Merkmalsauspré-
gungen als Referenz 0 angegeben. Die bei dem/den anderen Merkmal angegebene Zahl
stellt die Differenz der Biofilmwerte unter Variation des betrachteten Merkmals bei
gleichbleibenden restlichen Merkmalen dar.

Die Differenz der Biofilmmessung zwischen Isolaten ménnlicher und weiblicher Patien-
ten liegt bei -0,06998 (95% Konfidenzintervall -0,124350 bis 0,110355) und zeigt mit
einem p-Wert von 0,904, dass dieser Unterschied mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht
auf Grund verschiedener Geschlechter bedingt ist. Die gleiche Aussage kann im Bezug
auf die Auspragung des Biofilms bei verschiedenen Kapseltypen mit einem p-Wert von

0,849 getroffen werden. Es konnte weiterhin keine signifikante Differenz der Biofilm-
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produktion zwischen den Ausprigungen der agr-Typen festgestellt werden (p-Wert
0,669, 0,24 und 0,95)

Anhand eines p-Wertes von 0,452 kann mit groBer Wahrscheinlichkeit davon ausge-
gangen werden, dass weder die Besiedlungsdauer noch die anderen analysierten Merk-
male einen Einfluss auf die Produktion des Biofilms von S. aureus bei CF-Patienten

aufweisen.

4.4 Ko-Besiedlung mit P. aeruginosa und B. cepacia

Neben den in dieser Gruppe isolierten S. aureus-Stimmen wurden die verwendeten Ra-
chenabstriche und Sputa ebenfalls standardmiBig auf das Vorkommen weiterer Keime
untersucht. Wir erfassten die Ko-Besiedlung durch P. aeruginosa und B. cepacia sofern
diese gleichzeitig zum Zeitpunkt der Isolierung der untersuchten Proben oder in den
davorliegenden sechs Monaten vorkamen. Aus der Kohorte von 36 Patienten konnten
gleichzeitige Nachweise der beiden oder einer der beiden Bakterienstimme bei 14 Pati-
enten dokumentiert werden. Davon wurde bei lediglich fiinf Probanden zum Anfang des
Besiedlungszeitraums eine Ko-Besiedlung nachgewiesen. Hier wurde ausschlieflich P.
aeruginosa isoliert. Dahingegen konnte bei insgesamt 13 Patienten mindestens einer der
beiden Keime nach dem Intervall von mindestens fiinf Jahren gezeigt werden. In neun
Féllen lag ausschlieBlich P. aeruginosa, in einem nur B. cepacia vor und in drei Féllen
konnten beide isoliert werden.

Durch die Biofilmdaten wurde eine statistische Differenz zwischen P. aeruginosa-
positiven und -negativen Patienten mit einem Unterschied der Extinktion von lediglich -
0,06467 (95% Konfidenzintervall von -0,193375 bis 0,064035) ermittelt. Durch den
errechneten p-Wert von 0,2715 kann ein Einfluss durch die Ko-Besiedlung mit P. aeru-
ginosa auf die Biofilmproduktion mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen wer-
den.

Bei einer Differenz der Extinktion von -0,047298 in der Biofilmmessung (Konfidenzin-
tervall -0,176717 bis 0,271513) zwischen Isolaten von Patienten mit einer zusétzlichen
Besiedlung durch B. cepacia spp. und einem p-Wert von 0,452 liegt mit groBer Wahr-
scheinlichkeit kein Einfluss auf die Biofilmproduktion durch eine Ko-Besiedlung mit

diesen Stimmen vor.
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5 Diskussion

S. aureus war in Zeiten der pri-antibiotischen Ara ein hiufiger Grund fiir den Tod von
CF-Patienten. Nach wie vor stellt dieser Mikroorganismus das am héiufigsten nachge-
wiesene Pathogen junger Mukoviszidosepatienten dar. Obwohl es mit fortschreitendem
Lebensalter immer mehr durch P. aeruginosa verdrangt wird, kann es bei bis zu 40%
der Erwachsenen in Form einer Kolonisierung oder Infektion nachgewiesen werden [28,

46, 106).

