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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Methicillin resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) ist einer der bedeutendsten
Erreger nosokomialer Infektionen. Wahrend des letzten Jahrzehnts tritt Nutztier
assoziierter MRSA des Klonalen Komplexes 398 (engl. Livestock associated MRSA
Clonal Complex 398, LA-MRSA CC398) in Europa verstarkt auf. Besonders in
Regionen mit einer hohen Dichte an Schweine-haltenden Betrieben wird zunehmend
von Kolonisierung und Infektionen auch beim Menschen berichtet.

In einem ersten Teil dieser Arbeit wurden die Eigenschaften der bakteriellen
Adhasion von LA-MRSA CC398 Isolaten untersucht und mit humanadaptierten S.
aureus Isolaten verglichen. Es wurde erstmals festgestellt, dass LA-MRSA CC398
Isolate Uber eine deutlich geringere Adhasionskapazitat an humane Epithelzellen
verfugen als humanadaptierte CA-MRSA (engl. Community acquired MRSA) und
HA-MRSA (engl. Hospital acquired MRSA) Linien. Allerdings stellt eine
epidemiologische CC398 Subgruppe (spa Typ t108) eine Ausnahme dar und zeigte
Adhasionskapazitaten, welche die von anderen CC398 Subgruppen, wie spa Typ
t011 und t034, deutlich Uberstiegen und in einer ahnlichen Grollenordnung lagen,
wie die getesteten humanadaptierten Linien. Die abweichenden
Adhasionskapazitaten konnten durch ein verandertes Adhasionspotential an das
Wirtsprotein Fibronektin, auf Grund massiver Transkriptionsunterschiede der Gene
der zellwandgebundenen Fibronektin binden Proteine A und B (fnbA/B) sowie durch
die Haufigkeit von Mutationen im Gen fnbB zu erklaren sein.

Mehrere Studien beschreiben aullerdem den Einfluss der Zellwandelastizitat auf die
bakterielle Adhasion. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zellwandelastizitat einer
Auswahl an LA-MRSA CC398 Isolaten mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht und
mit human-adaptierten S. aureus Isolaten verglichen. Der Theorie einer Zellwand-
elastizitat-abhangigen Adhasion folgend, ist ebenso ein Einfluss der Elastizitat der
gesamten Zelle auf die Adhasion denkbar. Deshalb wurde in dieser Arbeit eine
Methode entwickelt, um die Turgordruck-abhangige Elastizitat einzelner S. aureus
Zellen zu messen. Ein Einfluss der Zell- und Zellwandelastizitat auf die Adhasion
konnte, fur die untersuchten S. aureus Isolate, ausgeschlossen werden.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Immunevasionseigenschaften von
Nutztier assoziierten und humanadaptierten MRSA Linien charakterisiert. Isolate des

spa typs 1108 wurden weniger effektiv durch humane, polymorphkernige Neutrophile
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Zusammenfassung

(PMN) phagozytiert, als andere Isolate der CC398 Linie, wie spa Typ t011, t034 und
CA-MRSA. Die Phagozytoserate von HA-MRSA war mit jener der spa Typ t108
Isolate vergleichbar. Allerdings konnte beobachtet werden, dass Isolate des spa
Typs 1108, sollten sie dennoch phagozytiert werden, nach der Phagozytose weniger
effektiv intrazellular Uberleben kdnnen, als andere LA-MRSA CC398 Isolate.

Der Fokus eines dritten Teils dieser Arbeit lag auf der Rolle des Immunevasions
Cluster (IEC), eines Bakteriophagen ,S. aureus Integrase Typ 3 (Saint3) codierten
Mobilen Genetischen Elements (MGE), auf die Wirtsspezifitat von S. aureus CC398
Isolaten. In der Literatur wird ein Einfluss des IEC auf die Phagozytose durch PMN
angenommen, indem es das Komplementsystem des Wirtes hemmt. Dieser Einfluss
konnte, im Rahmen dieser Arbeit, erstmals in Vollblut und somit in Anwesenheit aller
Komplementfaktoren bestatigt werden. Ferner gilt das IEC als exklusiv
humanspezifisches MGE, kommt in humanadaptierten S. aureus Linien mit hoher
Pravalenz vor, ist aber in CC398 Isolaten vom Schwein praktisch nicht vertreten. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die Inaktivitat der IEC Faktoren im Schwein als
Wirt, zeigen allerdings auch, dass dieses MGE S. aureus effektiv vor der
Phagozytose durch PMN in Pferdeblut schitzt. Dies wird bestatigt, durch die
Ergebnisse einer kurzlich veroffentlichten Pravalenzstudie, die IEC-positive CC398
Isolate als Erreger von Infektionen im Pferd beschreibt. Demnach ist das
wirtsspezifische Wirkungsspektrum des IEC breiter als bislang in der Literatur
angenommen. Des Weiteren stutzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese der
Aufnahme bzw. des Verlustes der Bakteriophage Saint3, als
Wirtsadaptationsmechanismus der CC398 Linie.

Insgesamt deuten die Funde dieser Arbeit eine hohe Heterogenitat an, mit der
Virulenzeigenschaften innerhalb der CC398 Linie ausgepragt sind. Zum Tell
entsprechen diese den Virulenzeigenschaften etablierter, human-adaptierter MRSA
Linien. In Verbindung mit den effektiven Verbreitungswegen Uber Tierkontakte und
Kot-Aerosole sowie der hohen Anpassungsfahigkeit, stellt die LA-MRSA CC398 Linie
eine potenziell grofle Herausforderung fur die europaischen Gesundheitssysteme
dar, mit der Gefahr ernster Infektionen in der breiten Masse der Bevolkerung.
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Summary

Summary

Livestock associated Methicillin resistant Staphylococcus aureus of Clonal Complex

398: Factors promoting adhesion and immune evasion in humans and livestock

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is the most prominent cause of
nosocomial infections. Since the last decade, Livestock associated MRSA of the
Clonal Complex 398 (LA-MRSA CC398) are increasingly found in Europe. Especially
in regions with a high density of pig farming, colonization and infections with LA-
MRSA CC398 in humans are described in increasing numbers.

In a first part of this thesis the bacterial adhesion properties of S. aureus CC398
isolates were investigated. Like described for the first time, LA-MRSA CC398
possesses a decreased adhesion capacity to human epithelial cells, when compared
to widespread, human-adapted CA-MRSA (Community acquired MRSA) and HA-
MRSA (Hospital acquired MRSA) lineages. However, an epidemiological CC398
sublineage (spa type t108) exhibited an adhesion capacity, which was on the same
level than CA-MRSA and HA-MRSA, and exceeded the adhesion of other CC398
sublineages, such as spa type t011 and t034. These variations in the adhesion
capacities might be due to an altered adhesive potential to the host protein
fibronectin, attributed to massive transcriptional changes of the genes of both cell-
wall anchored fibronectin binding proteins A and B (fnbA/B) and to the frequency of
mutations in the gene fnbB.

Several studies described an impact of the cell wall elasticity on bacterial adhesion.
In the scope of this thesis the cell wall elasticity of a selection of LA-MRSA CC398
isolates was investigated by Atomic Force Microscopy and compared to human-
adapted S. aureus isolates. Following the theory of a cell wall elasticity-dependent
adhesion, an influence of the elasticity of the whole bacterial cell on adhesion can be
implied, as well. Therefore, a method to measure the turgor pressure-dependent cell
elasticity of single S. aureus cells was developed in this work. However, an influence
of the cell- and cell wall elasticity on adhesion was excluded for the isolates tested.

In a second part of this thesis the immune evasion properties of Livestock associated
and human adapted MRSA isolates were characterized. Isolates of the spa type 1108
isolates were less effectively phagocytosed by human polymorphonuclear neutrophils
(PMN) than isolates of other spa types of the CC398 lineage, such as spa type t011
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and t034 and CA-MRSA, but on the same level than HA-MRSA. However, it was
shown that spa type t108 isolates, if still phagocytosed, demonstrated a decreased
potential to survive intracellularly.

A third part of this thesis was focused on the role of the Immune evasion cluster
(IEC), a bacteriophage ,S. aureus Integrase Typ 3“ (Saint3) coded mobile genetic
element (MGE), on the host specificity of S. aureus CC398. Several studies predict
an impact of the IEC on phagocytosis, by inhibiting the hosts complement system. In
this thesis, that impact on Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) was experimentally
confirmed in whole blood and thus, in presence of all host complement factors, for
the first time. Moreover, the IEC is believed to be strictly human specific, is highly
prevalent in human-adapted S. aureus lineages and is almost completely absent in
CC398 isolates derived from pigs. The results of this thesis confirms the inactivity of
the IEC in porcine blood, but revealed that this MGE mediates a protective effect
against phagocytosis by PMN not only in human blood, but in equine blood, as well.
A recently published prevalence study about the distribution of that MGE among
CC398 isolates described IEC-positive isolates as a cause of S. aureus associated
infections in horses, underlining the IEC impact in this host. Accordingly, the host
specificity of the IEC factors might be broader than currently assumed. Moreover, the
results support the idea of an uptake/loss of bacteriophage Saint3 as a mechanism of
host adaptation.

Altogether, the findings of this thesis imply a high grade of heterogeneity within the
CC398 lineage, regarding virulence properties. These virulence properties partially
match those of widespread, human-adapted MRSA lineages. With various
distribution ways, like livestock contact or feces aerosols, combined with the ability to
adapt to various host, the CC398 lineage represents a potential challenge for the
European healthcare systems, with the danger of an intake of LA-MRSA CC398 and

serious infections in the general community.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus
1.1.1 S. aureus Infektionen und Antibiotikaresistenz

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist einer der bedeutendsten nosokomialer
Erreger (Voss et al., 1994; Lowy, 1998). Auch wenn das Bakterium bereits seit den
1880er Jahren bekannt ist (Ogston, 1882), hat es bis heute nichts von seiner
medizinischen und gesundheitsokonomischen Relevanz verloren. Als Teil einer
normalen Hautflora des Menschen kolonisiert S. aureus bis zu 30 % der Bevolkerung
dauerhaft, ohne dabei Infektionen oder Symptome auszulésen (Gordon und Lowy,
2008). Allerdings ist die Kolonisierung mit S. aureus ein entscheidender Risikofaktor
fur die Entstehung invasiver Haut und Weichteilinfektionen, die gegebenenfalls das
weitere Vordringen des Pathogens ins Innere des Korpers ermdglichen (Wenzel und
Perl, 1995). In Krankenhausern und Pflegeeinrichtungen wird S. aureus haufig
Ubertragen. Patienten mit Immunsuppression, postoperativen Wunden oder
Kathetern haben ein erhohtes Risiko an S. aureus Infektionen zu erkranken
(Weinstein, 1959; Steinberg et al., 1996).

Ist S. aureus ins Korperinnere vorgedrungen, besteht die Gefahr, dass das Pathogen
in den Blutstrom gelangt und sich so im Organismus des Wirt ausbreitet. In Folge
dessen konnen eine Reihe von potentiell todlichen Erkrankungen, wie Endokarditis,
Sepsis, Lungenentzindung oder das Toxischen Schock Syndrom (TSS) verursacht
werden (Archer, 1998; Lowy, 1998). Diese breite Palette moglicher Infektionen und
Krankheitsbilder wird durch ein groRes Repertoire an Virulenzfaktoren, wie Toxine,
lytische Enzyme, Immunevasions-Faktoren und Adhasine ermdglicht. Da der Focus
dieser Arbeit auf der S. aureus Adhasion und Immunevasion liegt, werden Faktoren,
die fur diese Virulenzmechanismen von Bedeutung sind in den Abschnitten 1.3 und
1.4 dieser Einleitung naher vorgestellt. Entscheidend fur die nosokomiale Verbreitung
von S. aureus ist das Auftreten Methicillin resistenter S. aureus (MRSA). Die
Methicillin-Resistenz wird durch ein alternatives Penicillin bindendes Protein 2a
(PBP2a) vermittelt und wird durch das Gen mecA codiert. Dadurch wird ebenso eine
Resistenz gegen andere Antibiotika der B-Lactam-Klasse bedingt (Chambers, 1997).
Die Funktionen der Penicillin-bindenden Proteine in der Zellwandsynthese werden im
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Detail im Abschnitt 1.3.1 besprochen. Darlber hinaus weisen MRSA haufig
Mechanismen auf, die Resistenzen gegenuber auch anderen Antibiotikaklassen
vermitteln (Berger-Bachi und Rohrer, 2002). Dieses breite Spektrum an Resistenzen,
in Zusammenspiel mit dem grof3en Repertoire an Virulenzfaktoren, machen MRSA
zu bedeutenden und schwierig zu behandelnden Krankheitserregern und einer
Herausforderung fur unsere Gesundheitssysteme (Archer, 1998; Lowy, 1998). Die
folgenden Abschnitte beschaftigen sich mit der Bedeutung und den Mechanismen
des Horizontalen Gentransfers fur die Requirierung von Virulenzfaktoren und
Resistenzen sowie moderner  Typisierungsmethoden zur Erkennung

epidemiologischer Verbreitungsmuster bestimmter S. aureus Isolate.

1.1.2 Horizontaler Gentransfer in S. aureus

Das Genom von S. aureus besteht aus einem zirkularen Chromosom mit einer
GrofRe von ca. 2,8 Mbp. Davon sind bis zu 20 % auf mobilen genetischen Elementen
(MGE) codiert, die entweder chromosomal integriert sind, oder extrachromosomal,
etwa als Plasmide, vorliegen (Lindsay, 2010). Die groRe Variation mit der MGE
zwischen, aber auch innerhalb, klonaler S. aureus Linien vorkommen, belegt die
Haufigkeit der Aufnahme, des Verlust und der Ubertragung von MGE innerhalb
dieser Art. Neuere Studien sehen in den Mechanismen der Ubertragung von MGE,
dem sogenannten Horizontalen Gentransfer (HGT), Schlusselmechanismen fiur die
Adaptation von S. aureus an neue Nischen und die Anpassung an verschiedene
Wirte und Habitate (Lindsay, 2010; McCarthy et al., 2011).

Grundsatzlich sind drei Mechanismen des HGT in S. aureus bekannt. Der wichtigste
Mechanismus ist die Ubertragung bakterieller DNA per Transduktion durch
Bakteriophagen (Lindsay, 2014).

Dabei sind die Prophagen haufig stabil chromosomal integriert und werden bei der
Teilung an Tochterzellen weitergegeben. Stressbedingungen induzieren allerdings
die Expression der Phagenproteine, in deren Folge es zur Bildung infektioser
Phagen, der Lyse der Bakterienzelle, Freisetzung der Phagen, Anbindung der
Phagen an glykosylierte Wandteichonsauren anderer S. aureus Zellen und deren
Transfektion kommt (Xia et al., 2011; Winstel et al., 2013). Hierbei wird bei der

Bildung neuer Phagen nicht immer die Phagen-DNA, sondern gegebenenfalls auch
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ein Fragment der bakteriellen Wirts-DNA eingehdlllt, die dann anstelle der Phagen-
DNA an andere S. aureus Zellen Ubertragen wird. Ob dieses ,fehlerhafte Einhullen
zufallig oder zielgerichtet verlauft ist nicht bekannt. Allerdings werden einige S.
aureus DNA Fragmente mit einer hohen Transfektionseffizienz Ubertragen, was
einen zielgerichteten Prozess vermuten l3sst (Lindsay, 2014). Die Ubertragung von
S. aureus Pathogenitatsinseln (SaPl) stellt eine abgewandelte Form der DNA
Ubertagung durch Bakteriophagen dar. Diese SaPl sind ca. 15 kbp groBe, mit
Prophagen verwandte, DNA Fragmente, die nicht Uber die notwendigen Gene flur die
Expression von Phagenpartikeln verfiugen, sondern auf die Nutzung fremder
Phagenpartikel zur Ubertragung angewiesen sind (Ruzin et al., 2001). Der Name
SaPl legt bereits nahe, dass sie haufig fur Gene codieren, die relevant fur die
Pathogenese von S. aureus sind. Zum Beispiel werden das Toxic Shock Syndrom
Toxin (TSST) sowie mehrere Enterotoxine durch SaPI codiert (Lindsay, 2014).

Ein weiterer Mechanismus des HGT in S. aureus stellt die Konjugation dar. Dazu
bedarf es dem direkten Kontakt zwischen S. aureus Zellen, die durch einen
verbindenden Pilus bzw. Pore eine Plasmabrucke bilden, durch die Plasmide
Ubertragen werden kénnen (Grohmann et al., 2003). Dabei ist auch die Ubertragung
relativ groBer DNA Fragmente (> 45 kbp) méglich, welche fiir die Ubertragung durch
Bakteriophagen zu gro3 sind. Dennoch scheint die Transduktion durch
Bakteriophagen der wichtigere und haufiger vorkommende Mechanismus des HGT in
S. aureus zu sein (Lindsay, 2014).

Ein weiterer Mechanismus des HGT von, bislang ungeklarter Relevanz in S. aureus,
ist die Aufnahme fremder DNA aus der Umgebung, vermittelt durch
Kompetenzproteine. Dieser Mechanismus geschieht in vielen Bakterienspezies, wie
Streptococcus pneumonia, mit einer hohen Haufigkeit und Effizienz. Fur S. aureus ist
diese, naturliche Art der Transformation allerdings einzig in Anwesenheit von
Phagenproteinen beschrieben (Thompson und Pattee, 1981; Jackson et al., 1983;
Lorenz und Wackernagel, 1994; Morikawa et al., 2012).

Eine der am haufigsten beschriebenen MGE Familie in S. aureus, stellt das SCCmec
(engl. Staphylococcal cassette chromosome mec) Element dar, welches das, bereits
im letzten Abschnitt beschriebene, mecA beinhaltet (Archer und Niemeyer, 1994;
Berger-Bachi und Rohrer, 2002; Hanssen und Ericson Sollid, 2006; Hanssen und
Sollid, 2007). SCCmec tritt mit einer hohen strukturellen Diversitat auf, sodass dem

Komplex verschiedene SCCmec Typen zugeordnet werden, die zur Typisierung von
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MRSA Isolaten verwendet werden konnen (Becker, Kock 2014). Trotz der grol3en
Bedeutung der SCCmec ist der Transfermechanismus des, zwischen 21 kbp und 67
kbp groRen, MGE noch ungeklart.

Im Gegensatz dazu ist bei einem anderen weit verbreiteten MGE, dem
Immunevasion Cluster (IEC), der Transfermechanismus bekannt. Es wird durch den
Bakteriophagen Saint3 Ubertragen. Das IEC ist von hoher Relevanz fur die Virulenz
von S. aureus und inseriert in das Gen des B-Hamolysin (h/b). Es beinhaltet unter
anderem die Gene, die fur das Chemotaxis inhibierende Protein (CHIP), die
Staphylokinase (SAK), den Staphylococcus Komplement Inhibitor (SCIN) und
gegebenenfalls ein Enterotoxin (z.B. SEA) codieren (van Wamel et al., 2006). Diese
sekretierten Proteine dienen der Immunevasion von S. aureus und interagieren mit
dem Komplementsystem des Wirtes. Die Wirkung und Interaktionspartner der IEC
Faktoren werden im Abschnitt 1.4.2 im Detail vorgestellt. Interessanterweise wird
dieses IEC in Mensch assoziierten S. aureus Isolaten sehr haufig gefunden, wahrend
es in Tier assoziierten S. aureus Isolaten seltener auftritt (Cuny et al., 2015). Dies
legt eine Humanspezifitat dieser MGE-codierten Komponenten nahe, die fur einzelne
IEC Faktoren experimentell demonstriert wurde (Dohlsten et al., 1993; Gladysheva et
al., 2003; de Haas et al., 2004; Rooijakkers et al., 2005; van Wamel et al., 2006).

1.1.3 Typisierung und Epidemiologie von S. aureus Isolaten

MRSA sind der weltweit haufigste Grund fur nosokomiale Infektionen (Voss et al.,
1994; Chambers, 2001). Weiterhin wird weltweit ein deutlicher Zuwachs der MRSA
kolonisierten Patienten in Krankenhausern innerhalb des letzten Jahrzehnts
beschrieben (Tiemersma et al., 2004; Boucher und Corey, 2008). Aus diesem Grund
sind verlassliche Typisierungsmethoden, um Verwandtschaft und Abstammung von
MRSA Isolaten, und somit die Moglichkeit deren epidemiologische
Verbreitungsmuster aufzudecken, umso wichtiger geworden. Grundsatzlich wird
zwischen phanotypischen und genotypischen Typisierungsmethoden unterschieden.
Phanotypische Typisierungsmethoden, wie Antibiogramm-Typisierung, Sero-
Typisierung, Protein-Gelelektrophorese-Typisierung und Immunoblotting, sind sehr
zeitaufwendig, haufig schlecht reproduzierbar und werden deshalb selten zur

Typisierung von MRSA Isolaten angewendet (Mehndiratta und Bhalla, 2012).
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Genotypischen Typisierungsmethoden sind hingegen von grofer Bedeutung.
Beispiele sind Methoden wie das Ribotyping bzw. die Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE), bei denen die, nach einem Restriktionsenzym-Verdau, entstehenden
Fragmentierungsmuster der DNA, ribosomaler RNA oder der chromosomalen DNA
mittels Southern Blot Analyse bzw. Gelelektrophorese analysiert werden (Tenover et
al., 1997). Unter den genotypischen Typisierungsmethoden von zentraler Bedeutung,
sind Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) basierte Methoden, wie die Multi Locus
Sequenz Typisierung (MLST) und die Single Locus Sequenz Typisierung (SLST)
(Mehndiratta und Bhalla, 2012). Bei der MLST werden 400-450 bp gro3e Sequenzen
von sieben Haushaltsgenen untersucht und verglichen. Identische Isolate werden in
Sequenztypen (ST), bzw. Ubergeordnet in klonale Komplexe (engl. clonal complex,
CC), gegliedert (Enright et al., 2000). Bei der SLST werden hingegen die Variationen
der Sequenz eines einzelnen Genes zur Typisierung herangezogen. Bei S. aureus
Isolaten ist die Typisierung einer Region des Protein A codierenden Gens spa, die
aus einer variablen Abfolge 24 bp groler Tandem Abschnitte aufgebaut ist, weit
verbreitet. Die Abfolge dieser Tandem Abschnitte ist innerhalb eng verwandter
Gruppen von Isolaten relativ stabil und lasst somit die Gruppierung von Isolaten in
sogenannte spa Typen zu (Frenay et al., 1996; Tang et al., 2000). Durch die
technischen Entwicklungen der letzten Jahre ist die Ganzgenom Sequenzierung
(engl. whole genome sequencing, WGS) von Bakteriengenomen immer schneller
und kostengunstiger geworden. Es ist zu erwarten, dass zukunftig das WGS
etablierte Typisierungsmethoden in der Forschung sowie der mikrobiologischen
Diagnostik ablosen wird (Price et al., 2013).

Grundsatzlich unterschiedet man MRSA Isolate gemal} ihrer Herkunft in klassische
nosokomial erworbene MRSA Isolate (engl. hospital aquired MRSA, HA-MRSA),
MRSA Isolate, die ohne Verbindung zu Krankenhausern oder Pflegeeinrichtungen in
der Gesellschaft Ubertragen werden (engl. community aquired MRSA, CA-MRSA)
und MRSA Isolate, die haufig Nutztiere kolonisieren und gegebenenfalls zwischen
Nutztieren und Menschen Ubertragen werden (engl. Livestock associated MRSA, LA-
MRSA) (Stefani et al., 2012). In der Gruppe der HA-MRSA sind die CC 5, 8 und 22
weltweit sehr haufig vertreten. Innerhalb der CA-MRSA Gruppe sind CC 8, 30 und 80
haufig zu finden. Besonders die zum CC8 gehdrende USA300 Linie ist in den USA
weit verbreitet (Carpaij et al., 2011). Innerhalb der Gruppe der LA-MRSA ist CC398
von prominenter Bedeutung. Der Kern des CC398 Verbreitungsgebietes liegt in
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Europa, auch wenn LA-MRSA CC398 bereits ebenso in Asien, Afrika und
Nordamerika gefunden wurde (Ruffing et al., 2012; Stefani et al., 2012). LA-MRSA
CC398 stellen den Focus dieser Arbeit dar und werden in den folgenden Abschnitten

im Detail besprochen.

