Aus dem Universitatsklinikum Minster
Institut fur Medizinische Mikrobiologie

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Georg Peters-

Die Préavalenz von Virulenzfaktoren beiStaphylococcus aureus-Stammen einer

prospektiven multizentrischen Studie bei Mukoviszidse-Patienten

INAUGURAL-DISSERTATION

Zur

Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultat

der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von Anne-Kathrin Maria Heidenreich, geald

aus Trier

2011



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakuliét Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster



Dekan: Univ. Prof. Dr. med. Wilhelm Schmitz

Referent: Univ. Prof. Dr. med. Barbara Kahl

Koreferent: Priv.-Doz. Dr. med. Dorothee Viemann

Tag der mundlichen Prifung: 11.02.2011



Aus dem Universitatsklinikum Muanster
Institut fur Medizinische Mikrobiologie
-Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Georg Peters-
Referentin: Prof. Dr. med. Barbara Kahl
Koreferentin: Priv. Doz. Dr. med. Dorothee Viemann
Zusammenfassung
Die Pravalenz von Virulenzfaktoren f&tiaphylococcus aurettdmmen einer pros-
pektiven multizentrischen Studie bei Mukoviszid@sienten

Anne-Kathrin Maria Heidenreich

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Prawalgestimmter Virulenzfaktoren
in S. aureudsolaten, die aus den Atemwegen von Mukoviszideéatenten stammten,
im Rahmen einer prospektiven, multizentrischen kzaitgtudie untersucht. Es zeigte
sich kein charakteristisches Toxin-Profil im untersten Patientenkollektiv (n=134).
agr | trat bei 50% der untersuchten Isolate auf, waslidethaufiger als bei den Isola-
ten Gesunder aus anderen Studien seewar bei Isolaten deagr-Gruppel signifikant
haufiger nachzuweisen als bei IsolatenatgrGruppenll — V. Ebenfalls fand sich eine
signifikante Haufung vosea, sehundtst bei Isolaten deagr-Gruppelll. Die Vermu-
tung, dass die Lokalisation (Nasenvorhof, Rachenere Atemwege) der Bakterien
eine Auswirkung auf das Virulenz-Genprofil hat, kta in dieser Arbeit nicht belegt
werden. Es wurden einige Positivkorrelationen vomiien gefunden, die nur zum Tell
in der Literatur beschrieben sind. So wassd sej segund sei stark mit deragr-
Gruppel korreliert. Im Verlauf konnte eine hohe Mobilitain Virulenz-Genen bei den
Isolaten von 5 Patienten beobachtet werden, besofiflteseg seiundtst Die am wei-
testen verbreiteten und am haufigsten auftreterspeTypen wiesen weniger Toxin-
Gene auf als seltenere Stamme. Weiterhin konntelsdlaten desselbespaTyps un-
terschiedliche Virulenz-Genprofile nachgewiesendeer Bei der exemplarischen Be-
trachtung (n=4) der Virulenz-Genprofile bei Isolateon Patienten mit klinisch mani-

fester Infektion waresea-seaindeta, etbundtst bislang selten nachzuweisen.

Tag der mindlichen Prifung: 11.02.2011



Inhaltsverzeichnis

R 0 = (1 T PR 4
1.1.  StaphylOCOCCUS QUIBUS........uuuuieiiiiee e e e e e e eee e e ee ettt e e e e e e e aeaaes 4
1.2, VirulenzfaKioren ........oooioiiiiii e 5

1.2. 1. ENLEIOIOXING ...cooieiiiiiiiiiieeeeeiiee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeesbennnns 5
1.2.1.1. Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) ........co oo eeeiiiiiiieeeiiiiiiinnnnn 6
1.2.1.2. Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) ........cocoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn 7
1.2.1.3. Staphylokokken Enterotoxin C (SEC) .........uummemeeeeiiiiiiieiiiiiiiinnnnns 7
1.2.1.4. Staphylokokken Enterotoxin D (SED)........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 7
1.2.1.5. Staphylokokken Enterotoxin E (SEE).........cccoooiiviiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 8
1.2.1.6. Staphylokokken Enterotoxin G (SEG).........cccemeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 8
1.2.1.7. Staphylokokken Enterotoxin H (SEH) .........ccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 8
1.2.1.8. Staphylokokken EnterotoXin | (SEI) ..........ceueeeaeeieeeeeiiiiiiiieiiinnns 8
1.2.1.9. Staphylokokken Enterotoxin J (SEJ).........icccemmeiviiiiiiiiiiieieeeeeeee 9

1.2.2.  EXFOlAUIVIOXING ...eeiiiiiiiiie et 9
1.2.2.1. Exfoliativtoxine Aund B .........ccccoiiiiiiiiiiiiiee 9
1.2.2.2. Toxisches Schock-Syndrom ToXin (TSST-1)....ccceeeevvvevveirrnnnnnns 10

1.2.3. Accessory Gene Regulat@g) .........ccoeeeeeeeeiiiiieeiiiiiciieee e e e e e e 11

1.2.4. Porenbildende TOXINE . .....ccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiiier e e e e e e e e e e e e e e e e e 21
1.2.4.1. Panton-Valentine Leukozidin (PVL) ......cccoivrveeeeeeiiiiiiiiieeeennn 12
1.2.4.2. Gamma-Hamolysin (HIQ) ......ccooeeiiieeeeee it e e eeeeeeeeeeeieiinee 13

1.2.5. Extrazellulares Adharenzprotein (Eap) ......cccceeeeeeevereeeeeviininiiinneeeenn. 13

1.2.6. Extrazellulares Matrixprotein (Emp).......cooeeeeeiiieiiiiiniiee e 13

L1.30 PIOEIN A e e 14
R Tt 1 o - PP PR 14
1.3.2.  SPETYPISIEIUNG ..ceeeeiiiiiiiiiiiae e et eee e et e e e e e e e 15
1.4, MUKOVISZIOOSE ... oot iiiieeeeiiiieieeeeetee s s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeaeebnn e nnnees 15
1.5. Atemwegsinfektionen bei MukoviszidoSe ..............euueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 17
2. Fragestellung.........ooooiiiiiiiiiiii e e e e e 19
3. Experimentelle Untersuchungen: Material und Method@ .............cccccceeeeennnn. 20
3.1. Bakterienstdmme und Patienten .............ccecceeeeeiiiiiiiiiiiiiiii e 20



I~ o = Y/ 1 71T 1 o PP 22

3.3.  PCR und Agarosegel-EleKtrophorese..........coeeeeeeeeiiieeiiieeeeeieieeeieeiiiinnnnnns 23
G TR J01 B T T T PP 25
3.3.2.  eta ethuNdiSt......coo 26
R T J S0 s TSRO UURPPPPUPPPPPRRTTRN 27
G T IR S = Vo | TP P PP TUPPPRPRPRI 28
335, PVIUNANIG i 29
G TR TN G T <= o PP RPPR 30
G TR T A < 1 | o PP 31

A, EIrQEDNISSE ..o 32

4.1. Haufigkeiten und Verteilungsmuster der Virulenztakn bei

ErStUNTEISUCHUNG ... et e e e e e e e e e e e e e e ea e nnnneeeseeennnnnns 32
4.1.1. Allgemeine HAUFIGKEITEN .........uuiiii e 32
4.1.2. Verteilung der Virulenzfaktoren nach Materialien...............ccccccceeenn. 33
4.1.3. Verteilung der Virulenzfaktoren na@gr-Typen .........cccoeeeeeeiiiiieieeninnns 34
4.1.4. Korrelationen zwischen verschiedenen Toxin€N..........cccevveeeenennn. 36

4.2. Betrachtung der Virulenzfaktoren im Verlauf. . ...cooiviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 38
4.2 1. Pali@NE L .ooiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 38

4.2.1.1. S. aureudsolate despaTypsS tO78.......ccoovvvrrieirerieennne s s 39
4.2.1.2. S. aureudsolate despaTyps t5430......ccceveerrrerirnnniiieeeeee s e 39
4.2.2. Patient 25paTyp t0L12......ccooiiiiiiieieiiiiiiies s ereeeess s e e e e e e e e e e e e eeeeeaeannnnn 40

4.2.3. PaAli@NE 3 oo e 41
424, PaAli@NE A ..oooiiiiiiiiiiieee e 41
4.2.5. PaAli@NES .oiiiiiiiiiiiiiiiie e 42
4.2.6. PaA®NE B .eeeviiiiiiiiiiiiie e 43
4.2.7. Patient 7SpaTyp tAD77 ..o eeereec e e e e e e e eeaaaeens 43
4.2.8. PaAli@NE 8 ..oeiiiiiiiiiiiiiie et 44
4.2.9. Patient 9spaTyp t211......ccooiiiiiiiiieiiiiiie s eeeeeers s e e e e e e e e e e e e 45
4.2.10. Patient 10SPpaTyp t338.....uuuuiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeee e s 46

4.3. Toxin-Ausstattung der Isolate mit den haufigsgpaTypen ............ccccce.. 48
4.3.1. Isolate desSpaTyps 1002 ......cooviiiiiiiiuiiiiaeee e 48
4.3.2. Isolate despaTyps t008 .......ccouuiiiiiimiiiieeiee e e 49



4.3.3. Isolate despaTypsS tOL5 ...cooviieiiiiiiiiie e e 49

4.3.4. Isolate desSpaTypS 1084 ......ccoevriiiiiriiiiiiieee e e e 50
4.3.5. Isolate despaTypsS 1091 .....coovviiiiiiiiiiieie e e e e 52
4.4. Assoziation der Toxinprofile mit dem klinischen Zausd ................cccccceeen. 53
5. DISKUSSION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeees 55
5.1. Préavalenz und Verteilungsmuster der Virulenzfakiare.................c.eee.. 55
5.2. Analyse der Virulenzfaktoren im Verlauf .............cooieiiiiiiniiieieiiins 61
5.3. Préavalenz der Virulenz-Gene haufiG@aTypPen ........ccccceeeiiiieeeeeiiiiieeeieiiiins 63
5.4. Virulenz-Genprofile bei klinisch manifester Infedti ................ccoeeeeeeinneeee. 66
6.  ZUSAMMENTASSUNG .. iiiiiieeiiiiiieeeeiiietes e s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeesesenn s nnnnnrnnnes 68
N [T = PR PPPPPPUPRPRRPIN 69
7.1. Verwendete Abkiurzungen & MalReinheiten .......cccoc....ooooviiiiiiiiiiiiiceinnnn. 69
7.2.  AbDIldunNgSVerzeiChnis .........cooovo i 71
7.3.  TabellenverzeiChnis ... 72
8. LiteraturverzeiChniS.........oooui i 73
LEDENSIAUT ... e e e e I
Widmung und DankKSagUNQ .......cccoeeeeeeiiiiiiieeeeceee e I



1. Einleitung

1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein koagulase-positives, grampositives, nicht-
sporenbildendes, nicht-bewegliches Kugelbakteridas, sich in allen Ebenen des Rau-
mes teilt und aufgrund seiner Unbeweglichkeit iochtin Haufen anordnet. Die Kolo-

nien sind 6-8um grofl3 und weil3 bis gold-gelblich.

Das naturliche Habitat voB. aureusst der Nasenvorhof. 20-25% der Bevélkerung sind
permanente Trager, bei weiteren 55-60% kor8maureusntermittierend vor [52] und
bei etwa 20-25% lasst si& aureusiie im Nasenvorhof nachweisen. Es wurde gezeigt,
dassS. aureusTrager ein erhéhtes Risiko haben, eine Bakterigmientwickeln [102],
jedoch die Mortalitat aufgrund ein&. aureusSepsis vermindert ist [106]. Die Prava-
lenz des nasale8. aureuslragertums ist zwischen verschiedenen Bevolkemngs
pen variabel. So sind Kinder, Manner, Diabetiker][%ospitalisierte und dialyse-
pflichtige Patienten [51] und Patienten mit chrehesn Hauterkrankungen haufiger be-
troffen, um nur einige Beispiele zu nennen [¥].aureudasst sich bei Gesunden zu-
satzlich regelmafdig in den Axillae und am Perinenachweisen [107], gelegentlich
kommt der Erreger auch als Teil der Flora des Mandgstraktes [63, 80] und der Va-
gina vor [89].

Bei S. aureushandelt es sich um einen wichtigen human-pathog&aem, der sowohl
fur ambulant erworbene als auch nosokomiale Infelet verantwortlich sein kann
[24]. Nosokomiale Infektionen stehen oft im Zusamimeng mit Verletzungen der Haut
oder Schleimhaut bei immungeschwachten Patientghdder sind katheter-assoziiert
[52]. Weiterhin istS. aureusiner der haufigsten Erreger nosokomialer Pneuemoj].
Das Spektrum der durch dieses Bakterium verursadbtkrankungen reicht von Fu-
runkeln und kleineren Hautabszessen [104] bis bischweren invasiven Infektionen
wie Osteomyelitiden und Endokarditiden [60]. Grustdich kdnnen verschiederg
aureusinduzierte Erkrankungen unterschieden werden: divea Staphylokokken-

Erkrankungen, toxin-vermittelte Erkrankungen uncetdangsformen.



Desweiteren istS. aureus nebenPseudomonas aerugingsainer der am haufigsten
isolierten Keime aus den Atemwegen von PatientenMuoikoviszidose. Hiervon be-

sonders betroffen sind Kinder und Jugendliche [91].

Seine pathogene Potenz lasst sich auf eine VielaahVirulenzfaktoren, deren kodie-
rende Gene meist von Elementen wie Prophagen, Joaoss oder Plasmiden getragen
werden, zurtckfihren, von denen einige GegenstagkidArbeit sind und im Nach-

folgenden erlautert werden.

1.2. Virulenzfaktoren

S. aureusist in der Lage zahlreiche Virulenzfaktoren zudumieren, welche an der
Pathogenese viel&. aureusassoziierter Erkrankungen beteiligt sind [15]. €ueine
direkte Schadigung von Zellen des Immunsystems (i&d] Toxin-spezifische Wirkun-
gen [60], z.B. als gastrointestinale Toxine, ig Bahigkeit des Bakteriums, Toxine zu

exprimieren ein entscheidender Schritt in der Ehtshg von Infektionen m#. aureus

1.2.1. Enterotoxine

Die Enterotoxine vois. aureugSESs) sind eine Gruppe von hitzestabilen Toximesl;
che die Hauptursache fur Gastroenteritiden im Zusanhang mit dem Konsum von
mit S. aureuskontaminierter Nahrung sind. Mengen von wenigerlalg reichen aus,
um Symptome hervorzurufen. Haufige Quellen$uaureussind Fleisch und Geflugel,
aber auch Fisch und Milchprodukte. Die Inkubati@nsist typischerweise sehr kurz: 2-
6h nach Nahrungsaufnahme treten abdominelle Sclemeirzd Krampfe, Ubelkeit, Erb-
rechen und Diarrhoen auf [3, 76].

Neben ihrer Funktion als potente gastrointestifarine sind SEs auch effektive Su-
perantigene (SAgs), die die Proliferation unspseifer T-Zellen anregen. SAgs, vor
allem jene, deren Bindungsstelle ein Zinkatom dnfl2®], gehen eine extrem stabile
Bindung mit dem HaupthistokompatibilitatskomplexMHC II) ein, der von Antigen-

prasentierenden Zellen (APC) exprimiert wird, umaldien anschliel3end tber die vari-



able Region dep-Kette an den T-Zell-Rezeptor (TcR). Dies fuhrt eaner massiven
Ausschuittung pro-inflammatorischer Zytokine, wienTarnekrosefaktos. (TNF-o)) und

Interleukin-3B (IL-1p) sowie T-Zell-Mediatoren, wie IL-2, was zu Fiebherd Schock
fuhren kann [76].

SEs gehoéren zur groRen Familie der pyrogenen Ex@d®Ts), zu welcher neben den
Serotypen SEA bis SEE und SEG bis SEJ das ToxickShoxin-1 (TSST-1) und eine
Gruppe von Streptokokken-Exotoxinen z&hlen. Dielgdgnetischen Verwandtschafts-
grade der PTs (SEA — SEE) wurden 1993 von Van dess@he et al. untersucht [100]
und spater um weitere SEs erganzt: Es wurden zwmér gefunden, wovon eine die
Toxine SEA, SEE und SED mit 51-81% gleichen Aminwsa (AS) enthalt, und die
andere SEC und SEB (und das Streptokokkentoxin $mitrd2-67% identischen Se-
quenzen [100]. SEJ scheint mit 52-66% Ubereinstimgen mit der ersten Linie nah
verwandt zu sein, wohingegen SEI und SEH etwasgeefihnlichkeit mit der zweiten
Linie aufweisen (31-38%) [3].

Es konnte gezeigt werden, dass viele der besciméeb8Ags auf sogenannten Pathoge-
nitatsinseln lokalisiert sind [71]. Hierbei handelt sich um Elemente im Chromosom
mit einem Molekulargewicht von 15-20 kDa, die tyhie Eigenschaften von Phagen
besitzen, zu denen Gene fir Integrasen und Hehkaswie angrenzende Repeats zu
zahlen sind. Diese Gen-Abschnitte kdnnen durchirbege Phagen exzidiert und repli-
ziert werden. Hieraus resultieren Phagen-artigekindse Partikel, welche eine sehr
hohe Transferrate bedingen und die VerbreitungediEgemente erklaren [71].

1.2.1.1. Staphylokokken Enterotoxin A (SEA)

SEA ist das haufigste Toxin im Zusammenhang mitll@taphylokokken verursachten
Lebensmittelvergiftungen. Das SEA-Geed)besteht aus 771 Basenpaaren (bp), wird
von temperenten Bakteriophagen getragen und Kddireein Vorlauferprotein mit 257
AS [8, 36]. Das reife Protein hat ein Molekulargehtivon 27,1kDa. Im Gegensatz zu
anderen Enterotoxinen (SEB, SEC, SED) wseanicht durch den zusatzlichen Gen-
Regulatoragr (s. 1.2.3) reguliert [96], sondern von allen Stén, die dieses Gen tra-
gen, konstitutiv exprimiert [25].



1.2.1.2. Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)

Die kodierende Region fur SEB enthalt ungefahr BO@leotide, das Vorlauferprotein
besteht aus 267 AS. Das Molekulargewicht des rd#erteins betragt 28,4kDa [3]. In
der Regel wirdsebvon einem Plasmid getragen, es wurden aber aucmosomal
lokalisierte Gene isoliert [85, 86ebkonnte zusammen mit zwei weiteren Enterotoxin-

Genen ¢ekundse) der Pathogenitatsinsel SaPI13 zugeordnet wertiHn [

1.2.1.3. Staphylokokken Enterotoxin C (SEC)

SEC besteht aus drei Subtypen: SEC1, SEC2 und S&@8ichkeiten in der Gense-
quenz legen die Vermutung nahe, dasslaus einer Kombination vosec3und seb
hervorgegangen ist [17]. Die faec2undsec3kodierenden Regionen enthalten jeweils
801bp und kodieren fur Vorlauferproteine bestehand 267 AS [35]. SEC3 unter-
scheidet sich von C2 und C1 in vier bzw. neun A& Rolekulargewichte der reifen
Proteine differieren minimal: So betragt es fur 3EZ7,5kDa, fur SEC2 und SEC3
27,6kDa [3].secist zusammen mit zwei anderen Enterotoxin-Gesef nd sel) auf
der Pathogenitatsinsel SaPI4 lokalisiert [71].

