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Kurzreferat

S. epidermidis galt lange Zeit als nicht-pathogener Besiedler der menschlichen Haut. Inzwi-
schen wird diesem Bakterium durchaus eine humanpathogene Bedeutung zugewiesen,
wobei die Biofilmbildung als wichtigster Pathogenitatsfaktor gilt. Voraussetzung fir die Bio-
filmbildung ist das Vorhandensein des ica-Operons, wobei jedoch nur rund die Halfte der
Isolate mit einem ica-Operon auch tatséchlich einen Biofilm bildet. Das Insertionselement
IS256 kann als Indikator fur die Virulenz eines S. epidermidis-Isolates fungieren. Des Weite-
ren vermittelt es wahrscheinlich die intermittierende Inaktivierung des ica-Operons. Das
Resistenzverhalten hat ebenfalls einen gro3en Einfluss auf die Pathogenitat von S. epider-
midis und wird u.a. vom SCCmec-Komplex vermittelt. Es werden verschiedene SCCmec-
Typen unterschieden, wobei mdglicherweise eine Assoziation zwischen dem SCCmec-Typ
und dem Auftreten von Multiresistenz vorliegt. Das agr-System reguliert Gene wachstums-
abhangig und ist ein Regulator von Virulenzfaktoren. Es kdnnen drei verschiedene agr-
Gruppen unterschieden werden, wobei auch hier eine Assoziation zwischen der agr-Gruppe
und dem Resistenzverhalten der Isolate zu bestehen scheint. Das Untersuchungsmaterial
wurde zur besseren Vergleichbarkeit in Gruppen geordnet. Es konnte ein Zusammenhang
zwischen der Zuordnung zum SCCmec-Typ bzw. der agr-Gruppe und dem Untersuchungs-
material festgestellt werden. Mittels Multisequenzanalyse wurden einige der S. epidermidis-
Isolate einer klonalen Linie bzw. einem Segenztyp zugeordnet. Auf dieser Basis konnte
Aussage zur Verwandtschaft verschiedener S. epidermidis-Klone gemacht werden. Am
Universtitatsklinkum der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg gibt es eine Dominanz
von Sequenztypen (ST2, ST5, ST10 und ST242), die Uberdies vergleichsweise eng mitei-

nander verwandt sind.
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EinfUhrung 1

1 EinfUhrung

1.1 Staphylococcus epidermidis

Staphylokokken sind grampositive, nicht sporenbildende Kugelbakterien und ordnen sich
aufgrund der Unbeweglichkeit meist in Haufen oder Trauben an (Hof et al. 2009).

Koagulase-negative Staphylokokken, wie S. epidermidis, werden von S. aureus und S.
intermedius durch das Fehlen des Enzyms Koagulase unterschieden (Hof et al. 2009, Otto
2009). Die Einteilung anhand der Plasmakoagulase stammt von Datany um ca. 1926 (Stock
2007). Die folgende Abbildung (Abbildung 1) zeigt typische Kolonien von verschiedenen S.

epidermidis-Isolaten auf Columbia-Blut-Agar.

Staphylokokken gehdren zur Familie der Mikrokokken und bilden Katalase (Huebner et al.
1999). Es werden uber 60 verschiedene Staphylokokken-Spezies und Subspezies unter-
schieden, wovon jedoch nur ca. 14 Koagulase-negative Spezies eine humanpathogene

Bedeutung beigemessen wird (Huebner et al. 1999, Ghebremedhin 2009).

Abbildung 1: Kolonien von S. epidermidis auf Columbia-Blut-Agar

S. epidermidis ist Teil der Mikroflora des Menschen und Uber den gesamten Kérper verteilt
(Kloos et al. 1994, Steinacker 2004, Otto 2009). Mdglicherweise verhindert diese Spezies die
Besiedlung durch andere Pathogene (Otto 2009). Man hielt S. epidermidis lange Zeit flr ein
apathogenes Bakterium, doch inzwischen ist bekannt, dass Koagulase-negative Staphylo-

kokken, insbesondere S. epidermidis, eine haufige Ursache fur Plastikinfektionen und noso-
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komiale Infektionen darstellen (Jarvis et al. 1992, Steinacker 2004, Batzilla 2006, Hof et al.
2009). Die Bedeutung von Koagulase-negativen Staphylokokken nimmt aufgrund der ver-
breiteten Anwendung von Implantaten zu (Kloos et al. 1994). Interessanterweise berichteten
Hudetz et al. (2008), dass die Metallart des Implantats keinen malRgebenden Einfluss auf die
Anfalligkeit und die Persistenz einer Infektion hat.

Auf deutschen Intensivstationen werden etwa ein Drittel der ZVK-assoziierten Septikamien
durch Koagulase-negative Staphylokokken verursacht (Krankenhaus-Infektions-Surveillance-
System (KISS) 2011).

S. epidermidis versucht der Immunantwort auszuweichen und der Infektionsverlauf ist eher
chronisch (Vuong et al. 2002, Otto 2004). Die Biofilmbildung gilt als einer der wichtigsten

Virulenzfaktoren von S. epidermidis (Mack et al. 1992, Heilmann et al. 1997).

1.2 Biofilmbildung

Ein Biofilm ist eine Lebensgemeinschaft von Mikroorganismen, die sich durch Bildung einer
Matrix in engem Kontakt zueinander und zu diversen Oberflachenstrukturen befinden (Hall-
Stoodley et al. 2004). Mikroorganismen im Biofilm sind resistenter gegen Einwirkungen von
antimikrobiellen Substanzen (Presterl 2009). Bereits Christensen et al. (1985) stellten fest,
dass S. epidermidis-Isolate, die eine Sepsis verursachten, adharenter sind als Isolate von

der Haut.

1.2.1 Die initiale Adharenz

Die Biofilmbildung gilt als wichtiger Pathogenitatsfaktor von S. epidermidis und verlauft in

mehreren Phasen, die in Abbildung 2 dargestellt sind (Christensen et al. 1990).

Fur die erste Phase der Biofilmbildung, der priméaren Adhasion, sind besonders ionische und
hydrophobe Wechselwirkungen entscheidend (Vuong et al. 2002, Batzilla 2006). Man kann

diese erste Phase nochmals unterteilen (Vuong et al. 2002).

Findet die primare Anhaftung an einer nicht umhullten Kunststoffoberflache statt, so sind
dafir besonders das Autolysin E (AtlE, Interaktion Uber hydrophobe Wechselwirkungen),
elektrostatische Wechselwirkungen (Interaktion mit Teichonsduren) und Van der Waal's
Kréafte verantwortlich (Vuong et al. 2002). Das Autolysin E ist ein oberflachenassoziiertes
Protein und gleichzeitig Autolysin und Adhasin, welches an Vitronectin binden kann und am
hydrophoben Charakter der Zelloberflachen beteiligt ist (Heilmann et al. 1997, Vuong et al.
2002, Gotz 2002, Otto 2009).

Findet die priméare Anhaftung an einer bereits umhiliten Kunststoffoberflache statt, so sind

dafir u.a. das Fibrinogen-bindende Protein (fibrinogen-binding protein, Fbp) verantwortlich,
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ein 119-kDa groRRes Protein, welches an Fibrinogen bindet (Nilsson et al. 1998, Vuong et al.
2002). Weiterhin beteiligt ist wiederum das AtlE, das an Vitronectin bindet (Heilmann et al.
1997, Vuong et al. 2002, Otto 2009).

1.2.2 Die Akkumulationsphase

Die zweite Phase der Biofilmbildung ist die Akkumulationsphase. Dafir sind zum einen das
polysaccharide intercellular Adhesin (PIA) und zum anderen das Akkumulation-assoziierte
Protein (accumulation-associated protein, Aap) notwendig. Von einigen Autoren wird auch
noch das Biofilm-assoziierte Protein (biofilm-associated protein, Bap) genannt (Hussain et al.
1997, Tormo et al. 2005, Rohde et al. 2005, Batzilla 2006, Otto 2009). Das Akkumulation-
assoziierte Protein (accumulation-associated protein, Aap) ist, wie auch das Biofilm-
assoziierte Protein (biofilm-associated protein, Bap), ein Zellwand verankertes Protein
(Bowden et al. 2006). Beide Proteine spielen mdglicherweise im Rahmen der Biofilmbildung
eine wichtige Rolle bei der interzellularen Adhasion (Hussain et al. 1997, Tormo et al. 2005,
Rohde et al. 2005, Otto 2009). Eine wesentliche Vorraussetzung fir die Akkumulation ist das
polysaccharide intercellular Adhesin (PIA). Dabei sind zwei Polysaccharidfraktionen vonei-
nander differenzierbar (Mack et al. 1996, Mack 1999). Das Polysaccharid | bildet einen Anteil
von Uber 80 %. Es ist ein lineares Homoglykan und besteht aus ungefahr 130 B-1,6-
verkniipften 2-Desoxy-2-amino-D-glucopyranosyl-Einheiten. Etwa 85 % der Untereinheiten
sind N-acetyliert und 15 % nicht N-acetyliert und somit positiv geladen (Mack et al. 1996,
Mack 1999, Cho 2001).

Das Polysaccharid Il hat einen Anteil von unter 20 % und ist dem Polysaccharid | sehr &hn-
lich (Mack et al. 1996, Mack 1999). Es hat jedoch einen geringeren Anteil an nicht N-
acetylierten Untereinheiten und enthalt zudem Phosphat und Succinat. Auf Grund dessen
zeigt es ein eher anionisches Verhalten (Mack et al. 1996, Mack 1999).

1.2.3 Die Phase der Ablésung

Da das Wachstum eines Biofilmes unter anderem limitiert ist durch das Angebot an Nahrstof-
fen und Sauerstoff, dem pH-Wert und der Osmolaritat, kommt es schliefilich zu einer Abl6-
sung von Zellen aus dem Biofilm (Dunne 2002). Des Weiteren ist eine Abldsung vom Biofilm
sinnvoll, um andere Orte zu kolonisieren und eine Ausbreitung der Infektion zu realisieren
(O Toole et al. 2000, Dunne 2002).

Die Ablosung wird maglicherweise von agr kontrolliert, da Isolate ohne agr einen dickeren
Biofilm bilden und gréf3ere Schwierigkeiten mit der Ablésung haben (Vuong et al. 2003,
2004b, Otto 2009). Zwei Formen der Ablosung sind denkbar. Eine Moéglichkeit ist die enzy-
matische Spaltung des Biofilms durch Interaktion von Detergenzien-&hnliche-Molekulen (Otto

2009). Eine weitere Moglichkeit ist die Spaltung nicht-kovalenter Bindungen (wie elektrostati-
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sche Krafte) zwischen PIA und der Polymeroberflache durch Detergenzien-ahnliche-
Molekile (Otto 2009). Moglicherweise ist das &-Toxin an der Ablésung beteiligt (Vuong et al.
2002, 2003). Dieses Toxin wird vom hld-Gen kodiert, welches im agr-Operon verankert ist
(Otto et al. 1998).

Akkumulation Ablosung

Abbildung 2: Biofilmbildung und beteiligte Komponenten,
modifiziert nach Vuong et al. 2002, Otto 2009

Findet die initiale Adh&renz an einer umhillten Oberflache statt (Abbildung 2, Al), so sind

fur die Verbindung u.a. das Fibrinogen-bindende-Protein (Fbp) und das Autolysin E ver-
antwortlich. Bei einer nicht umhillten Kunststoffoberflache (Abbildung 2, A2) sind an der
Anheftung Van der Waal's Kréfte, elektrostatische Kréafte und ebenfalls das Autolysin E
beteiligt. An der Akkumulation (Abbildung 2, B) ist das polysaccharide intercellular Adhe-
sin (PIA) und das Akkumulation-assoziierte Protein (accumulation-associated protein,
Aap) beteiligt. Einige Autoren (s. 1.2.2.) machen auch das Biofilm-assoziierte Protein
(biofilm-associated protein, Bap) fur die Akkumulation mitverantwortlich. An der Ablésung
(Abbildung 2, C) sind wahrscheinlich das &-Toxin und weitere Faktoren beteiligt.
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1.3 Das intercellular adhesin-(ica) Operon

Das polysaccharide intercellular Adhesin (PIA) wird vom ica-Operon kodiert (Heilmann et al.
1996, Ziebuhr et al. 1997). Ica ist ein wichtiger Virulenzmarker. Es wird von einigen Arbeits-
gruppen angenommen, dass Stamme mit hoher PIA-Produktion dementspechend eine hohe
Virulenz haben (Arciola et al. 2001, Li et al. 2005). Hudetz et al. (2008) hingegen stellten

fest, dass der Einfluss von ica auf die Biofilmbildung in vitro sehr viel gré3er ist als in vivo.

Das ica Operon, icaADBC, enthélt die Gene fir die PIA-Produktion (O'Gara et al. 2001,
Heilmann et al. 1996). Die Organisation des Operons ist in Abbildung 3 dargestellt. IcaA ist
ein Transmembranprotein und hat eine N-Acetylglucosamyl-Transferase-Aktivitat (Heilmann
et al. 1996, Gerke et al. 1998, Mack 1999, Cho 2001, Vuong et al. 2002, Gétz 2002). IcaA
hat allein nur wenig Transferase-Aktivitat, die bei Koexpression mit icaD massiv gesteigert
wird (Gerke et al. 1998, Cho 2001). Vermutlich hat icaD die Funktion eines Chaperons
(Gerke et al. 1998, Gotz 2002). IcaC ist ein hydrophobes integrales Membranprotein und
ermdglicht in Kombination mit icaA/D wesentlich langere Oligomerketten (Heilmann et al.
1996, Gerke et al. 1998, Batzilla 2006). Weiterhin wird vermutet, dass es auch eine Export-
funktion hat (Gotz 2002, Vuong et al. 2002, 2004a). IcaB ist an der Zelloberflache lokalisiert
und ist moglicherweise fiur die Deacetylierung von N-Acetylglucosamin verantwortlich, das
erst dadurch kationische Eigenschaften erwirbt. Diese sind wiederum wichtig fir die Oberfla-
chenanhaftung und Kolonisierung (Vuong et al. 2004a).

€X IDIDIDID

Abbildung 3: Organisation des icaA/D-Operons (modifiziert nach O'Gara et al. 2001)

Das funfte Gen, icaR, liegt stromaufwarts von icaA und wird abweichend von icaADBC
transkibiert (O'Gara et al. 2001). Es ist wahrscheinlich ein negativer Regulator von icaADBC
(Gotz 2002, Conlon et al. 2002).

Ica wird durch Natriumchlorid und Glucose unabhangig von icaR gering induziert, wohinge-
gen Ethanol durch eine Inhibition der icaR-Transkription die ica-Transkription steigert (Con-
lon et al. 2002, Knobloch et al. 2004). Weitere Faktoren, die einen Einfluss auf die ica-
Expression haben, sind die Temperatur, Osmolaritat und subinhibitorische Kozentrationen
von Antibiotika wie Tetrazykline, Quinupristin-Dalfopristin, Clindamycin etc. (Rachid et al.
2000, Dobinsky et al. 2003, Batzilla 2006).
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1.4 Das Insertionselement 1S256

IS256 ist ein Teil von dem zusammengesetzten Transposon Tn4001, welches u.a. die Gen-
tamicinresistenz in Staphylokokken vermitteln kann (Lyon et al. 1987, Cho 2001, Kozitskaya
et al. 2004). Es kommt aber auch in vielen Kopien im Chromosomensatz von Aminoglykosid-
resistenten Staphylokokken vor (Dyke et al. 1992, Rice et al. 1994, Ziebuhr et al. 1999).
1IS256 wurde als Marker zur Untersuchung von invasiven und kommensalen S. epidermidis-

Stammen herangezogen (Gu et al. 2005).

Die Inaktivierung von ica durch 1S256 im Sinne einer Phasenvariation verursacht haufig eine
fehlende Biofilmbildung (Ziebuhr et al. 1999, Cho 2001). Die Insertion von I1S256 findet dabei
vorwiegend in das icaC Gen statt, selten wurde eine Insertion in icaA und icaB detektiert
(Ziebuhr et al. 1999). Infolgedessen kann das Isolat kein polysaccharide intercellular Adhesin
(PIA) bilden (Ziebuhr et al. 1999). Die Insertion ist vollstandig reversibel, sodass nach der
Exzision wieder ein biofilmbildender Phanotyp entsteht (Ziebuhr et al. 1999).

1.5 Das accessory gene regulator-(agr) System

Das accessory gene regulator-(agr) System wurde auch in nicht-pathogenen S. epidermidis-
Isolaten nachgewiesen, sodass es nicht nur als Regulator von Virulenzfaktoren anzusehen
ist, sondern als Quorum-sensing-System, welches vielerlei Gene wachstumsabhéngig regu-
liert (Otto 2001, 2004). Das agr-System wird im Ubergang der exponentiellen zur stationéren
Wachstumsphase durch Autoregulationsmechanismen aktiviert (Ji et al. 1997, Otto et al.
1998, Li et al. 2004).

Die Organisation des agr-Operons ist in Abbildung 4 dargestellt. Die RNA Il, kontrolliert vom
Promotor P2, kodiert flr ein Zweikomponentensystem und einen autoinduzierenden Peptid-
Liganden (Novick et al. 1995). Das Zweikomponentensystem besteht aus agrA und agrC.
Nachdem das Pheromon an agrC, einer Histidin-Kinase, gebunden hat, wird agrA phospho-
ryliert (Otto et al. 1998, Lina et al. 1998, Novick 2003, Otto 2004). Anschlie3end bindet agrA
an die DNA und induziert die Transkription von RNA Il und RNA Il (Ji et al. 1995, Koenig et
al. 2004). Die Struktur des autoinduzierenden Peptids (AIP) wird von agrD kodiert. Durch die
enzymatische Wirkung eines sekretorischen Proteins, dem Produkt von agrB, wird das Pro-
AIP posttranslational verandert (Ji et al. 1995, Cho 2001, Novick 2003, Koenig et al. 2004,
Batzilla 2006).

RNA I, kontrolliert vom Promotor P3, ist das Effektor-Molekiil des agr-Systems. Die Synthe-
se ist abhangig von der agr-Aktivierung (Janzon et al. 1990, Novick et al. 1993, 1995). Es ist

nicht bekannt, wie RNAIIl die Transkription der Ziel-Gene von agr reguliert (Vuong et al.
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2003, Otto 2004). Weiterhin kodiert RNA 11l fir das &-Toxin im hld-Gen (Otto et al. 1998,
Vuong et al. 2002, 2003).

RNA I RNA Il
P2 P3

<€ >
CEEE €X

Abbildung 4: Organisation des agr-Operons (modifiziert nach Otto 2004)

1.5.1 Pheromone

Pheromone sind sieben bis neun Aminosauren lang und haben eine Thiolacton-Bindung
zwischen einem zentralen Cystein und der C-terminalen Carboxylgruppe. Diese Thiolacton-
ring-Struktur ist noétig fur die biologische Aktivitat (Otto et al. 1998, Mayville et al. 1999, Otto
2004). Die Pheromone induzieren das agr-System durch Interaktion mit der Histidin-Kinase
agrC (Otto 2001). Generell ist festzustellen, dass Pheromone das eigene agr-System aktivie-
ren bzw. das fremde agr-System reprimieren (Ji et al. 1997, Otto et al. 2001, Otto 2001,
Vuong et al. 2002, 2003). Pheromone von S. epidermidis sind potente Inhibitoren des agr-
Systems von S. aureus und hemmen somit die Expression von Virulenzfaktoren in S. aureus
(Otto et al. 1999).

1.5.2 Targets der agr-Regulation

Das agr-System ist verantwortlich fur die Heraufregulation vieler Exoproteine sowie fir die
Herunterregulation von Zelloberflachenproteinen und Oberflachen-assoziierter Proteine
(Novick et al. 1995, Vuong et al. 2000a). In der frihen Phase der Infektion, in der eine gerin-
ge Zelldichte vorherrscht, werden Bindungsproteine synthetisiert. Bei steigender Zelldichte
kommt es durch Aktivierung des agr-Systems zur Synthese von Exoproteinen und es werden

vermehrt Gewebe-zerstérende Enzyme produziert (Vuong et al. 2000a).

Das agr-System ist anscheinend ein negativer Regulator des AtIE und obwohl agr in der
frihen exponentiellen Wachstumsphase nur geringe Aktivitdt zeigt, scheint diese fir eine

Hemmung der Expression von AtIE auszureichen (Otto et al. 1998, Vuong et al. 2003).

Das &-Toxin fuhrt zu einer verminderten Adharenz an Polystyren. Da das &-Toxin vom agr-
Operon kodiert wird, ist dies also ein weiterer Mechanismus zur Regulation der Biofilmbil-
dung (Vuong et al. 2003).
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Vuong et al. (2003) ermittelten weiterhin, dass das agr-System nicht an der Regulation von

dem polysaccharide intercellular Adhesin (PIA) beteiligt ist.

Da es bei S. epidermidis drei verschiedene agr-Gruppen gibt, stellt sich die Frage, ob be-
stimmte agr-Gruppen besonders héufig mit ausgewahlten Isolationsorten korrelieren und ob
es eine Assoziation von Pathogenitat und bestimmten agr-Gruppen gibt (Dufour et al. 2002).

1.6 Der staphylococcal cassette chromosome mec-(SCCmec)

Komplex

Das mecA-Gen, welches im SCCmec-(staphylococcal cassette chromosome mec) Komplex
integriert ist, kodiert fur das Penicillin-bindende Protein PBP2a, welches die Resistenz
gegenlber Oxacillin und andere Betalaktam-Antibiotika vermittelt, da diese Antibiotika an
das PBP2a nur eingeschrankt binden kénnen (Chambers et al. 1985, Chambers 1997, Ka-
tayama et al. 2000, Cho 2001, Ito et al. 2003, Mombach Pinheiro Machado et al. 2007, Rup-
pé et al. 2009).