1.2 Nutztier assoziierter MRSA des Klonalen Komplexes 398

1.2.1 Ursprung und Verbreitung von LA-MRSA CC398 beim Menschen

Erste Funde von Kolonisierungen von Menschen mit Nutztier assoziiertem LA-MRSA
CC398 gehen auf das Jahr 2003 zurtuck und wurden auf kolonisierte Schweine und
Rinder in Mastbetrieben zurtckgefuhrt (Lee, 2003; van Cleef ef al., 2011). Seither hat
die Verbreitung von LA-MRSA CC398 in Europa insgesamt stark zugenommen, auch
wenn regional sehr groRe Unterschiede bezuglich der Kolonisierung beim Menschen,
mit Schwankungen von 0 % bis 25 % zu beobachten sind (Stefani et al., 2012).
Spitzenreiter unter den europaischen Landern sind die Niederlande (11,9 - 25 %),
Belgien (4,7 %) und Danemark (1,6 — 2,1 %). Der in den Niederlanden besonders
hohe Anteil an LA-MRSA CC398 ist vermutlich darauf zurickzufuhren, dass die Last
an humanadaptierten MRSA, ahnlich wie in den Landern Skandinaviens, in der
Bevdlkerung, Krankenhausern und Pflegeeinrichtungen im Vergleich zu anderen
Landern des europaischen Kontinents besonders niedrig ist. Alle Ubrigen Lander
zeigen ublicherweise landesweite LA-MRSA CC398 Kolonisierungsraten beim
Menschen, die unter 1 % liegen (van Cleef et al., 2011). Die Haufigkeit der
Besiedlung mit LA-MRSA CC398 beim Menschen scheint dabei mit der Dichte von
Schweinemastbetrieben bzw. Schweinefleisch-verarbeitender-Betriebe in Verbindung
zu stehen. Beispielsweise liegen die Besiedlungsraten in Deutschland in der Gegend
des nordwestlichen Nordrhein-Westfalen (eine Gegend mit gro3er geographischer
Nahe zu den Niederlanden), insbesondere auf Grund der weitverbreiteten
Schweinehaltung bei 11-20 % (Kock et al., 2009a; Kock et al., 2009b).
Demgegenuber steht eine deutschlandweite Besiedlungsrate von weniger als 1 %.
Dies unterstreicht die Bedeutung des Schweines als Wirt bei der Verbreitung von LA-
MRSA CC398. Kurzlich veroffentlichte Studien gehen von einem Ursprung von LA-
MRSA CC398 im Menschen aus und beschreiben einen humanen, Methicillin
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sensitiven CC398 Stamm des spa Typs t571, der auf das Schwein Ubertragen wurde.
Dieser Stamm hat sich vermutlich innerhalb von Schweinemastbetrieben von
Schwein zu Schwein bzw. Betrieb zu Betrieb verbreitet und dessen Abkommlinge
stellen nun ein Reservoir fur konstante Ruckubertragung auf den Menschen dar
(Uhlemann et al., 2013; Cuny et al., 2015). LA-MRSA CC398 Isolate sind in der Lage
Infektionen im Menschen hervorzurufen (Lewis et al., 2008). In Regionen mit hoher
CC398 Pravalenz, sind bis zu 15 % der durch S. aureus verursachten Haut und
Weichgewebe Infektionen in der Bevolkerung mit dieser Linie assoziiert. Bei S.
aureus Infektionen in Kliniken und Pflegeeinrichtungen liegt der deutschlandweite
CC398 Anteil bei 0,8 % bis 2 % (Cuny et al., 2009; Pan et al., 2009; Aspiroz et al.,
2010; Cuny et al., 2013). Auch das Auftreten schwerer CC398 assoziierter
Erkrankungen, wie postoperative Infektionen, Lungenentzindung, Sepsis und
Endokarditis wurden beschrieben (Witte et al., 2007; Mammina et al., 2010;
Schijffelen et al., 2010). Das Potential von LA-MRSA CC398 Infektionen im
Menschen hervorzurufen, scheint somit vergleichbar mit dem Potential der typischen
HA-MRSA Linien zu sein (Cuny et al., 2013).

1.2.2 Verbreitung von LA-MRSA CC398 bei Tieren

LA-MRSA CC398 ist als die vorherrschende S. aureus Linie bei der Kolonisierung
von Schweinen anzusehen (Vanderhaeghen et al., 2010). Jedoch variieren die, in
der Literatur beschriebenen, Kolonisierungsraten fur Europa von Studie zu Studie
deutlich, was stark mit den untersuchten Landern, haufig allerdings auch mit der
Anzahl und der regionalen Verteilung der beprobten Mastbetriebe zusammenhangt
(Vanderhaeghen et al., 2010). So wurden fur Danemark in Schweinemastbetrieben
Kolonisierungsraten von 1 % publiziert (Guardabassi et al., 2007), wahrend in
Belgien und den Niederlanden in den Mastbetrieben Kolonisierungsraten um die 40%
beobachtet wurden (de Neeling et al., 2007). Eine in Deutschland durchgefuhrte
Studie identifizierte LA-MRSA CC398 sogar in 47 % der untersuchten Mastbetriebe
(Cuny et al., 2012). Die Heterogenitat der Kolonisierungsraten wird anhand zweier, in
den Niederlanden durchgefuhrten Studien deutlich, in denen ein Anteil an LA-MRSA
CC398 positiver Mastbetriebe von 81 % (44 von 54 beprobte Betriebe) (Huijsdens et
al.,, 2006) bzw. 23 % (7 von 31 beprobte Betriebe) (van Duijkeren et al., 2008)
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dokumentiert wurde. Nichts desto trotz ist von einer insgesamt hohen, wen auch
regional stark schwankenden, Pravalenz von LA-MRSA CC398 Kkolonisierten
Schweinen in Mitteleuropa auszugehen. Laut einer belgischen Studie sind Ferkel
dabei deutlich haufiger kolonisiert als Muttersauen und Mastschweine (Crombe et al.,
2012). Eine kanadische Studie, die ebenfalls die Dynamik der LA-MRSA CC398
Kolonisierung in Ferkeln beschreibt, gibt eine vergleichsweise niedrige
Kolonisierungsrate  neugeborener  Ferkel (10 %), eine  ansteigende
Kolonisierungsrate mit einem Hohepunkt im Ferkelalter von 42 Tagen (64 %) und
eine zuruckgehende Kolonisierungsrate der Ferkel im Alter von 70 Tagen bei
Studienende (41 %) an (Hanssen und Sollid, 2007).Interessanterweise werden
typische S. aureus assoziierte Infektionen in Nutztieren, wie die exsudative
Epidermitis oder Infektionen des Urogenitaltraktes im Schwein nur selten durch LA-
MRSA CC398 Isolate hervorgerufen, was in deutlichem Gegensatz zu den hohen
Besiedlungsraten mit Isolaten dieser Linie steht (Sergio et al., 2007; Schwarz et al.,
2008; van Duijkeren et al., 2008).

In Rindern ist S. aureus bereits seit Jahrzehnten als ein Erreger der Euterentzindung
(Bovine Mastitis) bekannt (Devriese et al., 1972). Eine 2009 durchgefuhrte Studie
wies LA-MRSA CC398 in 3,9 % bis 7,4 % der beprobten belgischen Milchbetriebe
mit Fallen boviner Mastitis nach (Vanderhaeghen et al., 2010). Auch in Deutschland
wurden vereinzelt Falle boviner Mastitis beschrieben, die mit LA-MRSA CC398
assoziiert waren (Monecke et al., 2007; Fessler et al., 2010). Die LA-MRSA CC398
Kolonisierungsraten bei Rindern sind bislang nur wenig untersucht. Allerdings
wurden nasale Kolonisierungsraten von ca. 50 % bei Kalbern, in einem
niederlandischen Milchbetrieb beschrieben (Mooij, 2007; Vanderhaeghen et al.,
2010), sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch in anderen Mich- bzw.
Rinderzuchtbetrieben hohe LA-MRSA CC398 Kolonisierungs-raten vorherrschen.
Neben Funden in Schweinen und Rindern wurden LA-MRSA CC398 Isolate auch auf
Geflugel bzw. Geflugelfleisch nachgewiesen (Nemati et al., 2008). Dabei scheint in
erster Linie Schlachtgefligel betroffen zu sein (Persoons et al., 2009). Von LA-MRSA
CC398 Funden in Schafen wurde zwar berichtet (Fessler et al., 2012), die MRSA
Besiedlung scheint im Allgemeinen in Schafen allerdings von untergeordneter
Bedeutung zu sein. Im Gegensatz dazu wurde eine Kolonisierung mit MRSA bei
Pferden und Haustieren haufig nachgewiesen (Kock et al., 2013; Kock et al., 2014).
Dabei wurden in Pferden MRSA Kolonisierungsraten zwischen 3,6 % und 9,4 %
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beobachtet, die zu 87,5 % mit LA-MRSA CC398 assoziiert waren. Bei Hunden und
Katzen hingegen wurden in erster Linie die auch beim Menschen vorherrschenden
MRSA Linien CC5 und CC22 gefunden, wahrend lediglich 10 % der auf Hunden und
Katzen gefundenen MRSA dem CC398 zugeordnet werden konnten (Vincze et al.,
2014). Mogliche Verbreitungs- und Ubertragungswege von LA-MRSA CC398 werden

im nachsten Abschnitt behandelt.

1.2.3 Ubertragungswege von LA-MRSA CC398

Fir die Transmission von LA-MRSA CC398 von besiedelten Nutztieren zum
Menschen genugen offenbar bereits kurze Kontakte (van Cleef et al., 2011).
Langerfristiger Kontakt fuhrt zu hohen Kolonisierungsraten. Eine Pravalenzstudie aus
dem Jahr 2009 beschrieb LA-MRSA CC398 Kolonisierungsraten von bis zu 86 % bei
Mitarbeitern Schweine-haltender-Betriebe (Cuny et al., 2009). Eine markante
Besiedlung mit LA-MRSA CC398 wurde auch bei Schlachthof-Mitarbeitern und
Tierarzten detektiert (Van Cleef et al., 2010). Dabei geben langere Abwesenheiten
vom Betrieb, wie etwa ein mehrwdchiger Urlaub, interessante Einblicke in die
Ubertragungsdynamik. Ein Teil der Mitarbeiter verlor wahrend ihres Urlaubes die LA-
MRSA CC398 Kolonisierung und war somit nur temporar besiedelt. Andere
Mitarbeiter behielten auch nach einer mehrwdchigen Abwesenheit vom Betrieb ihre
Kolonisierung (van Cleef et al., 2011). Nahere Untersuchungen zu dieser Thematik
aus dem Jahr 2012 ergaben eine Rate von 41 % dauerhaft besiedelter Mitarbeiter
von Schweinemastbetrieben, wahrend 59 % die Kolonisierung wahrend ihres
Urlaubes verloren (Kock et al., 2012). Diese Funde belegen die Bedeutung des
direkten Tier-Mensch Kontaktes fiir die Ubertragung von LA-MRSA CC398. Eine
Weiterubertragung von LA-MRSA CC398 auf Familienmitglieder von Menschen mit
direktem Kontakt zu Nutztieren, oder Menschen die auf Schweine haltenden
Betrieben leben, findet nur in vergleichsweise geringem Mal} (4-5 %) statt (Cuny et
al., 2009). Eine weitere Ubertragungsmaglichkeit in der Schweinehaltung stellen Kot-
Aerosole dar. Diese tragen sehr wahrscheinlich sowohl zur Ubertragung von
Schwein zu Schwein, als auch von Schwein zu Mensch (Mitarbeiter) bei. Die Kot-
Aerosole konnen durch Ventilationsanlagen mit ungefilterten Abluftauslassen auch in

die Umwelt gelangen. So konnten LA-MRSA selbst in 300 m Entfernung zum Betrieb
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in Bodenproben nachgewiesen werden (Schulz et al., 2012). Dieser Verbreitungsweg
ist vermutlich auch fur die Kolonisierung der, in unmittelbaren Nahe zu Schweine-
haltenden-Betrieben lebenden, Bevdlkerung mit LA-MRSA verantwortlich, die
ansonsten keinen direkten Kontakt zu den Tieren hat (Bisdorff et al., 2012). Mehrere
Studien beschreiben zudem LA-MRSA Kontaminationen in Schweine-, Rind- und
Geflugelfleisch (11-30%) sowie Milchproben, die ebenfalls zu einer mdogliche
Ubertragung auf Menschen beitragen konnen. (de Boer et al., 2009; Kreausukon et
al.,, 2012; Cuny et al., 2013). Die in Deutschland insgesamt geringe LA-MRSA
CC398 Kolonisierungsrate bei Personen ohne direkten Kontakt zu Nutztieren legt
allerdings nahe, dass kontaminiertes Fleisch/Milch bisher keinen effektiven
Ubertragungsweg darstellt.

1.2.4 Der genetische Hintergrund von LA-MRSA CC398

LA-MRSA CC398 unterscheidet sich durch mehrere genetische Merkmale von
anderen S. aureus Linien. Sie gehoren fast ausschliel3lich auch dem MLST 398 an
und weisen ublicherweise die SCCmec Typen IV bzw. V auf (Vanderhaeghen et al.,
2010). Es treten verschiedene spa Typen auf, auch wenn der spa Typ t011 in Europa
vorherrscht (Walther et al., 2012). Eine Resistenz gegen Tetracycline, vermittelt
durch die Faktoren des tetM bzw. tetK Lokus, ist sehr weit verbreitet, die fur das
Panton-Valentin Leukozidin kodierenden Gene luk F-PV und lukS-PV sind hingegen
sehr selten zu finden (Vanderhaeghen et al., 2010; McCarthy et al., 2011). Isolate
des CC398 sind ublicherweise nicht nach einer Smal Restriktion mittels PFGE
typisierbar. Der Grund hierfur ist ein verandertes Restriktions-Modifikationssystem
des Typ Il, das zu einer abweichenden DNA Methylierung fuhrt (Bens et al., 2006;
Lindsay, 2014). Daruber hinaus weicht bei LA-MRSA CC398 auch die Ausstattung
des Restriktions-Modifikationssystems Typ |l von anderen S. aureus Linien ab.
Ublicherweise verfligen S. aureus Isolate (iber zwei unabhangige hsdS Gene, welche
die Spezifitat der DNA-Methylierung regulieren und somit die Aufnahme von Fremd-
DNA beeinflussen. In der CC398 Linie ist eines dieser hsdS Gene inaktiv, was
vermutlich eine erhohte Affinitat fur HGT zur Folge hat. (Schijffelen et al., 2010;
Uhlemann et al., 2013; Lindsay, 2014). Demgemal} beschreiben mehrere Studien
eine erhohte Haufigkeit des HGT bei LA-MRSA CC398 Isolaten sowie eine hohe
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Variabilitat der Ausstattung mit MGE (Stegger et al., 2010; McCarthy et al., 2011,
McCarthy et al., 2012a; Uhlemann et al., 2013). Diese erhohte genetische Dynamik
innerhalb der LA-MRSA CC398 Linie legt eine verstarkte Anpassungsfahigkeit nahe.
Bezlglich der MGE Ausstattung, ist die bereits im Abschnitt 1.1.2 beschriebene
Seltenheit des Phagen-codierten IEC als weiteres Abgrenzungsmerkmal zwischen
der CC398 Linie und anderer S. aureus Linien, wie den klassischen nosokomial
erworbenen HA-MRSA, zu sehen (Schijffelen et al., 2010). Dabei stellen die Mensch-
assoziierten S. aureus CC398 Isolate des spa Typs t571, welche als Ursprung der
CC398 Linie im Menschen gelten, eine Ausnahme dar. Bei ihnen tritt das IEC mit
einer ahnlich hohen Pravalenz wie bei anderen Mensch assoziierten S. aureus Linien
auf (Uhlemann et al., 2012; Uhlemann et al., 2013; Cuny et al., 2015).

1.3 S. aureus Adhasion, Zell- und Zellwandmechanik

1.3.1 Die Zellwand Gram-positiver Bakterien

Die bakterielle Zellwand stellt die aulerste Abgrenzung der Zelle zu ihrer Umwelt
dar, muss zahlreichen Anforderungen gerecht werden und verschiedenste
Funktionen erfullen (Cabeen und Jacobs-Wagner, 2005). Sie muss eine stabile
mechanische Barriere bilden, aber gleichzeitig flexibel genug sein, um Zellwachstum,
Zellteilung und Transportvorgange zu ermoglichen (Vollmer et al., 2008; Beeby et al.,
2013). Als Widerlager zum Turgor der bakteriellen Zelle ist sie mal3geblich an der
Aufrechterhaltung der Zellgeometrie beteiligt. Daruber hinaus ist die Zellwand als
aulBere Grenzflache der Zelle der Ort, an dem essentielle Interaktionsprozesse mit
der Umwelt stattfinden (Madigan und Brock, 2009).

Die Grundstruktur Gram-positiver, bakterieller Zellwande bildet ein mehrschichtiges
Peptidoglycan-Makromolekual, auch  Murein-Sacculus genannt, das den
Bakterienprotoplasten umschliet (Madigan und Brock, 2009). Das Peptidoglycan
besteht aus Strangen glycosidisch miteinander verknupfter N-Acetylglucosamin- und
N-Acetylmuraminsauremolekile. Viele der N-Acetylmuraminsauren sind uber
Oligopeptidbricken mit einer N-Acetylmuraminsdure eines Nachbarstranges

quervernetzt und formen so das netzartige Makromolekll (Scheffers und Pinho,

11



Einleitung

2005). Abbildung 1 zeigt den schematisch Aufbau der Zellwand und deren

Quervernetzung.

MurNAc GIcNAc

N-Acetyl- N-Acetyl- Oligopeptid- GIcNAc
glucosamin muraminsaure briicke

Abb. 1: Aufbau der Gram-positiven Zellwand.

(A) Schematische Darstellung der quervernetzten Strange aus N-Acetylglucosamin
(grau) und N-Acetylmuraminsaure (weil3). (B) Aufbau des quervernetzenden
Oligopeptids bei S. aureus (modifiziert nach Madigan und Brock, 2009).

Die Aminosauresequenz des quervernetzenden Oligopeptids unterscheidet sich von
Art zu Art (Madigan und Brock, 2009). Die Quervernetzung im Zuge der
Peptidoglycansynthese ist ein essentieller Prozess wahrend der Zellteilung, der von
Transpeptidasen katalysiert wird. Die Hemmung dieser Transpeptidase-Reaktion
wirkt wahrend der Zellteilung bakterizid. Bei B-Lactam Antibiotika wie z.B. Penicillin
erfolgt die Hemmung durch irreversible Anbindung und Offnung des B-Lactam
Ringes am katalytischen Zentrum der Transpeptidase (Madigan und Brock, 2009).

S. aureus verfugt Uber insgesamt funf Transpeptidasen, die an der Peptidoglycan-
Quervernetzung beteiligt sind, die sogenannten Penicillin-bindenden-Proteine (PBP)
(Scheffers und Pinho, 2005). Die verschiedenen PBP sind dabei in unterschiedlichen
Phasen der Zellteilung aktiv. Wahrend PBP2 bzw. PBP2a in den frihen Phasen der
Zellwandsynthese aktiv sind und damit essentiell fiir das Uberleben der S. aureus
Zelle sind, katalysiert PBP4 die sekundare Quervernetzung der Zellwand, was zu
deren weiterer Versteifung flhrt, fir das Uberleben von S. aureus jedoch nicht
essentiell ist (Scheffers und Pinho, 2005). Ein weiterer wichtiger Baustein der

Zellwand Gram-positiver Bakterien sind Glycopolymere. Unter den Zellwand-
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Glycopolymeren sind der Aufbau und die Funktion der Wandteichonsauren und
Lipoteichonsauren am besten charakterisiert (Weidenmaier und Peschel, 2008). Es
handelt sich um langkettige Ribitol- bzw. Glycerol-Phosphat Polymere, die kovalent
im Peptidoglycan bzw. in der Zellmembran verankert sind (Madigan und Brock,
2009). Bei S. aureus wurden fur Teichonsauren verschiedene infektionsrelevante
Funktionen in der Adasion und Immunevasion beschrieben (Foster, 2005;
Weidenmaier und Peschel, 2008). Daruber hinaus ist die Zellwand mit zahlreichen
Proteinen durchsetzt bzw. assoziiert. Diese spielen tragende Rollen in der Interaktion
der Bakterienzelle mit ihrer Umwelt bzw. der Wirtszelle, aber auch im Rahmen der
Nahrstoffversorgung und Signalperzeption bzw. Signalweiterleitung (Madigan und
Brock, 2009). Dazu gehoren, unter anderem, verschiedenste Transporter, Porine
oder Rezeptoren. Oberflachenproteine und spezifischen Adhasionsproteine, die in
der unspezifischen und spezifischen Adhasion von S. aureus an unbelebten
Materialien bzw. biologische Oberflachen eine Rolle spielen, werden in den
folgenden Abschnitten naher beschrieben.

1.3.2 Einfluss von Zell- und Zellwandelastizitat auf die bakterielle Adhasion

Fir bakterielle Zellwande wurden viskolelastische Eigenschaften beschrieben (Chen
et al., 2012). Das bedeutet, sie vereinen mechanische Eigenschaften von Feststoffen
und Flussigkeiten (Popov et al., 1976). Betrachtet man bakterielle
Adhasionsprozesse, so durfen diese viskoelastischen Eigenschaften der Zellwand
nicht vernachlassigt werden, da die Adhasion von der Kontaktflache zwischen
Substrat und Zellwand beeinflusst wird. Hochelastische Zellwande sind in der Lage
sich unter Krafteinwirkung starker zu verformen und eine gro3e Kontaktflache zu
bieten, wahrend niederelastische Zellwande, auf Grund ihrer geringeren
Verformbarkeit, eine deutlich kleinere Kontaktflache bereitstellen (Liu et al., 2008;
Chen et al.,, 2012). Um Verformungsprozesse und die Kontaktmechanik zwischen
elastischen Kugeln (wie zum Beispiel Kokken-formigen Bakterien) und einer flachen
Oberflache unter Einwirkung einer aulleren Kraft zu beschreiben, existieren
verschiedene physikalische Modelle, wie die Kontaktmechanik-Modelle nach Hertz
oder Derjaguin-Muller-Toporov (Hertz, 1882; Maugis, 1992). Beide Modelle

bendtigen zur Bestimmung der Verformbarkeit das materialeigene Elastizitatsmodul
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eines Korpers (Schwarz, 2003; Gaboriaud et al., 2005). Bezuglich ihrer
Materialeigenschaften sind Bakterienzellen, aufgrund ihrer Schichtstruktur,
komplexer als homogene Korper. Es ist zu erwarten, dass die verschiedenen
Zellkomponenten, wie das weitestgehend flissige Cytoplasma im Zellinneren und die
Zellwand verschiedene viskoelastische Eigenschaften aufweisen, die sich
gegebenenfalls gegenseitig beeinflussen. Eine Studie aus dem Jahr 2012,
durchgefuhrt von Y. Chen und Kollegen, beschreibt ein Kontaktmodell, das zwar den
Schichtcharakter von bakteriellen Zellwanden berucksichtigt, allerdings den Einfluss
des Turgordrucks und somit die viskoelastischen Eigenschaften der Zelle selbst,
auller Acht lasst (Chen et al.,, 2012). Fur vergleichende Adhasionsstudien sollte
demnach sowohl die Zellwandelastizitat als auch der, die Zellelastizitat
beeinflussende, Turgordruck berlcksichtigt werden.