1.2.1.4. Staphylokokken Enterotoxin D (SED)

SED [13] ist das zweithaufigste Toxin, welches b@bensmittelvergiftungen assoziiert
ist. sedist auf einem Plasmid (pIB485) lokalisiert und letd fiir ein Vorlauferprotein
mit 258 AS [4]. Das reife Polypeptid enthalt 228 ,A®in Molekulargewicht betragt
26,9kDa und zeigt in seiner Gensequenz sehr vikldighkeiten zu anderen SEs. SED
ist in der Lage Zfi-abhangig Homodimere zu bilden, was eine hohe Adfirzu MHC
[I-Rezeptoren ermoglicht [3]. In einer Arbeit vored&ker et al. wurde gezeigt, dass SED

mit SEJ assoziiert ist [5].



1.2.1.5. Staphylokokken Enterotoxin E (SEE)

Das Gen fur SEEsgg wird wie seavon temperenten Bakteriophagen getragen und
kodiert fur ein Vorlauferprotein mit einem Molelnyewicht von 29kDa, welches zu
einem reifen Protein mit einem Molekulargewicht v@&®4kDa prozessiert wird [18].
Gemeinsamkeiten in der DNA-Sequenz méd und sea weisen auf eine enge Ver-
wandtschaft hin [100]. Am deutlichsten ist die Aibhkeit zwischerseeund sea Die
Angaben in der Literatur differieren ein wenig, doserden Werte zwischen 81% [3]
und 90% [25] in Bezug auf identische AS angegeben.

1.2.1.6. Staphylokokken Enterotoxin G (SEG)

segkodiert fur ein 258 AS langes Vorlauferproteinssien prozessierte Form ein Mole-
kulargewicht von 27,0kDa hat und das eine hohe iBhkéit mit SEB und SEC auf-
weist [68].seggehdrt zusammen nsei und weiteren Enterotoxinesdk, seundsen)

zu einem Operon, dem ,enterotoxin gene clustegt([42].

1.2.1.7. Staphylokokken Enterotoxin H (SEH)

SEH, welches ein Molekulargewicht von 27,3 kDa kedtnur entfernt mit den anderen
Enterotoxinen  verwandt und zeigt eine  einzigartigeNH,-terminale
Aminosaurensequenz. Es lassen sich auch keine #e@uionen mit anderen
Enterotoxinen in Immunodiffusionsversuchen nacheri$d4]. Ein weiterer Unter-
schied zu allen anderen SEs liegt im Bindungsveghan den Tc-Rezeptor: SEH bin-
det als einziges SE an dieKette und nicht, wie alle anderen, an fi&ette des TcR
[77].

1.2.1.8. Staphylokokken Enterotoxin | (SEI)

SEI entsteht aus einem Vorlauferprotein mit 242 uk@ weist am wenigsten Ahnlich-

keiten mit anderen SEs auf. Die meisten Gemeinsienkbestehen mit SEA, SED und



SEE (26-28%). Das reife Protein besteht aus 218 #dhat ein Molekulargewicht von
24,9kDa [68].selist wie segein Bestandteil des ,enterotoxin gene clustegq [42],
was sich in der fixen Kombination beider Toxinegtewie auch von Becker et al. be-

schrieben [5].

1.2.1.9. Staphylokokken Enterotoxin J (SEJ)

sejist auf dem gleichen Plasmid wsedlokalisiert (pIB485) [4, 110]. SEJ ist mit einem
Molekulargewicht von 28,5kDa das schwerste derrgatdten Enterotoxine und weist
deutliche Ahnlichkeit mit SEA, SED und SEE auf [8Vie in Kapitel 1.2.1.4 bereits
erwahnt besteht eine Assoziation von SEJ mit SBD [5

1.2.2. Exfoliativtoxine
1.2.2.1. Exfoliativtoxine A und B

Bei den Exfoliativtoxinen handelt es sich um Semtpasen, deren Zielmolekil
Desmoglein-1 in der Epidermis ist [1, 54]. Sie sinmtter anderem verantwortlich fur das
Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS), auskanmt als Dermatitis
exfoliativa, Pemphigus neonatorum oder Morbus Ritte Rittershain. Das SSSS be-
trifft vor allem Séauglinge und Kleinkinder, abercAuimmungeschwachte Erwachsene.
Es ist gekennzeichnet durch grof¥flachige Epiderselynd verlauft, soweit keine
Komplikationen auftreten, in der Regel gutartig uredlt ohne Narbenbildung ab. Ne-
ben dieser generalisierten Form einer bullésen figpesind Exfoliativtoxine auch mit
lokalisierten bullésen und nicht-bullésen impetiigen Formen assoziiert [22]. Es
konnte nachgewiesen werden, dass der Serotyp Ausardmenhang mit der bullésen
Impetigo steht, wahrend der Serotyp B fir das gHisegrte SSSS verantwortlich ist
[109].

S. aureusst in der Lage, vier verschiedene Serotypen veiolE&tivtoxinen zu produ-
zieren (ETA bis ETD), wovon zwei in den meistenl&élder Ausléser von SSSS sind

[109]. Epidemiologische Studien haben gezeigt, @&&4& der vorherrschende Serotyp



in Europa und den USA ist, hingegen dominiert EmWBjapanischen Raum [55]. ETA
besteht aus 242 AS, hat ein Molekulargewicht vor92@a und ist hitzestabil. Das
kodierende Geetaist chromosomal lokalisiert. Im Gegensatz zu EFAHTB hitzela-
bil und das kodierende Gen auf einem Plasmid Isigti Das reife Protein enthalt 246
AS, sein Molekulargewicht betragt 27,27kDa [54].

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind ETA und ED& Vollstandigkeit halber sei
aber kurz auf ETC und ETD eingegangen: ETC isthéirelabiles Protein mit einem
Molekulargewicht von 27kDa, welches bei ein&naureusStamm von Pferden nach-
gewiesen wurde und aufgrund seiner Ahnlichkeitenmimanen Exfoliativtoxinen als
Exfoliativtoxin C bezeichnet wurde [82]. ETD wur@802 von Yamaguchi et al. be-
schrieben [108]. Wegen vieler Gemeinsamkeiten mAdeinosaurensequenz mit ETA
(40%) und ETB (59%) und dem gleichen Zielmolekiég¢hoglein-I) wurde es als neu-
es Mitglied in die Gruppe der Exfoliativtoxine eeaydnet [108].

1.2.2.2. Toxisches Schock-Syndrom Toxin (TSST-1)

Das Toxische Schock Syndrom (TSS) ist eine schvigkeankung, charakterisiert
durch plétzliches hohes Fieber, Hautrétung undésalsig und eine in weniger als 5%
letal verlaufende Sepsis [19]. Die Betroffenen siméufig junge Frauen, die zur
Menstruationshygiene Tampons verwenden. Nahezu 1@&2@us vaginalen Abstri-
chen isoliertenS. aureusStamme bei menstruations-assoziiertem TSS produreie
TSST-1 [83]. Ein TSS auslésen kénnen ebenfall€dierotoxine B und C. Sie sind in
47% bzw. 3% der nicht menstruations-assoziierte8 m&hweisbar, in 50% der Falle
ist TSST-1 der Ausloser [10].

Das Toxin wird durch das Gest kodiert, das Molekulargewicht des reifen Proteins
betragt 22kDa. Es handelt sich um eine einzelngpeptidkette, die auch bei Erhitzen
auf 100°C Uber eine Stunde keine nennenswerteruBerbihrer biologischen Aktivitét
zu verzeichnen hat und sich gegeniber Proteaseih zt&yt [10]. Trotz seiner funktio-
nellen Ahnlichkeit mit anderen SEs zeigt TSST-1 igerGemeinsamkeiten mit ihnen
im Hinblick auf Gensequenz oder antikdrperbindeBdiope [9].tst findet sich auf der
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Pathogenitatsinsel SaPI1, konnte aber auch im Zussainang mit SaPI2 nachgewiesen
werden [71, 81].

1.2.3. Accessory Gene Regulat@gl)

Dasagr-System ist ein quorum sensing-System, das insbeserlie bakterielle Dichte
wahrnimmt und die Produktion von Oberflachenpraainnd sezernierten Proteinen an
diese anpasst [70]. B&. aureuswird Uber dieses System die Expression von Toxin-
Genen gesteigert, die von Genen fir Oberflacheajpm®thingegen supprimiert [79]. So
konnte z.B. gezeigt werden, dass Stamme mit @geMutation keine Exotoxine pro-
duzieren konnten oder diese zumindest signifikatuziert waren [79]. Demngr-
Genlocus kodiert fur einen Zwei-Komponenten-Sigregjywdessen aktivierender Li-
gand, das ,autoinducing peptide” (AIP), von dieRegion kodiert wird [44]. AIP akti-
viert die Synthese eines 0,5 kDa schweren Protdelsa Hamolysin, das durch RNAIII
kodiert wird, welches der eigentliche Effektor deg-Systems ist [72]. Durch eine im
agr-Locus enthaltene hypervariable Region lassen\sahagr-Typen definieren, wel-
che untereinander kreuzreagieren und in der Lagg sich gegenseitig in ihregr-
Aktivitat zu inhibieren [40, 43]. Es wird vermutetass diese Form der bakteriellen In-
terferenz eine wichtige Rolle im Rahmen der Kolaha und Infektion miSS. aureus
spielt [40]. Es konnte gezeigt werden, dass eingoiation bestimmteagr-Typen (-

IV) mit verschiedenen Virulenz-Genen bestand. Zums& wird ein Zusammenhang
von agr Il mit dem Vorhandensein vadst und vonagr IV mit dem Vorhandensein der
Exfoliativtoxine eta und etb beschrieben [40, 41]. B&. aureuKlonen, die von CF-
Patienten mit persistenter Infektion stammten, kerkeine Assoziation mit einem cha-
rakteristischeragr-Typ nachgewiesen werden [47]. Wurden bei PatiemehrereS.
aureusKlone gleichzeitig nachgewiesen, so gehdrten dideae nahezu immer unter-
schiedlicheragr-Gruppen an. Zwar ist zu vermuten, dassatjebezogene Interferenz
zwischen Bakterien eine Rolle in der frihen Besiedlmit S. aureusspielt, jedoch
scheinen andere Faktoren fur die erfolgreiche Kishtion durch bestimmte Klone und

deren Persistenz wichtig zu sein [47].
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1.2.4. Porenbildende Toxine

S. aureusst in der Lage vier verschiedene Zytotoxine zodpzieren, die Hamolysine
a, B, y undd. Von den hierfur kodierenden Genen wurde Imgrim Rahmen dieser Ar-
beit betrachtethla, welches fur das wichtige Zytotoxin Hamolysirkodiert, ist nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Weiterhin wutde Vorhandensein des Panton-

Valentine Leukozidins, bzw. der hierfir kodierendegion, untersucht.

PVL und HIg bestehen aus zwei bzw. drei Unteraieheund stellen [58] hetero-

oligomere, porenbildende, zytolytische Toxine ]

1.2.4.1. Panton-Valentine Leukozidin (PVL)

Das Vorhandensein von PVL ist mit dem Krankheitsbliér durch. aureusrerursach-
ten nekrotisierenden Pneumonie assoziiert. Dieskt ggnher mit Leukopenie,
Hamoptysen und schweren Nekrosen des respiraterisEpithels der Bronchien und
Alveolarsepten [27, 30]. B&. aureudsolaten gesunder Trager ist die Pravalenz von
PVL sehr gering, sie betragt unter 1%, jedoch I&&$t das Toxin bei 50% der Stamme
nachweisen, die im Zusammenhang mit Hautabszesskeri wurden und in tber 80%

der Falle von nekrotisierender Pneumonie [58].

PVL besteht aus den zwei Untereinheiten LukF-P¥k[3) und LukS-PV (32kDa)
[75] und bindet mit hoher Spezifitat an die Zellwlaron polymorphkernigen Leukozy-
ten und Makrophagen. Dadurch kommt es zur Freiggtxton Histamin aus Mastzel-
len, Enzymen [{-Glucuronidase, Lysozym), Chemotaxinen (Leukotrjelie8) und
Sauerstoffmetaboliten aus neutrophilen Granulozy3sr genaue Mechanismus, wie
PVL zu Nekrose und Apoptose fihrt, ist bisher naalbekannt [27], jedoch ist klar,
dass dieses Protein Uber eine hohe zytotoxischenPogegeniber humanen
neutrophilen Granulozyten verfugt [59]. Die fur siks Toxin kodierenden GehekS-
PV undlukF-PVwerden von temperenten Bakteriophagg®\(L) getragen [50].
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1.2.4.2. Gamma-Hamolysin (HIg)

Nahezu alleS. aureusStdmme besitzen das Géig und sind in der Lage Hlg zu
exprimieren. Seine verschiedenen Subtypen (HIgA4BHHIgC) haben ein Molekular-
gewicht von 32, 34 und 32,5kDa und kdnnen mit deri Untereinheiten von PVL
interagieren. Die sechs verschiedenen Kombinati@usnLukF-PV, LukS-PV und den
drei HIg-Subtypen wirken unterschiedlich stark h$msch auf Erythrozyten vieler
Saugetiere [49, 75].

1.2.5. Extrazellulares Adhéarenzprotein (Eap)

Eap, auch bekannt als Map (MHC analoges Proteingin Protein mit einem Moleku-
largewicht von 72kDa, welches aus 689 AS besteine E10 AS lange Doméane wie-
derholt sich sechs Mal und enthalt eine SubdomédieegroRe Ahnlichkeit mit der N-
terminalenp-Kette vieler MHC II-Moleklle aufweist [34]. Es wae gezeigt, dass es
sich bei Eap um einen wichtigen Faktor bei der Adha und Internalisierung vaa.
aureusin Eukaryontenzellen handelt und dass Eap in dgelist, die Rekrutierung von
Leukozyten zu blockieren und so Einfluss auf di¢zEndungsreaktion des Organismus
zu nehmen [14, 34]. Desweiteren scheint Eap baribdchen Entzindungen malRgeb-
lich beteiligt [56] und ein potenter Inhibitor dA&ngiogenese zu sein und somit eine

erhebliche Rolle bei Wundheilungsstérungen zu spi?].

Die Pravalenz von Eap b8i aureusst aul3erordentlich hoch. Eine Studie von Hussain
et al. beschreibt eine relative Haufigkeit von rah88% [37].

1.2.6. Extrazellulares Matrixprotein (Emp)

Bei Emp handelt es sich um ein Protein mit einemekaargewicht von 38,5kDa,
welches bei allerS. aureusStammen vorkommt und 2001 erstmalig nachgewiesen
wurde [38]. Bisher fehlen noch detailliertere Imf@tionen zur genauen Funktion. Je-
doch legen die bisherigen Ergebnisse nahe, dasistehierbei um ein Molekil aus der

Gruppe der Adharenzproteine v& aureushandelt, welche Bindung an ein breites
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Spektrum von extrazellularen Matrixproteinen wiebrBnektin, Fibrinogen und
Vitronektin vermittelt und somit maf3geblich an dRathogenitat des Bakteriums betei-
ligt ist [38].

1.3.Protein A

Bei Protein A handelt es sich um ein OberflachetganovonS. aureuswelches in der
Lage ist, an die FRegion von Immunglobulin G zu binden. Uber dieserkehrte*
Bindung wirtseigener Antikorper entzieht sich daak&&rium der Phagozytose durch

Makrophagen, da das-Fragment als Opsonin nicht mehr zur Verfigungtsteh

1.3.1. spa

Die fur das Staphylokokken Protein A kodierende iBegst unten schematisch darge-
stellt. DasspaGen besteht aus 2150 bp und beinhaltet verscreciektionelle Regio-
nen: Die IgG-bindende Region besteht aus vier o Doménen (,Repeats®) von je-
weils 160bp Lange [16, 98]. Am C-terminalen Ende @&ns befindet sich eine Region
(Xc), welche fur den Teil des Proteins kodiert, dar die Verankerung mit der Zell-
wand verantwortlich ist [84]. Zwischen den beidesdhriebenen Anteilen befindet sich
die hypervariable X-Region ¢X[32]. In diesem Bereich treten eine variable Arza
sich wiederholender Sequenzabschnitte (,Repeatg“emer Lange von in der Regel
24bp auf. Frénay et al. beschrieben 1993 in iArbeit das Vorkommen von 3 bis 15
vollstdndigen Repeats [26].

Signal- |gG-bindende Doimane Rept.eat- Zellwand-
sequenz Region Anker
. | | S— ——— |

—slelb | Al B |lcl x| x —

Abbildung 1: Schematische Darstellung der SpA-Regio
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1.3.2. spaTypisierung

Bei derspaTypisierung handelt es sich um eine Sequenzanakgsé&ochvariablen X-
Region innerhalb deS. aureusProtein A-Gens [48]. Mit Hilfe einer Software (Rith
StaphTyp&" [Ridom GmbH, Wiirzburg, Deutschland]) [33] ist eégtich, automatisch
Sequenzen einzulesen, Repeat-Muster zu erkennedemjgweiligerspaTypen zuzu-
ordnen [92]. Entscheidende Vorteile dieser Formmdelekularen Typisierung sind die
schnelle Verfugbarkeit von Ergebnissen, deren ehdalnterpretation [88] und die
Moglichkeit zum Vergleich der Sequenzen usphTypen verschiedener Labore via
Internet (www.ridom.de/spaserver/) [48]. D8paTypisierung fungiert als genetischer
Marker und lasst sich sowohl zur Analyse von Ausbe&in einerS. aureudnfektion,
als auch fur epidemiologische Beobachtungen [26] Langzeitstudien einsetzen [48,
53]. Es wurde gezeigt, dass sich anhand von Ulsti@imungen in der Sequenz der
Repeats gemeinsame Abstammungslinien ermittelerads3]. Diese Methode konnte
auch in der Analyse von persistieren@raureusStammen bei CF-Patienten eingesetzt
werden. So gelang z.B. der Nachweis, dass es imitballe 70 Monate zu einer unab-
héngigen Mutation im Bereich der Repeat-Region kdimzu einer Anderung depa
Typen fuhrte, was zeigt, dass bei Persistenz libendangen Zeitraum eine Weiter-
entwicklung und Veranderung im Bereich der Repezgiéhen von Proteinen moglich
ist [48].