Bis jetzt fehlen jedoch besonders Studien, die Eigenschaften von S. aureus-Stammen
und deren Verdnderungen iiber grofBere Nachweiszeitrdume beschreiben. Wihrend lan-
ge Zeit angenommen wurde, dass die isolierten Stimme meist nur intermittierend auf-
traten, konnte u.a. in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich ein S. aureus-Klon gegen
andere durchsetzt und trotz antibiotischer Interventionen iiber Jahre persistiert [48].

Verdnderungen des Phidnotyps und des Genotyps von S. aureus wihrend Léngzeitbe-
siedlung/-infektion bei Mukoviszidosepatienten sind noch kaum aufgeklirt. Die For-
schung im Bereich anderer CF-relevanter Organismen wie P. aeruginosa zeigte jedoch
gravierende Einfliisse starker Biofilmbildner auf die Patientengesundheit und begriindet

damit den hohen Stellenwert der Aufklarung &dhnlicher Mechanismen bei S. aureus.

5.1 Alter der Patientengruppe und durchschnittliche Nachweis-

dauer

Mit Hilfe der duBlerst groBen Patientendatenbank aus zwei Zentren gelang es uns, die in
dieser Studie untersuchte Gruppe unter der Vorraussetzung eines jahrlichen S. aureus-
Nachweises iiber mindestens flinf Jahre zu identifizieren. Aus den zur Verfiigung ste-
henden Daten von 204 Patienten konnten wir 71 Individuen (34,8%) ermitteln, die die-

sen Kriterien gerecht wurden und somit zumindest einen dauerhaften Nachweis von S.
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aureus in den tiefen Atemwegen aufwiesen, was die kontinuierliche Natur der Interakti-
on zwischen Wirt und Bakterienstamm verdeutlicht [33].

Die weite Altersspanne der Probanden (1 — 34,8 Jahre) mit einem Mittelwert von 13,2
Jahren (Median 10,3 Jahren) wurde bereits in anderen Untersuchungen zum Langzeit-
nachweis von §. aureus bei CF-Patienten in dhnlicher Form vorgefunden [48, 49] und
spiegelt die bekannten Nachweiszeitpunkte des Erregers bei Mukoviszidose im Allge-
meinen wider [28]. Mit Hilfe der oben diskutierten PCR-Arbeitsschritte waren wir au-
Berdem in der Lage zu demonstrieren, dass mindestens 50% der Patienten mit einem
chronischen S. aureus-Nachweis nur von einem Klon kolonisiert waren. Weiterhin ge-
lang es, eine mittlere Persistenz klonaler oder eng verwandter Stimme von {iber acht
Jahren zu dokumentieren, wéhrend andere Studien i.d.R. weit niedrigere durchschnittli-
che Nachweisperioden verzeichneten [48, 50]. Dabei ist besonders interessant, dass un-
sere Ergebnisse deutlich {liber den als Einschlusskriterium formulierten fiinf Jahren lie-
gen (Streuung 5,1 — 13,56 Jahre, MW 8,33 Jahre, Median 8,18 Jahre). Wir nehmen an,
dass langzeitpersistierende Stdmme besondere adaptive Féhigkeiten oder womoglich
praformierte Eigenschaften besitzen, die diese lange Interaktion ermdglichen.

Leider konnten wir unsere Daten nur retrospektiv erheben. Fiir die Ermittlung mogli-
cher Einflussfaktoren, die Langzeitnachweise begiinstigen, wéren in Zukunft prospekti-

ve Ansitze von Vorteil.

5.2 cap- und agr-Bestimmung

Wie von Goerke et al. vorgeschlagen [34], verwandten wir die Bestimmung der Kapsel-
und agr-Typen als praktikable Methode der Préselektionierung der groflen Gruppe an
frithen und spéten Isolaten aller 71 Patienten. Wie im Methoden- und Ergebnisteil er-
wihnt, beschriankten wir uns allerdings auf die Bestimmung der agr-Typen I-IV ohne
Identifizierung weiterer Subgruppen. In einem vorhergegangenen Schritt ermittelten wir
den cap -Typ von insgesamt 229 Isolaten (inkl. Frith und Spét). Hiermit konnte eine
erste Vorauswahl getroffen werden, da Kapseltypen stets mit einem durch PFGE be-
stimmten Genomtypen (GT) iibereinstimmen [34, 56]. Im Umkehrschluss folgerten wir