1.3.3 Unspezifische Adhasion von S. aureus

Die bakterielle Adhasion ist fur Infektions- und Wachstumsprozesse von zentraler
Bedeutung. Fur S. aureus stellt sie den initialen Schritt der Kolonisierung, der
Biofilmbildung, oder alternativ der Internalisierung in die Zellen seines Wirtes dar
(Kramer und Jung, 2010). Um das Adharieren einer Bakterienzelle erst zu
ermoglichen, muss die Bakterienoberflache zunachst mit einem
(abiotischen/biotischen) Substrat in Kontakt kommen. Um diesen Prozess zu
erklaren, muss man die physikalischen Krafte betrachten, die den Ubergang des
Bakteriums von einem mobilen/planktonischen Stadium, in ein immobiles/sessiles
Stadium vermitteln. Fur diesen ersten Schritt der Kontaktaufnahme sind in erster
Linie  langreichweitige @~ Van der Waals-Krafte  sowie elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen der Bakterienzelle und dem Substrat verantwortlich
(Busscher et al., 1992; Planchon et al., 2007). Bei der darauffolgenden, bakteriellen
Adhasion muss zwischen spezifischer und unspezifischer Adhasion unterschieden
werden. Allerdings werden sowohl die spezifische, als auch die unspezifische
Adhasion stark von Makromolekulen (Proteine und Polysaccharide), die mit der
bakteriellen Oberflache assoziiert sind, beeinflusst (Kramer und Jung, 2010; Thewes
et al., 2014).
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Der Beitrag einzelner Proteine/Proteingruppen zur unspezifischen Adhasion von S.
aureus ist noch weitgehend unbekannt. Jedoch scheinen hier kurzreichweitige,
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen bakteriellen Oberflachenproteinen und
dem Substrat eine tragende Rolle zu spielen. Diese hydrophoben Wechselwirkungen
sind um ein Vielfaches (Faktor 8-10) starker als die Van der Waals-Krafte und die
elektrostatischen Wechselwirkungen. Hierbei wirken bakterielle Oberflachenproteine
vermutlich wie elastische Federn und konnen Abstande von bis zu 50 nm
Uberbrucken (Thewes et al., 2014). Des Weiteren wurde ein Einfluss von Wand- und
Lipoteichonsauren auf die Kolonisierung von abiotischen Oberflachen sowie
humanem Nasenepithel und Endothel beschrieben (Gotz, 2002; Weidenmaier und
Peschel, 2008). Im Gegensatz zur unspezifischen Adhasion, ist der Beitrag einzelner
Proteine zur spezifischen Adhasion von S. aureus sehr gut charakterisiert. Die
Oberflachen von, im Korperinneren befindlichen, Medizinprodukte (Katheter,
Implantate etc.) werden bereits Sekunden nach dem Einbringen der Implantate in
den Korper von adhasiven Serumproteinen bedeckt (Edmiston et al., 2006; Petrelli et
al., 2008; Wagner et al., 2011). Da diese Serumproteine ihrerseits das Ziel von
spezifischen S. aureus Adhasionsproteinen sind, erscheint die spezifische Adhasion,

im Gegensatz zur unspezifischen Adhasion, als der infektionsrelevantere Prozess.

1.3.4 Spezifische Adhasion von S. aureus

Die spezifische Adhasion von S. aureus an biotische Oberflachen wie Wirtszellen,
Gewebe, oder Komponenten der extrazellularen Matrix, wird durch spezifische
Adhasionsfaktoren vermittelt. Wichtige Vertreter der Adhasionsfaktoren stellt eine
Proteinfamilie kovalent in der Zellwand verankerter Oberflachenproteine, die so
genannten MSCRAMMs (engl. microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules) dar (Clarke und Foster, 2006). MSCRAMMs weisen eine
gemeinsame Grundstruktur auf. Diese besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid,
einer exponierten Liganden-bindenden Domane, die haufig von einer Abfolge kurzer,
sich wiederholender Aminosauresequenzen unterbrochen bzw. flankiert wird, einer
hydrophoben, die Zellwand und Membran Uberbrickenden Domane und einem C-
terminalen LPXTG Motiv (Schneewind et al., 1993). Das LPXTG Motiv ist fur die

Verankerung des Proteins in der Zellwand verantwortlich. Hierbei wird das Motiv
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zwischen den Aminosauren Threonin und Glycin gespalten und die Carboxylgruppe
des Threonins kovalent an eine Aminogruppe der, das Peptidoglycan
quervernetzenden, Oligopeptide angebunden. Diese Reaktion wird durch die
Transpeptidase Sortase A katalysiert (Schneewind et al., 1993). Analog dazu wird
das Schneiden von NPQTN Motiven durch die Transpeptidase Sortase B vermittelt.
Insgesamt sind mehr als 20 MSCRAMMs in S. aureus bekannt, die in der Lage sind
jeweils einen oder auch mehrere Wirtsfaktoren spezifisch zu binden. Wichtige
Vertreter der MSCRAMMSs sind die Fibronektin bindenen Proteine (Fnb) A und B
(Signas et al., 1989; Jonsson et al., 1991) sowie die Clumpingfaktoren (engl.
clumping factor, CIf) A und B (McDeuvitt et al., 1997; Ni Eidhin et al., 1998), die an
dieser Stelle exemplarisch beschrieben werden.

Die FnbA und B sind in der Lage, sowohl an Fibronektin als auch an Fibrinogen
verschiedener Wirte zu binden (Kramer und Jung, 2010). Fibronektin kommt sowonhl
in der extrazellularen Matrix des Wirtes, als auch als Plasmaprotein vor und vermittelt
Zell-Zell Adhasion eukaryotischer Zellen sowie die Geweberegeneration nach der
Blutgerinnung (Alberts, 2002). Fibrinogen kommt ebenfalls als Protein im Blutplasma
vor und erfullt nach der Umwandlung durch Thrombin zu Fibrin zentrale Aufgaben in
der Thrombozytenaggregation (Alberts, 2002). Die Bindekapazitat von FnbA und B
an Fibronektin wird von vier stark konservierten, sich wiederholenden D-Abschnitten
(D repeats) vermittelt, die am C Terminus des Adhasionsproteins lokalisiert sind.
Jeder der Abschnitte ist 40 Aminosauren grof3. Ein funfter, Fibronektin bindender, Du
Abschnitt ist von der D Abschnitt Kaskade durch eine ca. 100 AS grof3e C Region mit
unbekannter Funktion getrennt (Heilmann, 2011). Die, am N- Terminus lokalisierte, A
Domane unterscheidet sich zwischen FnbA und B (Sequenzéahnlichkeit von nur 40
%). Allerdings zeigt die A Domane des FnbA eine substanzielle Sequenzahnlichkeit
mit den A Domanen der CIfA und B. Das Fibrinogen bindende Potential von FnbA
wurde in einer Studie aus dem Jahr 2000 bestatigt (Wann et al., 2000). Ein Grolteil
der S. aureus lIsolate verfugt uber beide fnb Gene (Greene et al., 1995). S. aureus
Isolate die nur ein fnb besitzen, scheinen sich nicht signifikant in ihrem Fibronektin
Bindepotential zu unterscheiden und nur eine Deletion beider fnb Gene fuhrte zu
einem deutlich reduzierten Fibronektin Bindeverhalten (Greene et al., 1995).
Allerdings deutete eine Studie aus dem Jahr 2000 darauf hin, dass das Potential
invasive Infektionen in S. aureus kolonisierten Patienten hervorzurufen mit der

Anwesenheit beider fnb assoziiert ist (Peacock et al., 2000). Dartber hinaus kommt
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den Fnbs bei der S. aureus Internalisierung in Endothelzellen des Wirtes eine
wichtige Bedeutung zu. Im Plasma gelOstes Fibronektin wird dabei gebunden und
fungiert als ein Adaptermolekul zwischen den Fnbs und dem a5B1 Integrin Rezetor
der Endothelzellen. Dies fuhrt zur Signaltransduktion und schlieBlich zur
Umstrukturierung des Cytoskeletts, was die Internalisierung von S. aureus begunstigt
(Chavakis et al., 2005).

Die Fibrinogen-bindenden CIfA und B wurden ursprunglich als Faktoren beschrieben,
die eine Verklumpung von Blutzellen in humanem Plasma vermitteln (McDevitt et al.,
1997; Ni Eidhin et al., 1998). S. aueus Deletionsmutanten der c/f Gene sind nicht
dazu in der Lage, Verklumpungen in einer Fibrinogen-haltigen Losung zu
verursachen und adharieren nur schwach an Oberflachen-gebundenes Fibrinogen.
(Ni Eidhin et al., 1998). CIfA und B weichen bezuglich ihres Aufbaus etwas von der
MSCRAMM Grundstruktur ab: Sie weisen eine R Domane auf, die aus, sich
wiederholenden, Serin-Aspartat Dipeptiden aufgebaut ist und sich zwischen der A
Domane und der Zellwand/Membran Uberbrickenden Domanen befindet (Heilmann,
2011). Somit sind CIfA und B die bekanntesten Vertreter einer Untergruppe der
MSCRAMMSs, der Sdr Proteinfamilie (Heilmann, 2011). Die Fibrinogen bindenden A
Domanen von CIfA und B unterscheiden sich erheblich voneinander und weisen eine
Sequenzahnlichkeit von lediglich 26 % auf. Dies ist dadurch begrindet, dass beide
CIf an unterschiedliche Regionen des Fg binden konnen. Wahrend CIfA an die
Fibrinogen y-Kette bindet, ist CIfB in der Lage an die a- oder B-Ketten zu binden
(McDevitt et al., 1997; Ni Eidhin et al, 1998). Aufgrund ihrer Fibrinogen
Bindekapazitat sind CIfA und B dazu in der Lage, Uber den Fibrinogen Rezeptor
allbB3 Integrin an Thrombozyten zu adharieren und die Blutgerinnung auszuldsen
(Siboo et al., 2001; O'Brien et al., 2002a). Weiterhin wurde die Bedeutung von CIfA
als Virulenzfaktor in Kaninchen- und Ratten Endokarditis Modellen sowie einem
Maus Arthritis Modell gezeigt (Clarke und Foster, 2006). Daruber hinaus beschreiben
eine Reihe von Studien eine Rolle von CIfA und B in der Adhasion an Keratin bzw.
nasale Epithelzellen. Dadurch kommt CIfA und B eine besondere Rolle in der
nasalen Kolonisierung des Menschen zu (O'Brien et al., 2002a; Wertheim et al.,
2008; Corrigan et al., 2009; Haim et al., 2010; Mulcahy et al., 2012).

Neben den kovalent in der S. aureus Zellwand verankerten MSCRAMMSs spielen die
sogenannten SERAM (engl. secretable expanded repertoire adhesive molecules)
eine wichtige Rolle. SERAM stellen eine Gruppe sekretierte Proteine dar, die an ein
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breites Spektrum an Wirtsfaktoren binden kénnen und in einem zweiten Schritt an die
bakterielle Zellwand rickgebunden werden. Auf diese Weise die Adhasion zwischen
Bakterium und Wirt vermitteln (Chavakis et al., 2005). Zur Gruppe der SERAM gehort
das Extrazellulare Adhasionsprotein (Eap) sowie das Extrazellulare Matrix Protein
Bindeprotein (Emp). Eap und Emp sind in der Lage, an zahlreiche Komponenten der
extrazellularen Matrix (u.a. Fibronektin, Fibrinogen,) des Wirtes zu binden (Heilmann,
2011). Deletionsmutanten des emp Gens zeigten ein reduziertes Adhasionpotential
an oberflachengebundenes Fibronektinn und Fibrinogen. Neben der Vermittlung der
Adhasion, tragt Eap ebenso zur Internalisierung in Wirtszellen bei (Chavakis et al.,
2005; Bur et al, 2013). Das Protein ist aus vier bis sechs dicht miteinander
verwandter, aber nicht identischer Einzeldomanen aufgebaut, die alle eine
Sequenzhomologie zu Komponenten des Haupthistokompatibilitatskomplexes der
Klasse Il (MHC-Klasse-Il) aufweisen, sodass das Protein ursprunglich auch als Map
(MHC class Il analog protein) bezeichnet wurde (Chavakis et al., 2005; Heilmann,
2011). Vergleichsstudien mit den Einzeldomanen zeigten jedoch, dass Eap fur die
meisten seiner adhasiven und immunmodulierenden Eigenschaften aus mindestens
2 miteinander verbundenen Einzeldomanen bestehen muss. Eap vermag auch den
ICAM-1 Rezeptor auf der Oberflache von Endothelzellen zu hemmen und damit die
Anheftung und Leukdiapedese von Neutrophilen zu verhindern (vergl. Abschnitt
Phagozytoseschutz). Weiterhin wurden zytotoxische und angiostatische Funktionen
von Eap beschrieben (Haggar et al., 2005; Sobke et al., 2006). Eap ist somit als ein

multifunktioneller Virulenzfaktor anzusehen.

1.3.5 Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (engl. Atomic Force Microscopy, AFM) ist ein noch relativ
junges Verfahren, das dank seiner Vielfaltigkeit bereits in zahlreiche Gebiete der
Oberflachenforschung Einzug gehalten hat (Binnig et al., 1986; Dufrene, 2002). Seit
einigen Jahren findet die Rasterkraftmikroskopie auch in der Biologie Anwendung
(Dufrene, 2002; Parot et al, 2007). Die Grundlage der bildgebenden
Rasterkraftmikroskopie ist das ,ErfUhlen” der dreidimensionalen Oberflachenstruktur
einer Probe mit einer Nanometer-feinen Messsonde, die an einem flexiblen

Federbalken angebracht ist, der mittels Piezostellelementen Uber die Probe bewegt
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wird und diese Linie fur Linie abrastert. Zur Erfassung der Bewegung der Messsonde
dient ein Laser, der auf die Ruckseite der Sonde gerichtet ist und reflektiert wird.
Wird die Sonde durch die Oberflache der Probe ausgelenkt, so andert sich der
Reflexionswinkel des Lasers. Diese Anderungen werden mittels einer segmentierten
Photodiode aufgezeichnet, als Oberflachentopographie der Probe erfasst und als
dreidimensionales Bild wiedergegeben. Dieses Verfahren stellt nur wenige
Anforderungen an das, die Probe umgebende Medium. Somit sind Messungen im
Vakuum, in verschiedenen Gasen, oder auch Flussigkeiten moglich. In der Biologie
ermoglicht das Messen in Wasser bzw. verschiedenster Nahrmedien das
Untersuchen nativer Proben, wie lebender Zellen (Dufrene, 2002; Pillet et al., 2014;
Dufrene, 2015).

Bei der bildgebenden Rasterkraftmikroskopie unterscheidet man zwischen zwei
grundsatzlich Messtechniken: Dem Kontakt-Modus, bei dem die Sonde in direktem
Kontakt mit der Probe bewegt wird und dem sogenannten Oszillations oder Tapping-
Modus, bei dem die Sonde in unmittelbarer Nahe der Probenoberflache nahe ihrer
Resonanzfrequenz zum Schwingen gebracht wird, ohne dabei direkten Kontakt zur
Probe herzustellen. Wahrend der Annahrung der Sonde mit der Probenoberflache
kommt es zu Kraft-Wechselwirkungen, sodass sich die Schwingungsamplitude der
Sonde mit der Oberflachentopographie der Probe andert (Pillet et al., 2014).

Neben der bildgebenden Rasterkraftmikroskopie ist die Messung lokaler Krafte und
Materialeigenschaften das zweite wichtige Anwendungsgebiet dieser Technik. Bei
der Kraftspektroskopie werden, durch so genannte Kraft-Distanz Messungen, die
punktuellen Wechselwirkungen zwischen einer Probe und der Spitze der Messsonde
in Abhangigkeit mit dem vertikalen Annahern oder Zuruckziehen der Sonde
untersucht (Ducker et al., 1992; Dufrene, 2002; Liu und Wang, 2010). Die Kraft-
Distanz-Messung gibt Aufschluss Uber viele lokale Charakteristika der Probe. Bereits
vor dem ersten Kontakt der Sonde mit der Probe lassen langreichweitige
Interaktionen zwischen Sondenspitze und Probe Ruckschlisse uber auftretende
Ladungsverhaltnisse und Van der Waals Krafte zu. Dabei kann die Sonde
beispielsweise zur Probe hingezogen oder von ihr abgesto3en werden.

Nach dem In-Kontakt-kommen der Sonde lasst sich die Elastizitat der Probe in
Abhangigkeit der Eindringtiefe der Sondenspitze messen. Das Zuruckziehen der
Messsonde wiederum gibt Aufschluss Uber etwaige Adhasionkrafte, die zwischen
Sondenspitze und Probe auftreten. (Dufrene, 2002; Yongho und Wonho, 2008).
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Das Kombinieren bildgebender Rasterkraftmikroskopie und Kraft-Distanz Messungen
ermoglicht das Erstellen von Kraftkarten, die beispielsweise lokale Adhasionskrafte
oder Elastizitatsmodule mit dem Hohenprofil Uberlagern. (Dufrene, 2002; Liu und
Wang, 2010). Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau eines
Rasterkraftmikroskops, illustriert die Prinzipien der Rasterkraftmikroskopie und
Kraftspektroskopie und erklart die Bereiche einer Kraft-Distanz-Kurve. Das nachste

Kapitel gibt Beispiele moglicher Anwendungen der Rasterkraftmikroskopie in der
Mikrobiologie.

Kraft

\

Abb. 2: Die Prinzipien der Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie.

(A) Bei der Kraftspektroskopie wird die Messsonde vertikal bewegt, mit der Probe in
Kontakt gebracht und wieder zurtuckgezogen. Die Bewegungen der Messsonde
werden durch einen Laser aufgenommen, der auf die Ruckseite der Messsonde
gerichtet ist und auf eine Photodiode reflektiert wird.(modifiziert nach (Roos und
Wouite, 2009) (B) Die auftretenden Krafte wahrend der Bewegung der Messsonde
werden als Kraft-Distanz-Kurve dargestellt  (Anndhrungsphase in blau,
Ruckziehphase in rot). (1) Wahrend der Annahrung an die Probe befindet sich die
Messsonde in einem Kraftegleichgewicht, die Kraft-Distanz-Kurve ist flach. Wenn die
Sonde mit Oberflache der Probe in Kontakt kommt (2) und auf die Probe gepresst
wird, wird die Sonde nach oben ausgelenkt und eine Kraft wird gemessen (3). Sobald
die Sonde wieder zuruckgezogen wird sinkt die gemessene Kraft, bis sie sich wieder
in einem Kraftegleichgewicht befindet (4). Durch weiteres Zuruckziehen wird die
Sonde nach unten ausgelenkt und die Adhasionskraft zwischen Sondenspitze und
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Probe wird gemessen. (6) Die Sonde hat sich von der Probe gelost, ist im
Kraftegleichgewicht und die Kraft Distanz-Kurve zeigt wieder einen flachen
Verlauf.(modifiziert nach (Maver et al., 2013) (C) In der bildgebenden Rasterkraft-
mikroskopie wird die Messsonde horizontal Uber die Probe bewegt und rastert diese
Linie fur Linie ab. Durch die Auslenkung der Sonde wird das Hohenprofil der Probe
erfasst. (D) Hohenprofil einer S. aureus 8325-4 Zelle, eingebettet in eine Pore einer
Polycarbonat-Membran.

1.3.6 Moglichkeiten der Rasterkraftmikroskopie in der Mikrobiologie

AFM bietet gegenuber konventionellen bildgebenden Verfahren, wie der optischen
Mikroskopie oder der Elektronenmikroskopie, zahlreiche Vorteile. Wahrend bei der
Lichtmikroskopie die Auflosung auf den Mikrometer-Mal3stab begrenzt ist, ist bei der
Elektronenmikroskopie keine Darstellung lebender Zellen und Geweben in wassrigen
Losungen, wie etwa Nahrmedien, moglich (Allison et al., 2010). AFM hingegen bietet
eine Auflosung im Malstab weniger Nanometer. Daruber hinaus ist keine
Vorbehandlung oder Fixierung des biologischen Materials notig, wodurch auch
lebende Zellen und sogar dynamische Prozesse, wie Zellteilungen oder
Proteininteraktionen, dargestellt werden konnen. (Dufrene, 2002).

Eine AFM Anwendung mit grol3em Potential fur die Biologie ist die Charakterisierung
von mechanischen Oberflacheneigenschaften, wie Elastizitatsmodule oder
auftretender Adhasionskrafte. Durch die Kombination mit der bildgebenden
Rasterkraftmikroskopie wird das Messen von Kraft- bzw. Elastizitatskarten maoglich,
wodurch gleichzeitig das Hohenprofil der Probe dargestellt wird. Ein Beispiel dieser
Anwendung stellt der, auf dem Tapping-Modus basierende, Peak Force Tapping
Modus dar. Dieser Modus bietet die Moglichkeit einer Nanometer-genauen Auflosung
des Hohenprofils, bei gleichzeitiger Messung der lokalen, mechanischen
Eigenschaften (Adamcik et al., 2011; Berquand, 2011; Heu et al., 2012).

Eine weitere, zentrale AFM Anwendung in der Biologie stellt das Arbeiten mit
funktionalisierten Messsonden dar. Dabei werden vor dem Experiment Biomolekule
an der Sonde angebunden oder absorbiert und sind somit an der Oberflache der
Messsonde exponiert. Beim In-Kontakt-bringen der, auf diese Weise
funktionalisierten, Sonde mit der Probe lassen sich spezifische Interaktionskrafte
zwischen den angebundenen Biomolekulen und der Probenoberflache bzw. auf der
Probenoberflache lokalisierten Bindepartner messen (Carvalho und Santos, 2012).
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Gerade in der Infektionsbiologie ist die Funktionalisierung der Messsonde mit
Wirtsproteinen eine interessante Moglichkeit, spezifische Adhasionskrafte eines
Pathogens zu untersuchen. Beispielsweise beschreibt eine Studie aus dem Jahr
2010 die spezifischen Adhasionskrafte zwischen Messsonden, die durch die
Absorption von Fibronektin funktionalisiert wurden, und immobilisierten S. aureus
und Lactobacillus lactis Zellen (Buck et al., 2010). Eine Weiterentwicklung des, in
dieser Studie beschriebenen, Funktionalisierungsverfahrens stellt die Einzelmolekul
Kraftspektroskopie (engl. Single Molecule Force Spectroscopy, SMFS) dar.

Dabei werden Biomolekule, Uber ein bestimmtes Ankermolekul, kovalent an eine
Nanometer-feine Messsonde angebunden, sodass beim In-Kontakt-bringen der
Sonde nur ein bzw. wenige Molekule mit der Oberflache der Probe interagieren.
Dadurch konnen Interaktionskrafte auf der Ebene einzelner Molekile gemessen
werden (Carvalho und Santos, 2012). Eine auf Polyethylenglykol Adaptermolekuilen-
basierte Funktionalisierungsmethode wurde beispielsweise in einer Studie aus dem
Jahr 2010 angewendet, um erstmals die Anordnung eines Zellwand verankerten
Proteins in Nanodomanen in der Zellwand der Hefe Candida albicans zu zeigen
(Alsteens et al., 2010). Auch gesamte Zellen konnen der Funktionalisierung von
Messsonden zum Zweck der Einzelzell-Kraftspektroskopie (engl. single cell force
spectroscopy, SCFS) dienen. Haufig werden dabei einzelne, lebende Zellen durch
Kleben mit Polydopamin oder Poly-L-Lysin an einer Messsonde befestigt und mit
einer Probe in Kontakt gebracht (Dufrene, 2015). Letztere Methode ist im
Besonderen als Modell der Bakterienadhasion von hohem Interesse. So konnten
zum Beispiel in einer Studie aus dem Jahr 2014 die Krafte, die wahrend der
Adhasion von Stapylococcus carnosus an abiotische Oberflachen auftreten, mithilfe
dieser Methode dargestellt werden (Thewes et al., 2014).
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1.4 Strategien der Immunevasion von S. aureus
1.4.1 Grundlagen der zellularen Immunreaktion auf bakterielle Pathogene

Das Immunsystem stellt ein System aus verschiedenen biologischen Strukturen und
Prozessen dar, mit dem sich ein Organismus vor Krankheiten zu schatzt. In diesem
Abschnitt werden grundlegende Teile des Immunsystems besprochen, die fur den
Schutz gegen bakterielle Pathogene bzw. deren Virulenzfaktoren von Bedeutung
sind. Grundsatzlich wird zwischen dem angeborenen Immunsystem und dem,
entwicklungsgeschichtlich jungeren, adaptiven Immunsystem unterschieden (Alberts,
2002). Dabei vermittelt das angeborene Immunsystem eine schnelle, jedoch
unspezifische Immunantwort, wahrend die Immunantwort des adaptiven
Immunsystems auf der Immunreaktion des angeborenen Immunsystems aufbaut und
hoch spezifisch ist (Alberts, 2002). Der Verlauf einer Immunreaktion ist ebenfalls
davon abhangig, ob ein Wirtsorganismus bereits Kontakt zu einem bestimmten
Pathogen hatte und bereits Pathogen-spezifische Antikorper durch das adaptive
Immunsystem gebildet worden sind, oder ob es sich um einen Erstkontakt handelt
und somit noch keine spezifischen Antikorper verfugbar sind (Janeway, 2005).

