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Kurzreferat

Infektionskrankheiten breiten sich weltweit aus. Staphylococcus aureus ist einer der
bedeutendsten humanpathogenen Erreger und Ausldéser nosokomialer Infektionen.
Aufgrund der Tatsache, dass in Panama bisher keine populationsgenetischen sowie
phylogenetischen Arbeiten existieren, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die S. aureus-
Isolate aus Panama phé&no- und genotypisch zu charakterisieren. Aus diversen klinischen
Abstrichmaterialien des Universitatsklinikums Hospital Santo Tomas in Panama City
konnten von 2008 bis 2010 119 S. aureus-lsolate gesammelt werden. Sie wurden
biochemisch identifiziert und ihre Antibiotika-Empfindlichkeit analysiert. Sowohl die
Staphylokokken-Enterotoxingene als auch das Panton-Valentine-Leukozidin-Toxingen
(PVL), die agr-Gruppenspezifitdt und bei Methicillin-Resistenz das mecA-Gen hinsichtlich
der SCCmec-Typisierung wurden untersucht. Die klonale Zugehdrigkeit von Methicillin-
sensiblen (MSSA) und -resistenten S. aureus-lsolaten (MRSA) wurde mittels spa-Gen-
Typisierung und Multilocus-Sequenztyp-Analyse (MLST) charakterisiert. Von den 119
Isolaten waren 101 Methicillin-resistent (MRSA). Die 18 MSSA-Isolate waren
hauptséchlich resistent zu 78% gegeniber Penicillin bzw. zu 27% gegenlber
Erythyromycin, wohingegen die MRSA-Isolate eine zusatzliche Resistenz gegenuber
Fusidinsaure, Erythromycin, Clindamycin, Chinolonen und Tobramycin aufwiesen. Ein
Siebtel der MRSA-Isolate waren positiv fur das tst-Gen und ca. zwei Drittel fir das PVL-
Gen, wohingegen 80% der MSSA-Isolate das PVL-Gen trugen und ungeféhr ein Drittel
das tst-Gen. Ergebnisse der Genotypisierung der MSSA-Isolate zeigten eine Haufung von
der klonalen Linie ST1, bei den MRSA-Isolaten war die Mehrzahl der klonalen Linie ST8
und ST45 zuzuordnen.
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Einleitung

1. Einleitung

Weltweit sind Infektionskrankheiten auf dem Vormarsch. Zu den bedeutendsten
humanpathogenen Erregern und Auslésern nosokomialer Infektionen gehort Staphylococcus
aureus (S. aureus). Der Begriff der nosokomialen Infektion beschreibt dabei eine Infektion,
die erst nach 48 Stunden nach stationarer Aufnahme auftritt und somit im Krankenhaus
erworben wurde (hospital-acquired = HA). Doch nicht alleine die nosokomialen, auch die
auflerhalb von Gesundheitseinrichtungen erworbenen Infektionen (community-acquired =
CA) mit S. aureus steigen stetig an und gewinnen daher an grofRer Bedeutung [Lowy, 2003];
[Boucher and Corey, 2008].

Als problematisch in der Therapie erweist sich die immer gré3ere Verbreiterung an
S. aureus-Isolaten mit Resistenzen gegeniiber multiplen Antibiotika [Ghebremedhin et al.,
2009]. Mitschuld an der erhohten Infektionsinzidenz und der Resistenzlage tragt unter
anderem das Vorgehen in der Patientenversorgung und die Fahigkeit von S. aureus, sich
immer wieder den veranderten und somit neuen Umweltbedingungen anzupassen [Boucher
and Corey, 2008]. So stieg z. B. in den USA der Anteil von Methicillin-resistenten S. aureus
unter allen detektierten S. aureus-Isolaten der Intensivstationen von 35,9 % im Jahr 1992 auf
64,4 % im Jahr 2003 an [Klevens et al., 2006].

Wahrend in vielen Landern Europas oder der USA bereits ausfiihrliche Untersuchungen und
Studien zu S. aureus durchgefiihrt wurden, gibt es im Gegensatz dazu bisher noch keine
Arbeiten, die die Populationsgenetik sowie die molekularbiologischen Eigenschaften von

S. aureus in Panama beschreiben.

Doch bevor dieser Punkt thematisiert wird, bleibt vorab die Frage zu klaren, um was fir
einen Keim genau sich S. aureus handelt und was ihn so besonders und Uberlebensstark
macht. Der folgende Abschnitt wird sich dieser Thematik widmen und die Eigenschaften von

S. aureus naher beschreiben.

1.1 Staphylococcus aureus (S. aureus)

Wahrend Staphylokokken friher neben der Gattung Micrococcus, Planococcus und
Stomatococcus als Familie der Micrococcaceae zusammengefasst wurden, gehéren sie seit
2010 nach neuer Nomenklatur der Familie der Staphylococcaceae an [Schleifer and Bell,
2010]. Aktuell existieren 72 Staphylococcus-Spezies und -Subspezies [DSMZ Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH]. Sie sind alle gram-positive,

unbewegliche, nicht sporenbildende Kokkenbakterien, die sich in dichten Haufen oder
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Trauben anordnen (siehe Abbildung 1, rechter Bildteil) [Hof and Dorries, 2009]. Sie
exprimieren Katalase-Aktivitdt und lassen sich in koagulasepositive (S. aureus) und
koagulasenegative Spezies (unter anderem S. epidermidis, S. saprophyticus und
S. haemolyticus) einteilen.

S. aureus, als wichtigster Vertreter seiner Gattung, ist sowohl ein natirlicher Kommensale
als auch ein pathogener Keim des Menschen. Bei ca. 20 % der immunkompetenten
Bevolkerung besiedelt er permanent seine 6kologische Nische — die Nasenvorhofe; 30 %
werden nur vorubergehend kolonisiert [Gordon and Lowy, 2008]. Der linke Bildteil der
Abbildung 1 zeigt typische runde, leicht Elfenbein-gefarbte S. aureus-Kolonien mit einem
Durchmesser von ca. 1 mm auf einem Columbia-Blut-Agar.

N~ '

Abbildung 1: Columbia-Blut-Agar mit S. aureus-Kolonien (linker Bildteil)
lichtmikroskopische Aufnahme der haufenférmig angeordneten S. aureus-Kokken
nach Gram-Farbung (rechter Bildteil) [Hirschhausen, 2010]

1.2 S. aureus-vermittelte Erkrankungen

Die von S. aureus ausgeldsten Infektionskrankheiten werden in zwei Kategorien eingeteilt.
Zum einen sind dies diejenigen, die durch das invasive Auftreten des Erregers begriindet
sind, zum anderen solche, die Toxin-bedingt sind [Hof and Dérries, 2009]. Generell kann
S. aureus seine pathogene Potenz meist nur unter bestimmten Voraussetzungen voll

entfalten. Dazu zahlen z. B. die Abwehrschwéache bzw. Pradisposition des Wirts.

Bei den invasiven S. aureus-Erkrankungen werden lokale Infektionen der Haut und
Schleimhaute wie Furunkel, Karbunkel, Impetigo follicularis und Mastitis puerperalis von
Infektionen innerer Organe (diese entstehen meist durch abszedierende Prozesse) wie
Osteomyelitis, Ostitis, Endokarditis, Pneumonie und Sepsis unterschieden [Hof and Dorries,
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2009]. Die verschiedenen Toxin-bedingten Erkrankungen finden ihren Ursprung/Ausloser in
den von S. aureus produzierten Toxinen (Exfoliativtoxine, Toxic Shock Syndrome Toxin
TSST-1, Enterotoxine). So kdnnen einerseits das Staphylococcal Scalded Skin Syndrome
(SSSS) und das Toxic Shock Syndrome (TSS) beschrieben werden, bei denen die Toxine
von Staphylokokken sezerniert werden, mit denen sich der Patient infiziert hat. Andererseits
existieren die Enteropathien (haufig als Folge von Lebensmittelvergiftungen), bei denen die
bereits in der mit S. aureus verseuchten Nahrung produzierten Enterotoxine direkt

aufgenommen werden [Hof and Dorries, 2009].

1.3 Die wichtigsten von S. aureus produzierten Virulenzfaktoren

1.3.1 Zellwandstandige und sezernierte Virulenzfaktoren

Wie bereits in Abschnitt 1.1 beschrieben, gehoért S. aureus zu den koagulasepositiven
Staphylokokken — er produziert also den Pathogenitatsfaktor Koagulase. Dabei handelt es
sich um ein Enzym, welches im Serum an Prothrombin bindet und dadurch die Bildung von
Fibrin aus Fibrinogen aktiviert [Hof and Dérries, 2009]. Fibrin umgibt den Keim und wirkt
somit als eine Art Schutzpanzer. Diese Schutzhille wird zusatzlich auch vom A-Faktor
(dieser sorgt ebenfalls fur eine Fibrinbildung), dem Fibronektin-Bindeprotein (bindet
Fibronektin aus extrazellularer Matrix) und dem Kollagen-/Elastin-Bindeprotein (fihrt zur
Kollagenbindung) gebildet. Ein Faktor, der die antiphagozytare Eigenschaft von S. aureus
induziert, ist das Protein A. Es bindet das Fc-Ende von angreifenden Immunglobulinen,
wodurch diese nicht mehr fur die eigentliche Bindung durch Makrophagen zur Phagozytose

des Bakteriums beféhigt sind [Lowy, 1998].

Diese genannten Virulenzfaktoren sind alle zellwandstandig und in Abbildung 2 dargestellit.
Ebenfalls abgebildet im rechten Bildteil sind einige der sezernierten Toxine, wie das
Enterotoxin (Kapitel 1.3.3) und das TSST-1 (Kapitel 1.3.4). Diese beiden wirken und agieren
als Superantigene [Dinges et al., 2000]; [McCormick et al., 2001]. Superantigen-Toxine
haben die Besonderheit, direkte Bindungen mit Immunzellen einzugehen — und das, ohne
zuvor von diesen internalisiert zu werden. Sie vernetzen die Klasse II-MHC-Molekile und die
spezifische Vg-Region von T-Zellen [Fleischer and Schrezenmeier, 1988]. Wahrend die
konventionelle Antigen-Prasentation nur ungefahr 0,1 % des T-Zell-Bestandes aktiviert,
kénnen durch Superantigene zwischen funf und 30 % der Immunzellen eines Individuums
stimuliert werden. Diese Uberstimulation fiihrt dementsprechend zu einer tiberschieRenden
Ausschittung von Zytokinen mit einer heftigen Immunreaktion [Dinges et al., 2000]. Das

Alpha-Toxin (Abbildung 2) induziert eine Perforation der Membran der Zielzelle [Lowy, 1998].
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Oberflachenproteine ' Sezernierte Proteine
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Abbildung 2: Struktur von S. aureus mit Zellwandaufbau. Die Abbildung zeigt die einzelnen
Oberflachen- (Koagulase, Protein A, Elastin-Bindeprotein, Kollagen-Bindeprotein,
Fibronektin-Bindeprotein und Clumping-Faktor) und sezernierten Proteine (Enterotoxin
B, TSST-1 und Alpha-Toxin). Die Synthese ist abhangig von der Wachstumsphase

und wird kontrolliert von Regulatorgenen wie z. B. agr [in Anlehnung an [Lowy, 1998].

1.3.2 Hamolysine und Leukozidine

Zusatzlich produziert S. aureus mehrere Hamolysine (Hamolysin a, B, y und &) und
Leukozidine. Hamolysine fuhren zur Hamolyse — der Auflésung von Erythrozyten durch
Zerstorung der Zellmembran. Das Vorgehen der einzelnen Hamolysine unterscheidet sich
jeweils voneinander. So bindet Hamolysin a an die Oberflache der Zielzelle und lasst einen
Aquaporin-Kanal entstehen, wodurch es zum Zelltod und zur Lyse kommt [Gouaux et al.,
1997]. Hamolysin B fuhrt nicht durch den Einbau von Poren, sondern durch Hydrolyse des
Zellwandbestandteils Sphingomyelin zur Lyse [Vandenesch et al., 2012]. Das Hamolysin y
wirkt zelltoxisch auf polymorphkernige Zellen, Monozyten und Makrophagen [Gouaux et al.,
1997]. Hamolysin & indes wirkt unterschiedlich: In allen Fallen bindet es an die

Zielzelloberflache und fiihrt dort 1. zur Bildung transmembranarer Poren, 2. greift es die
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Oberflachenkrimmung der Membran an und destabilisiert diese und 3. fungiert es in hoher

Konzentration als ,Reinigungsmittel“ und I6st so die Membran auf [Vandenesch et al., 2012].

Zu den Leukozidinen gehért das Panton-Valentine-Leukozidin (PVL). Dabei handelt es sich
um ein Zwei-Komponenten-Zytotoxin [Diep et al., 2004]. S. aureus, die das Gen fir PVL
tragen, sind unter anderem verantwortlich fir Haut- und Weichgewebsinfektionen (skin and
soft tissue infections, SSTIs) wie Abszesse oder Furunkel. Haufig fallt auf, dass diese
rezidivierend auftreten und keine erkennbare Eintrittspforte besitzen; Verlaufe tber Jahre
kommen vor [Linde and Lehn, 2005]. Aber auch schwere Infektionen wie nekrotisierende
Pneumonien sind diesen zuzuschreiben [Diep et al., 2004]; [Rasigade et al., 2010]. Diese
konnen allerdings auch durch CA-MRSA (MRSA = Methicillin-resistente S. aureus) ausgeldst
werden. Rasigade et al. fuhrten im Jahr 2010 eine Studie durch, in der sie herausfanden,
dass die meisten PVL-positiven Methicillin-sensiblen S. aureus-Isolate pandemisch und

gleichzeitig mit CA-MRSA phylogenetisch verwandt sind.

Die toxische Wirkung des PVL liegt in einer hoch affinen Bindung an Granulozyten und
Makrophagen begriindet, bei denen eine Porenbildung zur massiven Ausschiittung des
Zellinhalts mit nachfolgendem Zelltod flhrt. Epidemiologisch brisant ist die Tatsache, dass
sich PVL durch Phagen auf andere S. aureus-lsolate Ubertragen lasst [Linde and Lehn,
2005]. So betragt der Anteil PVL-positiver S. aureus-Isolate aus klinischem Probenmaterial

zwei bis sechs Prozent [Prevost et al., 1995].

1.3.3 Staphylokokken-Enterotoxine (SE)

Staphylokokken-Enterotoxine fungieren als Superantigene und sind Ausléser von
Lebensmittelintoxikationen, da sie im Verdauungstrakt ihre Wirkung entfalten [Dinges et al.,
2000]. Mittlerweile sind viele Serotypen des Toxins mit SEA bis SEE (die klassischen SE-
Typen), SEG bis SER und SEU beschrieben worden [Thomas et al., 2006]; [Becker et al.,
2007]. Der Keim selbst muss dabei nicht im Gastrointestinaltrakt anwesend sein. Unter
geeigneten Bedingungen wurden die Enterotoxine bereits von S. aureus in die verseuchte
Nahrung sezerniert und somit direkt aufgenommen [Hof and Dérries, 2009]. Die Enterotoxine
werden in der postexpositionellen Wachstumsphase produziert. Allerdings werden sie nur in
einer Vorstufe gebildet, ausgestattet mit einer Signalsequenz, die wahrend des Transports
aus der Zelle abgespalten wird [Dinges et al., 2000]. Die Toxine weisen sich aus durch eine
hohe Widerstandsfahigkeit insbesondere im Hinblick auf hohe Temperaturen [Becker et al.,
2007]. Ahnlich sieht es nach oraler Aufnahme im Verdauungstrakt aus, da Enterotoxine stabil

gegeniber proteolytischen Enzymen wie Trypsin und Papain sind.
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Bergdoll hat 1989 die klinische Symptomatik zusammengefasst: Die Enteropathie ist
charakterisiert durch eine kurze Inkubationszeit von ein bis maximal sechs Stunden und
einer Krankheitsdauer von nur einem bis zwei Tagen. Die Symptome &uf3ern sich in
Erbrechen mit oder ohne Durchfall, unter anderem vergesellschaftet mit Unwohlsein,
Schweil3ausbriichen, Schwindelgefiihl, Kopf-, Leibschmerzen, Muskelkrampfen und einer

normal bis subnormalen Kérpertemperatur [Bergdoll, 1989].

1.3.4 Toxic-Shock-Syndrome-Toxin (TSST-1)

Das Superantigen TSST-1 ist Ausloser des toxischen Schock-Syndroms (TSS). Erstmals
beschrieben wurde das TSS von Todd et al. [Todd et al., 1978]. Ein gréf3eres Interesse
erlangte es in den 80er Jahren, als ein Zusammenhang der Krankheitsauslosung mit der
Verwendung von Tampons bei sonst gesunden Frauen entdeckt wurde [Shands et al., 1980].
Mittlerweile allerdings wird TSS haufiger in Verbindung mit lokalen S. aureus-Infektionen

gesehen [Fitzgerald et al., 2001].

Das toxische Schock-Syndrom ist eine akute Erkrankung, die sich Uber Fieber,
Hautausschlag, niedrigen Blutdruck und Desquamation definiert, welche in multiplem
Organversagen und todlichem Schock enden kann [McCormick et al.,, 2001]. Weitere
Symptome koénnen sein: Muskelschmerzen, Erbrechen und Diarrhée, Nieren- und

Leberschaden und Bewusstseinstribungen.

Etwa 20 % der natirlich vorkommenden S. aureus-Isolate produzieren das Toxin TSST-1
[Lindsay et al., 1998]. Das kodierende Gen tst kommt auf den Pathogenitatsinseln vor, die

eine groRRe Interaktion mit Staphylokokkenphagen aufweisen [Lindsay et al., 1998].

1.4 Das Regulatorgen agr

Die Produktion der vielen unterschiedlichen Virulenzfaktoren unterliegt einer koordinierten
Regulation durch sogenannte Regulatorsysteme. Eines dieser Systeme ist der
Regulatorlocus agr, der accessory gene regulator, der im Rahmen der S. aureus-
Untersuchungen dieser Arbeit typisiert wurde. Insgesamt existieren vier agr-Gruppen der
Typen | bis 1V, die sich aufgrund einer hypervariablen Region im agr-Locus unterscheiden
[Jarraud et al., 2000]; [Lina et al., 2003]. Abbildung 3 stellt die Organisation des agr-Systems
dar. In der hypervariablen Region befinden sich Teile der drei Gene agrB, agrC und agrD.
Des Weiteren existiert auf dem Locus noch ein agrA-Gen, welches allerdings nicht der

hypervariablen Region angehdrt [Novick et al., 1993].
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Die kodierten Proteine der Gene agrA und agrC zdhlen zu einem klassischen Zwei-
Komponenten-Signaltransduktionsweg, der die Aktivierung des Quorum sensing nach sich
zieht [Novick, 2003]. Diese F&higkeit des agr-Locus bedeutet Folgendes: Sobald eine
gewisse S. aureus-Bakteriendichte erreicht ist, kommt es zu einer Selbstaktivierung des
Systems uber das AIP, das autoinduzierende Peptid [Ji et al., 1995]; [Jarraud et al., 2000].
AgrD kodiert fur das Vorlaufer-Protein des AIP (Abbildung 3a), gleichzeitig inhibiert es die
agr-Expression anderer Bakterienstamme. Das von agrB kodierte Protein AgrB wandelt das
Vorlaufer-AlP zum funktionstichtigen um, welches dann am von agrC produzierten Rezeptor
bindet (Abbildung 3b) [Jarraud et al., 2000]. Dadurch wird das AgrA-Protein phosphoryliert
(Abbildung 3c) und aktiviert gemeinsam mit dem Protein SarA die Promotoren P2 und P3.
Eine erhdhte RNA llI-Transkription wird ausgeldst (Abbildung 3d), welche wiederum die
Expression der sezernierten Proteine (wie z. B. Hamolysine und Toxine) erhéht und zugleich

die der Oberflachenproteine vermindert [Novick et al., 1993].

a AgrB wandelt Vorlaufer-AlP
in funktionstuchtiges AIP um

b AIP bindet an AgrC-Rezeptor

Zellwand und -membran

@ € Phosphat wird an das-—_

AgrA-Protein Ubertragen

d Erhohte RNA 111-
: Transkription

SarA
=S

A

agrA agrC agrD agrB hla

U

Abbildung 3: Aufbau des agr-Regulator-Systems [in Anlehnung an Fuqua and Greenberg, 2002]. Es

stellt dessen Organisation in den Schritten a, b, ¢ und d dar.