Fernerhin sind zwei Regulationselemente, mecl und mecR1, in diesen Komplex integriert
(Chambers 1997, IWG-SCC 2009). In S. aureus kodiert das mecl Gen fur ein Repressorpro-
tein, wahrend das mecR1 Gen fir ein B-Lactam-sensing Transmembran-Signalprotein ko-
diert (Hiramatsu et al. 1992, Chambers 1997, Petinaki et al. 2001). Befinden sich Betalak-
tam-Antibiotika in der Umgebung, wird dies von mecR1 erkannt und es hebt die Hemmung
der mecA-Transkription durch Ablosung der mecl-Repressorproteine von der Operatorregion
auf (Sharma et al. 1998, Zhang et al. 2001, Geisel et al. 2003).

Weiterhin gehdren cassette chromosome recombinase-(ccr) Gene, die fir Rekombinasen die
chromosomale Integration und Exzision kodieren, zum SCCmec-Komplex (Katayama et al.
2000, Geisel et al. 2003, Ruppé et al. 2009). Bisher unterscheidet man mehrere ccr-
Allotypen (Katayama et al. 2000, Ito et al. 2001, 2004, Oliveira et al. 2006, Descloux et al.
2008, IWG-SCC 2009). Aus der Kombination der Klasse des mec-Komplexes sowie des ccr-
Typs ergibt sich der SCCmec-Typ (Ito et al. 2001, IWG-SCC 2009). Da diese Elemente bei
Koagulase-negative Staphylokokken jedoch sehr unterschiedlich sein kdnnen, gelingt es
bisweilen nicht, Isolate eindeutig zuzuordnen und diese werden dann als nicht typisierbar
bezeichnet (Mombach Pinheiro Machado et al. 2007, Ruppé et al. 2009, Garza-Gonzalez et
al. 2010, lorio et al. 2012).

Neben dem mec-Komplex und dem ccr-Gen-Komplex enthélt das SCCmec-Element noch
eine sogenannte J-Region, die weitere Resistenzgene tragen kann (IWG-SCC 2009). Bei
Koagulase-negativen Staphylokokken werden zahlreiche SCCmec-Typen voneinander un-
terschieden (Ziebuhr et al. 2006, Mombach Pinheiro Machado et al. 2007).
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Die SCCmec-Kassette kann neben der Resistenz gegen Oxacillin auch andere Resistenzen
Ubertragen und dient mdglicherweise als System zum Informationsaustausch (lto et al.
2001). Weiterhin wird vermutet, dass die SCCmec-Kassette zwischen verschiedenen Isola-
ten und Spezies mittels horizontalen Gentransfer tbertragen werden kann (Wisplinghoff et
al. 2003, Hanssen et al. 2004, Miragaia et al. 2005, 2007, 2009).

1.7 Analyse des Sequenztyps

Zur Genotypisierung bakterieller Isolate wird das Verfahren Multilocus Sequence Typing
(MLST) genutzt, wobei eine Sequenzanalyse von insgesamt sieben Haushaltsgenen (house-
keeping genes) durchgefihrt wird (http://sepidermidis.mist.net/). AnschlieBend lassen sich
hiermit die phylogenetische Verwandtschaft von bakteriellen Isolaten ermitteln und Abstam-
mungsverhéltnisse aufklaren (Fitzgerald et al. 2001, Urwin et al. 2003, Wisplinghoff et al.
2003, Kozitskaya et al. 2005). Thomas et al. (2007) verglichen drei MLST-Schemata mitei-
nander und ermittelten die sieben charakteristischsten Haushaltsgene fir S. epidermidis.
Diese sind die Carbamat Kinase (arcC), die Shikimat-Dehydrogenase (aroE), der ABC
Transporter (gtr), das DNA-Mismatch-Reparaturprotein (mutS), das Pyrimidin Operon Regu-
lations Protein (pyrR), die Triosephosphat Isomerase (tpiA) und die Acetyl-Coenzym-A Ace-
tyltransferase (yqiL) (Thomas et al. 2007, http://sepidermidis.mlst.net/). Miragaia et al. (2008)
ermittelten MLST nach der Pulsed-Field-Gelelektrophorese als Methode mit der hdchsten
Diskriminationsfahigkeit bezlglich der Abstammung, der Populationsstruktur und der Epide-

miologie von S. epidermidis.

1.8 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es Untersuchungen zu agr-Genotypen, 1S256, Biofilmbildung
und SCCmec-Typen von Staphylococcus epidermidis durchzufiihren und diese in Korrelation
zueinander abzubilden, um die Schwere der Infektion in Assoziation mit diesen genetischen

Determinanten zu beurteilen.
Daher wurden folgende Aspekte untersucht:

e Resistenzverhalten der Isolate

e genotypische und phanotypische Fahigkeit zur Biofilmbildung sowie die Korrelation
beider zueinander

e das Insertionselement IS256 und dessen Assoziation mit Pathogenitét

e Bestimmung der agr-Gruppe und des SCCmec-Typs

e mdgliche Assoziation zwischen der agr-Gruppe bzw. dem SCCmec-Typ und dem Iso-

lationsort
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e mdgliche Assoziation zwischen der agr-Gruppe bzw. dem SCCmec-Typ und dem
Auftreten von Multiresistenz

o Korrelation zwischen den agr-Gruppen und SCCmec-Typen

e Assoziation bestimmter SCCmec-Typen und Antibiotikaresistenz

e Sequenztypen einiger multiresistenter Isolate und Generierung eines Dendrogram-
mes der am Universitatsklinikum der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg zirku-

lierenden S. epidermidis-Klone
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Brutschrank fir Bakterien
Elektrophoresekammern
Heizblock
lonenaustauscheranlage

Kihlzentrifugen

Magnetrihrer

Mikroskop

Mikrotestplattenleser
Mischgeréat ("Vortexer")
NanoDrop ND1000
pH-Meter

Phosphorimager
Schittelinkubator (Bakterien)
Schwenkgerat
Spannungsgerat
Sterilwerkbank

Thermocycler

UV-Transilluminator Gel Logic

100 Imaging System

Waagen

Typ B 5050 E, Heraeus, Hanau

BioRad (Minchen)

Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)
Milli-Q“F PLUS (Millipore)

Sigma 3K20, 6K10
RC 2B, Sorvall

Omnilab, Heidolph MR 2002

Laborlux 11 (Leitz)
ULWCD (Olympus, Tokyo, Japan)

MR 6500, Dynatech (Denkendorf)

Reax 2000 (neoLab, Heidelberg)

Thermo Scientific, Wilmington, USA

CG 820 (Schott, Gottingen)

Modell GS 250 (Biorad)

Certomat H (Braun, Melsungen)

Bellydancer (Stovall, Greensboro, USA)
Desagatronic 2000/300 (Desaga, Heidelberg)
HeraSAFE, Heraeus

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
DYAD DISCIPLE™, MJ Research®

Kodak, Stuttgart, Deutschland
Copy Processor (Mitsubishi)

1204 MP, 1265 MP, 1602MP (Sartorius, Gottingen)
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Zentrifugen Centrifuge 5415D (Eppendorf, Hamburg)
Kuhlzentrifugen 2K15, 3K20 und 3K30
(Sigma, Osterode)
Kuhlzentrifuge J2-21 mit Rotor JA-14
(Beckmann, Minchen)
Kuhlzentrifuge RT 6000B (DuPont Sorvall Instruments,
Nemours GmbH, Bad Homburg)
Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA 100.3/1468
(Beckmann, Minchen)
Zellzentrifuge RT 6000, Dupont
(Ghebremedhin 2009)

2.2 Plastikmaterialien und Zubehor

Eppendorf, Hamburg Kristallspitzen (10 pl)
Reaktionsgefal3e (1,5 ml; 2,0 ml)

Greiner, Nirnberg Plastik-Einmalpipetten (2, 10 und 25 ml),
Osen steril (SAL 10-3)

Landgraf, Langenhagen PCR-Gefalze (500 pl)

Nunc, Wiesbaden Immunoplate (96 wells, Rundboden)
Plastikréhrchen (10 ml, 50 ml)
Zentrifugationsrohrchen (15 ml mit Schraubdeckel)

Sarstedt, NUmbrecht Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl)
Reaktionsgefafie (1,5 ml)
(Ghebremedhin 2009)

2.3 Chemikalien, Enzyme, Reagenzien, Puffer, Losungen und
Kits

2.3.1 Enzyme und Reagenzien
DNAse |, RNase-frei, 5 U/ul Roche Diagnostics
Lysostaphin, Lysozym Sigma, Taufkirchen

Proteinase K, dNTPs Roche Diagnostics, Mannheim
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Tag-DNA-Polymerase Kit Qiagen, Hilden

TaKaRa Ex Tag DNA Takara Bio, Otsu, Japan
Polymerase Kit

(Ghebremedhin 2009)

2.3.2 Chemikalien und Losungen

Von den Firmen Serva, Sigma, Roth, Merck, MWG, MBI, Baker, Fluka, Biomol, Promega und
Pharmacia wurden die Chemikalien und Losungen erworben (Qualitatsstufe ,Fir die Moleku-
larbiologie®, RNase-frei). Andernfalls wurde dies gesondert erlautert (Ghebremedhin 2009).

2.3.3 Kauflich erworbene Kits

BigDye Terminator Sequencing Applied Biosystems, Foster City, USA
Kit HiDi Formamide

PCR Purification Kit; DyeEx 2.0 Qiagen, Hilden
Spin Kit; QlAshredder u. QlAamp

DNA Mini Kit; QlAquick

(Aufreinigungskit)

(Ghebremedhin 2009)

2.3.4 Puffer und Lésungen

TE-Puffer
10 mM  Tris-HCL pH 8,0
1 mM  EDTA

(Ghebremedhin 2009)

2.3.5 Kauflich erworbene Fertigpuffer, Fertigldosungen und Fertigmedien

EDTA (0,5 M, pH 8,0) Sigma, Taufkirchen
Ethidiumbromid (10 mg/ml) ROTH, Karlsruhe
1 M Tris-HCI pH Sigma, Taufkirchen

7,0/7,217,4/7,6/7,8/8,0
(Ghebremedhin 2009)

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-GroRenmarker wurden bei der Firma Fermentas
kéauflich erworben (Ghebremedhin 2009).
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2.4 Nahrbodden und Bakterienstamme

2.4.1 Nahrbdden

Die Anzucht der Bakterien (S.epidermdis) erfolgte auf Columbia-Blut-Agar.

Columbia-Blut-Agar: Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (Ghebremedhin 2009)

Kongorot-Agar wurde zum Nachweis der Biofilmbildung beimpft.

Kongorot-Agar: 37 g Brain Heart Infusion Broth (BHI)
mit 15g Agar in 800ml H20 dest. I6sen,
36 g Saccharose in 100 ml H20 dest. l6sen,
800 mg Kongorot in 100 ml H20 dest. I6sen.

Alle Loésungen wurden getrennt autoklaviert. Danach wurden sie steril vermischt und schliel3-

lich in Petrischalen gegeben (Ghebremedhin 2009).

2.4.2 S. epidermidis-Isolate

Im Zeitraum von April 2008 bis Februar 2009 wurden im Institut fir Mikrobiologie an der Otto-

von-Guericke Universitat Magdeburg insgesamt 200 S. epidermidis-Isolate gesammelt.

Aus Blutkulturen wurden 64 S. epidermidis-Isolate gewonnen. 44 der Ubrigen Isolate konnten
aus Gewebeproben gewonnen werden, wobei es sich sowohl um intraoperatives Material
und Abszessmaterial, als auch um Punktionsmaterial handelte. Aus Implantaten, wie Prothe-
senmaterial aus der Orthopadie, IUD (intrauterine-device) sowie Herzschrittmachermaterial
konnten 13 S. epidermidis-Isolate angeziichtet werden. 51 Isolate stammten aus Zentralve-
nenkathetern und 28 Isolate konnten von anderen Kathetermaterialien gewonnen werden
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Herkunft der S. epidermidis-Isolate

BK VA
Blutkulturen zentraler Venenkatheter Gewebe' Drain / andere Katheter || Implantate?
n | Anteil [%)] n Anteil [%] n | Anteil [%)] n Anteil [%] n | Anteil [%]
64 32 51 25,5 44 22 28 14 13 6,5

Lintraoperatives Material, Punktatmaterial, Abszessmaterial

2 TEP Material, Schrittmachermaterial, IUD (intrauterine-device)
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2.5 Phanotypische Methoden

2.5.1 Kultivierung von S. epidermidis auf Columbia-Blutagar

Die S. epidermidis-Isolate wurden Uber Nacht auf Columbia-Blut-Agar bei 37 °C angezichtet
(Abbildung 1). Dafur wurden eingesandte Primarmaterialien verwendet. Zur Stammerhaltung
wurden Kryokulturen angelegt (Cryobank, Mast Diagnostica, UK) und bei -80 °C gelagert.
Zur Kultivierung wurde der Columbia-Blut-Agar mit einer Kugel aus den Kryokulturen beimpft
(Ghebremedhin 2009).

2.5.2 Kultivierung von S. epidermidis auf Kongorot-Agar

Zum Nachweis der Biofilmbildung wurden die S. epidermidis-lsolate auf Kongorot-Agar
36 Stunden bei 37°C angezlichtet. Schwarze Kolonien mit trockener Konsistenz waren ein
Zeichen fir Biofilmbildung, hingegen generierten Biofilm-negative Isolate pink/rote Kolonien
(Freeman et al. 1989). Farbte sich zwar der Agar schwarz, jedoch zeigten die Kolonien eine

eindeutig pink/rote Farbgebung, wurde auch dies als negative Biofilmbildung gewertet.

2.5.3 Phanotypische Untersuchung von S. epidermidis

Mit Hilfe der Systeme Phoenix™ von Becton Dickinson sowie VITEK®2 und ATB von bioMé-
rieux wurden die S. epidermidis-Isolate phanotypisch identifiziert. Dabei wurden verschiede-
ne Tests, wie z.B. Oxidations- und Wachstumtests, pH-Wert-Veranderungen und Enzym-
nachweis-Tests angewandt. Es existieren Datenbanken, die typische Reaktionen von be-

kannten Referenzstdmmen enthalten (Layer et al. 2006, Ghebremedhin 2009).

Das ausgewahlte Isolat wurde nach Anziichtung auf Columbia-Blut-Agar im Gerét analysiert.
Abhangig vom Ergebnis der biochemischen Reaktionen wird ein Profil erstellt und mit dem in
der Datenbank befindlichen Bakteriendatensatz verglichen (Layer et al. 2006, Ghebremedhin
2009).

Es wurden die Identifizierungskarten GP fiir die Analyse im VITEK®2 (bioMérieux) und
AST 580-Karten fir die Resistenztestung verwendet. Nachdem die S. epidermidis-Isolate in
0,45 % Kochsalzlosung geldst und eine Tribung entsprechend einem McFarland Standard
von 0,5 hergestellt wurde, erfolgte die weitere Verarbeitung nach den Vorgaben des Herstel-

lers (Arbeitsanleitung des Herstellers).

Im Phoenix™ von Becton Dickinson wurde das Testpanel des Typs PMIC/ID-60 fur Staphylo-
kokken zur Identifizierung und Resistenzbestimmung der S. epidermdis-Isolate verwendet.
Verschiedene biochemische Reaktionen werden zur Analyse genutzt. Es wurde eine Bakte-
riensuspension von S. epidermidis in ID-Broth (BD, Erembodegem, Belgien) mit einer Tru-

bung entsprechend einem McFarland-Standard von 0,5 hergestellt und 25 pl davon in die
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AST Broth Uberfuhrt. AnschlieBend wurde 40 ul AST Indikator eingefillt. Danach wurde die
Suspension gut gemischt und in das Testpanel Gberfiihrt. In die linke Kammer wurde die 1D
Broth und in die rechte Kammer die AST Broth eingefillt und innerhalb 30 Minuten in das
Gerét eingelesen (Arbeitsanleitung des Herstellers).

Nach 4 bis 8 Stunden zeigte das Phoenix™ (Software Version 1.06; BD Phoenix 100) das
Ergebnis an, wenn das jeweilige Isolat mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 90 %
identifiziert wurde und nur ein Ergebnis moglich ist (Ghebremedhin 2009).

Die Resistenzbestimmung wurde in Anlehnung an die Richtlinien von CLSI durchgefuhrt.
Das Ergebnis lag nach 24 Stunden vor (CLSI 2005, Ghebremedhin 2009).

2.6 Genotypische Methoden

2.6.1 DNA-Isolierung von S. epidermidis

Zur Isolierung der DNA wurde das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Nach-
dem 3 Osen von Kolonien in Eppendorf-Réhrchen uberfiihrt wurden, die 1 ml NaCl enthiel-
ten, wurden die Rohrchen 5 Minuten bei 12.000 U/min zentrifugiert und der Uberstand abge-
gossen (Ghebremedhin 2009). Dem Bakterien-Pellet wurde 1 ml NaCl zugegeben. Danach
wurde der Ansatz auf dem Vortexer gemischt und erneut 5 Minuten bei 12 000 U/min zentri-
fuiert. Dieser Vorgang wurde ein drittes Mal zur Reinigung der Bakterien-Pellets wiederholt
(Ghebremedhin 2009). AnschlieRend wurden 180 ul TE-Puffer und 18 ul Lysostaphin-Lésung
(1 mg/ml) zugegeben. Der Ansatz wurde dann auf dem Vortexer gemischt und 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden 200 pl AL-Puffer und 20 ul Proteinase K dem Lysat
zugeflgt, gut gemischt und 30 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach folgte eine Inkubation von
15 Minuten bei 95°C. Nach diesen Schritten wurde der Ansatz durch Zugabe von 200 pl
96 %-Ethanol geféllt und auf dem Vortexer durchmischt. AnschlieRend wurde der Ansatz auf
eine Saule pipettiert und 1 Minute bei 8 000 U/min zentrifugiert. Nachdem die S&ule in ein
neues Rohrchen gesetzt wurde, folgte die Zugabe von 500 ul AW1-Puffer und die Zentrifuga-
tion bei 8 000 U/min fur 1 Minute. Die Saule wurde wiederum in ein neues Roéhrchen umge-
setzt, 500 pl AW2-Puffer zugegeben und 3 Minuten bei 14 000 U/min zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde die Saule in ein steriles Eppendorf-Réhrchen gesetzt und 100 yl AE-Puffer auf
die Saule pippettiert. Im nachsten Schritt folgte die Zentrifugation bei 8000 U/min fur 1 Minu-
te. Die gereinigte DNA wurde danach bei -20°C aufbewahrt (Ghebremedhin 2009).

2.6.2 Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA

Zur Konzentrationsbestimmung der Nukleinsaure wurde das NanoDrop 1000 Spectrophoto-

meter (Thermo Scientific, Wilmington, USA) verwendet. Nukleinsauren haben ihr Absorpti-
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onsmaximum bei 260 nm, hingegen haben Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm.
Der Quotient aus Absorptionaeonm/Absorption,genm gibt somit Auskunft Giber die Reinheit der
Losung. Bei Werten zwischen 1,8 und 2,0 kann von einer reinen Losung von Nukleinséure

ausgegangen werden (Ghebremedhin 2009).

2.6.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Ein Verfahren zur Verfielfaltigung von DNA-Sequenzen ist die Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) (Rassow et al. 2006, Ghebremedhin 2009). Dafuir werden
eine DNA-Matrize (template), eine thermostabile DNA-Polymerase, Oligodesoxyribonukleoti-
de als Primer und dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) bendtigt. Zunédchst kommt es
durch Erwarmung zur Auftrennung der DNA in die zwei Einzelstrange. Nachdem sich die
Primer an die Einzelstrdnge angelagert haben (annealing), werden diese von der DNA-
Polymerase verlangert. Schlie3lich erhéalt man eine Verfielfaltigung des Fragmentes, welches
von den Primern eingeschlossen wird (Rassow et al. 2006, Ghebremedhin 2009). Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden bei der MWG-Biotech AG (Ebersberg,
Deutschland) bestellt (Tabelle 2, 4, 6, 8) (Ghebremedhin 2009).

2.6.4 Herstellung des Agarosegels

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 1,5 g Agarosegel in 100 ml 1x TBE-Puffer aufge-
I6st. Anschlielend wurde das Gemisch aufgekocht und 5 pl Ethidiumbromid pro 100 ml Gel
hinzugefigt.

2.6.5 agr-Typisierung von S. epidermidis

Um die Isolate einer agr-Gruppe zuordnen zu kdnnen, wurde die PCR durchgefuhrt. Hierfar
wurde das Tag DNA-Polymerase Kit von Qiagen verwendet (Ghebremedhin 2009).

Zunachst musste ein PCR-Ansatz hergestellt werden. Dafur wurden je 0,5 ul forward-und
reverse-Primer mit 33,5 pl H,O, 3 yl Desoxynukleotide (ANTPs), 2 yl MgCl,, 0,5 pl Tag-DNA-
Polymerase, 5 ul 10 x Puffer und 3 pl template-DNA (bzw. 3 pl H,O bei der Negativkontrolle)
vermengt. Nach der PCR wurden die Produkte in einer Gel-Elektrophorese (1,5 %iges Gel)
untersucht (Ghebremedhin 2009).

Der Amplifikationszyklus ist in Tabelle 3 aufgefihrt.