Das angeborene Immunsystem umfasst unter anderem die aufleren, physischen
Barrieren des Wirtskorpers, wie Haut und Schleimhaute, zellulare Bestandteile, wie
Makrophagen, Neutrophile Granulozyten und Mastzellen sowie ein System aus
Plasmaproteinen, dem Komplementsystem, das die AntikOrper-vermittelte
Opsonisierung, sowie die Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen (Alberts,
2002; Foster, 2005). Das adaptive Immunsystem besteht unter anderem aus den
zellularen Bestandteilen der T-Zell und B-Zell Lymphozyten mit zahlreichen
Funktionen wie der Erkennung wirtseigener und wirtsfremder Muster, der
Ausschuttung von Cytokinen, der Sekretion von Antikorpern oder auch mit
unmittelbar cytotoxischer Wirkung auf den eindringenden Erreger (Janeway, 2005).
Die, durch im Serum IGsliche, nicht zellularen Bestandteile des angeborenen und
adaptiven Immunsystems ausgeloste Immunantwort, wird auch als humorale
Immunantwort bezeichnet (Alberts, 2002). Uberwindet ein bakterielles Pathogen nun
die aul’eren, mechanischen Barrieren des Wirtskorpers, so wird es als erstes mit der
humoralen Immunantwort durch Plasmaproteine des Komplementsystems und,

sofern bereits vorhanden, Antikorper des adaptiven Immunsystems konfrontiert
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(Foster, 2005). Hauptziele der Aktivierung des Komplementsystems sind einerseits
die Opsonisierung der Pathogene zum Zweck der Phagozytose und andererseits die
Rekrutierung und Einwanderung von Neutrophilen und Makrophagen in betroffene
Gewebeteile (Foster, 2005). Sofern Pathogene in diesem initialen Schritt der Wirts-
Pathogen-Interaktion durch phagozytierenden Zellen aufgenommen und in diesen
lysiert wurden, erfolgt Uber Antigen-Prasentation die Aktivierung und Stimulation von
T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, als Teil einer spezifischen zellularen
Immunantwort sowie die Sekretion spezifischer Antikdrper (Janeway, 2005). Dadurch
wird eine weiter erhohte Phagozytose-Effizienz sowie eine Bindung und
Neutralisation bakterieller Toxine erreicht (Foster, 2005).

S. aureus wiederum hat eine Vielzahl von Strategien entwickelt, um die
Immunantwort seines Wirtes zu umgehen bzw. zu unterwandern. Auf einzelne
Mechanismen und Faktoren der S. aureus Immunevasion wird in den folgenden

Abschnitten eingegangen.

1.4.2 Inhibierung des Komplementsystems

Wie bereits im vorangegangen Abschnitt beschrieben, finden im Blut des Wirtes
zentrale Ablaufe der Wirts-Pathogen-Interaktion statt. Dabei wird ein Teil der
Immunantwort des Wirtes durch Serumproteine des Komplementsystems vermittelt.
Die Komplementbindungsreaktion, mit der Spaltung des Komplementfaktors C3 auf
der Bakterienoberflache, ist dabei von zentraler Bedeutung (Foster, 2005). Dies kann
auf drei verschiedenen Wegen erfolgen: Dem ,Klassischen Weg"“, dem ,Lectin-Weg"
und dem ,Alternativen Weg"“ (Pier et al., 2004; Janeway, 2005). Beim Klassischen
Weg bedarf es einer Immunreaktion des adaptiven Immunsystems mit einer
spezifischen IgG Antikorperbindung (Pier et al., 2004). Am Fc-Teil des IgG
Antikdrpers kommt es nach Anbindung an das Antigen zur Bildung des C1-
Komplexes, bestehend aus dem Faktor C1q und jeweils zwei Faktoren C1r und C1s.
Dabei fuhrt die Anbindung von C1q an den Fc-Teil des IgG zur Aktivierung der
Serinproteasen C1r, die den Faktor C1s spaltet und somit den C1 Komplex aktiviert,
der wiederum die Komplementfaktoren C2 und C4 spaltet. Die Spaltprodukte C4b
und C2a bilden einen C4b-C2a Enzymkomplex. Der C4b-C2a Enzymkomplex agiert

als C3 Convertase, der den Komplementfaktor C3 auf der Bakterienoberflache in
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C3a und C3b spaltet. C3b verbleibt gebunden an der Bakterienoberflache und dient
der Opsonisierung, das Peptid C3a hingegen wird nicht gebunden, tbernimmt eine
Rolle in der Chemotaxis-Steuerung und beeinflusst auf diese Weise die Rekrutierung
von Neutrophilen und Makrophagen (Foster, 2005).

Die Komplementbindungsreaktion uber den Lectin-Weg wird durch die Anbindung
von Mannose-bindendem Lectin (MBL) bzw. Ficolin an Kohlenhydratketten an der
Bakterienoberflache, wie Teichonsauren oder Teile einer Kapsel, eingeleitet. Das
MBL bildet mit den MBL assoziierten Serin Proteasen (MASP) 1 bis 3 und einem
weiteren kleinen MBL assoziierten Protein (SMAP) einen Komplex, der analog zum
C1 Komplex aus dem Klassischen Weg die Komplementfaktoren C2 und C4 spaltet
und zur Aktivierung der C3 Convertase (C4b-C2a) fuhrt. Somit kommt es auch hier
zur Spaltung des Komplementfaktors C3 in das opsonisierende C3b und das
regulatorische Peptid C3a. Der Komplex aus C4b-C2a und C3b ist daruber hinaus in
der Lage, weitere Komplementfaktoren (C5-C9) zu aktivieren, unter anderem den an
der Chemotaxis-Steuerung beteiligten Faktor C5a (Foster, 2005).

Der alternative Weg der Komplementbindungsreaktion wird durch den
Komplementfaktor B eingeleitet, der durch bereits vorhandenes C3b gebunden und
anschliellend durch den Komplementfaktor D in den Faktor Bb gespalten wird. Der
Komplex zwischen Bb und C3b bildet nun eine alternative C3 Convertase, die in der
Lage ist, weitere C3 Molekule zu spalten. Somit ist Uber den alternativen Weg eine
Verstarkung der Immunreaktionen des Komplementssystems moglich. Durch die
Anbindung des Faktors B bzw. Bb an den hydrolysierten Faktor C3 kann die
Komplementbindungsreaktion im Alternativen Weg auch eigenstandig eingeleitet
werden (Foster, 2005). Abbildung 3 illustriert die drei Wege der
Komplementbindungsreaktion.

25



Einleitung

A Klassischer Weg B Lectin-Weg

m .H

1gG Antikdrper

bakterielles
Antigen

Kohlenhydrate

Bakterienoberflache Bakterienoberflache

Abb. 3: Die Aktivierung des Komplementsystems.

Die Komplement-bindungsreaktion kann auf drei verschiedenen Wegen erfolgen: (A)
Klassischer Weg, (B) Lectin-Weg und (C) Alternativer Weg (modifiziert nach Foster,
2005). Die Aktivierung einzelner Komplementfaktoren sowie deren Hemmung durch
S. aureus werden in Abschnitt 1.4.2 beschrieben.

In jedem der Wege ist die Spaltung des Komplementfaktors C3 durch die C3
Convertasen der zentrale Schritt zur Aktivierung der Komplementbindungsreaktion.
S. aureus hat mehrere Strategien zur Inhibierung der C3 Convertase Aktivitat
entwickelt. Insbesondere die Saint3 codierten Faktoren des IEC spielen dabei eine
wichtige Rolle (van Wamel et al., 2006). Der Staphylococcus Komplement Inhibitor
(SCIN) vermag beide C3 Convertase-Komplexe (C4b-C2a und C3b-Bb) zu binden
(Rooijakkers et al., 2005). Somit kommt es zu keiner weiteren Spaltung des
Komplementfaktors C3 und zu einer  effektiven Hemmung der
Komplementbindungsreaktion. Aullerdem ist S. aureus, durch die sekretierte

Staphylokinase (SAK), dazu in der Lage bereits an die Bakterienoberflache
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gebundenes C3b sowie IgG Antikdrper zu spalten und zu inaktivieren (Rooijakkers et
al., 2005; van Wamel et al., 2006).

Neben den Faktoren des IEC ist auch das sekretierte extrazellulare Fibrinogen-
bindende Protein (Efb) dazu in der Lage, den Komplementfaktor C3 zu binden und
so die Anbindung von C3 an die Bakterienoberflache zu verhindern (Lee et al.,
2004a; Lee et al, 2004b). Auch fur Eap wurde ein Einfluss auf das
Komplementsystem beschrieben, es vermag die Aktivierung des C3 Convertase-
Komplexes —C3b-Bb zu inhibieren (Woehl et al., 2014).

Mit diesen, das Komplementsystem betreffenden, Immunevasionsmechanismen wird
insbesondere die Strategie verfolgt, die Phagozytose durch Neutrophile und

Makrophagen zu reduzieren bzw. zu hemmen.

1.4.3 S. aureus Phagozytoseschutz

Ein weitere, bedeutende Strategie der Immunevasion von S. aureus ist die direkte
Interaktion mit den Phagozyten seines Wirtes.

Dabei spielen zellwandgebundene Oberflachenproteine, wie die IgG Bindeproteine,
welche die Antikorper Opsonisierung beinflussen, eine wichtige Rolle. Protein A ist in
der Lage IgG Antikorper am Fc-Teil zu binden (Uhlen et al., 1984). Dies fuhrt zu
einem Einhullen der Bakterienzelle mit umgekehrt orientierten 1gG Antikorpern mit
nicht exponierten Fc-Teilen, die nicht von den Fc-Rezeptoren von Neutrophilen als
opsonisiertes Pathogen erkannt werden konnen. Dieser Mechanismus vermittelt
einen wirksamen Phagozytoseschutz (Patel et al., 1987; Cedergren et al., 1993).
Weitere Studien zeigten, dass Protein A ebenso die Proliferation, klonale Expansion
und schliel3lich auch den Zelltod von B-Lymphozyten stimuliert (Forsgren et al.,
1976; Peterson et al., 1977; Sjodahl, 1977) sowie mit dem Von Willebrand Faktor
(VWF), der in der Blutgerinnung des Wirtes eine wichtige Rolle spielt, interagiert
(Hartleib et al., 2000). Protein A kann somit als multifunktioneller Virulenzfaktor von
S. aureus angesehen werden.

Ein weiteres I1gG Bindeprotein stellt das Staphylokokken-Immunoglobulin-
Bindeprotein (engl. Staphylococcal binder of immunoglobulin: Sbi) dar. Ahnlich wie
Protein A ist Sbi in der Lage, 1gG Antikorper zu binden (Kim et al., 2012). Aul3erdem

interagiert Sbi mit dem Komplementfaktor C3 und ist somit in der Lage, sowohl das
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angeborene, als auch das adaptive Immunsystem zu beeinflussen (Haupt et al.,
2008).

Den bereits in Abschnitt 1.3.4 beschriebenen CIfA und B kommt, in ihrer Funktion als
Fibrinogen-bindende Proteine auf der Zelloberflache von S. aureus, ebenso eine
Rolle beim Phagozytoseschutz zu (O'Brien et al, 2002a). Die von S. aureus
sekretierte Koagulase (Coa) bildet im Zusammenspiel mit dem wirtseigenen
Prothrombin ein katalytisch aktives ,Staphthrombin®. Staphthrombin induziert auch in
Abwesenheit eines Calciumsignals die Bildung eines langkettigen Fibrins aus
Fibrinogen. Mit Hilfe von CIfA und B vermag S. aureus dieses Fibrinogen bzw. Fibrin
an seine Oberflache anzubinden, ein vielschichtiges Fibrinnetzwerk zu bilden und
sich so effektiv vor der Opsonisierung und Phagozytose zu schutzen (McDevitt et al.,
1997).

Darlber hinaus umgeben sich viele S. aureus mit einer Kapsel, die aus
Polysaccharidketten besteht und ebenso einen Phagozytoseschutz vermittelt
(O'Riordan und Lee, 2004; Roghmann et al., 2005). Dabei wird zwischen
verschiedenen Serotypen bzw. Kapseltypen unterschieden. Bei klinischen Isolaten
sind die Serotypen 5, 8 und 336 am haufigsten vertreten (Roghmann et al., 2005).
Verschiedene Tiermodellstudien sowie in vitro Phagozytose Assays haben fur, die
Serotypen 5 und 8 exprimierenden, S. aureus Isolate eine erhdhte Virulenz und eine
reduzierte Phagozytose durch Neutrophile zeigen konnen. (Baddour et al., 1992;
Nilsson et al., 1997; Thakker et al., 1998). Es wird angenommen, dass die
Komplementfaktoren zwar unter der Polysaccharidkapsel an der bakteriellen
Zellwand Komplexe bilden bzw. gespalten werden kdnnen, dann allerdings fur die
Komplementrezeptoren der Neutrophilen nicht zuganglich sind (Foster, 2005).

Eine weitere Immunevasionsstrategie von S. aureus ist die direkte Hemmung der
Komplementfaktoren auf den Neutrophilen und somit die Stérung der Chemotaxis.
Wahrend der Komplementbindungsreaktion kommt es zur Ausschuittung
chemotaktischer Peptide, wie den Komplementfaktoren C3a und C5a (Foster, 2005).
Diese werden von membranstandigen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der
Neutrophilen erkannt (Murdoch und Finn, 2000). Um diese Prozesse zu inhibieren,
sekretieren etwa 60 % aller S. aureus Isolate, darunter 92 % der HA-MRSA Isolate
das Chemotaxis-inhibierende-Protein (CHIP). Dieser ¢Saint3 codierte IEC Faktor ist
dazu in der Lage an den C5a Rezeptor zu binden und diesen zu blockieren, wodurch
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die Chemotaxis und Einwanderung von Neutrophilen gehemmt wird (Foster, 2005;
van Wamel et al., 2006).

Auch Eap tragt unmittelbar zum Phagozytoseschutz von S. aureus bei. Das
Exoprotein bindet und blockiert das interzellulare Adhasions-Molekul-1 (ICAM-1) auf
der Oberflache von Endothelzellen und verhindert so die Anbindung des
Lymphozyten-Funktion-assoziierten Antigens (LFA-1) auf der Oberflache von
Neutrophilen und hemmt damit, ebenso wie CHIP, die Anheftung und
Leukodiapedese der Neutrophilen in infiziertes Gewebe (Foster, 2005).

1.4.4 Intrazellulares Uberleben

Der vorherige Abschnitt beschaftigte sich mit den Moglichkeiten von S. aureus, sich
vor der Phagozytose durch Immunzellen seines Wirtes zu schitzen. Da aber immer
noch ein signifikanter Anteil der im Wirt zirkulierenden S. aureus Zellen durch die
Immunzellen aufgenommen wird, hat das Pathogen ebenso Strategien entwickelt,
die ihm ein intrazelluldres Uberleben nach der Phagozytose ermdglichen. Eine
Studie von M. Kubica und Kollegen aus dem Jahr 2008 beschreibt sogar
intrazellulare Teilungen von S. aureus nach der Phagozytose durch Maus-
Makrophagen (Kubica et al., 2008). Altere Arbeiten von Gresham und Kollegen
weisen zudem darauf hin, dass S. aureus, je nach Umgebungsbedingung, sogar die
Rekrutierung von Neutrophilen an den Infektionsort induzieren kann, um vermehrt
durch diese Immunzellen aufgenommen zu werden, ohne dabei abgetotet zu werden
und vor weiteren Immunreaktionen des Wirtes geschutzt zu sein (Gresham et al.,
2000).

Eine Strategie, die zum intrazellularen Uberleben beitragt ist die Modifikation
bakterieller Oberflachenstrukturen, wie Wandteichonsauren, Lipoteichonsauren oder
auch von Bestandteile der bakteriellen Zellwand. Die S. aureus DIt Proteine
vermitteln die Anbindung von D-Alanin Resten an Ribitol-Teichonsauren und
Lipotechonsauren (Peschel et al., 1999). Ebenso wird die Anbindung von L-Lysin
Resten an Phosphoglyceride der bakteriellen Zellmembran durch das MprF Protein
katalysiert (Peschel et al., 2001; Staubitz et al., 2004). Beide Modifikationen dienen
der teilweisen Neutralisierung negativer Ladungen der Teichonsauren und von Teilen

der Phospohoglyceride, die zu einer verminderten Affinitat kationischer
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antimikrobieller Peptide, wie den a- und B-Defensinen, fuhrt, die im Phagosomen von
Neutrophilen sekretiert werden (Foster, 2005). Diese Modifikationen negativ
geladener Oberflachenmolekile vermitteln einen wirkungsvollen Schutz im
Phagosomen der Immunzellen des Wirtes. Studien zeigten, fur dlft und mprF
defiziente Mutanten, eine deutlich erhdhte Sensitivitat gegenuber kationischer
antimikrobieller Peptide sowie eine reduzierte Virulenz in vivo in verschiedenen
Tiermodellen. (Collins et al., 2002; Kristian et al., 2003). Des Weiteren gilt auch das,
an der Spaltung von Komplementfaktoren und IgG-Antikorpern auf der bakteriellen
Zelloberflache beteiligte, Protein SAK als ein wichtiger Faktor fur das intrazellulare
Uberleben. Mehrere Studien beschreiben die Spaltung kationischer antimikrobieller
Peptide durch SAK (Bokarewa und Tarkowski, 2004; Jin et al., 2004).

Eine weitere wichtige Strategie fir das intrazellulare Uberleben ist der Abbau
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), eine der Hauptkomponenten der intrazellularen
Pathogenabwehr eukaryoter Zellen. Zu diesem Zweck exprimiert S. aureus unter
anderem zwei Superoxid-Dismutasen und eine Katalase, die ROS in molekularen
Sauerstoff und Wasser umzuwandeln vermogen (Karavolos et al., 2003). Daruber
hinaus wird das intrazellulare Uberleben sowie das Entkommen von S. aureus aus
dem Phagosomen durch die PSM (engl. Phenol soluble modulins), eine Klasse
kleiner, a-helikaler Peptide mit zytotoxischer Wirkung beinflusst. Die PSM werden,
neben anderer Toxine, im nachsten Abschnitt besprochen.

1.4.5 Immunevasions-relevante Toxine

Einen fundamentalen Beitrag zur Virulenz von S. aureus leisten sekretierte Toxine.
Diese werden haufig auf mobilen genetischen Elementen codiert, was zu einer
grolRen Heterogenitat der Toxinausstattung in den verschiedenen S. aureus
Stammen fuhrt (Grumann et al., 2014). Dabei zeigen zahlreiche Toxine eine Wirkung
auf Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems und spielen damit eine
prominente Rolle in der S. aureus Immunevasion (Grumann et al, 2014).
Insbesondere Poren-bildende Toxine, wie das a-Hamolysin (Hla), sind hierbei von
grolRer Bedeutung (Foster, 2005). Das fur dieses Toxin codierende Gen hla ist nicht
mit einem mobile genetischen Element assoziiert, sondern als Teil des S. aureus

Kerngenoms in 95 % aller S. aureus Stammen vorhanden. Hla bindet an den
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membranstandigen Wirts-Rezeptor ADAM10 und bildet Heptamer-férmige Poren
(Inoshima et al., 2011). Es ist in der Lage, ein weites Spektrum an Wirtszellen zu
schadigen, zu denen, neben Epithelzellen und Erythrozyten, auch Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten zu zahlen sind (Grumann et al, 2014). Einen
weiteren wichtigen Beitrag zur Immunevasion leisten die Zweikomponenten-
Leukotoxine (Ventura et al., 2010; Dumont et al., 2011). Sie sind aus einer, ca. 32-35
kDa groRRen, F-Untereinheit und einer S-Untereinheit aufgebaut, die getrennt
voneinander sekretiert werden. Es sind funf verschiedene Klassen von Leukotoxin F-
Untereinheiten (HIgB, LukF-PV, LukD, LukF-PV, LukG) und sechs verschiedene
Leukotoxin S-Untereinheiten (HIgA, HIgC, LukS-PV, LukE, LukM, LukH) bekannt
(Kaneko et al., 1998; Prevost et al., 2001; Morinaga et al., 2003; Ventura et al., 2010;
Dumont et al., 2011; Grumann et al., 2011). Die Protein Untereinheiten haben als
Monomere keine toxische Wirkung, sind allerdings in der Lage, als Hexamere bzw.
Heptamere Membranporen in Monocyten, Makrophagen und Neutrophilen zu bilden
(Dumont et al., 2011). Dabei zeigen die meisten F- und S-Untereinheiten ein
monogames Oligomerisierungsverhalten (Grumann et al., 2014). Ein immunologisch
besonders bedeutsames Leukotoxin stellt das Panton-Valentine Leukocidin (PVL)
dar; ein Oligomer aus den Komponenten LukF-PV und LukS-PV. Beide
Untereinheiten sind Phagen-codiert, sodass eine Ubertragung via horizontalem
Gentransfer moglich ist (Masiuk et al., 2010).

PVL positive S. aureus Isolate werden inzwischen auf allen Kontinenten gefunden
(Shrestha, 2013). Dennoch ist die PVL Produktion typisch fur die, derzeit in den USA
vermehrt kursierenden, CA-MRSA Isolate des Typs USA300. Dort wird PVL
insbesondere mit einem erhohten Virulenzpotential und den Krankheitsbildern der
SSTI (engl. Soft Skin and tissue infection) und der nekrotisierenden Pneumonie in
Verbindung gebracht (Gillet et al., 2002; Vandenesch et al., 2003; Badiou et al.,
2008; Diep und Otto, 2008; Carpaij et al., 2011).

Neben den porenbildenden Toxinen hat S. aureus weitere Toxin-basierte Strategien
der Immunevasion entwickelt. Die PSM (engl. Phenol soluble modulins) bezeichnen
eine Klasse kleiner, a-helikaler, amphiphatischer Peptide mit zytotoxischen
Eigenschaften (Grumann et al., 2014). Dabei unterscheidet man zwei Hauptgruppen:
Die kleineren PSMa Peptide (20-26 Aminosauren), zu denen unter anderem das
Hamolysin & gehort, sowie die groReren PSM[ Peptide (43-44 Aminosauren) (Wang
et al., 2007). Die PSMs sind ublicherweise Teil des S. aureus Kerngenoms und
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werden mit dem Auftreten invasiver S. aureus Infektionen in Verbindung gebracht
(Rautenberg et al., 2011). Insgesamt werden den PSM das Potential zugeschrieben
Neutrophile zu rekrutieren, lysieren sowie deren Chemotaxis und Aktivitdt zu
beeinflussen und so zum intrazellularen Uberleben und dem Entkommen von S.
aureus aus dem Phagosomen von Immunzellen beizutragen (Wang et al., 2007;
Cheung et al., 2010).

Als potente T-Lympozyten Mitogene, gehoren die sogenannten Superantigene (SAG)
zu den effektivsten S. aureus Mechanismen zur der Hemmung des adaptiven
Immunsystems seines Wirtes (Foster, 2005). Neben ihrer mitogenen Wirkung, 16sen
einige Toxine dieser Klasse auch Erbechen, Durchfalle oder Lebensmittelvergiftung
aus. (Lina et al., 2004). Eine Review von D. Grumann und Kollegen aus dem Jahr
2014 beschrieb 23 bis dato bekannte Superantigene in S. aureus, darunter die
bekannten Enterotoxin A (SEA) und toxic shock-syndrome toxin 1 (TSST-1).
Genetische Untersuchungen belegten, dass ca. 80 % der klinischen S. aureus
Isolate Uber ein Repertoire aus funf bis sechs Superantigenen verfugen (Baba et al.,
2002; Becker et al., 2003; Holtfreter et al., 2004; Holtfreter et al., 2007). Da diese
zumeist auf mobilen genetische Elementen codiert sind, gibt es eine groRe
Heterogenitat bezuglich dieses Superantigen Repertoires (Johns und Khan, 1988;
Fitzgerald et al., 2001; Lindsay und Holden, 2006; Ono et al., 2008). lhre
Wirkungsweise beruht auf der unspezifischen Aktivierung der T-Lymphozyten des
Wirtes. Ublicherweise werden bakterielle Antigene in Verbindung mit dem MHC von
Antigen-prasentierenden Zellen, wie Makrophagen prasentiert und von den T-Zell-
Rezeptoren der T-Lymphozyten erkannt, um eine adaptive Immunantwort
auszulosen. Superantigene hingegen I6sen eine Antigen-unspezifische Aktivierung
der T-Lymphozyten aus, indem sie als Brucken die beiden Rezeptorklassen
verbinden (Proft und Fraser, 2003). Wahrend bei einer spezifischen Immunantwort
lediglich eine T-Lymphozyte aus 10° bis 10° naiver T-Lymphozyten spezifisch
aktiviert werden, werden bei einer unspezifischen Superantigen-vermittelten
Aktivierung bis zu 20 % aller T-Lymphozyten gleichzeitig aktiviert (Proft und Fraser,
2003). Dies fuhrt zu einer massiven Ausschuttung proinflammatorischer Cytokine,
wie Interleukin 2 (IL2), Interferon y (IFN- y) und dem ,Tumor Necrosis factor a“ (TNF-
a), dem sogenannten ,Cytokinsturm®, und in dessen Folge einer starken
Entzindungsreaktion. (Bergdoll et al., 1981; McCormick et al., 2001). Dieser folgt
allerdings eine Phase der Passivitat bzw. Nicht-Aktivierbarkeit der T-Lymphozyten,
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oder gar deren Zelltod (Rellahan et al., 1990; Alderson et al, 1995). Somit
ermoglichen Superantigene eine effektive Hemmung der adaptiven Immunantwort

und der Sekretion spezifischer Antikorper.