(a: Produktion des Vorlauferproteins AIP; b: funktionstiichtiges AIP bindet an AgrC-
Rezeptor; c: Phosphorylierung von AgrA und d: Auslésung einer erhdhten RNA IlI-
Transkription, welche die Expression der Oberflachen- und sezernierten Proteine

beeinflusst.)
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1.5 Antibiotika-Resistenz von S. aureus

Bereits kurz nach der Einflhrung von Penicillin als Antibiotikum in den 1940er Jahren
wurden erste Berichte zu Penicillin-resistenten S. aureus-Isolaten veréffentlicht [Parker and
Lapage, 1957]. Im Laufe der Jahre kamen Resistenzen gegeniber vielen anderen Antibiotika
hinzu. Mittlerweile sind geschatzt 80 % der S. aureus-Isolate resistent gegeniiber Penicillin.
Der dafir verantwortliche Resistenzmechanismus ist dem von S. aureus produzierten Enzym
B-Laktamase — auch Penicillinase genannt — zuzuschreiben [Chambers, 1997]. Dieses
hydrolysiert den wirksamen B-Laktam-Ring von Penicillinen und einigen Cephalosporinen.
Trotz Entwicklung von B-Laktamase-festem Methicillin (weiterhin noch stabil gegenlber B-
Laktamase sind Oxacillin, Flucloxacillin und Dicloxacillin), generierten sich Methicillin-
resistente S. aureus-lsolate (MRSA), deren Infektionen als sehr kritisch anzusehen sind
[Lencastre et al., 2007]. Die ersten MRSA-Isolate traten 1961 in Grofbritannien schon
wenige Monate nach Einfihrung des Methicillins auf [Jevons, 1961]. In den 1980er Jahren
entwickelten sich epidemische multiresistente MRSA-Isolate, die sich weltweit in
Krankenhausern verbreiteten. Als in den 1990er Jahren durch Préventions- und
KontrolimaRnahmen die HA-MRSA-Rate in vielen europdischen Landern und den USA auf
hohem Niveau stabilisiert wurde und grof3tenteils reduziert wurde, traten gehauft CA-MRSA
aul3erhalb von Gesundheitseinrichtungen auf [Gordon and Lowy, 2008].

Bei MRSA-Infektionen wird je nach Lokalisation des Herdes sowie Grunderkrankung und
Begleiterkrankungen des Patienten Vancomycin (Glycopeptid), Linezolid oder Daptomycin
eingesetzt. Allerdings handelt es sich hierbei teilweise um teure und nebenwirkungsreiche
Reserveantibiotika. Erwahnenswert ist das Vorkommen von Vancomycin-resistenten
S. aureus-Isolaten (VRSA) 2002 in den USA und Japan [Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 2002]; [Lencastre et al., 2007].

1.5.1 Das mecA-Gen und sein Penicillin-Binde-Protein 2a (PBP 2a)

Zusatzlich zu dem sich auf der Zellwand von S. aureus befindlichen Penicillin-Binde-Protein
(PBP) exprimieren entsprechende MRSA-Isolate noch das Penicillin-Binde-Protein 2a
(PBP 2a), welches vom mecA-Gen kodiert wird [Chambers, 1997].

Unter einer Therapie mit einem (-Laktam-Antibiotikum kommt es im Normalfall bei
Sensibilitdt der S. aureus-Isolate zu einer Interaktion von B-Laktam-Antibiotikum und PBP,
wodurch dieses inaktiviert wird und die Bakterienzellwandsynthese nicht mehr stattfinden
kann. Das Besondere des bei MRSA-Isolaten vorhandenen zusatzlichen PBP 2a allerdings

besteht in seiner nur sehr niedrigen Affinitat zu B-Laktamen. Selbst wenn 3-Laktamase-feste
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Antibiotika an PBP binden, kann die Zellwandsynthese von S. aureus durch PBP 2a

weiterhin aufrechterhalten werden [Chambers, 1997].

1.5.2 SCCmec-Typ

Das mecA-Gen ist in dem SCCmec-Genelement-Komplex (Staphylococcal Cassette
Chromosome mec) eingebettet [Katayama et al., 2000]. Die International Working Group on
the Staphylococcal Cassette Chromosome elements hat auf ihrer Internetseite mittlerweile
elf detektierte SCCmec-Haupttypen und viele Subtypen aufgelistet [[WG-SCC, 2010].

Reguliert wird die Expression des mecA-Gens von zwei Regulationselementen mecl und
mecR1, die sich ebenfalls auf dem SCCmec-Komplex befinden [Chambers, 1997]. Dabei
wirkt das von mecl kodierte Protein als Repressor und blockiert die mecA-Transkription, das
MecR1-Protein agiert als Signalgeber und initiiert somit die Synthese von PBP 2a [Garcia-
Castellanos, 2003]. Die mecA-Transkriptions-Induktion oder ihre -Repression durch mecR1
oder mecl werden durch die An- bzw. Abwesenheit von einem B-Laktam-Antibiotikum
bestimmt [Sharma et al., 1998]; [McKinney et al., 2001].

Fur den Ubertragungsweg der SCCmec-Genelemente wird von einem horizontalen
Gentransfer aus einer entfernt verwandten Staphylokokkenspezies ausgegangen
[Crisostomo, 2001]; [Hiramatsu et al., 2001].

1.6 Vorkommen von MRSA

Wie bereits in 1.1 erwahnt, ist S. aureus sowohl ein natirlicher Kommensale als auch ein
pathogener Keim des Menschen. Ca. 20 % der immunkompetenten Bevolkerung sind
permanent besiedelt [Gordon and Lowy, 2008]. Nach aktuellen Schatzungen sind weltweit
bis zu zwei Milliarden Menschen Trager von S. aureus. Von diesen betragt der Anteil an
MRSA zwischen zwei bis 53 Millionen — Ausgangslage dieser Kalkulationsspanne sind
niedrige MRSA-Infektionsraten in den Niederlanden und hohere in den USA [Grundmann et
al.,, 2010]; [Stefani et al.,, 2012]. Vergleicht man systemische MRSA-Infektionen mit
denjenigen hervorgerufen von MSSA (Methicillin-sensible S. aureus), so existieren bei

MRSA grof3ere Mortalitatsraten.

Der vorherrschende MRSA-Typ bleibt weiterhin der nosokomiale (HA-MRSA). Weltweit

existiert ein unterschiedlich starkes Verteilungsmuster (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Weltweite Verteilung von HA-MRSA (Panama mit grinem Pfeil eingezeichnet) [in
Anlehnung an Stefani et al., 2012].

Von der hochsten HA-MRSA-Verteilungsrate mit mehr als 50 % kann unter anderem in
Teilen Nord- und Stiidamerikas, Japan und Malta gesprochen werden [Stefani et al., 2012]. In
den USA stieg beispielsweise die MRSA-Infektionsrate von 35,9 % im Jahr 1992 auf
dramatische 64,4 % im Jahr 2003 an — Tendenz steigend [Klevens et al., 2006]. Auch in
Lateinamerika sind im Durchschnitt 50 % aller S. aureus-Infektionen MRSA-Ursprungs
[Rossi et al., 2008].

Aus Panama existieren aktuell keine Berichte bezliglich der MRSA-Ausbreitung, allerdings
haben Reyes et al. 2009 in ihren Untersuchungen die MRSA-Préavalenz unter den im
Krankenhaus detektierten S. aureus-Isolaten von Panamas Nachbarland Kolumbien (45 %)
und wiederum dessen umliegenden Nachbarstaaten Ecuador (28 %), Peru (62 %) und

Venezuela (26 %) untersucht [Reyes et al., 2009].

Uber eine 25 bis 50 %-MRSA-Rate wird in China, Australien, Afrika und einigen
europdischen Landern wie Portugal (49 %), Griechenland (40 %), Italien (37 %) und
Rumanien (34 %) berichtet, wahrend andere Staaten Europas — zu nennen seien

insbesondere die Niederlande (0,9 %) und Skandinavien (<1 % bzw. 1 bis 5 %) — nur eine

10
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geringe Pravalenz aufweisen [Grundmann et al., 2010]; [Mejia et al., 2010]; [Song et al.,
2011]; [Stefani et al., 2012]; [van Cleef et al., 2012].

Doch auch MRSA, die au3erhalb des Krankenhauses erworben werden, den sogenannten
community-acquired MRSA (CA-MRSA), missen ein hohes Mal an Bedeutung zugerechnet
werden. Bereits in den 1990er Jahren wurden Uber erste Infektionen mit CA-MRSA berichtet
— bei gesunden Personen ohne vorhergehenden Kontakt zur Gesundheitspflege bzw.
Krankenhauseinrichtungen und dazu auch ohne jederlei pradispositionierende Risikofaktoren
[Herold et al., 1998]; [Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1999]. Seither
existieren weltweit Ausbriiche von CA-MRSA-Infektionen, wobei die verantwortlichen Isolate
auf funf klonale Linien zuriickgefihrt werden kdnnen: ST1 (Midwest Clone), ST30 (South
West Pacific Clone), ST80 (European Clone), ST59 (Pacific Clone) und ST8 (auch bekannt
als ,USA300") [Diep and Otto, 2008].

Der Unterschied von CA- zu den HA-MRSA-Isolaten besteht des Ofteren in ihrer
Zugehorigkeit zur agr-Gruppe 1ll, dem SCCmec-Typ IV, der mehrheitlichen Produktion von
PVL und einer Sensibilitdt gegenlber vielen Antibiotika (ausgenommen den (-Laktamen)
[Ma et al., 2002]; [Diep and Otto, 2008].

1.7 Feintypisierungsverfahren von S. aureus-Isolaten

1.7.1 Multilocus-Sequenzanalyse

Zur Genotypisierung werden in dieser Arbeit unter anderem das Verfahren der Multilocus-
Sequenzanalyse (Multilocus Sequence Typing = MLST) und der spa-Typisierung

(siehe Kapitel 1.7.2) verwendet.

Bei der MLST werden zur Charakterisierung der Bakterienstimme die Nukleotidsequenzen
von sieben hochkonservierten Regionen, den sogenannten housekeeping genes, ermittelt
[Enright and Spratt, 1999]; [Enright et al., 2002]. Zu den housekeeping genes z&hlen
Carbamatkinase (arcC), Shikimatdehydrogenase (aroE), Glycerinkinase (glpF),
Guanylatkinase (gmk), Phosphatacetyltransferase (pta), Triosephosphatisomerase (tpi) und
Acetyl-CoA-Acetyltransferase (ygiL). Die ermittelten individuellen Sequenzen an jedem
Locus eines Genfragments werden als Allele bezeichnet. Diesen unterschiedlichen Allelen
werden wiederum verschiedene Nummern zugeteilt [Enright and Spratt, 1999]. Jeder
Bakterienstamm beschreibt sich Uber seine gesonderte Allel-Zusammensetzung an den
sieben Loci in seinem eigenen allelischen Profil, welchem zudem ein Sequenztyp (ST)

zugewiesen wird. Besitzen nun zwei Isolate die gleiche ST-Gruppe, so gehdren sie einem

11
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Klon an, geringe Abweichungen im allelischen Profil im Sinne eines single locus variants
(SLV) oder double locus variants (DLV) weisen auf eine Verwandtschaft hin [Enright et al.,
2002]. Uber eine Internet-basierte Datenbank (www.mist.net) lassen sich den S. aureus-

Isolaten die entsprechenden Sequenztypen zuweisen.

1.7.2 spa-Typisierung

Um eine Feintypisierung bzw. klonale Zuordnung von MRSA-Isolaten vorzunehmen, besteht
die Mdoglichkeit, eine kostengtinstigere und weniger zeitaufwendige Typisierungsmethode,
die spa-Sequenzierung, einzusetzen [Harmsen et al., 2003]. Die Zeitersparnis hat unter
anderem mit der Sequenzierung von nur einem Genlocus zu tun — im Vergleich: bei der
MLST handelt es sich um sieben Loci. Es wurde daher ein Bezug zwischen MLST und spa-
Typisierung beschrieben. Analysiert wird hierbei die Nukleotidsequenz des hochvariablen
Bereichs innerhalb des S. aureus-Protein A-Gens (spa). Protein A ist Zellwandbestandteil
von S. aureus, sein Gen setzt sich aus einer Fc-Region, einer hochvariablen X-Region und
einem C-Terminus zusammen [Uhlén et al., 1984]. Fir die spa-Sequenzierung von Wert ist
allerdings nur die Repeat-Region X. Je nach Abfolge und Art der Repeats ergibt sich somit
der jeweilige Spa-Typ. Uber die StaphRIDOM-Software (StaphType) lasst sich die spa-
Typisierung den einzelnen Bakterienstammen zuweisen [Harmsen et al., 2003]. Mit Hilfe der
spa-Sequenzierung lassen sich die S. aureus-Isolate noch starker differenzieren als bei der

MLST. So kénnen innerhalb eines STs mehrere verschiedene spa-Typen detektiert werden.

12
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1.8 Aufgabenstellung

In Panama war die klonale Verteilung von S. aureus-Isolaten bisher noch nicht Gegenstand

von Forschungsarbeiten gewesen. Daher war ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit die Analyse

von phano- und genotypischen Eigenschaften von S. aureus-lsolaten Panamas. Die

Expression der Superantigene von S. aureus-lsolaten aus Panama und die Erkenntnis

dariber, welche Kombination unterschiedlicher Superantigene eines bestimmten Klons die

Schwere und das pathogene Potential des Erregers bestimmt, war von groRer Bedeutung.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war:

Resistenzverhalten der S. aureus-Isolate mit Bestimmung des Resistenzphanotyps
Bestimmung der agr-Gruppe, der Toxingene und des SCCmec-Typs

Zusammenhang zwischen den agr-Gruppen und dem Toxingenprofil

Zusammenhang zwischen den Resistenzprofilen und SCCmec-Typen
Untersuchungen zur klonalen Dissemination von S. aureus mittels MLST (Multilocus
Sequence Typing) und spa-Typisierung

Generierung eines  phylogenetischen  Stammbaums  zur  Analyse  der

Verwandtschaftsgrade der ermittelten klonalen Linien in Panama

13



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Brutschrank fir Bakterien
Elektrophoresekammern
Heizblock

Mischgeréat (,Vortexer")
NanoDrop ND 1000
pH-Meter

Sequenzierer

Spannungsgerat

Sterilwerkbank

Thermocycler

UV-Transilluminator

Zentrifugen

Typ B 5050 E. (Heraeus, Hanau)

peglab Biotechnologie GmbH
Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)
Reax top (Heidolph)

Thermo Scientific, Wilmington, USA

CG 820 (Schott, Gottingen)

3100 Genetic Analyzer (Hitachi, Applied Biosystems, Foster
City, USA)

PHERO-stab. 500, Electrophoresis Powersupply (Biotec

Fischer)

HeraSAFE (Heraeus)

Gradient Cycler; PTC-225 Peltier Thermal Cycler (MJ-
Research)

Kodak, Gel Logic 100 Imaging System, Programm Kodak 1D
v.3.6.1., Stuttgart, Deutschland

Sigma Laboratory Centrifuges 4K15C (Qiagen)
Multifuge 1 s-r (Heraeus)

Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA 100.3/1468 (Beckmann,

Munchen)

2.2 Plastikmaterialien und Zubehor

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One

Nunc, Langenselbold

Pipetten: 0,5-10 pl; 10-100 pl; 50-200 pl; 100-1000 pl
1,5 und 2,0 ml Reaktionsgefalle
Kristall- (0,5-20 pl) und Pipettenspitzen (10-100 pl; 100-1000 pl)

Mikrotiter-Platten (96 wells)
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2.3 Chemikalien, Reagenzien, Enzyme, Puffer, LOsungen und Kits

2.3.1 Enzyme und Reagenzien

Lysostaphin, Lysozym Sigma, Taufkirchen
Proteinase K; dNTPs Roche Diagnostics, Mannheim
Tag-DNA-Polymerase Kit Qiagen, Hilden

2.3.2 Chemikalien und Lésungen

Agarose LE Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Ethidiumbromid 1% Roth, Karlsruhe
MgClz (25 mM)

Nuclease-Free Water Qiagen, Hilden

2.3.3 Kauflich erworbene Kits

Big Dye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City, USA
HiDi Formamide
PCR Purification Kit; Dye Ex 2.0 Spin Qiagen, Hilden

Kit; QlAamp DNA Mini Kit

2.3.4 Puffer und Lésungen

10x PCR Buffer Qiagen, Hilden

TRIS borate EDTA buffer substance Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
10x EDTA Buffer Applied Biosystems, Foster City, USA
3100 POP6 Polymer Applied Biosystems, Foster City, USA

Samtliche in dieser Arbeit eingesetzten DNA-GréRenmarker wurden von der Firma

Fermentas bezogen.
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2.4 Bakterien und Kulturmedien

2.4.1 S. aureus-lsolate aus Panama

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden 131 Abstriche aus Panama untersucht, die in den
Jahren 2008 bis 2010 gesammelt und bei -80°C aufbewahrt wurden. Jene wurden aus
unterschiedlichen Materialien von Patienten des Universitatsklinikums Hospital Santo Tomas

in Panama City, Panama gewonnen.

Unter den Proben befanden sich 119 Staphylococcus aureus-Isolate. Darunter wurden 18
Methicillin-sensible (MSSA) und 101 Methicillin-resistente (MRSA) S. aureus-Isolate

identifiziert.

Die restlichen zwolf Abstriche verteilten sich wie folgt: In zwei Abstrichen waren keine
Bakterien nachweisbar, bei einer weiteren handelte es sich um einen gram-negativen Keim
und drei Kocuria kristinae-Isolate wurden nachgewiesen. Weitere Staphylokokkenspezies
waren zwei S. epidermidis-Isolate und jeweils ein Isolat S. haemolyticus, S. hominis, S.

lentus und S. sciuri wurden detektiert.

2.4.2 Kulturmedien

Die Bakterien-Kultivierung erfolgte auf Columbia-Blut-Agar, einem Festmedium bestehend
aus Pepton (5,0 g/l), Fleischextrakt (1,0 g/l), Hefeextrakt (1,0 g/I), Natriumchlorid (5,0 g/l),
Agar (15,0 g/l); autoklaviert.

2.5 Phéanotypische Methoden

2.5.1 Kultivieren von S. aureus

Mit einem Tupfer und anschlieBendem Dreidsenausstrich wurden die Bakterien auf
Columbia-Blut-Agar tUbertragen und tber Nacht im Brutschrank bei 37°C bebritet. Hierbei
entstanden Einzelkolonien, meist Reinkolonien, die weiterverarbeitet wurden. Bei

Reinkolonien handelt es sich um Nachkommen nur einer Bakterienzelle.