Material und Methoden

18

Tabelle 2: Primer zur agr-Typisierung

Primer ProduktgréfRe (bp) | Oligonukleotide (5" —3") Referenz
agrA 1022 agrA F GCTGCAACCAAGAAACAACC diese Arbeit
agrA R CGTGTATTCATAATATGCTTCGATT
agrB 200 agrB F CCTTGGCTAGTGCTACATTT
agrB R CCTCCTTAGGAAAAAATACTGG Lietal. 2004
agrC 458 agrC F TGTTTATGCAAGCCAAGCAC

agrC R GGGCGAAAGCGGATAACAA

Tabelle 3: Amplifikationszyklus von agr

Amplifikationszyklus

agrA, agrB, agrC

5 min 94 °C; 35 Zyklen: 30 sec, 94 °C; 30 sec, 55 °C; 1 min, 72 °C; 7 min, 72 °C

2.6.6 Untersuchung auf 1S256

Das Vorhandensein des Insertionselemt 1IS256 wurde mit Hilfe des Tag-DNA-Polymerase Kit
von Qiagen uberprift (Ghebremedhin 2009).

Zunachst musste ein PCR-Ansatz hergestellt werden. Dafir wurden je 0,5 ul forward-und
reverse-Primer mit 35,5 pl H,O, 3 yl Desoxynukleotide (ANTPs), 2 yl MgCl,, 0,5 pl Tag-DNA-
Polymerase, 5 ul 10 x Puffer und 3 pl template-DNA (bzw. 3 pl H,O bei der Negativkontrolle)

vermengt. Nach der PCR wurden die Produkte in einer Gel-Elektrophorese (1,5 %iges Gel)
untersucht (Ghebremedhin 2009).

Der Amplifikationszyklus ist in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tabelle 4: Primer zur Identifikation von 1S256
Primer ProduktgréiRe (bp) | Oligonukleotide (5" —3") Referenz
1S256 1102 1IS256 F TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC Ziebuhr et al.
1IS256 R ATGTAGGTCCATAAGAACGGC 1999
Tabelle 5: Amplifikationszyklus von 1S256
Amplifikationszyklus
1S256 5 min 94 °C; 25 Zyklen: 30 sec, 94 °C; 30 sec, 52 °C; 1 min, 72 °C; 7 min, 72 °C
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2.6.7 Untersuchung auf den ica-Genkomplex

Das polysaccharide intercellular Adhesin (PIA) wird vom ica-Operon kodiert (Heilmann et al.
1996, Ziebuhr et al. 1997). Das Vorhandensein des icaA/D-Gens wurde mit Hilfe des Tag-
DNA-Polymerase Kit von Qiagen uberpruft.

Zunéchst musste ein PCR-Ansatz hergestellt werden. Dafur wurden je 0,5 pl forward-und
reverse-Primer mit 34,5 ul H,O, 3 yl Desoxynukleotide (ANTPs), 2 yl MgCl,, 0,5 yl Tag-DNA-
Polymerase, 5 pl 10 x Puffer und 3 pl template-DNA (bzw. 3 pl H,O bei der Negativkontrolle)
vermengt. Nach der PCR wurden die Produkte in einer Gel-Elektrophorese (1,5 %iges Gel)
analysiert (Ghebremedhin 2009).

Der Amplifikationszyklus ist in Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 6: Primer zur icaA/D-Typisierung

Primer Produktgréi3e (bp) | Oligonukleotide (5" —3") Referenz
icaA 188 icaA F TCTCTTGCAGGAGCAATCAA Aricola et al.
icaA R TCAGGCACTAACATCCAGCA 2001
icaD 198 icaD F ATGGTCAAGCCCAGACAGAG
icaD R CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA

Tabelle 7: Amplifikationszyklus von icaA/D

Amplifikationszyklus

icaA, icaD 5 min 94 °C; 35 Zyklen: 30 sec, 94 °C; 45 sec, 55,5 °C; 1 min, 72 °C; 7 min, 72 °C

2.6.8 Untersuchung auf das Vorhandensein des SCCmec-Komplexes

Die Oxacillin-Resistenz bei S. epidermidis wird durch ein Penicillin-bindendes Protein vermit-
telt, welches vom mecA-Gen kodiert wird (Chambers 1988, Mombach Pinheiro Machado et
al. 2007). Das mecA-Gen ist Teil des sogenannten staphylococcal cassette chromosome
mec (SCCmec) Systems (Ito et al. 2003).

Um die Isolate den unterschiedlichen SCCmec-Typen zuordnen zu kénnen wurde die PCR
durchgefuhrt. Hierfir wurde das Taq DNA-Polymerase Kit von Qiagen verwendet (Ghebre-
medhin 2009).

Zunachst musste ein PCR-Ansatz hergestellt werden. Daftir wurden die forward-und reverse-
Primer (je 0,096 pl (CIF F2 und R2, MECI P2 und P3, RIF5F10 und R13, pUB110 R1, pT181
R1) bzw. 0,192 pl ( DCS F2 und R1, MECAP4 und P7, I1IS431 P4) bzw. 0,048 pl ( KDP F1
und R1, RIF4 F3 und R9)) mit 31,83 ul H,O, 4 pl Desoxynukleotide (dNTPs), 2 pl MgCl,,
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0,25 ul Tag-DNA-Polymerase, 5 pl 10 x Puffer und 3 pl template-DNA (bzw. 3 ul H,O bei der
Negativkontrolle) vermengt. Nach der PCR wurden die Produkte in einer Gel-Elektrophorese
(1,5 %iges Gel) analysiert (Ghebremedhin 2009).

Tabelle 8: Primer zur SCCmec-Typisierung

Primer ProduktgréfRe (bp) | Oligonukleotide (5" —3") Referenz
CIF F2 495 CIF F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG Oliveira et al.
CIF R2 CIF R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 2002
KDP F1 284 KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC

KDP R1 KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

MECI P2 | 209 MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC

MECI P3 MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC

DCS F2 342 DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC

DCSR1 DCS R1 CTAAATCATAGCCAGACCG

RIF4 F3 243 RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG

RIF4 R9 RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

RIF5 F10 414 RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATGC

RIF5 R13 RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

IS431 P4 | 381 IS431 P4 CAGGTCTCTCTTCAGATCTACG

pUB110 R1 pUB110 R1 GAGCCATAACACCAATGCC

1S431 P4 303 1IS431 P4 CAGGTCTCTCTTCAGATCTACG

pT181 R1 pT181 R1 GAAGATGGGGAAAGCTTCAC

MECA P4 | 162 MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG

MECA P7 MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG
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Je nach GrofRe der Fragmente wurden die Proben den verschiedenen SCCmec Typen zu-
geordnet (Tabelle 9). Wenn die Signhale keinem SCCmec-Typen zugeordnet werden konn-
ten, aber der mecA-Nachweis positiv war, so wurde das Isolat als nicht typisierbar eingeord-

net.

Tabelle 9: Zuordnung zum SCCmec-Typ

FragmentgroRe (bp) SCCmec-Typ

495 I
284 [
209 I, il
342 LI, IV
243 I
414 [
381 la
303 [

162 interne Kontrolle

Der Amplifikationszyklus ist in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10: Amplifikationszyklus von SCCmec

Amplifikationszyklus

CIF F2,CIF R2,
KDP F1,KDP
R1,MECI
P2,MECI
P3,DCS F2,DCS
R1,RIF4
F3,RIF4 4 min 94 °C; 30 Zyklen: 30 sec, 94 °C; 30 sec, 53 °C; 1 min, 72 °C; 4 min, 72 °C
R9,RIF5
F10,RIF5
R13,1S431 P4,
pUB110 R1,
pT181 R1,MECA
P4,MECA P7

2.6.9 Multilocus-Sequenzanalyse (MLST)

Multilocus Sequence Typing (MLST) ist ein Verfahren zur molekularen Typisierung von

Bakterienstamme durch die Sequenzanalyse von sieben sogenannten Haushaltsgene (hou-
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sekeeping genes) (http://sepidermidis.mist.net/). Durch diese Vorgehensweise konnten neue
Erkenntnisse Uber die Epidemiologie verschiedener Bakterienstdmme gemacht werden
(Ghebremedhin 2009).

Mit Hilfe des TaKaRa ExTag-DNA-Polymerase Kits von TaKaRa wurde die PCR durchge-
fuhrt. 1x Ex Taq Puffer, 800 uM dNTPs, 8 mM MgCl,, 1,25 U Tag-DNA-Polymerase, 1,0 M
Oligonukleotid und HPLC-Wasser wurden zu einem Volumen von 50 pl zusammengefugt
(Ghebremedhin 2009).

Die fur die Multilocus-Sequenzanalyse eingesetzten Oligonukleotide sind in Tabelle 11 an-
gegeben und der Amplifikationszyklus ist in Tabelle 12 aufgefiihrt. Im Folgenden wurden die
PCR-Fragmente mit einer Gelelektrophorese untersucht und teilweise anschlieRend mittels

Sequenzierung analysiert.

Tabelle 11: Oligonukleotide zur Genotypisierung von S. epidermidis

Amplifikatgrof3e Referenz
Gen (bp) Oligonukleotide (5" —3")
Multisequenz-Analyse
arcC 465 arcC-F TGTGATGAGCACGCTACCGTTAG Wisplinghoff et al.
arcC-R TCCAAGTAAACCCATCGGTCTG 2003
arog 420 aroE-F CATTGGATTACCTCTTTGTTCAGC
aroE-R  CAAGCGAAATCTGTTGGGG nupi/isepidermiis.
gtr 438 gtr-F CAGCCAATTCTTTTATGACTTTT
gtr-R  GTGATTAAAGGTATTGATTTGAAT
mutS 412 mutS-F3 GATATAAGAATAAGGGTTGTGAA
mutS-R3 GTAATCGTCTCAGTTATCATGTT
pyrR 428 pyr-F2 GTTACTAATACTTTTGCTGTGTTT
pyr-R4 GTAGAATGTAAAGAGACTAAAATGAA
tpiA 424 tpi-F2  ATCCAATTAGACGCTTTAGTAAC
tpi-R2  TTAATGATGCGCCACCTACA
ygiL 416 yqil-F2 CACGCATAGTATTAGCTGAAG
yqgil-R2 CTAATGCCTTCATCTTGAGAAATAA

Tabelle 12: Amplifikationszyklus der housekeeping genes

Amplifikationszyklus Referenz

arcC, aroE,
gtr, mutS, 3 min 95 °C; 34 Zyklen: 30 sec, 95 °C; 1 min, 50 °C;
PYIR, tpiA, 1 min, 72 °C; am Ende 10 min, 72 °C

yqiL

http://sepidermidis.mlst.net/
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2.6.9.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

Das Aufreinigungskit QlAquick von Qiagen wurde verwendet um die tGberschissigen Primer,
Puffersalze, dNTPs und Tag-Polymerase zu beseitigen und die weitere Analyse der PCR-
Produkte zu ermdglichen. Dafir wurden 5 Anteile PB-Puffer zu 1 Anteil der Probe hinzuge-
geben und nach Auftragen auf die Saule fur 1 Minute bei 13 000 U/min zentrifugiert. Nach-
dem der Mischung zum Waschen der Membran 750 pl PE-Puffer zugefligt wurde, folgte die
Zentrifugation fur 1 Minute bei 13 000 U/min und danach nochmals eine Zentrifugation fur
1 Minute bei 13 000 U/min zum Trocknen der Membran (Ghebremedhin 2009).

AnschlieBend wurde die Saule in ein Eppendorf-Réhrchen tberfuhrt, 50 yl EB-Puffer auf die
QIAquick-Membran gegeben und 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der
Ansatz 1 Minute bei 13 000 U/min zentrifugiert (Ghebremedhin 2009).

2.6.9.2 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung basiert auf einer Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger
(Sanger et al. 1977).

Zunachst muss der zu sequenzierende Abschnitt verfielfaltigt und gereinigt werden (2.6.9.
bis 2.6.10.). Im Reaktionsansatz befinden sich dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
und ddNTPs (Didesoxyribonukleosidtriphosphate). Nach der Anlagerung der Primer verlan-
gert die Tag-Polymerase diese und fugt nach dem Zufallsprinzip dNTPs und ddNTPs ein.
Sobald es zum Einbau von ddNTPs kommt, fuhrt dies zum Kettenabbruch. Dies wird haufig
wiederholt, sodass schlie3lich Fragmente unterschiedlichster Lange entstehen (Sanger et al.
1977, Rassow et al. 2006, Ghebremedhin 2009). Jeder Reaktionsansatz bestand aus 140 ng
Amplifikat, 1 pl des jeweiligen Primers und 9 pl des BigDye Terminators. Mit H,O wurde auf
20 pl aufgefilllt. Die Auftrennung in die Einzelstrange fand bei 96 °C (30 sec) statt, die Anla-
gerung der Primer bei 54-60°C (10 sec) und die Verlangerung bei 60 °C (4 Minuten). Dieser
Zyklus wurde 29-mal wiederholt. Dabei wurden sowohl markierte ddNTPs als auch unmar-
kierte dNTPs eingebaut, wobei die ddNTPs zum Kettenabbruch fihrten. Anschlie3end wurde
der Ansatz von uberschissigen Produkten mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (Applied Biosystems)
gereinigt (Ghebremedhin 2009).

Die Sequenzierung in der vorliegenden Arbeit wurde mittels fluoreszenz-markierten Nukleo-
tiden in einem Kapillar-Sequenzierer durchgefuhrt. Fur die Sequenzierung wurden 5 pl des
aufgereinigten Produktes und 15 pl HiDi in einer Mikrotiterplatte gemischt. Die Kapillarelekt-
rophorese der markierten Produkte wurde mit Hilfe des ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Signale wurden vom Analyseprogramm (ABI Prism
Sequencing Analysis 3.0 (PE Biosystems)) berechnet, sodass diese schlief3lich in vierfarbi-

gen Elektropherogrammen gezeigt werden (Ghebremedhin 2009). Die Sequenzdatein wur-
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den mit Hilfe einer Software (Sequencher) analysiert (Middendorf et al. 2001, Madigan et al.
2001, Ghebremedhin 2009).

2.6.9.3 Auswertung der klonalen Linien von S. epidermidis (MLST)

Die Analyse der Gensequenzen fand mit Hilfe der ABI Prism Sequencing Analysis 3.0 Analy-
sesoftware (Applied Biosystems) und der Assembler Software (Applied Biosystems) statt.
Um einen Verwandtschaftsgrad zu ermitteln, werden Sequenzvergleiche (Alignments)
durchgefiihrt, wobei Sequenzen gegeneinander verschoben werden, damit eine groRe Uber-
einstimmung in der Basenfolge auftritt. Die Alignments wurden mit BioEdit Version 7.0.1 (Hall
1999) bzw. DNASIS®MAX Version 2.0.5 (Hitachi Software Engineering, Japan) erstellt
(Ghebremedhin 2009).

Fur jede Probe wurden die Allele der Haushaltsgene bestimmt. Den jeweiligen Allelen wurde
eine Zahl zugeordnet, sodass man ein Allelprofil erhalten hat (Enright et al. 2002, Ghebre-
medhin 2009). AnschlieBend kann ein Dendrogramm erstellt werden, welches den Ver-
wandtschaftsgrad der unterschiedlichen Sequenztypen darstellt (Enright et al. 2002, Gheb-
remedhin 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Allelprofile der sieben Haushaltsgene (housekeeping
genes) Carbamatkinase (arcC), Shikimat-Dehydrogenase (aroE), ABC Transporter (gtr),
DNA-Mismatch Reparatur-Protein (mutS), Pyrimidin operon Regulationsprotein (pyrR), Trio-
sephosphatisomerase  (tpi) und  Acetyl-CoA-Acetyltransferase  (yqiL)  analysiert.
Die untersuchten S. epidermidis-lsolate konnten am Ende mittels Server
(http://sepidermidis.mist.net/) einem Sequenztyp zugeordnet werden (Ghebremedhin et al.
2009, Ghebremedhin 2009).
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl der Isolate

Aus den eingesandten Materialien unterschiedlicher Patienten am Universitatsklinikum wur-
den 200 S. epidermidis-Isolate angeziichtet. Bei rund einem Drittel der Isolate handelte es
sich um Blutkulturen, wahrend sich der Ubrige Anteil aus Material von Katheterspitzen, Im-
plantaten und Gewebeproben zusammensetzte (Abbildung 5). Die Katheterspitzen wurden
nochmals unterteilt in zentrale Venenkatheter (ZVK) und Drainagen bzw. andere Katheter.
Unter dem Oberbegriff Gewebe wurde Untersuchungsmaterial von Punktionen, Abszessen
und intraoperativem Material zusammengefasst. Da einige Isolate von Totalendoprothesen,
Herzschrittmachermaterial oder Intrauterinpessaren (IUD) stammten, wurde eine zusatzliche

Gruppe unter dem Oberbegriff Implantate gebildet.

Die Einsendungen kamen aus Kliniken der medizinischen Fakultat der Universitatsklinik. Es
wurde keine besondere Einteilung der Patienten vorgenommen, lediglich das Einsendungs-
material wurde zur besseren Vergleichbarkeit den genannten Gruppen zugeordnet
(Abbildung 5).

35%
30% m Blutkulturen

§ 25%

— H zentrale

E 20% Venenkatheter

2 15% ® Gewebel

.3

% 10% ® Drainagen/ andere
5% Katheter

Implantate?

0% .
Material

Abbildung 5: Art der Materialien,
aus denen die S. epidermidis-Isolate gewonnen wurden (n=200)

Lintraoperatives Material, Punktatmaterial, Abszessmaterial

2 TEP Material, Schritmachermaterial, I[UD (intrauterine device)
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3.2 Antibiotikaresistenz der S. epidermidis-Isolate

Das Resistenzverhalten wurde mittels VITEK®2 und Phoenix™ untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass Uber 91,5 % der Isolate resistent gegentber Penicillin waren und
76 % resistent gegen Oxacillin. Hohe Resistenzraten konnten auch bei Erythromycin
(70,5 %), bei Clindamycin (67,5 %) und bei Ciprofloxacin (57 %) festgestellt werden. Bei der
Testung gegen Gentamicin erwiesen sich 46 % als resistent und 25 % der Isolate zeigten
eine Resistenz gegen Cotrimoxazol. Alle 200 Isolate waren gegen Vancomycin, Teicoplanin

und Linezolid sensibel.

Weiterhin wurden Resistenzprofile erstellt um zu untersuchen, ob es multiresistente Isolate
gab (Abbildung 6). Gegenuber Penicillin waren 183 Isolate resistent. Bei 152 Isolaten konnte
eine Resistenz gegeniber Penicillin und zusatzlich gegen Oxacillin nachgewiesen werden.
Das Resistenzprofii PEN-OXA-CIP wurde bei 103 Isolaten detektiert. Zusatzlich resistent
gegen Gentamicin waren 71 Isolate. Wurde die Erythromycin-Resistenz in das Resistenzpro-
fil einbezogen, so gehorten zu diesem Profil insgesamt 62 Isolate.

Ein multiresistentes Profil wurde 41 Isolaten zugeordnet, die icaA/D-positiven waren sowie
resistent gegen Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Clindamy-

cin.
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Abbildung 6: Haufigkeit von ausgewahlten Resistenzprofilen, (n=200);
(PEN: Penicillin; OXA: Oxacillin; CIP: Ciprofloxacin;
GEN: Gentamicin; ERY: Erythromycin;CLI: Clindamycin; SXT: Cotrimoxazol)
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3.3 Nachweis der Biofilmbildung

Die Kultivierung auf Kongorot-Agar ist eine einfach durchzufiihrende Methode, um die Bio-
filmbildung phanotypisch nachzuweisen. Ist ein Isolat in der Lage, einen Biofilm zu bilden,
sind schwarze Kolonien mit einer eher trockenen Konsistenz sichtbar (s. 2.5.2., Freeman et
al. 1989).

Pink/rote Kolonien hingegen zeigen an, dass die Isolate phanotypisch keinen Biofilm bilden
kénnen (Abbildung 7).

a) pink/rote Kolonien auf Kongorot-Agar Duplex-PCR, keine Detektion von icaA/D

M

icaD: 198 bp
—_—>

icaA: 188 bp

b) schwarze Kolonien auf Kongorot-Agar Duplex-PCR, Detektion von icaA/D

Abbildung 7: Kultivierung auf Kongorot-Agar mit

a) negativer und b) positiver Biofilmbildung; (M: Marker)

Bei der Untersuchung aller Isolate war zu verzeichnen, dass insgesamt 32 % der Isolate
schwarze Kolonien auf Kongorot-Agar bildeten und somit phanotypisch in der Lage sind,

einen Biofilm zu bilden.
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Des Weiteren wurde untersucht, ob die Materialart mit der Haufigkeit der Biofilmbildung

korreliert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 8 dargestellit.

Uber die Halfte der S. epidermidis-Isolate aus den unterschiedlichen Materialarten haben
sich auf Kongorot-Agar als pink/rote Kolonien dargestellt. Dies ist ein Hinweis, dass diese zur
phanotypischen Biofilmbildung nicht beféhigt sind.

S. epidermidis-Isolate, die von Implantaten angeziichtet wurden, bildeten am haufigsten
einen Biofilm (46,2 %). Bei den Isolaten aus Drainmaterial und Gewebeproben bildeten
etwas mehr als ein Drittel der Isolate einen Biofilm.

S. epidermidis-Isolate aus Blutkulturen und Katheterspitzen (ZVK) hingegen bildeten in fast
75 % der Falle keinen Biofilm auf Kongorot-Agar.

100
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40 H Biofilm positiv
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20
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0 . . . . .

Blutkulturen  zentraler Drain/ Implantate ~ Gewebe
Venekatheterandere Kath.

Haufigkeit [%]

Abbildung 8: Haufigkeit der Biofilmbildung bei den verschiedenen Materialarten (n=200)

3.4 Genotypische Untersuchungen

3.4.1 Nachweis der ica-Gene

Phanotypisch Biofilm-negative S. epidermidis-Isolate waren teilweise icaA/D-positiv und
erfllliten damit die genotypische Bedingung fur die Biofilmbildung.
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In den Kapiteln 1.2 und 1.3 wurde erlautert, dass eine wesentliche Voraussetzung zur Akku-
mulation das polysaccharide intercellular Adhesin (PIA) ist, welches wiederum vom ica-
Operon kodiert wird. Aufgrund dessen sollte die genotypische Fahigkeit zur Biofilmbildung
durch eine PCR mit Untersuchung des ica-Genkomplexes nachgewiesen werden (s. 2.6.7.)