daher, dass divergierende cap-Typen am Anfang und Ende eines Besiedlungszeitraums
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nicht klonal, bzw. nicht vom selben spa-Typen (Klon) stammen wiirden. Das Verhiltnis
von 141 cap 8 positiven (62%) zu 88 cap 5 positiven (38%) Isolaten zeigte sich im wei-
teren Verlauf der Studie weitestgehend stabil. Nach Korrelation iibereinstimmender agr-
Typen konnte eine Ratio von 73:44 cap 8- zu cap 5-positiven Isolaten (63% zu 37%)
ermittelt werden. Innerhalb der Patientengruppe mit Isolaten des gleichen spa-Typen zu
Beginn und am Ende der Beobachtungszeit wiesen Isolate von 23 Patienten den Kapsel-
typ 8 und von 12 den Typ 5 (64% zu 36%) auf. Hiermit demonstrieren wir mittels PCR
der cap-Region, dass das Verhiltnis der verschiedenen Kapseltypen von S. aureus bei
Mukoviszidosepatienten auch iiber grofle Besiedlungszeitraume konstant ist. In der ein-
leitend genannten Studie von Goerke et al. zeigte sich bei den S. aureus-Isolaten einer
inhomogenen Gruppe (CF-Patienten, Wundinfektionspatienten, intubierte Patienten und
gesunde Kontrollen) ebenfalls ein &hnliches Verhiltnis (cap 8-positiv: 137 Isolate
[60%] und cap 5-positiv: 82 Isolate [40%]) [34]. Vergleichbare Resultate wurden auch
bei S. aureus-Isolaten von Osteomyelitispatienten bestitigt (cap 8-positiv 59,7% und
cap 5-positiv 40,3%) [63]. Daher kann aus der Zusammenschau der Ergebnisse ange-
nommen werden, dass die Verteilung dieser genetischen Information innerhalb der bei
Menschen nachgewiesenen S. aureus-Stimme typisch ist.

Die in unserem zweiten Arbeitsschritt angewandte agr-Analyse zeigte einen besonders
hiufigen Nachweis von agr-Typ I (79 von 170 = 46,5%) sowie agr-Typ III (50 von 170
= 29,4%). Dieser Trend bestitigte sich im Folgenden weiterhin, sodass bei der Korrela-
tion iibereinstimmender frither und spiter agr—Typen die Gruppe I bei 61 von 117
(52,1%) und III bei 38 von 117 Isolate (32,5%) nachweisbar waren. Innerhalb der Isola-
te des gleichen spa-Typs ermittelten wir 16 agr I- (45,7%) und 11 agr llI-positive Isola-
te (31,5%). Eine solch starke Auspragung wurde bisher nicht in anderen uns bekannten
Arbeiten beschrieben. Doch bleibt zu diskutieren, ob es sich hier wirklich um ein spezi-
fisches Merkmal langzeitnachweisbarer S. aureus-Stimme oder womdglich um eine
Besonderheit CF-besiedelnder Staphylokokken handelt. Der seltenere Nachweis der
agr-Typen II und IV stellt hingegen eine in den meisten Ergebnissen anderer Studien
wiederzufindende Konstante dar [17, 32, 34]. Weitere Erkenntnisse im Bereiche der CF-
Forschung konnten einen Aufschluss iiber diesen Sachverhalt bieten.

Sowohl cap- als auch agr-Analysen bestétigten fiir sich genommen am ehesten bekann-

te Verteilungsmuster dieser Merkmale. Wir konnten ein iiberzufalliges gemeinsames
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Auftreten mit Hilfe des y*-Tests (p<0,05) der cap- und agr-Typen nachweisen. Die Er-
gebnisse von Goerke et al., die Isolate verschiedener Patientengruppen und Kontrollen
(s.0.) isolierten, wurden hier zur besseren Veranschaulichung tabellarisch erfasst und

unseren Ergebnissen gegeniibergestellt [34]:

agrl agr 11 agr I | agr IV | Gesamt

cap 5 40 13 - - 53
(23,5%) | (7,6%) (31,1%)
cap 8 39 22 50 6 117

(22,9%) | (12,9%) | (29.4%) | (3,5%) | (68,7%)

Gesamt 79 35 50 6 170
(46,4%) | (20,5%) | (29,4%) | (3,5%)