Um den Bakterienstamm zu erhalten, wurden zusatzlich Cryokulturen angelegt (Cryobank,
Mast Diagnostica, UK). Mit Hilfe einer Ose wurden einige Kolonien eines Probenisolates in
ein Cryo-Rohrchen ubertragen, in dessen Losung sich viele kleine mit Lochern versehene
Kigelchen befanden. Beim Vortexen lagerten sich die Bakterien in diese Lécher ein. Nach

Absaugen der Flussigkeit wurden die Cryos bei -80°C gelagert. Die Mdoglichkeit zur
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Rekultivierung bestand, indem eines der Kiugelchen auf Columbia-Blut-Agar verstrichen und

erneut bebritet wurde.

2.5.2 lIdentifizierung der S. aureus-Phanotypen

Mit dem automatisierten VITEK®2-System (von bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich) war es
maglich, in relativ kurzer Zeit Antibiogramme zu erstellen und Bakterien zu identifizieren. Die
Identifizierung der Bakterienisolate basierte auf verschiedenen biochemischen Reaktionen
(Enzymnachweis-, Oxidations-, Fermentations-, Kohlenhydratabbau- und Wachstumstests

ebenso wie das Feststellen von pH-Wert-Verdnderungen).

Eine Grol3zahl bakterieller Referenzstamme mit ihren jeweiligen spezifischen typischen
Reaktionen auf verschiedene biochemische Substrate ist in speziellen Datenbanken
festgehalten. Die Kombination der einzelnen Reaktionsergebnisse — in Biotypnummern
umgeschrieben — wurde mit dem im Speicher befindlichen Datensatz verglichen und einem

Speziesnamen zugeordnet [Layer et al., 2006].

Nach Anzucht der Bakterienreinkolonien auf Columbia-Blut-Agar wurde mit Hilfe des
VITEK®2 sowohl deren Identifikation zur Bakterienart anhand einer gram-positiven
Identifizierungskarte ID-GPC als auch ihre Sensibilitdt bzw. Resistenz gegen verschiedene
Antibiotika mit einer Resistenzkarte AST-P580 getestet (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema einer VITEK®2-Identifizierungskarte [bioMérieux]

Diese Reinkolonien impfte man in ein Reagenzglas mit 2,5 ml 0,45%iger Kochsalzlésung ein.
Die Dichte der Bakteriensuspension sollte bei Kokken einen Standard von 0,5 McFarland
betragen. Im VITEK®2 wurde die Bakteriensuspension anschlieRend gleichméaRig in die
Kivetten der Karte aufgesaugt. Die Ablesung der Messergebnisse erfolgte daraufhin
photometrisch. Gemessen wurde die Dichteveranderung in der Kivette. Triibte sich der
Inhalt einer Kulvette der Anitbiotikaresistenzkarte, war dies Zeichen fir ein

Bakterienwachstum trotz Anwesenheit von Antibiotikum in dieser Kammer und entsprach
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somit einer Resistenz des Bakterienstammes gegen dieses. Kam es zu keiner Triibung bzw.
Veranderung, konnte also kein Wachstum nachgewiesen werden. Hier bestand eine
Sensibilitdt des Bakterienstammes gegen das Antibiotikum. Die Aufarbeitung der Proben und

die Auswertung erfolgte nach den Richtlinien des Herstellers (Software Version 4.01).

2.6 Genotypische Methoden

2.6.1 DNA-Isolation

Fur die Praparation der chromosomalen DNA aus S. aureus wurde das QIAmp DNA-Mini Kit

(Qiagen, Hilden) gemalR den Herstellerangaben verwendet.

Mit einer sterilen Impfése wurde die im vorigen Versuch hergestellte Bakteriensuspension
mit einem McFarland-Standard von 0,5 auf einen Columbia-Blut-Agar ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C bebritet. Bei den gewachsenen Kolonien handelte es sich nur noch um
Reinkolonien, die fir die DNA-Isolation bendtigt wurden. Um die DNA aus den
verschiedenen Bakterienisolaten zu préparieren, wurden zunéchst 160 pl Puffer ATL + 20 pl
Lysozym in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald pipettiert. Nach Zugabe von zwei bis drei Impfosen
der Bakterienkultur und Resuspension mit Hilfe des Vortexers fand die Inkubation der
Proben fir 30 min bei 37°C im Eppendorf Thermomixer comfort flr 1,5 ml-Eppendorfgefal3e

statt.

Der ATL-Puffer und der im Weiteren genannte AL-Puffer sind Lyse-L&sungen. Sie induzieren
die Lyse des Zellgewebes, der Zellmembran und der Kernhiille; Lysozym, auch Muramidase
genannt, ist ein Enzym, welches in Bakterien, in Bakteriophagen, Pflanzen und Tieren
vorkommt. Es l6st als bakteriolytisches Enzym die Proteoglykankomponente der
Bakterienmembran auf, indem es die B1—4-Bindung zwischen N-Acetylglucosamin und N-
Acetylmuraminséure hydrolysiert. So erst ist Uberhaupt die Chance gegeben, DNA zu

extrahieren.

In einem nachsten Schritt wurden 20 ul Proteinase K und 200 ul Puffer AL hinzugeflgt, per
Vortexer gemixt und fur erneute 30 min, nun aber bei 70°C, im Thermomixer belassen.
Proteinase K ist sowohl eine Endo- als auch eine Exopeptidase und zerlegt die nach

Zellmembranzerstdrung frei gewordenen Proteine in kleinere Peptide und Aminosauren.

Nach abgelaufener Zeit verblieben die Eppendorfgefalle zusatzliche 15 min bei 95°C im
Thermomixer. AnschlieRend wurden 200 ul 100%iges Ethanol zur Fallung hinzugefigt, der
Ansatz erneut gemischt und der vollstandige Uberstand auf eine QlAamp-
Zentrifugationssaule (QIAamp Mini Spin Column) — in einem 2 ml-Eppendorfgefald stehend —
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Ubertragen. Durch Zentrifugation fir 1 min bei 8000 u/min wurde die DNA mittels ionischer
Verbindungen in der Sdulenmembran gebunden. Zur Herauswaschung von Fremdmaterial,
wie zum Beispiel Zelltrimmer, welche sich neben der DNA ebenfalls in der Sdulenmembran
befinden und diese somit verunreinigen, wurde die Saule in ein sauberes 2 ml-
Eppendorfgefal? gesetzt, 500 pl des Puffers AW1 zugefiigt und das Ganze fir 1 min bei
8000 u/min zentrifugiert. AnschlieBend erneutes Umflllen des Sauleninhalts in ein neues
2 ml-Eppendorfgefal3, Hinzufiigen von 500 pl Puffer AW2 und nochmaliges Zentrifugieren bei
14000 u/min far 10 min.

In einem letzten Schritt wurde die Saule in ein frisches 1,5 ml-Eppendorfgefal® tbertragen
und mit 100 pl AE-Puffer befillt. Nach einer Wartezeit von 1 min bei Raumtemperatur
Zentrifugation der Saule fur 1 min bei 8000 u/min und Verwerfen der S&ule. Die isolierte
gereinigte DNA befand sich nun im 1,5 ml-Eppendorfgefal und konnte weiterverwendet oder

zur Aufbewahrung eingefroren und gelagert werden.

2.6.2 Messung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der Nukleinsdure fand im NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Wilmington, USA) bei einer Absorption von 260 nm Wellenlange statt. Eine
gemessene optische Dichte (OD2s nm) von 1 entspricht dabei etwa 50 pg/ml einer
doppelstrangigen DNA-Konzentration bzw. 40 pug/ml einer einzelstrdngigen RNA.
Nukleinsauren (also DNA und RNA) absorbieren bei einer Wellenlange von 260 nm UV-
Licht, wahrend Proteine zumeist bei einem Absorptionsmaximum von 280 nm angeregt
werden. Daher ist der Quotient Absorptionzeonm/Absorptionzsonm als ein Mafd fur den
Reinheitsgrad der Nukleinsdure anzusehen. Werte zwischen 1,8 und 2,0 sprechen also fir

eine reine Losung an Nukleinsduren.

2.6.3 PCR - Polymerasekettenreaktion

Bei der Polymerasekettenreaktion (englisch polymerase chain reaction, PCR) handelt es sich
um eine Standardmethode zur Amplifikation von DNA-Fragmenten [Saiki et al., 1988]. Die
doppelstrangige DNA mit dem zu vervielfaltigenden Abschnitt dient hierbei als template bzw.

Matrize.

Wahrend der PCR kommt es zur zyklischen Wiederholung von folgenden Schritten:

1. Denaturierung der doppelstrdngigen DNA in zwei einzelstréangige
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2. Zwei Oligonukleotid-Primer (annealing), die zu den DNA-Einzelstrdngen
komplementér sind, lagern sich am 3'-Ende des zu kopierenden DNA-Bereichs an

und bilden den Startpunkt fiir die DNA-Polymerase.

3. Synthese des komplementaren Stranges (Polymerisierung) mit Hilfe der DNA
Polymerase und den vier Desoxynukleotiden. Es kommt zu einer exponentiellen

Vermehrung des DNA-Fragments.

Die im Experiment verwendeten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech-AG (Ebersberg,

Deutschland) hergestellt.

2.6.4 Genexpressionsanalyse der Virulenzdeterminanten von S. aureus

Verwendet fur die PCR der Virulenz-assoziierten Gene (agr, sea, seb, sec, sed, see, seg,
seh, sei, sej, tst, higA, higB, IuKE, luk-PV) von S. aureus wurde das Tag DNA Polymerase Kit
von Qiagen [Ghebremedhin et al., 2005]. Es wurde zumeist ein PCR-Ansatz mit vorwarts-
(forward) und riickwarts- (reverse) Primern von je 100 pmol/pl, 5 mmol/l Desoxynukleotide
(dNTPs) (Tabelle 2), 25 mmol/l MgCl,, 2,5 u Tag DNA-Polymerase und 5 pl 10xPuffer mit
5 ul template-DNA bzw. bei einer Negativkontrolle 5 ul H.O zugesetzt [Ghebremedhin et al.,
2005]. Insgesamt wurde der Ansatz mit HPLC-Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von
50 pl aufgefullt (16,55 pl PCR-Ansatz + 33,45 pl HPLC-Wasser) (PCR-Parameter siehe
Tabelle 1). Die Analyse der entstandenen PCR-Produkte fand anschlieBend in einer
Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel) statt (Kapitel 2.6.5) [Ghebremedhin et al., 2009].

Tabelle 1: PCR-Parameter zur Detektion von Virulenzgenen (Enterotoxine, Hamolysine,

Leukozidine) von S. aureus

Gen Amplifikationszyklus [Ghebremedhin et al., 2009]

sea, seb, sec )
sed, seg, seh
see, sei

o > 1 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min 95°C = 1 min 55°C = 2 min 72°C; 3 min 72°C
tst

higA, hlgB, IukE )

luk-PV 5 min 94°C; 25 Zyklen: 30 s 94°C - 30 s 55°C = 1 min 72°C; 7 min 72°C
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Tabelle 2: Oligonukleotide zur Detektion Virulenz-assoziierter Gene
Gen Produktgrof3e (bp)  Oligonukleotide (5' = 3) Referenz

for CCTTTGGAAACGGTTAAAACG [Becker et al,
sea 127 rev  TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC 1998]

For TCGCATCAAACTGACAAACG [Becker et al,
seb art Rev GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC 1998]

For CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG [Becker et al.,
Sec 2rt Rev TCAAAATCGGATTAACACATTATCC 1998]

For CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG [Becker et al.,
sed 319 Rev TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC  1998]

For CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC  [Becker et al,
see 178 Rev TAACTTACCGTGGACCCTTC 1998]

For AACGYCAACCYGATCCT [Becker et al,
o 116 Rev CCTCCTTCAACAGGTGGAGAC 2003]

For TTAGAAATCAAGGTGATAGTGGC [Becker et al.,
seh 235 Rev TTTTGAATACCATCTACCCAAAC 2003]
. For GCCACTTTATCAGGACAATACTT [Becker et al.,
se! 330 Rev AAAACTTACAGGCAGTCCATCTC 2003]
. For CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAA [Becker et al.,
o 640 Rev TTGTCTGGATATTGACCTATAACATT 2003]

For AAGCCCTTTGTTGCTTGCG [Becker et al,
tst 443 Rev ATCGAACTTTGGCCCATACTTT 1998]

For ATGATTAAAAATAAAATATTAACAGCAACT [Bronner et al,
hlgA 350 Rev ATCAACATTAGAGTCTTTCGTTTT 2000]

For AGCTCTCGAACAACATATTATA [Bronner et al,
hlgs 940 Rev CTGCAGCTTTAAGCACTAAAG 2000]

For TAGGCAAATCATCAGTTGCTTCAT [Bronner et al,
lukE >16 Rev GTAGTTCTGTAACTTTCTTGTTT 2000]
el . For ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATC (Lina et al., 1999]

Rev GCATCAACTGTATTGGATAGCAAAAGC

2.6.5 Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel)

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte nach ihrer Lénge elektrophoretisch in

Agarosegel mit einem Agarosegehalt von 1,5 %. Aufgrund der Zucker-Phosphatbestandteile

sind Nukleinsauren negativ geladen und wandern im elektrischen Feld zum Pluspol. Die

Beweglichkeit eines linearen DNA-Abschnitts ist innerhalb eines bestimmten GréRenbereichs

dem Logarithmus ihrer Molekulargewichte proportional [Sambrook et al., 1989].
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In der vorliegenden Arbeit wurden zur Herstellung des Gels 6 g Agarose in Pulverform mit
300 ml 1xTBE-Puffer vermischt und solange in der Mikrowelle erhitzt, bis eine klare
Flissigkeit entstand. In dieser aufgekochten geligen Masse wurden 6 pl Ethydiumbromid
gelost. Etwa 100 ml des flussigen Agarosegels reichten aus, um ein Elektrophorese-Gel in
einer Plexiglaswanne zu giel3en. Luftblasen wurden gegebenenfalls entfernt und Gelkdmme
unterschiedlicher GroRRe in dieses eingehangt (je nach Bedarf Kadmme mit zwoélf, 16 oder 20

Zahnen). Die Schichtdicke der Gele betrug letztlich zwischen 5 bis 8 mm.

Nach Erkalten des Agarose-Gels und Entfernen des Kammes — im Gel waren nun
vorgeformte Taschen erkennbar —, wurde dieses in der Elektrophoresekammer platziert. Die
Elektrophoresekammer wurde mit 1XTBE-Puffer aufgefullt, so dass das Gel von diesem
bedeckt wurde. Die erste Gel-Tasche wurde immer mit 5 pl des Markers beladen, um spater
die Basenpaarldngen ablesen zu kdnnen, die restlichen Taschen mit jeweils 8 pl des PCR-
Amplifikats und 3 pl Loading Dye. Nach Schlie3en der Kammer erfolgte die Auftrennung bei
180 mV fir ca. 20 bis 25 min. Zum Sichtbarwerden der Banden wurde das Gel anschliel3end
mit UV-Licht abfotografiert (UV-Transillluminator Gel Logic 100 Imaging System, Programm
Kodak 1D v.3.6.1.).

2.6.6 agr-Typisierung von S. aureus

Der agr-Locus von S. aureus kontrolliert die Produktion einiger Virulenzfaktoren, wie zum
Beispiel das TSST-1 (toxic shock syndrome toxin 1) oder Exfoliatin. Durch eine hypervariable
Region lasst sich dieser agr-Locus in vier Hauptgruppen (I bis 1V) einteilen, die wiederum mit

Hilfe einer PCR mit agr-spezifischen Primern (Tabelle 3) detektierbar sind.

Diese agr-Gruppenzuordnung zu den S. aureus-Isolaten weist Rickschlisse auf die
Produktion von Toxinen auf. So ist das Vorhandensein der agr-Gruppe Il mit der Produktion
von TSST-1 assoziiert (Ausloser des Toxischen Schock Syndroms), die Exfoliatin-
produzierenden S. aureus-lsolate gehdren hauptséchlich der agr-Gruppe IV an (Ausloser
generalisierter Erkrankungen wie zum Beispiel: Staphylococcal Scalded Skin Syndrome,
Lyell-Syndrom, etc.). Bakterienstamme der agr-Gruppen | und Il l6sen meist eine
Endokarditis aus [Jarraud et al., 2002].

Verwendet wurde das Taq DNA Polymerase Kit von Qiagen [Ghebremedhin et al., 2005]. Fur
einen 45 ul-PCR-Ansatz wurden vorwarts- (forward) und riickwarts- (reverse) Primer von je
100 pmol/ul, 5 mmol/l Desoxynukleotide (dNTPs), 25 mmol/l MgCl,, 2,5 u Taq DNA-
Polymerase und 5 pl 10xPuffer mit 5 pl template-DNA bzw. bei einer Negativkontrolle 5 pl

H.O zugesetzt. Insgesamt wurde der Ansatz mit HPLC-Wasser bis zu einem
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Gesamtvolumen von 50 pl aufgefiillt. Die Analyse der entstandenen PCR-Produkte fand
anschlieend in einer Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel) statt (Kapitel 2.6.5)
[Ghebremedhin et al., 2009].

Tabelle 3: Oligonukleotide zur Detektion der agr-Gruppen I-1V

Gen Produktgréf3e (bp) Oligonukleotide (5 2 3Y) Referenz

agr ATGCACATGGTGCACATGC [Lina et al., 2003]
agr-1 439 GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT

agr-2 572 TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC

agr-3 321 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG

agr-4 657 CGATAATGCCGTAATACCCG

PCR-Parameter zur agr-Typisierung von S. aureus [Ghebremedhin et al., 2009]:

5 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min 94°C - 1 min 55°C - 1 min 72°C - 3 min 72°C; 10 min 72°C

2.6.7 Multilocus-Sequenzanalyse und spa-Typisierung

Die Multilocus sequence typing (MLST) dient der Charakterisierung von Bakterienstammen
oder anderen mikrobiellen Organismen. Dabei werden die Sequenzen von sieben
hochkonservierten Regionen, den sogenannten housekeeping genes, ermittelt [Enright et al.,
2002]. Mit Hilfe dieser Typisierungsmethode lassen sich die S. aureus-Isolate bestimmten
klonalen Linien zuordnen. Zu den housekeeping genes zahlen Carbamatkinase (arcC),
Shikimatdehydrogenase  (aroE),  Glycerinkinase  (glpF), Guanylatkinase  (gmk),
Phosphatacetyltransferase  (pta), Triosephosphatisomerase (tpi) und Acetyl-CoA-

Acetyltransferase (yqiL).

Ebenso wertvoll zur Informationsgewinnung zeigt sich die spa-Sequenzierung. Hierbei findet
eine Sequenzanalyse des hochvariablen Bereichs innerhalb des S. aureus-Protein A-Gens

(spa) statt.

Uber Internet-basierte Datenbanken lieRen sich den S. aureus-Isolaten sowohl die MLST- als
auch Uber die StaphRIDOM-Software (StaphType) die spa-Typisierung den einzelnen

klonalen Linien zuweisen (Kapitel 2.7).