Die genotypische Untersuchung erfolgte mittels Duplex-PCR (Abbildung 9).

1000 bp
>
500 bp
icaD: 198 bp
100 bp icaA: 188 bp

Abbildung 9: Duplex-PCR zur Untersuchung auf den ica-Genkomplex;
(M: Marker; +: icaA/D-positiv)

Betrachtete man die Biofilmbildung und die icaA/D-Gene in einem Zusammenhang, so waren
61 S. epidermidis-Isolate icaA/D-positiv und zugleich phanotypische Biofilmbildner. Drei
icaA/D-negative S. epidermidis-Isolate waren trotzdem in der Lage, phanotypisch Biofilm zu
bilden (Tabelle 13).

Insgesamt 136 Isolate bildeten auf Kongorot-Agar keinen Biofilm. Davon waren 63 icaA/D -

positiv und 73 icaA/D-negativ.

Tabelle 13: Untersuchung der Biofilmbildung und des ica-Genkomplexes.

Biofilm
icaA/D positiv negativ Summe
positiv 61 63 124
negativ 3 73 76
Summe 64 136 200
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Abbildung 10 veranschaulicht die phanotypische Biofilmbildung und das Vorhandensein der

ica-Gene.

Dafur wurde zunéachst der ica-Genkomplex untersucht um danach in zwei Gruppen (icaA/D-
positiv und icaA/D-negativ) die Biofilmbildung zu beurteilen. Von 124 icaA/D-positiven Isola-
ten zeigten sich nur 49 % als in vitro Biofilm-bildend.

Bei 76 Isolaten konnte kein ica-Genkomplex nachgewiesen werden. Bei der Kultivierung auf
Kongorot-Agar fiel auf, dass von diesen icaA/D-negativen Isolaten 96,1 % in vitro keinen
Biofilm bilden konnten, wohingegen 3 Isolate (3,9 %) einen Biofilm auf Kongorot-Agar bilde-
ten.

= Biofilm positiv m Biofilm negativ

icaA/D-positiv icaA/D-negativ
62 % 38 %

Abbildung 10: Biofilmbildung in Abhangigkeit vom Vorhandensein

des ica-Genkomplexes (n=200)

3.4.2 Das Insertionselement 1S256

Die 200 S. epidermidis-Isolate wurden auf das Vorhandensein des Insertionselementes
IS256 untersucht (Abbildung 11).
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1102 b
P 1000 bp

500 bp
4—

100 bp

Abbildung 11: PCR zur Untersuchung der S. epidermidis-Isolate auf das Insertionselement
IS256; (M: Marker; +: 1S256 positiv; -: 1IS256 negativ)

In der PCR-Untersuchung waren 105 S. epidermidis-Isolate (52,5 %) 1S256-positiv (Abbil-
dung 12a).
Betrachtete man jedoch nur die multiresistenten Isolate, konnte 1S256 insgesamt bei 95,1 %

detektiert werden (Abbildung 12b).

®pos ®pos

®neg ®neg

Abbildung 12: Nachweis des Insertionselementes 1S256, a: alle Isolate (n=200)
b: multiresistente Isolaten (n=41); (pos: 1S256 positiv; neg: 1IS256 negativ)

Untersucht man die phénotypisch Biofilm-negativen Isolate, die icaA/D-positiv waren, auf das
Vorhandensein des Insertionselementes 1S256, so stellte man fest, dass 63,5 % dieser
Isolate das Element besitzen und bei 36,5 % kein Insertionselement 1S256 nachgewiesen

werden konnte.
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3.4.3 agr-Gruppenspezifitat

Das accessory gene regulator-(agr) System ist sowohl in pathogenen als auch in nicht pa-
thogenen S. epidermidis-lsolaten vorhanden. Darum sollte das agr-System nicht nur als
Regulator von Virulenzfaktoren betrachtet werden, sondern vielmehr als Quorum-sensing-
System, welches u.a. Virulenzfaktoren wachstumsabhéangig reguliert (Otto 2001, 2004). Die
Isolate wurden mittels Multiplex-PCR auf ihre agr-Gruppe untersucht (Abbildung 13).

I: 1022 bp

1000 bp I1: 1022 bp

D 458 bp

500 bp 200 bp

l1l: 1022 bp

100 bp 200 bp
—

Abbildung 13: Multiplex-PCR zur Untersuchung der agr-Gruppen;
(M: Marker; I: agr-Gruppe I; II: agr-Gruppe II; 11l: agr-Gruppe III)

Dabei wurden 39 S. epidermidis-Isolate der agr-Gruppe | zugeordnet und 66 Isolate der agr-
Gruppe Il. Bei 70 Isolaten konnte agr-Gruppe Il nachgewiesen werden. Die Ubrigen Isolate
erwiesen sich als agr negativ. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.

®neg

Abbildung 14: agr-Gruppenspezifitat der S. epidermidis-Isolate (n=200);
(I: agr-Gruppe I; II: agr-Gruppe IlI; 111: agr-Gruppe llI; neg: agr-negativ)
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Wie in Abbildung 14 ersichtlich, lasst sich zusammenfassen, dass agr-Gruppe Il und Il am

haufigsten vertreten waren, wahrend agr-Gruppe | seltener detektiert wurde.

3.4.4 SCCmec-Typisierung

In Kapitel 1.6 wurde erlautert, dass der SCCmec-Komplex die Resistenzgene gegen einige
Antibiotika, darunter auch gegen Oxacillin, aufweisen kann. Der SCCmec-Typ wurde mittels
Multiplex-PCR bestimmt (Abbildung 15).

Abbildung 15: Multiplex-PCR zur Bestimmung des SCCmec-Typs;
(I: SCCmec-Typ I; Il: SCCmec-Typ II; lll: SCCmec-Typ lI; IV:SCCmec-Typ IV;
mec-: SCCmec negativ, NT: nicht typisierbar M: Marker)

Der SCCmec-Typ | wurde mit 39,5 % (n=79 Isolate) am haufigsten nachgewiesen. Des
Weiteren wurde Typ Il bei 25 S. epidermidis-Isolaten (12,5 %) sowie Typ lll bei insgesamt 14
S. epidermidis-lsolaten (7 %) detektiert. SCCmec-Typ IV wurde bei 10 S. epidermidis-
Isolaten (5 %) nachgewiesen. Einige Isolate (n=25 Isolate; 12,5 %) besalRen zwar des mecA-
Gen, konnten jedoch keinem SCCmec-Typen zugeordnet werden.

Von den 200 S. epidermidis-Isolate waren 23,5 % (n=47 Isolate) genotypisch mecA-negativ.
Betrachtet man das Resistenzprofil dieser Isolate, so fallt auf, dass 42 der 47 Isolate sensibel

fur Oxacillin getestet wurden und 5 Isolate resistent.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der folgenden Abbildung dargestellit.
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Abbildung 16: Haufigkeiten der SCCmec-Typen (n=200); (I: SCCmec-Typ I; Il: SCCmec-
Typ II; lll: SCCmec-Typ llI; IV:SCCmec-Typ IV; NT: nicht typisierbar, neg: SCCmec negativ)

3.4.5 SCCmec-Typen im Zusammenhang mit der Antibiotikaresistenz

Um den Zusammenhang zwischen SCCmec-Typen und der Antibiotikaresistenz naher zu
untersuchen, wurde die Korrelation zwischen SCCmec-Typ und der Antibiotikaresistenz

gegenuber Nicht-Betalaktam-Antibiotika untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17

dargestellt.
100
90
80
70
60 B CLI-Resistenz
g 50 B TET-Resistenz
S 40 " ERY-Resistenz
E-’ 30 B GEN-Resistenz
=_c|__:ts 20 u CIP-Resistenz
10 B SXT-Resistenz
0

Abbildung 17: Korrelation der SCCmec-Typen mit Antibiotikaresistenz; die Anzahl der
Isolate ist unter den jeweiligen Typen angegeben; (I: SCCmec-Typ I; Il.: SCCmec-Typ I,
[ll: SCCmec-Typ llII; IV: SCCmec-Typ IV; NT: nicht typisierbar, neg: SCCmec negativ,
CLI: Clindamycin; TET: Tetrazyklin; ERY: Erythromycin; GEN: Gentamicin;

CIP: Ciprofloxacin; SXT: Cotrimoxazol)
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Die SCCmec-Typen und die nicht typisierbaren Isolate wiesen hdhere Anteile an resistenten
Isolaten gegen ausgewahlten Antibiotika (Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Ciproflo-
xacin) auf, als die Isolate ohne mecA-Gen. Weiterhin zeigte SCCmec-Typ Il eine aul3eror-
dentlich hohe Resistenzrate gegeniber allen Antibiotika mit Ausnahme von Tetrazyklin.
Zudem bestand bei vielen SCCmec-Typen und den nicht typisierbaren Isolaten eine hohe
Resistenzrate gegentber Clindamycin und Erythromycin und haufig auch gegenuber Ciprof-
loxacin. Eine Ausnahme davon bildet SCCmec-Typ lll, da bei diesen Isolaten eine vergleich-
sweise niedrige Resistenzrate gegeniber Clindamycin und Erythromycin und eine hohe
Resistenzrate gegeniber Ciprofloxacin auffiel. Ein relevanter Anteil der S. epidermidis-
Isolate trug SCCmec-Typ IV und war mit hohen Resistenzraten gegeniiber Erythromycin,
Clindamycin und Ciprofloxacin und einer niedrigeren Resistenzrate gegeniiber Tetrazyklin,
Gentamicin und Cotrimoxazol versehen. Jedoch ist die Resistenz dieser Isolate gegentber
Tetrazyklin und Cotrimoxazol etwas ausgepragter als die der meisten Isolate mit anderen

SCCmec-Typen.
3.4.6 Korrelation zwischen den agr-Gruppen und den SCCmec-Typen

Um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen der agr-Gruppe und dem SCCmec-Typ
festzustellen, wurden diese beiden Eigenschaften in Abhangigkeit voneinander dargestellt
(Abbildung 18).

20
18 -
16 -
. 14 -
X
= 12 -
=  agrl
._E:” 10 -
:_‘I__% g8 - m agrll
6 - agr I
4 _ agr
2 . neg
O -
I I 11 v NT neg
SCCmec

Abbildung 18: Korrelation zwischen agr-Gruppenspezifitat und SCCmec-Typ (n=200),

(I: SCCmec-Typ I; Il: SCCmec-Typ II; lll: SCCmec-Typ lI; IV:SCCmec-Typ IV; NT: nicht

typisierbar, neg: SCCmec negativ; agr |: agr-Gruppe |; agr Il: agr-Gruppe II; agr IlI: agr-
Gruppe lll; agr neg: agr-negativ)
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Wie in Abbildung 18 zu erkennen ist, wurde die agr-Gruppe Il nahezu ausschlie3lich im
Zusammenhang mit SCCmec-Typ | und mecA-negativem Typ nachgewiesen, wohingegen
die agr-Gruppe | mit allen SCCmec-Typen und nicht typisierbaren Isolaten assoziiert war.
Ahnliche Verhéltnisse liegen bei agr-Gruppe Il vor. Diese konnte in Kombination mit jedem
SCCmec-Typ und besonders haufig mit SCCmec-Typ |, nicht typisierbaren Isolaten und
Isolaten ohne mecA-Gen nachgewiesen werden. Die agr-negativen S. epidermidis-Isolate
wurden eher seltener nachgewiesen und auch diese waren mit jedem SCCmec-Typ asso-

ziiert.

Zusammenfassend lasst sich daraus schliel3en, dass die S. epidermidis-Isolate mit agr-
Gruppe Il vorwiegend mit SCCmec-Typ | bzw. mecA-negativem Typ korrelierten.

3.4.7 agr-Gruppenspezifitat bei multiresistenten S. epidermidis-Isolaten

Bei der PCR-Untersuchung der agr-Gruppenspezifitat der S. epidermidis-Isolate zeichnete
sich ab, dass generell die S. epidermidis-lsolate Uberwiegend den agr-Gruppen Il und llI
zugeordnet werden konnte. Insgesamt 41 S. epidermidis-Isolaten wurde ein multiresistentes
Profil zugeordnet, da diese eine Resistenz gegen Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Genta-
micin, Erythromycin und Clindamycin aufwiesen, sowie icaA/D-positiv waren. Um zu tGberpri-
fen, ob sich die Verteilung bei multiresistenten, klinisch relevanten Isolaten verandert, wurde
die Haufigkeit der agr-Gruppen bei diesen Isolaten betrachtet. Dabei zeigte sich tatséchlich

eine veranderte Aufteilung, die in Abbildung 19 dargestellt ist.

Bei den multiresistenten Isolaten wurden die agr-Gruppen | und Ill haufiger nachgewiesen,
wohingegen agr-Gruppe Il nur sporadisch detektiert wurde. Von den multiresistenten S.
epidermidis-Isolaten waren 9 Isolate (22 %) agr-negativ.

® neg

Abbildung 19: Haufigkeit der agr-Gruppen bei multiresistenten S. epidermidis-Isolaten
(n=41), (I: agr-Gruppe I; Il: agr-Gruppe II; lll: agr-Gruppe llI; neg: agr-negativ)
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3.4.8 SCCmec-Typen bei multiresistenten S. epidermidis-Isolaten

Bei den unselektionierten S. epidermidis-Isolaten konnte am haufigsten SCCmec-Typ |
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde bei den multiresistenten Isolaten bei 39 %

SCCmec-Typ Il nachgewiesen, was eine Dominanz dieses Typs zeigte (Abbildung 20).

SCCmec-Typ | wurde bei 19,5 % der Isolate detektiert und SCCmec-Typ Ill wurde bei
12,2 % der Isolate nachgewiesen. SCCmec-Typ IV wurde bei allen Isolaten nur selten nach-
gewiesen. Bei den multiresistenten Isolaten hingegen betragt der Anteil 14,6 % und ist damit
sichtbar gestiegen. 9,8 % der multiresistenten S. epidermidis-Isolate waren nicht typisierbar
und bei 4,9 % war kein mecA-Gen nachweisbar.

|
[
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®neg

Abbildung 20: Haufigkeit der SCCmec-Typen bei multiresistenten
S. epidermidis-Isolaten (n=41), (I: SCCmec-Typ I; Il: SCCmec-Typ II; lll: SCCmec-Typ I,
IV:SCCmec-Typ IV; NT: nicht typisierbar, neg: SCCmec negativ)

3.4.9 Korrelation zwischen der agr-Gruppenspezifitat und dem
SCCmec-Typ bei multiresistenten S. epidermidis-Isolaten

Da sowohl die agr-Gruppe als auch die SCCmec-Typen bei multiresistenten S. epidermidis-
Isolaten ein anderes Verteilungsmuster prasentierten, wurde auch die Korrelation dieser
Gene bei den multirestistenten S. epidermidis-Isolaten untersucht. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 21 zusammengefasst.
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Abbildung 21: Korrelation zwischen der agr-Gruppe und dem SCCmec-Typ bei
multiresistenten S. epidermidis-Isolaten (n=41), (I: SCCmec-Typ I; Il: SCCmec-Typ II; IlI:
SCCmec-Typ lll; IV:SCCmec-Typ IV; NT: nicht typisierbar, neg: SCCmec negativ; agr |: agr-
Gruppe I; agr Il: agr-Gruppe II; agr Ill: agr-Gruppe llI; agr neg: agr-negativ)

Die agr-Gruppen | und Il und der SCCmec-Typ Il wurden bei den multiresistenten Isolaten
am haufigsten nachgewiesen (Abbildung 19 und 20). Es zeigte sich eine ausgepragte Korre-
lation zwischen agr-Gruppe | und dem SCCmec-Typ Il, jedoch kam diese agr-Gruppe selten
auch im Zusammenhang mit den anderen SCCmec-Typen vor (Abbildung 21). Fernerhin war
der SCCmec-Typ lll bei den multiresistenten Isolaten ausschlie3lich mit agr-Gruppe Il asso-
ziiert. Zwischen agr-Gruppe IlIl, agr-negativen Isolaten und SCCmec-Typ Il zeichnete sich
auch eine Korrelation ab. Da die agr-Gruppe IIl und agr-negative Isolate ebenfalls haufig in
Kombination mit den anderen SCCmec-Typen auftraten, kann jedoch keine offensichtliche

Préaferenz des SCCmec-Typs Il festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu trat bei der Untersuchung des gemeinsamen Vorkommens von agr-
Gruppe und SCCmec-Typ aller Isolate eine auffallende Korrelation zwischen agr-Gruppe I

und SCCmec-Typ | bzw. mecA-negativen Typ auf.

3.4.10 SCCmec-Typen und agr-Gruppen in Abhangigkeit vom klinischen
Material

Bei der Betrachtung der agr-Gruppen in Abhangigkeit vom Untersuchungsmaterial (Tabelle

14) fiel auf, dass in S. epidermidis-Isolaten aus Katheterspitzen (ZVKs), Drains und Implanta-
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ten am haufigsten agr-Gruppe Il nachgewiesen wurde, wohingegen bei Isolaten aus Blutkul-

turen und Gewebeproben agr-Gruppe 11l dominierte (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verteilung der agr-Gruppen in den verschiedenen Untersuchungsmaterialien

Untersuchungsmaterial
Drain/ andere
agr-Gruppe Blutkulturen ZVK Katheter Gewebeproben Implantate
I 23,4 % 21,6 % 14,3 % 18,2 % 7,7%
Il 219 % 41,2 % 46,4 % 22,7 % 61,5 %
[ 48,4 % 23,5% 32,1 % 36,4 % 154 %
negativ 6,3 % 13,7 % 7.2 % 22,7 % 15,4 %

Eine Assoziation zwischen Untersuchungsmaterial und dem SCCmec-Typ wurde ebenfalls
untersucht (Tabelle 15). In S. epidermidis-Isolaten aus Blutkulturen, Katheterspitzen (ZVKSs),
Drains und in Gewebeproben wurde SCCmec-Typ | am haufigsten nachgewiesen, der gene-
rell bei allen Isolaten am haufigsten nachgewiesen wurde. Bei Isolaten aus Implantaten
konnte jedoch bei tiber 50 % der Isolate kein mecA-Gen nachgewiesen werden.

Tabelle 15: Verteilung der SCCmec-Typen in den verschiedenen Untersuchungsmaterialien

Untersuchungsmaterial
Drain/ andere
SCCmec-Typ Blutkulturen ZVK Katheter Gewebeproben Implantate
[ 29,7 % 49,0 % 50,0 % 40,9 % 23,1%
Il 10,9 % 13,8 % 21,4 % 9,1 % 7,7%
1 15,6 % 3,9% 0% 45% 0%
v 1,6 % 7,8% 7,2% 45 % 7,7 %
nicht typisierbar 21,9 % 7,8 % 0% 13,7 % 7,7 %
negativ 20,3 % 17,7 % 21,4 % 27,3 % 53,8 %

3.5 Sequenzierung einzelner S. epidermidis-Isolate

Insgesamt 40 S. epidermidis-Isolate wurden einer Multisequenzanalyse mittels MLST (Multi-
locus Sequence Typing) unterzogen. Aus 6konomischen Griinden wurden 14 Isolate selek-

tiert, die aus den klinischen Materialien isoliert wurden (Gewebeproben, ZVK, Implantate und
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Drain/andere Katheter) und eine Resistenz gegeniber Penicillin, Oxacillin, Gentamicin und
Ciprofloxacin aufwiesen. Weitere 26 S. epidermidis-Isolate aus Blutkulturen wurden ebenfalls
mittels MLST analysiert.

Die MLST-Daten sind in Tabelle 16 nach den Materialarten, aus denen die S. epidermidis-

Isolate gewonnen wurden, zusammengefasst

Tabelle 16: Multisequenzanalyse der selektionierten S. epidermidis-Isolate:

dargestellt sind die Haufigkeiten der ermittelten Sequenztypen sowie die Materialart (n=39)

Sequenztyp
Materialart 2 5 6 10 | 21 | 23 | 32 | 43 | 48 | 59 | 130 | 135 | 242
BK 6 4 1 2 2 1 1 - 2 3 2 - 1
ZVK - - - - - 1 - 1 - - - 1 2
Drain/ andere Katheter - - - 1 - - - - - - - 1 2
Implantate - - - - - 1 - 1 - - - - -
Gewebeproben - - - 1 - - - - - - 1 1 -
Anzahl n=39 6 4 1 4 2 3 1 2 2 3 3 3 5

Die vier haufigsten Sequenztypen ST2, ST5, ST10 und ST242, stellen insgesamt 47,5 % der
untersuchten Isolate dar. Dabei kann ST2 als der haufigste Sequenztyp mit 15 % (n=6 von
40) der untersuchten Isolate hervorgehoben werden. Weiterhin wurden auch die Sequenzty-
pen ST5 und ST10 mit jeweils 10 % und ST242 mit 12,5 % haufiger nachgewiesen. Blutkul-
tur-Isolate wurden am haufigsten als ST2 typisiert, aber auch ST5 und ST59 wurden in Blut-
kulturen mehrfach nachgewiesen. S. epidermidis-lsolate aus Katheterspitzen (ZVK und
Drain/andere Katheter) wurden am haufigsten ST242 zugeordnet. Hervorzuheben ist, dass
die selektionierten S. epidermidis-Isolate, die den Sequenztypen ST2, ST5, ST6, ST21,

ST32, ST48 und ST59 zugeordnet wurden, aus Blutkulturen isoliert werden konnten.