1.4. Mukoviszidose

Mukoviszidose oder Zystische Fibrose (engl.: Cysiiorosis, CF) ist eine genetisch
bedingte, autosomal-rezessive Stoffwechselerkrapkund mit einer Inzidenz von
1:2500 die haufigste lebensverkiirzende genetisckeiikung der weil3en Bevolke-
rung. Zu Grunde liegt eine Mutation des ,cysticréidis transmembrane regulator”
Gens, eine ca.250kDa grof3en Region auf dem langenvAn Chromosom 7. Es sind
mehr als tausend verschiedene Mutationen bekamnnid Abstand haufigste, mit 70%
aller CF-Allele, istAF508, eine Deletion des Basentripletts, das fumila&gnin ko-
diert, an Position 508 [29].
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In vitro Studien haben gezeigt, dass MutationenCléssens den cAMP- abhangigen
CFTR-Kanal epithelialer Zellen auf unterschiedlich&eise beeintrachtigen kénnen.
Dies reicht von einer eingeschrankten Chlorid-&hifikeit bis hin zu einem komplet-
ten Verlust des Proteins [105]. Hiervon betroffemdsalle exokrinen Driisen in Bron-
chialsystem, Pankreas, Dinndarm, Gallenwege, Gonawg Schweil3drisen. Der De-
fekt des lonenkanals fuhrt zu einer erniedrigtetrtazellularen Chlorid-Konzentration.
Zur Aufrechterhaltung des elektrochemischen Glasghightes stromen Natrium und
H.O zurtck in die Zellen, was zu einer Dehydratatitas produzierten Sekretes im
Lumen der jeweiligen Driuse fuhrt. Die erhbhte Viskét erschwert den Abtransport
des Sekretes. Durch die Verlegung der Abflusswegkedem konsekutiven Sekretstau
kommt es zu einem zystischen oder fibrotischen Unde Organe mit nachfolgender

Insuffizienz.

In 5-10% der Falle fallen die Patienten bereits Blsugeborene durch einen
Mekoniumileus auf, welcher durch eine inadaquatd&ktion von Pankreasenzymen
in der Fetalperiode und eine verminderte gastesiimale Sekretion bedingt ist. Durch
das Defizit an Verdauungsenzymen kommt es zur Malgition, welche bei den er-
krankten Kindern Gedeihstérungen verursacht. Beia€hsenen manifestiert sich die
CF haufig mit pankreatogenem Diabetes mellitus [1MEnnliche Patienten sind in der
Regel durch eine bilaterale Obliteration der Vasgeéntia infertil, bei Frauen ist die

Fertilitat vermindert.

Fur CF-Patienten steht keine kausale Therapie zrfigung. Die symptomatische
Therapie beinhaltet eine ausreichende NaCl-ZufMlukolyse und Drainage des zéhen
Bronchialsekretes. Zur Prophylaxe und Friheradikatherapie vonPseudomonas
aeruginosalnfektionen ~ kommen  Tobramycin-Inhalationen  und teyssche
Antibiotikatherapie zum Einsatz, im Falle einer S&gaBronchospasmolytika. Bei In-
fektionen wird gezielt systemisch antibiotisch hadhelt. Bei Vorliegen einer Pankreas-
insuffizienz werden die Enzyme und fettléslicheiavhiine substituiert. Bei zunehmen-
der respiratorischer Insuffizienz besteht die Mdgteit einer @-Langzeittherapie. Als

ultima ratio kann eine Lungentransplantation erwogerden.
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1.5. Atemwegsinfektionen bei Mukoviszidose

In 80-95% versterben CF-Patienten an einer regpisahen Insuffizienz, verursacht
durch persistierende und rekurrierende bakteriellektionen und die sie begleitende
neutrophile Entziindungsreaktion [61]. Durch di&apitel 1.4 beschriebenen Verande-
rungen ist im respiratorischen System die mukaali@learance erheblich beeintrach-
tigt. Dies zeigt sich in einer Dilatation der Atemge und der Ausbildung von Bron-
chiektasien. Im weiteren Verlauf treten Atelektaser gehduft Pneumonien auf, als
Spatfolgen pulmonale Zysten und Hypertension. Deschriebenen Verdnderungen
begiinstigen eine Besiedlung mit pathogenen undrappstischen Erregern [29]. Hier
ist S. aureushicht nur einer der ersten, sondern auch einehdefigsten Keime, der in
den Atemwegen von CF-Patienten nachweisbar isty@d]dort fur viele Jahre persis-
tiert [11, 46]. Nebers. aureusst auchHamophilus influenzabereits bei Kindern hau-
fig nachweisbar. Fur beide Erreger wird diskutieldss sie Uber eine Schadigung des
respiratorischen Epithels eine vermehrte Anhaftuog P. aeruginosaermdglichen,
sodassS. aureusundH. influenzaeals Wegbereiter fur eine Infektion nit aeruginosa
angesehen werden [6H. aeruginosast der bedeutendste Erreger in den Atemwegen
alterer CF-Patienten, da er Uber verschiedene Nbésthen sowohl gegentber der kor-
pereigenen Abwehr als auch gegenuber antimikrabidlherapeutika sehr resistent ist.
So verfugt der Erreger z.B. Uber die Fahigkeit,fiBree zu bilden [65] und zahlreiche
potente Toxine zu produzieren [21]. DesweitererPisaeruginosan der Lage, einen
mukoiden Phanotyp zu bilden, was sich vor allemhridagerer Infektionsdauer zeigt
[12]. Der Nachweis des mukoiden Phanotyps zeigt emeine Verschlechterung der
Lungenfunktion an. Im weiteren Krankheitsverlaugdaen sich bei einigen Patienten
zusétzliche Bakterien wie  z.BBurkholderia cepaciaund Stenotrophomonas

maltophilianachweisen [29].

In der Regel erfolgt die Behandlung einer pulmondidektion bei CF-Patienten nach
Isolation des Erregers in Abhangigkeit vom entdpeeden Resistogramm. Zur Thera-
pie derS. aureushedingten Infektionen liegen keine internationaérkannten Leitli-

nien vor. So werden verschiedene Therapieregimersoitieden: 1. Die kontinuierliche
Anti-Staphylokokken-Therapie, die nach Diagnoséastel von CF ohne Erregernach-

weis in einigen Zentren Uber mehrere Jahre odardefenslang durchgefiihrt wird; 2.
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Die antibiotische Therapie bei Nachweis v®naureusund 3. die Therapie bei Nach-
weis vonS. aureusind Auftreten von Symptomen. Zwei Studien habinzlich aufge-

zeigt, dass die kontinuierliche Anti-Staphylokokitesrapie im Hinblick auf klinische
Parameter wie Lungenfunktion und Gewichtszunahneek&orteile brachte und dass

das Risiko eines friheréh aeruginosaNachweises sogar erhoht war [78, 93].

Um besser unterscheiden zu kdénnen, wann eine Tikeeaforderlich ist, besteht die
Notwendigkeit, eine Infektion mi&. aureusvon einer Kolonisation zu unterscheiden.
Im Rahmen der dieser Arbeit zu Grunde liegendeninautrischen prospektiven Lang-
zeit-Observationsstudie wird versucht, ParametefUnierscheidung von Kolonisation
und Infektion zu identifizieren, was wichtige thpeaitische Konsequenzen hatte. Bisher
liegen nur sehr wenige Daten zum Vorkommen wichtiy@ulenzfaktoren beiS.
aureuslsolaten von Mukoviszidose-Patienten vor. Der Ne&is solcher Virulenzfak-
toren und ihre Betrachtung im zeitlichen VerlauicksiGegenstand dieser Arbeit und

sollen im Folgenden erértert werden.
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2. Fragestellung

Es ist nicht bekannt, ob eine Infektion der CF-&#en durclS. aureuamit dem Auf-
treten von Stdmmen mit einer besonderen Toxin-Attssty assoziiert ist. Da die To-
xine aber eine erhebliche Rolle in der PathogemeseS. aureusbedingten Infektionen
spielen und der Erreger den Respirationstrakt didagenten haufig Uber einen langen
Zeitraum kolonisiert, soll diese Arbeit klaren, wes sich mit der Toxin-Ausstattung
Klinischer Isolate von CF-Patienten mit chronisct&r aureudnfektion bzw. -

Kolonisation verhalt. Im Einzelnen soll folgenderagen nachgegangen werden:

1. Wie hoch ist die Pravalenz der untersuchten Vizigktoren im betrachteten
Kollektiv?

2. Unterscheidet sich die Pravalenz bestimmter Viziigktoren in den einzelnen
Untersuchungsmaterialien (Nasen-, Rachenabsti@m#um) voneinander?

3. Bestehen Unterschiede in der Toxin-Ausstattung dwes S. aureudsolaten
der vieragr-Gruppen?

4. Gibt es Assoziationen zwischen verschiedenen T@&anen?

Desweiteren soll die Toxin-Ausstattung der hauégs$. aureus Klone im Verlauf
beurteilt werden, um Aussagen uber die EntwickldegToxin-Ausstattung treffen und

folgenden Aspekt betrachten zu kénnen:

5. Findet bei persistierender Kolonisation/ Infektiont S. aureusein Zugewinn

oder Verlust von Virulenzfaktoren statt?
AulRerdem werden die haufigstepa Typen betrachtet, um folgende Fragen zu klaren:

6. Zeigen sich Variationen der Toxin-Ausstattung beischiedenen Isolaten des-
selbenspaTyps in einem Material?
7. Lasst sich eine unterschiedliche Toxin-Ausstattbeglsolaten desselbespa

Typs von verschiedenen Patienten nachweisen?

Im Anschluss sollen die Daten zu den nachgewiesdimemen mit klinischen Daten
korreliert werden, um eine Aussage treffen zu konid ein Zusammenhang zwischen

der Toxin-Ausstattung und der Kklinischen Situatilen Patienten besteht.
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3. Experimentelle Untersuchungen: Material und Methode

3.1. Bakterienstdmme und Patienten

Die untersuchten Stamme wurden im Rahmen einernzaottischen Studie zur Unter-
scheidung einer Kolonisation von einer Infektiom &éeemwege von CF-Patienten mit
S. aureusm Zeitraum von Juli 2008 bis Dezember 2009 gesaltnrin die Studie ein-
geschlossen wurden 160 CF Patienten, die dltesealss Jahre waren, bei denen inner-
halb des letzten Jahres vor Einschluss in die 8tuder mindestens sechs Mon§te
aureusaus den Atemwegen nachgewiesen werden konntee@Adsschlusskriterien
zahlten eine Kolonisation oder Infektion rRit aeruginosaoderB. cepaciatiber mehr
als sechs Monate innerhalb eines Jahres vor Eussln die Studie und ein Nachweis

der genannten Bakterien tUber ebenfalls sechs MamaBzobachtungszeitraum.

Mittels standardisierter Fragebtgen wurden klines€raten zur Lungenfunktion, dem
Body Mass Index und erfolgten oder eingeleitetetibantischen Therapien erhoben.
Weiterhin wurden die Patienten nach ihrem subjektiirankheitsgefiihl befragt. Diese
Erhebung wurde bei der Erstvorstellung der Patrented auch bei jeder weiteren Kon-

sultation im Studienverlauf durchgefuhrt.

Die Bakterien wurden aus Nasen- und Rachenabstridmsvie aus Sputum isoliert und
nach Morphotypen charakterisiert. Beurteilt wurdearbei das Wachstum auf Blut-
und Schadleragar hinsichtlich Hamolyse, PigmentigyGrol3e und Konsistenz. Mittels
spaTypisierung wurden die insgesamt 1169 Stamme ntdegenetisch identifiziert.
Fiur jeden Patienten m8. aureusNachweis wurde mindestens ein Isolat eines Klones
in die Auswertung eingeschlossen, im Falle eineshMaises mehrerer verschiedener
Klone wurde jeder unterschiedliche Klon in die Aestung einbezogen. Zeigten sich
Unterschiede im Profil der untersuchten Virulenrda&n bei unterschiedlichen
Morphotypen eines Klons desselben Patienten, sdemuauch diese Isolate mit in die
Analyse aufgenommen. Ausgewertet wurden schlie8hStamme von 134 Patienten
mit S. aureusNachweis. Hierbei handelte es sich um 47 weiblichd 82 mannliche
Patienten, die zum Zeitpunkt des Einschlussesdarstlidie im Durchschnitt 16 Jahre alt
waren. Von funf Patienten lagen die Daten zu Alied Geschlecht nicht vor, so dass

diese nicht in die demographische Auswertung eicfgessen werden konnten. Bei 26
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der 160 eingeschlossenen Patienten koBntaureusislang nicht nachgewiesen wer-
den.

In einer erweiterten Analyse wurde das Vorkommen\deulenzfaktoren im Verlauf
beobachtet. Hierfir wurden die Daten von Ratienten ausgewertet, von denen im
Rahmen der Studie bereits viermal, im zeitlichemrRan von ungefahr einem Jahr,
Materialien gewonnen wurden. Es handelte sich une#bliche und émannliche Pati-
enten, die bei Einschluss in die Studie durchstifumt16 Jahre alt waren.

Weiterhin wurden die Klone mit den haufigsten nashigsenerspaTypen hinsichtlich
ihrer Ausstattung mit den untersuchten Toxin-Gdmetnachtet. Hierbei handelte es sich
um Isolate mit denspaTypen t002 (11x nachgewiesen), t008 (10x), t014x),1t084
(28x) und t091 (17x).

In einer letzten Analyse wurde versucht, einen Ausanhang zwischen klinischer Si-
tuation der Patienten und der Toxin-Ausstattungurgellen. Hierfir wurden exempla-
risch vier Patienten mit einer klinisch manifestafektion ausgewahlt und die Toxin-
Ausstattung der entsprechend®n aureusStamme betrachtet. Als Kriterien fir eine

klinisch manifeste Infektion galten folgende Bedingen:

1. Vorliegen einer Exazerbation

2. Vorliegen einer Infektion

3. Angabe des Patienten zum Auftreten eines mittélstaroder ausgepragten
Krankheitsgefiuhls

Die ersten beiden Kriterien wurden durch den Paifanttels standardisierter Fragebo-

gen beurteilt. Hierbei wurden folgende klinischesitéh erfasst:

- Veranderungen von Volumen, Farbe oder KonsisteaSg@tums
- Zunehmender Husten

- Malaise, Fatigue, Lethargie

- Korpertemperatur > 38°C

- Neu aufgetretene oder zunehmende Hamoptysen

- Gewichtsverlust/ Anorexie

- Schmerzen der Sinus oder veranderter Nasenausfluss
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- Veranderung des auskultatorischen Befundes
- Abnahme der Lungenfunktion um > 10% (FEWIEF25) des Ausgangswertes

- Rontgenologische Hinweise auf eine pulmonale Indekt

Die letzte Bedingung konnte durch den Patienteyegeben werden und wurde bei

jeder Untersuchung erfragt.

3.2.spaTypisierung

Vor Beginn der eigentlichespaSequenzierung ist eine Lyse der DNA aus den Bakte-
rienstdmmen notwendig. Hierfir wurde das Insta@dagrix Kit (BioRad, Minchen,
Deutschland) verwendet. 20ul des Lysates wurderdigirAmplifikation mittels PCR
verwendet. Bei den eingesetzten Primern handeltsieh um spa-1113f (5'-
TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3") und spa-1514r (5-CAGCABGTGCC
GTTTGCTT-3"). Nach enzymatischer Reinigung des Bktek erfolgte die Sequenzie-
rung mittels ABI 3100 Avant Sequencer (Applied Bistems, Foster City, Ca.). Zur
anschlieRenden Bestimmung @paTypen wurde die in der Einleitung bereits erwahn-
te Ridom StaphTyp& Software (Ridom GmbH, Wiirzburg, Deutschland) verset.
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3.3.PCR und Agarosegel-Elektrophorese

Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (ergynperase chain reaction, PCR)
wurde 1984 von Kary Mullis entwickelt [67]. Sie dieder Amplifikation spezifischer
Sequenzen und wird heutzutage vielfach in ForschumtfyDiagnostik eingesetzt. Der
erste Schritt ist die Denaturierung des DNA-Dopjpaisys des zu untersuchenden Erre-
gers durch Erhitzen auf 95°C. Nach raschem Abkualénje nach PCR-Protokoll, 55-
60°C setzen die komplementéaren Primer (Oligonuldeatit 15-25 Basen) an den 3'-
Enden der DNA-Stlcke, die amplifiziert werden sojlan. Um eine unspezifische Hyb-
ridisierung zu verhindern wird die Temperatur a@°CQ erhoéht. Durch eine Tag-
Polymerase werden die Einzelstrange mit den zugfesetDesoxyribonukleotiden
(dNTPs) komplementiert, so dass nach Abschlusfkédaktion doppelt so viele DNA-
Strange vorhanden sind wie zu Beginn. Diese Sehwttrden 30 Mal wiederholt, so
dass eine ausreichende Menge Amplifikat vorliegtiomAnschluss mittels Gelelektro-

phorese das Vorhandensein der gesuchten Sequanpeiifen.

Das Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf deersohiedlichen Wanderungsge-
schwindigkeit verschieden grof3er DNA-Fragmente. Degativ geladenen Fragmente
wandern von der Kathode zur Anode und zwar umsoedigr, je geringer ihre moleku-

lare Masse ist.

Zur Herstellung eines zweiprozentigen Agarosegelsden 4,5mg Agarose mit 225ml
TEA-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) aufgekocht (entspridh,02g Agarose/ml). Die Flus-
sigkeit wurde auf ein mit Aussparungen fiur die Tascversehenes Tragertablett ge-

gossen und erstarrte beim Abkuhlen.

Nach abgeschlossener PCR wurden 8ul des Ampliskatdnommen und zusammen
mit 8ul GEBS-Puffer in eine Tasche des in einerfkanmnmer vorbereiteten Agarose-
gels pipettiert. In die aul3ersten Vertiefungen eReihe wurden Marker (1kb + 100bp
ladder, Biolabs) aufgetragen. Mittels Elektrophemgsat (BioRad Power Pac) wurden
bei 400mA abhangig von der Anzahl der zu erwartenBanden fir 40 bis 60 min

160V appliziert. Nach Ablauf der Elektrophorese dem die Gele in Ethidiumbromid

gefarbt, unter UV-Licht betrachtet und fotografiert
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Die Negativkontrollen wurden jeweils in der viertBeihe des Tragertabletts aufgetra-

gen, so dass diese auf den Abbildungen nicht ér&asd, da hier Gele aus den davor

liegenden Reihen fotografiert wurden.