Im Rahmen der PCR wurde das Tag DNA Polymerase Kit von Qiagen verwendet. Fir einen
45 pl-PCR-Ansatz wurden vorwarts- (forward) und riickwarts- (reverse) Primer von je 100
pmol/ul, 5 mmol/l Desoxynukleotide (ANTPs) (Tabelle 4), 25 mmol/l MgClz, 2,5 u Taq DNA-
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Polymerase und 5 pl 10xPuffer mit 5 pl template-DNA bzw. bei einer Negativkontrolle 5 pl
H,O zugesetzt [Ghebremedhin et al., 2005]. Insgesamt wurde der Ansatz mit HPLC-Wasser
bis zu einem Gesamtvolumen von 50 pl aufgefillt (PCR-Parameter sieheTabelle 5). Die
Analyse der verschiedenen PCR-Produkte fand in einer Agarose-Gelelektrophorese
(1,5%iges Gel) statt (Kapitel 2.6.5) [Ghebremedhin et al., 2009]. AnschlieRend wurde zum

Teil noch eine Sequenzierung durchgefihrt.

Tabelle 4: Oligonukleotide zur Genotypisierung von S. aureus
Gen Produktgréfile (bp)  Oligonukleotide (5 = 3') Referenz
Multisequenzanalyse:
arcC-UP TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC [Enright et al.,
arcC 456 2002]
arcC-DN AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
aroE-UP ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
arok 456
aroE-DN GGTGTTGTATTAATAACGATATC
- 465 glpF-UP CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
A2 glpF-DN TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-UP ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk 429
gmk-DN TCATTAACTACAACGTAATCGTA
472 pta-UP GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
ta
P pta-DN GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
) 402 tpi-UP TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
tpi
2 tpi-DN TTTGCACCTTCTAACAATTGAC
" 516 yqiL-UP CAGCATACAGGACACCTATTGGC
[
A yqil-DN CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
spa-Sequenzanalyse:
) spa-1113f TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC [Harmsen, et
spa variabel al., 2003]

spa-1514r CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

Tabelle 5: PCR-Parameter zur Detektion von housekeeping genes von S. aureus

Gen Amplifikationszyklus [Ghebremedhin et al., 2009]

arc, arok,

glpF, gmk, 5 min 95°C; 30 Zyklen: 1 min 95°C - 1 min 55°C - 1 min 72°C; 5 min 72°C
pta, tpi, yqil

spa 5 min 80°C; 35 Zyklen: 45 s 95°C - 45 s 60°C - 90 s 72°C; 10 min 72°C
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2.6.8 SCCmec-Typisierung von MRSA

Die Methicillin-Resistenz von S. aureus beruht auf dem Vorhandensein eines bestimmten
Genabschnittes namens mecA, welches sich eingebettet in dem SCCmec-Genelement
(Staphylococcal Cassette Chromosome mec) befindet [Katayama et al., 2000]. Dabei variiert
SCCmec in seiner Zusammensetzung und l&sst sich somit in verschiedene Typen | bis IV
unterteilen. Die Feststellung dieser Typen wird durch die PCR ermdglicht, die fur die Typen

spezifische Loci auf- (upstream) und abwarts (downstream) von mecA detektiert.

Tabelle 6: Oligonukleotide zur SCCmec-Typisierung von S. aureus
] . ) . Spezifitat
Locus Primer Oligonukleotide (5 2 3Y) Amplifikatgrée (bp)
(SCCmec-Typ)

A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 405 |
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC

8 KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC o84 |
KDP R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG

c MECI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 209 -
MECI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC '
DCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC

D 342 L1, 1V
DCS R2 CTAAATCATAGCCATGACCG

. RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 043 i
RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG

E 414 11

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

G 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 381 |
a
puUB110 R1  GAGCCATAAACACCAATAGCC

15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG

H 303 I1l, wenn nicht llla
pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG

mecA 162 Interne Kontrolle
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

nach [Oliveira and Lencastre, 2002]; [Ma et al., 2002]

Im Rahmen der PCR zur SCCmec-Typisierung von S. aureus wurde das Tagq DNA
Polymerase Kit von Qiagen verwendet. Flr einen 45 pl-PCR-Ansatz wurden 200 nmol/I
Desoxynukleotide (dNTPs), 25 mmol/l MgCl,, 2,5 u Taq DNA-Polymerase und 5 pl 10xPuffer
bendtigt. An vorwarts- (forward) und rickwarts- (reverse) Primern (Tabelle 6) kamen jeweils
hinzu: 400 nmol/l CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5 R13, pUB110 R1
und pT181 R1; 800 nmol/l DCS F2, DCS R1, MECA P4, MECA P7 und 1S431 P4; 200 nmol/l
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KDP F1, KDP R1, RIF4 F3 und RIF4 R9. Zuletzt hinzugefiigt wurden noch 5 pl template-
DNA bzw. bei einer Negativkontrolle 5 pl H,O. Insgesamt wurde der Ansatz mit HPLC-
Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 50 pl aufgefillt [Oliveira and Lencastre, 2002]. Die
Analyse der verschiedenen PCR-Produkte fand in einer Agarose-Gelelektrophorese
(1,5%iges Gel) statt (Kapitel 2.6.5).

PCR-Parameter zur SCCmec-Typisierung von S. aureus [Ghebremedhin et al., 2009]:

4 min 94°C; 30 Zyklen: 30 s 94°C - 30 s 53°C - 1 min 72°C; 4 min 72°C

2.6.9 Aufreinigung von PCR-Produkten mit QIAquick PCR Purification Kit

Da die PCR-Produkte nach stattgefundener Polymerasekettenreaktion mit Gberschiissigen
Primern, Puffersalzen, dNTPs und Tag-Polymerase verunreinigt sind, missen diese zur
weiteren Analyse mittels dem Aufreinigungskit QIAquick von Qiagen beseitigt werden. Einer
Volumeneinheit der Probe wurden finf Volumeneinheiten PB-Puffer zugeflgt und nach
Ubertragen auf die Saule fur 1 min bei 16.060 u/min zentrifugiert. Um die Silikamembran zu
waschen, wurden dem Proben-Puffer-Gemisch 750 pl PE-Puffer hinzugegeben, dieses
erneut 1 min lang bei 16.060 u/min zentrifugiert und anschlieend wiederum 1 min bei
16.060 u/min zum Trocknen der Membran zentrifugiert. Zur DNA-Extraktion mittels
Herauswaschung wurde die Saule in ein steriles Eppendorfgefal’ tberfihrt und zentral auf
die QIAquick-Membran 50 pl EB-Puffer appliziert. Bei Raumtemperatur fand eine einminutige
Inkubation mit anschlieBender Zentrifugation bei 16.060 u/min fir 1 min statt. Nachfolgend

wurde die Saule verworfen, die aufgereinigte DNA befand sich nun im Eppendorfgefalii.

2.6.10 DNA Cycle-Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Ablesung einer Sequenzabfolge eines Gens bzw. DNA-Abschnittes, also dessen
Nukleotidabfolge, erfolgt weitestgehend auf den Grundlagen der Methode nach Sanger.
Dabei handelt es sich um eine modifizierte Didesoxymethode nach Sanger, die auch unter

der Kettenabbruch-Synthese bekannt ist [Sanger et al., 1992].

Das zu sequenzierende DNA-Fragment wurde zundchst vervielfaltigt und mit QlAquick

Aufreinigungskits gereinigt (Kapitel 2.6.9).

Durch die Tag-Polymerase wurde der DNA-Strang verlangert. Fur diese DNA-Strang-

Synthese wurden die vier Desoxynukleotide (dNTPs) bendtigt, zusatzlich wurden dem
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Reaktionsgemisch Didesoxynukleotide (ddNTP) hinzugefiigt. Diese lagerten sich rein zuféllig
wahrend der Synthese an den DNA-Strang an und fuihrten zu einem Abbruch der selbigen.
Es entstanden wahrend der PCR durch Wiederholungen der Reaktion DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange mit jeweils der gleichen ddNTP-Endung. Urspringlich fand die
Sequenzierung mit radioaktiv-markierten Nukleotiden statt. Im Rahmen dieser Dissertation
wurde die Sequenzierung in einem automatisierten Kapillar-Sequenzierer mit Fluoreszenz-

markierten Nukleotiden — insgesamt vier verschiedene Farbstoffe — durchgefihrt.

Der Computer ist in der Lage, die Sequenz automatisch zu analysieren und stellt diese dann
als Chromatogramm und zusatzlich deren Nukleotidabfolge dar [Middendorf et al., 2001];
[Madigan et al., 2003].

Die jeweiligen einzelnen Schritte der Sequenzanalyse werden im Folgenden beschrieben
(PCR, Cycle-PCR und in Kapitel 2.6.11 die Kapillarelektrophorese).

Der zu sequenzierende DNA-Abschnitt wurde zunachst durch die PCR amplifiziert und

anschliel3end aufgereinigt (Kapitel 2.6.9).

Fur die darauffolgende Cycle-Sequenzierung wurde das BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, ABI) verwendet. Der Energietrager und -geber
Fluoreszin und ein daran gebundener Akzeptor Dichlorrhodamin bilden die Bestandteile von
BigDyes [Lee et al., 1997]. Jeweils 140 ng aufgereinigtes Amplifikat, 1 ul des jeweiligen
Sequenzierprimers (3,25 nmol/l), 9 pl vom BigDye-Terminator (Mix) und H,O bildeten einen

Reaktionsansatz von 20 pll.

Die sich anschlie3ende Cycle-PCR bestand aus folgenden 30 Zyklen:
1. thermische Denaturierung bei 96°C fiir 30 s
2. Primeranlagerung an die DNA-Vorlage bei 54-60°C fir 10 s und
3. Amplifizierung bei 60°C fir 4 min.

Sowohl die unmarkierten dNTPs als auch die zum Kettenabbruch fiihrenden Fluoreszenz-
markierten ddNTPs wurden zum Einbau genutzt. Um die Produkte der Cycle-Sequenzierung
von Uberschussigen Reaktionsprodukten zu befreien, wurde zur Aufreinigung das DyeEx 2.0

Spin Kit (Applied Biosystems) nach den Angaben des Herstellers verwendet.
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2.6.11 Kapillarelektrophorese fur die DNA-Sequenzierung

Um die DNA-Sequenzierung mittels Kapillarelektrophorese auszuwerten, wurden 5 pl
aufgereinigtes Produkt der Cycle-Sequenzierung mit 15 pl HiDi in einer Mikrotiterplatte
gemischt und im ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) analysiert. Dabei
wurde das Gemisch aus der Mikrotiterplatte zur Durchfiihrung der Kapillarelektrophorese per
Injektion in eine mit einem POP-6-Polymer (PE Biosystems) geflllte Kapillare Uberfiihrt.
Innerhalb dieser Kapillare wurde die DNA entsprechend ihrer unterschiedlichen
Fragmentlange nach Anlegen der Elektrophorese-Spannung in unterschiedliche Zonen
getrennt (capillary electrophoresis). Diese Fragmente durchwanderten dabei das
Detektorfenster, in dem die Fluoreszenzfarbstoffe von einem Laser angeregt wurden und
dadurch Licht unterschiedlicher Wellenlange aussendeten. Mit Hilfe einer Videokamera lief3
sich das spektrographisch zerstreute Licht aufnehmen und sein Signal von der Collection
Software speichern. Das ABI Prism Sequencing Analysis 3.0 (PE Biosystems)
Analyseprogramm verrechnete die Ergebnisse miteinander und flgte sie in einem

vierfarbigen Elektropherogramm zusammen.

2.7 Auswertung der Sequenzen von MLST und spa

2.7.1 Multilocus-Sequenz-Auswertung

Unter Einsatz der beiden Softwareprogramme ABI Prism Sequencing Analysis 3.0 (Applied
Biosystems) und Assembler (Applied Biosystems) konnten die gewonnenen Gensequenzen
sowohl analysiert wie auch mit der entsprechenden Datenbank zusammengefiihrt werden.
Damit die unterschiedlichen Gensequenzen auch untereinander gegentubergestellt werden
konnten, um somit einen Verwandtschaftsgrad zu prifen, wurden Sequenzvergleiche
(Alignments) gezogen. Diese betreffen das Anordnen und Ausrichten von mehreren
Gensequenzen, wobei die zu untersuchenden Genabfolgen so gegeneinander verschoben
wurden, dass eine moglichst gro3e Deckungsgleichheit mit nur wenigen Licken in der

Basenabfolge gegeben war.

Bei der Multilocus Sequenzanalyse (multilocus sequence typing, MLST) wird jeder Probe
anhand ihrer vorhandenen unterschiedlichen Gensequenzen ein Allelprofil zugeteilt. Ein Gen
besteht aus mehreren variablen Nukleotidfolgen, also aus mehreren Allelen. Jedem dieser
Allele wird eine Nummer zugeordnet. Figt man diese Allelnummern der verschiedenen
Genloci einer Probe zusammen, ergibt sich das Allelprofil, welchem ein spezifischer
Sequenztyp (ST) zugeteilt wird. Auch diese Sequenztypen werden abermals nach Nummern

sortiert. Demnach lasst sich die Aussage treffen, dass nah verwandte Isolate auch
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anndhernd identische Allelprofile mit nur wenigen sich unterscheidenden Genloci bieten
[Enright and Spratt, 1999]; [Urwin and Maiden, 2003].

Zur Analyse hinsichtlich der Populationsgenetik oder zur Aufstellung phyolgenetischer
Stammb&ume zeigen die Allelprofile grof3en Nutzen. Die Aufschliisselung dieser Methode
hangt von der Anzahl und der Art der Gene, der Lange der Sequenzen und dem Grad der
Diversitat in der untersuchten Art ab [Cooper and Feil, 2004]. Bei der MLST werden die
Sequenzen von sieben hochkonservierten Genloci, den housekeeping genes, ermittelt
(Kapitel 2.6.7) und fur diese Allelprofile generiert [Enright et al., 2002]. Mit Hilfe einer

Internet-basierten Datenbank (http://www.mist.net) bezieht jedes S. aureus-Isolat eine ST

(Sequenztyp)-Nummer, die sich auf die Allelnummern der sieben housekeeping genes

grindet.

2.7.1.1 Erstellung von Stammbaumen — Phylogenie

Mittels der Software DNASIS®MAX Version 2.0.5 (Hitachi Software Engineering, Japan)
wurden die Sequenz-Alignments nach dem UPGMA-Algorithmus (unweighted pair group
method using arithmetic averages) durchgefiihrt, d.h. die Sequenzunterschiede in den
Allelprofilen der verschiedenen S. aureus-lsolate wurden mit Hilfe der nicht-gewichteten
Paargruppenmethode mit arithmetischen Mittelwerten analysiert. Zur optimalen Darstellung
der Verwandtschaftsbeziehungen (Dendrogramm) der Sequenztypen wurde die Software
Treeview verwendet, mit der die Ansicht der Stammbdume editiert werden kann. Im
Dendrogramm ist der Abstand zwischen zwei Clustern der Mittelwert der paarweisen
Absténde aller Sequenzen in beiden Clustern, wobei die Ast-Lange zwischen den Clustern

proportional zum berechneten phylogenetischen Abstand zwischen diesen ist.

2.7.2 spa-Cycle-Sequenzierung und Auswertung

Fur einen 20 pl PCR-Ansatz wurden 140 ng DNA des aufgereinigten Amplifikats bendtigt.
Zunachst musste jedoch der tatsachliche DNA-Gehalt des Amplifikats mit dem NanoDrop ND
1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) nach Angaben des Geréateherstellers bestimmt
werden. Erst anschlieRend lieR sich fir jede Probe mittels einer Dreisatzrechnung

berechnen, wie viele Mikroliter einem 140 ng-Gehalt entsprechen.

140 ng = Y ng

Xul 1l

> Xul = 140 ng
Y ng
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Es gilt: Yng - tatsachlicher DNA-Gehalt des aufgereinigten Amplifikats in
1 pl-Volumen
140 ng~> gewunschter DNA-Gehalt

Xu = Volumen mit einem DNA-Gehalt von 140 ng

Nach Berechnung des Volumens wurde dieses dem PCR-Ansatz hinzugeflgt, des Weiteren
folgten 3 ul ABI Prism Big Dye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kits
(Applied Biosystems), 3 pl Tris/HCI/MgCl.-Puffer (400 mmol/l Tris-HCI; 10 mmol/l MgCl,) und

10 pmol von einem der beiden Primer.

Die sich anschlie3ende spa-Cycle-PCR bestand aus folgenden 25 Zyklen:
1. thermische Denaturierung bei 96°C fiir 10 s
2. Primeranlagerung an die DNA-Vorlage bei 60°C fur 45 s und
3. Amplifizierung bei 60°C fir 4 min.

Eine Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte erfolgte mit den DyeEx-Séaulen (Qiagen,
Hilden). Zur Sequenzauswertung wurden diese auf dem ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) nach Angaben des Herstellers vorbereitet und aufgetrennt, sodass ihre Repeat-
Regionen nachfolgend mit der Ridom StaphType Software (Ridom GmbH, Wirzburg)

bestimmt werden konnten.

2.8 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen erfolgten durch Auszéhlung und Berechnung prozentualer Anteile
(zum Teil mit 95%-Konfidenzintervall nach der Clopper-Pearson-Methode). Weiterhin wurden

Abhangigkeiten zwischen verschiedenen GréfRen im Chi-Quadrat-Test gepruft.

Statistische Tests erfolgten im explorativen Sinne. Testergebnisse mit p < 0,05 wurden als
signifikant betrachtet. Die statistische Berechnung erfolgte mittels SPSS Version 21 mit
Unterstlitzung vom Institut fir Biometrie und Medizinische Informatik der Medizinischen

Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg.
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3. Ergebnisse

3.1 Verteilung der S. aureus-lsolate Panamas auf MRSA und
MSSA

119 S. aureus-Isolate wurden aus unterschiedlichen Kklinischen Abstrichmaterialien,
Blutproben, Punktaten und Gewebeproben in den Jahren 2008 bis 2010 im
Universitatsklinikum Hospital Santo Tomas in Panama City, Panama gewonnen. 101 Isolate
(84,9 %; 95%-Konfidenzintervall nach der Clopper-Pearson-Schétzung [77,2; 90,8]) wurden
als MRSA detektiert, bei den restlichen 18 Isolaten (15,1 %; 95%-Konfidenzintervall [9,2;
22.,8]) handelte es sich dementsprechend um Methicillin-empfindliche S. aureus (MSSA)
(Abbildung 6).

B MRSA (n=101)
B MSSA (n=18)

Abbildung 6: Verteilung der Methicillin-empfindlichen (MSSA) sowie -resistenten (MRSA) S. aureus-

Isolate Panamas (n = 119)

3.2 Antimikrobielle Resistenzen der MSSA- und MRSA-Isolate

Die Testung auf Antibiotika-Empfindlichkeit ergab, dass die MRSA-Isolate zusatzliche
Resistenzen gegeniiber anderen Antibiotika-Gruppen aufwiesen. Auch die MSSA-Isolate
zeigten teilweise verminderte Empfindlichkeiten auf. Tabelle 7 stellt die unterschiedlichen

Resistenzverteilungen der MSSA- und MRSA-Isolate Panamas gegen Antibiotika dar.