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit wird als ein Teilprojekt des vom Bundesministerium fur Bildung und
Forschung (BMBF) geforderten Verbundprojekts ,Med-Vet-Staph® durchgefuhrt. Ziel
dieses Forschungsverbundes ist es herauszufinden, warum S. aureus lsolate der
klonalen Linie CC398 sowohl beim Mensch, als auch beim Tier gleichermalien
erfolgreich sind und sich zunehmend verbreiten. Dazu gehoéren die Untersuchung
von MRSA-Verbreitungsmustern, Mechanismen der Spezies-Transmission,
Resistenz  und Pathogenitat. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf drei
Infektionsrelevanten Aspekten von S. aureus CC398:

I. die Fahigkeit der bakteriellen Adhasion an Wirtszellen und Wirtsproteine

II. das Potential zur Immunevasion

lll. die Rolle des IEC in der Wirtsadaptation

(I.) Die bakterielle Adhasion an den Wirt stellt die Grundbedingung fur die
Internalisierung in Wirtszellen, bzw. die Bildung eines Biofilms dar. Wie bereits oben
beschrieben, wird ein Einfluss der viskoelastischen Eigenschaften der bakteriellen
Zellwand auf die Adhasion postuliert. Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Elastizitats-
und Adhasions-Eigenschaften von LA-MRSA CC398 Isolaten an Wirtszellen sowie
Wirtsproteine bestimmt und mit humanadaptierten MRSA Linien verglichen werden.

(I1.) Als wichtige Strategien der Immunevasion von S. aureus wird die Fahigkeit des
Phagozytoseschutzes sowie das Potential des intrazellularen Uberlebens nach der
Phagozytose von LA-MRSA CC398 Isolaten bestimmt und ebenso mit

humanadaptierten MRSA Linien verglichen.

(111.) Die Aufnahme von MGE, im Zuge des Horizontalen Gentransfers, unterstutzt die
Adaptation von S. aureus Isolaten an veranderte Umweltbedingungen. Das seltene

Vorkommen des IEC innerhalb der CC398 Linie stellt eine der genetischen
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Besonderheiten dieser Linie bezuglich der MGE Ausstattung dar.Um die Rolle des

IEC in der Wirtsadaptation zu untersuchen soll die Phagozytoseaktivitat durch

Immunzellen verschiedener Wirte untersucht werden.

Hauptfragestellungen dieser Arbeit sind:

Gibt es bezuglich bakterieller Adhasion und Immunevasion Unterschiede
zwischen LA-MRSA CC398 Isolaten und MRSA Isolaten, die vorwiegend beim
Menschen auftreten?

Begrinden eventuell veranderte Adhasions- und Immunevasions-
Eigenschaften die weite Verbreitung von LA-MRSA CC3987

Sind die Mechanismen der Adhasion und Immunevasion wichtig fur die
Fahigkeit der Spezies-Transmission?
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2 Material

2.1

2.1.1 Bakterienisolate

Bakterienisolate und eukaryotische Zellen

Eine Ubersicht der verwendeten S. aureus Isolate wird in den Tabellen 1, 2 und 3

gezeigt. Falls in den Experimenten Stapylococcus carnosus untersucht wurde,

handelte es sich um S. caronosus TM300 (Schleifer und Fischer, 1982).

Tab. 1: LA-MRSA CC398, CA-MRSA und HA-MRSA Isolate mit

Typisierungsinformationen, verwendet in den Versuchsteilen 4.1 und 4.2.

Isolat S. aureus spa Klonaler  Resistenz Isolat- @Saint3 Referenz:

Nr.: Klasse: Typ:  Komplex: -muster: quelle: Status:

1719 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1716 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1712 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1711 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1710 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
2127 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
2118 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1714 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
1713 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
2121 LA-MRSA 1108 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
0435 LA-MRSA 108 CC398 MRSA Schwein - Ballhausen et al. 2014
5172 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
4856 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5192 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5191 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5199 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5345 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Mensch + Ballhausen et al. 2014
5363 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Mensch + Ballhausen et al. 2014
5328 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5332 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
5327 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
4949 LA-MRSA 1108 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
4969 LA-MRSA 108 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
4741 LA-MRSA 1108 CC398 MRSA Mensch - Ballhausen et al. 2014
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5078
5425
4438
3289
4184
4461
2707
3283
3714
3697
4083
4018
3895
3897
4087
3892
3894
4644
4596
4568

LA-MRSA
LA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
CA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA
HA-MRSA

t108
t108
t008
t008
t008
t019
t019
t019
t044
t044
t044
t003
t003
t003
t032
t032
t032
t065
t065
t065

CC398
CC398
CCs8
CCs8
CCs8
CC30
CC30
CC30
CC80
CC80
CC80
CC5
CC5
CC5
CC22
CC22
CC22
CC45
CC45
CC45

MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA

Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch
Mensch

Mensch

Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.
Ballhausen et al.

Ballhausen et al.

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Im Rahmen einer gemeinsamen Publikation wurden die in den Versuchsteilen 4.1

und 4.2 untersuchten 44 MRSA Isolate von Kooperationspartnern mit einem
IdentiBAC™ DNA-Microarray (Alere, Jena) charakterisiert (Ballhausen et al., 2014).
Um den Grad der genetische Ahnlichkeit zwischen den Isolaten zu zeigen und um

die phylogenetische Clusterung, gemal} der klonalen Komplexe darzustellen, wurde

anhand der DNA-Microarray Hybridisierungsmuster ein Maximum Parsimony Baum
erstellt (Abb. 4).
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Abb. 4: Maximum Parsimony Baum von 44 MRSA Isolaten.

Der Maximum Parsimony Baum basiert auf den Alere IdentiBAC® DNA-Microarray
Hybridisierungsmustern von 174 Genen von LA-MRSA CC398 (n = 26), CA-MRSA (n
= 9) und HA-MRSA (n = 9). Jeder Punkt reprasentiert ein MRSA Isolat, die Astlangen
des Baumes mit den dazugehdrigen Zahlen reprasentieren einzelne,
unterschiedliche Gene im DNA-Hybridisierungsmuster. Die spa Typen der CC398
Linie sind in weil3 bzw. in Graustufen, CA-MRSA und HA-MRSA sind in schwarz
dargestellt. Die vorkommenden klonalen Komplexe sind durch Kreise
gekennzeichnet (Ballhausen et al., 2014).

Tab. 2: @Saint3 positive/negative S.aureus CC398 Isolate mit Typisierungs-
informationen, verwendet in Versuchsteil 4.3.

Isolat Nr.:  S. aureus  spa Klonaler  Resistenz Isolat- @Saint3 Referenz:
Klasse: Typ: Komplex: -muster: quelle: Status:

07-01429 LA-MRSA t571 CC398 MSSA Mensch + (Cuny et al., 2015)
07-01494 LA-MRSA 034 CC398 MRSA Mensch - (Cuny et al., 2015)
07-02239 LA-MRSA t108 CC398 MRSA Mensch - (Cuny et al., 2015)
08-02710 LA-MRSA 1034 CC398 MSSA Mensch - (Cuny et al., 2015)
09-00444 LA-MRSA t011 CC398 MRSA Mensch - (Cuny et al., 2015)
09-03591 LA-MRSA 1011 CC398 MSSA Mensch + (Cuny et al., 2015)
10-01386 LA-MRSA t034 CC398 MSSA Mensch + (Cuny et al., 2015)
10-S01355 LA-MRSA 034 CC398 MRSA Schwein - (Cuny et al., 2015)
11-00530 LA-MRSA t034 CC398 MRSA Gefligel + (Cuny et al., 2015)
11-01119 LA-MRSA 1034 CC398 MRSA Pferd - (Cuny et al., 2015)
11-01189 LA-MRSA 011 CC398 MRSA Pferd - (Cuny et al., 2015)
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11-01553 LA-MRSA 034 CC398 MRSA Pferd + (Cuny et al., 2015)
11-02281 LA-MRSA 779 CC398 MRSA Pferd + (Cuny et al., 2015)
11-02407 LA-MRSA 1451 CC398 MSSA Mensch + (Cuny et al., 2015)
11-02801 LA-MRSA t011 CC398 MRSA Pferd + (Cuny et al., 2015)
11-02802 LA-MRSA t011 CC398 MRSA Pferd + (Cuny et al., 2015)
11-S00282 LA-MRSA 899 CC398 MRSA Gefliigel + (Cuny et al., 2015)
12-S00148 LA-MRSA 2123 CC398 MRSA Rind - (Jung et al., 2016)
13-ST00054 | A-MRSA t011 CC398 MRSA Gefliigel - (Jung et al., 2016)
13-ST00207 |LA-MRSA 11456 CC398 MRSA Rind - (Jung et al., 2016)

Bei ¢Saint3 positiven S. aureus |Isolaten setzt sich das IEC aus einer variierenden
Komposition von IEC assoziierten Genen zusammen. Die genaue I[EC
Zusammensetzung der, in Tabelle 2 dargestellten, Isolate wird im Anhang gezeigt
(Tab. 34). Die in Tabelle 3 dargestellten ¢Saint3-positiven Derivate der Isolate 12-
S00148, 13-ST00054 und 13-ST00207 wurden im Rahmen einer gemeinsamen
Publikation (Jung et al., 2016) von Kooperationspartnern hergestellt.

Tab. 3: Etablierte S. aureus Laborisolate und Mutanten.

Isolat: Beschreibung: Referenz:
8325-4 rsbU defizientes NCTC 8325 Derivat (Novick, 1967)
8325-4 Apbp4 pbp4 Deletionsmutante von 8325-4 (Atilano et al., 2010)
MW2 hochvirulentes CA-MRSA Isolat (Baba et al., 2002)
12-S00148 ¢@Saint3 Isolat 12500148 mit transduziertem ¢Saint3 (Jung et al., 2016)
13-ST00054 @Saint3 Isolat 13-ST00054 mit transduziertem ¢Saint3 (Jung et al., 2016)
13-ST00207 @Saint3 Isolat 12500148 mit transduziertem ¢Saint3 (Jung et al., 2016)

2.1.2 Eukaryotische Zelllinien

Tab. 4: Verwendete humane, eukaryotische Zelllinien

Zelllinie: Relevante Merkmale: Referenz:

HaCaT spontan immortalisierte, humane, epidermale (Boukamp et al., 1988)
Keratinozyten

THP-1 akuten myeloische Leukamie Zellinie, durch (Tsuchiya et al., 1980)
Behandlung mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

zu Makrophagen ausdifferenzierbar
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2.2 Medien und Medienzusatze

2.2.1 Medien zur Anzucht von Bakterien

Medien zur Anzucht von Bakterien wurden als Fertigprodukt bzw. Fertigmischung
vom Hersteller bezogen (Tab. 5). Flissigmedien wurden gemaly den
Herstellerangaben mit H,O angesetzt und vor der Verwendung autoklaviert. Zur

Herstellung von Festmedien wurde 2 % Agar zugesetzt.

Tab. 5: Medien zur Anzucht von Bakterien

Medium: Hersteller:

Lennox Broth (LB) Difco®, BD (Heidelberg)
Trypticase Soy Agar Il (TSA) mit 5% Schafsblut BD (Heidelberg)
Trypticase Soy Broth (TSB) Bacto®, BD (Heidelberg)

2.2.2 Medien zur Anzucht eukaryotischer Zellen

Medien zur Anzucht eukaryotischer Zellen wurden als Fertigprodukte vom Hersteller
bezogen und mit entsprechenden Medienzusatzen supplementiert (Tab. 6).

Tab. 6: Medien zur Anzucht eukaryotischer Zellen

Medium: Hersteller:
MCDB153 Basal Medium Biochrom AG (Berlin)
RPMI 1640 Gibco®, Invitrogen (Darmstadt)

2.2.3 Medienzusatze

Tab. 7: Medienzusatze fiir die Anzucht von Bakterien und eukaryotischer Zellen

Medienzusatz: Hersteller: Konzentration/Verwendung:

Agar Bacto®, BD 2 % in LB bzw. TSB; zur Herstellung von Festmedium
(Heidelberg) zur Bakterienanzucht

Fetales Kélberserum PAA (Colbel) 10-30 % in MCDB153, RPMI 1640, zur Kultur

Gold (FCS) eukaryotischer Zellen
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L-Glutamin Gibco®, Invitrogen 1 % in MCDB153 zur Anzucht von HaCaT
(Darmstadt)

Nicht essentielle Gibco®, Invitrogen 1 % in MCDB153 zur Anzucht von HaCaT

Aminoséauren (NEAA) (Darmstadt)

Phorbol-12-Myristat- Sigma-Aldrich, 10 pg/mlin RPMI 1640, zum Ausdifferenzieren von

13-Acetat (PMA) (Steinheim) Makrophagen aus THP-1 Suspensionszellen

2.3 Puffer und Losungen

Verwendete Puffer und Losungen werden in Tabelle 8 dargestellt. Bei
Puffer/Losungen die als Fertigprodukt bezogen wurden, wird der Hersteller
angegeben, bei selbst angesetzten Puffer/Losungen das Rezept. Die Losungen
wurden gegebenenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert. Farbstoffe, Antibiotika und
Protein-Losungen werden gesondert aufgefuhrt.

Tab. 8: Puffer und Losungen

Lésung/Puffer: Hersteller/Rezept:
Dopamin-Tris Puffer Dopamin-Hydrochlorid 4 g/l
Tris 1,21 g/l

ad 11 H,O ,pH 8,0; sterilfiltrieren
FACS-Clean BD (Heidelberg)
FACS-Lysing™ BD (Heidelberg)
FACS-Puffer FCS 20 ml

NaNj; Stocklésung (1M) 5mi

ad 11PBS
FACS-Rinse BD (Heidelberg)
Formaldehyd-L6sung 16 % Formaldehyd 16 %

ad 11H0
Loading Dye 6x Fermentas, (St.Leon-Rot)
Natriumchlorid (NaCl) Lé6sung NaCl 9g
0,9 % ad 11 H,0, autoklavieren
NaNj; Puffer (10mM) NaNj; 0,659

ad 11PBS
NaN; Stocklésung (1M) NaNj; 659

ad 11H0
Phosphat gepufferte Saline NaCl 80 g/l
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(PBS) 10x KCI 24/
Na,HPO, 14,2 g/l
KH2PO, 2,7 g/l
ad 11 H,0, pH 7,2; autoklavieren
TBE-Puffer Tris 108 g/l
H3BO; 55 g/l
EDTA 9,3 g/l
ad 11H0, pH 8,0
Tris-EDTA (TE) Puffer Tris 1,21 g/l
EDTA 0,37 g/l

pH 8,0, autoklavieren

2.4 Antibiotika

Die, in Tabelle 9 gezeigten, Antibiotika wurden als gebrauchsfertige Losung vom
Hersteller bezogen und dienten der Subkultivierung eukaryotischer Zellen bzw.

wurden wahrend der Untersuchung des intrazellularen Uberlebens verwendet.

Tab. 9: Verwendete Antibiotika

Antibiotika: Hersteller: Eingesetzte Konzentration:
Gentamicin (Refobacin) Merck (Darmstadt) 100 pg/ml in RPMI1640
Penicillin-Streptomycin Biochrom (Berlin) 100 pg/mlin MCDB153

2.5 Oligonukleotide und Nukleinsauren

Als GroRRenstandard fur die Agarosegel-Elektrophorese kam der 1kb DNA-Ladder
(Invitrogen,Darmstadt) zum Einsatz. Alle in den Tabellen 10 und 11 dargestellten
Oligonukleotide dienten als Primer wahrend der Polymerase Kettenreaktion (PCR),
der DNA-Sequenzierung und der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) und wurden
vom Hersteller Eurofins MWG Synthesis GmbH (Ebersberg) bezogen. Die Primer
wurden zunachst nach Herstellerangaben mit H,O LiChrosolv® (Merck,Darmstadt)
auf eine Konzentration von 100 pmol/pl eingestellt und bei -20 °C gelagert. Vor der

Verwendung wurden sie auf eine Konzentration von 5 pmol/pl verdunnt.
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Tab. 10: PCR Primer bzw. Primer fur die Sequenzierung

Primer: Sequenz (5’-3’):

MBH 433 CTTAACTTTTCATTAACTCGC

MBH 434 CTCCTGTTCCTGTTACCTCATC
MBH 435 CAGATGGTAATGGTCAAAATGGTG
MBH 436 CCCGTCAATTTTAGATTGATTATGC
MBH 437 GCTACACAAAATCAAGCAGCAG
MBH 438 GGTTTAACGTAAGCTACATGTGTG
MBH 439 GTCAAGCACAAGGACCAATCG
MBH 440 GTTGACCTTCATTTTGACCAC

MBH 443 GAAGGTAGTGAAATAGTAGGGC
MBH 444 CAGTAATTTCCTCGATTGGC

MBH 445 CAAAAGGTATTGTAACTGGCG
MBH 446 GTCATTGAGTATGTAATTATTTCTTGGG
MBH 449 ACACTTACTGGAAATGGTGG

MBH 450 GTTCCAAGTTAGTTGAACTGG
MBH 451 CAGTGTGCCACAAATTCATGG
MBH 452 CTCACTTGGTACCTCTGGTG

Tab. 11: Quantitative Real-Time PCR Primer

Primer:

Sequenz (5’-3’):

asp23 forward
asp23reverse
clfA forward
clfA reverse
clfB forward
clfB reverse
fnbA forward
fnbA reverse
fnbB forward
fnbB reverse
gyrA forward
gyrB reverse
rnalll forward

rnalll reverse

CAAGAACAAAATCAAGAGCCTCAAT
CTTCACGTGCAGCGATACCA
CACAGATATTACGAATCAGTTGACGA
CCAGAGTCAATACCAACTGTCACAT
CGGTGTTGGATCAACTGGATTT
GGCGGAAGTGCTGATGGT
TAAACCAGAATGAGAAATATGATGGTTG
CCAATCGAGGAAATCACTGAAAAC
TCTCCACCTGTTTCAGGTAGTTCAG
AGTGGCACCAACTAAACAAAAACAA
GACTGATGCCGATGTGGA
AACGGTGGCTGTGCAATA
AGGAGTGATTTCAATGGCACAAG
TGTGTCGATAATCCATTTTACTAAGTCA
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2.6 Verwendete Proteine und Enzyme

Tab. 12: Proteine

Protein:

Hersteller:

Bovines Serum Albumin
Bovines Fibronektin
Humanes Fibrinogen

Humanes Finronektin

VWR (Darmstadt)

Sigma-Aldrich, (Steinheim)
Sigma-Aldrich, (Steinheim)
Sigma-Aldrich, (Steinheim)

Tab. 13: Enzyme

Enzym: Hersteller:
DNase | Quiagen (Hilden)
RNaseOUT® Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Taq DNA-Polymerase
Lysostaphin
Tryp-LE® Express

MP Biomedicals (Eschwege)
Genmedics (Reutlingen)

Invitrogen (Darmstadt)

2.7 Farbstoffe

Tabelle 14 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe. Diese kamen bei der
Subkultivierung eukaryotischer Zellen, sowie bei den Zellkultur-Infektionsassays bzw.

Vollblut-Infektionsassays zum Einsatz. Die eingesetzten Konzentrationen werden bei

den entsprechenden Methode beschrieben.

Tab. 14: Farbstoffe

Farbstoff:

Hersteller:

Carboxyfluorescein diacetate succinimid ester (CFDA-SE) Invitrogen (Darmstadt)

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)

4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
Hoechst 33342

Power SYBR® Green PCR Master Mix
SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain
Trypanblau

Invitrogen (Darmstadt)
Sigma-Aldrich, (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Applied Biosystems (Darmstadt)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Biozym (Oldendorf)
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2.8 Reagenzsysteme (Kits)

Tab. 15: Reagenzsysteme

Reagenzsystem:

Hersteller:

Agilent RNA 6000 Nano Kit

FastStart High Fidelity PCR System
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Maxwell®16 Buccal Swab DNA Purification Kit
Mycoplasmen-PCR-Detektions Kit Venor® GeM

Agilent Technologies Deutschland GmbH &
Co. KG (Waldbronn)

Roche (Mannheim)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Promega (Madison, USA)

Minerva Biolabs (Berlin)

NucleoSpin® RNA Il Mini Kit
Power SYBR® Green Master Mix
QiaQuick® PCR Purification Kit
RNeasy Mini Kit

Turbo-DNA free™

Machery-Nagel (Diren)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Ambion (Woodward Austin, USA)

2.9 Laborgerate und Systeme

Tab. 16: Laborgerate und Systeme

Laborgerat/System:

Hersteller:

ABI PRISM 7000
Axiovert 10 Mikroskop
Bioanalyzer 2100

BioScope Catalyst Rasterkraftmikroskop-
System Aufbau auf Leica DMI4000B
C4880-80 Multi-Format CCD Kamera
CellCounter TC20

Countess™ Automated Cell Counter
DFC420 CCD Kamera

DMI4000B Fluoreszenzmikroskop
Elektrophorese-Kammer
Elektrophoresis Power supply
Eppendorf Research Fix® Pipettensatz
FacsCalibur™ Durchflusszytometer
GeneAmp PCR 9700 Thermocycler
GeneQuant pro 1300 Spectrophotometer

GeneQuant pro Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)
Zeiss (Oberkochen)

Agilent Technologies Deutschland GmbH
(Waldbronn)

Bruker (Santa Barbara, USA)

Hamamatsu (Herrsching am Ammersee)
BioRad (Miinchen)

Invitrogen (Darmstadt)

Leica (Wetzlar)

Leica (Wetzlar)

von Keutz Labortechnik (Reiskirchen)
Bio-Rad (Muinchen)

Eppendorf (Hamburg)

BD (Heidelberg)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)
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GFL 1004 Wasserbad

Hera Safe Il Sicherheitswerkbank
HeraCell150i Inkubator

Heraeus B5042E

Labsonic 1510 Ultraschallsonde
Magnetriihrer

Maxwell® MDx 16

Mettler AE100 Feinwaage
MilliQ™ Synthesis A10

Multitron Schiittelinkubator
Nanodrop 2000

PC 4400 deltarange

PHM220 pH-Meter

PIPETBOY acu 2

Ribolyser FastPrep FP120
Sputter Coater S150B
Thermoblock comfort
Thermocycler GeneAmp PCR System 9700
Transferpette™ S

UV/Ozone Pro Cleaner™
Varioklav

Vortexmixer VV3

Wallac 1420 Victor” Multilabel Counter
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Sigma 4K15
Zentrifuge Universal 32R

GFL (Burgwedel)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)
Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Willi Fischer KG Laboratoriumsbedarf (Frankfurt)
B.Braun Melsung AG (Melsung)

IKA (Staufen)

Promega (Madison, USA)

Mettler (Giel3en)

Millipore (Billerica, USA)

Infors (Bottmingen, Schweiz)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Mettler (Giel3en)

Radiometer, Meterlab (Meckenheim)
INTEGRA Biosciences AG (Zizers, Schweiz)
ThermoSavant (Heidelberg)

Edwards (Sussex, UK)

Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Brand Laborbedarf GmbH + CO KG (Wertheim)
BioForce Nanosciences (Ames, USA)
Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

VWR (Darmstadt)

Perkin-Elmer (Waltham, USA)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode)
Hettich (Tuttlingen)

2.10 Messsonden fur die Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie

Tabelle 17 Arbeit fur die
Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie Experimenten verwendeten wurden.

listet die Messsonden auf, die in dieser
Alle Messsonden wurden vom Hersteller Bruker AFM Probes (Camillo, USA)
bezogen. In der Tabelle werden die vom Hersteller angegebenen Federkonstanten
der Messsonden gezeigt. Diese dienten lediglich als Richtwerte, zur Auswahl
geeigneter Messsonden fur die jeweilige Anwendung. Im Rahmen der Experimente

wurden die individuellen Federkonstanten, experimentell durch die Thermal Tune
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Technik (Hutter und Bechhoefer, 1993) bestimmt und fur die Auswertungen der Kraft-
Distanz-Kurven und Elastizitatskarten verwendet. Die Optische Sensitivitat, d.h. der,
von der Laser Positionierung abhangige, Zusammenhang zwischen der
Messsonden-Auslenkung und des Signals auf dem optischen Sensor wurde,

wahrend des Aufpressens der Sonde auf eine harte Oberflache (Glasobjekttrager),

kalibriert.