Tab. 20: Héufigkeiten von cap- und agr-Typen vor Korrelation
iibereinstimmender frither & spater Ergebnisse

agrl agr 11 agr I | agr IV | Gesamt

cap 5 30 37 - - 67
(15,3%) | (18,9%) (34,2%)
cap 8 45 34 36 14 129

(23%) | (17,3%) | (18,4%) | (7,1%) | (65,8%)

Gesamt 75 71 36 14 196
(38,3%) | (36,2%) | (18,4%) | (7,1%)

Tab. 21: Zusammenfassung von Goerke et al. [34]

Im Vergleich der Ergebnisse erkennt man in beiden Féllen die Dominanz des Nachwei-
ses von cap 8 in Verbindung mit agr III, wobei unsere Arbeit auch eine stirkere
Asymmetrie zu Gunsten der agr-Typen I und III im Allgemeinen aufweist. Nach Korre-
lation iibereinstimmender agr-Typen von Isolaten am Anfang und Ende des Besied-

lungszeitraums bildet sich dieser Effekt noch deutlicher aus und wird besonders durch
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die Kombinationen aus cap 5 + agr 1 (36/117 = 30,8%) und cap 8 + agr 111 (38/117 =
32,5%) getragen. Dies zeigte sich in dhnlicher Weise in der Analyse von Isolaten chro-
nischer Osteomyelitis [56]. Somit kann aus unseren Daten geschlossen werden, dass ein
gemeinsames Auftreten der Gene fiir Kapseltyp 5 + agr 1 sowie Kapseltyp 8 + agr 111
innerhalb der S. aureus—Population gehduft vorliegt. Im Besonderen scheinen Staimme,

die liber ausgedehnte Zeitrdume nachweisbar sind, dieser Verteilung zu entsprechen.

5.3 spa-Typen und Mutationen des spa-Lokus

Die Atemwege von CF-Patienten stellen ein Habitat mit selektionierenden Faktoren wie
Sauerstoffmangel, einem beschriankten Néhrstoffangebot, eingeschriankter Clearence,
etc. dar. Diese Vorraussetzungen unterscheidet die Lunge eines Menschen mit Zysti-
scher Fibrose maf3geblich von der eines gesunden Individuums. Die genetische Variabi-
litdt von S. aureus-Stdmmen der Lunge von Mukoviszidosepatienten iibersteigt die von
Stammen gesunder Patienten bei Weitem [35]. Diese Vielfalt ergibt sich unter anderem
aus akkumulierenden Mutationen iiber lange Besiedlungsperioden, was wir auch in die-
ser Arbeit darstellen konnten.

In mehreren Studien war es mdglich nachzuweisen, dass bei CF-Patienten iiber mehr-
jéhrige Besiedlungszeitraume am ehesten klonale Stidmme isoliert werden, wobei ge-
ringfiigige genetische Veranderungen bestehen konnen. Andere Klone werden in der
Regel nur intermittierend gefunden [11, 48, 103]. Daher leiteten wir die Annahme ab,
dass Stdmme des gleichen oder nur minimal verdnderten spa-Typen am Anfang und
Ende eines Besiedlungszeitraums eine Persistenz des Organismus iiber diese Periode
bedeuten.

Die genetischen Verdnderungen von S. aureus iiber kontinuierliche Nachweiszeitrdume
zeigten stets dhnliche Mutationsmechanismen. In einer Querschnittsstudie von Goerke
et al. wurden Deletionen hdufiger als Insertionen oder Substitutionen gefunden [35].
2005 machten Kahl et al. eine dhnliche Beobachtung und leiteten eine Mutationsrate der
spa-Region von 70 Monaten je Mutation ab. Nach 93 Monaten findet laut ihrer Verof-
fentlichung durchschnittlich eine Deletion oder Duplikation und alle 280 Monate eine