Die MRSA-Isolate zeigten hohe Resistenzraten gegen Erythromycin (74,26 %), Clindamycin,
Moxifloxacin (jeweils 70,30 %), Fusidinsaure (77,23 %) und Levofloxacin (78,22 %). Bei den
MSSA-Isolaten waéren eine starke Resistenz gegen Penicillin (77,78 %) und Fusidinsaure
(55,56 %) hervorzuheben. Alle Isolate waren gegen Fosfomycin, Linezolid und Rifampicin

empfindlich; MSSA zusatzlich noch gegen Gentamicin und Tobramycin.
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Tabelle 7: Antibiotika-Resistenzen der MSSA- und MRSA-Isolate
Antibiotikum MSSA MRSA
(n=18) (n=101)

Penicillin (PEN) 77,78 % 100,00 %
Trimethoprim/ Sulfamethoxazol (SXT) 5,56 % 8,91 %
Tetrazyklin (TET) 16,62 % 41,59 %
Erythromycin (ERY) 28,78 % 74,26 %
Clindamycin (CLI) 11,11 % 70,30 %
Moxifloxacin (MOX) 5,56 % 70,30 %
Gentamicin (GEN) 0,00 % 6,93 %
Fosfomycin (FOS) 0,00 % 0,00 %
Fusidinsaure (FUS) 55,56 % 77,23 %
Levofloxacin (LEV) 11,11 % 78,22 %
Linezolid (LIN) 0,00 % 0,00 %
Rifampicin (RIF) 0,00 % 0,00 %
Tobramycin (TOB) 0,00 % 51,49 %

3.3 Resistenzphanotypen der S. aureus-Isolate

Im nachsten Schritt wurde der Resistenzphénotyp der MSSA- (n = 18) und MRSA-Isolate
(n = 101) bestimmt. Unter den insgesamt neun aufgefundenen Resistenzphanotypen der
MSSA-Isolate konnten knapp 40 % mit dem Typ PEN-FUS (7 von 18 MSSA-Isolaten)
identifiziert werden. Gut ein Funftel (4/18 = 22,22 %) wiesen allein eine Resistenz gegen
Penicillin auf. Ein Isolat zeigte sogar gegen alle getesteten Antibiotika eine Sensibilitat. Den
restlichen sechs Resistenzphanotypen konnte jeweils nur ein MSSA-Isolat zugeordnet
werden. Die Verteilung der einzelnen detektierten Muster an Resistenzphénotypen fur die

MSSA-Isolate aus Panama zeigt Tabelle 8.

Bei den MRSA-Isolaten konnten dagegen insgesamt 24 verschiedene Resistenzphanotypen
ausgemacht werden. Knapp ein Viertel der Isolate (26/101 = 25,74 %) wiesen einen
Resistenzphanotyp PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB auf. Bei 17 Isolaten konnte das
Resistenzprofil PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-FUS detektiert werden (16,83 %), neun
weitere zeigten zudem noch eine zusatzliche Resistenz gegen Tobramycin (insgesamt
8,91 % aller Isolate mit dem Resistenzphéanotyp PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV-TOB).
Lediglich vier MRSA-Isolate (3,96 %) waren neben einer Penicillin- und Oxacillinresistenz nur
gegen ein zusatzliches Antibiotikum (Tetracyclin) resistent. Vierzehn weitere MRSA-Isolate
besalRen eine Resistenz gegeniber zwei zusatzlichen Antibiotika. Die Verteilung der
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einzelnen detektierten Resistenzprofile fir die Isolate aus Panama zu SCCmec und agr ist in
Kapitel 3.9, Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 8: Antibiotika-Resistenzphanotypen der MSSA-Isolate (n = 18)
Resistenzphanotyp Gesamtzahl (n) Anteil (%)
PEN 4 22,22
PEN-TET 1 5,56
PEN-ERY 1 5,56
PEN-FUS 7 38,89
PEN-TET-ERY 1 5,56
TET-ERY 1 5,56
ERY-MOX-LEV 1 5,56
SXT-ERY-CLI-FUS-LEV 1 5,56
gegen alle Antibiotika sensibel 1 5,56

PEN = Penicillin; SXT = Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TET = Tetracyclin; ERY = Erythromycin; CLI =

Clindamycin; MOX = Moxifloxacin; FUS = Fusidinsaure; LEV = Levofloxacin

3.4 Analyse der agr-Typisierung der S. aureus-Isolate

Der agr-Locus von S. aureus kontrolliert die Produktion von Virulenzfaktoren. Durch eine
hypervariable Region lasst sich dieser agr-Locus in vier Hauptgruppen (I — IV) einteilen.

Mittels PCR mit agr-Gruppen-spezifischen Primern sind diese detektierbar (Abbildung 7).

— et

neg M 102 103 neg M
agr-Gruppe | —
(439bp) —
el (3271 bp)
—

Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis des agr-Locus einer
Auswahl an S. aureus-Isolaten (Proben 102, 103, 128, 129, 130, 131 und zwei
Negativproben neg, M = Marker). Hier nachgewiesen: agr-Gruppe | bei 439 bp und
agr-Gruppe Il bei 321 bp.
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Unter den S. aureus-Isolaten konnten die agr-Gruppen agr | (81,51 %), agr Il (16,81 %) und
agr IV (1,68 %) detektiert werden. Agr Il war nicht nachweisbar, bei den MRSA-Isolaten

konnte zusatzlich auch agr IV nicht identifiziert werden.

3.5 Analyse der Toxingene der S. aureus-Isolate

Fur das besonders weite Ausmafd an Vorkommen epidemischer MRSA-Isolate werden ihre
Ausstattung mit verschiedenen Toxingenen und bestimmte Umweltfaktoren verantwortlich
gemacht. Um einer Ausbreitung von MRSA entgegenzuwirken, missen bestimmte
Praventivmalnahmen durchgefihrt werden. Die agr-Gruppenzuordnung lasst Rickschliisse
auf die Expression von Toxinen/Exoproteinen zu, da agr als ,globaler Regulator” wirkt. Zu
den Toxingenen gehéren und wurden mittels PCR analysiert: sea, seb, sec (Abbildung 8),
sed, see, seg, seh, sei (Abbildung 9), sej, tst, higA, hlgB, IUKE (Abbildung 10) und das
Panton-Valentine-Leukozidin-Gen (luk-PV) (Abbildung 11).

Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis der Enterotoxine sea
bei 127 bp, seb bei 477 bp und sec bei 271 bp einer Auswahl an S. aureus-Isolaten
(Proben 68-80; M = Marker).

sei
(330 bp)

Abbildung 9: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis der Enterotoxine see
bei 178 bp und sei bei 330 bp einer Auswahl an S. aureus-Isolaten (Proben 56-67; M
= Marker).
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| — | — | — —
—— —— — — — W— — —

IukE
(516 bp)

Abbildung 10: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis von higA bei 350 bp,
higB bei 940 bp und IukE bei 516 bp einer Auswahl an S. aureus-Isolaten (Proben 83-
95; M = Marker).

luk-PV

(433 bp)
e —

Abbildung 11: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis des Panton-

Valentine-Leukozidin-Gen (luk-PV) bei 433 bp einer Auswahl an S. aureus-Isolaten

(Proben 86-101 und einer Negativprobe neg; M = Marker).

In 29 MRSA-Isolaten wurde das Toxingen sea detektiert, welches lediglich von MRSA-
Isolaten mit dem SCCmec-Typ IV nachgewiesen wurde. Das Toxingen sei konnte in
56 Isolaten nachgewiesen werden, wobei 36 der 56 sei-positiven dem SCCmec-Typ |
zugeordnet werden konnten. Die weiteren SE-Toxingene verteilten sich wie folgt: Zwei
MRSA-Isolate waren positiv fur seb, 14 Isolate flr sec, nur ein Isolat fir see (es handelte
sich hierbei um ein MRSA-Isolat mit dem SCCmec-Typ V), wohingegen 22 Isolate fir seg
und drei Isolate fur seh positiv waren. Diese drei seh-positiven Isolate wurden nur vom
SCCmec-Typ | exprimiert. Bei sed und sej handelt es sich um Toxingene, die von keinem

MRSA-Stamm exprimiert wurden.

Hinsichtlich der H&molysine und Leukozidine wurde in 70 MRSA-Isolaten hIgA
nachgewiesen, in 23 Isolaten higB, in 68 Isolaten IUKE und in 69 Isolaten das luk-PV-Gen.

Die Gene IukE und luk-PV wurden vorwiegend von MRSA-Isolaten vom Typ SCCmec IV
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detektiert. Die Detektionsrate von luk-PV lag bei den MRSA-Isolaten aus Panama bei 69/101
= 68,32 %. Ein Nachweis des Panton-Valentine-Leukozidin-Gens stellt einen Hinweis auf
einen community-acquired MRSA-Stamm dar. Es wurde nachgewiesen, dass bei den CA-

MRSA luk-PV haufiger als bei nosokomialen Isolaten anzutreffen ist.

Die Toxingene der Isolate lassen sich in verschiedene Profile einteilen (Tabelle 9). Ein
Zusammenhang zwischen den Toxingen-Profilen und Resistenzphanotypen konnte nicht
festgestellt werden. Das am haufigsten vorkommende Toxingen-Profil mit einem Anteil von
14,85 % (15 von 101 Isolaten) war ,sea, higA, IukE, luk-PV*, gefolgt von ,sei, higA, higB*
und ,seg, sei, higA, higB* mit jeweils 7,92 % (8/101).

Tabelle 9: Die wichtigsten Toxingen-Profile der MRSA-Isolate aus Panama
Toxingen-Profil Gesamtzahl (n) Anteil (%)
sea, IukE, luk-PV 3 2,97
sea, hlgA, lukE, luk-PV 15 14,85
sea, sei, hlgA, IukE, luk-PV 4 3,96
sec, sei, hlgA, IukE, luk-PV 5 4,95
sec, seg, sei, hlgA, lukg, luk-PV 4 3,96
seg, sei, higA, higB 8 7,92
seg, sei, higA, IukE, luk-PV 7 6,93
sei, hlgA, higB 8 7,92
sei, IukE, luk-PV 4 3,96
sei, hlgA, lukE, luk-PV 6 5,94
tst, luKE, luk-PV 4 3,96

Auch fur die Methicillin-sensiblen S. aureus-Isolate lieRen sich anhand der Detektion der
Toxingene (sea-see, seg-sej, tst, higA, higB, IUKE und luk-PV) verschiedene Profile erstellen.
Die Ergebnisse zeigt Tabelle 10. Das am haufigsten vorkommende Toxingen-Profil mit
einem Anteil von 16,67 % (3 von 18 Isolaten) war ,sea, seh, higA, IUKE, luk-PV*, gefolgt von
»S€(, tst, higA, IuKE, luk-PV* und ,IuKE, luk-PV* mit jeweils 11,11 % (2/18). In MSSA-Isolaten

nicht nachgewiesene Toxingene waren seb, sec, sed, see und sej.

Mit 77,78 % (14 von 18 Isolaten) lie3 sich bei den MSSA-Isolaten aus Panama eine

durchaus hohe Exprimierungsrate vom Panton-Valentine-Leukozidin-Gen (luk-PV) finden.
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Tabelle 10: Einteilung der MSSA-Isolate aus Panama in Toxingen-Profile (n = 18)
Toxingen-Profil Gesamtzahl (n) Anteil (%)
sea, seh, hlgA, lukE, luk-PV 3 16,67
sea, seh, sei, lUKE, luk-PV 1 5,56
sea, seh, sei, hlgA, lukE, luk-PV 1 5,56
sea, tst, hlgA, IukE, luk-PV 1 5,56
segq, tst, higA, IukE, luk-PV 2 11,11
seg, sei, hlgA, higB 1 5,56
seg, sei, higA, IukE, luk-PV 1 5,56
seh, tst, higA, IukE, luk-PV 1 5,56
sei, lukE 1 5,56
sei, lukE, luk-PV 1 5,56
tst, higA, lukE, luk-PV 1 5,56
higA, IukE 1 5,56
lukE 1 5,56
IukE, luk-PV 2 11,11

3.6 Klonale Verteilung der S. aureus-Isolate

3.6.1 Klonale Verteilung der MRSA-Isolate

Um mehr Uber die klonale Zugehoérigkeit bzw. die Verteilung der aus Panama stammenden
S. aureus-lsolate zu erfahren, wurde mit Hilfe des Multilocus Sequence Typing (MLST) der

genetische Hintergrund untersucht.

Fur die MRSA-Isolate ergaben sich folgende Sequenztypverteilungen: Die vorherrschenden
Sequenztypen (STs) waren der ,USA300“-Stamm ST8 (39/101 = 38,61 %), gefolgt vom
.Berliner Stamm* ST45 (26/101 = 25,74 %). Des Weiteren konnte bei den MRSA-Isolaten
ST72 bestimmt werden (20/101 = 19,80 %), ebenso der ,New York“-/,Japan-Klon* ST5
(12/101 = 11,88 %) und der ,USA1000“-Stamm ST59 (4/101 = 3,96 %).

Siebzehn der 39 ST8-Isolate (41,03 %) wiesen phanotypisch ein breites Resistenzprofil der
Kombination PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV auf. Unter den ST45-MRSA-Isolaten waren
elf von 26 (42,31 %) mit einem ebenfalls breiten Resistenzphdnotyp PEN-OXA-ERY-CLI-
MOX-LEV-TOB vertreten. Die ST5-Isolate zeigten sogar einheitlich dieses Muster (100 %
von ST5 mit PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB) (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Resistenzphanotypen der detektierten MRSA-Sequenztypen - die haufigsten
Resistenzphanotypen fir ST5, ST8, ST45 und ST72 sind markiert
Resistenzphéanotyp (n) ST5 ST8 ST45 ST59 ST72
PEN-OXA-TET (n = 4) 1 3
PEN-OXA-TET-FUS (n = 11) 1 1 9
PEN-OXA-TET-ERY (n = 2) 2
PEN-OXA-TET-ERY-FUS (n = 2) 1 1
PEN-OXA-TET-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV (n = 1) 1
PEN-OXA-TET-FUS-GEN-TOB (n = 3) 3
PEN-OXA-FUS-LEV (n =1)
PEN-OXA-MOX-FUS-LEV (n =3) 3

PEN-OXA-MOX-FUS-LEV (n = 2)

PEN-OXA-ERY-MOX-FUS-LEV (n = 1)

PEN-OXA-ERY-CLI-LEV-TOB (n = 4) 4
PEN-OXA-ERY-CLI-FUS-LEV-TOB (n = 1)

PEN-OXA-ERY-CLI-FUS-LEV (n = 2) 2
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB (n = 26) 12| 2 T‘ 1
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV (n = 17) 17
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV-TOB (n = 9)
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-GEN-LEV-TOB (n = 2)
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-GEN-FUS-LEV-TOB (n = 2)
PEN-OXA-SXT-FUS-LEV (n = 1)
PEN-OXA-SXT-MOX-FUS-LEV (n = 1)
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-FUS-LEV (n = 1)
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-FUS-LEV-TOB (n = 2)
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-LEV-TOB (n = 3) 3

N P PR NP W

Gesamtzahl (n = 101) 12 39 26 4 20

ST = analysierter Sequenztyp; PEN = Penicillin; OXA = Oxacilin; SXT =

Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TET = Tetracyclin; ERY = Erythromycin; CLI = Clindamycin; MOX

Moxifloxacin; GEN = Gentamicin; FUS = Fusidinsaure; LEV = Levofloxacin; TOB = Tobramycin

Inwieweit bei den MRSA-Isolaten ein signifikanter Zusammenhang zwischen bestimmten
Resistenzphanotypen und ST-Gruppen besteht, zeigt die folgende Tabelle 12. Zur besseren
Ubersicht wurden die wichtigsten Resistenzphanotypen in gréBere Gruppen
zusammengefasst und die statistische Signifikanz mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet.
Dadurch besteht die Mdglichkeit, dass ein MRSA-Isolat nun mehreren zusammengefassten

Resistenzphanotyp-Gruppen angehtren kann. Bei der Berechnung wurden jeweils die
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Isolate einer Gruppe gegen die restlichen Isolate hinsichtlich der Aufteilung in die ST-

Gruppen verglichen.

Tabelle 12: Abhéngigkeiten von Resistenzphanotyp-Gruppen zu ST-Gruppe der detektierten
MRSA-Isolate. Berechnet wurden die p-Werte mit dem Chi-Quadrat-Test (im Vergleich

die jeweilige Resistenzphanotypgruppe zu den restlichen MRSA-Isolaten).

Resistenzphéanotyp-Gruppen (n) ST5 ST8 ST45 ST59 ST72 p-Wert
PEN-OXA-TET* (n = 23) 3 4 16 < 0,001
PEN-OXA-ERY-CLI* (n =70) 12 29 26 3 < 0,001
PEN-OXA-SXT* (n = 8) 5 3 0,288
PEN-OXA-GEN* (n = 7) 3 1 3 0,453
PEN-OXA-TOB* (n = 52) 12 10 26 4 < 0,001
Gesamtzahl Isolate (n =101) 12 39 26 4 20

3.6.2 Klonale Verteilung der MSSA-Isolate

Bei der MLST konnten unter den MSSA-Isolaten die Sequenztypen ST1 (7/18 = 38,89 %),
ST5 (1/18 = 5,56 %), ST8 (4/18 = 22,22 %), ST45 (1/18 = 5,56 %), ST59 (1/18 = 5,56 %),
ST72 (1/18 = 5,56 %) und ST188 (1/18 = 5,56 %) ausgemacht werden. Bei zwei MSSA-
Isolaten war es nicht moglich, einen Sequenztyp zuzuordnen (11,11 %). Tabelle 13 zeigt die

Verteilung von Resistenzphanotyp und detektiertem Sequenztyp.

Tabelle 13: Resistenzphanotypen der detektierten MSSA-Sequenztypen

Resistenzphéanotyp (n) ST1 ST5 ST8 ST45 ST59 ST72 ST188
PEN (n = 4) 2 2

PEN-TET (n = 1) 1

PEN-ERY (n = 1)

PEN-FUS (n = 5) 4 1

PEN-TET-ERY (n = 1) 1
TET-ERY (n = 1) 1
ERY-MOX-LEV (n = 1) 1
SXT-ERY-CLI-FUS-LEV (n = 1) 1
gegen alle Antibiotika sensibel (n = 1) 1

Gesamtzahl (n = 16) 7 1 4 1 1 1 1

ST = analysierter Sequenztyp; PEN = Penicillin; SXT = Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TET =
Tetracyclin; ERY = Erythromycin; CLI = Clindamycin; MOX = Moxifloxacin; FUS = Fusidinsaure; LEV =
Levofloxacin
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Um eine Aussage uber Abhangigkeiten zwischen Resistenzphéanotypen und ST-Gruppen der
MSSA-Isolate treffen zu kénnen, wurden fir diese ebenfalls p-Werte mit dem Chi-Quadrat-
Test berechnet und in Tabelle 14 dargestellt. Es wurden wieder jeweils die Isolate eines
Resistenzphanotyps gegen die restlichen MSSA-Isolate verglichen. Dabei wurden die
Penicillin-resistenten MSSA-Isolate zusammengefasst. Diese MSSA-Isolate unterschieden
sich signifikant (p = 0,003) zu den Penicillin-sensiblen hinsichtlich der Aufteilung in die ST-
Gruppen. Bei den anderen Resistenzphanotypen ist kein Zusammenhang nachweisbar,

allerdings sind diese Gruppen auch sehr klein.

Tabelle 14: Abhéngigkeiten von Resistenzphanotypen zu ST-Gruppe der detektierten MSSA-

Isolate. Berechnet wurden die p-Werte mit dem Chi-Quadrat-Test.