Virulenzfaktor Primer Sequenz (5'—3") Referenz
<o SEA-3 CCTTTGGAAACGGTTAAAACG ol
SEA-4 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC
<oh SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG -
SEB-4 GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC
SEC-3 CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG ]
Sec SEC-4 TCAAAATCGGATTAACATTATCC [6]
e SED-3 CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG ol
SED-4 TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC
e SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC -
SEE-3 CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC
o ETA-3 CTAGTGCATTTGTTATTCAAGACG 6l
ETA-4 TGCATTGACACCATAGTACTTATTC
ot ETB-3 ACGGCTATATACATTCAATTCAATG -
ETB-4 AAAGTTATTCATTTAATGCACTGTCTC
“ TST-3 AAGCCCTTTGTTGCTTGCG ol
TST-6 ATCGAACTTTGGCCCATACTTT
ceq SEG-1 AATGCTCAACCCGATCCTA 5l
SEG-4 CTTCCTTCAACAGGTGGAGAC
) SEH-1 TTAGAAATCAAGGTGATAGTGGC
S€ SEH-2 TTTTGAATACCATCTACCCAAAC [5]
o SEI-1 GCCACTTTATCAGGACAATACTT 5l
SEI-2 AAAACTTACAGGCAGTCCATCTC
i SEJ-1 CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAA -
SEJ-2 TTGTCTGGATATTGACCTATAACATT
AGRSA-KON1 ATGCACATGGTGCACATGC
AGRSA1-2  GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT
agr AGRSA2-2  TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC [57]
AGRSA3-2  GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG
AGRSA4-2  CGATAATGCCGTAATACCCG
N PVL-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 108]
PVL-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
g HLG-1 GCCAATCCGTTATTAGAAAATGC 108]
HLG-2 CCATAGAAGTAGCAACGGAT
cap EAP-CON1  TACTAACGAAGCATCTGCC 9]
EAP-CON2  TTAAATCGATATCACTAATACCTC
emp EMP-1 AATAATCGCGTGAATGTAG 8]
EMP-2 CGTAGTAATGAAGTGGTGGT

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer
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3.3.1. sea-see

Die Gene der Enterotoxine SEA-SEE wurden mitteldtiglex-PCR nachgewiesen [6].
Hierfir wurde ein Reaktionsmix mit 32ul,@ (Merck, Darmstadt), 5ul 10xPuffer in
MgCl,, 8ul MgClL (beides Qiagen, Hilden) und 1ul dNTP (Qbiogenesté&oCity, Ca.)
angesetzt. Als Primer wurden jeweils 0,25ul von SEénd 4, SEB 1 und 4, SEC 3 und
4, SED 3 und 4 und SEE 2 und 3 (alle Eurofins MW&tBesis GmbH, Ebersberg)
zugefugt, auRerdem 0,5ul einer Tag-Polymerase @Qiagilden). Zu den 49ul dieses
Mixes wurde 1ul des zu untersuchenden DNA-Lysatpstiert. Der gesamte Ansatz
wurde in einem Thermocycler (iCycler, BioRad, Héesy USA) nach initialer Denatu-
rierung bei 95°C fur 15 min in 30 Zyklen prozessideder Zyklus bestand aus einer 1
min Denaturierung bei 95°C, einem 1 min Annealirgg ®0°C und einer Extensions-
phase von 2 min Dauer. An den letzten Zyklus saa@ossich noch weitere 10 min bei
72°C an. Als Kontrollen wurden die Stamme KN558, aureus52/69 und 1229/93,
ATCC 23235 und ATCC 27664 eingesetzt.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 32ul
10xPuffer in MgC} (Qiagen, Hilden) 5ul
MgCl, (Qiagen, Hilden) 8ul
dNTP (Qbiogene) 1l
SEA 3+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25pl
SEB 1+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
SEC 3+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
SED 3+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
SEE 2+3 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
Tag-Polymerase (Qiagen) 0,5 pl

Tabelle 2: Ansatz fiir Multiplex-PCR der Enterotoxine A bis E

seb
sed
sec
see
sea

Abbildung 2: Agarosegel-Elektrophorese der PCR fliisea bis see
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3.3.2. eta etbundtst

Die Exfoliativtoxine A und B, sowie TSST-1 wurdehenfalls mittels Multiplex-PCR
untersucht [6]. Fur den Reaktionsmix wurden 33pOHMerck, Darmstadt), 5Sul
10xPuffer in MgCJ, 8l MgCl (beides Qiagen, Hilden) und 1pl dNTP (Qbiogenes-Fo
ter City, Ca.) gemischt. Hinzugefugt wurden jewdi|25ul der Primer ETA 3 und 4,
ETB 3 und 4 und TST 3 und 6 (alle Eurofins MWG 3$wasis GmbH, Ebersberg), so-
wie 0,5ul Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden). Zu d@pl4dles Gemisches wurde 1pl des
DNA-Lysates pipettiert. Der Ansatz wurde in einemefimocycler (iCycler, BioRad,
Hercules, USA) nach demselben Schema wie das derdioxine amplifiziert. Zur
Kontrolle wurden die Stamnte. aureut56/7/8, BM 10431 und KN 813 verwendet.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 33ul
10xPuffer in MgCJ (Qiagen) 5ul
MgCl, (Qiagen) 8ul
dNTP (Qbiogene) 1pl
ETA 3+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
ETB 3+4 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
TST 3+6 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
Taq (Qiagen) 0,5ul

Tabelle 3: Ansatz fur Multiplex-PCR der Exfoliativtoxine A und B, TSST

tst
etb
eta

Abbildung 3: Agarosegel-Elektrophorese der PCR fiireta, etb und tst
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3.3.3. seg-sej

Das Vorkommen dieser vier Enterotoxine wurde elsnfaittels Multiplex-PCR unter-
sucht [5]. Der Reaktionsmix setzte sich zusammen32ul HO (Merck, Darmstadt),
5ul 10xPuffer in MgCl, 8ul MgClL (beides Qiagen, Hilden) und 1ul dNTP (Qbiogene,
Foster City, Ca.). Zugesetzt wurden jeweils 0,28t Primer SEG 1 und 2, SEH 1 und
2, SEl 1 und 2 und SEJ 1 und 2 (alle Eurofins MW@tBesis GmbH, Ebersberg), so-
wie 0,5ul Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden). Diesensatz wurde 1pl des zu untersu-
chenden DNA-Lysates hinzugefiigt und das Gemisch3@h Zyklen in einem
Thermocycler (iCycler, BioRad, Hercules, USA) arfipiert. Die Zyklen entsprachen
denen der PCR fur die Enterotoxiseasee Zur Kontrolle wurden die Stamme MJB
1316, ATCC 51811, FRI 445 und FRI 1472 eingesetzt.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 32ul
10xPuffer in MgCJ (Qiagen) 5ul
MgCl, (Qiagen) 8ul
dNTP (Qbiogene) 1ul
SEG 1+2 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
SEH 1+2 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
SEI 1+2 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25pl
SEJ 1+2 (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,25ul
Tag-Polymerase (Qiagen) 0,5ul

Tabelle 4: Ansatz fiir Multiplex-PCR der Enterotoxine G bis J

=2 s S€j
= - _! sei
- -
"Teoeeeees GO6 SEsEEeSESasEsews K seh
re Sseee B T T

seg

Abbildung 4: Agarosegel-Elektrophorese der PCR fiiseg bis s

27



3.3.4. agr

Der Reaktionsmix fir dieagr-PCR enthielt 40,5ul $#© (Merck, Darmstadt), 5Sul
10xPuffer in MgC4 und 1ul dNTP (beides Qbiogene, Foster City, USH3. Primer
wurden 1pl AGRSA kon-1 und jeweils 0,25ul AGRSA ,122, 3-2 und 4-2 (alle
Eurofins MWG Synthesis GmbH, Ebersberg) zugesstayie 0,5yl Tag-Polymerase
(Qbiogene, Foster City, USA). Ebenfalls wurde 1NALysat hinzugefugt. Der An-
satz wurde im Thermocycler (iCycler, BioRad, Heesl)lUSA) nach 5 min initialer
Denaturierung bei 95°C Uber 30 Zyklen amplifizi&in Zyklus begann mit einer 1 min
Denaturierungsphase bei 95°C, gefolgt von einemeahng bei 55°C tber 1min und
einer 2 min Extensionsphase bei 72°C. Nach Durdhtauder Zyklen schloss sich
nochmals eine Extensionsphase von 10 min Dauet43€l an. Zur Kontrolle wurde die
DNA der Stamme RNI, RN 6607, RN 3904 und RN 4850veadet.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 40,5pl
10xPuffer in MgC} (Qbiogene) 5ul
dNTP (Qbiogene) 1l
AGRSA-konl (MWG Synthesis GmbH) 1l
AGRSA 1-2 (MWG Synthesis GmbH) 0,25ul
AGRSA 2-2 (MWG Synthesis GmbH) 0,25ul
AGRSA 3-2 (MWG Synthesis GmbH) 0,25ul
AGRSA 4-2 (MWG Synthesis GmbH) 0,25ul
Tag-Polymerase (Qbiogene) 0,5ul

Tabelle 5: Ansatz fiiragr-PCR

agr v
agr ll
agr |
agr Il

Abbildung 5: Agarosegel-Elektrophorese der PCR flilagr
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3.3.5. pvlundhlg

Fur diese PCR wurden 40,5ub® (Merck, Darmstadt), 5ul 10xPuffer in MgQind
1pl ANTP (beides Qbiogene) pipettiert und jewejsud der Primer PVL 1 und 2 und
HLG 1 und 2 (alles Eurofins MWG Synthesis GmbH, iBberg), sowie 0,25ul Tag-
Polymerase (Qbiogene) hinzugefigt. Dem wurde 18l zle untersuchenden DNA-
Lysates zugesetzt und der Ansatz im Thermocydgyc{er, BioRad, Hercules, USA)
nach dem gleichen Schema wie das der PCRadgiramplifiziert. Lediglich die
Annealing-Temperatur wurde variiert und betrug 562 Kontrollen wurden mit den
StammersS. aureus’03/08 (positiv fupvl undhlg) und ATCC 29213 (nuhlg positiv)
durchgefuhrt.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 40,5ul
10xPuffer in MgC} (Qbiogene) 5ul
dNTP (Qbiogene) 1pl
PVL 1+2 [1:10] (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,5pl
HLG 1+2 [1:10] (MWG Synthesis GmbH) jew. 0,5pl
Tag-Polymerase (Qbiogene) 0,25ul

Tabelle 6: Ansatz firpvi-hlg-PCR

Kontrolle
hig
pvl -

Abbildung 6: Agarosegel-Elektrophorese der PCR flipvl und hig
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3.3.6. eap

Fur den Ansatz dezapPCR wurden 41,75ul # (Merck, Darmstadt), 5ul 10xPuffer
in MgCl, und 1pl dNTP (beides Qbiogene) gemischt und jex@Bbul der beiden Pri-
mer EAP-CON1 und EAP-CON2 (beides Eurofins MWG &gsts GmbH, Ebersberg)
sowie 0,25ul einer Tag-Polymerase (Qbiogene) hiefilgy. Ebenfalls wurde 1ul des
DNA-Lysates pipettiert. Der Ansatz wurde in eineheimocycler (iCycler, BioRad,
Hercules, USA) gegeben und genauso wie die PCRdtiprozessiert. Als Kontrollen
wurden die Stamme Wood 46 und Newman eingesetzt.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 41,75l
10xPuffer in MgCJ (Qbiogene) 5ul
dNTP (Qbiogene) 1l
EAP-CON 1 (MWG Synthesis GmbH) 0,5ul
EAP-CON 2 (MWG Synthesis GmbH) 0,5ul
Tag-Polymerase (Qbiogene) 0,25ul

Tabelle 7: Ansatz flireap-PCR

HEmnE

—-—
-
-
—
-
-
-

eap

Abbildung 7: Agarosegel-Elektrophorese der PCR flreap

30



3.3.7. emp

Der Ansatz fur dieempPCR bestand aus 41,5ul,® (Merck, Darmstadt), 5ul
10xPuffer in MgC4 und 1pl dNTP (beides Qbiogene). Er enthielt deeren jeweils
0,5ul der Primer EMP 1 und 2 (Eurofins MWG SynteégsmbH, Ebersberg) und 0,5ul
Tag-Polymerase (Qbiogene). Nach Zusatz von 1ul Mgat durchlief der Ansatz die
gleichen Zyklen wie die PCR fiagr, mit einer abweichenden Annealing-Temperatur
von 58°C. Als Kontrollen wurden auch hier die Stéenhewman und Wood 46 ver-

wendet.

Reaktionsmix

H,O (Merck, Darmstadt) 41,5ul
10xPuffer in MgC} (Qbiogene) 5ul
dNTP (Qbiogene) 1l
EMP 1 (MWG Synthesis GmbH) 0,5ul
EMP 2 (MWG Synthesis GmbH) 0,5ul
Tag-Polymerase (Qbiogene) 0,5ul

Tabelle 8: Ansatz firemp-PCR

®
=
=

emp

Abbildung 8: Agarosegel-Elektrophorese der PCR furemp
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4. Ergebnisse

Zur Betrachtung der Haufigkeiten und Verteilungstauder Virulenzfaktoren bei Erst-
untersuchung wurden schlie3lich 333 Isolate (n=328) 134 Patienten ausgewertet.
Bei 26 der 160 betrachteten Patienten aaureusisher nicht nachzuweisen. Es lie-
Ben sich pro Patient maximal vier verschiedéhe aureusklone mittels spa
Typisierung unterscheiden. Bei 81 der 134 Patiemtanlediglich ein Klon nachweis-
bar. 39 Patienten wiesen 2 unterschiedliche Klariekzei 11 Patienten waren 3 Klone

nachzuweisen und 3 Patienten zeigten 4 untersathedKlone.

Anzahl S. aureus-Klone 1 2 3 4

Patienten (n=134) 81 39 11 3

Tabelle 9: Anzahl derS. aureus-Klone

4.1. Haufigkeiten und Verteilungsmuster der Virulenztakh bei Erstuntersuchung
4.1.1. Allgemeine Haufigkeiten

Bei den untersuchten Isolaten (n= 333) wurden @ialbhteten Virulenzfaktoren mit

folgenden Haufigkeiten nachgewiesen:

Virulenz- Haufigkeit Virulenz- Haufigkeit Virulenz- Haufigkeit
faktor (%) faktor (%) faktor (%)

sea 39 (12%) tst 59 (18%) agrlll 58 (17%)
seb 2 (1%) seg 209 (63%) agriv 14 (4%)
sec 52 (16%) seh 22 (7%) pvl 1 (<0,5%)
sed 20 (6%) sei 212 (64%) hig 333 (100%)
see 2 (1%) sej 16 (5%) eap 333 (100%)
eta 5 (2%) agrl 166 (50%) emp 333 (100%)
eth 2 (1%) agrll 91 (27%)

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung der Virulenzfaktoren (VF) insgesamt

Die Genehlg ,eapundempwaren bei allen untersuchten Isolaten nachzuwe=edo).

Die haufigsten nachgewiesenen Enterotoxine waeg(63%) undsei (64%), gefolgt
von sec(16%) undsea(12%).tst war bei 18% der untersuchten Isolate nachweisbar.
Selten nachgewiesene Toxin-Gene waseh (1%), see(1%), eta (2%), etb (1%) und

pvl (<0,5%).
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agr | war mit 50% die haufigste nachgewiesageSpezifitatsgruppe, gefolgt vaagr
I (27%),11l (17%) undlV (4%). 2% der untersuchten Isolate konnten keiagmTyp

zugeordnet werden.
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Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der Virulenzfakt oren (VF) (absolut)

4.1.2. Verteilung der Virulenzfaktoren nach Materialien

%Xq QQ\ W R Q,@Q
*0 o

Die Verteilung der Virulenzfaktoren den verschiegienintersuchten Materialien zuge-

ordnet:

S S

& 8

N ~ —" N [ —~

s .3 g3 B¢ & 3 83 5@

2 2 g 2 2 2 g 2

> z £ x £ n £ > z £ x £ E
sea 14 (12%) 14 (10%) 11 (14%) sei 80 (68%) 82 (59%) 50 (66%)
seb 1 (<1%) 0 (0%) 1(1%) sej 7 (6%) 6 (4%) 3 (4%)
sec 21 (18%) 22 (16%) 9 (12%) pvl 1 (<1%) 0 (0%) 0 (0%)
sed 9 (8%) 9 (6%) 2(3%)] hlg 117 (100%) 140 (100%) 76 (100%)
see  1(<1%) 1(<1%) 0(0%)] agrl 58 (50%) 71 (51%) 37 (49%)
eta 2 (2%) 1 (<1%) 2(3%) agrll 29 (25%) 41 (29%) 21 (28%)
etb  1(<1%) 1(<1%)  0(0%)agrill 21 (18%) 22 (16%) 15 (20%)
tst 19 (16%) 27 (19%) 13 (17%)agrlV 7 (6%) 4 (3%) 3 (4%)
seg  78(67%)  81(58%) 50 (66%) eap 117 (100%) 140 (100%) 76 (100%)
seh 5 (4%) 10 (7%) 7 (9%) emp 117 (100%) 140 (100%) 76 (100%)

Tabelle 11: Ortsspezifische Haufigkeitsverteilung er Virulenzfaktoren

Die Haufigkeitsverteilung der Virulenzfaktoren urstghied sich in den Materialien

nicht signifikant g>Test nach Pearson). Dennoch zeigten sich gerimgersthiede in
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der Verteilung.seckonnte in 12% der Sputa nachgewiesen werden, jenioth bzw.
18% aller Rachenbzw. Nasenabstrichsedwar in 3% aller Sputa nachzuweisen, &
in 6 bzw. 9% aller Racherbzw. Nasenabstricheegwar bei 66 bzw. 67% der Nen-
abstriche bzw. Sputa nachisbar und bei 58% der Rachenabstriche. Eine arenler-

teilung zeigte sich fusel Hier waren 68% der Nasenabstriche positivseg 66% der
Sputa und 59% der Rachenabstri
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der VF (nach Materialien)

4.1.3. Verteilung der Virulenzfaktoren naagr-Typen

Die Verteilung der Virulenzfaktoren naagr-Typen unterschied sich in einigen Fal
signifikant (>Test nach Pearsor seczeigte sich signifikant haufiger blsolaten der
agr-Gruppel (p<0,05), de Haufigkeit vonetawar hochsignifikant bdisolaten deagr-

GruppelV (p<0,05) undsea tst undsehtraten signifikant haufigdsei Isolaterderagr-
Gruppe Il auf (beidgp<0,05).
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g 2

“S agrl agrll agrill agriv “E agrl agrll agrill agriv

& (n=166) (n=91) (n=58) (n=14) | § (n=166) (n=91) (n=58) (n=14)

> >

S S

sea 15 (9%) 2 (2%) 22 (38%) 0(0%) seg 103 (62%) 46 (51%) 49 (84%) 11 (79%)
seb 0 (0%) 1 (1%) 1 (2%) 0 (0%) seh 4 (2%) 0 (0%) 18 (31%) 0 (0%)
sec 49 (30%) 2 (2%) 1 (2%) 0(0%) sei 104 (63%) 46 (51%) 49 (84%) 13 (93%)
sed 14 (8%) 4 (4%) 2 (3%) 0 (0%) sej 11 (7%) 4 (4%) 0 (0%) 1 (7%)
see 2 (1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) pvl 0 (0%) 0 (0%) 1 (2%) 0 (0%)
eta 0 (0%) 1 (1%) 0(0%) 4(29%) hlg 166 (100%) 91 (100%) 58 (100%) 14 (100%)
etb 0 (0%) 2 (2%) 0 (0%) 0(0%) eap 166 (100%) 91 (100%) 58 (100%) 14 (100%)
tst 20 (12%) 6 (7%) 32 (55%) 1 (7%)emp 166 (100%) 91 (100%) 58 (100%) 14 (100%)

Tabelle 12: Verteilung der VF nachagr-Typen

~ mag

} rl(n=166)
- """_-____.___Iagr II_(nZgl) T
" sagriii (n=58)

_ Hagr I!Elz)____

—_—

_—

—_—

Virulenzfaktoren

—

Abbildung 11: VF nach agr-Typ, Prozentangaben der rel. Haufigkeit
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4.1.4. Korrelationen zwischen verschiedenen Toxinen

In Tabelle 13 wurden die positiven Ergebnisse méeder in Zusammenhang gebracht.
Es wurde betrachtet, wie viele Nachweise eines I&izfaktors vorlagen, wenn die
Positivtestung eines anderen Toxins als Bedingwetglgen war. Zu Grunde lagen die
Isolate der Patienten, die beim ersten Ambulanattesoliert wurden. Die Ergebnisse

sind als relative Haufigkeiten dargestellt.