Ein Isolat konnte keinem Sequenztyp eindeutig zugeordnet werden. Aufgrund dessen er-
scheint dieses nicht in Tabelle 16. Dieses Isolat wurde von Blutkulturen isoliert und kénnte

nach der Sequenzierung ST57, ST154 oder ST172 zugeordnet werden.
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3.5.1 Vorkommen von 1S256, icaA/D, mecA und agr in den Sequenz-
typen

Im Anschluss daran sollte festgestellt werden, ob bestimmte Sequenztypen mit den unter-

suchten Pathogenitats- bzw. Virulenz-assoziierter Genen korrelierten (Tabelle 17).

Tabelle 17: Sequenztypen der S. epidermidis-Isolate und deren genetische Determinanten:
Zusammenhangend wurden die genetischen Determinanten (agr, icaA/D, SCCmec) der S.
epidermidis-Isolate der verschiedenen klonalen Linien betrachtet; Zahlen in Klammern

beziffern die Isolatanzahl mit dem entsprechenden STs

icaA/D 1S256 SCCmec agr
ST pos |neg | pos | neg | | Il | IV | NT |neg| | Il Il | neg
2 (6) 6 - 5 1 - 3 3 - - - 2 - 3 1
5 (4) 13| 1r |33 |- | -1]-]l2/|-1]-1]13/]|1]|-
6 (1) . A A T (N N T AU I N O R I T I
10 (4) 131|304l - -|-1]-|-01z2/]:-1]2]-
21 (2) -2l - 20 - -11]-]-12f2|21]|-]-
23 (3) 3| - 3| -11|-1]-1]l2]2]|-1]-121]2]-
32 (1) T T e e e T I A T N
43 (2) 2 | -0 2| -] -] -1]-1-1-1-121-
48 (2) 20 - -1 20 - -1 -1-121-1-1-121-
59 (3) 2 1| |2 --1]-1]-]1l2/121]-1212]2]-
130 (3) 1 2 1 2 1 - - - 1 1 1 - 2 -
135 (3) 3| -1 3| -1l ]|-1]-1-1-1-13]-
242 (5) 5 | -4 |11 2|1 |21]|-]|-]21/|-1]4a]-

Die Mehrzahl der S. epidermidis-Isolate trugen sowohl das Insertionselement 1S256 als auch
das icaA/D-Gen. Auch eine Korrelation zwischen SCCmec-Typ und Sequenztyp ware mog-
lich, da z.B. ST5 und ST10 bis auf eine Ausnahme (ein ST5-Isolat war nicht SCCmec-
typisierbar) ausschlie3lich Trager des SCCmec-Typ | waren. Isolate, die als ST2 und ST242
typisiert wurden, trugen ausnahmslos das icaA/D-Gen und es konnte zudem héaufig 1S256

detektiert werden. Sie waren alle mecA-Gen positiv, jedoch gehdrten sie unterschiedlichen
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SCCmec-Typen an. Hervorzuheben ist, dass die am haufigsten nachgewiesenen Sequenz-
typen stets Trager des mecA-Gens waren und infektionsepidemiologisch als bedeutende

Erreger bei Kolonisierung bzw. Infektionen einzustufen waren.

3.5.2 Phylogenetische Verwandtschaft ausgewahlter S. epidermidis-
Isolate

Zur Darstellung der phylogenetischen Verwandschaft der S. epidermidis-lsolate wurde der
Neighbor-Joining-Algorithmus verwendet. Die Analyse wurde mit Hilfe der Software Splits
Tree 4 durchgefuhrt. Die Neighbor-Joining Methode basiert auf dem Prinzip der ,minimum
evolution® und erstellt einen Stammbaum, worin Nachbarn durch einen Knoten verbunden
sind und die geringste Lange eines Armes angestrebt wird (Saitou et al. 1987). Die Ver-
wandtschaftsverhaltnisse konnen anhand der Topologie des Baumes und der Armlangen
abgeschatzt werden (Saitou et al. 1987).

Die phylogentische Verwandtschaft der S. epidermidis-Isolate mit den haufigsten Sequenz-
typen ist in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: phylogenetische Verwandtschaft der am haufigsten nachgewiesenen Se-
guenztypen von S. epidermidis (n=19). Die Verwandtschaft wurde Uber Multilocus Sequence

Typing (MLST) berechnet. ST5 und ST210 gruppieren sich zu einem Cluster.
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Es wird deutlich, dass ST5 und ST10 durch einen Knoten verbunden waren und somit als
genetisch nahe verwandt gelten. ST2 und ST242 stellten sich zu den vorgenannten Se-

guenztypen nicht als phylogenetisch nah verwandt dar.

Bei der ndheren Betrachtung des phylogenetischen Baumes der S. epidermidis-Isolate in
Abbildung 23 stellte sich heraus, dass sich zwei grofl3e Cluster abbildeten. Einem Cluster
gehdrten ST2 und ST242 an, wahrend ST5 und ST10 dem anderen Cluster zugeordnet

werden konnten.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass ST2 gemeinsam mit ST48 sowie ST23 mit
ST135 jeweils ein Subcluster bildeten und damit phylogenetisch eng verwandt sind.

00070
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—ST43

8T242
5T23
ST135

STH
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ST130
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ST6

[ST10
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Abbildung 23: phylogenetische Verwandtschaft von S. epidermidis (n=39).

Es bildeten sich zwei gro3e Cluster, die sich wiederum in weitere Subcluster unterteilten.
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4 Diskussion

Staphylococcus epidermidis gehort zu den haufigsten Staphylokokken, die mit Implantat-

assoziierten Infektionen im Zusammenhang stehen.

Aus einer aktuellen Statistik geht hervor, dass 32,57 % aller ZVK-assoziierten septischen
Infektionen auf Intensivstationen allein durch Koagulase-negative Staphylokokken verursacht

werden (Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) 2011).

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung ist einer der wichtigsten Pathogenitatsfaktoren von S. epi-
dermidis (s. 1.2.). Der Anstieg von Infektionen mit S. epidermidis ist nicht zuletzt durch die
steigende Anwendung von medizinischen Implantaten wie Kathetern, Herzschrittmachern,
aber auch kunstliche Gelenkimplantaten zu erklaren. Bei der Besiedlung der Implantate
spielt die Biofilmbildung eine entscheidende Rolle (Kloos et al. 1994).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der unterschiedlichen S. epider-
midis-Isolate auf ihre ph&no-und genotypischen Merkmale im Zusammenhang mit der Bio-
filmbildung.

4.1 Das Resistenzprofil der Isolate

Insgesamt 91,5 % aller S. epidermidis-Isolate erwiesen sich als resistent gegen Penicillin
und 76 % waren resistent gegen Oxacillin. Dies entspricht einem noch gré3eren Anteil an
resistenten Isolaten im Vergleich zu den ermittelten Daten von Kresken et al. (1999), die
60,2 % der S. epidermidis-Isolate als Oxacillin resistent klassifizierten und 87 % als Penicillin
resistent. Ebenso wurden eine hthere Rate an resistenten Isolaten gegeniber den Daten
von Kresken et al. fur Erythromycin (70,5 % versus 55,3 %), Ciprofloxacin (57 % versus
46,7 %) und Clindamycin (67,5 % versus 34,8 %) ermittelt. Lediglich fir Gentamicin ermittel-
ten Kresken et al. eine hohere Rate an resistenten S. epidermidis-Isolaten (46 % versus
52,6 %). Die ermittelten Werte zeigten, dass der Anteil an resistenten Isolaten stetig zu-
nimmt. Diese Tendenz wurde schon von Kresken et al. (1999) durch den Vergleich der Re-
sistenzraten 1990 und 1995 erkannt und konnte durch diese Datenerhebung 2009 bestatigt

werden.

Ein multiresistentes Verhalten wurde bei 29,5 % aller Isolate festgestellt (Resistenz gegen
Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Clindamycin). Kresken et

al. (1999) ermittelten &hnliche Resistenzprofile.

Betrachtete man das Resistenzprofil in Abhangigkeit von der Herkunft der Isolate, fiel auf,
dass die S. epidermidis-Isolate, die von Implantaten wie beispielsweise Material von Tota-

lendoprothesen (TEP) oder Schrittmacherelektroden gewonnen wurden, in nur 76,92 %
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resistent gegen Penicillin getestet wurden. Isolate, die von ZVK-Spitzen stammten, zeigten
hingegen mit 92,16 % eine viel hGhere Resistenzrate gegen Penicillin. Zusétzlich zur Penicil-
linresistenz wiesen 45,1 % dieser Isolate eine Resistenz gegen Oxacillin, Ciprofloxacin,
Gentamicin, Erythromycin und Clindamycin auf und missen daher als multiresistent angese-
hen werden. Nicht tGberraschend ist die ebenfalls hohe Rate an multiresistenten Isolaten bei
Drains und anderen Kathetern (32,14 %).

Bei Isolaten aus Blutkulturen konnte bei 93,75 % eine Resistenz gegen Penicillin festgestellt
werden. Becker et al. (2010) ermittelten beziglich der Penicillinresistenz bei S. epidermidis-
Isolaten aus Blutkulturen mit 93,3 % ahnliche Resistenzdaten. Fir Oxacillin wurde ebenfalls
eine anndhernd gleiche Resistenzrate ermittelt (79,9 % in der vorliegenden Arbeit versus
80,9 % bei Becker et al. (2010)). Hohere Resistenzraten ermittelten Becker et al. (2010) fur
Gentamicin (53,6 %) und fur Erythromycin (75,3 %). In der vorliegenden Arbeit wurden
37,5 % der Blutkultur-lsolate resistent gegen Gentamicin und 65,6 % resistent gegen

Erythromycin getestet.

4.2 Biofilmbildung

Die genotypische F&higkeit zur Biofilmbildung wurde durch Bestimmung von icaA/D unter-
sucht. Insgesamt 62 % aller Isolate sind icaA/D-positiv. Dies entspricht einem noch héheren
Anteil an icaA/D-positiven Isolaten, als dieser in der Untersuchung von Diemond-Hernandez

et al. (2010) fur S. epidermidis ermittelt wurde.

Um die Biofilmbildung der Isolate phéanotypisch zu untersuchen, erfolgte die Kultivierung auf
Kongorot-Agar. Insgesamt bildeten 32 % aller Isolate schwarze Kolonien auf Kongorot-Agar
und waren somit phanotypisch in der Lage einen Biofilm zu generieren. Somit bildet nur etwa
die Halfte der Isolate, die die genetischen Voraussetzungen haben, tatsachlich auch einen
Biofilm. Chaieb et al. (2005) ermittelten einen héheren Anteil an icaA/D-positiven Isolaten

(72,7 %), die auch imstande waren Biofilm zu bilden.

Vermutlich spielen zusétzliche Faktoren neben dem Vorhandensein des ica-Genkomplexes
eine Rolle bei der Biofilmbildung (Cho 2001). Hudetz et al. (2008) beschrieben in ihrer Arbeit,
dass der Einfluss der icaA/D-Gene auf die Biofilmbildung in vitro sehr viel gréRRer als in vivo
sei. Dieser Aspekt der Ubertragbarkeit von in vitro-Modellen auf die tatséchliche Infektion im

lebenden Organismus darf also nicht vernachlassigt werden.

Offenbar spielen Faktoren, wie Umweltbedingungen, Nahrstoffangebot etc., eine wichtige
Rolle bei der Biofilmbildung. Auch subinhibitorische Konzentrationen von verschiedenen
Antibiotika (z.B. Tetrazykline, Gentamicin, Clindamycin, Teicoplanin) und Stressfaktoren, wie
hohe Temperatur und die Osmolaritat, haben laut Rachid et al. (2000) einen induzierenden

oder reprimierenden Effekt auf die Biofilmformation.
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Bei der Betrachtung der Biofilmbildung in Abhangigkeit von der Materialart (Abbildung 8) fiel
auf, dass Isolate aus Blutkulturen und von Katheterspitzen (ZVK) nur in rund einem Viertel
der Falle (26,6 % bzw. 27,5 %) einen Biofilm bildeten. S. epidermidis-Isolate von Implantaten
hingegen waren viel haufiger (46,2 %) in der Lage einen Biofilm zu bilden. Mdglicherweise
hat also auch die Materialart einen Einfluss auf die Biofilmbildung, auch wenn dieser eher
gering ist. Uber eine eher untergeordnete Rolle der verschiedenen Metalloberflachen der
Implantate bei der Biofilmbildung berichteten auch Hudetz et al. (2008).

Die Abweichung hinsichtlich der H&aufigkeit der Biofilmbildung konnte auch aufgrund von
unterschiedlichen Umweltbedingungen bei den verschiedenen Herkunftsorten der Isolate
entstanden sein. Des Weiteren muss berticksichtigt werden, dass insgesamt 64 Isolate von
Blutkulturen untersucht wurden, aber nur 13 Isolate von Implantaten, somit eine ungleiche
Anzahl an Daten in den einzelnen Gruppen vorliegen und folglich die erhobenen Daten nur

bedingt vergleichbar sind.

Isolate, die einen Biofilm bildeten, haben eine verminderte Empfindlichkeit gegentber Anti-
biotika (Evans et al. 1987, Nichols et al. 1988, Gristina et al. 1989, Vuong et al. 2002, Vuong
et al. 2004a). Saginur et al. (2006) wiesen ebenfalls eine hdhere Resistenzrate von S. epi-
dermidis-Isolaten im Biofilm gegenlber Antibiotika nach. Sie empfehlen fir eine suffiziente
Therapie eine Kombination von Antibiotika und stellten Rifampicin in Kombination mit ande-
ren Wirkstoffen als besonders wirksam gegeniber Biofilm-bildenden Isolaten heraus (Sagi-
nur et al. 2006). Raad et al. (2007) untersuchten die Effektivitat unterschiedlicher Antibiotika
gegeniuber Methicillin-resistenten S. aureus, der in Biofilm eingebettet ist. Sie stellten fest,
dass Minocyclin, Daptomycin und Tigecyclin viel effektiver in der Therapie sind als Linezolid
und Vancomycin (Raad et al. 2007). Rifampicin nimmt auch in dieser Studie eine besondere
Rolle ein, da es einerseits in der Monotherapie nur eine schlechte Wirksamkeit aufgrund von
sehr schneller Resistenzentwicklung zeigte, andererseits in der Kombinationstherapie mit
den anderen Antibiotika eine schnellere Elimination der MRSA-Isolate bewirkte (Raad et al.
2007). Womoglich stellt ein Biofilm eine Diffusionsbarriere fur Antibiotika dar, obwohl dies
von Dunne bestritten wird, da es zumindest fur Vancomycin oder Rifampicin nicht zutrifft
(Dunne et al. 1993, Cho 2001, Donlan et al. 2002, Dunne 2002). Eine weitere mogliche
Ursache fur die héhere Resistenz ist die geringe Wachstumsrate von Bakterien innerhalb
eines Biofilmes, da hierdurch die Antibiotikaaufnahme vermindert ist (Donlan et al. 2002).
Gagnon et al. (1992) zeigten, dass bei einer Katheter-assoziierten Infektion mit S. epidermi-
dis erst nach sieben Tagen Therapie mit Vancomycin eine erste Heilung erzielt werden
konnte. Des Weiteren ermittelten diese Autoren einen s-formigen Kurvenverlauf fur den
Zusammenhang zwischen der erfolgreichen Heilung dieser Infektion mit Vancomycin und der

Therapiedauer (Gagnon et al. 1992).
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In der vorliegenden Untersuchung waren 45,3 % der Isolate, die einen Biofilm bildeten, resis-
tent gegen Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Clindamycin,
wobei nur 29,5 % aller Isolate ein resistentes Verhalten gegen die genannten Antibiotika
aufwiesen. Dies unterstitzt also die Annahme, dass Biofilmbildner h&ufiger eine verminderte

Empfindlichkeit gegen Antibiotika haben.

Drei der untersuchten Isolate bildeten einen Biofilm, obwohl die ica-Gene nicht nachgewie-
sen wurden. Chaieb et al (2005) berichteten sowohl von ica-positiven S. epidermidis-
Isolaten, die phanotypisch keinen Biofilm bildeten (s.0.), als auch von einem S. epidermidis-
Isolat, welches ica-Gen negativ war, jedoch einen Biofilm produzieren konnte. Kogan et al.
(2006) charakterisierten ebenfalls S. epidermidis-Isolate, die einen Biofilm produzierten,
obwohl kein ica-Gen nachweisbar war. Eine mogliche Erklarung daftr ware die Insertion von
IS256 in den ica-Genkomplex. Zwei der drei Isolate besitzen 1S256. Somit ist eine Insertion
in den ica-Genkomplex denkbar, der folglich mittels PCR nicht detektiert wirde. Durch an-
schlielRende Exzision des Elementes, z.B. auf Grund von veranderten Umweltbedingungen,
ist dann wiederum die PIA-Produktion méglich, da PIA vom ica-Operon kodiert wird (s. Kapi-
tel 1.3).

Bei einem vollstéandigen ica-Genkomplex ist die Transkription der entsprechenden Abschnitte
mdoglich und somit kann die PIA-Produktion realisiert werden. Ziebuhr et al. (1997,1999)
beschrieben diesen Prozess als Phasenvariation, denn dies ermdglicht dem Erreger eine
dynamische Antwort auf veranderte Umweltbedingungen zu geben. Dieser Prozess ist eben-
falls eine mogliche Erklarung fir die oben beschriebene Haufung von icaA/D-positiven Isola-
ten, die keinen Biofilm bilden, da insgesamt 63,5 % dieser Isolate das Insertionselement
IS256 besitzen. Mdglicherweise ist dieses Element bei diesen Isolaten dafir verantwortlich,
dass die Transkription des ica-Genkomplexes durch die Insertion von I1S256 negativ beeint-
rachtigt werden kénnte.

Eine wichtige Rolle der Oberflachenproteine Aap und Bap bei Biofilm-bildenden Isolaten
ohne das Vorhandensein der ica-Gene wurde in verschiedenen Untersuchungen diskutiert
(Hussain et al. 1997, Tormo et al. 2005). Weitere vertiefende Untersuchungen sind nétig, um

weitere Einflussfaktoren der Biofilmbildung und des ica-Genkomplexes zu erschlie3en.

4.3 Insertionselement IS256

Es wurde beschrieben, dass 1S256 als Marker zur Differenzierung zwischen invasiven und

kommensalen Isolaten eingesetzt werden kann (Gu et al. 2005).

52,5 % aller untersuchten S. epidermidis-Isolate waren fir das Insertionselement 1S256
positiv. Bei den multiresistenten Isolaten konnte hingegen bei rund 95 % das Insertionsele-

ment nachgewiesen werden. Folglich kann es durchaus als valider Marker betrachtet wer-
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den. Gu et al. (2005) ermittelten &hnliche Daten und schlussfolgerten, dass 1S256 als ein
guter Marker zur Differenzierung zwischen invasiven und nicht invasiven Isolaten herange-

zogen werden kénnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen diese Hypothese.

Weiterhin kann eine Korrelation von 1S256 mit dem icaA/D-Genlokus festgestellt werden. Bei
insgesamt 79 % der Isolate, die das Insertionselement besalRen, konnte icaA/D nachgewie-
sen werden. Diese Beobachtung machten auch Kozitskaya et al. (2004). Durch das Vorhan-
densein von 1S256 und icaA/D konnten die Isolate hinsichtlich der Phasenvariation Vorteile
haben. Dariiber hinaus hatten 47 % der S. epidermidis-Isolate, die sowohl IS256 als auch
icaA/D-positiv waren, ein breites Resistenzprofil (Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentami-
cin, Erythromycin, Clindamycin) und insgesamt 66 % waren resistent gegen Oxacillin und
Gentamicin. Kozitskaya et al. (2004) beschrieben ebenfalls eine Korrelation zwischen 1S256
und der Resistenz gegen Oxacillin und Gentamicin. Bestimmt man nur I1S256, ergibt sich ein
Anteil von 68,6 % an resistenten Isolaten (Resistenz gegen Oxacillin und Gentamicin). Somit
erhalt man aus der zuséatzlichen Bestimmung von icaA/D keinen Vorteil, da die Kombination
beider Marker keine wesentliche Differenz zwischen resistenten und sensiblen Isolaten

erreicht.

Das Insertionselement 1S256 ist demzufolge ein guter Marker fir die klinische Relevanz und

ist assoziiert mit Multiresistenz und den ica-Genen.

4.4  agr-Gruppenspezifitat

Das accessory gene regulator-(agr) System wird als Quorum-sensing-System betrachtet und
kommt sowohl bei pathogenen als auch nicht-pathogenen Isolaten vor (Otto 2001, 2004). Es
erlaubt die Anpassung an Umweltbedingungen in Abhangigkeit von der Zelldichte und ist ein
Regulator von Virulenzfaktoren (Otto 2001, 2004).

Fur S. epidermidis sind drei verschiedene agr-Gruppen bekannt (Dufour et al. 2002, Li et al.
2004). In dieser Arbeit konnten die agr-Gruppen Il und 11l mit 33 % und 35 % am haufigsten
nachgewiesen werden, wohingegen die agr-Gruppe | mit rund 20 % seltener detektiert wur-

de. Insgesamt 25 Isolate erwiesen sich als agr negativ.