Punktmutation statt [50]. Dieses Verhéltnis der Genverdnderungen zueinander erklért
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sich durch ,slipped strand misparing” (SSM) und ist mit groBer Wahrscheinlichkeit
ebenfalls der Grund fiir das gehdufte Auftreten von Deletion/Insertionen im Verhéltnis
zu Punktmutationen in unseren Ergebnissen. Wir ermittelten jedoch wesentlich groBBere
Zeitraume je Mutation (211,8 Monate pro Mutation, 450 Monate pro Deletion, 514,3
Monate je Substitution und 1800 Monate je Insertion). Diese sind nicht durch groBere
Besiedlungszeitraume der Isolate mit Mutationen im spa-Lokus erklérbar. Sie betrugen
im Mittel 8,69 Jahre (Median: 7,92 Jahre) im Vergleich zu 8,33 Jahren (Mittelwert: 8,18
Jahre) aller untersuchten Stimme, sodass wir damit von einer reprasentativen Mutati-
onsrate ausgehen konnen. Mit unseren Daten kann eine Liicke zwischen Erkenntnissen
anderer Studien, die auch bei ldngeren Beobachtungen keine Mutation der spa-Region
feststellten [30, 95] und der oben genannten Ergebnisse geschlossen werden. Unsere
Resultate entsprechen am ehesten den bekannten Qualititen der spa-Typisierung, die
sich durch eine starke Diskriminierungsfahigkeit wegen hoher Kurzzeitstabilitit der
spa-Region bei gegebener Langzeitvariabilitit auszeichnet. Es muss einschrinkend er-
wihnt werden, dass in dieser Untersuchung weitere Einflussfaktoren wie zum Beispiel
Antibiotikatherapien nicht analysiert wurden. AuBBerdem untersuchten wir ausschliel3-
lich Isolate am Anfang und am Ende eines Beobachtungszeitraums. Wir konnten so
zwar das Ergebnis der Mutationen der sich durchsetzenden Stimme sehen, jedoch ist es
nicht moglich, eine Aussage iiber gegebenenfalls zwischenzeitliche genetische Verdnde-
rungen zu treffen. Parallel auftretende und iiber ldngere Zeit nicht {iberlebende Stimme
konnten daher nicht identifiziert werden. Diese Unterreprasentation kann durch die ge-
ringe Anzahl an untersuchten Isolationszeitpunkten verstirkt werden. Aus diesen Griin-
den sollte die von uns ermittelte Mutationsrate als ein Minimum an Mutationen inner-
halb der Region X des Protein A angesehen werden. Im Bezug auf andere Abschnitte
des S. aureus-Genoms soll hier darauf aufmerksam gemacht werden, dass der analysier-
te Genabschnitt fiir keine funktionellen Anteile von SpA kodiert. Es ist daher anzuneh-
men, dass andere Bereiche des Genoms unter hoherem Selektionsdruck stehen und
deswegen hohere Mutationsraten aufweisen. Wiederum konnen die von uns ermittelten
Ergebnisse daher am ehesten als basale Mutationsrate angesehen werden.

Die seltener vorkommenden Punktmutationen waren in unserer Studie immer Substitu-
tionen. Die Lange der betroffenen Repeats lag stets bei 24bp und Verdnderungen dieser

Sequenzen fiihrte in allen Fillen zu Mutationen ohne Anderung der Polaritit der kodier-
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ten Aminosduren. Der GrofBteil dieser Mutationen war synonym. Damit bestitigen unse-
re Ergebnisse jene anderer Arbeitsgruppen, welche am ehesten eine neutrale Evolution
feststellten. Es ist damit ein weiteres Indiz fiir den geringen Selektionsdruck dieses Lo-
kus [50, 55] und steht im Kontrast zu den wesentlich mutationstrachtigeren Bereichen
virulenzkodierender Gene [70].

Wir konnten in dieser Arbeit keinen Zusammenhang zwischen spa-Typen oder Verin-
derungen des spa-Lokus mit einer Ko-Besiedlung durch P. aeruginosa oder B. cepacia
ermitteln. Bei dieser Aussage ist zu beachten, dass auch eine bestehende statistische
Korrelation auf Grund der grolen Anzahl verschiedener spa-Typen bei verhdltnismaBig
geringer Anzahl der Beobachtungseinheit (n=36) nur sehr unwahrscheinlich zu erken-
nen wire. Allerdings konnte bisher in anderen Langzeitstudien ebenfalls kein Einfluss
anderer Merkmale wie Gesundheitszustand der Patienten, phénotypische Varianten oder
Antibiogrammergebnisse auf die Auspriagung einzelner spa-Typen gefunden werden
[50]. Wir nehmen daher unter oben genannter Einschrinkung an, dass auch die gleich-
zeitige Besiedlung durch P. aeruginosa und B. cepacia keinen Selektionsdruck auf die

Stabilitét des spa-Typs hat.