Resistenzphanotyp (n) ST1 ST5 ST8 ST45 ST59 ST72 ST188 p-Wert
PEN* (n = 12) 7 4 1 0,003
TET-ERY (n = 1) 1 0,313
ERY-MOX-LEV (n = 1) 1 0,313
SXT-ERY-CLI-FUS-LEV (n = 1) 1 0,313
Tl : 0313
Gesamtzahl (n = 16) 7 1 4 1 1 1 1

3.7 Zuordnung von Sequenztyp zu agr-Gruppe

In der MRSA-Population wurden die agr-Gruppen Il und IV nicht gefunden. Die ST5-MRSA-
Isolate gehdrten allesamt zur agr-Gruppe lll, alle anderen MRSA-Epidemiestamme (STS8,
ST45, ST59 und ST72) konnten agr | zugewiesen werden. In Tabelle 15 wurde den

nachgewiesenen Sequenztypen der MRSA-Isolate die agr-Gruppe zugeordnet.

Tabelle 15: Analyse des agr-Locus fir die ermittelten MRSA-Sequenztypen
Anzahl der MRSA-Isolate (n)

MLST (n)
agr | agr Il

ST5 (n = 12) 12
ST8 (n = 39) 39

ST45 (n = 26) 26

ST59 (n =4) 4

ST72 (n = 20) 20

Gesamtzahl (n = 101) 89 12
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Im Regelfall kann eine ST-Gruppe auch mehreren agr-Gruppen zugeordnet werden. Bei den
Isolaten aus Panama war dies nicht der Fall. Es zeigte sich hier eine deutliche Abh&ngigkeit
der beiden Gruppen voneinander. Auch statistisch lasst sich diese mit hoher Sicherheit

nachweisen.

Ebenso signifikant war die Abhéngigkeit von ST- zu agr-Gruppe bei den MSSA-Isolaten. Alle
ST1- und ST5-MSSA-Isolate gehdrten zur agr-Gruppe lll, alle anderen MSSA-Sequenztypen
(ST8, ST45, ST59, ST72 und ST188) konnten agr | zugewiesen werden. Die Gruppe agr IV
wurde insgesamt zwei Mal ermittelt, konnte allerdings keinem ST zugewiesen werden.
Tabelle 16 geht auf die nachgewiesenen agr-Gruppen mit ihrer Zuordnung zu den ermittelten

Sequenztypen der MSSA-Isolate ein.

Tabelle 16: Analyse des agr-Locus fir die ermittelten MSSA-Sequenztypen
Anzahl der MSSA-Isolate (n)

MLST (n)

agr | agr Il agr v
ST1(n=7) 7
ST5 (n=1) 1
ST8 (n = 4)
ST45 (n = 1)
ST59 (n = 1)
ST72 (n = 1)
ST188 (n = 1)
unbekannt (n = 2) 2
Gesamtzahl (n = 18) 8 8 2

e S
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3.8 spa-Typisierung der S. aureus-Isolate

3.8.1 spa-Typisierung der MRSA-Isolate
Uber die StaphRIDOM-Software (StaphType) lieR sich den Methicillin-resistenten S. aureus-

Isolaten die spa-Typisierung den einzelnen Bakterienstammen zuweisen (Tabelle 17).

Tabelle 17: Zuordnung der detektierten spa-Typen zu den jeweiligen nachgewiesenen MRSA-
Sequenztypen
spa-Typ Anzahl MLST
ST5 ST8 ST45 ST59 ST72
t004 26 26
t008 38 38
t024 1 1
t148 20 20
t216 3 3
t443 12 12
t444 1
Gesamtzahl 101 12 39 26 4 20

Es zeigte sich bei den MRSA-Isolaten eine signifikante Abhangigkeit zwischen spa-Typ und
ST-Gruppe (p < 0,001).

Alle 26 ST45-MRSA-Isolate (26/101 = 25,74 %) gehorten dem spa-Typ t004 mit der Repeat-
Abfolge 09-02-16-13-13-17-34-16-34 an (Abbildung 12). Ahnlich gute
Zuordnungsmdglichkeiten gab es bei den ST8-Isolaten. Der spa-Typ t008 mit der Repeat-
Abfolge 11-19-12-21-17-34-22-25 konnte bei 38 MRSA-Isolaten (38/101 = 37,62 %)
nachgewiesen werden (Abbildung 13), eines wurde t024 zugeschrieben (1/101 = 0,99 %).
Bei ST72 wurde der spa-Typ t148 nachgewiesen (20/101 = 19,80 %; Repeat-Abfolge 07-23-
12-21-12-17-12-12-17; Abbildung 14) und ST5 konnte dem spa-Typ t443 zugeordnet werden
(12/101 = 11,88 %; 26-23-17-20-17-12-12-12-17-16; Abbildung 15). Der MRSA-Stamm ST59
allerdings wurde zwei spa-Typen zugeordnet; drei Mal (3/101 = 2,97 %) dem Typ t216 mit
der Repeat-Abfolge 04-20-17-20-17-31-16-34 und einmal (1/101 = 0,99 %) dem Typ t444 mit
der Repeat-Abfolge 04-20-17-20-17-31-16 (Abbildung 16). Bei dem spa-Typ t216 ist im
Vergleich zu t444 eine Addition in der Repeat-Abfolge zu verzeichnen (+ 34; siehe gelber
Pfeil in Abbildung 16).
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Abbildung 12: spa-Typ t004 mit der Repeat-Abfolge 09-02-16-13-13-17-34-16-34
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Abbildung 14: spa-Typ t148 mit der Repeat-Abfolge 07-23-12-21-12-17-12-12-17
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Abbildung 16: spa-Typ t216 mit der Repeat-Abfolge 04-20-17-20-17-31-16-34 und spa-Typ t444 mit
der Repeat-Abfolge 04-20-17-20-17-31-16. Der gelbe Pfeil in t216 signalisiert eine
Addition in der Repeat-Abfolge im Vergleich zu t444.
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3.8.2 spa-Typisierung der MSSA-Isolate

Folgende in Tabelle 18 dargestellten spa-Typen konnten lber die StaphRIDOM-Software
(StaphType) bei den Methicillin-sensiblen S. aureus-Isolaten identifiziert werden. Es zeigte
sich eine hochsignifikante Abhéngigkeit zwischen spa-Typ und ST-Gruppe der MSSA-Isolate
(p < 0,001).

Tabelle 18: Zuordnung der MSSA-Sequenztypen zu den ermittelten spa-Typen

spa-T
MLST Anzahl payp

t004 t008 t045 t127 t148 t175 1189 t211 1216 1940

ST1
ST5
ST8
ST45
ST59
ST72
ST188
kein ST

5 2

I N T = T
[N

Gesamtzahl 18 1 3 1 5 1 2 1 1 1 2

Fur den spa-Typ t940 konnte kein Sequenztyp ermittelt werden. Die Abbildungen zeigen die
spa-Typen t045 (Abbildung 17), t127 (Abbildung 18) und t189 (Abbildung 19).
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Abbildung 17: spa-Typ t045 mit der Repeat-Abfolge 26-17-20-17-12-17-16
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Abbildung 18: spa-Typ t127 mit der Repeat-Abfolge 07-23-21-16-34-33-13

@D Ridom StaphType 101 x|
File Database Options Windows Help

e n BRule & @ Sl1s8

i =1oix|

Iqﬂ[y|ﬁ%‘g g‘mg;n@-w@g@k@k'i@ t189
Found & repests. & m ﬂ E “ n ¥

L1 | GAGGAAGACAACAACAAACCT GGT N o = I =T T -

o7 con:| A& GAAATTTTAGCAGAAGCT AAAAAGCTAAACGAT GCT CA AGEACDARA

= T His CAAAA

ot G el el

b e oo rev: |AAGAAATTTTAGOAGAAGCTAAAAAGCTAAACGAT GCT GAAGCACCAAAAGS

:s: i A 5 ﬂ [ 1L ]

il AR ~ tforward : 111 (RT20=229; RT20ratio=0.99; MEG=34.00)

Type Repeat Succession |

M3 A A [+ A A A A G A G G
M& ... ..........0.... .C

user  |07-23-12-2-17-34 -
189 07-23-12-21-17-34

464 |07-23-12-23-34-34

31 07-23-12-34-33-34

229 [26-23-34-21-17-34

415 04-18-17-21-17-34

195 07-08-17-21-34-34

221 |07-23-02-34-34-34

231 07-23-12-21-17-02-34

316 104-20-17-31-18-34 Ll

Abbildung 19: spa-Typ t189 mit der Repeat-Abfolge 07-23-12-21-17-34

3.9 Analyse des SCCmec-Typs fur die MRSA-Isolate

Die Methicillin-Resistenz von S. aureus beruht auf dem Vorhandensein eines bestimmten
Genabschnittes namens mecA, welches sich eingebettet in dem SCCmec-Genelement
befindet [Katayama et al., 2000]. Es existieren aktuell elf verschiedene Haupt-
Kassettentypen von SCCmec (Typen | bis XlI) [IWG-SCC, 2010]. Die Feststellung dieser
Typen wurde durch eine SCCmec-Multiplex-PCR ermdglicht, die fur die Typen spezifische
Loci auf- (upstream) und abwarts (downstream) von mecA detektiert. Die jeweiligen Typen
nehmen vermutlich Einfluss auf die MRSA-Isolate-Verteilung, zudem lassen sich

Ruickschlisse auf den genetischen Hintergrund ziehen.
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Insgesamt waren unter den Isolaten nur die SCCmec-Typen | und IV zu finden

(Abbildung 20). Kassettentyp | war mit 52 von 101 MRSA-Isolaten (51,49 %) am meisten
vertreten, gefolgt von Typ IV mit 48,51 % (49/101).
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Abbildung 20: Agarose-Gelelektrophorese (1,5%iges Gel); PCR zum Nachweis von SCCmec einer

Auswahl an S. aureus-lsolaten (Proben 71-79; M = Marker). Hier nachgewiesen:
SCCmec-Typ l und IV.

Ordnet man den SCCmec-Typen die MRSA-Resistenzphanotypen zu, lasst sich
zusammenfassen, dass das am haufigsten auftretende Muster PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-
LEV-TOB (n = 26) im Gesamten dem SCCmec-Typ |, der zweithaufigste Resistenzphanotyp
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV (n = 17) komplett dem SCCmec-Typ IV zugewiesen

werden konnte. Tabelle 19 weist den Resistenzphénotypen die jeweiligen SCCmec- und agr-
Gruppen zu.

Weiterhin konnte die Aussage getroffen werden, dass alle ST5-MRSA-Isolate den SCCmec-
Typ | trugen. In den 36 ST8-Isolaten wurde SCCmec-Typ IV (36/39 = 92,31 %)
nachgewiesen (ST8-MRSA-IV) und in drei ST8-Isolaten der SCCmec-Typ I. Alle 27 ST45-
MRSA-Isolate trugen den SCCmec-Typ | (ST45-MRSA-I), ebenso 75 % der ST59-Isolate.
ST72 liel3 sich zu 60 % auf SCCmec-Typ IV und 40 % auf Typ | aufteilen.
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Tabelle 19: Zuordnung der MRSA-Resistenzphanotypen zu SCCmec und agr

Anteil SCCmec-Typ  agr-Gruppe
Resistenzphéanotyp Anzahl
(%) I v I 1

PEN-OXA-TET 4 3,96 4 4
PEN-OXA-TET-FUS 11 10,89 4 7 11
PEN-OXA-TET-ERY 2 1,98 2 2
PEN-OXA-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-TET-ERY-FUS 2 1,98 2 2
PEN-OXA-MOX-FUS-LEV 3 2,97 3 3
PEN-OXA-SXT-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-TET-FUS-GEN-TOB 3 2,97 3 3
PEN-OXA-ERY-CLI-LEV-TOB 4 3,96 4 4
PEN-OXA-ERY-CLI-FUS-LEV 2 1,98 2 2
PEN-OXA-ERY-MOX-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-MOX-FUS-LEV 2 1,98 2 2
PEN-OXA-SXT-MOX-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB 26 25,74 26 14 12
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV 17 16,83 17 17
PEN-OXA-ERY-CLI-FUS-LEV-TOB 1 0,99 1 1
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-LEV-TOB 3 2,97 3 3
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV-TOB 9 8,91 2 9
PEN-OXA-TET-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV 1 0,99 1 1
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-GEN-LEV-TOB 2 1,98 1 1 2
PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-GEN-FUS-LEV-TOB 2 1,98 2 2
PEN-OXA-SXT-ERY-CLI-FUS-LEV-TOB 2 1,98 2 2

Gesamtzahl 101 100,00 52 49 12

[00]
©

PEN = Penicillin; OXA = Oxacillin; SXT = Trimethoprim/Sulfamethoxazol; TET = Tetracyclin; ERY =
Erythromycin; CLI = Clindamycin; MOX = Moxifloxacin; GEN = Gentamicin; FUS = Fusidinsédure; LEV

= Levofloxacin; TOB = Tobramycin

Fur die statistische Analyse wurden in Tabelle 20 erneut die wichtigsten

Resistenzphanotypen in Gruppen eingeteilt.

Es wurden flr die verschiedenen Resistenzphanotyp-Gruppen jeweils getrennt die Aufteilung
der SCCmec-Typen bzw. analog der agr-Gruppen zwischen Resistenzphanotyp-

angehdrenden und -nichtangehdérenden MRSA-Isolaten verglichen (Chi-Quadrat-Test).
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Sowohl! fur die SCCmec-Typen als auch fur die agr-Gruppe ergaben sich signifikante
Abhangigkeiten mit PEN-OXA-ERY-CLI* und PEN-OXA-TOB*.

Tabelle 20: Abhéngigkeiten zwischen Resistenzphanotyp-Gruppen und SCCmec-Typ oder agr-
Gruppe der MRSA-Isolate. Berechnet wurden die p-Werte mit dem Chi-Quadrat-Test.

i . SCCmec-Typ agr-Gruppe
Resistenzphénotyp- p-Wert? p-Wert®
Gruppen | \Y I 1
PEN-OXA-TET* (n = 23) 10 13 0,478 23 0,063
PEN-OXA-ERY-CLI* (n = 70) 42 28 0,017 58 12 0,016
PEN-OXA-SXT* (n = 8) 3 5 0,479 8 0,591
PEN-OXA-GEN* (n = 7) 1 6 0,055 7 0,595
PEN-OXA-TOB* (n = 52) 42 10 < 0,001 40 12 < 0,001
Gesamtzahl Isolate (n =101) 52 49 89 12
a: Abhéngigkeit Resistenzphénotyp — SCCmec
b: Abhéngigkeit Resistenzphénotyp — agr

Ebenfalls zeigten sich bei den MRSA-Isolaten signifikante Abhéangigkeiten zwischen
SCCmec-Typen und agr-Gruppen (p < 0,001), welche in Tabelle 21 dargestellt wurden. Der

SCCmec-Typ IV war nur bei agr-Gruppe | vertreten.

Tabelle 21: Abhéngigkeiten zwischen SCCmec-Typ und agr-Gruppe der MRSA-Isolate. Berechnet

wurden die p-Werte mit dem Chi-Quadrat-Test.

agr-Gruppe | agr-Gruppe lll p-Wert
SCCmec-Typ | (n =52) 40 12 < 0,001
SCCmec-Typ IV (n = 49) 49 0 < 0,001
Gesamtzahl Isolate (n =101) 89 12

Bei einer Zuordnung von SCCmec-Typ zu den exprimierten Toxingenen der MRSA-
Isolate (Tabelle 22) fiel auf, dass das Gen sea nur bei Isolaten vom SCCmec-Typ IV, das
Gen higB dagegen nur bei solchen vom SCCmec-Typ | auftrat und exprimiert wurde. Eine
signifikante Abhéngigkeit zu SCCmec-Typ wiesen neben sea (p < 0,001) und
higB (p < 0,001) auch sec (p = 0,021), seg (p = 0,008), sei (p = 0,005), IUKE (p < 0,001) und
lukPV (p < 0,001) auf.
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Tabelle 22: Zuordnung der Toxingenexpression zu den nachgewiesenen SCCmec-Typen und

deren Abhangigkeiten. Berechnet wurden die p-Werte im Chi-Quadrat-Test.

Toxingen Anzahl SCcCmec-Typ p-Wert
I v
sea 29 29 < 0,001
seb 2 1 1 1,000
sec 14 3 11 0,021
see 1 1 0,485
seg 22 17 5 0,008
seh 3 3 0,243
sei 56 36 20 0,005
tst 14 6 8 0,571
higA 70 37 33 0,829
higB 23 23 < 0,001
lukE 68 20 48 < 0,001
luk-PV 69 25 44 < 0,001
Gesamtzahl Isolate (n =101) 52 49

3.10 Phylogenetische Analyse und Verwandtschaftsbeziehungen
zwischen den einzelnen MSSA- und MRSA-Isolaten

Um phylogenetische Analysen durchzufiihren, wurde ein Dendrogramm erstellt
(Abbildung 21). Null stellt dabei als genetischer Abstand die identischen Sequenztypen dar
(STs). Die STs, die sich verwandtschaftlich am nachsten sind, sind durch eine vertikale Linie
verbunden und bilden einen Cluster (Gruppierung). Sie gehen jeweils von einem Knoten aus,
welcher wiederum den Vorfahren vertritt, von dem aus diese gemeinsamen Verwandten
hervorgegangen sind. Jeder neue Cluster wird nach dem néchsten Paar durchsucht und so
weiter. Jeder Endzweig/-ast bzw. jedes Blatt des Dendrogramms reprasentiert einen
Sequenztyp. Die Ast-Lange verhéalt sich meist proportional zu der geschatzten Zeit, in der
sich die Arten separiert haben oder der Anzahl der Mutationen [Academic dictionaries and
encyclopedias]. Der Abstand zwischen zwei Clustern entspricht dem Mittelwert der
paarweisen Abstande aller Sequenzen in beiden Clustern (siehe Kapitel 2.7.1.1).

Die verschiedenen STs aus Panama lassen sich in zwei Cluster unterteilen. Im Stammbaum
zahlen zum Cluster | ST5, ST1 und ST188 und zum Cluster Il ST8, ST45 und ST59, wobei

zu erkennen ist, dass sowohl ST1 und ST188 als auch ST45 und ST59 enger verwandt sind.
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Abbildung 21: Dendrogramm, erstellt mit dem TreeView Software Programm. Dargestellt wird die
phylogenetische Verwandtschaft bzw. die klonalen Beziehungen der detektierten
MSSA- und MRSA-Isolate aus Panama (ST72, Cluster | (ST1, ST5, ST188), Cluster Il
(ST8, ST45, ST59)).
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4. Diskussion

4.1 Antibiotika-Resistenz von Staphylococcus aureus in Panama

In der vorliegenden Arbeit betrug die MRSA-Rate 84,9 %. Dieser Anteil bezieht sich auf die
Studienpopulation, bei der Uberwiegend MRSA-Isolate selektiert wurden. Die tatséchliche
gesamte MRSA-Rate Panamas kann aus diesen Isolaten schlecht ermittelt werden.
Ausgehend allerdings von der festgestellten MRSA-Rate ist diese im Vergleich zu denen
anderer Staaten als dramatisch anzusehen. So fanden sich in den USA zwar ebenfalls hohe
MRSA-Raten, dennoch lagen diese immer noch unter derjenigen aus Panama. Im Jahr 2003
lag die MRSA-Rate der Vereinigten Staaten bei 64,4 % [Klevens et al., 2006]. Auch Lander
mit geographischer Nahe zu Panama wiesen recht hohe MRSA-Raten auf. Reyes et al.
konnten im Nachbarstaat Kolumbien eine MRSA-Pravalenz von 45 % nachweisen. Noch
weitere innerhalb der Studie untersuchte Lander, die sich in der Nahe zu Panama befanden,
waren Ecuador mit einer Rate von 28 %, Peru mit 62 % und Venezuela mit 26 % [Reyes et
al., 2009]. Als Beispiele fir niedrige MRSA-Raten lassen sich europaische Lander sehr gut
anfihren. Die Resistenzstudie der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fasst im Abstand einiger Jahre
den MRSA-Anteil bei S. aureus-Infektionen der Lander Deutschland, der Schweiz und
Osterreich zusammen. Im Rahmen dieser Studie veroffentlichten Kresken et al. 2010 eine
MRSA-Rate von 16,7 % (zuvor lag diese im Jahr 2007 noch bei 20,3 %) [Kresken et al.,
2010].