Die vorliegenden Daten unterscheiden sich von den verdffentlichten Daten von Li et al.
(2004), da diese bei klinischen Isolaten in Gber 2/3 der Falle agr-Gruppe | nachwiesen und
die agr-Gruppen Il und Il nur zu 19,3 % und 12,5 % detektiert wurden. Die untersuchten
Isolate der Studie stammten ausschlief3lich aus China, was eine mdgliche Erklarung fur die
voneinander abweichenden Ergebnisse ware. Womdglich spielen andere Faktoren sowie

Umweltbedingungen eine Rolle.
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4.4.1 agr-Gruppenspezifitdt in Abhangigkeit vom Resistenzverhalten

Bei der Betrachtung der multiresistenten Isolate fiel auf, dass sich der Anteil der Haufigkeiten
der agr-Gruppen veranderte. Die agr-Gruppen | und Il dominierten mit jeweils 34,1 %, wah-
rend agr-Gruppe Il lediglich in 9,8 % der Falle nachgewiesen wurde. 22 % der Isolate waren
agr-negativ und damit hat der Anteil dieser Gruppe im Vergleich zu allen Isolaten zugenom-
men. Die Tatsache, dass die agr-Gruppe Il bei den multiresistenten Isolaten nur noch selten
nachgewiesen wurde, kénnte dafiir sprechen, dass diese agr-Gruppe eher mit klinisch weni-
ger bedeutsamen Isolaten assoziiert ist. Die Zunahme der agr-Gruppe | bei den multiresis-
tenten Isolaten im Vergleich zur Haufigkeitsverteilung der agr-Gruppen bei allen S. epidermi-
dis-Isolaten spricht fiir eine Assoziation mit eher pathogenen Isolaten und bestétigt somit die
Resultate von Li et al. (2004). Das bei den multiresistenten Isolaten im Vergleich zu allen S.
epidermidis-Isolaten haufiger kein agr-Gen nachweisbar war, ist nicht Gberraschend, da agr-
Mutanten eine erhdhte primare Anhaftung in der ersten Phase der Biofilmbildung aufweisen
und somit zum Beginn einer Kolonisierung einen Vorteil haben (Vuong et al. 2003). Somit
wirkt sich eine agr-Mutation nicht generell negativ auf das Uberleben der Isolate aus und in
der Literatur wurde auf das spontane Vorkommen von agr-negativen Isolaten hingewiesen
(Li et al. 2004, Batzilla 2006).

Nach Erreichen einer bestimmten Zelldichte wird das agr-System aktiviert, die Produktion
von Oberflachenproteinen wird herunterreguliert und es werden mehr Exoenzyme syntheti-
siert, was einen Vorteil fur die agr-positiven Isolate hinsichtlich des Langzeitliiberlebens
darstellen kann (Novick et al. 1999). Die agr-negativen S. epidermidis-Isolate bilden einen
dickeren Biofilm und haben Schwierigkeiten mit der Abldsung, die jedoch wichtig ist fir die
Absiedlung einzelner Isolate, um neue Kolonien an anderen Orten zu bilden (Vuong et al.
2003, 2004b, Batzilla 2006).

Es kommen S. epidermidis-Isolate vor, bei denen permanent kein agr nachgewiesen wurde
(Vuong et al. 2004b). Zudem wurde in der Literatur beschrieben, dass agr-negative Isolate
haufiger bei Implantat-assoziierten Infektionen isoliert wurden und dass vermutlich agr-
negative S. epidermidis-Isolate hinsichtlich Besiedlung bzw. Kolonisation erfolgreicher sind
(Vuong et al. 2004b).

Neben dem agr-System existiert auch das luxS-System als Quorum-sensing-System in S.
epidermidis (Xu et al. 2006). Ahnlich wie das agr-System hat auch das luxS-System einen
hemmenden Einfluss auf die Biofilmbildung (Xu et al. 2006). Méglicherweise spielt dieses

System eine wichtige Rolle in der Regulation der Biofilmbildung bei agr-negativen Isolaten.
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4.5 SCCmec-Typ

Die Resistenz gegenuber Oxacillin und anderen Betalaktam-Antibiotika wird Gber ein modifi-
Ziertes Penicillin-bindendes Protein (PBP2a) vermittelt, an dem Laktame nur mit niedriger
Affinitat binden kénnen (Chambers 1988, Mombach Pinheiro Machado et al. 2007). Dieses
Protein wird von mecA kodiert, welches sich wiederum in einem Komplex befindet, der
SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) genannt wird (Chambers et al. 1985,
Chambers 1997, Katayama et al. 2000). Bei Koagulase-negativen Staphylokokken werden
verschiedene Typen unterschieden, wobei die Klassifikation in die einzelnen Typen mittels
Kombination des mec-Komplexes und des ccr-Typs erfolgt (Ito et al. 2001, Ziebuhr et al.
2006, Mombach Pinheiro Machado et al. 2007). Viele Isolate missen bei Koagulase-
negative Staphylokokken jedoch als nicht typisiebar eingeordnet werden (Mombach Pinheiro
Machado et al. 2007, Ruppé et al. 2009, Garza-Gonzalez et al. 2010, lorio et al. 2012).

SCCmec-Typ | konnte mit 39,5 % am haufigsten nachgewiesen werden. Seltener nachge-
wiesen wurde SCCmec-Typ Il mit 12,5 % und SCCmec-Typ Il mit 7 %. Mehrfach wurde
auch SCCmec-Typ IV mit 5 % nachgewiesen. In 23,5 % der Falle wurde kein SCCmec de-
tektiert und 12,5 % der S. epidermidis-Isolate waren nicht typisierbar. Mombach Pinheiro
Machado et al. (2007) untersuchten 129 Methicillin-resistente Koagulase-negative Staphylo-
kokken aus Blutkulturen und ermittelten ebenfalls SCCmec-Typ | als den am haufigsten
vorkommenden Typ bei S. epidermidis, wobei der Typ IV ebenso nur selten detektiert wurde.
Vereinzelt wurden Isolate von Mombach Pinheiro Machado et al. (2007) als nicht typisierbar
eingeordnet. Die Abweichungen hinsichtlich der Verteilung der SCCmec-Typen zwischen der
vorliegenden Arbeit und der von Mombach Pinheiro Machado et al. (2007) finden sich bei
SCCmec-Typ Il und Ill, da in deren Studie Typ Il fast genauso haufig wie SCCmec-Typ | war
und SCCmec-Typ Il in keinem Isolat nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu wurde in der
vorliegenden Arbeit Typ Il mit 7 % seltener und Typ Il mit 12,5 % etwas haufiger nachgewie-

sen.

Ein mdglicher Grund fir die differenten Ergebnisse sind abweichende Therapieoptionen,
eine divergente Resistenzlage und ein anderes Patientenkollektiv, da Mombach Pinheiro

Machado et al. (2007) nur Methicillin-resistente Isolate aus Brasilien untersuchten.

Miragaia et al. (2007) untersuchten ebenfalls die Zuordnung zum SCCmec-Typ bei S. epi-
dermidis, allerdings betrachteten sie nur MRSE-Isolate (Methicillin-resistenter Staphylococ-
cus epidermidis). In deren Untersuchung war SCCmec-Typ IV der haufigste Typ, gefolgt von
SCCmec-Typ lll. Nur vereinzelt wiesen sie SCCmec-Typ |, Il und V nach. Mehrfach wurden
Isolate als nicht typisierbar eingeordnet. Wiederum eine andere Verteilung der SCCmec-
Typen bei MRSE-Isolaten ermittelten Wisplinghoff et al. (2003). Diese Arbeitsgruppe detek-

tierte ebenfalls SCCmec-Typ IV als den am haufigsten vorkommenden Typ. Fast genauso oft
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wiesen sie jedoch den SCCmec-Typ Il hach und weiterhin haufig den SCCmec-Typ lll. Sehr
vereinzelt wurde SCCmec-Typ | nachgewiesen.

Die unterschiedlichen Haufigkeiten der SCCmec-Typen bei S. epidermidis-Isolaten sind ein
Hinweis darauf, dass dieses Merkmal relativ leicht tGbertragen werden kann, mdglicherweise
findet auch ein horizontaler Gentransfer zwischen S. aureus und S. epidermidis statt
(Wisplinghoff et al. 2003, Hanssen et al. 2004, Miragaia et al. 2005, 2007, 2009). Ito et al.
(2001) vermuten, dass SCCmec als genetisches Element zum Informationsaustausch zwi-
schen Staphylokokken dienen kdnnte.

4.5.1 Kaorrelation der SCCmec-Typen mit der Antibiotikaresistenz

Auf der SCCmec-Kassette kénnen Bakterien neben dem mecA-Gen fir die Oxacillin-
Resistenz auch andere Resistenzgene unterschiedlicher Antibiotikaklassen tragen (Ito et al.
2001).

In der Abbildung 17 wird deutlich, dass Isolate, die mecA positiv waren, zusatzlich zu der
Resistenz gegeniuber Betalaktam-Antibiotika resistenter gegentber Antibiotika wie Clinda-
mycin, Erythromycin, Ciprofloxacin und Gentamicin waren als Isolate ohne mecA-Gen. Isola-
te mit dem SCCmec-Typ Il wiesen eine hohe Resistenzrate gegeniber allen Antibiotika mit
Ausnahme von Tetrazyklin auf. Des Weiteren fallt auf, dass Isolate mit dem SCCmec-Typ IV
im Vergleich zu Isolaten anderer SCCmec-Typen haufiger eine Resistenz gegen Tetrazyklin
und Cotrimoxazol aufweisen. Die anderen SCCmec-Typen wiesen (mit Ausnahme von
SCCmec-Typ Il und Cotrimoxazol) eine vergleichsweise geringere Resistenz gegen diese
Antibiotika auf, jedoch wurden nur wenige Isolate (n=10) SCCmec-Typ IV zugeordnet, so-
dass die Ergebnisse mit Vorsicht beurteilt werden sollten. Den SCCmec-Typen und den nicht
typisierbaren Isolaten gemeinsam war die hohe Resistenzrate gegen Clindamycin und Eryth-
romycin. Gegenuber Ciprofloxacin zeigten ebenfalls viele SCCmec-Typen eine relativ hohe
Resistenzrate. SCCmec-Typ Il bildet jedoch eine Ausnahme, da hier eine vergleichsweise

niedrigere Resistenzrate gegenuber Clindamycin und Erythromycin auffiel.

Die Ergebnisse sind fur SCCmec-Typ | und Il mit denen von Mombach Pinheiro Machado et
al. (2007) teilweise vergleichbar, jedoch ermittelte diese Arbeitsgruppe bei beiden Typen
eine z.T. deutlich hohere Resistenzrate gegentber Gentamicin und Cotrimoxazol und bei
SCCmec-Typ | eine etwas niedrigere Resistenzrate gegeniiber Clindamycin und Erythromy-
cin. Fur SCCmec-Typ Il fiel bei Mombach Pinheiro Machado et al. (2007) hingegen eine
hohere Resistenzrate gegenuber Clindamycin und Erythromycin auf. Die in diesen Fallen
ermittelten divergenten Resistenzraten kénnten auf einen geographisch unterschiedlichen

Verbrauch dieser Antibiotika hindeuten.
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4.5.2 SCCmec-Typ bei Multiresistenz

Bei den multiresistenten Isolaten verdnderte sich die Verteilung der SCCmec-Typen.
SCCmec-Typ | wurde nur noch bei 19,5 % nachgewiesen, wahrend die anteilige Haufigkeit
von Typ Il deutlich zunahm, da dieser bei rund 39 % der Isolate detektiert wurde. Der Anteil
der Isolate mit SCCmec-Typ lll ist leicht gestiegen und der Anteil von SCCmec-Typ IV nahm
bei den multiresistenten Isolaten ebenfalls sichtbar zu. Der Anteil an mecA-negativen Isola-
ten wiederum reduzierte sich bei Multiresistenz erwartungsgemaf deutlich. Die Zunahme
von SCCmec-Typ Il bei multiresistenten Isolaten kann als Hinweis gedeutet werden, dass
dieser Typ generell haufiger mit Multiresistenz assoziiert ist. Demgegeniber steht allerdings
die bereits erlauterte Hypothese der leichten Ubertragbarkeit von SCCmec zwischen ver-
schiedenen lIsolaten. Der hohe Anteil an SCCmec-Typ |l bei den multiresistenten S. epider-
midis-Isolaten in der Magdeburger Population kénnte des Weiteren ein Hinweis daflr sein,
dass durch erschwerte Therapieoptionen der Erfolg der Eradikationsmafinahmen vermindert
wird und dadurch eine Persistenz dieser Isolate unterstiitzt wird. Mdglicherweise werden
Resistenzgene von bestimmten SCCmec-Typen bevorzugt Ubertragen. Zu dieser Theorie

sind jedoch weitere Untersuchungen nétig.

Die mecA-negativen S. epidermidis-lsolate waren erwartungsgemaf in den meisten Fallen
sensibel gegenlber Oxacillin (89,4 %). 10,6 % der mecA-negativen Isolate waren jedoch
resistent gegeniiber Oxacillin. Bei einigen mecA-negativen S. epidermidis-lsolaten wurde
sogar eine Resistenz gegentber mehreren Antibiotika festgestellt. Bei Betrachtung der
SCCmec-PCR-Daten dieser mecA-negativen Isolate konnte regelmaRig (bis auf eine Aus-
nahme) mindestens ein Signal detektiert werden. Es wurde beschrieben, dass es Staphylo-
kokken gibt, die ein SCC-Element tragen, in denen jedoch kein mecA-Gen nachzuweisen sei
(IWG-SCC 2009). In der vorliegenden Arbeit war bei insgesamt drei Isolaten eine Multiresis-
tenz nachweisbar (resistent gegen Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythro-
mycin, Clindamycin), obwohl kein mecA-Gen detektiert wurde. Es kdnnte sich hierbei jedoch
auch um ein verandertes mecA-Gen in der SCC-Kassette handeln. Mdglicherweise sind fur
das beschriebene Resistenzverhalten in diesen Fallen Resistenzgene verantwortlich, die
sich in der J-Region des SCCmec-Komplexes befinden (IWG-SCC 2009).

4.5.3 Kaorrelation zwischen SCCmec-Typ und der agr-Gruppe

Das agr-System als Quorum-sensing-System und der SCCmec-Komplex als Trager von
Resistenzgenen spielen eine wichtige Rolle bei der Virulenz und der verminderten Empfind-
lichkeit von S. epidermidis (s. Kapitel 1.5 und 1.6). Es ist mdglich, dass bestimmte agr-
Gruppen besonders haufig mit distinkten SCCmec-Typen assoziiert sind. Bei der Untersu-

chung dieses Sachverhaltes wurde festgestellt, dass agr-Gruppe Il besonders haufig mit
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SCCmec-Typ | und mit Isolaten ohne mecA-Gen assoziiert war. Wurden nur die multiresis-
tenten Isolate betrachtet, deutete sich hingegen eine deutliche Assoziation von agr-Gruppe |
und SCCmec-Typ Il an. Mit anderen SCCmec-Typen trat agr-Gruppe | nur vereinzelt auf. Die
jeweiligen Typen, die generell bei multiresistenten Isolaten zugenommen haben, scheinen
also auch haufig in Kombination miteinander aufzutreten. Bemerkenswert war auch, dass bei

Multiresistenz SCCmec-Typ Il ausschlief3lich mit agr-Gruppe 1l assoziiert war.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass solche Isolate, die dem SCCmec-Typ Il und agr-
Gruppe | zugeordnet werden, eine besonders hohe Pathogenitat durch die auftretende Multi-

resistenz aufweisen.

4.5.4 Zuordnung zur agr-Gruppe und zum SCCmec-Typ in Abhangig-
keit von der Materialart

Li et al. (2004) stellten fest, dass Isolate, die von Blutkulturen und Kathetern stammten,
besonders oft der agr-Gruppe | zugeordnet wurden und zudem die Gruppe | haufig mit Pa-
thogenitat assoziiert war.

In der vorliegenden Arbeit (Tabelle 14) konnte agr-Gruppe Il haufig bei Katheterspitzen,
Drains und Implantaten nachgewiesen werden, wohingegen bei Blutkulturen und Gewebe-
proben agr-Gruppe Il dominierte. Die Datenunterschiede zwischen Li et al. (2004) und der
vorliegenden Arbeit kbnnten darin liegen, dass die S. epidermidis-Population aus unter-
schiedlichen geographischen Regionen (China und Deutschland) mit den entsprechenden

Umweltbedingungen untersucht wurden.

Des Weiteren wurde Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen den SCCmec-Typen und
der Materialart besteht (Tabelle 15). Hierbei wurde festgestellt, dass der haufig detektierte
SCCmec-Typ | ofter bei S. epidermidis-lsolaten aus Blutkulturen, Katheterspitzen (ZVKs),
Drains und in Gewebeproben vorkam. Im Gegensatz dazu konnte bei Implantaten in tber
der Halfte der Isolate kein mecA-Gen detektiert werden. Dies kénnte zu der Annahme fih-
ren, dass S. epidermidis-lsolate, die Fremdkdrper-assoziierte Infektionen verursachen, ver-
mutlich ein vermindertes Resistenzverhalten gegenitber Antibiotika zeigen. Uckay et al.
(2009) berichteten jedoch, dass ein Biofilm eine phénotypische Resistenz gegeniiber nahezu
allen Antibiotika vermittelt, da die Antibiotika nur schlecht durch den Biofilm diffundieren
kénnen. Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden (s. Kapitel 4.2.), dass Isolate, die einen
Biofilm bildeten mit 45,3 % im Vergleich zu allen Isolaten (29,5 %) eine hohere Resistenzrate
gegenuber Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Clindamycin

aufwiesen.
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4.6 Analyse des Sequenztyps

Unter den selektierten S. epidermidis-Isolaten (n=40) dominierten die Sequenztypen ST2
(15 %) und jeweils mit 10 % ST5, ST10 sowie ST242 mit 12,5 %.

Kozitskaya et al. (2005) untersuchten ebenfalls die S. epidermidis-Isolate mittels MLST, die
zum grofRen Teil aus Deutschland stammten, aber auch aus Irland, Norwegen und Nordame-
rika. Diese wurden einerseits aus Blukulturen, u.a. von vendsen Zugangen und bei kathete-
rassoziierten Harnwegsinfektionen und andererseits als Standortflora aus Nasenabstrichen
gesunder Freiwilliger isoliert. Diese Arbeitsgruppe wies ST27 am haufigsten nach. Ebenfalls
haufig detektierten sie ST2 und vereinzelt auch ST5. Insgesamt enthielten diese beiden
Sequenztypen aber nur selten das mecA-Gen und waren nur sporadisch ica-Gen positiv.
Miragaia et al. (2007) untersuchten S.epidermidis-Isolate aus 17 unterschiedlichen Landern,
u.a. Danemark, Island, Portugal, Bulgarien etc. sowohl von gesunden als auch von erkrank-
ten Personen. Sie untersuchten S. epidermidis-lIsolate mittels MLST und detektierten 74
unterschiedliche Sequenztypen. Teilweise wurde auch der SCCmec-Typ bestimmt. Diese
Arbeitsgruppe wies gleichermalien ST2 als den am haufigsten vorkommenden Typen nach.
Dabei konnten sie SCCmec-Typ Il, 1l und IV diesem Sequenztyp zuordnen oder der
SCCmec-Typ war nicht typisierbar. Li et al. (2009) analysierten insgesamt 80 S. epidermidis-
Isolate aus einem Krankenhaus in Shanghai von Blutkulturen, Kathetern und Liquor und
ermittelten 16 unterschiedliche Sequenztypen. Auch in deren Studie wurde ST2 am haufigs-
ten detektiert. Weiterhin stellten sie fest, dass alle Isolate, die dem ST2 zugeordnet wurden,
ica-Gen positiv waren und haufig Biofilm bildeten. Darlber hinaus wurden diese ausnahm-

slos als 1S256 positiv und Trager von SCCmec-Typ Il detektiert.

Insgesamt 35 Oxacillin-resistente S. epidermidis-Isolate wurden von lorio et al. (2012) in
Brasilien untersucht. Dabei wurden ST2 ebenso am haufigsten detektiert (45,7 %). Des
Weiteren konnte ST23 haufig nachgewiesen werden (25,7 %). Isolate, die dem Sequenztyp
ST2 zugeordnet wurden, waren alle ica-Gen positiv und Trager von SCCmec-Typ IIl oder der
SCCmec-Typ war nicht typisierbar (4 Isolate). Isolate mit dem Sequenztyp ST23 waren

gleichermal3en alle ica-Gen positiv und wurden gréf3tenteils SCCmec-Typ IV zugeordnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde ST2 gleichermal3en als haufigster Sequenztyp nachgewie-
sen und ebenfalls ausnahmslos als Trager von icaA/D ermittelt. Weiterhin waren 83,33 % der
Isolate 1S256 positiv und konnten jeweils zu gleichen Anteilen SCCmec-Typ Il und Il zu-
geordnet werden. Diese Daten stiitzen grof3tenteils die Ergebnisse von Li et al. (2009) und
lorio et al. (2012). Bei Isolaten mit dem ST23 konnten in der vorliegenden Arbeit, wie auch
bei lorio et al. (2012), immer die ica-Gene nachgewiesen werden. Die Ergebisse hinsichtlich
des SCCmec-Typs bei ST23 sind jedoch different, da lorio et al. (2012) bei den meisten

Isolaten SCCmec-Typ IV detektierten, wahrend in der vorliegenden Arbeit bei Isolaten mit
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ST23 die SCCmec-Typen | und IV sowie ein nicht typisierbarer SCCmec-Typ nachgewiesen
wurde. Weitere Unterschiede ergaben sich bei der Analyse von ST5 und ST10. In der vorlie-
genden Arbeit wurden beiden Sequenztypen bis auf eine Ausnahme (nicht typisierbarer
SCCmec-Typ bei ST5) dem SCCmec-Typ | zugeordnet und waren zu 75 % icaA/D und
IS256 negativ. Li et al. (2009) hingegen detektierten fir ST5 grundsatzlich SCCmec-Typ V
und far ST10 ausschlieBlich SCCmec-Typ IV und weiterhin sehr haufig das Insertionsele-
ment 1S256. Ubereinstimmend waren jedoch die geringen Raten an icaA/D-positiven Isolaten

im Zusammenhang mit beiden Sequenztypen.