5.4 Biofilm-Verdnderung

Wiéhrend der Chronifizierung einer Infektion/Besiedlung miissen Bakterien sich im
Verhiltnis zur akuten Infektion dem Wirt stets anpassen, um dem Immunsystem oder
externen Einfliissen zu entkommen. Wihrend anfangs die Ausbildung aggressiver Viru-
lenzfaktoren von grofer Bedeutung ist, um die Wirtsbarrieren zu durchbrechen, stehen
im Verlauf der Langzeitbesiedlung Schutzmechanismen gegen Phagozytose und Opso-
nierung im Vordergrund. Ein Biofilm erfiillt diese Anforderungen und wie bereits an-
hand von Studien mit P. aeruginosa gezeigt werden konnte, ziehen starke Biofilmbild-
ner dort schwerere klinische Belastungen bei CF-Patienten nach sich als normale Klone
[42, 93]. S. aureus ist ebenfalls in der Lage, Biofilm zu bilden, wobei sich die For-
schung der vergangenen Jahre hauptsdchlich auf fremdkorperassoziierte Infektionsmo-
delle beschriankte. Genauere Mechanismen, Einflussfaktoren und Auswirkungen bio-

filmbildender S. aureus-Stamme auf das Patientenwohl von Mukoviszidosekranken
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sind noch weitestgehend unbekannt [36] und stellen eine bedeutende Liicke in unserem
Verstdandnis dieses Pathogens dar.

Die Bestimmung der Biofilmproduktion und ihre Verdnderungen im Verlauf langer
Nachweiszeitraume eines Klons war das Ziel unserer Untersuchung. Wir nahmen auf
Grund der Beobachtungen des Modellkeims P. aeruginosa an, dass Isolate mit beson-
ders langer Persistenz phinotypische Variationen hervorbringen, die vermehrt Defen-
sivmechanismen wie beispielsweise eine verstirkte Biofilmproduktion entwickeln wiir-
den.

Die Bofilmmessungen der Isolate von 36 Mukoviszidosepatienten bilden ein weites
Spektrum der mdglichen Ausprigungsgrade dieses Merkmals ab. Das von uns verwen-
dete Biofilmadhésionsassay erwies sich als gut reproduzierbar und zeigte keine statis-
tisch erfassbaren Ausreier. Jedoch muss eine niedrige Trennschirfe im Bereich gerin-
ger Biofilmproduktion anerkannt werden, da bereits Leerproben, die lediglich mit Kris-
tallviolett gefdrbt wurden, zu deutlichen Verunreinigungen und damit Verdnderungen
der Extinktion fiihrten. Bei einer durchschnittlichen Extinktion von 0,1501 (95%- KI
0,1451 — 0,1552) bei 655nm fiir Proben des Stamms TM300, der keinen Biofilm bildet,
versus 0,1346 (95%-KI1 0,1273 — 0,1420) fiir Leerproben inklusive einer Farbung unter-
scheiden sich die Messreihen zwar signifikant voneinander, doch es ist klar ersichtlich,
dass der Grofiteil dieser Abschwichung der Messstrahlung sicherlich durch férberische
Verunreinigung erkldrbar ist. Die Differenz der Mittelwerte ergibt sich am ehesten
durch zusétzliche Zellriickstdnde in den Proben von TM300. Der Einfluss dieser Un-
schérfe auf starke Biofilmbildner ist geméf der verhiltnismaBig hohen Extinktionswer-
te, wie z.B. des Stammes RP62A (MW 1,2343; 95% KI 1,217 — 1,251), relativ gering.
Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse der frithen und spéten Isolate aller 36 Patienten
zeigt, dass die Biofilmproduktion iiber eine Nachweisdauer von mehr als fiinf Jahren
gleich bleibt. Der Median der Biofilmdifferenz betrigt lediglich -0,015 bei 655nm und
liegt damit deutlich unter den durchschnittlichen Extinktionen der analysierten Leerpro-
ben. Der grofte Teil aller frithen und spéten Isolate unterschiedet sich um weniger als
0,2 in der photometrischen Messung bei 655nm. Zum Teil kommt es jedoch auch zu
massiven Differenzen zwischen den Isolaten. Dieser Sachverhalt spiegelt sich in den
genauer aufgefiihrten Messreihen der Patienten 11, 16 und 24 wider. Sie stehen exem-