Tab. 17: Messsonden

Messsonde: Material: Federkonstante [N/m]: Spitzenradius [nm]:
SNL-10 B Siliziumnitrid 0,12 2

SNL-10D Siliziumnitrid 0,06 2

Scan Asyst Fluid Siliziumnitrid 0,7 20

ScanAsyst Fluid + Siliziumnitrid 0,7 2

2.11 Software

Tab. 18: Software

Software: Hersteller:

ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3

Agilent 2100 Expert Software
CellQuest Pro®

Nanodrop 2000 operation software v1.6
Nanoscope Analysis v1.4

NanoScope v8.11

Office® 2010/2011

R v3.2

SigmaPlot® -SigmaStat® v10/11

Wallace 1420 Manager

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Agilent Technologies Deutschland GmbH (Waldbronn)
BD (Heidelberg)

Thermo Fisher Scientific (Karlsruhe)

Bruker (Santa Barbara, USA)

Bruker (Santa Barbara, USA)

Microsoft (Redmond, USA)

R foundation for statistical computing (Wien, Ostereich)
Systat Software GmbH (Erkrath)

Perkin-Elmer (Waltham, USA)
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2.12 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle ubrigen Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von den Herstellern:
Applichem (Darmstadt), BioRad (Munchen), Carl-Roth GmbH (Karlsruhe), Eppendorf
(Hamburg), Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz), MAST Diagnostica (Reinfeld),
MBI Fermentas (Vilnius, Litauen), Merck KG (Darmstadt), Merck Millipore (Billerica,
USA), Peqglab Biotechnologies GmbH (Erlangen), Serva Feinbiochemie GmbH & Co
(Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Die verwendeten Einweg-
Kunsstoffwaren stammten von den Herstellern: Greiner (Frickenhausen), Eppendorf
(Hamburg), Sarstedt, (Numbrecht), Sigma-Aldrich, (Steinheim) oder TTP-AG
(Trasadingen, Schweiz).
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3 Methoden

3.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Bakterien

Die Kultivierung der untersuchten Bakterienisolate in Flussigmedium erfolgte bei 37
°C und 150 UpM, in einem Multitron Schuttelinkubator (Infors, Bottmingen, Schweiz).
Die Kultur wurde dabei in Schuttelkolben, mit einem Volumen:Medien Verhaltnis von
10:1, oder alternativ in Reagenzglasern mit 3 ml Medium inkubiert. Zum Beimpfen
diente entweder eine Kultur auf Festmedium, oder alternativ eine Vorkultur in
Flussigmedium. Beim Beimpfen von Festmedium wurden wenige Kolonien mit einer
sterilen Einweg-Impfose ins Medium eingeruhrt. Beim Beimpfen aus einer Vorkultur
wurde das Medium mit Kulturbrihe entsprechend einer Optischen Dichte bei einer
Wellenlange von 600 nm (ODsggp) von 0,05 supplementiert.

Zur Kultivierung auf Festmedium wurden wenige Kolonien bzw. ein Abstrich aus
einer Kryokultur gemaR dem Prinzip eines Drei-Osen-Ausstriches auf der Platte
ausgebracht. Die Kultivierung erfolgte in der Regel Uber Nacht, auf Trypticase Soy
Agar (TSA), oder alternativ auf TSA mit 5% Schafsblut (BD, Heidelberg), bei 37 °C in
einem Hereaus B5042E Inkubator (Willi Fischer KG, Frankfurt).

Fir die Krykonservierung der verwendeten Bakterienisolate dienten Uber-Nacht
Kulturen in Flassigmedium. Dazu wurden 500 ul Kulturbrahe mit 500ul einer sterilen,
50 % Glycerin-Lésung versetzt, in Nunc® Cryo Tubes (Sigma-Aldrich, Steinheim)
uberfuhrt und bei -70 °C gelagert. Alternativ wurde zur Krykonservierung das
Cryobank™ System (MAST Diagnostica, Reinheim), gemafl den Herstellerangaben

verwendet.

3.2 Kultivierung und Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Inkulturnahme eukaryotischer Zellen aus einer Kryokultur, wurde das Kryogefaf
erst bei Raumtemperatur und anschlieBend im Wasserbad (GFL 1004, GFL,
Burgwedel) auf 37 °C erwarmt. Die Viabilitat und Zellzahl der Kultur wurde durch eine
Trypanblau-Farbung und automatisierte Zellzahlung mit einem CellCounter TC20
(BioRad, Munchen) oder einem Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen,
Darmstadt) bestimmt. Im Anschluss wurde die aufgetaute Kryokultur mit dem
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entsprechenden Zellkulturmedium, inklusive Medienzusatze (Tab. 7), vermischt und
in einem HeraCell150i Inkubator (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) bei 37 °C und
einer 5 % CO, Atmosphare weiter kultiviert.

Um Kontaminationen durch Mycoplasmen auszuschlie3end, wurden beide Zelllinien
regelmaldig im Abstand von ca. 8 Wochen mit dem Mycoplasmen-PCR-Detektions
Kit Venor® GeM (Minerva Biolabs, Berlin) gemaR den Herstellerangaben getestet.
Die anschlieliende Dokumentation erfolgte mittels Agarosegel-Elektrophorese.

Zur Subkultivierung eukaryotischer Zellen wurde ein Kultur mit einer Viabilitat < 95 %
gesplittet. Da es sich bei der Zelllinie THP-1 (zunachst) um eine Suspensions-Zellline
und bei HaCaT um eine adharente Zelllinie handelt, mussten beide Linien auf
unterschiedliche Weise kultiviert werden:

Kultivierung von THP-1:

Nach der Bestimmung der Viabilitat und Zellzahl (siehe oben), wurde die Kultur in ein
steriles 50 ml Schraubrohrchen (Greiner, Frickenhausen) uberfuhrt und fur 5 min bei
1400 g zentrifugiert (5810R, Eppendorf, Hamburg) um die Zellen zu sedimentieren.
Im Anschluss wurde das verbrauchte Zellkulturmedium im Uberstand abgenommen
und durch neues RPMI1640 (Biochrom AG, Berlin), inklusive der Medienzusatze
(Tab. 7), ersetzt. Dabei wurde die gewunschte Zellkonzentration zur Subkultivierung
(Ublicherweise 2,5 * 10°) im Medium eingestellt. Danach wurde die Zellsuspension in
bellftete 10 ml Zellkulturflaschen (Sarstedt, Numbrecht) Uberfuhrt und wie oben
beschrieben inkubiert. Die Subkultivierung erfolgte Ublicherweise alle 2-3 Tage.

Beim Assay zur Bestimmung des intrazelluldaren Uberlebens von LA-MRSA CC398
wurden die THP-1 Zellen, durch Zugabe von 10 pg/ml PMA (Sigma-Aldrich,
Steinheim) zu Makrophagen ausdifferenziert. Dadurch adharierten diese am Boden
des Kulturgefalles. Die Induktion mit PMA erfolgte beim Aussaen der THP-1 Zellen in
24-Well-Platten (TPP-AG, Trasadingen, Schweiz), am Vortag des Assays. Das
weitere Vorgehen wird bei der Methodenbeschreibung des Assays erklart (Abschnitt
3.6).

Kultivierung von HaCaT:

Die Kultivierung der adharenten Zelllinie HaCaT erfolgte in Kulturschalen mit 95 mm
Durchmesser (TPP-AG, Trasadingen, Schweiz). Das Splitten erfolgte in der Regel,
sobald die Zellen eine konfluente bzw. subkonfluente Monolage am Boden der
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Kulturschale gebildet hatten. Dazu wurden die Zellen zunachst mit 5 ml 1x PBS
gewaschen. Danach wurde die HaCaT Monolage, zu Ablosen der Zellen, mit 2 ml
Tryp-LE® Express (Invitrogen, Darmstadt) Uberschichtet und fur 15 min im Inkubator
belassen. Nach Ablauf der 15 min wurden die Kulturschale mikroskopisch hinsichtlich
einer vollstandigen bzw. nahezu vollstandigen Ablosung der Zellen, Uberpruft und die
Zellen in ein steriles 50 ml Schraubréhrchen Uberfuhrt. Im Anschluss wurde analog
zur Subkultivierung der THP-1 Zellen, die Zellzahl und Viabilitat bestimmt, die Zellen
abzentrifugiert, das verbrauchte MCDB153 Medium gegen neues Medium inklusive
Medienzusatze (Tab. 7) ausgetauscht und die gewdlnschte Zellzahl zur
Subkultivierung (iiblicherweise 2* 10°) eingestellt. Alternativ wurden beim Splitten die
Kultur im Verhaltnis 1:3 oder 1:5 verdunnt d.h. die Zellen aus einer bewachsen
Kulturschale auf 3 bzw. 5 Schalen aufgeteilt ohne die Zellzahl zu berucksichtigen.

In der Regel wurde dem MCDB153 Medium eine Penicillin-Streptomycin Ldsung
(Biochrom, Berlin) mit einer Konzentration von 100 pg/ml zugegeben (Tab. 9) um
Kontaminationen zu vermeiden. Zur Verwendung im Zellkultur-Adhasionsassay,
wurden die Zellen am Vortag des Assays in 96-Well-Platten ausgesat (Greiner,
Frickenhausen). Dabei wurde auf die Zugabe der Penicillin-Streptomycin Lésung
verzichtet. Der weitere Ablauf des Assays wird in der dazugehdrigen
Methodenbeschreibung erklart (Abschnitt 3.3).

Zur Kryokenservierung beider Zelllinien wurde, wie bereits oben beschrieben, eine
Zellzahl von 2*10° oder héher eingestellt. AnschlieBend wurden die Zellen in, auf 4
°C vortemperiertem, Einfriermedium, bestehend aus 60 % RPMI1640 bzw.
MCDB153, 30 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) aufgenommen und Uber
Nacht bei -70 °C eingefroren. Die anschlieRende Lagerung erfolgte in flussigem
Stickstoff.

3.3 Zellkultur Adhasionsassay

Zur Untersuchung der Adhasionskapazitat von S. aureus Isolaten an HaCaT-Zellen,
wurden am Vortag des Assays jeweils 50 pl einer Zellsuspension, mit 6*10° Zellen/
ml, in den Wells einer schwarzen, sterilen 96-Well-Platte mit Flachboden (Greiner,

Frickenhausen) ausgesat. Zur Mikroskopischen Kontrolle wurde dieselbe
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Zellsuspension parallel in einigen Wells einer klaren, sterilen 96-Well-Platte mit
Flachboden ausgebracht. Demnach wurden pro Well 3*10* Zellen ausgesét, was in
der Regel ausreichte um uber Nacht eine konfluente Monolage am Boden des Wells
bilden zu koénnen. Am Tag des Assays wurden Flussigkulturen der zu
untersuchenden Isolate in 3 ml TSB in Reagenzglasern angelegt und fur 3 h wie
bereits oben beschrieben inkubiert. Zum Beimpfen dienten 20 ul Kulturbrihe einer
Ubernachtkultur des jeweiligen Isolates in TSB. Das entsprach in der Regel einer
ODegoo von 0,05 in der 3 h Kultur. Nach der 3-stindigen Inkubation wurde 1 ml
Kulturbrihe in ein 1,5 ml Rohrchen (Sarstedt, NUumbrecht) dberfihrt und fur 1 min bei
12.000 g zentrifugiert (5417R, Eppendorf, Hamburg oder Universal 32R, Hettich,
Tuttlingen), um die Bakterien zu pelletieren. Im Folgenden wurden die
Bakterienpellets durch wiederholtes zentrifugieren und resuspendieren zweimal in
1xPBS gewaschen. Um die spatere Detektion der S. aureus Isolate zu ermdglichen,
wurden die Bakterien mit dem DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich, Steinheim) markiert. Dazu wurden die gewaschenen Kulturen
in 1 ml einer 1ug/ml Hoechst-Losung resuspendiert, fur 15 min bei 1000 UpM im
Heizblock (Thermoblock comfort, Eppendorf, Hamburg) inkubiert und im Anschluss
erneut dreimal mit 1xPBS gewaschen. Danach wurde die ODegoo der gefarbten
Bakteriensuspensionen bestimmt (GeneQuant pro Spectrophotometer/ GeneQuant
pro 1300 Spectrophotometer, Biochrom Berlin) und durch Verdinnen mit 1xPBS, auf
einen Faktor von 1 eingestellt.

Nachdem die Wells mit jeweils 200 yl 1xPBS und anschlieBend 200 yl MCDB153
(ohne Medienzusatze) gewaschen worden waren, wurden jeweils 50 pl der gefarbten
Bakteriensuspension in die Wells pipettiert. Dies erfolgte mit drei bzw. sechs
Wiederholungen pro Isolat. Im Anschluss wurde die 96-Well-Platte fur 30 min bei
Zellkultur-Bedingungen inkubiert. Nach Ablauf der 30 min, wurde die Platte dreimal
mit 1xPBS gewaschen, um die nicht-adharenten Bakterien zu entfernen. Dabei
wurden jeweils 50 ul 1xPBS in den Wells belassen. Unmittelbar vor der Messung der
Fluoreszenzintensitat wurden 50 ul der gefarbten Bakteriensuspension als Referenz
in, noch leere Wells der 96-Well-Platte pipettiert. Auch dies erfolgte mit drei bzw.
sechs Wiederholungen. Als Negativkontrolle wurden 50 pyl 1xPBS, an Stelle von
Bakteriensuspension, in die Wells gegeben. Die Messung wurde mit einem Wallac
1420 Victor* Multilabel Counter (Perkin-Elmer, Waltham, USA) im Fluoreszenz-
programm (Filterpaar: 355 Kurzpass, 460 Langpass) durchgefuhrt. Dabei wurde

51



Methoden

jedes Well fur 0,1s belichtet. Bei der Auswertung wurden die Werte der
Adhasionskapazitat in Relation zur Referenz betrachtet und als Prozent der
eingesetzten Bakterienmenge angegeben. Die Werte der Negativkontrolle wurden
dabei als Hintergrund von allen anderen Werten subtrahiert.

In Versuchsteil 4.1.6 wurde die Adhasionskapazitat an HaCaT Zellen bei
verschiedenen Salzkonzentrationen bestimmt, um den Einfluss des Turgordrucks auf
die Adhasionsfahigkeit von S. aureus zu untersuchen. Dazu wurden die HaCaT-
Zellen vor Beginn des Experimentes fixiert indem 50 pl einer 16 % Formaldehyd-
Lésung in jedes Well pipettiert, fir 15 Minuten inkubiert und der Uberstand aus den
Wells abgenommen wurde. Im Anschluss wurden die Wells getrocknet und vor
Versuchsbeginn mit der NaCl-Lésung der gewunschten Konzentration (0,15 mol/l
bzw. 1,5 mol/l) rekonstituiert. Danach wurde das Adhasionsassay wie oben
beschrieben durchgefuhrt, dabei wurde die NaCl-LOosung analog zu 1xPBS

verwendet.

3.4 Protein-Wirtsfaktor Adhasionsassay

Zunachst wurden, analog zur Vorgehensweise des Zellkultur Adhasionsassays, 3 h
Kulturen der zu testenden Bakterienisolate in TSB angesetzt. Parallel wurde eine
schwarze 96-Well-Platte mit Flachboden mit dem Wirtsfaktor (im Rahmen dieser
Arbeit humanes/bovines Fibronektin, humanes Fibrinogen) gecoated, indem jeweils
50 pl einer 40 pg/ml Losung in die Wells gegeben und fur 1 h inkubiert wurde. Nach
der Inkubationszeit wurden jeweils 200 pl einer 6 % Bovines Serum Albumin (BSA)
Losung in die Wells pipettiert und erneut fur 1 h inkubiert, um eine spatere,
unspezifische Adhasion der Bakterien an das Plastik der 96-Well-Platte zu blocken.
Im Anschluss an das Blocken, wurden die Wells dreimal mit je 200 pyl 1xPBS
gewaschen um uberschussigen gelosten Wirtsfaktor und BSA zu entfernen. Dabei
wurden jeweils 50 yl 1xPBS in den Wells belassen.

Nach der dreistindigen Kultur der Bakterien wurde je 1 ml Kulturbrihe in 1,5 ml
Roéhrchen Uberfuhrt und dreimal mit 1xPBS gewaschen. Die ODgy der
Bakteriensuspension wurde bestimmt und auf den Faktor 0,25 verdunnt. Anders als
beim Zellkultur Adhasionsassay, wurden die S. aureus Isolate nicht im Vorfeld

gefarbt, sondern es wurden 50 pl verdinnte, ungefarbte Bakteriensuspension in die
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Wells gegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Wells
dreimal mit je 200 pl 1xPBS gewaschen um nicht-adharente Bakterien zu entfernen,
dabei wurden bei jedem Waschschritt 50 yl 1xPBS in den Wells belassen. Die in den
Wells verbleibenden adharenten Bakterien wurden fixiert, indem 200 pl einer 70 %
Methanol-Losung (in H2O) zugegeben und die Platte fur 15 min inkubiert wurde.
Danach wurden die Wells erneut mit 200 pyl 1xPBS gewaschen und es wurden 50 pl
einer 1 pg/ml DAPI-L6sung (Sigma-Aldrich, Steinheim) in die Wells gegeben und flur
15 min inkubiert, um die adharenten Bakterien fluoreszent zu markieren. Vor der
Messung der Fluoreszenzintensitat wurden die Wells von neuem dreimal mit jeweils
200 pl 1xPBS gewaschen um Uberschissigen, ungebundenen Farbstoff zu
entfernen. Als Negativkontrolle dienten Wells mit 1xPBS, an Stelle von
Bakteriensuspension. Die Messung erfolgte, analog zur Vorgehensweise des
Zellkultur Adhasionsassays, mit einem Wallac 1420 Victor? Multilabel Counter, mit
dem Filterpaar: 355 Kurzpass, 460 Langpass und einer Belichtungszeit von 0,1s. Die
Ergebnisse wurden in Relativen Lichteinheiten (engl. Relative Light Units, RLU)
angegeben, die Werte der Negativkontrolle wurden dabei von allen anderen Werten
subtrahiert.

In Versuchsteil 4.1.6 wurde die Adhasionskapazitat an humanes Plasma Fibronektin
bei verschiedenen Salzkonzentrationen bestimmt um den Einfluss des Turgordrucks
auf S. aureus zu untersuchen. Dazu wurde eine 0,15 mol/l bzw. 1,5 mol/ NaCl

Losung analog zu 1xPBS eingesetzt.

3.5 Vollblut Phagozytose Assay

Zur Bestimmung der Phagozytoserate von S. aureus Isolaten durch PMN, wurden
Ubernachtkulturen in TSB verwendet. 1 ml Kulturbriihe wurde in 1,5 ml Réhrchen
Uberfiihrt, 1 min bei 12.000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 1 ml 1xPBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Bakteriensuspension
erneut zentrifugiert, in 1 ml 500 yM CFDA-SE bzw. CFSE Lo&sung (Invitrogen,
Darmstadt) aufgenommen und fur 15 min bei 37 °C im Heizblock inkubiert, um die
Bakterien zu fluoreszent zu markieren. Danach wurde die Fluoreszenz-markierte
Bakteriensuspension dreimal mit je 1 ml 1xPBS gewaschen und die ODgy wurde

bestimmt. Im Anschluss wurde eine Bakteriensuspension mit einer ODggo eingestellt
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die einer Mol von ca. 50 (Versuchsteil 4.2.1) bzw. 100 (Versuchsteil 4.3.1) in Relation
der Anzahl an PMN im Vollblut entsprach. Um die Konzentration der PMN und
anderer Immunzellen im Vollblut der Spender zu bestimmen, wurden von
Kooperationspartnern im Rahmen einer gemeinsamen Publikation (Jung et al., 2016)
Hamatogramme des verwendeten Vollbluts durchgefuhrt. Dazu kam ein XE-5000
Hamatologie-Systems (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt) nach den Protokollen
des Herstellers zum Einsatz.

Die im Vorfeld der Experimente durchgefuhrte Bestimmung der Kolonien bildenden
Einheiten (KbE) der gefarbten Bakteriensuspension zeigte, dass eine ODgoo von 1
etwa 2*10% S. aureus Zellen entspricht. Die Konzentration der Bakteriensuspension
wurde anhand der ODgoo so eingestellt, dass bei der spateren Inokulation bei jedem
der Isolate einheitlich ein Volumen von 50 ul zum Vollblut gegeben werden konnten.
Das Vollblut vom Menschen, dass im Rahmen der Experimente dieser Arbeit
verwendet wurde, stammte von insgesamt sieben gesunden Spendern beider
Geschlechter und wurde mit Hilfe des Safety-Multifly® Schlauch-Kaniilen Sets, sowie
S-Monovette® 9 ml Lithium-Heparin Blutentnahme-Réhrchen (Sarstedt, Niimbrecht)
entnommen. Das Blut vom Schwein und Pferd wurde von ortlichen Schlachthofen
bezogen und wurde, unter Verwendung derselben Blutentnahme-Rohrchen, aus der
Ohrvene bzw. Drosselvene entnommen bzw. direkt bei der Schlachtung in die
Blutentnahme-Rohrchen abgefullt. Je 1 ml antikoaguliertes Vollblut wurde in 1,5 ml
Rohrchen uberfuhrt, mit 50 pl gefarbter Bakteriensuspension inokuliert und far
insgesamt 60 min bei 37 °C und 1000 UpM inkubiert.

Parallel wurde in Polystyrol-Rundboden Rohrchen je 1 ml FACS-Lysing™ (BD,
Heidelberg) vorgelegt. Je 200 pl Proben des infizierten Vollbluts wurden nach 15 min,
30 min und 60 min in die Rundboden-Rohrchen gegeben und fur mindestens 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert um die Erythrozyten zu lysieren. Im Anschluss wurden
die infizierten und lysierten Blutproben fur 5 min bei 450 g zentrifugiert (Sigma 4K15,
Sigma-Laborzentrifugen GmbH Osterode). Der Uberstand wurde abgenommen und
200 pl FACS-Puffer wurden zu den Proben gegeben. Die Messung erfolgte mit Hilfe
eines FacsCalibur™ Durchflusszytometers (BD, Heidelberg). Dabei wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) pro Zelle der Monozyten, Lymphozyten und PMN
Fraktionen, mit einem 530 nm Bandpass Filter gemessen und dadurch die
individuelle Phagozytoserate, mit der die Fluoreszenz-gefarbten Bakterien

aufgenommen worden waren, bestimmt. Im Ergebnisteil wird lediglich die
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Phagozytoserate durch PMN dargestellt. Als Negativkontrollen dienten Nicht-
Lysiertes Vollblut, sowie lysiertes Vollblut ohne die Zugabe von Bakterien.

Der Assay wurde in den Versuchsteilen 4.21 und 4.3.1 mit anderen
Farbstoffvarianten durchgefuhrt. Wahrend bei den Experimenten des Versuchsteils
4.2.1 CFDA-SE verwendet wurde, kam bei Versuchsteil 4.3.1 CFSE zum Einsatz.
Wahrend CFDA-SE uber eine gute Membrangangigkeit verfugt und somit im Inneren
der Zelle akkumuliert wird, farbt CFSE lediglich die extrazellularen Proteine der
Bakterienzelle an. Demnach konnten bei der Farbung mit CFDA-SE verglichen mit
CFSE-Farbung insgesamt hohere Fluoreszenzsignale erwartet werden.