Auch fur einzelne andere Antibiotika konnten unter den S. aureus-lsolaten (MSSA und
MRSA zusammen) aus Panama jeweils hohere Resistenzraten festgestellt werden.
Verglichen wurden die Daten mit der PEG-Resistenzstudie 2010: Bei den S. aureus-Isolaten
aus Panama war die Resistenzrate gegenuber Erythromycin etwa 67 % (vgl. PEG 22,40 %),
gegeniber Clindamycin etwa 59,7 % (vgl. PEG 12 %), gegenuber Levofloxacin etwa 68 %
(vgl. PEG 22,70 %), sowie gegen Moxifloxacin etwa 54,6 % (vgl. PEG 21,8 %) bzw.
Gentamicin etwa 5,9 % (vgl. PEG 3,2 %) auf [Kresken et al., 2010].

Die MSSA-Isolate alleine betrachtet zeigten ihre grof3te Resistenz gegeniber Penicillin mit
einer Rate von 77,77 %. Im Vergleich zu anderen Staaten waren die MSSA-Isolate aus
Panama damit sogar relativ gut empfindlich. So konnte in Peru die Arbeitsgruppe Carmona
et al. bei den MSSA-Isolaten eine Resistenz von 96,4 % gegentber Penicillin nachweisen.
Ihre Isolate stammten aus Nasenabstrichen [Carmona et al.,, 2012]. Auch Chen et al.
detektierten eine héhere Penicillin-Resistenz mit 91 % bei MSSA-Isolaten aus Taiwan [Chen

et al., 2012]. Die Arbeitsgruppe Blomfeldt et al. konnte im Akershus Universitatsklinikum in
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Leorenskog, Norwegen, eine mit 80 % knapp hohere Resistenz gegeniber Penicillin
nachweisen; untersucht wurden in ihrer Studie allerdings nur MSSA-Isolate, die bei Patienten

mit einer Bakteriamie nachgewiesen wurden [Blomfeldt et al., 2012].

Die MRSA-Keime stellten sich dagegen mit 96,04 % hauptséachlich multiresistent gegenuber
verschiedenen Antibiotika dar (= vier unterschiedliche Antibiotika-Resistenzen). Der
vorherrschende Resistenzphanotyp war PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB mit 25,74 %.

4.2 Analyse der Toxingene

Die pathogenen Eigenschaften der S. aureus-Isolate aus Panama beruhten unter anderem
auf ihrer Expression der Virulenzdeterminanten, den Toxingenen. Unter den
Enterotoxingenen war sei unter allen Isolaten Panamas das am haufigsten nachgewiesene
mit 52,54 % (MRSA 55,44 %; MSSA 33,33 %). Ebenfalls tberdurchschnittlich haufiger
detektiert werden konnte sea unter den MRSA-Isolaten mit einer Rate von 28,71 %, bei den
MSSA-Isolaten sogar mit 33,33 %. Dabei fiel auf, dass sea bei den MRSA-Isolaten
ausnahmslos bei solchen mit SCCmec-Typ IV nachgewiesen wurde. Die vorliegenden
Ergebnisse unterscheiden sich von den veroffentlichten Daten von Wang et al. Diese
Arbeitsgruppe analysierte die Virulenzdeterminanten von 60 S. aureus-lsolaten, die im
Universitatsklinikum in Tianjin, China bei Bakteriamie-Patienten detektiert wurden. Bei ihnen
zeigte sich sea bei MRSA mit Giber 84 % deutlich dominanter, bei MSSA dagegen seltener
mit knapp 20 %. Sei wurde nicht untersucht [Wang et al., 2013]. Auch Lim et al. detektierten
sea als haufigstes Enterotoxingen bei MRSA aus Malaysia, hier allerdings mit nur rund 39 %.
MSSA-Isolate wurden nicht getestet. Sei wurde hier sogar nur mit wenigen 7,45 %
nachgewiesen [Lim et al., 2012]. Eine groRere Ubereinstimmung der Daten ist indes bei der
Arbeitsgruppe Kim et al. zu finden. Ahnlich der Resultate aus Panama konnte auch bei den
aus Korea stammenden MRSA-Isolaten das Enterotoxingen sei mit am h&ufigsten
nachgewiesen werden und auch die Detektionsrate von sea lag bei vergleichbaren 30 %
[Kim et al., 2011]. Auch Ho et al. berichteten in ihrer Studie aus Taiwan, dass die MRSA-
Isolate zu 26 % das sea-Gen trugen. Allerdings nicht deckungsgleich war die Abh&ngigkeit
von sea zu SCCmec-Typ lll (in Panama SCCmec-Typ IV) [Ho et al., 2012].

Fur das Gen tst, welches fir das Toxic-Shock-Syndrome-Toxin kodiert, existieren ebenfalls
sehr unterschiedliche Vergleichsdaten. In Panama wurde tst in 13,86 % der MRSA-Isolate
bzw. 27,78 % der MSSA-Isolate nachgewiesen. Kim et al. wiesen dagegen eine hohe Rate

von knapp 66 % bei MRSA nach, Ho et al. wiederum rund 33 %, Lim et al. im Gegensatz

53



Diskussion

dazu nur 0,5 % und Wang et al. sogar kein einziges Isolat [Wang et al., 2013]; [Ho et al.,
2012]; [Lim et al., 2012]; [Kim et al., 2011].

Als letztes Toxin wird im Folgenden noch luk-PV diskutiert. Die Detektionsrate von luk-PV lag
bei den MRSA-Isolaten aus Panama bei 68,32 %, bei den MSSA-Isolaten konnte das Gen
mit 77,78 % nachgewiesen werden. Ein Nachweis des Panton-Valentine-Leukozidin-Gens
bei MRSA-Isolaten stellt einen Hinweis auf einen community-acquired MRSA-Stamm dar. In
Panama wurde Iluk-PV von MRSA-Isolaten mit SCCmec-Typ IV (63,77 %) und -Typ |
(36,23%) exprimiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterscheiden sich von denen
von Wang et al., diese berichteten von einem luk-PV-Anteil von ca. 6,7 % nur bei den MSSA-
Isolaten [Wang et al., 2013]. Auch in der Arbeit von Ho et al. war der Nachweis von luk-PV
lediglich in rund 10 % der MRSA-Isolate mdglich. Diese MRSA-Isolate konnten dem
SCCmec-Typ IV sowie dem -Typ V zugewiesen werden [Ho et al., 2012]. Geographische,

soziobkonomisch-medizinische und landwirtschaftliche Griinde konnten dies erklaren.

4.3 agr-Gruppenspezifitaten

Der in dieser Arbeit untersuchte Regulatorlocus agr (accessory gene regulator), der als
Quorum sensing die Expression von Virulenzfaktoren von S. aureus vermindert oder erhoht,

bestimmt Gber die Pathogenitét von S. aureus [Novick et al., 1993]; [Novick, 2003].

Die MRSA-Isolate aus Panama wurden der agr-Gruppe | sowie der agr-Gruppe |l
zugeordnet, wobei die agr-Gruppenspezifitat | mit etwa 88 % dominierte und agr 11l bei knapp
12 % der MRSA-Isolate nachgewiesen wurde. Im Gegensatz zu den MRSA-Isolaten konnten
die MSSA-Isolate in die agr-Gruppen |, Il und IV eingeteilt werden, wobei die h&ufigsten agr-
Gruppen | und Il jeweils bei 44 % der Isolate nachgewiesen wurden und agr 1V lediglich in

11 % der Isolate.

Campbell et al. konnten in ihrer Arbeit 89 % der MRSA-Isolate der agr-Gruppe | zuweisen
[Campbell et al., 2008]. Die Daten sind mit denen der vorliegenden Arbeit vergleichbar.
Einen Unterschied allerdings lieferte die Prozentzahl fur die Gruppe agr | der MSSA-Isolate
mit 67 % (Panama: MSSA rund 44 %, s. 0.). Die ubrigen agr-Gruppen Il bis IV wurden in
Campbells Studie zusammengefasst in 11 % der MRSA- sowie 33 % der MSSA-Isolate
[Campbell et al., 2008]. Die untersuchten Isolate stammten aus den USA und Sidafrika, was

einen Hinweis auf die Differenz der MSSA-Ergebnisse liefern kénnte.
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4.4 Zuordnung der MRSA-agr-Gruppen zu den Toxingenprofilen

Alle multiresistenten MRSA-Isolate lie3en sich agr | zuordnen. Das haufigste nachgewiesene
Toxingenprofil ,sea, hlgA, IukE, luk-PV* konnte zu 100 % zu agr | zugeordnet werden,
ebenso wie fast alle anderen detektierten Toxingenprofile. Einzig die Toxingenprofile ,seg,
sei, hlgA, IukE, luk-PV*, ,sei, IUKE, luk-PV* und ,sei, higA, IukE, luk-PV* liel3en sich sowohl
von MRSA-Isolaten mit agr | als auch agr Ill nachweisen. Nur ein einziges Toxingenprofil
konnte ausschliel3lich agr Il zugeordnet werden. Es handelt sich dabei um das Profil ,sei,

luk-PV*. Zu beachten sei hierbei, dass dieses nur von einem MRSA-Isolat exprimiert wurde.

Diese recht ungleichméRige Verteilung von agr-Gruppen zu den Toxingenprofilen zugunsten
agr | kénnte dafiir sprechen, dass es sich bei den MRSA-Isolaten der agr-Gruppe | um eher
starker pathogene lIsolate handelt, als solche der Gruppe agr Ill. Dies bestatigt somit
weitestgehend auch die Studie von Campbell et al. mit ihrer hohen Haufigkeit von agr | bei S.
aureus-lsolaten, die fir komplizierte Haut- und Weichteilinfektionen verantwortlich waren
[Campbell et al., 2008]. Des Weiteren ware zu Uberlegen, ob sich durch die angenommene
starkere Pathogenitat auch die Uberlebensfahigkeit der MRSA-Isolate steigert und

verlangert.

45 SCCmec-Typen der MRSA-Isolate

Jedes MRSA-Isolat kann in der Regel einem SCCmec-Typ zugeteilt werden. Von den aktuell
existierenden elf unterschiedlichen Haupt-SCCmec-Kassettentypen (I bis XlI) [IWG-SCC,
2010] konnten in dieser Arbeit nur SCCmec-Typ | und SCCmec-Typ IV detektiert werden.

Die Nachweisrate unter den MRSA-Keimen aus Panama war recht ausgeglichen. Der

Kassettentyp | war mit 51,49 % etwas haufiger nachzuweisen als Typ IV mit 48,51 %.

Um die Ergebnisse in Relation zu setzen, werden diese im Folgenden mit Studienresultaten
aus Portugal als europaisches Land und Brasilien als Staat Siudamerikas verglichen.
Espadinha et al. analysierten 183 nosokomial-erworbene MRSA-Isolate, die in Portugal im
Jahr 2010 gesammelt wurden. SCCmec-Typ IV war hierbei der dominierendste Typ mit
76,50 %, gefolgt von Typ Il (19,67 %), 11l (3,28 %) und VI (0,55 %) [Espadinha et al., 2013].
Nicht nachgewiesen wurde SCCmec Typ I, wobei dieser unter den MRSA-Isolaten aus
Panama sogar am starksten vertreten war. Ursachen spielten hierbei eventuell Unterschiede
bei den zu den Isolaten gehérigen Resistenzphanotypen oder gar bei Behandlungsstrategien

der Therapie.
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Ein ahnliches Bild zeigte sich in einer Studie aus Brasilien. Rodrigues et al. untersuchten
96 MRSA-Isolate — bei einer Uberwéltigenden Mehrheit von 94,79 % der Isolate konnte der
SCCmec-Typ Il nachgewiesen werden. SCCmec-Typ IV (4,17 %) und -Typ Il (1,04 %)
spielten nur eine untergeordnete Rolle [Rodrigues et al., 2013]. Dass in Brasilien der Typ Il
mit solch hohem Vorkommen auftrat — im Gegensatz zu den Isolaten aus Panama, wo dieser
kein einziges Mal detektiert wurde — mag daran liegen, dass es sich bei den Isolaten aus
Brasilien um MRSA von Verbrennungsstationen handelte. Diejenigen aus Panama stammten

aus unterschiedlichen Abstrichmaterialien von diversen Krankheitserscheinungen.

4.6 Zusammenhang von SCCmec-Typ und Antibiotikaresistenz

Die bereits bei agr detektierten beiden fihrenden vorkommenden Resistenzphanotypen
bestimmten auch bei der SCCmec-Typisierung das Bild. So herrschte bei SCCmec-Typ | mit
26 Isolaten und einer Prozentzahl von 25,74 % der Resistenzphanotyp PEN-OXA-ERY-CLI-
MOX-LEV-TOB vor (darunter gehérten 14 Isolate agr I, 12 agr Il an). 16,83 % von SCCmec-
Typ IV besaRen PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV als Resistenzphénotyp (diese konnten

alle agr | zugewiesen werden).

Die restlichen multiresistenten MRSA-Isolate mit samtlichen ermittelten
Resistenzphanotypen verteilten sich auf beide detektierten SCCmec-Typen weitestgehend
gleichmaBig ohne wesentliche AusreiRer. Generell lasst sich dadurch annehmen, dass die
SCCmec-Typen | und IV fast ausschlieZlich mit einer Multiresistenz korrelieren — zumindest,
was die MRSA-Isolate aus Panama betrifft. Es ware allerdings auch denkbar, dass gerade in
Panama zwischen diesen beiden SCCmec-Typen ein reger Merkmalsaustausch mittels
horizontalem Gentransfer stattfindet, der die eher nur geringen Unterschiede der Typen
zueinander in Bezug auf die Multiresistenz erklaren kénnte [lto et al., 2001]; [Crisostomo,
2001].

Neben der Multiresistenz lie3en sich auch Resistenzen gegenuber nur einzelnen Antibiotika
fur die beiden SCCmec-Typen gegenuberstellen. So fiel auf, dass im Durchschnitt die Isolate
des SCCmec-Typs IV im Vergleich zu denjenigen des -Typs | h&ufiger resistent gegen
Fusidinsaure und Gentamicin waren. Insgesamt 60 Isolate zeigten eine Resistenz gegen
Fusidinsaure, allein 80 % davon wiesen den SCCmec-Typ IV auf. Bei Gentamicin lag das
Verhéltnis bei sechs zu eins Isolaten (Typ IV zu Typ |), aufgrund der allerdings nur geringen
Anzahl an nachgewiesenen Resistenzen gegeniber Gentamicin kann dieses Resultat nur
mit Vorsicht bewertet werden. Zugunsten von SCCmec-Typ | konnte die Resistenzrate

gegenluber Tobramycin verzeichnet werden. Zweiundvierzig (80,77 %) der insgesamt
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52 detektierten Tobramycin-resistenten MRSA-Isolate gehtrten dem SCCmec-Typ | an, die

restlichen zehn zu -Typ IV.

Die Resultate lassen sich nur sehr bedingt mit denen von Espandinha et al. vergleichen.
Similaritédt bestand einzig bei der Resistenzrate von Fusidinsdure beim SCCmec-Typ IV.
Allerdings fiel diese im Vergleich zu derjenigen in Panama sehr gering aus. Die restlichen
Fusidinsaure-Resistenzen der Isolate aus Portugal konnten SCCmec-Typ Il zugeordnet
werden. Bei MRSA-Isolaten mit einer Resistenz gegentber Gentamicin wurde SCCmec-
Typ lll ermittelt. Eine Resistenz gegentber Tobramycin wurde in deren Studienmodell nicht
untersucht [Espadinha et al., 2013]. Die doch sehr weit auseinanderdriftenden Ergebnisse
konnten mit der geographischen Lage, dem unterschiedlichen Patientenklientel und der
Verwendung unterschiedlicher Therapieoptionen (u. a. auch mit der Auswahl von

unterschiedlichen Antibiotika) zusammenhangen.

4.7 Die Beziehung zwischen SCCmec-Typ und agr-Gruppe

Sowohl die agr-Gruppe (Kapitel 1.4) als auch der SCCmec-Typ (Kapitel 1.5.2) tragen zu den
Pathogenitatseigenschaften von S. aureus bei. Umso interessanter war es daher,
festzustellen, ob zwischen den beiden genetischen Determinanten ein signifikanter
Zusammenhang existiert. Wie bereits im Kapitel 4.3 erwéhnt, stellt die agr-Gruppe | unter
allen MRSA-Isolaten die grof3te Gruppe mit 88,12 % dar (89/101). Zwischen SCCmec-Typ IV
und agr-Gruppe | liel3 sich eine 100%ige Assoziation herstellen. Der SCCmec-Typ |

hingegen konnte sowohl agr | (zu 77 %) als auch mit 23 % agr Il zugeordnet werden.

Ob MRSA-Isolate mit der Kombination ,SCCmec-Typ IV — agr-Gruppe | pathogener sind als
solche mit ,SCCmec-Typ | — agr-Gruppe | bzw. III, l&sst sich nur vermuten und nicht genau
eruieren, da agr | unter allen untersuchten Isolaten hauptanteilsmaRig vertreten war.
Allerdings deuten die Resultate darauf hin, dass es sich bei der Kombination ,SCCmec-
Typ IV — agr-Gruppe I um eine sehr stabile Formation an S. aureus-Isolaten handelt. Diese
Vermutung wird ebenfalls gestitzt durch die von diesen Isolaten exprimierten Toxine. So
wurde im Verhdltnis unter anderem tst, IJuKE und luk-PV deutlich haufiger bei den MRSA-
Isolaten ,SCCmec-Typ IV — agr-Gruppe | detektiert. Die Enterotoxine sea und see wurden

sogar ausschlieB3lich von diesen exprimiert.
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4.8 Die Bewertung des Sequenztyps (ST)

Zur Genotypisierung der S. aureus-Isolate aus Panama wurde der Sequenztyp mittels MLST

bestimmt (siehe Kapitel 1.7.1).

Unter den MSSA-Isolaten aus Panama (n = 18) waren die beiden vorherrschenden
Sequenztypen ST1 mit 38,89 % und ST8 mit 22,22 %. Weiterhin detektiert wurden mit
jeweils 5,56 % die Sequenztypen ST5, ST59, ST72 und ST188. Zwei MSSA-Isolate konnten
keinem Sequenztyp zugeordnet werden. Die nachgewiesenen Sequenztypen lie3en sich
wiederum zu neun spa-Typen eingruppieren (spa-Typisierung siehe Kapitel 1.7.2). Zu diesen
gehorten t004 (ST45), t008 (ST8), t045 (ST5), t127 (ST1), t148 (ST72), t175 (ST1), t189
(ST188), t211 (ST8) und t216 (ST59).