Betrachtet man die Korrelationen der Enterotoximé&sea bis seeuntereinander, so
zeigt sich, dass einige Toxine nie gemeinsam daftraz.B.seaund se¢ bei anderen
aber ein gewisser Zusammenhang bestand. 18%salgrositiven Isolate waren auch
positiv fur sed 13% allersecpositiven Isolate waren ebenfalls positiv Egd Umge-
kehrt lie3 sich ermitteln, dass jeweils 35% sedpositiven Isolate auch positiv fgea

bzw.secwaren.

Weitere Korrelationen der Enterotoxin-Gene zu amdaintersuchten Genen ergaben
sich ebenfalls: 51% deeapositiven Isolate waren positiv fiist, jeweils 64% flirseg
und seiund 13% flursehundse} 56% derseapositiven Isolate waren dagr-Gruppe

[l zuzuordnen, 38% degr-Gruppel. Daeap empundhlg bei allen untersuchten Iso-
laten nachweisbar waren, besteht eine 100%ige katioe zu allen anderen betrachte-
ten Genen. Fur das lediglich einmal (n=1) nachgssviepvl ist die Korrelation zu al-
len anderen Genen 0%, mit Ausnahme agn Il (100%).sebpositive Isolate wiesen
in 50% der Falle ebenfallehauf, und waren in jeweils 50% degr-Gruppenll und

[l zuzuordnenseckorrelierte in jeweils 88% miegundseiund die Isolate waren zu
94% deragr-Gruppel zuzuweisen.sedpositive Isolate waren zu jeweils 70% ebenfalls
positiv fursegundsei,zu 75% positiv flisejund in 70% deagr-Gruppel zuzuordnen.
Die Korrelationen zwseehatten aufgrund der sehr kleinen Fallzahl (n=2)nkaAussa-
gekraft, gleiches gilt fieta (n=5) undetb (n=2).tst-positive Isolate waren in 34% der
Féalle auch positiv fiseg in 80 bzw. 81% fisegbzw. seiund waren in 54% deagr-
Gruppelll zuzuordnen. Daegundseibis auf wenige Ausnahmen stets kombiniert auf-
traten, stimmten die Korrelationen mit anderen feri nahezu Uberein. Bei 22% der
seg bzw. setpositiven Isolate liel3 sich augecnachweisen, bei 22 bzw. 238&t und

in 49% waren die Isolate dagr-Gruppel zuzuordnen. 100% allesegpositiven Isola-

te wiesen auckei auf, jedoch zeigten nur 98% dsiPositiven auclseg sehpositive
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Isolate waren zu 23% ebenfalls positiv g zu 45% furtst, zu 77 bzw. 82% flseg

bzw. seiund gehorten in 82% zuagr-Gruppelll . sejtrat zu 31% gemeinsam nsea

auf, zu 38% misecund zu 94% mised 69% allersejpositiven Isolate gehérten zur

agr-Gruppel. Die Korrelationen zu den einzelnagr-Typen sind in Kapitel 4.1.3 ge-

sondert dargestellt.
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Tabelle 13: Kreuztabelle/ Korrelation der Positivtesungen (rel. Haufigkeiten, n
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4.2.Betrachtung der Virulenzfaktoren im Verlauf

Gegenstand dieser Betrachtung waren die Isolatel@dPatienten, von denen im zeitli-

chen Verlauf der Studie bereits viermal Materiakgenen wurde. Betrachtet wurde das
Vorkommen von Klonen unterschiedlichepaTypen abhangig vom Untersuchungsma-
terial. Klone mit identischemspaTyp, die Unterschiede in der Ausstattung mit Viru-

lenz-Genen aufwiesen, wurden gesondert dargestellt.

Von insgesamt 103 Isolaten von 10 Patienten wated8%) deragr-Gruppel, 9 (9%)
agr 1, 40 (39%)agr Il und 3 (3%)agr IV zuzuordnen.

Bei den Isolaten warehlg, eapundempimmer positiv,pvl war mittels PCR nie nach-

zuweisen.

4.2.1. Patient 1

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
t002 t159
Nase 1002 ] {548 {5430
t002 t078
Rachen t002 t078 t078 t078
t159 t5430
Sputum t159 kein Mat. - kein Mat.
. . t078 .
Nasensekret kein Mat. kein Mat. 078 kein Mat.

Tabelle 14: Patient 1, nachgewieserspa-Typen

Beim 1. Patienten lieRen sich im Beobachtungszatiransgesamt 5 verschiedene Klo-
ne nachweisen. Davon maximal 4 zu einem ZeitpudikA(nbulanzbesuch). Isolate des
spaTyps t002 waren bei drei aufeinander folgenden Alafzbesuchen nachweisbar,
waren aber in ihrer Toxingen-Ausstattung stabile Aintersuchten Klone depaTyps
t002 waren positiv fiseg sej hlg, eap und empund gehorten deagr-Gruppell an.
Bei den Isolaten demspaTypen t078 und t5430 fielen unterschiedliche Texin

ausstattungen auf.
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4.2.1.1. S. aureudsolate despaTyps t078

Bei S. aureudsolaten despaTyps t078 zeigten sich Unterschiede in der Auastgt
mit den folgenden Enterotoxin-Genen im Verlauf Beobachtungseb, segindseh In
der folgenden Tabelle ist nach der Materialbezeiokn aus der das jeweilige Isolat

angezuchtet wurde, der jeweilige Ambulanzbesudflammern angegeben.

Nasensekret (3.

seb  seg sei
Rachen (2.) v v v X = negativ
Rachen (3.) v v v v = positiv
Rachen (3.) v x x
Rachen (4.) v v
v v v
X X X

Nasensekret (3.

Tabelle 15: VF der Isolate despa-Typs t078 bei Patient 1, nach Materialien

Alle Proben gehdrten zagr Gruppel. Von 6 Isolaten despaTyps t078 war ein Isolat
nur sebpositiv, 4 Isolate wiesen die Kombinatigeb, segund sei auf und ein Isolat

besal? keines der Enterotoxin-Gene.

4.2.1.2. S. aureudsolate despaTyps t5430

Bei S. aureudsolaten diesespaTyps konnten ebenfalls Verdnderungen in der Toxin-
Ausstattung beobachtet werden. Diese zeigten scddn Virulenz-Genetst, seg, seh

undsej

Nasensekret (3.) v

tst seg  seh sei
Rachen (3.) x x x x % = negativ
Rachen (3.) v x * * v/ = positiv
X X X
v v v

Nase (4.)] v

Tabelle 16: VF der Isolate despa-Typs t5430 bei Patient 1, nach Materialien
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Von den 4 Isolaten despaTypen t5430 war einer von zwei Rachenabstrichem zu
gleichen Zeitpunkt (3.Ambulanzbesuch) positiv st Der im Rahmen des 4. Ambu-
lanzbesuches gewonnene Klon mit depaTypen t5430 war sowohl fiist, als auch
fur die Enterotoxineseg sehund sei positiv. Bei den vorangegangenen drei Untersu-

chungen war dieser Klon in der Nase nicht nachzsevei

4.2.2. Patient 2spaTyp t012

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase t012 t012 t012 t012
Rachen kein Mat. t012 t012 kein Mat.
Sputum t012 - t012 t012

Tabelle 17: Patient 2, nachgewieserspa-Typen

Bei Patient 2 liel3 sich Uber den gesamten Zeitraumein Klon nachweisen, welcher

jedoch durch Unterschiede in der Toxin-Ausstattauffiel.

Bei Isolaten despaTyps t012 zeigte sich im Verlauf eine Anderunglér Ausstattung
mit tst Im gesamten Beobachtungzeitraum waren bei déatéstsegund sei nachwei-
bar. In Klammern hinter den Materialbezeichnunged svieder die Ambulanzbesuche

vermerkt.

7

Nase (1.) % = negativ

Nase (2.) v = positiv

Nase (3.)

Nase (4.)

Rachen (2.)

Rachen (3.)

Sputum (1.)

Sputum (3.)

NENEN ENEN EXENENEN

Sputum (4.)

Tabelle 18: VF der Isolate despa-Typs 012 bei Patient 2, nach Materialien
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Die Isolate mit demspaTyp t012 bei Patient 2 wies in 8 von 9 Faltetauf. Lediglich

im Rahmen des 4. Ambulanzbesuches liel? sich auSas® ein Klon isolieren, bei dem

tst nicht nachzuweisen war. Alle Isolate gehdrtenGruuppeagrlil.

4.2.3. Patient 3

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase t091 t015 - t091
Rachen kein Mat. kein Mat. kein Mat. kein Mat.
t015
Sputum :222 t091 - t091
t164

Tabelle 19: Patient 3, nachgewieserspa-Typen

Bei Patient 3 waren insgesamt 3 verschiedene Kiacbweisbar. Zum Zeitpunkt des 2.

Ambulanzbesuches fanden sich alle drei gleichzetigputum. Bei keinem der Isolate

einesspaTyps waren Unterschiede in der Toxin-Ausstatturighrend der Beobach-

tungszeit zu finden. Die beiden Isolate dpaTyps t015 waren positiv fiseg segund

sei bei den Isolaten despaTyps t164 lieRen sich ebenfabegund sei nachweisen.

Isolate desspaTyps t091 wiesen weder Entero- noch Exfoliativiedene auf. Bei

allen hier betrachteten Isolaten watdg, eapundempnachweisbar, alle Isolate gehor-

ten zur agr-Gruppel. Kein Isolat wies dagvl-Gen auf.

4.2.4. Patient 4

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase - - - -
Rachen kein Mat. kein Mat. kein Mat. t050
Sputum t050 t050 t050 t050

Tabelle 20: Patient 4, nachgewieserspa-Typen
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Der einzige nachweisbare Klon beim 4. Patientenr dea mit demspaTyp t050 wah-
rend der Beobachtungszeit. Hier zeigten sich elleraine Unterschiede hinsichtlich
der nachweisbaren Toxine. Alle hier betrachtetetate waren positiv fiseg seqg sej

hlg, eapundemp pvl war nie nachzuweisen. Alle Isolate gehértenatgrGruppel an.

4.2.5. Patient 5

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase -
t277
Rachen t4870 t004 t004 t004
t1050
Sputum kein Mat. kein Mat. kein Mat. kein Mat.

Tabelle 21: Patient 5, nachgewieserspa-Typen

Bei Patient 5 waren insgesamt 4 verschiedene Kihaohzuweisen, davon 3 nebenei-
nander im Rachenabstrich zum Zeitpunkt des 1. Aartaldesuches. In der Folge lie3en
sich diese drei Isolate nicht mehr nachweisen,rdabér in durchweg allen Rachenab-
strichen der Klon mit derspaTyp t004. Dieser zeigte im Verlauf keinerlei Andegen

in seiner Toxin-Ausstattung.

Das Isolat mit denspaTyp t1050 war positiv fisegundsei beim Isolat despaTyps
t277 waren die beiden Enterotoxin-Gene ebenfalthwaisbar, zusatzlich zeigte sich
hier nochsed Das Isolat mit denspaTyp t4870 war nur positiv futst, segund sei
konnten hier nicht nachgewiesen werden. Der langeie persistierende Klon t004
zeigtesegundseil Alle hier betrachteten Isolate waren positiv lilg, eapundempund

gehorten deagr-Gruppel an.pvl konnte nicht nachgewiesen werden.

Eine detaillierte Analyse der gefundengmaTypen zeigte, dass es sich IspaTyp
t004 um einen Abkdmmling despaTypen t277 handelt. Hier liegt eine Punktmutation

zu Grunde.
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4.2.6. Patient 6

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase 11978 - - -
Rachen 11978 11978 11978 t1978
Sputum kein Mat. kein Mat. kein Mat. kein Mat.

Tabelle 22: Patient 6, nachgewieserspa-Typen

Bei Patient 6 war Uber die Beobachtungszeit auestifdh ein einziger Klon nachweis-
bar, der (t1978) keine Veranderungen im Hinblick seine Ausstattung mit Toxinen
zeigte. Hier waren kontinuierlich die Enterotoximite seg sehund sei nachweisbar,
ebensdilg, eapundemp Alle Isolate gehorten dexgr-Gruppelll an,pvl war in keinem

Fall nachzuweisen.

4.2.7. Patient 7spaTyp t1577

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-

besuch besuch besuch besuch

Nase t1577 t1577 t1577 t1577

Rachen - t166 kein Mat. t1577
t091

t1577 t1577 .
Sputum t1577 kein Mat.
t166 t166

t164

Tabelle 23: Patient 7, nachgewieserspa-Typen

Bei diesem Patienten lieRen sich im Beobachtungamen insgesamt 4 verschiedene
Klone nachweisen, davon maximal 3 gleichzeitig ABabulanzbesuch) im Sputum.

Immer vorhanden war der Klon mit despaTypen t1577, welcher im Verlauf Unter-

schiede in der Toxin-Ausstattung zeigte.

Unterschiede traten hinsichtlich der Ausstattung gem Toxin-Gentst und den
Enterotoxin-Generseg und sei auf. In Klammern sind wieder die Ambulanzbesuche

vermerkt.
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tst seg sei

Nase (1.)] v v v
Nase (2.)] x v v
Nase (3.)| v x x
Nase (4.)) x v v
Sputum (1.)] v v v
Sputum (2.)| x v v
Sputum (3.)] v v v
Rachen (4.) Vv v v

Tabelle 24: VF der Isolate despa-Typs t1577 bei Patient 7, nach Materialien

Alle Isolate despaTyps t1577 gehorten zur Gruppgr Il und waren positiv flisea
4 der 8 Isolate zeigten die Kombinatitst segund sei Bei 2 Isolaten waren nuseg
und sei nachweisbar und bei einem Isolat lediglish hlg, eap und empwaren stets

positiv, pvl war in keinem Fall nachweisbar.

Die Isolate mit denspaTyp t166 wiesertst, seg sehund sei auf und gehortemagr-
Gruppelll an, das Isolat mpaTyp t164 war positiv fisegundsei Bei dem Isolat
mit spaTyp t091 waren weder Entero- noch Exfoliativitoxéene nachweisbar. Die

beiden zuletzt genannten Isolate liel3en sich dep@ragr | zuordnen.

4.2.8. Patient 8

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
t1577
Nase :ggg t;Og’)S 301 1166 t209
t2133
t050
Rachen t091 1091 t2133 t209
t050
Sputum t091 t091 kein Mat. kein Mat.
t3331

Tabelle 25: Patient 8, nachgewieserspa-Typen
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Beim 8. Patienten wurden insgesamt 8 verschieddarekim Beobachtungszeitraum
nachgewiesen, davon maximal 3 zum gleichen Zeitpumkselben Untersuchungsma-
terial. Keiner der Klone zeigte Anderungen in dexif-Ausstattung wahrend der Be-

obachtung.

Die Isolate despaTyps t050 waren alle positiv figegund seiund gehdrten deagr-
Gruppel an. Andere Enterotoxin- oder Exfoliativtoxin-Gewaren nicht nachweisbar.
Die Isolate despaTypen t091 und t3331 wiesen keinerlei Entero- déddpliativtoxin-
Gene auf und gehorten ebenfalls dgr-Gruppel an. Bei dem Isolat mgpaTyp t1577
lieRen siclseq tst, segundseinachweisen, bei dem ngpaTyp t166 fehlteseg daflr
war zusatzlicrsehnachweisbar. Beide waren der Spezifitatsgruggrelll zuzuordnen.
Die Isolate mitspaTyp t209 wiesereta segundseiauf und gehérten dexgr-Gruppe
II an. Die Isolate mispaTyp t2133 waren positiv fisebund gehorten zur Grupeyr
II. Bei dem Isolat despaTyps t493 lieRen sich keine Exfoliativtoxin-Genachwei-
sen, jedoch wurden die Enterotoxin-Gesadund sei nachgewiesen. Dieses Isolat war
der Spezifitatsgruppagr | zuzuordnen. Alle Isolate dieses Patienten waresitipdir
hlg, eapundemp pvl war in keinem Fall nachweisbar.

4.2.9. Patient 9spaTyp t211

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase t211 t211 211 1211
. t211
Rachen 211 kein Mat. t211 011
. t211
Sputum kein Mat. t211 (3745 -

Tabelle 26: Patient 9, nachgewieserspa-Typen

Bei Patient 9 lie3en sich 2 verschiedene Klone wawen, wobei es sich bei den Isola-
ten mit demspaTyp t211 um den vorherrschenden Klon handeltes&i Klon war im
gesamten Beobachtungszeitraum nachweisbar unc zZsugtalligkeiten bei der Toxin-
Ausstattung.
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Isolate diesespaTyps zeigten Unterschiede im Hinblick auf den Naels der folgen-
den Toxinetst, segundsel (Hinter den Bezeichnungen der Materialien sinddar in

Klammern die Ambulanzbesuche aufgefihrt.)

a

Nase (1.)

X = negativ
Nase (2.)

v = positiv
Nase (3.)

Nase (4.)

Rachen (1.)

Rachen (3.)

Rachen (4.)

Rachen (4.)

Sputum (2.)

XX\XXXXXXX@

x| x| <|% % |x|x|x|x]|%x|8

X % [|[N][%|%|%|%x|%|%x|%

Sputum (3.)

Tabelle 27: VF der Isolate despa-Typs t211 bei Patient 9, nach Materialien

Alle Isolate desspaTyps t211 gehdrten zuagr Gruppelll. Am Ende des Beobach-
tungszeitraums hatte einer von zwei Klonen, der aigs einem Rachenabstrich isolie-

ren lie3, Gene fiist, segundseiaufgenommen.