3.6 Assay zur Bestimmung des intrazellularen Uberlebens in Makrophagen

Zur Bestimmung des intrazellularen Uberlebens von LA-MRSA CC398 lIsolaten
wurden THP-1 Suspension Zellen, wie bereits in Abschnitt 3.2 beschrieben, mit PMA
induziert um die Ausdifferenzierung in Makrophagen bzw. Makrophagen ahnliche
Zellen herbeizufuhren (Tsuchiya et al., 1980). Am Vortag des Assays wurden 500 pl
Zellsuspension mit 1*10° Zellen/ml in einer sterilen 24-Well-Platte (TPP-AG,
Trasadingen, Schweiz) ausgeséat. Die Bestimmung des intrazellularen Uberlebens
erfolgte in Duplikaten. Aul3erdem wurde fur jedes Isolat bzw. fur jeden Zeitpunkt der
Probenahme ein weiteres Well, zur Bestimmung der Zellzahl der Makrophagen
eingeplant. Zur Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat der Makrophagen, wurden die
Wells mit 500 uyl 1xPBS gewaschen, 200 pl Tryp-LE® Express wurden zugegeben
und 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 800 ul RPMI1640 inklusive 10 %
FCS zugegeben und die Zellzahl wurde, wie bereits im Abschnitt 3.2 beschrieben,
mit einem automatisierten CellCounter bestimmt.

Am Versuchstag wurde das Medium der 24-Well-Platte abgenommen. Die Wells
wurden mit je 500 pl 1xPBS gewaschen und 500 yl neues RPMI1640, inklusive
Medienzusatze, wurde in die Wells pipettiert. Im Experiment kamen 3 h alte S.
aureus Kulturen in TSB zum Einsatz, die, wie bereits im Abschnitt 3.3 beschrieben,
aus einer Ubernachtkultur angeimpft wurden. Nach der Messung der ODgo wurde
die Bakteriensuspension so verdunnt, dass sie mit einer Mol von 30 und in einem fur
jedes Isolat einheitlichen Volumen von 50 ul pro Well zu den Makrophagen gegeben

werden konnten. Parallel zur Inokulation wurden die KbE einer Verdinnungsreihe
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der eingesetzten Bakteriensuspension bestimmt, indem 100 pl auf TSA ausplattiert
und am nachsten Tag ausgezahlt wurden. Vor der Zugabe der Bakteriensuspension
wurden die Bakterienzellen durch eine Sonifizierung von 10 s bei 50 W vereinzelt
(Labsonic 1510 Ultraschallsonde, B. Braun Melsung AG, Melsung). Nach der
Inokulation wurde die 24-Well-Platte fir 5 min bei 1000 g zentrifugiert, um die
Bakterienzellen mit den Makrophagen in Kontakt zu bringen und fir 60 min bei
Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde dem Medium
Gentamicin (Merck, Darmstadt) und Lysostaphin (Genmedics, Reutlingen) mit einer
Konzentration von 100 pg/ml bzw. 20 pg/ml zugesetzt, um Bakterien, die nicht von
den Makrophagen aufgenommen worden waren, abzutoten.

Bei den Probenahmen wurden die Wells mit 500 ul 1xPBS gewaschen und fur 60
min  mit frischem RPMI1640 mit Gentamicin und Lysostaphin  bei
Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach der Inkubation wurde die 24-Well-Platte
geschwenkt und 100 pl des Uberstandes wurden entnommen und mittels KbE-
Bestimmung auf eine vollstandige Abtotung der extrazellularen Bakterien im
Antibiotika-haltigen Kulturmedium hin uberpruft. AnschlieRend wurden die Wells
erneut mit 500 pl 1xPBS gewaschen, 200 pl Tryp-LE® Express wurden zugegeben
und 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 800 pl RPMI1640 inklusive
Medienzusatze in die Wells pipettiert und dabei der Boden und Wande der Wells mit
dem Medium gespult um eine vollstandige Ablosung der infizierten Makrophagen zu
gewabhrleisten. Die abgeloste Zellsuspension wurde in 1,5 ml Rohrchen uberfuhrt, die
Makrophagen durch eine Sonifizierung (2x 10 s bei 50 W) aufgeschlossen und die
Zahl der aus dem Makrophagen-Lysat ruckgewonnenen Bakterien, durch eine KbE-
Bestimmung einer Verdunnungsreihe des Lysats, ermittelt.

Die erste Probenahme erfolgte direkt im Anschluss der Gentamycin und Lysostaphin-
Behandlung, zur Bestimmung der Aufnahmerate zu Beginn des Experimentes.
Weitere Probenahmen wurden nach 2, 4, 6, 14 und 23 h, zur Bestimmung der
intrazelluldren Uberlebensrate durchgefiihrt. Bei jeder Probenahme wurden die
Zellzahl und Viabilitat der Makrophagen, wie bereits oben beschrieben, Uberpruft. Die
Zellzahl lag konstant bei ca. 4*10° Makrophagen/Well; die Viabilitdt lag bei
mindestens 87 % lebender Zellen.
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3.7 Bestimmung der Hamolyseaktivitat von S.aureus Kulturuiberstanden

Die Bestimmung der Hamolyseaktivitat wurde, gemaf der von Nilsson und Kollegen
beschriebenen Methode, durchgefiihrt (1999). Dazu wurden Ubernachtkulturen der
S. aureus Isolate in TSB verwendet. Die ODgoo der Kulturbrihe wurde bestimmt und
mit frischem TSB auf einen Faktor von 10 eingestellt und sterilfiltriert (Porengrofle
des Filters 0,2 pym). Von der sterilfiltrierten Kulturbrihe der zu testenden Stamme,
wurden jeweils 100 pl in die Reihe 1 einer klaren, sterilen 96-Well-Platte mit
Rundboden pipettiert und anschlielfend durch serielle Verdunnungen mit je 100 pl
0,9 % NaCl Loésung bis zu Reihe 12 der Platte verdunnt. Dadurch entstanden
Kulturiberstand-Verdinnungsstufen von 2 bis 2048.

In einem nachsten Schritt wurden 250 ul Vollblut vom Menschen, Pferd oder Schwein
fur 5 min bei 4000 g zentrifugiert um das Plasma und die Erythrozyten zu trennen
(zur Entnahme und Quelle des Vollbluts; vergl. Abschnitt 3.5). Anschlieliend wurde
das Plasma verworfen und das Erythrozyten-Pellet mehrfach mit 1 ml 0,9 % NacCl
Losung gewaschen bis der Uberstand klar war und keine Farbungen mehr, durch
Reste des gelblich bis orangenen Plasmas, zu erkennen waren. In der Regel wurde
das Pellet drei- bis funfmal gewaschen. Danach wurde die Erythrozyten-Suspension
um den Faktor 1:10 mit 0,9 % NaCl Losung verdinnt und jeweils 100 pyl wurden in
die Wells mit verdunntem, bakteriellen Kulturiberstand gegeben. Je nach
individueller Hamolyseaktivitat des Kulturiberstandes, wurden die Erythrozyten bei
einer unterschiedlichen Verduinnungsstufe lysiert. Dies fuhrte dazu, dass die Wells
der entsprechenden Verdunnungsstufe klar wurden. Die Erythrozyten einer hoheren
Verdunnungsstufe blieben intakt, sammelten sich am Grund des Rundboden der
Wells und waren dort als Pellet zu erkennen. Somit konnten der Hamolysetiter
anhand der Erythrozyten-Pellets ausgezahlt werden. Der CAMP Test (Christie,
Atkins, Munch-Petersen) wurde nach Christie et al., 1944, in Kokultur mit
Streptococcus agalactiae durchgefuhrt. S. aureus B-Hamolysin fuhrt, in Verbindung
mit dem Hamolysemuster von S. agalactiae, zu vollstandigen Hamolysehofen auf
Blutagar. Dadurch koénnen [(-Hamolysin produzierende S. aureus Isolate
nachgewiesen werden. Die entstandenen Hofe mit vollstandiger/nicht vollstandiger
Hamolyse wurden photographisch dokumentiert.
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3.8 Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie
3.8.1 Adhasionskraft-Spektroskopie mit humanem Fibronektin

Die Adhasionskraft-Spektroskopie wurde mit Hilfe eines BioScope Catalyst
Rasterkraftmikroskop-Systems,  aufgebaut auf einem Leica DMI4000B
Fluoreszenzmikroskop (Bruker, Santa Barbara, USA/ Leica, Wetzlar) durchgefuhrt.
Zur Funktionalisierung der verwendeten SNL-10 B Messsonden (Bruker AFM
Probes, Camillo, USA), wurden diese zunachst fur 15 min in einem UV/Ozone Pro
Cleaner™ (BioForce Nanosciences, Ames, USA) gereinigt und danach mit Hilfe
eines Sputter Coater S150B (Edwards, Sussex, UK) mit einer 10 nm dicken Lage
aus Chrom und anschlief3end einer 60 nm dicken Goldlage beschichtet. Unmittelbar
nach der Beschichtung wurden die Messsonden fur 60 min in einen Tropfen 10 ug/ml
Fibronektin-Losung (in H20) eingelegt und anschlieRend dreimal mit H,O gespdilt.
Die funktionalisierten Messsonden wurden fur weniger als 32 h in H,O gelagert oder
unmittelbar verwendet.

Zur Herstellung der Bakteriensubstrate wurden 3 h Kulturen in TSB verwendet, die
wie bereits in Abschnitt 3.3 beschrieben, aus Ubernachtkulturen beimpft wurden.
Nach Ablauf der 3 h wurde 1 ml Kulturbrihe in ein 1,5 ml Rohrchen uberfuhrt, 1 min
bei 12.000 g zentrifugiert und dreimal mit jeweils 1 ml 1xPBS gewaschen.
Anschlielend wurde die ODgpo bestimmt und auf einen Faktor von 2 eingestellt.
Parallel wurden Glasobjekttrager mit H,O und 70 % Ethanol-Lésung gereinigt, und
unter einem schwachen N2 Fluss, bzw. mit staubarmen Papiertlichern (Kimwipes®,
Kimberly-Clark, Irving, USA) getrocknet. Danach wurden 30 pl Dopamin-Tris Puffer
auf den gereinigten Objekttrager pipettiert und im Inneren einer Staubfreien
Petrischale fur 30 min bei 37 °C inkubiert um einen Dopamin-Tris-Klebepunkt zu
erzeugen. Im Anschluss wurde der Klebepunkt dreimal mit jeweils 50 yl 1xPBS
gewaschen, 30 pl der Bakteriensuspension wurden auf den Klebepunkt pipettiert,
erneut fur 30 min bei 37 °C inkubiert und weitere dreimal mit 1XxPBS gewaschen um
nicht-gebundene Bakterien zu entfernen.

Die Messungen fanden in 1xPBS, mit einer Auslosekraft von 1 nN statt. Wahrend der
Experimente fur Versuchsteil 4.1.3, wurden insgesamt acht LA-MRSA CC398 Isolate
charakterisiert. Diese waren durch mindestens sechs einzelne Zellen pro Isolat

vertreten. Insgesamt wurden 1154 Kraft-Distanz-Kurven, mit einem Minimum von 22
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Kurven pro Zelle, gemessen. Dabei kamen insgesamt neun funktionalisierte
Messsonden zum Einsatz, die jeweils zur Charakterisierung mehrere Isolate
verwendet wurden. Um eine Degradierung der Fibronektin-Funktionalisierung
auszuschlief3en, wurden die erste und letzte Messreihe einer Sonde auf demselben
Isolat durchgefuhrt und anschlieRend verglichen. Gab es Abweichungen musste von
einer Degradierung wahrend der Messungen ausgegangen werden und die
gemessenen Kraft-Distanz-Kurven wurden verworfen.

Die Auswertungen wurde mit der Nanoscope Analysis v1.4 Software (Bruker, Santa
Barbara, USA) durchgefuhrt. Dabei wurde die Differenz zwischen dem grofiten
Adhasionspeak der sagezahnfoérmigen Ruckziehphase der Kurve und der Basislinie

berechnet und als Maximaladhasion betrachtet.

3.8.2 Elastizitats-Mapping von S. aureus Isolaten

Um den Elastizitdtsmodulus nach Derjaguin-Muller und Toporov (DMT-Modulus)
(Maugis, 1992) der S. aureus lIsolate zu bestimmen, wurden 3 h Kulturen in TSB
verwendet. Zunachst wurde 1 ml Kulturbrihe in ein 1,5 ml Réhrchen Uberfuhrt und
mit 1 ml NaCl-L6sung einer Konzentration von 0,15 mol/l bzw. 1,5 mol/l gewaschen.
Danach wurde die ODgoo der Bakteriensuspension bestimmt und auf einen Faktor
von 2 eingestellt. AnschlieBend wurde 1 ml der Suspension in ein 15 ml
Schraubrohrchen (Greiner, Frickenhausen) uberfuhrt und mit 3 ml NaCl-Lésung
verdunnt. In einem nachsten Schritt wurde die verdlinnte Bakteriensuspension durch
eine Polycarbonat-Membran mit einer Porengréf3e von 1,2 um (Isopore™, Millipore,
Billerica, USA) gefiltert um einzelne S. aureus Zellen in den Membranporen zu
immobilisieren. Nach dem Filtern wurde die Membran beidseitig mit NaCl-Losung
gespult, invertiert und mit einem doppelseitigen Klebestreifen auf einen Objekttrager
geklebt. Zur weiteren Fixierung wurde ein ca. 5 x 5 mm Fenster in einen weiteren
Klebestreifen geschnitten und dieser auf die Membran geklebt. Im Anschluss wurde
ein Silikonstreifen mit Reaktionskammer (UltraGAPS™, Sigma-Aldrich, Steinheim)
auf den Objekttrager gesetzt, sodass Uber dem offenen Stuck der Polycarbonat-
Membran mit immobilisierten S. aureus Zellen eine Silikonkammer entstand, die mit
400 pl NaCl-Losung gefullt werden konnte und die fur die Messsonde zuganglich

war.
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Das Elastizitats-Mapping wurde mit Hilfe eines BioScope Catalyst
Rasterkraftmikroskop-Systems,  aufgebaut auf einem Leica  DMI4000B
Fluoreszenzmikroskop durchgefuhrt. Dabei wurden ScanAsyst Fluid bzw. ScanAsyst
Fluid+ Messsonden (Bruker AFM Probes, Camillo, USA) verwendet. Die Messungen
erfolgten im PeakForce QNM® Modus (Berquand, 2011) mit einer Scanrate von 0,5
Hz, einer Auflosung von 256 Samples/Linien bei einer Messfrequenz von 1 Hz und
einer Auslosekraft von 1 nN bzw. 5 nN. Fir die Datenauswertungen wurde die
Nanoscope Analysis v1.4 Software (Bruker, Santa Barbara, USA) genutzt. Das
Hohenprofil wurde mit der gemessene Elastizitatskarte Uberlagert und graphisch
dargestellt. Die DMT Moduli einzelner Zellen wurden in einem apikal auf der
Bakterienzelle positionierten 300 x 300 nm Quadrat bestimmt. Fur Versuchsteil 4.1.6
wurden insgesamt 182 Zellen, mit einem Minimum an 9 Zellen pro Isolat/Bedingung,

untersucht.

3.9 Molekularbiologische Methoden
3.9.1 Isolierung genomischer DNA aus S. aureus

Zur Isolierung genomischer DNA wurden zunéchst S. aureus Ubernachtkulturen auf
TSA angelegt. Die anschliellende Aufreinigung erfolgte automatisiert, mit Hilfe des
Maxwell® MDx 16 Instrumentes sowie des Maxwell®16 Buccal Swab DNA

Aufreinigungs-Kits (Promega Madison, USA), nach Angaben des Herstellers.

3.9.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der DNA und RNA Konzentration erfolgte mittels Nanodrop 2000
UV Spektrometer in Verbindung mit der Nanodrop Operation software v1.6 (Thermo

Fisher Scientific, Karlsruhe).
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3.9.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Vor der Sequenzierung von fnbA und B, mussten die Gensequenzen mittels PCR
amplifiziert werden. Dazu kam der Thermocycler GeneAmp PCR 9700 (Applied
Biosystems, Darmstadt) sowie das FastStart High Fidelity PCR System (Roche,
Mannheim) nach den Protokollen des Herstellers zum Einsatz. Die Tabellen 19 und
20 zeigen exemplarisch das Thermocycler-Programm bzw. den verwendeten PCR-
Ansatz. Die Elongationszeit wurde dabei der Lange des zu erwartenden PCR-
Produktes angepasst (ca. 1 min / kb). Die Annealing-Temperatur wurde ebenfalls
variiert und lag in der Regel 5 °C unterhalb der, vom Hersteller der Primer
angegebenen Schmelztemperatur. Die anschliefende Aufreinigung wurde mit dem
QiaQuick® PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt.

Die Mycoplasmen Testung, mit Hilfe des Mycoplasmen-PCR-Detektions Kit Venor®
GeM erfolgte, wie vom Hersteller vorgesehen, mit den mitgelieferten Random-

Primern.

Tab. 19: Thermocycler-Programm PCR

Schritt: Temperatur [°C]: Dauer:
Initiale Denanaturierung 95 5 min
32 Zyklen:

Denaturierung 95 30s
Annealing variabel 30s
Elongation 72 variabel
Finale Elongation 72 5 min

Tab. 20: PCR-Ansatz, exemplarisch fur 1 Probe

Komponente: Konzentration [ul]:
10x FastStart High Fidelity Reaktionspuffer 2,5

Nucleotid Mix (10 mM) 1

Primer forward (10 pmol/ul) 2

Primer reverse (10 pmol/pl) 2

genomische DNA (i.d.R. 100-250 ng/pl) 1

FastStart High Fidelity Enzyme Blend (5 u/pl) 0,5

H.0 ad 25
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3.9.4 Agarosegel Elektrophorese

Die Agarosegel Elektrophorese kam zum Einsatz, um die Ergebnisse der
Mycoplasmen Testung zu dokumentieren. Dazu wurde ein 1 % Agarosegel in
0,5xTBE-Puffer hergestellt (Biozym, Oldendorf). Zur spateren Visualisierung der
Proben auf dem Agarosegel wurde der 6x Loading Dye mit SYBR® Gold Nucleic Acid
Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) im Verhaltnis 10 000:1 gemischt. In
der Regel wurden 5 pl Probe mit 1 pl 6x Loading Dye vermischt und auf das
Agarosegel geladen. Die Elektrophorese erfolgte in einer Elektrophorese-Kammer
von Keutz Labortechnik (Reiskirchen) in 0,5xTBE-Puffer, bei einer Spannung von
100 V fur ca. 30 min. Als Spannungsgeber diente dabei ein Elektrophoresis Power
Supply (Bio-Rad, Muinchen). Als GroRenstandard wurde der 1kb DNA-Ladder

(Invitrogen, Darmstadt) verwendet.

3.9.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde bei der 4baselab GmbH (Reutlingen)
durchgefuhrt.

3.9.6 Isolierung der Gesamt-RNA aus S. aureus Isolaten

Fur die Arbeiten mit RNA wurden RNAse-freie Plastikwaren und Pipettenspitzen mit
Filtern verwendet. Zum Ansetzten der verwendeten Puffer und Losungen wurde H2O
LiChrosolv® bzw. Ethanol absolut (GC-grade) verwendet und soweit moglich, wurden
die Arbeitsschritte auf Eis durchgefuhrt. Vor Beginn der Arbeiten wurde die
Laborbank, Rohrchen-Stander und Oberflachen der Pipetten mit RNase-Exitus
Plus™ (VWR, Darmstadt) gereinigt.

Zur |Isolierung der Gesamt-RNA wurden zunachst 3 h Kulturen von S. aureus in 10
ml TSB im Schiittelkolben angeimpft. Dies erfolgte aus TSB Ubernachtkulturen mit
einer ODgoo von 0,05. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden jeweils 1 ml
Kulturbrihe in ein 2 ml-Rdéhrchen dberfuhrt, mit 500 pl 10 mM NaNj; Puffer
supplemetiert und gemischt. Im Anschluss wurden die 2 mI-Rohrchen fur 15 min, bei
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16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien-
Pellets wurden in 100 ul TE-Puffer resuspendiert oder alternativ, bis zur weiteren
Aufreinigung, bei -70 °C gelagert.

Die anschlieRende Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin®
RNA Il Mini Kits (Machery-Nagel, Duren), gemaly dem Protokoll des Herstellers.
Dabei diente die Lysing Matrix B (MP Biomedicals, Eschwege) im Ribolyser FastPrep
FP120 (ThermoSavant, Heidelberg), mit 2 Laufen zu je 30 s und
Geschwindigkeitsstufe 6.0, dem Aufschluss der Bakterien.

Die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA wurde, wie bereits im Abschnitt 3.9.2
beschrieben, mit einem Nanodrop 2000 UV Spektrometer bestimmit.

Das NucIeoSpin® RNA 1l Protokoll sieht einem Arbeitsschritt zum Verdau der DNA
vor. Zusatzlich wurde, nach der Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung, ein
zweiter DNAse Verdau mit Hilfe des Turbo-DNA free™ Kits (Ambion, Woodward
Austin, USA), nach der Anleitung des Herstellers angeschlossen.

Um die RNA-Integritat zu Uberprifen kam nach Abschluss der Isolierung und
Aufreinigung eine Bioanalyzer 2100, unter Verwendung des Agilent RNA 6000 Nano
Kits (Agilent Technologies, Deutschland GmbH & Co. KG, Waldbronn) zum Einsatz.

3.9.7 Reverse Transkription von RNA

Vor der gPCR mussten die RNA Proben, aus Grinden der Thermostabilitat, in die
komplementare cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurde das High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt), nach dem Protokoll des
Herstellers verwendet. Um die RNA wahrend der Umschreibung vor der
Degradierung zu schiitzen, wurde dem Ansatz RNaseOUT® (Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe) zugesetzt. Tabelle 21 zeigt exemplarisch den Ansatz zur
Umschreibung von 1 Probe. Die Umschreibung erfolgte im Thermocycler. Das
verwendete Programm wird in Tabelle 22 dargestellt. Nach der Umschreibung wurde

die cDNA auf eine Konzentration von 1 ng/ul verdinnt und bei -20 °C gelagert.
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Tab. 21: RT Ansatz zur Umschreibung in cDNA, exemplarisch fiir 1 Probe

Komponente: Konzentration [ul]:
10x High Capacity RT buffer 3

dNTP Mix (100 mM) 1,2

10x High Capacity Random Primer Mix 3

MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,5

RNaseOut™ (2 u/pl) 0,38
Gesamt-RNA variabel

H,O ad 30

Tab. 22: Thermocycler-Programm Reverse Transkription von RNA

Schritt: Temperatur [°C]: Dauer [min]:
1 25 10

2 37 120

3 85 5

4 4 o0

3.9.8 Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Die qPCR dient der Quantifizierung des Transkriptionsniveaus einzelner Gene. Dabei
ermoglicht die exponentielle Vervielfaltigung wahrend der gPCR den Nachweis auch
kleiner Ausgangsmengen eines Transkriptes, bzw. die Auflosung geringer
Transkriptionsunterschiede. Im Rahmen dieser Arbeit kam der ABI PRISM 7000
Thermocycler, in Verbindung mit der zugehdrigen Software ABlI PRISM® 7000 SDS
1.2.3 (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe) zum Einsatz. Fur die qPCR Ansatze
wurde der Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt)
verwendet. Die Quantifizierung erfolgte demnach anhand der Fluoreszenzintensitat
dieses, in doppelstrangige DNA interkalierenden, Farbstoffs wahrend des
Elongationsschritts. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Menge neu-
synthetisierter DNA, welche wiederum von der Ausgangsmenge des betrachteten
Transkriptes abhangt.

Die qPCR wurden im 25 pl Ansatz durchgefuhrt. Dabei wurde das spezifische
Primerpaar einheitlich im Konzentrationsverhaltnis 300 nM / 300 nM eingesetzt und
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die Ansatze enthielten stets 2,5 pg umgeschriebene cDNA. Tabelle 23 zeigt

exemplarisch einen gPCR Ansatz fur eine Probe.

Tab. 23: qPCR Ansatz, exemplarisch fur eine Probe

Komponente: Konzentration [ul]:
Power SYBR® Green PCR Master Mix 2x 12,5

Primer forward (300 nM) 1,5

Primer reverse (300 nM) 1,5

cDNA Template (1 ng/pl) 25

Die Messung erfolgte in MicroAmp® Optical 96-Well-Platten (Applied Biosystems,
Darmstadt). Tabelle 24 zeigt das verwendete qPCR Programm.