plarisch fiir die in der gesamten Gruppe wiederzufindenden Variationen der Entwick-
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lung der Biofilmproduktion von S. aureus bei Mukoviszidosepatienten. Es konnten Zu-
nahmen, genauso wie Abnahmen nachgewiesen werden. Sowohl spéte als auch friihe
Isolate bildeten bisweilen starke Biofilme, wobei die Biofilmproduktion von S. aureus
im Vergleich zur Positivkontrolle RP62A insgesamt nur gering ausfiel. Dies wird durch
die durchschnittlichen Extinktionen aller Isolate (MW 0,3336; 95% K1 0,2897 — 0,3775)
sowie der friihen (MW 0,3530; 95% KI 0,2907 — 0,4153) und der spiten Isolate (MW
0,3139; 95% KI 0,2504 — 0,3774) gezeigt. So konnen wir die Resultate einer vorange-
gangenen Studie an einem kleineren Patientenkollektiv bestitigen [40]. Die wenigen
hohen Extinktionswerte sehen wir als Ausnahmen an, die am Anfang und am Ende der
Besiedlungszeitrdume vorkamen und somit wahrscheinlich keinen Bezug zur Dauer der
Besiedlung haben. Allerdings wire eine weitere Analyse dieser Klone im Bezug auf
beeinflussende Umweltfaktoren und besonders ihre Wirkung auf die Patientengesund-
heit im Anbetracht des Stellenwertes schleimiger P. aeruginosa-Stimme interessant.

In dieser Studie wurden zwischen zeitgleich auftretenden Isolaten hédufig deutliche Dif-
ferenzen in der Biofilmbildung erfasst (Patienten 4, 5, 7, 13, 21, 23, 24, 28, 34). Alle
Messungen des Biofilms in unserer Untersuchung erwiesen sich als intraindividuell
konstant. Hiermit beweisen wir somit das Bestehen phénotypischer Varianten klonaler
Stimme, die parallel in den tiefen Atemwegen von CF-Patienten existieren und in un-
terschiedlichem Mafe Biofilm exprimieren. Diese Beobachtung ist kongruent zu Fun-
den anderer Arbeitsgruppen, die eine Diversifizierung des Phanotyps besonders in Ent-
ziindungsmodellen fanden [35]. Entsprechend der ,,insurance Hypothese* bildet der
Organismus unter erhohtem Selektionsdruck (hier: Wirtsabwehr, Antibiotikatherapien,
etc.) vermehrte phénotypische Varianten mit dem Nutzen einer gréBeren Flexibilitét
gegeniiber Abwehrmechanismen der Wirtes, um so die Uberlebenswahrscheinlichkeit
des Stammes insgesamt zu vergrofern [107]. Sollten diese Ergebnisse mittels der Ana-
lyse von Isolaten an weiteren Isolationszeitpunkten wihrend des Langzeitnachweises
bei CF-Patienten bestdtigt werden, sprache dies fiir ein Infektionsmodell an Stelle einer
einfachen Besiedlung durch S. aureus bei Mukoviszidosepatienten und wiirde den wich-
tigen Stellenwert dieses Pathogens im Rahmen der Zystischen Fibrose unterstreichen.
Die zum Teil immense Auspragung der Differenz der Messwerte verdeutlicht, dass die
Produktion von Biofilm genetisch gleicher Individuen starken Schwankungen unterlie-