Eine mogliche Ursache fir die Differenzen ist die Auswahl der Isolate, da die genannten
Arbeitsgruppen haufig Isolate von gesunden und erkrankten Personen untersuchten, wah-
rend in der vorliegenden Arbeit wie auch bei Li et al. (2009) nur Material von erkrankten
Personen untersucht wurde. Andererseits deuten die detektierten Unterschiede darauf hin,
dass der Sequenztyp nicht zwangslaufig mit dem SCCmec-Typ korreliert und sind zudem ein
weiterer Hinweis darauf, dass einige SCCmec-Typen eine genetische Determinante darstel-

len, welche relativ einfach unter den Spezies ausgetauscht werden kénnte.

Bei der Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen dem Sequenztyp und der Mate-
rialart fiel auf, dass alle Isolate mit ST2 aus Blutkulturen isoliert wurden. Des Weiteren
stammen alle Isolate, die den ebenfalls haufig nachgewiesenen ST5 und ST59 zugeordnet
wurden, ebenfalls aus Blutkulturen. ST242 wurde héaufig von Katheterspitzen isoliert. Demzu-
folge ist eine Wechselbeziehung zwischen Sequenztyp und Materialart also durchaus még-
lich. Andererseits konnte aber keine Assoziation zwischen den ubrigen Materialarten und

dem detektierten Sequenztyp gesehen werden.

4.6.1 Verwandtschaft der Sequenztypen

Wie bereits erlautert (s. 3.5.2.), konnten die ST2 und ST242 einem Cluster zugeordnet wer-
den, wahrend ST5 und ST10 einem anderen Cluster angehdren. Die Topologie des phyloge-
netischen Baumes der am haufigsten nachgewiesenen Sequenztypen (Abbildung 22) ver-
deutlicht jedoch, dass ST5 und ST10 enger verwandt sind als ST2 und ST242. Hervorzuhe-
ben wére, dass ST5 und ST10 hinsichtlich des SCCmec-Typs ausnahmslos Uberein stimm-
ten (Typ 1), wahrend dies fur ST2 und ST242 nicht zutrifft. Jedoch ist auch hier eine Préafe-
renz der SCCmec-Typen Il und Il zu eruieren. Des Weiteren zeigt der phylogenetische
Baum (Abbildung 23), dass alle nachgewiesenen Sequenztypen relativ eng miteinander
verwandt sind. Kozitskaya et al. (2005) vermuteten, dass der Hauptteil der Stamme relativ
eng verwandt ist und ST2 ein Vorfahre der anderen Sequenztypen ist. Dies kdnnte die Do-

minanz von ST2 in unterschiedlichen geographischen Regionen erklaren.
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Der Nachweis der grof3en Anzahl verschiedener Sequenztypen und die dennoch relativ enge
Verwandtschaft zeigt die geringe, aber bestehende genetische Ungleichheit und lasst vermu-
ten, dass sich S. epidermidis relativ schnell an ver&nderte Umgebungsbedingungen anpasst
(Miragaia et al. 2007).

Der Nachweis der verschiedenen Sequenztypen am Universitatsklinikum Magdeburg zeigt,
dass zwar kein vorherrschender Sequenztyp zirkuliert, jedoch sind die nachgewiesenen
Stdmme relativ eng miteinander verwandt. Diese haben sich vermutlich als nosokomiale

Stamme an die Umweltbedingungen des Klinikums gut angepasst.

4.7 Ausblick

Die agr-Pheromone von unterschiedlichen Spezies oder Subgruppen einer Spezies zeigen
das Phanomen der Kreuzinhibition, da eigene Pheromone die agr-Antwort induzieren und
Pheromone anderer Spezies die agr-Antwort reprimieren (Ji et al. 1997, Otto et al. 2001,
Otto 2001, Vuong et al. 2002, 2003). Otto et al. (1999) konnten nachweisen, dass Pheromo-
ne von S. epidermidis wirksame Inhibitoren des agr-Systems von S. aureus sind und Viru-
lenzfaktoren von S. aureus hemmen. Mdoglicherweise stellt dies bei einer hohen Zelldichte
von S. epidermidis einen Vorteil gegeniiber S. aureus dar, weil die produzierten Pheromone
die Virulenzfaktoren von konkurrierenden S. aureus-Stammen hemmen (Otto et al. 1999).
Die Pheromone von S. epidermidis sind starkere Inhibitoren des agr-Systems von S. aureus
als umgekehrt und dies ist moglicherweise der Grund fir die Dominanz von S. epidermidis
auf der Haut (Otto et al. 2001, Otto 2001).

Quorum-sensing Hemmer als Therapieansatz von Infektionen kénnten Vorteile haben, da
nur die Expression von Virulenzfaktoren gehemmt wird und diese Substanzen nicht bakterio-
Iytisch sind. Somit ist das Risiko einer Resistenzentwicklung geringer (Otto et al. 1999).
Infektionen werden aber haufig von verschiedenen Subgruppen verursacht. Die Therapie mit
Pheromonen héatte somit das Risiko zwar eine Subgruppe zu reprimieren, dafir aber eine
andere zu aktivieren (Otto et al. 1999). Zudem kommt es durch Hemmung von agr zwar zur
Abnahme der Expression von Toxinen, aber andererseits zur Férderung der Expression von
kolonisierenden Faktoren. Damit steigt das Risiko fiir den Ubergang in chronische Infektio-
nen (Otto 2001).

Fernerhin flhrt die Inhibition von agr zur starkeren Biofilmbildung (Vuong et al. 2003, 2004b).
Obwohl ein RNAIllI-hemmendes Peptid (RNAIll-inhibiting peptide ,RIP“) einige Staphylokok-
keninfektionen inhibierte, war eine verstarkte Biofilmbildung zu verzeichnen (Vuong et al.
2000b, 2003, Balaban et al. 2003, Giacometti et al. 2003, Dell’Acqua et al. 2004, Vuong et
al. 2004b, Otto 2004). Der Einsatz von Pheromonen zur Therapie von Infektionen mit S.

epidermidis ist somit sehr kritisch zu betrachten.




Diskussion 57

Das Quorum-sensing-System reguliert wichtige Komponenten zum Uberleben von S. epi-
dermidis. Einerseits werden Faktoren, die fur das Uberleben in widrigen Umweltbedingungen
notig sind, verstarkt produziert, andererseits Prozesse wie Zellteilung und Translation herab
reguliert (Yao et al. 2006). Das agr-System spielt also eine wichtige Rolle bei der Anpassung
der Bakterien an die Umwelt und beim Ausweichen vor dem Immunsystem des Wirtes (Yao
et al. 2006). Dies macht es zu einem interessanten Angriffsort fir mogliche Therapieanséatze.
Es sind jedoch noch weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet nétig, um neue, sichere und
effektive Therapieopionen zu entwickeln.

Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, dass es Korrelationen zwischen verschiedenen genoty-
pischen Markern, der Pathogenitdt und dem Resistenzverhalten von S. epidermidis-Isolaten
gibt. Dies eroffnet wiederum die Mdoglichkeit, Kontaminationen von Infektionen zu unter-
scheiden und risikogerecht eine Infektion mit S. epidermidis zu therapieren. Weitere Unter-

suchungen auf diesem Gebiet sind meines Erachtens daher sinnvoll und notwendig.

Es muissen neue Strategien evaluiert werden, um S. epidermidis-Infektionen besser zu be-
kampfen. Wir bendtigen ein besseres Verstandnis Uber die Beziehung kommensaler und

infetionsassoziierter Lebensgewohnheiten von diesem Erreger.
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Zusammenfassung

Staphylococcus epidermidis, einer der Vertreter koagulase-negativer Staphylokokken, galt
lange Zeit als physiologischer Bestandteil der menschlichen Hautflora ohne pathologische
Relevanz. Heute weil? man, dass S. epidermidis haufig Ursache von Implantat-assoziierten
Infektionen und Nosokomialinfektionen ist. Die Biofilmbildung ist der wichtigste Pathogeni-
tatsfaktor.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 200 Isolate auf die genotypische und phanotypische
Fahigkeit zur Biofilmbildung untersucht, wobei festgestellt werden konnte, dass nur rund die
Hélfte der Isolate mit der genetischen Voraussetzung zur Biofilmbildung diesen tatsachlich
bilden. Neben dem Vorhandensein des ica-Gens (intercellular adhesin) sind méglicherweise
weitere Faktoren entscheidend. Etwa 29,5 % der Isolate zeigten ein breites Resistenzprofil
(Resistenz gegen Penicillin, Oxacillin, Ciprofloxacin, Gentamicin, Erythromycin und Clinda-
mycin). Die Bedeutung des Insertionselementes 1S256 als Marker fiir die klinische Relevanz
bei S. epidermidis-Infektionen konnte in der vorliegenden Arbeit bestéatigt werden.

Des Weiteren wurden sowohl SCCmec-(staphylococcal cassette chromosome mec) Typ als
auch die agr-(accessory gene regulator) Gruppe untersucht. Hierbei wurde agr-Gruppe 1l und
Il und der SCCmec-Typ | am haufigsten nachgewiesen, wohingegen bei Multiresistenz agr-
Gruppe | und Il und SCCmec-Typ Il dominierte.

Zudem wurde eine mdgliche Korrelation von SCCmec und agr untersucht, wobei agr-Gruppe
Il mit SCCmec-Typ | und mecA-negativen S. epidermidis-Isolaten assoziiert war. Ein gehauf-
tes gemeinsames Auftreten zwischen der agr-Gruppe | und dem SCCmec-Typ Il hingegen
konnte bei Multiresistenz festgestellt werden. Des Weiteren wurde die Korrelation zwischen
den SCCmec-Typen und der Antibiotikaresistenz untersucht, wobei ein grof3er Teil der Isola-
te, die dem SCCmec-Typ Il zugordnet wurden, resistent gegen Clindamycin, Gentamicin und
Erythromycin sowie Ciprofloxacin und Cotrimoxazol waren. Zusatzlich wurde festgestellt,
dass die agr-Gruppe Il haufiger bei Blutkulturen und in Gewebeproben nachgewiesen wur-
de, wahrend agr-Gruppe Il eher in S. epidermidis-Isolaten aus Katheterspitzen (ZVK), Drains
und Implantaten vorkam. Bei Blutkulturen, Katheterspitzen (ZVK), Drains und in Gewebepro-
ben dominierte SCCmec-Typ |, wohingegen bei Implantaten haufig kein mecA-Gen nachge-
wiesen werden konnte.

Eine Auswahl von S. epidermidis-Isolaten (n=40) wurde einer genotypischen Untersuchung
mittels MLST (Multilocus Sequenze Typing) unterzogen. Hierbei konnte keine Dominanz
einer bestimmten klonalen Linie von S. epidermidis fur das Universitatsklinikum Magdeburg
aufgezeigt werden.

Jedoch wurden 45 % der genotypisch untersuchten Isolate den klonalen Linien ST2, ST5,

ST10 und ST242 zugeordnet, die phylogenetisch relativ eng miteinander verwandt waren.
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Anlagen

Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256|Biofilm | Klinik Material
6347 pos i v pos pink/rot | CHN4l | Drain/ andere Kath.
6363/2 neg Il I neg pink/rot | KAR3I | Drain/ andere Kath.
6507/1 neg Il I neg pink/rot | KARO4 Implantate
6507/2 neg Il I neg pink/rot | KARO4 Implantate
6533 pos I Il pos pink/rot | ORTO3 Gewebe
6534 pos I Il pos schwarz | ORTO3 Gewebe
6607 neg Il NT pos pink/rot | KAR3I ZVK

6687 pos Il neg pos schwarz | ORTO3 Implantate
6779 neg Il I neg pink/rot | HAEM6 ZVK

6816 pos neg I neg pink/rot | ORTO02 Gewebe
6818 pos 1] Il pos | schwarz | ORTO3 Implantate
6820 pos Il neg pos | schwarz | ORTO3 Implantate
6821 neg Il I neg pink/rot | PAES1 | Drain/ andere Kath.
6836 neg Il I neg pink/frot | KAR3I | Drain/ andere Kath.
6947 pos neg neg pos schwarz | END11 ZVK
6954/1 pos Il Il pos schwarz | PAES1 | Drain/ andere Kath.
6973/1 neg Il I neg pink/rot KARI Drain/ andere Kath.
6973/2 pos Il Il pos schwarz KARI Drain/ andere Kath.
7066/1 neg Il neg neg pink/rot CHI2 ZVK
7066/2 neg i I neg pink/rot CHI2 ZVK

7086 neg neg neg pos pink/rot | KARO3 Implantate
7087 neg I neg neg pink/rot | KARO3 Implantate
7129 neg Il neg neg pink/rot | CHHO2 Gewebe
7180/1 pos I Il pos schwarz | CHI1l | Drain/ andere Kath.
7223 pos neg v pos pink/rot | PAEFG ZVK

7702 neg I neg neg pink/rot CHI1 Gewebe
7761 neg I I neg pink/rot | HAEO06 ZVK

7816 neg neg NT pos schwarz | AIT2I Gewebe
7830 neg I I pos pink/rot | PAEI2 | Drain/ andere Kath.
7832/1 neg neg I pos pink/frot | PAEI2 | Drain/ andere Kath.
7835 neg 1] I pos pink/rot NEP7 Gewebe
7947 neg neg I neg pink/rot | CHHO2 Gewebe
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256 |Biofilm | Klinik Material
7981 neg I I neg pink/rot | ORTO3 Gewebe
8145 neg Il neg neg pink/rot | GYNA Implantate
8210 pos I A% pos schwarz GHI4 ZVK
8234 pos Il neg pos pink/rot NEP7 | Drain/ andere Kath.
8271 pos i I pos schwarz | ORTO2 Gewebe
8305 pos neg Il pos pink/rot | PAEI2 ZVK
8306 pos I Il pos schwarz | PAEI2 ZVK
8307 pos I Il pos schwarz | PAEI2 | Drain/ andere Kath.
8308 pos i Il pos schwarz | PAEI2 | Drain/ andere Kath.
8375 neg Il neg neg pink/rot | CHN4I ZVK
8395/1 neg Il I neg pink/rot AlT2I ZVK
8395/2 neg Il Il neg | schwarz | AIT2I ZVK

8466 pos Il Il pos schwarz | KAR3I Gewebe
8549 pos " " pos schwarz | KAR3I ZVK

8569 pos Il I pos pink/rot AlT2l ZVK

8572 neg I Il neg pink/rot AIT2I ZVK

8599 pos 1l Il pos schwarz | NEU12 ZVK
9042/1 pos i I pos pink/rot CHI3 ZVK
9042/2 pos Il I pos pink/rot CHI3 ZVK
9105/1 pos i I pos pink/rot | KARS3I ZVK

9199 pos 1] neg neg pink/rot | ORTO3 Gewebe
9992 neg i I pos pink/rot | GHIO8 | Drain/ andere Kath.
10026 pos i neg pos pink/rot | KARO3 ZVK

10160 pos " neg neg schwarz KARI ZVK

10199 pos Il I neg pink/rot | CHHO1 ZVK

10238 pos Il neg pos pink/rot | CHHO2 Gewebe
10247 pos Il I pos pink/rot KARI Drain/ andere Kath.
10481 pos i Il pos schwarz KARI Drain/ andere Kath.
10490 pos Il neg neg schwarz CHI3 ZVK

10505 neg I neg neg pink/rot CHI1 Gewebe
10591 pos i NT pos pink/rot | HAUF1 Gewebe
10651 neg i I pos pink/rot | ORO8A Gewebe
10716 pos neg Il pos schwarz | AIT2I Gewebe
10873 pos neg neg pos schwarz | ORTO02 Implantate
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256 |Biofilm | Klinik Material
10896 neg Il I neg pink/rot CHI1l | Drain/ andere Kath.
10968 neg Il I neg pink/rot | NEU12 ZVK
10975 pos I NT pos | schwarz CHI1 Gewebe
11130 neg Il neg neg pink/rot NEP7 | Drain/ andere Kath.
11146 pos Il I neg pink/rot | NEU14 ZVK
11205 pos Il neg neg schwarz | ORTO02 Implantate
11260 neg Il I pos pink/rot | HAEO06 ZVK
11311 neg Il I neg pink/rot CHI3 Gewebe
11315 neg Il I neg pink/rot GHI4 Gewebe
11377 pos i I neg schwarz | CHHO2 Gewebe
11406 neg Il neg neg pink/rot | HAEQ6 ZVK
11475 pos 1 Il pos schwarz | HAEO6 ZVK
11476 pos Il I neg pink/rot | HAEO06 ZVK
11483 neg Il I neg pink/rot KARI Drain/ andere Kath.
11666 pos i neg neg pink/rot NEP7 | Drain/ andere Kath.
11753 pos i I neg pink/frot | CHU5 Gewebe
11892 pos 1l v pos pink/rot GHI4 ZVK
11905 pos neg v pos pink/rot | PAEI12 Gewebe
11991 pos Il I pos pink/rot NEP7 ZVK
12060 neg Il I pos pink/rot | PAEIl ZVK
12218 pos Il I pos schwarz | CHKO3 ZVK
12219 neg Il neg neg pink/rot | HNO2 Gewebe
12288 neg Il I neg pink/rot CHI1 Gewebe
12374 neg Il I pos pink/rot | CHU5 Gewebe
12412 pos Il I neg schwarz CHI2 Gewebe
12559 pos Il I neg pink/rot | ORTO3 Gewebe
12633 pos i NT neg pink/rot HAU4 Gewebe
12644 pos i v pos schwarz | ORTO3 Implantate
12697 pos Il neg neg schwarz | CHN15B | Drain/ andere Kath.
12704 pos i v neg schwarz | CHUS5 Gewebe
12753 pos neg Il pos schwarz | UROS8B ZVK

12759/1| pos 1] neg pos | schwarz | ORTO3 Gewebe
12759/2 pos neg neg pos schwarz | ORTO3 Gewebe
12851 pos I i pos schwarz | CHUA Gewebe
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256|Biofilm | Klinik Material

12855 neg Il I neg pink/rot CHI2 ZVK

12937 neg neg I neg pink/rot CHI3 Gewebe
13096/2 neg Il I pos pink/rot | URO8B Implantate
13181 pos neg v pos schwarz | PAEI2 | Drain/ andere Kath.
13189/1 neg Il NT pos pink/rot | ORTO3 Implantate
13211 neg neg NT neg pink/rot NEP7 ZVK

13354 pos neg 1 pos | schwarz | PNEO2 Gewebe
13360/1 neg Il I pos pink/rot NEP7 | Drain/ andere Kath.
13601 neg neg I pos pink/rot | PAEI2 ZVK

13657 neg 1] NT pos pink/rot | ORTA Gewebe
13778 pos i I pos pink/rot CHI2 Drain/ andere Kath.
13831 neg i I neg pink/rot | HNOO3 Gewebe
13870 neg neg neg neg pink/rot | CHUA Gewebe
13880 pos neg NT pos pink/rot | ORTO3 Gewebe
13881 pos I I pos | schwarz | ORTO3 Gewebe
13889 neg I I neg pink/rot AIT2I ZVK

13917 pos i i pos pink/rot CHIal ZVK

13935 pos i neg pos schwarz | ORTO03 Gewebe
14204/1 pos I I pos schwarz CHI2 Drain/ andere Kath.
14204/2 pos 1l I pos schwarz CHI2 Drain/ andere Kath.
14625/1 pos Il I neg schwarz | KARS3I ZVK

14628 neg Il I neg pink/rot KARI ZVK

14934 pos | v neg schwarz | GYNO7 ZVK

15054 neg 1l I pos pink/rot NEP7 ZVK

15175 neg " | pos pink/rot | CHHO1 ZVK

15751 pos 1] neg neg | schwarz | CHHO2 Gewebe
15843 pos Il neg neg schwarz | ORTO3 Gewebe
15855 pos I NT pos pink/rot | KARS3I ZVK

15988 pos I NT pos pink/rot | HAEQ6 ZVK

15994 neg i neg pos pink/rot NEP7 | Drain/ andere Kath.
16055 pos neg I pos pink/rot AlT2I ZVK