Bei dem Isolat mispaTyp t3745 lielseasich nicht nachweisen, abela segundsei
Es war deagr Gruppell zuzuordnen. Alle Isolate des Patienten waren ipadsit hlg,

eapundemp pvl war in keinem Fall nachzuweisen.

4.2.10.Patient 10spaTyp t338

1. Ambulanz- 2. Ambulanz- 3. Ambulanz- 4. Ambulanz-
besuch besuch besuch besuch
Nase t338 t338 t338 1338
t289 t026
Rachen 1338 t338 t338 1338
Sputum kein Mat. kein Mat. kein Mat. kein Mat.

Tabelle 28: Patient 10, nachgewieserspa-Typen
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Insgesamt konnten beim 10. Patienten 3 verschieldkme isoliert werden, wobei Iso-
late mit demspaTyp t338 konsequent im gesamten Beobachtungsasitia Nase und

Rachen nachzuweisen waren.

Hier zeigten sich ebenfalls Unterschiede in dexif-d\usstattung, wenn auch lediglich
im Hinblick auftst Auch hier sind wieder die Ambulanzbesuche hider Materialbe-

zeichnungen in Klammern aufgefthrt.

7

Nase (1.)

¥ = negativ

Nase (2.) v’ = positiv

Nase (3.)

Nase (4.)

Rachen (1.)

Rachen (2.)

Rachen (3.)

N ANEIEN ENANENEN

Rachen (4.)

Tabelle 29: VF der Isolate despa-Typs t338 bei Patient 10, nach Materialien

Von 8 nachgewiesenen Isolaten mit dgpaTyp t338 waren 7 positiv fiist, bei einem
Isolat konntetst nicht nachgewiesen werden. Alle Isolate diesgsTyps wiesen zu-
satzlichsegund sei auf und waren der Gruppar 1l zuzuordnen. Die beiden Isolate
der spaTypen t026 und t289 gehoértagr-Gruppel an. Das Isolat mispaTyp t289
wies keinerlei Entero- oder Exfoliativtoxin-Genef,atdias Isolat mispaTyp t026 war
positiv fir se¢ segund sej, tst war hier nicht nachweisbar. Bei allen hier bettatdn

Isolaten wareinlg, eapundempnachzuweisen, d@vl-Nachweis war stets negativ.

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Verlaufsbeobagt6é verschiedene Klone be-
trachtet, wobei Klone mispaTyp t050, t164, t166 und t1577 bei jeweils 2 Raba
nachgewiesen wurden usgaTyp t091 sich sogar bei 3 Patienten zeigte. Voik6
nen wiesen 6 Veranderungen in der Toxin-Ausstatiaunig Besonders haufig fanden
sich Unterschiede in der Ausstattung sag sei (beide lokalisiert auf deragq undtst
(lokalisiert auf SaPl 1). Die Toxinnachweise derigién 20 Klone waren im Beobach-

tungszeitraum stabil.
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4.3. Toxin-Ausstattung der Isolate mit den haufigsspaTypen

Bei den haufigstespaTypen handelte es sich um t002, t008, t015, ta8#t091. Fur
diese Auswertung wurde jeweils ein Stamm mit densmrchenderspaTypen pro
Patient und gewonnenem Material ausgewahlt. Wunstejeweiligen Untersuchungs-
material Klone mit divergierender Toxin-Ausstattuggfunden, so wurden beide in die
Auswertung eingeschlossen. Im jeweils entsprecheddesatz ist die Gro3e des Kol-
lektivs an phanotypisch unterschiedlichen Klonars denen die beurteilten Klone aus-
gewahlt wurden, angegeben.

Betrachtet wurden nur Isolate, die wahrend desribélanzbesuches im Rahmen der
zugrunde liegenden Studie gewonnen wurden, entspnec dem Grundkollektiv
(n=333, s. Kap. 4.1). Zur besseren Ubersicht siedPétienten laufend durchnumme-
riert. Es besteht kein Zusammenhang der Nummegemumnerhalb des Kapitels oder
in anderen Teilen der vorliegenden Arbeit.

4.3.1. Isolate despaTyps t002

Dargestellt ist die Toxin-Ausstattung von 11 vorsgaesamt 15 phanotypisch unter-
schiedlichenS. aureusStammen mitspaTyp t002, die bei 7 Patienten nachgewiesen
wurden, sortiert nach Untersuchungsmaterialierallen Fallen konntgvl nicht nach-

gewiesen werderlg, eapundempwaren immer positiv. Alle Isolate gehdrten agr-

Gruppell.

sea sed tt seg s& s

1 Nase = = = Y Y ® % =negativ

Rachen x x x v v x .

v/ = positiv
2 Rachen | x x x v v x
Rachen v x v v v x
3 Sputum v x v v v x
Nase x x x v v x
4 x x x x x x
Rachen " " " ; % "
5 Nase x x x v v x
6 Rachen x v v v v v
7 Sputum x x x v v x

Tabelle 30: Isolate despa-Typs t002, nach Materialien
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Bei den beiden Isolaten, welche positiv &g tst, segund seiwaren, handelte es sich
um Isolate von demselben Patienten. Ein Isolatsp@Typ t002 aus dem Rachenab-

strich eines weiteren Patienten war positivdéid tst, seg seiundse}

4.3.2. Isolate despaTyps t008

Im Folgenden wird die Toxin-Ausstattung von 10 vnsgesamt 14 phanotypisch ver-
schiedenen Stammen rspaTyp t008 von 5 Patienten aufgeftihrt, sortiert nitateri-

alien. Alle Isolate gehorten zagr-Gruppel.

sea sed t  sg
Rachen| x x x x .
1 X = negativ
Nase x x x x v .
, Nase - - - - = positiv
Rachen| x x x x
3 Rachen| x x x x
4 Rachen| v 4 x 4
S v v v v
putum x x v x
5 v v v v
Rachen
x x v x

Tabelle 31: Isolate despa-Typs t008, nach Materialien

Von 10 nachgewiesenen Isolaten spaTyp t008 waren 2 positiv fiseg sed tst und

sej Ein Isolat wiesea, sedindsejauf und 2 waren nur positiv fist

Bei einem Patienten liel3en sich jeweils in Rachsh Siputum zwei Isolate mit demsel-
benspaTypen und unterschiedlicher Toxin-Ausstattung magiken. Je ein Isolat aus
Rachen und Sputum zeigte gt wahrend sich bei je einem weiteren Isaleg sed

tstundsejnachweisen liel3en.

4.3.3. Isolate despaTyps t015

Isolate mit denspaTyp t015 liel3en sich bei 333 untersuchten Protiemal in Abstri-
chen aus Nase und Rachen von 8 Patienten nachwé&wen Isolate stammten aus
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demselben Untersuchungsmaterial und waren hinglchtrer Toxin-Ausstattung iden-
tisch, so dass in diese Auswertung insgesamt 1deAreingingen. In Sputa konnten
Isolate mit denmspaTyp t015 generell nicht gefunden werden. Von datidaten, bei
denen Klone mispaTyp t015 nachgewiesen wurden, lagen keine SputaAwxh hier
war pvl immer negativhlg, eap undempwaren stets positiv. Alle 14 Isolate gehdrten

zuragr-Gruppel.

seC sy s
1 Rachen| v v v % = negativ
Nase VIV v = positiv
2 Nase v v v
Rachen| v x x
3 Nase v v v
Rachen| v v v
4 Rachen| v v v
5 Nase v v v
Rachen| v v v
5 Nase v v v
Rachen| v v v
7 Rachen| v v v
8 Nase v v v
Rachen| v v v

Tabelle 32: Isolate despa-Typs t015, nach Materialien

In dieser Gruppe zeigte sich bei einem Isolat éibheeichung der Toxin-Ausstattung.
Hierbei handelt es sich um ein Isolat aus einemhBa&bstrich eines Patienten, dessen

Nasenabstrich wie alle anderen Proben positigdigrsegundseiwar.

4.3.4. Isolate despaTyps t084

Bei spaTyp t084 handelt es sich um den am héaufigstengewitesenespaTypen. Er
zeigte sich in 47 phanotypisch unterschiedlichetaten von 17 Patienten, wovon 28
Isolate in die Auswertung eingingen. Auch hier yeat immer negativhlg, eap und
empwaren durchweg positiv. Der vorherrschemrdeTyp waragr Il, jedoch gehorten
Isolate auch jeweils einmal zur Grupggr | undagr Ill, die auch eine unterschiedliche

Toxin-Ausstattung aufwiesen.
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agr agr agr

A s s W9 I I Il
1 Nase x x x x x v x % = negativ
Sputum]* - - - - * 12 1% V= positv
2 Rache! x x x x x x x v x P
3 Rache! x x x x x x x v x
Rachen| x x x x v v x v x
Nase x x x x x x x v x
4 Rachen| x x x x x x x v x
Sputum| X x x x x x x v x
5 Rache! x x x x x x x v x
6 Rachel x x x x x x x v x
7 Rachel x x x x x x x v x
8 Nase x x x x v v x v x
Rache! x x x x x x x v x
9 Sputum| x x x x x x v x
Sputum| v x x v v x v x
Nase x x x x x x x v x
10 Rachen| x x x x x x x v x
Sputum| x x x x x x v x
Nase x x x x x x x v x
11 Rachen| x x x x x x x v x
Nase x x x x x x x v x
12 Rachen x x x x x x x v x
13 Rache! x x x x x x x v x
Rachel x x x x x x x v x
14 Sputum| x x x x x x x v x
15 Rache!l x x x x v v x v x
16 Nase x x v v x x v x x
17 Sputun v x x v v v x x v

Tabelle 33: Isolate despa-Typs t084, nach Materialien

Bei diesenmspaTypen wiesen die meisten Isolate keine der untbtenm Virulenz-Gene

auf, nur wenige Isolate waren vereinzelt positivdéig seg see tst, segundsei

Drei Isolate, von unterschiedlichen Patienten, waresitiv flrsegundsej ein weiteres
wies nebenseg und sei noch sec auf. Bei einem Isolat wareseg und sei ebenfalls
nachweisbar und zusatzlich nosbaundtst Abweichend von der bei diesespaTyp
am haufigsten gezeigteagr-Gruppell gehdrte dieses Isolat zagr-Gruppelll. Ein

anderes Isolat war positiv féeeundtst und wurde deagr-Gruppel zugeordnet.
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4.3.5. Isolate despaTyps t091

Der spaTyp t091 gehort mit 17 Nachweisen von 9 Patienban,insgesamt 27 phano-
typisch unterschiedlichen Isolaten, zu den hauigspaTypen im untersuchten Kol-
lektiv. pvl war wie bei den vorangegangergpaTypen immer negativihlg, eap und
empwaren wie zuvor stets positiv. Fast alle Isolatbdyten zumagr-Gruppel, jedoch
konnte bei jeweils einem Nasen- und einem Rachémeihsdie beide von demselben
Patienten stammten, keiagr Gruppe mittels PCRrmittelt werden.

sea  seg  seh sei agrl
1 Sputum|  x * x x v % = negativ
v .
Nase x x x x v’ = positiv
5 Rachen| x x x x v
Sputum| x x x x v
3 Nase x x x x v
Rachen| x x x 4
4
Nase x x x x v
5 Rachen| x x x x v
6 Rachen| x x x x 4
x x x x v
Nase
X X X X X
7
x x x x v
Rachen
X X X X X
8 Nase x x x x v
Rachen| x x x x v
9 Sputum| v 4 4 4 4
Rachen| v 4 4 4 4

Tabelle 34: Isolate despa-Typs t091, nach Materialien

Bei 15 der 17 Isolate despaTyps t091 lieRen sich keine Virulenz-Gene nachereis
(bis auf die, die bei allen Isolaten positiv waredyir bei zwei Isolaten liel3en sicea
seg sehundseinachweisen. Diese Isolate stammten von demsélagenten. Bei die-

sem Patienten lief3en sich keine weitédeaureusKklone nachweisen.
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4.4. Assoziation der Toxinprofile mit dem klinischen Zausd

Im Folgenden wurden die Toxinprofile der Isolate &atienten im Bezug zum Kklini-
schen Zustand analysiert, wobei nur die Falle satdt wurden, bei denen bei den Pa-

tienten nach Angabe der klinischen Arzte eine Itibekvorliegen sollte.

Aus dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit betraehtéatientenkollektiv konnte

bislang bei 4 Patienten eine klinisch manifestektibn nachgewiesen werden. Hierbei
handelte es sich um drei ménnliche Patienten @3ynt 36 Jahre alt) und eine weibli-
che Patientin (24 Jahre alt). Ein Patient wurddannachfolgenden Betrachtung zwei-
mal erfasst, da bei zwei Ambulanzbesuchen hintangiar die oben aufgezahlten Krite-
rien zutrafen. Die Patienten wurden in der Reibkgd ihrer Erfassung durchnumme-
riert. Es besteht kein Zusammenhang mit der Nunenerg in Kapitel 4.2. Dargestellt

sind nur die Toxingruppen (Enterotoxine, Exfoliadixine,agr-Gruppen), in denen sich

Unterschiede zeigten. Die ebenfalls untersuchtenngdlg, eapundempzeigten sich

in allen Fallen positivpvl war immer negativ.

Patient Material spa-Typ sec  sed tst seg seh sei s agrl agrll

Nase 12383 v x v v x v x v x

! Rachen t078 v x v v x v x v x
2 Sputum t4989 | « x x v x v x x v
Sputum 1189 x x x x x x x v x

3(1) | Sputum t891 x x v x v x v x
Sputum 15152 x x x v x v x v x
Sputum t891 x x x v x v x v x

3(2) | Sputum 15152 x x x v v x v x
Sputum 1189 x x x v x v x v x

4 Rachen t5758 | v x x v x v x v x
Rachen t002 x x v x v v x v

Tabelle 35: Toxinprofile von Isolaten von Patienten rit klinisch manifester Infektion

Die Toxinprofile dieser sehr kleinen Gruppe zeigkeine besonderen Abweichungen
zum betrachteten Gesamtkollektiv. Auffallig sinderladie Variationen in der Toxin-

Ausstattung der einzelnen Isolate eispaTypen bei Patient 3 im Verlauf. So liel3en
sich bei dem Isolat despaTyps t189 im Rahmen der ersten Erfassung keinen€ox

nachweisen, beim zweiten Mal war das Isolat diegeslyps jedoch positiv flseg
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undsel Ein Isolat despaTyps t5152 zeigte beim zweiten Ambulanzbesuchtzlich
zu segundsei die im Isolat des ersten Ambulanzbesuches vodramdaren, auckeh
und bei dem einem Isolat degaTyps t891 liel3 sich das initial positivgt in dem Iso-
lat des zweiten Ambulanzbesuches nicht mehr nageneDie Isolate des Patienten 3

gehdrten zu deragr-Typ I.

Zum Vergleich wurde eine Kontrollgruppe mit sehnlithen epidemiologischen Daten
gebildet. Die hierfir blind ausgewahlten Patientdie, aus dem Grundkollektiv stam-
men, wiesen keine Infektionszeichen auf. Auch merden die Patienten laufend

durchnummeriert, unabhangig von anderen Nummerngemim dieser Arbeit.

Patient Material spa-Typ sea eb tst seg seh sei agrl agrll
Nase 1548 x x x v x v x v
! Rachen t548 x x x v x v x v
Nase t010 x v v v x v x v
2 Rachen t010 x v 4 v x v x v
3 Rachen t100 x x x 4 x v x v
Sputum t100 x x x 4 x v x v
4 Rachen t091 v x x v 4 v v x
Sputum t091 v x x v 4 v v x

Tabelle 36: Toxinprofile von Patienten ohne kliréich manifeste Infektion

Bei jedem der 4 zuféllig ausgewdahlten Patientenkaettrollgruppe wurde jeweils nur
ein Klon nachgewiesen. Die Toxin-Ausstattungen eiezelnen Klone zeigten keine
Variationen. Alle betrachteten Isolate wiesen digefotoxin-Genesegund sei auf, au-
Rerdemhlg, eap und emp pvl war nicht nachweisbar. 3 der 4 nachgewiesenene<lon

gehorten deagr-Gruppell an, einer waagr | zuzuordnen.

Die Isolate von 2 PatientesgaTyp t548 und t100) dieser Betrachtung wiesen neben
den bereits genannten Toxin-Genen keine weiter&énBai den Isolaten mispaTyp
t010 (Patient 2) waren zusatzlighb und tst nachweisbar. Die Isolate von Patient 4

(spaTyp t091) waren neben den oben genannten Genéivgids seaundseh
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5. Diskussion

Die Lebenserwartung der meisten Mukoviszidose-Rureist aufgrund einer respirato-
rischen Insuffizienz infolge der fortschreitendepstouktiven Lungenerkrankung, be-
gunstigt durch rezidivierende Infektionen, starkkiezt. S. aureudst in der Regel be-
reits im Kindesalter in den Atemwegen der Patiemtachweisbar und persistiert dort
oft Uber Jahre.

Bislang gibt es keine Informationen zur Pravaleeddutender Virulenz-Gene b8i
aureusStammen, die aus den Atemwegen von Mukoviszid@deten isoliert wur-
den. Wir vermuten, dass sich Unterschiede in davdenz wichtiger Virulenz-Gene
gegenuber andereé®. aureudPopulationen ergeben, da die CF-Stamme den Raspira
onstrakt der Patienten haufig Uber einen langetréden besiedeln. In den Atemwegen
herrscht ein besonders hoher Selektionsdruck ddielWirtsabwehr, die Konkurrenz

mit anderen Erregern sowie wiederholte antibiogstherapiezyklen.

5.1. Pravalenz und Verteilungsmuster der Virulenzfakiore

Die untersuchten Virulenz-Geidg, eapundempliel3en sich bei den CF-Isolaten stets
nachweisen. Kaneko et al. beschrieben fir ldgr_ocus eine Pravalenz von 99% bei
klinischenS. aureudsolaten [49], was unseren Ergebnissen nahezpréstit Der ge-
ringe Unterschied ware durch ein anderes Patieatiekkiv oder gro3ere Fallzahlen bei
Kaneko et al. zu erklaren. Die Geaap und empwurden in grol3en Kollektiven bei
100% der Stamme nachgewiesen [38, 39]. Anhand eng&egebnisse lasst sich nun
zeigen, dass diese Pravalenz auchStliaureudsolate von Mukoviszidose-Patienten
zutrifft.