Schuenk et al. untersuchten ebenfalls S. aureus-Isolate. In ihrer Studie wurden MSSA- und
MRSA-Isolate aus einer orthopéadischen Klinik in Rio de Janeiro, Brasilien, charakterisiert
und MLST zugeordnet [Schuenck et al., 2012]. Ahnlich wie in Panama wurden bei ihren
MSSA-Isolaten sowohl ST1 als auch ST5 nachgewiesen, allerdings dominierte hier im
Vergleich mit rund 42 % ST5. Zusétzlich detektierten sie noch ST30, den ,Ocean Southwest
Pacific Clone” [Schuenck et al., 2012].

Auch die Arbeitsgruppe um Marimén et al. analysierte MSSA-Isolate, welche aus
Nordspanien stammten, und wies ST8 als den am haufigsten vorkommenden Typen nach.
ST1 wurde ebenfalls detektiert, des Weiteren konnten sie noch ST10 und ST121
identifizieren [Marimén et al., 2012].

Bei den MRSA-Isolaten aus Panama zeigte sich folgendes Bild der Sequenztypverteilung: Es
dominierte mit 38,61 % der ,USA300“-Stamm ST8, welcher oft mit dem phanotypisch breiten
Resistenzprofil PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV vergesellschaftet war. Der ,Berliner
Stamm* ST45 folgte mit 25,74 %. Auch dieser wies mit PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB
einen breiten Resistenzphanotyp auf. Die Ubrigen Sequenztypen verteilten sich auf ST72
(19,80 %), den ,New York-‘/,Japan-Klon* ST5 (11,88 %) und den ,USA1000“-Stamm ST59
(3,96 %). Dabei zeigten die ST5-Isolate ein einheitliches Resistenzprofilmuster mit PEN-
OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB. Die MRSA-Isolate lie3en sich sieben spa-Typen zuordnen
(t004 (ST45), t008 (ST8), t024 (ST8), t148 (ST72), t216 (ST59), t443 (ST5) und t444
(ST59)).

Verglichen mit den brasilianischen MRSA-Isolaten der Arbeitsgruppe Schuenk et al. konnte
einzig ST5 als Ubereinstimmender Sequenztyp benannt werden. Weitere Sequenztypen in
der Studie von Schuenk et al. waren noch ST1, ST30 und ST239 [Schuenck et al., 2012].
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Ebenfalls nur ein Ubereinstimmender Sequenztyp existierte mit ST8 unter den MRSA-
Isolaten aus Nordspanien [Marimén et al., 2012]. Dieser war — wie auch in Panama — der am

haufigsten nachgewiesene Sequenztyp, hier sogar mit 75 %.

Vereinzelt konnte auch die Studie von Tokajian et al. ST5 und ST8 unter ihren MRSA-
Isolaten nachweisen. Diese stammten aus dem Libanon. Uberwiegend wurde dort allerdings
ST80 detektiert [Tokajian et al., 2010].

Die grol3te Deckungsgleichheit boten Studiendaten aus den USA. Die Arbeitsgruppe um
Chung et al. untersuchte an zwei Krankenhdusern in Miami, Florida, die
Haufigkeitsverteilung von MLST der detektierten MRSA-Isolate [Chung et al., 2004]. Wie
auch in Panama konnte am h&ufigsten mit 36 % ST8 nachgewiesen werden. Zwar folgte dort
mit ST36 (31 %) ein Sequenztyp, der in Panama nicht detektiert wurde, dafur zeigten einige
weitere nachgewiesene Sequenztypen wiederum Ubereinstimmung: So dokumentierten
Chung et al. unter anderem ST5 (12,38 %), ST45 und ST72 [Chung et al., 2004]. Boyle-
Vavra et al. analysierten insgesamt 914 MRSA-Isolate aus den USA und Taiwan und
ermittelten 18 unterschiedliche Sequenztypen. Auch in deren Studie wurde ST8 am
haufigsten vorgefunden (48,35 %). ST5, ST59 und ST72 konnten ebenfalls nachgewiesen
werden [Boyle-Vavra and Daum, 2010]. Eine ahnliche klonale Verteilung der MRSA-Isolate
zeigte die Studie von Tenover et al., in der 493 MRSA-Isolate aus den USA untersucht
wurden (darunter 299 von Nasenabstrichen und 194 aus Blutkulturen). Unter den Isolaten
der Blutkulturen dominierte auch hier ST8, bei den Nasenabstrichen war ST5 der

vorherrschende Sequenztyp [Tenover et al., 2012].

In der vorliegenden Arbeit konnte fur alle S. aureus-Isolate ST8 als der am haufigsten
vorkommende Sequenztyp in Panama aufgezeigt werden. Zu 95,35 % konnte dieser dem
spa-Typ t008 zugeordnet werden. Die meisten der ST8-MRSA-Isolate trugen zu 92,31 %
zudem noch den SCCmec-Typ IV (die restlichen wurden SCCmec-Typ | zugeordnet). Diese
Daten stltzen grofdtenteils die Resultate von Tenover et al., Marimén et al., Boyle-Vavra et
al. und Chung et al. [Chung et al., 2004]; [Boyle-Vavra and Daum, 2010]; [Tenover et al.,
2012]; [Marimén et al., 2012].

Unterschiede ergaben sich in der Analyse von ST5 und ST45. Wahrend in der vorliegenden
Arbeit allen ST5 und ST45 der SCCmec-Typ | zugeordnet werden konnte, wiesen Chung et
al. diesen jeweils SCCmec-Typ Il bzw. -Typ IV zu [Chung et al., 2004]. Boyle-Vavra et al.
detektierten fir ST5 sogar mit SCCmec-Typ I, lll, IV und VIII mehrere Typen [Boyle-Vavra
and Daum, 2010]. Auch fiir ST72 herrschten Unterschiede. Im Vergleich zu Panama mit den

zwei dafiir nachgewiesenen SCCmec-Typen | und 1V, detektierten Boyle-Vavra et al. die
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Typen IV und V, Chung et al. nur SCCmec-Typ IV [Chung et al., 2004]; [Boyle-Vavra and
Daum, 2010]. Dies betraf ebenfalls ST59. Die vorliegende Arbeit konnte fir ST59 insgesamt
nur einmal den SCCmec-Typ IV nachweisen, die restlichen dieser Isolate verteilten sich auf -
Typ |. Boyle-Vavra et al. konnten dagegen den Grol3teil ihrer ST59-Isolate dem SCCmec-Typ

IV zuordnen, zusétzlich liel3 sich noch -Typ V nachweisen [Boyle-Vavra and Daum, 2010].

Durch den Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit denjenigen anderer Arbeitsgruppen,
lasst sich einerseits eine geographische Abweichung der Sequenztypen erkennen,
andererseits lasst sich bei einigen wenigen STs aber auch spekulieren, ob teilweise eine
Tendenz zur intra-/ interkontinentalen Anpassung bzw. Angleichung erkennbar ist (wie z. B.
ST5, welcher in fast jeder Arbeitsgruppe nachgewiesen wurde). Die dargestellten
Unterschiede konnten sich unter anderem dadurch bedingen, dass die Isolate wie diejenigen
der Arbeitsgruppe Schuenk et al. aus Brasilien nur von orthopadischen Patienten stammten.
Eine andere mdgliche Begrindung fir die bestehenden Differenzen ist die landestypische
Auswahl an Antiinfektiva. So fuhrt das Verwenden unterschiedlicher Antibiotika zur Selektion

spezifischer Isolate, die spezielle Resistenzen besitzen.

Bei der Betrachtung der Sequenztypen und SCCmec fiel auf, dass kein signifikanter
Zusammenhang besteht. Eine geographische Divergenz lasst sich auch hier ausmachen.
Dadurch verstarkt sich der Verdacht, dass eine unterschiedliche Zusammensetzung von ST
und SCCmec-Typ durch einen grundsatzlich eher einfachen SCCmec-Gentransfer bedingt
ist. Die SCCmec-Genelemente kdonnen aus anderen S. aureus-lsolaten stammen oder
vorherige SCCmec einfach verdrangen. Das kann von Land zu Land oder Krankenhaus zu

Krankenhaus sehr unterschiedlich ausfallen.

Des Weiteren ist durch den Vergleich der Resultate Panamas (sowohl ST als auch SCCmec)
tendenziell eine groRere Ahnlichkeit zu denjenigen aus den USA erkennbar. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass eventuell das Gesundheitssystem Panamas und die
Reise- bzw. Aufenthaltsrouten der Einwohner Panamas eher nérdlich in Richtung der
Vereinigten Staaten orientiert ist. Der bei den MRSA-Isolaten vorherrschende
Resistenzphanotyp war PEN-OXA-ERY-CLI-MOX-LEV-TOB und konnte SCCmec-Typ |
zugewiesen werden. Mit Hilfe der spa-Typisierung lieBen sich die MRSA-Stdmme noch

feiner differenzieren.
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4.9 Die Verwandtschaftsbeziehungen der S. aureus-lsolate

Panamas

In Kapitel 3.10 wurde bereits dargelegt, dass unter den Sequenztypen der S. aureus-Isolate
Panamas zwei Haupt-Cluster charakterisiert werden konnten. ST1, ST5 und ST188 gehdorten
dabei dem Cluster | an, dem Cluster Il wurden ST8, ST45 und ST59 zugeordnet
(Abbildung 21). Hervorzuheben ist, dass innerhalb der Cluster ST1 und ST188 sehr eng

verwandt sind, ebenso wie ST45 und ST59.

Zu betonen sei dabei, dass es sich bei ST1 und ST188 ausnahmslos um MSSA-Isolate
handelte. Bei den Sequenztypen ST45 und ST59 liel? sich jeweils ein Isolat zu MSSA
zuordnen, die restlichen Isolate mit diesen Sequenztypen waren Methicillin-resistent. Diese

wiederum stimmten grof3tenteils hinsichtlich ihres SCCmec-Typs, dem -Typ |, Uberein.

Wie bereits erortert, ist laut den Untersuchungen dieser Arbeit der Sequenztyp ST8 der
vorherrschende im Universitatsklinikum Hospital Santo Tomas in Panama City des Landes
Panama. Die anderen wenigen nachgewiesenen Sequenztypen waren dort zusatzlich noch
im Umlauf, jedoch sind diese relativ eng miteinander verwandt, wodurch davon ausgegangen
werden kann, dass sich diese Isolate einer sehr guten Anpassung an die in Panama

vorherrschenden Bedingungen unterzogen haben.
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4.10 Ausblick

Ein essentielles Ziel bei Infektionen mit S. aureus, inshesondere MRSA, ist die erfolgreiche
Therapie und somit Eindammung weiterer Ausbreitung innerhalb eines Landes, eines
Kontinents und letztlich der Welt. Trotz der ausgedehnten Resistenzlage der MRSA-Isolate
aus Panama bestinde die Moglichkeit, dadurch ausgeldste Infektionen dennoch
Antibiogramm-gerecht zu behandeln. In dieser Arbeit existierten gegenuber Fosfomycin,
Linezolid und Rifampicin keine Resistenzen und auch gegenliber Trimethoprim/
Sulfamethoxazol und Gentamicin zeigten sich die MRSA-Isolate zu einem sehr grof3en Teil
sensibel. Alle S. aureus-Isolate waren empfindlich gegentber Glykopeptiden. Um allerdings
zukunftig neue Resistenzen zu vermeiden, missen zwei mechanistisch verschieden
wirksame Antibiotika miteinander kombiniert werden [Liu et al.,, 2011]. So sollten bei der
Verdachtsdiagnose einer schweren MRSA-Infektion oder dem direkten MRSA-Keimnachweis
z. B. Vancomycin und Rifampicin kombiniert werden. Als Anwendungsgebiet von Linezolid
gelten Sepsis, septischer Schock und eine hohe MRSA-Rate bei Pneumonie. Daher zéhlen
unter anderem sowohl Vancomycin als auch Linezolid zu den Reserveantibiotika [Micek,
2007]; [Liu et al., 2011]. Hinzu kommt noch ein weiterer schwieriger Aspekt — Linezolid als
Beispiel ist sehr teuer. Gerade in den Entwicklungslandern fihrt dies zu Problemen in der

Versorgung.

Es lasst sich trotz der durchgefihrten Datenerhebung in dieser Dissertation Uber die
Entwicklung der Infektionsrate in den vergangenen Jahren keine Aussage treffen, da zuvor in
Panama noch keine grof3en Untersuchungen zur MRSA- bzw. MSSA-Verteilung stattfanden.
Es wére daher als sinnvoll zu erachten, auch in Zukunft weitere Daten tber Infektionen mit
S. aureus in Panama zu erfassen, um Resistenzabweichungen oder gar neue
Resistenzentstehungen zu analysieren sowie zu dokumentieren. Des Weiteren konnten
Schlisse bzw. Zusammenh&ange zwischen Infektionen und bestimmten Sequenztypen
gezogen und dadurch zudem festgestellt werden, ob bestimmte Sequenztypen sogar andere
verdréngen, wie es sich in Deutschland in den letzten drei Dekaden abgezeichnet hat. So
konnte in Deutschland ein deutlicher Ruckgang der noch Mitte der 1990er Jahre héaufig
auftretenden Epidemiestamme ,Norddeutscher* (ST 247) und ,Suddeutscher (ST 228)
Epidemiestamm beobachtet werden (von 17 % bzw. 34 % im Jahr 1996 auf 0 % bzw. 2,5 %
im Jahr 2011). Die ,alteren* Epidemiestamme wurden mehr und mehr von den ,neueren”
verdrangt. Zu diesen zahlen u. a. der ,Barnimer” (ST 22) oder auch der ,Berliner* (ST 45)
Epidemiestamm. Dort kam es beim ,Barnimer* Epidemiestamm um eine Zunahme von 8 %
(1997) auf 51 % (2011), beim ,Berliner* Epidemiestamm von 22 % (1996) auf 30 % (2010)
[Robert Koch-Institut, 2003]; [Layer et al., 2012].
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Ebenfalls ware es von grof3er Bedeutung, zu untersuchen, ob im Rahmen von Kolonisation
bzw. Infektion Zusammenhé&nge oder Unterschiede hinsichtlich der Erkrankungsart, den
gesundheitlichen Risikofaktoren, der geographischen Lage (Stadt vs. Land), den
soziobkonomischen Faktoren, etc. existieren. Solche Daten konnten sehr hilfreiche
Informationen anbieten, um empirische Therapieempfehlungen zu etablieren bzw.
prophylaktisch vor Ausbruchsituationen zeitnah und zielgerecht zu handeln. Um eine
nosokomiale MRSA-Kolonisation von den Ubrigen MRSA-Besiedlungen zu unterscheiden,
ware ein angemessenes Screening-Programm bedeutsam. Hiermit kdnnte man
gegebenenfalls community-aquired MRSA (CA-MRSA) bzw. livestock-associated MRSA (LA-
MRSA) detektieren, d. h. nach einer weiteren genetischen Charakterisierung dieser Isolate.
Eine weitere Studie ware vonndten, um invasive MRSA-Infektionen zu analysieren und den
invasiven MSSA-Infektionen gegeniberzustellen. In diesem Zusammenhang ist es von

Bedeutung, das Verschreibungsverhalten der Kliniken bzw. Arzte zu beobachten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern ebenso einen Bedarf fiir intensivere Analysen von
bestimmten Patientengruppen. Fokussiert an schwerwiegenden Erkrankungen z. B. aus
dem hamatologisch-onkologischen Bereich oder der Intensivmedizin, kénnten mit Hilfe von
gezielt gewonnenen Patientenmaterialien (wie postoperativ gesammelte Sekrete) praventive

Malnahmen entwickelt werden.

Die oben genannten weiterfiihrenden Fragestellungen kénnten die Thematik der S. aureus-
Infektionen in Panama weiter beleuchten, sodass mit Hilfe dieser unter anderem ein
besserer und qualitativ hoherwertiger Vergleich zu Nachbarstaaten getatigt werden kann. Es
kénnten erfolgreichere und sichere Therapieregime entwickelt werden, um die Ausbreitung
von MRSA-Infektionen sowie -Kolonisation einzudammen. Diese kénnten gegebenenfalls an
die verschiedenen Regionen (innerhalb einer Klinik, auf Landesebene, etc.) angepasst

werden.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Epidemiologie von S. aureus in Panama.
Wissenschaftlicher Gegenstand der Arbeit war es, die Methicillin-resistenten und -sensiblen
S. aureus-lsolate phano- sowie genotypisch zu charakterisieren und deren Toxingene
molekularbiologisch zu analysieren. Bisher gibt es noch keine Arbeiten, die die
Populationsgenetik und phylogenetischen Eigenschaften von S. aureus in Panama

beschreiben.

Die 119 S. aureus-Isolate des Universitatsklinikums in Panama, die in den Jahren 2008 bis
2010 aus unterschiedlichen klinischen Abstrichmaterialien, Blutproben, Punktaten und
Gewebeproben gewonnen wurden, waren zu 84,9 % MRSA- und 15,1 % MSSA-Isolate.
Unter den 101 MRSA-Isolaten wurden funf Sequenztypen detektiert (ST5, ST8, ST45, ST59
und ST72). Darunter stellten ST8-MRSA-IV (n = 36) und ST45-MRSA-1 (n = 26) die
haufigsten Stdmme dar. Alle Sequenztypen bis auf ST5 konnten der agr-Gruppe |
zugeordnet werden, ST5 gehorte der agr-Gruppe Il an. Bei der MRSA-Population aus
Panama konnten sieben spa-Typen ermittelt werden (t004, t008, 1024, t148, t216, t443 und
t444). Unter den MRSA-Isolaten war der vorherrschende Resistenzphanotyp PEN-OXA-
ERY-CLI-MOX-LEV-TOB mit knapp 25 % vertreten, gefolgt vom Resistenzphanotypen PEN-
OXA-ERY-CLI-MOX-FUS-LEV (~ 17 %); dieser wurde nur bei MRSA-Isolaten mit dem
Sequenztyp ST8 nachgewiesen. Das haufigste Toxingenprofil ,sea, higA, IukE, luk-PV*
konnte insgesamt bei 15 Isolaten detektiert werden.

Bei den MRSA-Stammen aus Panama konnte zusatzlich noch ein signifikanter

Zusammenhang von agr-Gruppenspezifitdt und SCCmec-Typ beobachtet werden.

Wahrend die vorhandenen Sequenztypen der MRSA-Isolate aus Panama eine relativ
eingeschrankte Diversitat zeigten (es zirkulierten hier hauptsachlich die zwei klonalen Linien
ST8 und ST45), stellten sich die 18 MSSA-Isolate heterogener dar. lhnen konnten insgesamt
sieben Sequenztypen zugeordnet werden (ST1, ST5, ST8, ST45, ST59, ST72, ST188). Eine
kaum nennenswerte klonale Haufung war fiir ST1 (n = 7) zu finden, dieser Stamm wurde der
agr-Gruppe lll zugeordnet, die anderen Stdmme verteilten sich auf agr | und agr IV. Auch bei
den MSSA-Isolaten fand eine Feintypisierung mit spa statt, es konnten neun spa-Typen
detektiert werden: t004, t008, t045, t127, t148, t175, t189, t211 und t216. Der haufigste
Resistenzphanotyp, der zumeist bei ST1-Stdmmen nachgewiesen wurde, war PEN-FUS mit
knapp 39 %. Eine Penicillinresistenz konnten fast 78 % der MSSA-Isolate aufweisen. Das
vorherrschende Toxingenprofil war ,sea, seh, higA, IukE, luk-PV* (~ 17 %).
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