16061 pos I Il pos pink/rot | HAEO6 ZVK

16479 neg I neg neg pink/rot CHIal ZVK

16539 neg Il I neg pink/rot | KARO1 Gewebe




Anlagen 74
Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256|Biofilm | Klinik Material
16706 pos I neg pos schwarz | HAEO6 ZVK
16853 pos Il neg pos pink/rot | UROS8A | Drain/ andere Kath.
2234 pos I Il pos schwarz | CHIO3 BK
2300 pos Il I pos pink/rot AlT2l BK
2413 neg I NT pos pink/rot | HAEQ6 BK
2414 pos I I pos pink/rot | HAEQ6 BK
2467 neg I I neg pink/rot | HAEO06 BK
2532 neg 1 v pos schwarz | HAEO6 BK
2540 pos i neg pos pink/rot CHI1 BK
2541 pos neg I neg pink/rot ZNA BK
3089 pos 1 NT neg pink/rot CHI3 BK
3134 pos 1 1l pos schwarz KI BK
3318 pos 1 1l pos schwarz CHI3 BK
3226 pos i neg pos pink/rot CHI3 BK
3359 pos " neg neg schwarz | HAEO6 BK
3409 pos 1 NT neg pink/rot | HAEO06 BK
3410 pos 1l NT neg pink/rot | HAEO06 BK
3546 pos Il neg neg pink/rot | HAEQ6 BK
3575 pos i I neg pink/rot GHI4 BK
3636 pos neg Il pos schwarz | KAR3I BK
3640 pos 1l I pos pink/rot | URO8A BK
3685 pos i I pos pink/rot | PHO 03 BK
3694 pos Il neg pos pink/rot CHI1 BK
3792 pos Il neg pos pink/rot | HAEOQ6 BK
3798 pos Il I pos pink/rot | CHITK BK
3802 pos 1l I pos pink/rot | CHITK BK
3814 pos 1l I pos pink/rot | PAE12 BK
3857 pos Il neg pos pink/rot | HAEO6 BK
3872 pos [l Il pos schwarz | PAES1 BK
3974 pos 1l NT neg schwarz | HAEO6 BK
3975 pos 1l NT neg schwarz | HAEO6 BK
4020/1 pos i i neg pink/rot CHI1 BK
4020/2 pos I i neg pink/rot CHI1 BK
4062 pos I i pos pink/rot | HAEO06 BK
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec |1S256|Biofilm | Klinik Material
4087 neg I I neg pink/rot | END11 BK
4088 pos Il I neg pink/rot | 2NE14 BK
4148 pos neg i neg pink/rot CHI1 BK
4152 neg I neg neg pink/rot | CHITK BK
4227 pos Il neg neg pink/rot | HAEO06 BK
4278/1 pos I I neg pink/rot CHI1 BK
4311 neg Il NT neg pink/rot | STRO1 BK
4361/2 pos I NT pos schwarz | CHIA BK
4367/2 neg Il neg neg pink/rot | PHOO03 BK
4404 pos Il I neg pink/rot | STRO1 BK
4444 pos I Il pos pink/rot | HAEO06 BK
4458 pos Il NT pos schwarz CHI1lI BK
4483 pos " NT neg schwarz CHI1 BK
4689 pos " I neg schwarz CHI1lI BK
4745 neg 1 NT neg pink/rot | HAEO06 BK
4746 neg 1 NT neg pink/rot | HAEO06 BK
4837 pos i I neg pink/rot CHI2 Bk
4840 neg Il i neg pink/rot | HAEOQ6 BK
5416 neg I I neg pink/rot CHIal BK
5799 pos Il NT pos pink/rot AlIT2I BK
5930 neg I neg neg pink/rot | KAR3I BK
5948 pos i i pos pink/rot Chl1l BK
5950 pos " " pos schwarz CHI1lI BK
6010 neg Il I neg pink/rot CHI3 BK
6232 neg Il I pos pink/rot CHI1 BK
6282 pos 1l NT neg schwarz | AIT2I BK
268 neg neg neg neg pink/rot | PAEFG BK
275 pos I Il pos schwarz | KAR3I BK
387 neg I neg neg pink/rot CHI3 BK
424 pos i I neg schwarz | AIT2I BK
505 neg i I neg pink/rot CHIal BK
665 neg i I neg pink/rot | PAEI2 BK

Anlage 1: Auflistung der Isolate mit Angabe des Herkunfsortes,

der Ergebnisse der PCR sowie der Kultivierung auf Kongorot-Agar
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN |CIP|VAN|CLI
6347 pos i v pos | pinkfrot | R | R | R | | R [ R| S |R

6363/2 neg I I neg | pink/rot | R | R I I R R|IR| S |R
6507/1 neg Il I neg | pinkfrot | R | R | S| S| R S|R|S|R
6507/2 neg Il I neg | pinkfrot | R | R | S| S| R S|R|S|R
6533 pos I Il pos | pinkfrot | R | R | R|R | R R|IR| S |R
6534 pos I 1 pos |schwarz| R | R | R | R | R R|IR| S |R
6607 neg 1 NT pos | pinkfrot | R | R | R|S | R R|IR| S |R
6687 pos 1l neg pos |schwarz| S | S | R | S | R R|IR| S |R
6779 neg I I neg | pinkrot | R | R | S| S| R S Il S |R
6816 pos neg [ neg | pinkfrot | R | S | S| S| S S|S|S|S
6818 pos " I pos |schwarz| R | R | R | S | R R |R| S |R
6820 pos 1l neg pos |schwarz| S | S I S| R I R| S |R
6821 neg Il I neg | pinkfrot | R | R | S | | S| S|S|S|S
6836 neg Il [ neg | pinkfrot | R | R I I R R|IR| S |R
6947 pos neg neg pos |schwarz| R | R | R | R R |R| S |R
6954/1 pos Il Il pos |schwarz| R | R | R | | S R|IR| S |S
6973/1 neg I I neg | pinkrot | R | R | S| S| R S Il S |R
6973/2 pos I I pos |schwarz| R | R | R | | R| R|R|S|R
7066/1 neg Il neg neg | pinkfrot | R | R | S | | R R|IR| S |R
7066/2 neg i [ neg |pinkfrot | S| S| S| S| S S|S|S|S
7086 neg neg neg pos | pinkfrot | R | S | S | | S| S|S|S|S
7087 neg I neg neg | pinkfrot | R | S | S | | S| S|S|S|S
7129 neg I neg neg | pinkrot | R | S |S|S|S| S|S|S|S
7180/1 pos I Il pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
7223 pos neg \% pos | pink/frot | R | R | R | | R R|IR| S |R
7702 neg I neg neg | pink/frot | S | S I I S| S|S|S|S
7761 neg I I neg | pink/rot | R | R I | R| R R|IR| S |R
7816 neg neg NT pos |schwarz| R | R I S| R R|IR| S |R
7830 neg I [ pos | pink/frot | R | R | S | | R R|S|S|R
7832/1 neg neg [ pos | pink/frot | R | R | S | | R R|S|S|R
7835 neg 11 I pos | pinkfrot | R| R | S|S | R R I | S |R
7947 neg neg I neg | pinkrot | S| S| S| S| S| S|S|S|S
7981 neg I I neg | pink/frot | R | R I | R| R R|IR| S |R
8145 neg Il neg neg | pinkfrot | R | S | S| | R S|S|S|R




Anlagen 77
Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN |CIP|VAN|CLI
8210 pos I v pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
8234 pos Il neg pos | pinkrot  R| S| S| R| S| S |S|S|S
8271 pos I I pos |schwarz| R | R | S | | R R|IR| S |R
8305 pos neg 1 pos | pinkfrot | R | R | R | | R R|IR| S |R
8306 pos I Il pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
8307 pos I Il pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
8308 pos Il 1 pos |schwarz| R | R | R | | S R|IR| S |S
8375 neg Il neg neg | pinkfrot | R | S | S | | S| S|S|S|S

8395/1 neg Il [ neg | pinklrot | R | R| S| S| R S|R|S|R
8395/2 neg Il [ neg [schwarz| R | R | S| S| R S|R|S|R
8466 pos " I pos |schwarz| R | R | S| S | R R|S|S|R
8549 pos Il 1l pos |schwarz| R | R | R | R | R R|IR| S |R
8569 pos Il [ pos | pinkfrot | R | R | S|S | R S|R|S|R
8572 neg I Il neg | pinkfrot | R | R | S | | R R|IR| S |R
8599 pos " I pos |schwarz| R | R | R | R S |S|S|R
9042/1 pos Il [ pos | pinkfrot | R | R I |R| R R I | S |R
9042/2 pos Il [ pos | pinkfrot | R | R | S|S | R R I | S |R
9105/1 pos i [ pos | pinkfrot | R | R | S | | R R|IR| S |R
9199 pos i neg neg | pinklrot | R| S| R|R| R S|R|S|R
9992 neg i [ pos |pinkrot | R| R | S|S | R R I | S |R
10026 pos 1] neg pos |pinkrot | S| S| S|S| S| S|S|S|S
10160 pos 1] neg neg |schwarz| S | S | S| S| S| S |S|S|S
10199 pos I I neg | pinkrot | R | R | S| S| R S Il S |R
10238 pos Il neg pos | pinkfrot | R| S | R|S | S S|S|S|S
10247 pos Il [ pos | pink/frot | R | R I | S| R S|R|S|R
10481 pos 1l 1 pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
10490 pos Il neg neg |schwarz| R | R | S| S| S| S |S| S |S
10505 neg I neg neg |pinkfrot | S | S| S| S| S S|S|S|S
10591 pos i NT pos | pink/frot | R | R I | S| R S|S|S|R
10651 neg i [ pos | pinkfrot | R | R | S |S | R R|IR| S |R
10716 pos neg 1 pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
10873 pos neg neg pos |schwarz| R | S | S | | R R|IR| S |R
10896 neg Il [ neg | pinklrot | R | R| S| S| R S|R|S|R
10968 neg I I neg | pinkfrot | R | R | S| S| R S Il S |R




Anlagen 78

Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256|Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN|CIP|VAN|CLI
10975 pos I NT pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
11130 neg Il neg neg | pink/frot | R | S I I S S|S|S|S
11146 pos Il I neg | pinklrot | R | R| S| S| R S|R|S|R
11205 pos 1 neg neg |[schwarz| S | S | S| S| S S |S| S |S
11260 neg Il I pos | pinkrot | R | R | S| S| R R|IR| S |R
11311 neg Il I neg | pinkfrot | R | S | S | | R S|S|S|R
11315 neg I I neg | pink/rot | R | R I I R R|IR| S |R
11377 pos 11 I neg |[schwarz| R | R | S | | R S |R| S |R
11406 neg Il neg neg | pinklrot | R | S| S| R | S S|S|S|S
11475 pos Il I pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
11476 pos I I neg | pinkrot | R | R | S| S| R S|R|S|R
11483 neg Il [ neg | pinkfrot | R | R I I S S|S|S|S
11666 pos Il neg neg |pinkfrot | R | S| S| S| R S|S|S|R
11753 pos Il [ neg | pinkfrot | R | R | S | | R S|R|S|R
11892 pos Il \% pos | pink/frot | R | R | R | | R R|IR| S |R
11905 pos neg v pos | pink/frot | R | R | R | | R R|IR| S |R
11991 pos Il [ pos | pinkfrot | R| R | S|S | R R|IR| S |R
12060 neg Il [ pos | pinkfrot | R| R | S|R | R R|S|S|R
12218 pos 1 I pos |schwarz| R | R | S | R R |R| S |R
12219 neg I neg neg | pinkrot | R | S| S| S| S| S|S|S|S
12288 neg I I neg | pinkrot | R | R | S| S| R S|R|S|R
12374 neg Il [ pos | pinkfrot | R| R | S|S | R R|IR| S |R
12412 pos 1 I neg |schwarz| R | R | S | S S |R| S |S
12559 pos I I neg | pinklrot | R | R| S| S| R S I | SR
12633 pos 1l NT neg | pinkfrot | R | R | S | | R S|S|S|R
12644 pos 1l v pos |schwarz| R | R | S | | R R|IR| S |R
12697 pos 1l neg neg [schwarz| R | S | S | R | S S |S|S|S
12704 pos I v neg |[schwarz| R | R | S | | R S|S| S |R
12753 pos neg Il pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
12759/1| pos Il neg pos |schwarz| R | S | R | | S| S|R|S|S
12759/2| pos neg neg pos |schwarz| R | S | R | | R I R| S |R
12851 pos I i pos |schwarz| R | R | R | S | S R|IR| S |S
12855 neg Il [ neg | pinkrot | R | R | S| S| S S|R| S |S
12937 neg neg [ neg | pinklrot | R | R| S| R | R R|IR| S |R




Anlagen 79

Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256|Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN|CIP|VAN|CLI
13096/2| neg Il I pos | pinkfrot | R| R | S|S | R R|IR| S |R
13181 pos neg v pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
13189/1] neg Il NT pos | pinkrot R| S | S| S| S| S|R|S|S
13211 neg neg NT neg | pink/frot | R | R I |R| R R|S|S|R
13354 pos neg i pos |schwarz| R | R | R | | S R|IR| S |S
13360/1| neg Il I pos | pinkfrot | R | R | S|S | R R I | S |R
13601 neg neg I pos | pink/frot | R | R | R | | R R|IR| S |R
13657 neg Il NT pos | pinkrot | R | R | R | S | R R|S|S|R
13778 pos Il [ pos | pinkrot | R| R | S|S | R R I | S |R
13831 neg Il [ neg | pinklrot | R | R | S| S| S S|R| S |S
13870 neg neg neg neg | pinkfrot | S | S | S| | S| S|S|S|S
13880 pos neg NT pos | pinkfrot | R | R | R|S | R S|S|S|R
13881 pos I [ pos |schwarz| R | R | R | S | R S|S|S|R
13889 neg I [ neg | pinkfrot | R | R I |R| R R|IR| S |R
13917 pos Il 1 pos | pinkfrot | R | R | R | | R R|IR| S |R
13935 pos i neg pos |schwarz| R | S | S | | R R|IR| S |R
14204/1| pos I I pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
14204/2| pos i [ pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
14625/1| pos Il [ neg [schwarz| R | R | S| S| R S I | S |R
14628 neg Il [ neg | pinklrot | R | R | S| R | S S |R|S|S
14934 pos I \% neg |schwarz| R | R | S | R | R S|S|S|R
15054 neg 11l I pos | pink/rot | R R|S|S|R R I S| R
15175 neg i [ pos | pinkfrot | R | R I I R R I | S |R
15751 pos " neg neg |[schwarz| S | S | S| S| S S |S| S |S
15843 pos Il neg neg |schwarz| R | S | S | | S| S|S|S|S
15855 pos I NT pos | pinkfrot | R | R | R | | R R|IR| S |R
15988 pos I NT pos | pinkfrot | R | R | R | | R R|IR| S |R
15994 neg i neg pos |pinkfrot | S | S | S|S| S S|S|S|S
16055 pos neg [ pos | pinkfrot | R | R | S| R | R I I | S |R
16061 pos I Il pos | pinkfrot | R | R | R | | R S|S|S|R
16479 neg I neg neg | pinkfrot | S | S | S | | S| S|S|S|S
16539 neg Il [ neg | pinkrot | R | R | S| S| R S|R|S|R
16706 pos I neg pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
16853 pos I neg pos | pink/rot | R | S I I S S|R| S |S




Anlagen 80
Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256|Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN|CIP|VAN|CLI
2234 pos I 1 pos |schwarz| R | R | R [ng.| R R|IR| S |R
2300 pos Il I pos | pink/frot | R | R |n.g.|n.g.| R R |R| S |ng.
2413 neg I NT pos | pinkfrot | R | R | S | | R S|S|S|R
2414 pos I I pos | pink/rot | R | R |[ng.| R | R R|IR| S |R
2467 neg I I neg | pink/rot | R | R [ng.| R | R R|IR| S |R
2532 neg 11 v pos |schwarz| R | R |[ng.| R| R |[ng.|R | S |ng.
2540 pos i neg pos | pink/frot | R | S |n.g.| | S S|R|S|S
2541 pos neg I neg | pink/rot | R | R [ng.| S | R R|IR| S |R
3089 pos i NT neg | pinkfrot | R | R |ng.| S| R S|S|S|R
3134 pos Il i pos |schwarz| R | R | R | | R S|R|S|R
3318 pos " " pos |schwarz| R | R |n.g.|n.g.| R R |R| S |R
3226 pos Il neg pos | pinkfrot | S | S |[ng.| S| S S|S|S|S
3359 pos i neg neg |[schwarz| S | S | S | | S S |S| S |S
3409 pos i NT neg | pinkfrot | R | R | S | | R S|S|S|R
3410 pos Il NT neg | pinkfrot | R | R | S | | R S|S|S|R
3546 pos Il neg neg | pinkfrot | R | S |ng.| R | S S|S|S|S
3575 pos i [ neg | pinklrot | R | R | S| S| S S|R|S|R
3636 pos neg I pos |schwarz| R | R |ng.| S | R R|IR| S |R
3640 pos 1l I pos | pink/rot | R | R |[ng.| R | R S|R|S|R
3685 pos i [ pos | pinkfrot | R | R | S| | R R|S|S|R
3694 pos Il neg pos |pinkfrot | R| S | S|S | R S|S|S|R
3792 pos Il neg pos | pink/frot | R | S |n.g.| | S S|S|S|S
3798 pos I I pos | pink/rot | R | R |ng.| S| S R|IR| S |S
3802 pos 1l I pos | pink/rot | R | R |ng.| S| S R|IR| S |S
3814 pos i [ pos | pink/frot | R | R | S | | R R|S|S|R
3857 pos Il neg pos | pink/frot | R | S |n.g.| | R S|S|S|R
3872 pos 1l 1 pos |schwarz| R | R |ng.| | S R|IR| S |S
3974 pos 1l NT neg |schwarz| R | R | S | | R S|S|S|R
3975 pos I NT neg |[schwarz| R | R | S | | R S|S| S |R

4020/1 pos i i neg | pink/frot | R | R |n.g.| | I S|R| S |S
4020/2 pos I i neg | pinkfrot | R | R |ng.| S| S S|R| S |S
4062 pos I i pos | pinkfrot | R | R | S | | S R|IR| S |S
4087 neg I I neg | pinkfrot | R | R | S | | R R|IR| S |R
4088 pos I I neg | pinkfrot | R | R | S| S| R S Il S |R




Anlagen 81
Nr. |icaA/D|agr|SCCmec|IS256|Biofilm|PEN|OXA|SXT|TET|ERY|GEN|CIP|VAN|CLI
4148 pos neg i neg | pink/rot | R | R I |ng.| S S|R| S |S
4152 neg I neg neg | pinkfrot | S | S |ng.| S| R S | S| S |ng
4227 pos i neg neg | pinklrot | R | S| S| R | S S|S|S|S

4278/1 pos I i neg | pink/rot | R | R |n.g.| | S S|R| S |S
4311 neg Il NT neg | pinkfrot | R | R [ng.| S | R S|R|S|R
4361/2 pos I NT pos |schwarz| R | R |n.g.| | S R|IR| S |S
4367/2 neg Il neg neg | pinkfrot | R | S |ng.| S| S S|S|S|S
4404 pos Il [ neg | pinkfrot | R | R |ng.| S| R S|R|S|R
4444 pos I I pos | pink/frot | R | R | R | | R S|S|S|R
4458 pos 1l NT pos |schwarz| R | R I R| R R|IR| S |R
4483 pos " NT neg |[schwarz| R | R | R | R | R S |R| S|R
4689 pos " I neg |schwarz| R | R |ng.| | R R |R| S |R
4745 neg Il NT neg | pink/rot | R | R |n.g.| | R S|S|S|R
4746 neg Il NT neg | pink/rot | R | R |n.g.| | R S|S|S|R
4837 pos i I neg | pinkfrot | R | R |ng.| S| R S |S| S |ng
4840 neg Il i neg | pink/frot | R | R |ng.| | R S|S|S|R
5416 neg I [ neg | pinklrot | R | R| S| R | R R |R| S |ng.
5799 pos I NT pos | pinkfrot | R | S | S|S | R R|IR| S |R
5930 neg I neg neg | pinkfrot | S | S |ng.| S| S S|S|S|S
5948 pos i i pos | pinkfrot | R | R |ng.| S | R R|IR| S |R
5950 pos " " pos |schwarz| R | R | R | S | R R |R| S |R
6010 neg Il [ neg | pinkfrot | R | R |ng.| S| S S |R|S|S
6232 neg I I pos | pink/rot | R | R |ng.| S | R R |R| S |ng.
6282 pos 1l NT neg |schwarz| R | R [ng.| R | R S| S| S |ng
268 neg neg neg neg | pinkfrot | R | S |ng.| S| S S|S|S|S
275 pos I 1l pos |schwarz| R | R | R | | R R|IR| S |R
387 neg I neg neg | pinkrot | R | R | R| R | S R |n.g.| S |n.g.
424 pos 1l Il neg |schwarz| R | R | S| S| S S|S|S|S
505 neg 1l I neg | pink/rot | R | R [ng.| S | R S |R| S |R
665 neg i [ neg | pinkrot | R | R | S| R| R S|R|S|R

Anlage 2: Auflistung der Isolate mit den Ergebnissen der Resistenzbestimmung,

der PCR und der Kultivierung auf Kongorot-Agar
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Nr. |icaA/D|agr|SCCmec | 1S256 | Biofilm ST Material
2300 pos Il I pos pink/rot 5 BK
2414 pos I I pos pink/rot 10 BK
2540 pos i Neg pos pink/rot |57,154,172 BK
3089 pos i NT neg pink/rot 130 BK
3409 pos i NT neg pink/rot 59 BK
3636 pos neg Il pos schwarz 2 BK
3798 pos 1 NT pos pink/rot 6 BK
3857 pos Il neg pos pink/rot 59 BK
3974 pos i NT neg schwarz 48 BK
3975 pos " NT neg schwarz 48 BK
4020/2 pos I i neg pink/rot 242 BK
4062 pos I [l pos pink/rot 2 BK
4152 neg I neg neg pink/rot 130 BK
4311 neg Il NT neg pink/rot 5 BK
4367/2 neg Il neg neg pink/rot 32 BK
4458 pos Il NT pos schwarz 23 BK
4689 pos i Il neg schwarz 2 BK
4745 neg i NT neg pink/rot 59 BK
4840 neg Il i neg pink/rot 21 BK
5416 neg I I neg pink/rot 10 BK
5948 pos i i pos pink/rot 2 BK
5950 pos i i pos schwarz 2 BK
6010 neg I I neg pink/rot 5 BK
275 pos I Il pos schwarz 2 BK
387 neg I neg neg pink/rot 21 BK
665 neg i I neg pink/rot 5 BK
6363/2 neg i I neg pink/rot 10 Drain/andere Kath.
6818 pos i Il pos schwarz 43 Implantate
8271 pos i I pos schwarz 135 Gewebe
8308 pos i Il pos schwarz 135 Drain/andere Kath.
8549 pos i i pos schwarz 135 ZVK
9105/1 pos 1] I pos pink/rot 23 ZVK
10481 pos i Il pos schwarz 242 Drain/andere Kath.
10651 neg i I pos pink/rot 130 Gewebe




Anlagen 83
Nr. |icaA/D|agr|SCCmec | 1S256 | Biofilm ST Material
11315 neg i I neg pink/rot 10 Gewebe
11475 pos i Il pos schwarz 242 ZVK
11892 pos i A% pos pink/rot 242 ZVK
12644 pos i A% pos schwarz 23 Implantate
13917 pos i i pos pink/rot 43 ZVK

14204/2 pos i I pos schwarz 242 Drain/andere Kath.

Anlage 3: Auflistung der Isolate mit den Ergebnissen der PCR sowie der Sequenzierung
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