Von den anderen untersuchten Toxingenen wurden dufiglstenseg (63%) undsel
(64%) nachgewiesen, was sich mit Ergebnissen an&ueien deckt. So fanden Pea-
cock et al. in einer Gruppe (n=178) gesunfeaureuslrager eine Pravalenz von 64%
(seg bzw. 60% gei [74]. In der Gruppe invasiver Isolate (n=155) ktem Peacock et
al. segundsei deutlich seltener nachweisen (55 bzw. 52%). Adiehim Rahmen der

vorliegenden Arbeit gefundene Pravalenz wi{(18%) entsprach né&herungsweise den
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Resultaten anderer Studien. Zum Beispiel beschridélbenecke et al. eine Pravalenz
von 15% flrtst bei asymptomatischen Tragel®6], Becker et al. 22,4% [5]. B&.
aureuslsolaten aus Blutkulturen wiesen Becker et aledtnavalenz von 18,3% fist
nach [5]. Im Gegensatz hierzu konnten Peacock &eailen Unterschied in der Prava-
lenz vontst bei Isolaten asymptomatischer Trager und invasigetaten nachweisen
[74]. Als mogliche Erklarung fur diese leicht digesrenden Ergebnisse kommen Un-
terschiede im Patientenkollektiv in Frage. Weiterkdnnte eine unterschiedliche geo-
graphische Verteilung vorstpositiven Stdammen bzw. ddsttragenden SaPls zu
Grunde liegen. Auch die Pravalenz der Enterotox@mé&seabis see sehund sej ent-
sprach den Ergebnissen von Studien mit gesunddrafden [5, 74]. Allerdings ist zu
beachten, dass es sich beim betrachteten KollgktivCF-Patienten streng genommen
um eine gemischte Gruppe aus kolonisierten, algmpt®matischen, und infizierten
Patienten handelt und wir bisher nicht in der Laipel, diese beiden Gruppen zweifels-
frei zu unterscheiden. Es ist Ziel der dieser Arlaei Grunde liegenden Studie, diese
Unterscheidung vornehmen zu kénnen. Wenn diesgjelivéire es interessant die Daten
des Grundkollektivs unter diesem Gesichtspunktdraeiszuwerten und zu erfahren,
ob sich dann Gemeinsamkeiten oder Unterschiede Kmiitroll- oder Infektions-

Gruppen anderer Studien ergeben.

Der Vergleich mit den gesunden Kontrollgruppen 8trdien von Peacock und Becker
ist allerdings nur bedingt moéglich. In beiden FaNeurden die Isolate nur aus Nasenab-
strichen gewonnen, die untersuchten Isolate ddiegenden Arbeit stammen aber auch
aus Rachen und unteren Atemwegen. Dadurch werdgtiamé Einflisse auf die To-
xin-Ausstattung durch die Lokalisation beim Vergleimit den Arbeiten von Becker
und Peacock nicht berticksichtigt. Allerdings wuirdeRahmen der vorliegenden Arbeit
auch eine Betrachtung der Pravalenz von VirulenzeBdan Abhangigkeit vom Unter-
suchungsmaterial durchgefuhrt, so dass auch eiterdgoppe (n=117) vorliegt, bei der
ein direkter Vergleich zulassig ist. Jedoch ergasieh hier ebenfalls keine signifikan-
ten Unterschiede hinsichtlich der Toxingen-Ausstait

Bei der Analyse der Pravalenz der untersuchtenléhaiGene wurden die Ergebnisse
auch daraufhin ausgewertet, ob einzelne Gene blatésn aus bestimmten Studienzen-

tren gehauft nachzuweisen sind. Dieser Umstand evdadiir sprechen, dass Isolate mit
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bestimmten mobilen genetischen Elementen, wie SaRdsPlasmide, lokal gehauft
vorkommen und sich horizontal ausbreiten wirden.déicher Zusammenhang konnte
im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht gezeigt werdesn waren umfangreiche Ver-
laufsbeobachtungen notwendig, um herauszufinderiruge Virulenz-Gene eine gro-

Rere horizontale Mobilitat aufweisen als andere.

Weiterhin wurde die Pravalenz der Virulenz-Gene w@ersuchters. aureusStamme
unter verschiedenen Gesichtspunkten betrachtelerdvergleichenden Analyse der un-
terschiedlichen Untersuchungsmaterialien zeigtelm lseine Auffalligkeiten. Die Préava-
lenz der einzelnen Virulenz-Gene in den verschiedeMaterialien unterschied sich
nicht signifikant. Es wurde vermutet, dass moglielese Differenzen in der Pravalenz
der Virulenz-Gene zwischen den Sputum-Isolatenderd Nasen- und Rachen-Isolaten
bestehen konnten. Dies wére dadurch zu erklareregmw dasS. aureusn den unte-
ren Atemwegen langer persistiert und so Uber diéregeren Zeitraum einem besonders
hohen Selektionsdruck, bedingt durch antibiotistherapien, die Wirtsabwehr und die
Konkurrenz mit anderen Keimen, ausgesetzt ist. khriRen dieser Arbeit konnten je-
doch keine signifikanten Unterschiede gefunden emrédo dass mdglicherweise die
Ausstattung der Isolate mit einzelnen der untersucNirulenz-Gene keinen Selekti-
onsvorteil hinsichtlich einer langfristigen Kolomsung der unteren Atemwege n3t
aureusbietet. Es konnte jedoch auch sein, dass die Quatsserfassung der Daten fur
diese Fragestellung nicht ausreichend ist und l@imgere Beobachtungszeit daftir not-

wendig ist.

Die Analyse der Verteilung der Virulenz-Gene nagit+Typen zeigte bereits bekannte
sowie neue Zusammenhange auf. So scheint die lidsehe Assoziation deagr-
Gruppelll mit tst auch furS. aureusStamme von Mukoviszidose-Patienten zu gelten,
ebenso wie die voagr IV mit eta[40, 41]. 55% der Isolate degr-Gruppelll (n=58)
wiesentst auf. Bei den anderen Gruppen waren es 1296 1) bzw. 7% agr Il undlV).

eta war bei 29% der Isolate magr-GruppelV (n=14) positiv, bei Isolaten dexgr-
Gruppel, Il undlll war etamaximal in 1% der Falle nachweisbar. In unseretet$u-
chung wurde zum ersten Mal eine Assoziation bestenfnterotoxin-Gene mit ein-
zelnenagr-Gruppen gefunden. So zeigte sich ein signifikanifigeres Auftreten von

seabei Isolaten deagr-Gruppelll und vonsecbei Isolaten deagr-Gruppel (jeweils
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p<0,05). Ersteres entspricht nicht den Ergebnisgen Jarraud et al. (2002), welche
einen Zusammenhang von Enterotoxin-assoziiegea-§€j Erkrankungemit agr-Typ

| undll beschrieben [41] und diesen mit dem unterschieeficphylogenetischen Hin-
tergrund erklarten. Es kdnnte also sein, dassritJdeersuchung von Jarraud et al. ganz
andere klonalé&. aureud-inien untersucht wurden, mdéglicherweise bedingict die
unterschiedliche Verteilung vo8. aureusKlonen innerhalb Deutschlands und Frank-
reichs. Da Jarraud et al. leider keine leicht \aoflbare Typisierung wie dispa
Typisierung oder MLST der Isolate durchgefihrt hrgldésst sich nicht ohne Weiteres
daruber eine Aussage treffen.

Verkaik et al. konnten 2009 nachweisen, dass &sb@cSEA um ein aktiv exprimiertes
Toxin handelt, welches eine Antwort des humoralemunsystems bewirkt und zu
einer Bildung von anti-SEA Immunglobulin G fuhrtJl]. Der Anstieg der anti-SEA-
IgG-Konzentration im Laufe einer Infektion deutetrauf hin, dasseaeine wichtige
Rolle in der Pathogenese vBnaureudnfektionen spielt. So wageain der Gruppe mit
Isolaten aus Blutkulturen in 33% der Félle posjfi@dl]. Zu einem ahnlichen Ergebnis
kamen Peacock et al., demabei 32% der Blutkulturen des betrachteten Kollekti
(n=155) nachwiesen [74]. Somit kdnnte der Nachwlgéses Toxin-Gens insbesondere
bei mit S. aureukolonisierten Mukoviszidose-Patienten flr weitefgefiapieentschei-
dungen wichtig sein, da immerhin 12% der im Rahmtieser Studie untersuchten Iso-

late seapositiv waren.

Betrachtet man alleine die Pravalenz der einzedwg+iTypen, so fallt auf, dass Isolate
mit deragr-Gruppel mit 50% deutlich am haufigsten nachzuweisen wassaiate der
agr-GruppelV am seltensten, was auf einen Zusammenhang zwissbkaten deagr-
Gruppel und einer erfolgreichen Kolonisation/ Infektiontr8i aureusei CF-Patienten
hindeuten konnte. Gesttitzt wird diese Vermutungldwerschiedene Untersuchungen
zur Pravalenz der verschiederagr-Gruppen und der Assoziation mit anderen Toxinen
bei gesunden Tragern: Mégevand et al. untersu@uemreuslirager und beschrieben
eine Pravalenz von Isolaten degr-Gruppel von 45% [64]. Goerke et al. bestimmten
in einer Kontrollgruppe gesunder Trager eine Peivalvon Isolaten deagr-Gruppel

von 41% [31]. In dieser Arbeit wurde auch eine Rténz von Isolaten dexgr-Gruppe

| von 51% bei CF-Patienten beschrieben [31], die #&n gefundenen Wert nahezu
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entspricht. Im Gegensatz zu diesen Studienergedmiste die ldee eines Zusammen-
hangs zwischen Mukoviszidose und Isolaten atgrGruppel unterstitzten, beschrieb
unsere Arbeitsgruppe 2003 in einer Untersuchungagwabhangigen bakteriellen In-
terferenz im Zusammenhang mit der Kolonisation @énPatienten eine Pravalenz von
44% fir Isolate deagr-Gruppel bei CF-Patienten und von 47% aus Nasenabstrichen
von gesunderS. aureuslragern. Es stellt sich also die Frage, ob dieuggénen
Pravalenzen ein Ausdruck der allgemeinen Verteildeg verschiedeneagr-Typen
innerhalb desS. aureudsPopulationen sind und die Pravalenz der IsolateageGruppe

I nur zufallig leicht Gber den Werten der gesundeigér lag oder ob tatsachlich ein
Zusammenhang zwischen Isolaten agr-Gruppel und Mukoviszidose besteht.

Dieser oben beschriebene Unterschied in der Prdwaler Isolate mit den verschiede-
nenagr-Typen konnte im Rahmen der Verlaufsbetrachtungfeltls gezeigt werden.
Unterstitzt wird die Idee eines Zusammenhangs hwisdsolaten deagr-Gruppel
und Mukoviszidose durch die Ergebnisse aus Kagitl Drei der funf haufigstespa
Typen gehorteagr-Gruppel an. Somit liegt die Vermutung nahe, dags | einen Vor-
teil bedeutet, da Isolate diesar-Gruppe sich besonders haufig, trotz des hoherkSele

tionsdruckes, dem die Bakterien unterworfen sinnclisetzen konnten.

Werden die Haufigkeiten einzelner Virulenz-Geneemiander korreliert, so zeigen sich
einige interessante Zusammenhange. In der Pogiteletion der Toxine zueinander
wird erkennbar, dassegund sei sowiesedundsejzwar haufig gemeinsam auftreten,
wie Becker et al. 2003 beschrieben [5]. Jedochisthes nicht generell zu gelten, wie
die Auswertung der fir diese Arbeit erhobenen Dateigt. So warsei in 99,5% der
Falle nachzuweisen, werseg positiv war. Umgekehrt waren es 98,1%. In absaolute
Zahlen ausgedriickt bedeutet dies, dass ein Isekat gositiv fursegwar, abeseinicht
nachweisbar war und beisgétpositiven Isolaten keisegnachgewiesen wurde. Im Ge-
gensatz dazu beschrieben Becker et al. eine hymdeentige Korrelation. Weiterhin
war sej nur bei 75% aller positivesedNachweise positiv, umgekehrt waren es aller-
dings 93,8%. Becker et al. beschreilsmd und sej als fixe Genkombination [5], was
sich durch unsere Ergebnisse nicht bestatigen. |&sted und sej auf demselben
Plasmid lokalisiert sind [4, 110], urskgund sei demselben ,enterotoxin gene cluster”

[42] angehdren, stellt sich die Frage, wie es aseh Diskrepanzen in der Korrelation
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kommen kann. Es koénnte sein, dass bei den IsolMerénderungen in der
Primerbindungsregion stattgefunden haben, die d@men, dass sich das Gen mittels
der benutzen Primer nicht nachweisen lasst. Daslevbedeuten, dass zwar jeweils
beide Gene vorhanden waren, aber eines von beidedem eingesetzten Methoden
nicht nachzuweisen wére. Eine weitere Méglichkeirey dass das gesamte Gen durch
Mutation verloren gegangen und so tatsachlich melchzuweisen ist. Um dies zu kla-
ren, musste eine Untersuchung z. B. mittels Sonkher Analyse [90] durchgefihrt

werden.

Bei der Betrachtung der Korrelationen &&dundsejfiel auf, dass wenige Assoziatio-
nen mit anderen Genen auftrateajund segausgenommersei undsegwaren in 70%
bzw. 69% der Falle positiv wersedbzw. sej nachgewiesen wurden. Alle vier hier er-
wéahnten Gene waren zu 70%ed, sgjbzw. 49% $eg sei) mit Isolaten deagr-Gruppe

| assoziiert. Hier liegt die Vermutung nahe, dassgaieetische Ausstattung der Isolate
der agr-Gruppel die Aufnahme dieser Enterotoxin-Gene férdern uriglmherweise
auch einen Einfluss auf die Expression der Genamtjrwas dazu fuhren kdnnte, dass
diese deshalb haufiger gemeinsam und in Kombination Isolaten dieseragr-

Spezifitatsgruppe auftreten.

Ebenfalls auffallig ist, dasstaundetbin keinem Fall zusammen nséa seeauftraten.
Diese Negativkorrelation wird durch die Tatsaché¢etstrichen, dass Isolate dagr-
GruppelV nie Enterotoxine aufwiesen. Jarraud et al. bedo@ne2001 in ihrer Arbeit
die Assoziation der Gruppe der Enterotoxin-verrtigte Erkrankungen mit den ver-
schiedeneragr-Gruppen und zeigten, das sehr selten eine Verbmdwischen diesen
Erkrankungen unagr IV bestand [41], was die gefundenen Ergebnisse déegen-
den Arbeit unterstreicht. Jedoch ist dieser Sadtaleaufgrund der geringen Fallzahlen
(agr IV n=14) nur unter Vorbehalt zu betrachten und bedarf weiteintersuchungen.

Insgesamt l&sst sich zu den Korrelationen zusamamsehd sagen, dass eine hohe Posi-
tivkorrelation auf eine Assoziation der untersuoh@ene hindeutet, z.B. durch Lokali-
sation auf demselbeasgc(enterotoxin gene clustersgg+ sej) oder demselben Plasmid
(sed + sej)Besteht hingegen eine niedrige Positivkorrelatsingdeutet dies eher darauf

hin, dass das jeweilige Gen allein, z.B. auf eifgakteriophagensgs, lokalisiert ist
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5.2. Analyse der Virulenzfaktoren im Verlauf

Wahrend des Studienverlaufs fiel auf, dass verdeimie Stamme nicht konsequent im
selben Untersuchungsbereich nachzuweisen waredesorzwischen den verschiede-
nen Lokalisationen zu wandern schienen. Zum Bdisyae bei Patient 1 der Verlaufs-
betrachtung im Rahmen des 1. Ambulanzbesuches utu®pder Klon mit denspa
Typ t159 nachweisbar, in anderen Untersuchungsrakéer nicht. Bei der Wiedervor-
stellung zeigte sich dieser Klon im Rachenausstrich weiteren Verlauf konnte er
schlief3lich auch in der Nase nachgewiesen werden.

Desweiteren zeigten einige Isolate bei gleiclsgaTyp unterschiedliche Toxinprofile.
Zum Beispiel wiesen Isolate mspaTyp t078 in einigen Fallen die Enterotoxin-Gene
seh segund sei auf, jedoch nicht konsequent. Solche und ahnli€bastellationen
konnten in 6 Fallen bei 5 der 10 Patienten der adsbeobachtung gezeigt werden.
Hierflr sind verschiedene Erklarungen maglich.

So kénnte eine Ursache im methodischen AnsatzrieQe Gewinnung der Untersu-
chungsmaterialien erfolgte durch Abstriche bzw. Bapektorieren und Sammeln von
Sputum. Hierbei ergibt sich die Mdglichkeit, dasa eventuell vorhandener Keim
durch den Abstrich nicht erfasst wurde, oder dass Sbutum aus einem anderen Be-
reich der Lunge stammt und so mit den weiteren b¢h der bakteriologischen Diag-
nostik nicht nachzuweisen war. Ahnlich kann das héodensein verschiedener
Subklone einespaTypen an unterschiedlichen Lokalisationen erkietden. Weiter-
hin konnte es sein, dass der Erreger in einer soggn Menge vorhanden war, dass
diese unter der Nachweisgrenze lag. Desweitererdemudie einzelners. aureus
Stdmme nach phé&notypischen Gesichtspunkten beéunteilisoliert, so dass die Mdg-
lichkeit besteht, dass nicht alle genotypisch wtteedlichen Klone- und Subklone des
jeweiligenspaTypen bzw. Stammes erfasst wurden, da sie sicHichégweise phano-

typisch nicht unterschieden.

Die Unterschiede der genetischen Ausstattung volaten desselbespaTypen kénn-
ten, von methodischen Ursachen abgesehen, auchicadedingt sein, dass es auf-
grund des enormen Selektionsdrucks, dem die Baktenusgesetzt sind, zum Erwerb

bzw. Verlust von Genen kommt, wodurch diese einglel&ionsvorteil haben. Peacock
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et al. zeigten 2002 in einer Arbeit [74], dass Haise fir einen beachtlichen horizonta-
len Transfer von Genen vorlagen. Novick et al. hesben mobile genetische Elemen-
te, so genannte Pathogenitatsinseln (SaPl), di8A@s kodieren [71, 73]. Mit der Un-
terstutzung durch Helfer-Phagen kdnnen diese ams@enom exzidiert, repliziert und
verkapselt werden. So entstehen Partikel, mit ean@&erordentlich hohen Transferrate,
welche fur Toxine kodierende Gene tragen [71, E3]liegt die Vermutung nahe, dass
ein solcher Transfer von Toxin-Genen gerade auctSbaureusStammen stattfindet,
welche Uber einen langen Zeitraum nebeneinandeAtdimwege von Mukoviszidose-
Patienten besiedeln. Wird der gleiche Klon mit neértem Toxinprofilen nachgewie-
sen, so kann als Ursache angenommen werden, dessder Klone eine bestimmte
Pathogenitatsinsel, ein Plasmid, einen Bakteriophagler ein ,enterotoxin gene clus-

ter” erworben oder verloren hat.