gen kann. Dabei ist es nicht moglich, automatisch von einer in vitro-Versuchsreihe auf
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das in vivo-Verhalten des Stammes zu schlieen. In vergleichenden Studien konnten fiir
verschiedene Messmethoden der Biofilmbildung von S. aureus massive Unterschiede in
Ergebnissen durch Variation der Untersuchungsprotokolle festgestellt werden. Die in
unserem Fall angewandte Methode der Adhdsionsmessung war am sensitivsten, um die
Féhigkeit der Biofilmproduktion eines Klons zu detektieren [54, 69]. Es handelt sich
hierbei sicherlich nicht um ein repriasentatives Modell der Lunge von Mukoviszidosepa-
tienten. Doch an dieser Stelle steht die Feststellung der Fahigkeit des Pathogens zu spé-
ten, genauso wie zu frithen Zeitpunkten im Rahmen einer Infektion oder Besiedlung
einen Biofilm zu formieren im Vordergrund. Die Ausprigung der Defensivmechanis-
men von S. aureus ist somit nicht schlichtweg durch den Augenblick seiner Interaktion
mit dem Wirt zu erkldren. Viel mehr muss das Zusammenspiel diverser Elemente der
Lunge von CF-Patienten wie Mangelversorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff, Wirts-
abwehr und multiplen antibiotischen Therapien als Palette an EinflussgroBen erkannt
werden. Daher versuchten wir mit den uns zur Verfiigung stehenden retrospektiven Da-
ten Faktoren im Bezug auf die Biofilmproduktion, bzw. —veranderung zu identifizieren.
Wie in Kapitel 3.3.5 genauer aufgefiihrt, stellten wir mittels statistischer Analyse keine
signifikanten Unterschiede der Biofilmbildung in Abhingigkeit von Patientenge-
schlecht, Kapsel- oder agr-Typen und Besiedlungsdauer fest. Diese Erkenntnis unter-
stiitzt die Annahme, dass zu jedem Zeitpunkt der Interaktion des Mikroorganismus mit
dem Menschen multiple Einfliisse die phanotypische Entwicklung steuern und nur we-
nige solitdre Faktoren einen groflen Einfluss auf die Biofilmformierung haben. In unse-
rer Arbeit wurden die untersuchten Stamme nicht nach ihrer Antibiotikaempfindlichkeit
differenziert. Es zeigten sich allerdings bereits Unterschiede der Biofilmbildung in Ab-
hiangigkeit einzelner Umweltgroen, sodass dieses Merkmal in kommenden Arbeiten
eingeschlossen werden sollte [24, 79].

Ein nur schwer zu quantifizierender Umstand bleibt sicherlich immer das Milieu ,,CF-
Mukus®. Es gilt, die Simulation seiner mannigfaltigen Eigenschaften zu erreichen, um
die Rahmenbedingungen der Entstehung eines S. aureus-Biofilms in den tiefen Atem-
wegen von Patienten mit Zystischer Fibrose zu verstehen. Somit sollten néchste Expe-
rimente mit den typischen Charakteristika dieses Habitats wie Substratmangel, Hypoxie,
etc. erstellt werden, um auch mittels in vitro-Versuchen auf in vivo-Eigenschaften von

S. aureus in den tiefen Atemwegen von Mukoviszidosepatienten schlieBen zu konnen.
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6 Index

6.1
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05: Gelelektrophorese einer cap-PCR

06: Gelelektrophorese einer agr-PCR

07: Mikrotiterplatte zur Biofilmmessung mit Proben inkl. Kontrollen

08: Extinktion der Kontrollen bei 655nm
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12: Biofilmproduktion der Isolate zu Beginn der Beobachtung und nach min. 5

Jahren, Patienten 21 — 30
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Jahren, Patienten 31 — 36
14: Boxplot Patient 11
15: Séulendiagramm Patient 11
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6.3 Abkiirzungen

°C

AFLP
agr
AlIP
BAL
Bcec.

cap
CAP
CF
CFTR
dNTP
Glc
KI
mA
MLST
mV
MW
nm

P. aeruginosa

PCR
rpm

S. aureus
PA

spa
TCRS
TSB

Grad Celsius

Mikroliter

Amplifizierte Fragmentldngen-Polymorphismen
Accessory Gene Regulator

Autoinducing Peptide

Bronchoalveolédre Lavage

Burkholderia cepacia complex
Basenpaare

Gen des capsular polysaccharide

Capsular polysaccharide

Cystisc Fibrosis, Zystische Fibrose

Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
Desoxyribonukleotidtriphosphate

Glukose

Konfidenzintervall

Milli Ampere

Multilocus Sequenz Typisierung

Milli Volt

Mittelwert

Nanometer

Pseudomonas aeruginosa

Polymerase chain reaction

Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Staphylococcus aureus

Staphylococcal Protein A

Gen des Staphylococcal Protein A

Two Component Receptor System

Tryptic Soja Bouillon
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