Insgesamt war die hohe Mobilitat von Virulenz-Gerser auffallig, was durch deren
Lokalisation auf mobilen genetischen Elementen,géhaPlasmiden und SaPls zu er-
klaren ist. So zeigten einige Gene eine besond#ie Beweglichkeitsegundsei, ge-
meinsam auf deragclokalisiert, waren bei 4 (1078, t5430, t1577, tpdiér 6 gesondert
betrachteten Klone despaTypen unterschiedlich nachweisbdst, lokalisiert auf
SaPl1, zeigte sogar bei 5 (15430, t012, t1577,,t338) der 6 betrachteten Klone Un-
terschiede. Die genannten Toxin-Gene zeigten eom® iMobilitdt, waren im Verlauf
mal vorhanden und mal nicht nachzuweisen. Weitekonnten in einem Fall§
aureusKlon mit demspaTyp t078) Unterschiede beim Nachweis vs#l) lokalisiert
auf SaPI13, beobachtet werden. Bei den Isolaterspa3yps t078 von Patient 1 trat
wahrend der Beobachtungszeit ein Verlust gely segund sei auf. Bei Isolaten des
spaTyps t5430 desselben Patienten wurde ein Zugewomtst, seg sehund sei beo-
bachtet.

Bei den Isolaten aus Rachenabstrichenspeslyps t211des Patienten 9 fiel auf, dass
lediglich im Rahmen des 4. Ambulanzbesucts¢ssegund sei bei diesem Klon nach-
weisbar waren, die bei den friiher nachgewiesenendfl nicht vorhanden waren. Sol-
che und ahnliche Entwicklungen der Toxinprofile @rabei allen im Rahmen der Ver-
laufsbetrachtung gesondert beschriebenen Klondreabachten. Eine Erklarung fir die

Beobachtungen des Zugewinns von 3 Toxin-Genen dtgerit 9 konnte sein, dass die-
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ses Toxinprofil {st, seg sej) friher bei allen Klonen diesepaTyps (t211) vorlag, die-
se Gene jedoch mit der Zeit verloren gingen. Dattigser Arbeit gefundene, fir diese
Toxin-Gene positive Klon hatte demnach weiterhirsggiert und wurde jetzt erst beim
4. Ambulanzbesuch erfasst. Es kénnte sich tatsdchber auch um den Zugewinn an
genetischer Information handeln, wobei jedoch gméRereiche hinzugekommen sein
missten, dést undseg, seauf unterschiedlichen mobilen Elementetauf SaPllseg
und sei auf egg gelagert sind. Es bleibt abzuwarten, ob diesalaitisnit den 3 Toxin-

Genen in weiteren Untersuchungen nachweisbar saih w

Um uberzeugend darzustellen, dass es sich beimwdgglverschiedener Subklone ei-
nesspaTypen tatsadchlich um verwandte Klone handelt, neisgeitere Untersuchun-
gen durchgefuhrt werden, die eine molekulare Tgpisig gestatten. Eine mdogliche
Methode zur weiteren Typisierung ist die Pulsfelelgkektrophorese (PFGE), die von
vielen Autoren als wichtiges Werkzeug epidemiololges Untersuchungen angesehen
wird (u.a. [28, 95]). Hierbei wird die DNA mittelines seltenen schneidenden Restrik-
tionsenzymsgmal) gespalten und via Gelelektrophorese aufgetrddistentstandenen
Banden werden mit denen anderer Isolate verglichmhlassen so Rickschlisse auf
den Verwandtheitsgrad zu [95]. PFGE war bis vorzkar die mit Abstand haufigste
Methode zur Typisierung Methicillin-sensibler (MSBEANd -resistentelS. aureus
Stamme (MRSA) [69]. Weiterhin ist eine Typisierumgtels Multilocus Sequenz Typi-
sierung (MLST) mdglich. Hierbei handelt es sich eme hoch-diskriminative Methode
zur Charakterisierung bakterieller Isolate, basidrauf den Sequenzen ca. 450bp langer
Fragmente von sieben ,Haushalts“-Genen [62]. Detafloder MLST liegt in der guten
Vergleichbarkeit der Ergebnisse Uber das Intemas, einen Austausch der Informatio-
nen zwischen verschiedenen Laboren gestattet [23].

5.3. Pravalenz der Virulenz-Gene haufiggaTypen

Bei dieser Analyse sollte untersucht werden, obRi@valenz der Virulenz-Gene beli
Isolaten einespaTyps, der haufig bei unterschiedlichen Patientachgewiesen wur-
de, identisch oder unterschiedlich ist. Betracimatden diespaTypen t002 (11 Isolate
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von 7 Patienten), t008 (10 Isolate von 5 Patienti)5 (14 Isolate von 8 Patienten),
t084 (28 Isolate von 17 Patienten) und t091 (1¥ateoson 9 Patienten).

Obwohlsegundseiinsgesamt haufig bei den untersuchten Isolatehweisbar waren
(63% bzw. 64%), konnten diese Gene interessantsewaim mit Abstand haufigsten
spaTypen (t084) lediglich in 5 von 28 Fallen nachgesdn werden. Auch andere
Enterotoxin-Gene untkt konnten nur vereinzelt detektiert werden. Insgesarmasen
die Isolate despaTypen t084 eine &ulderst geringe Pravalenz dersudeten Viru-
lenz-Gene auf. Die weite Verbreitung dieses Klong derart geringer Toxin-
Ausstattung lasst vermuten, da&8saureusklone mit wenig zusatzlicher genetischer
Information mdglicherweise einen Vorteil gegeniB&mmen haben, die mit zusatzli-
cher genetischer Information ,belastet” sind. Zmk&te DNA in Form von Virulenz-
Genen, die fir das Uberleben des Bakteriums nissgrdiell sind, bedeutet in diesem
Fall unnétige Mehrarbeit und einen héheren Energlatf der Zelle, so dass es fir die
Ausbreitung eines Klons von Vorteil sein kann, ileniger Gene zu verfigen. Daher
vermuten wir einen Zusammenhang zwischen erfalgesi Ausbreitung eines Klons
und dem Fehlen von Virulenz-Genen, was in weitéiatersuchungen bestatigt werden

muss.

Fur die gefundenen Unterschiede in der Toxin-Autstg von Klonen desselbepa
Typen ware abermals eine mdgliche Erklarung, des$Jdsache methodischer Art ist.
Jedoch ist die Stichprobe so grof3 (n=333), dass ada&on ausgehen kann, dass sie
durchaus reprasentativ ist und ausreichend Kloiassrwurden, um erste Aussagen zur

tatsachlichen Toxin-Ausstattung treffen zu kénnen.

Die Toxingen-Ausstattung der anderen vier haufiyspa Typen (1002, t008, t015 und
t091) ist nur unter Vorbehalt zu betrachten, daStiehproben doch insgesamt zu klein
sind, um generelle Aussagen zu treffen. Hier warAlisstattung mit Toxin-Genen ins-
gesamt etwas grof3zlgigexeg sei und tst wurden sehr haufig beobachtet, aul3erdem
seg secundsed Dieser Sachverhalt unterstreicht wieder unsemnyaing: Der Klon,

der sich am haufigsten durchsetzte, ist mit wenigetin-Genen ausgestattet.

Die Ergebnisse zeigen kein charakteristisches ®ftmzdProfil flrS. aureudsolate von

CF-Patienten, was den Schluss zulasst, dass diigreiche Kolonisation/ Infektion
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der Atemwege von CF-Patienten nicht von einer besten Ausstattung mit den von
uns untersuchten Virulenz-Genen abhangig ist, aber, dass mdglicherweise wichtige

Gene nicht Gegenstand der vorliegenden Untersucivangn.

Bei der Untersuchung dagr-Typen fiel auf, dass bei Klonen dsgaTyps t091 in 2
Fallenagr (Isolate von demselben Patienten) mittels PCRtmiabhzuweisen war. Ins-
gesamt konnte in der Studie bei 4 Isolaten vontizR&n keinagr-Typ gefunden wer-
den. Shopsin et al. zeigten 2008 in einer Arbéfl,[8ass 15 von 160 gesunden Proban-
den mit einenagr-defektenS. aureusStamm oder einer Kombination vagr-defekten
und agr-positiven Klonen kolonisiert waren. Shopsin et armuteten, dass diese
Stamme zum einen Ubertragbar seien und zum andereinem nosokomialen Setting
selektiert werden konnten, da die Autoren eine Aisdion zu Krankenhausaufenthalten
fanden [87]. Vor allem die Uberlegung zur Verbindumit Hospitalisierungen ist im
Rahmen der vorliegenden Arbeit im Bezug auf Mukodsse-Patienten besonders
naheliegend, da bei dieser Gruppe aufgrund derderurankung stationére Aufenthal-
te haufiger notwendig sind. Ob die Isolate, beiatemittels PCRagr nicht nachgewie-
sen werden konnte, tatsachlich keimgm-Locus besitzen oder ob es bei diesen Isolaten
zu einer Mutation in der Primerbinderegion gekomns¢nmuisste in weiteren Untersu-
chungen festgestellt werden. Auch kann mit der R€iRe Aussage Uber die Aktivitat
des agr-Locus getroffen werden. Auch diese Fragestellulggbb weiteren Untersu-

chungen uberlassen.

Auch die betrachteten Isolate dgsaTyps t084 wiesen eine Auffalligkeit im Hinblick
auf dieagr-Gruppe auf. 26 der 28 Isolate gehoérten atgrGruppell an, eines war je-
doch Gruppd und eines GruppBl zuzuordnen. Hier kdnnen ebenfalls Mutationen in
der Primerbinderegion oder aber im Gen selbst vestmwerden. Denkbar sind auch
methodische Ursachen, wie bereits erlautert. |asenet ist, dass beide Isolate ein ab-
weichendes Toxin-Profil aufweisen, so dass hiernflts weitere Untersuchungen

durchzufihren sind.

Bei der Analyse der Ergebnisse @&raureusPopulation aus den Atemwegen der CF-
Patienten fiel auf, dass wesentlich haufiger Koratiomen von Virulenz-Genen nach-
weisbar waren als das Auftreten einzelner Genesddiemstand wurde von Becker et

al. 2003 teilweise bereits beschrieben [5] undurger anderem durch die gemeinsame
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Lokalisation bestimmter Gene auf Plasmiden odeesrdGen-tragenden Einheiten zu
erklaren. Vor allenseg und sei und sedund sej traten gemeinsam auf [5]. Dies kann
jedoch nicht als alleinige Erklarung gelten, dahsatich Kombinationen von Genen,
welche nicht miteinander assoziiert sind, zeigleimm Beispiel waseahaufiger mit der
Kombination vonsedund sej kombiniert, was tber die Lokalisation nicht zularkn
ist. So wirft also auch dieser Umstand Fragen diaf,in weiteren Untersuchungen zu
klaren sind: Wie kommt es zu solchen Assoziationdn@ worin liegt der Vorteil far
das Bakterium, der offensichtlich vorhanden seirssnwenn diese Kombinationen ge-

hauft auftreten?

Fur die gefundenen Unterschiede in der Toxin-Autstg von Klonen desselbepa
Typen ware abermals eine mdgliche Erklarung, das$Jdsache methodischer Art ist.
Jedoch ist die Stichprobe grof3 genug (n=333), unordauszugehen, dass die Ergeb-

nisse valide und représentativ sind.

5.4.Virulenz-Genprofile bei klinisch manifester Infeddi

Die exemplarische Betrachtung der Virulenz-Genggofon Isolaten bei klinisch mani-
fester Infektion kann aufgrund der sehr geringelfe&al (n=4) in keiner Weise als re-
prasentativ gelten, jedoch kann sie ein Anstol3 eitenen Untersuchungen in dieser

Richtung sein.

Die Isolate, die bislang im Rahmen von Infektioneriersucht wurden, wiesen eine
geringe Pravalenz der Enterotoxisea seeund der Exfoliativtoxineeta, etb und tst
auf. Die Pravalenz der Enterotoxiseg sejwar gegeniiber dem Gesamtkollektiv un-
verandert. Isolate dexgr-Gruppenlll und IV traten bislang nicht auf und lassen sich
durch die geringe Fallzahl erklaren. Da es sichdeei Isolaten deagr-Gruppenl undll

um die beiden haufigsteagr-Typen im Gesamtkollektiv handelt (50% und 27%)r wa
das haufige Auftreten dieser Isolate im Zusammeghmai Infektionen nicht Uberra-

schend.

Sehr interessant sind die Beobachtungen bei Paliatieser Betrachtung. Jedes der
nachgewiesenen Isolate zeigte beim 2. Ambulanzbetlnterschiede im Toxingen-

Profil gegeniiber dem 1. Ambulanzbesuch. Bei eirsatat fand sich ein Zugewinn von
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segundsei, bei einem weiteren war im Verlauf zusatzleéhnachweisbar. Beim drit-
ten Isolat war im Rahmen des 2. Ambulanzbesuchsa&®er gefundentst nicht mehr
nachzuweisen. Diese Beobachtungen unterstreich@éarvdée Vermutung einer hohen
Mobilitdt Gen-tragender Elemente, wie bereits in gerherigen Kapiteln diskutiert. Es
bleibt die Frage, wie es zur Aufnahme dieser Eldmé&mommen konnte. Man kann
vermuten, dass dies durch den haufigen Kontakkhmischen Einrichtungen, bedingt
durch die Grunderkrankung und die vorliegende lidek geschehen ist. Auch wenn es
sich hier um eine Einzelfall-Beschreibung handsitdieses Ergebnis sehr interessant
und bedarf weiterer Beobachtung, da sich hierauglion® Konsequenzen fur die Be-

handlung von Patienten mit einer Infektion ergeben.

Bei den Isolaten der Kontrollgruppe lie3en sichtigu mehr Toxin-Gene nachweisen
als bei den Isolaten der Infektionsgruppe. Auf@dliar weiterhin, dass jeder Patient der
Kontrollgruppe ausschlief3lich Isolate eirsgma Typs aufwies, welche auch untereinan-

der keine Mobilitat der Virulenz-Gene aufwiesen.

Peacock et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass bestenVirulenzfaktoren mit invasives.

aureusinfektionen assoziiert waren [74]. Ein solcher &msnenhang lasst sich auf-
grund der in unserer Untersuchung gefundenen Datén vermuten. Jedoch sind hier
weit umfangreichere Untersuchungen notwendig, uma Aissoziation klinisch manifes-
ter Infektionen mit bestimmten Virulenzfaktoren seidieRen zu kénnen, zumal wir
gegenwartig noch nicht in der Lage sind eine Infekzweifelsfrei von einer Kolonisa-

tion zu unterscheiden.

67



6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Prawaleestimmter Virulenzfaktoren
in S. aureudsolaten, die aus den Atemwegen von Mukoviszid@éatenten stammten,
im Rahmen einer prospektiven, multizentrischen kzaitgtudie untersucht. Es zeigte
sich bisher kein charakteristisches Profil der Biévz der Entero- und Exfoliativtoxine
im untersuchten Patientenkollektiv (n=134), wobr Brgebnisse mit denen anderer
Studien, die Isolate gesunder Probanden und vaerfat mit invasiven Infektionen
untersucht haben, weitestgehend Ubereinstimmewncheiel auf, dass die Verteilung
der agr-Gruppen sich von der bei gesunden Probanden chtedsagr | trat bei 50%
der untersuchten Isolate auf, was deutlich haufaderbei den Isolaten Gesunder war.
Weiterhin warsecbei Isolaten deagr-Gruppel signifikant haufiger nachzuweisen als
bei Isolaten deagr-Gruppenll — IV. Ebenfalls fand sich eine signifikante Haufung von
sea, sehlundtst bei Isolaten deagr-Gruppelll. Die Vermutung, dass die Lokalisation
(Nasenvorhof, Rachen, untere Atemwege) der Bakteniige Auswirkung auf das Viru-
lenz-Genprofil hat, konnte in dieser Arbeit nicleldgt werden. Jedoch konnten einige
interessante Positivkorrelationen von Toxinen gé&imwerden, die nur zum Teil in der
Literatur beschrieben sind. So wareed se} segund sei stark mit deragr-Gruppel
korreliert.

Wahrend des Studienverlaufs konnte eine hohe Mabilon Virulenz-Genen bei den
Isolaten von 5 Patienten beobachtet werden, besofitleseg seiundtst Die am wei-
testen verbreiteten und am haufigsten auftreterspeaT ypen wiesen weniger Entero-
und Exfoliativtoxin-Gene auf als die nicht so hguéiuftretenden Stdmme. Weiterhin
konnten bei Isolaten desselbgmaTyps unterschiedliche Virulenz-Genprofile nachge-

wiesen werden, was fur einen beachtlichen horizemt&entransfer spricht.

Bei der exemplarischen Betrachtung (n=4) der Vivel&enprofile bei Isolaten von
Patienten mit klinisch manifester Infektion wassa-seaindeta, etbundtst bislang
selten nachzuweisen, was wéhrend des weiterenWeder Studie beobachtet werden

und in weiteren Untersuchungen bestatigt werdersmus
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7. Index

7.1.Verwendete Abkirzungen & Malieinheiten

°C

ul
AGR
agr
AlP
APC

AS

CF
CFTR
eap
Eap
egc
emp
Emp
eta
etb
FEV:
hig

Hlg

Grad Celsius

Mikroliter

Accessory Gene Regulator

Gen fur Accessory Gene Regulator
Autoinducing Peptide

Antigen presenting cells

Aminosaure

Basenpaare

Cystic Fibrosis

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance IR&Egu
Gen fur Extracellular Adherence Protein
Extracellular adherence protein
enterotoxin gene cluster

Gen fur extracellular matrix protein
Extracellular matrix protein

Gen fur Exfoliativtoxin A

Gen fur Exfoliativtoxin B
Einsekundenkapazitéat

Gen fur Gamma-Hamolysin

Gamma-Hamolysin
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g
IL-1B
IL-2
IL-8
kDa
MEF25
MHC I
min
MLST
MRSA
MSSA
P. aeruginosa
PFGE
PT
PVL
pvl

s. Kap.
S. aureus
SAg
SaPlI
SE

SEA -SEJ

Immunglobulin

Interleukin B
Interleukin 2
Interleukin 8

Kilodalton

Maximaler Exspiratorischer Flow bei 25% déa\kapazitat
Major Histocompatibility Complex Il
Minute(n)

Multilocus Sequenz Typisierung
Methicillin-resistenteStaphylococcus aureus
Methicillin-sensibleStaphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Pulsfeld Gelelektrophorese

pyrogenes Toxin

Panton Valentin Leucocidin

Gen fur Panton Valentin Leucocidin

siehe Kapitel
Staphylococcus aureus

Superantigen
Staphylococcus auredzathogenicity Island
Staphylococcal Enterotoxin

Staphylococcal Enterotoxin A -J
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sea-sej Gene fur Enterotoxine A - J

SpA Staphylococcal Protein A

spa Gen fur Staphylococcal Protein A

SSSS Staphylococcal Scalded Skin Syndrome
TcR T-Zell Rezeptor

TNFa Tumornekrosefaktou

TSS Toxisches Schock Syndrom

TSST-1 Toxic Shock-Syndrom Toxin

tst Gen fur TSST-1

VF Virulenzfaktoren

Zn?* Zink-lon
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