Tab. 24: Thermocycler-Programm gqPCR

Schritt: Temperatur [°C]: Dauer:
Initiale Denaturierung 95 10 min
40 Zyklen: 95 15s
Denaturierung 60 1 min

Annealing und Elongation

Schmelzkurve: 95 15s
60 20s
95 15s

Nach dem gqPCR Lauf, diente die Analyse der Schmelzkurven dazu, die Spezifitat der
Amplifikate zu Uberpriufen. Die Auswertung der qPCR Ergebnisse erfolgte anhand
des Cr-Wertes (engl. cycle treshold). Der Cr-Wert gibt den qPCR Zyklus an, bei dem
das Fluoreszenzsignal der exponentielle Vervielfaltigung eines Amplifikats einen
bestimmten Schwellenwert Uberschreitet. Somit zeigen geringe Cr-Werte eine grolde
Ausgangsmenge Transkript an, wahrend hohe Cy-Werte auf eine kleine
Ausgangsmenge eines Transkriptes hindeuten.

Die Auswertung erfolgte in Relation zur Transkription des Topoisomerase I
codierenden und konstitutiv exprimierten Haushaltsgens gyrB. Dies diente der
Normalisierung etwaiger Transkriptionsunterschiede, die lediglich auf einem
starkeren/schwachen Stoffwechsel der Isolate bzw. auf Pipettierungenauigkeiten
beim Einsetzen der cDNA beruhen. Dazu wurde der Ct-Werte von gyrB vom Wert
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des zu untersuchenden Zielgens subtrahiert. Als Gegenoperation der exponentiellen
Vervielfaltigung wahrend der qPCR, wurde der erhaltene ACt-Wert als negativer
Exponent von 2 eingesetzt (2°7), um so die n-fache Transkription des Zielgens

relativ zu gyrB zu bestimmen.

3.10 Statistische Analysen und graphische Darstellung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit den Programmen SigmaStat® 11
(Systat Software GmbH, Erkrath) und R v3.2 (R foundation for statistical computing
Wien, Ostereich) durchgefiihrt. Je nachdem ob der Datensatz normalverteilt war oder
nicht, wurde ein t-Test oder ein Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Fir die anschlieBende graphische Darstellung wurden die Programme Sigmaplot® 10
und 11 (Systat Software GmbH, Erkrath) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der S. aureus Wirtsadhasion
4.1.1 Adhasionskapazitat an humane Keratinozyten

Keratinozyten stellen den vorherrschenden Zelltyp in der Epidermis von S&ugetieren
dar. Daruber hinaus sind sie, durch ihre Migrationsfahigkeit, in der Wundheilung von
zentraler Bedeutung (Alberts, 2002). Als Erreger von Hautinfektionen und
persistierender Wunden ist die Adhasion an Keratinozyten fur S. aureus ein wichtiger
Virulenzmechanismus. Eine Studie von Uhlemann und Kollegen beschreibt fur zehn
Nutztier-assoziierte S. aureus CC398 Isolate aus der Region Manhattan, USA, eine
geringere Adhasion, verglichen mit Nutztier-unabhangigen S. aureus CC398 Isolaten
des spa Typs 571 (Uhlemann et al., 2012). Untersuchungen einer groReren,
reprasentativen Auswahl an Isolaten, die in europaischen Schweine-haltenden
Betrieben zirkulieren und konstant auf den Menschen Ubertragen werden fehlen
bislang. Um Einblicke in die Adhasionskapazitat der in Europa verbreiteten CC398
Linien zu gewinnen, wurde ein Set von 26 LA-MRSA CC398 Isolaten, die vom
Menschen bzw. Schwein isoliert wurden (Tab. 1), in einem Zellkulturmodell mit
humanen Keratinozyten getestet und mit jeweils 9 humanadaptierten CA-MRSA und
HA-MRSA Isolate (Abb. 5).
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Abb. 5: Adhasionskapazitat von 44 MRSA Isolaten an humane Keratinozyten.

Fluoreszenz-gefarbte Bakterien wurden mit humanen Keratinozyten (HaCaT)
koinkubiert, nicht adharente Bakterien wurden durch Waschen entfernt und
adharente Bakterien wurden anhand ihrer Fluoreszenzintensitat relativ. zum
eingesetzten Inokulum quantifiziert. Dargestellt werden LA-MRSA CC398 (n = 26),
CA-MRSA (n = 9) und HA-MRSA (n = 9), wobei die LA-MRSA CC398 Isolate in die
drei am haufigsten vorkommenden spa Typen unterteilt werden. Die Daten
reprasentieren mindestens sechs unabhangige Wiederholungen (Box: Median mit
Interquartilsabstand, Antennen: 10 % und 90 % des Datenbereiches, *, p < 0,05; **, p
<0,01).

Es zeigte sich, dass alle getesteten Isolate dazu in der Lage waren an humane
Keratinozyten zu adharieren. Allerdings zeigten die LA-MRSA CC398 eine deutlich
geringere Adhasionskapazitat als die CA-MRSA und HA-MRSA Isolate. Bei der
getrennten Betrachtung einzelner LA-MRSA CC398 Subgruppen, den spa Typen,
wurden weitere Unterschiede deutlich. Verglichen mit Isolaten der spa Typen t011
und 1034 zeigten Isolate des spa Types 108 eine deutlich hohere
Adhasionskapazitat. Diese lag in einer ahnlichen GroRenordnung wie die
Adhasionskapazitaten der humanadaptierten CA-MRSA und HA-MRSA Isolate. Die

Ergebnisse weisen auf eine insgesamt niedrige Adhasionsfahigkeit der CC398 Linie
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hin, deuten allerdings auch eine Heterogenitdt der Adhasionseigenschaften
bezuglich epidemiologischer Subgruppen dieser Linie an. Wirtsspezifische
Unterschiede in der Adhasionskapazitat, in Hinblick auf die Isolatquelle (Mensch oder
Schwein) wurden nicht gefunden.

4.1.2 Adhasionskapazitat an humanes/bovines Plasma-Fibronektin

Fibronektin ist ein Glykoprotein, das Teil der extrazellularen Matrix von Fibroblasten,
Endothelzellen und Makrophagen ist oder als I6sliche Variante ins Blutplasma von
Saugetieren ausgeschuttet wird. Als lo6sliche Variante ist es, als so genanntes
Plasma-Fibronektin, neben Fibrinogen bei der Blutgerinnung und Bildung von Fibrin-
Gerinnsel beteiligt (Alberts, 2002). Aul3erdem ist es dazu in der Lage, Keratinozyten
und Fibroblasten zu binden und so zu Wundheilungsprozessen beizutragen. Sowohl
als Matrixprotein, als auch in Wunden stellt Fibronektin einen potentieller Wirtsfaktor
zu Adhasion von S. aureus dar (Heilmann, 2011). Auch bei der Adhasion auf, im
Korperinneren befindlicher Medizinprodukte (Katheter, Implantate), spielt Fibronektin
eine wichtige Rolle, da dieses Wirtsprotein, wie auch andere adhasive
Serumproteine, die in den Korper eingebrachten artifiziellen Oberflachen innerhalb
kirzester Zeit beschichten und damit S. aureus eine Moglichkeit zur Adhasion und
potentiellen Biofilmbildung bieten (Edmiston et al., 2006; Petrelli et al., 2008; Wagner
et al., 2011).

Um die Adhasionskapazitat an Fibronektin von S. aureus CC398 zu bestimmen,
wurde dasselbe Set aus 44 MRSA Isolaten, bestehen aus 26 LA-MRSA, 9 CA-MRSA
und 9 HA-MRSA Isolaten eingesetzt, welches bereits bei der Bestimmung der
Adhasionskapazitat an humane Keratinozyten verwendet wurde (Tab. 1). Die Isolate
wurden in einem Adhasionsassay mit immobilisiertem, humanem oder bovinem

Plasma Fibronektin eingesetzt (Abb. 6).
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Abb. 6: Adhasionskapazitat von 44 MRSA Isolaten an humanes/bovines
Plasma-Fibronektin.

Fluoreszenz-gefarbte Bakterien wurden mit immobilisiertem Plasma-Fibronektin
koinkubiert, nicht adharente Bakterien wurden durch Waschen entfernt und
adharente Bakterien wurden anhand ihrer Fluoreszenzintensitat in RLU quantifiziert.
Dargestellt wird die Adhasion von LA-MRSA CC398 (n = 26), CA-MRSA (n = 9) und
HA-MRSA (n = 9) an humanes Plasma-Fibronektin (klare Boxen) und bovines
Plasma-Fibronektin (schraffierte Boxen). Dabei wird der LA-MRSA CC398 Isolatpool
in die drei am haufigsten vorkommenden spa Typen unterteilt. Die Daten
reprasentieren mindestens sechs unabhangige Wiederholungen (Box: Median mit
Interquartilsabstand, Antennen: 10 % und 90 % des Datenbereiches, **p < 0,01).

Dabei wurde ein ahnliches Muster der Adhasionskapazitat beobachtet, wie es sich
auch bei der Adhasion an humane Keratinozyten zeigte. Insgesamt betrachtet
wiesen die getesteten LA-MRSA CC398 lIsolate eine geringere Adasionskapazitat
auf, als die CA-MRSA und HA-MRSA Isolate. Betrachtete man die, der CC398 Linie
untergeordneten, spa Typen, so wies der spa Typ t108 eine deutlich hohere
Adhasionskapazitat auf, als die Isolate der spa Typen t011 und t034 und in derselben
GroRenordnung wie CA-MRSA und HA-MRSA. Diese Ergebnisse erweitern das, fur

humane Keratinozyten gefundene Adhasionsmuster auf Strukturen, wie Blutgerinnsel
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oder Medizinprodukte, in denen Fibronektin als Wirtsfaktor involviert ist. Signifikante
Unterschiede im Adhasionsverhalten an Plasma Fibronektin aus humaner bzw.
boviner Quelle wurden hingegen nicht festgestellt. Der bioinformatische Vergleich der
Aminosauresequenzen beider Proteine zeigt eine Ubereinstimmung von ca. 82 %.
Darluber hinaus wurden, so wie bei der Adhasionskapazitdt an humane
Keratinozyten, keine Unterschiede bezuglich der Isolatquelle (Mensch oder Schwein)
beobachtet.

4.1.3 Adhasionskraft-Spektroskopie mit humanem Plasma-Fibronektin

Die Funktionalisierung von Messsonden in der Rasterkraftmikroskopie bietet unter
anderem die Moglichkeit, Adhasionskrafte wahrend der Interaktion von Proteinen
bzw. Zellen zu messen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die auftretenden
Adhasionskrafte zwischen acht LA-MRSA CC398 Isolaten und, mit humanem
Plasma-Fibronektin funktionalisierten, Messsonden untersucht (Abb. 7).
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Abb. 7: Adhasionskraft-Spektroskopie zwischen LA-MRSA CC398 Isolaten und
humanem Plasma-Fibronektin.

Die Adhasionskrafte wurden durch Kraftspektroskopie zwischen, mit Plasma-
Fibronektin funktionalisierten, Messsonden und lebenden, auf einem Objekttrager
immobilisierten Bakterien bestimmt. Als Fixativ diente eine Dopamin Hydrochlorid-
Tris Losung. (A) Haufigkeit der auftretenden Adhasionskrafte von acht LA-MRSA
CC398 Isolaten, der spa Typen t011, t034 und t108. Die entsprechenden
Adhasionskapazitaten in RLU der Isolate (vergl. Abb. 6) werden mit den auftretenden
Adhasionskraften verglichen. (B), (C) Exemplarische Kraft-Distanz-Kurven
gemessen auf dem Fixativ und Isolat 1714. Die Annahrungsphase der Messsonde
wird in blau und die Ruckziehphase in rot dargestellt. Beispiele fur Kraft-Distanz-
Kurven aller acht untersuchten LA-MRSA CC398 Isolate werden im Anhang gegeben
(Abb. 22).
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Die getesteten LA-MRSA Isolate stellen eine Auswahl, des Sets aus 44 MRSA
Isolaten dar, mit denen zuvor in Teil 4.1.1 und 4.1.2 die Adhasionskapazitat an
humane Keratinozyten und Plasma-Fibronektin getestet wurden (Tab. 1) und
reprasentieren die spa Typen t011 (n=2), 1034 (n=2) und t108 (n=4). Dabei stammte
jeweils ein Isolat der spa Typen t011 und t034 vom Schwein und ein Isolat vom
Mensch. Bei spa Typ t108 stammten jeweils zwei Isolate vom Schwein bzw.
Menschen. Die Ergebnisse der Adhasionskraft Spektroskopie zeigten deutliche
Unterschiede zwischen den acht Isolaten. Insgesamt entspricht die Haufigkeit der,
bei der Spektroskopie auftretenden Adhasionskrafte, dem Muster der ermittelten
Adhasionskapazitaten an Plasma Fibronektin aus Versuchsteil 4.1.2. Eine Ausnahme
diesbezuglich stellten das spa Typ t108 Isolat 2121 dar, das eine, fur diesen spa Typ
ungewohnlich niedrige Adhasionskapazitat (55 RLU) aufwies, allerdings auch nur
moderat hohe Adhasionskrafte an Plasma-Fibronektin zeigte. Das spa Typ t108
Isolat 4949 stellte eine weitere Ausnahme dar, welches eine, dem spa Typ
entsprechend, hohen Adhasionskapazitat (692 RLU) aufwies, aber einer niedrigen
Adhasionskraft an Plasma-Fibronektin zeigte. Insgesamt aber konnte ein
Zusammenhang zwischen der Adhasionskapazitat der Isolate und der gemessenen
Adhasionskraft gezeigt werden.

4.1.4 Adhasionskapazitat an humanes Fibrinogen

Das Glykoprotein Fibrinogen wird im Blutplasma von Saugetieren ausgeschuttet und
ist an Blutgerinnungsprozessen beteiligt. Zum Zweck des Wundverschlusses wird
Fibrinogen durch die Wirkung von Thrombin zu Fibrin vernetzt. Der Thrombus, der
schlieBlich die Wunde verschliel3t, wird mal3geblich aus polymerisiertem Fibrin,
Thrombozyten und Erythrozyten gebildet (Alberts, 2002). Als adhasives
Serumprotein bedeckt Fibrinogen, vergleichbar mit Plasma-Fibronektin, artifizielle
Oberflachen von Medizinprodukten im Korperinneren (Katheter, Implantate)
innerhalb kurzester Zeit. Somit ist Fibrinogen ein weiterer wichtiger Wirtsfaktor der S.
aureus Adhasion und potentiellen Bildung eines Biofilmes. Abbildung 8 zeigt die
Adhasionskapazitat einer Auswahl von acht LA-MRSA CC398 Isolaten aus dem Set
aus Tabelle 1 an humanes Fibrinogen.
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Abb. 8: Adhasionskapzitat von LA-MRSA CC398 an humanes Fibrinogen.

Fluoreszenz-gefarbte Bakterien wurden mit immobilisiertem, humanem Fibrinogen
koinkubiert, nicht adharente Bakterien wurden durch Waschen entfernt und
adharente Bakterien wurden anhand ihrer Fluoreszenzintensitat in RLU quantifiziert.
Dargestellt werden acht LA-MRSA CC398 Isolate der spa Typen t011, 1034 und t108,
untersucht in sechs unabhangigen Wiederholungen (Balken: Mittelwert;
Fehlerbalken: Standardabweichung).

Die Isolate wurden gleichermal’en vom Menschen und vom Schwein isoliert und
reprasentieren die spa Typen t011 (n=2), t034 (n=2) und t108 (n=4). Die Ergebnisse
zeigen dass alle getesteten LA-MRSA CC398 Isolate ahnlich gut dazu in der Lage
waren an Fibrinogen zu adharieren. Dabei wurden weder Unterschiede bezuglich der
spa-Typen noch der Isolatquelle (Mensch oder Schwein) festgestellt. Die
Bestimmung der Adhasionskapazitat des CA-MRSA Isolates MW2 (ohne Abbildung)
zeigte, mit 854 RLU, einen Wert in derselben GrolRenordnung wie die getesteten LA-
MRSA CC398 Isolate. Im Gegensatz dazu, wies das schwach-adharente
Stapylococcus carnosus Isolat TM300 (ohne Abbildung) eine Adhasionskapazitat von
lediglich 260 RLU auf.
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4.1.5 Transkriptionsanalyse von fnbA/B, cIfA/B, asp23 und RNAIIl

Die Fnb A und B sowie die CIf A und B sind wichtige Vertreter der Gruppe der
MSCRAMMSs und vermitteln eine spezifische Adhasion von S. aureus an Fibronektin
bzw. Fibrinogen (Heilmann, 2011). Um den Einfluss auf die beobachteten
Adhasionsmuster innerhalb der CC398 Linie zu untersuchen, wurde die Transkription
der, fur diese Adhasine kodierenden Gene, bei 3 Stunden alten Flussigkulturen
(exponentielle Wachstumsphase) mittels qPCR quantifiziert. Dabei wurde die gleiche
Auswahl an Isolaten, aus spa Typ t011 (n=2), t034 (n=2) und t108 (n=4) untersucht,
welche auch bei der Bestimmung der Adhasionskapazitat an Fibrinogen, sowie der
Adhasionskraft-Spektroskopie an Plasma-Fibronektin verwendet wurde. Abbildung 9
stellt die relative Transkription der, fur die Fibronektin-bindenden Proteine fnbA und
fnbB dar.
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Abb. 9: Transkriptionsanalyse der Gene fnbA und fnpB.

Die Transkription wurde fur acht LA-MRSA CC398 Isolate der spa Typen t011, t034
und t108, mittels gPCR untersucht und relativ zum Haushaltsgen gyrB bestimmt.
Dazu wurde die Gesamt RNA in der exponentiellen Wachstumsphase nach 3h in
TSB isoliert. Dargestellt wird die Transkription von fnbA (A) sowie fnbB (B) in drei
unabhangigen RNA Isolaten in Doppelbestimmung (Balken: Mittelwert; Fehlerbalken:
Standardabweichung). Einzelne Signifikanzverhaltnisse zwischen den Isolaten
werden tabellarisch im Anhang dargestellt (Tab 26 und Tab 27).
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Isolate des spa Typs t108 zeigten eine zum Teil massiv hohere Transkription der
beiden Adhasine, als Isolate der spa Typen t011 und t034. Daruber hinaus wies
Isolat 5191 (spa Typ t011) eine hohere fnbA Transkrption auf, als die ubrigen spa
Typ t011 und t034 Isolate (Abb. 9 A). Aullerdem zeigten die spa Typ t108 Isolate
4949 und 4969, die vom Menschen isoliert wurden, eine fnbB Expression, welche die
Expression der t108 Isolate 2121 und 0435, die vom Schwein stammten, noch
uberstieg. (Abb. 9 B). Die DNA-Sequenzierung von fnbA und fnbB machte jedoch
deutlich, dass alle spa Typ t011 und t034 Isolate eine Punktmutation in fnbB
aufwiesen, welche zu einem Stoppcodon bei Aminosaure 372 fuhrt. Dieselbe
Punktmutation wurde lediglich in einem der getesteten spa Typ t108 Isolat
festgestellt (ohne Abbildung). Im Gegensatz zur Transkriptionsanalyse von fnbA und
fnbB, konnten bei den Clumpingfaktor codierenden Genen, clfA und clIfB keine
generell hdhere Expression bei den spa Typ t108 Isolaten, verglichen mit den spa
Typ t011 und t034 Isolaten beobachtet werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Transkriptionsanalyse der Gene c/fA und clfB.

Die Transkription wurde fur acht LA-MRSA CC398 Isolate der spa Typen t011, t034
und t108, mittels gPCR untersucht und wird relativ zum Haushaltsgen gyrB bestimmt.
Dazu wurde die Gesamt RNA in der exponentiellen Wachstumsphase nach 3h in
TSB isoliert. Dargestellt wird die Transkription von clfA (A), sowie clfB (B) in drei
unabhangigen RNA Isolaten in Doppelbestimmung (Balken: Mittelwert; Fehlerbalken:
Standardabweichung). Einzelne Signifikanzverhaltnisse zwischen den Isolaten
werden tabellarisch im Anhang dargestellt (Tab 28 und Tab 29).
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Dennoch wurden geringfugigere Unterschiede in der Genexpression gefunden. Das
t108 Isolat 2121, sowie das t011 Isolat 5191 zeigten eine niedrigere clfA Expression
als die Ubrigen Isolate. Beim t108 Isolat 4969 wurde hingegen eine hohere cifB
Expression als bei den anderen Isolaten gefunden.

Die Expression der MSCRAMMSs wird stark durch globale Regulatoren wie dem
alternativen Sigmafaktor o® oder dem agr-Lokus beeinflusst. In diesem
Zusammenhang wurde die Expression der Markergene asp23 (0®) und RNAIII (agr)

in 3 Stunden alten Flussigkulturen untersucht. (Abb. 11).
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Abb. 11: Transkriptionsanalyse der Markergene asp23 und RNAIII.

Die Transkription wurde fur acht LA-MRSA CC398 Isolate der spa Typen t011, t034
und t108, mittels gPCR untersucht und wird relativ zum Haushaltsgen gyrB bestimmt.
Dazu wurde die Gesamt RNA in der exponentiellen Wachstumsphase nach 3h in
TSB isoliert. Dargestellt wird die Transkription von asp23 (A) und RNAI/Il (B) in drei
unabhangigen RNA Isolaten in Doppelbestimmung (Balken: Mittelwert; Fehlerbalken:
Standardabweichung). Einzelne Signifikanzverhaltnisse zwischen den Isolaten
werden tabellarisch im Anhang dargestellt (Tab 30 und Tab 31).

Ein stringenter Zusammenhang der Transkription der Regulatoren mit der
Transkription eines der getesteten MSCRAMMSs oder den spa Typen der Isolate
wurde dabei nicht beobachtet. Die asp23 Expression zeigte, dass der alternative
Sigma Faktor o® in den acht getesteten LA-MRSA CC398 Isolaten aktiv ist. Die
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Expression schwankte dabei zwischen 0,38 und 2,14 relativ zur Transkription von
gyrB. Die RNAIIl Expression schwankte zwischen 11,56 und 15,9 relativ zur
Transkription von gyrB. Ausnahmen bilden dabei die, vom Menschen isolierten spa
Typ t108 Isolate 4949 und 4969. Beide Isolate zeigten eine deutlich geringere RNAIII
Expression, von Faktor 0,21 bzw. 0,83, als die Ubrigen Isolate.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die deutlich hohere
Adhasionsfahigkeit der spa Typ t108 Isolate an Plasma-Fibronektin (gezeigt in den
Versuchsteilen 4.1.2 und 4.13), verglichen mit Isolaten der spa Typen t011 und t034,
zumindest teilweise mit der massiv hoheren fnbA und fnbB Transkription bei den
t108 Isolaten begrindet werden kann. Eine mogliche zweite Erklarung ist, dass die
Punktmutation, die bei fnbB zu einem verfrUhten Stoppcodon bei Aminosaure 372
fuhrt, offenbar bei den spa Typen t011 und t034 Isolaten haufig auftritt, bei spa Typ
t108 Isolaten jedoch selten zu sein scheint.

4.1.6 Einfluss der Zell und Zellwandelastizitat auf die Adhasion

Nach Studien von Liu und Kollegen (2008) sowie Chen und Kollegen (2012) mussen
,bei der Betrachtung von bakteriellen Adhasionsprozessen, die viskoelastischen
Zellwandeigenschaften berucksichtigt werden. Demnach sind hochelastische
Zellwande dazu in der Lage, sich bei Kontakt mit einem Substrat starker zu
verformen als niederelastische Zellwande und bieten somit eine groliere
Kontaktflache. Es kann erwartet werden, dass mit zunehmender Kontakiflache die
Adhasion zunimmt. Um diesen Einfluss auf die Adhasion zu untersuchen, wurde die
Zell- und Zellwandelastizitat sowie die Adhasionskapazitat von S. aureus Isolaten
untersucht und verglichen. Zur Bestimmung der Zellwandelastizitat wurden
Elastizitatskarten lebender S. aureus Zellen mittels AFM gemessen. Die Ergebnisse
werden in Abbildung 12 dargestelit.
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Abb. 12: Bestimmung der Zellwandelastizitat von S. aureus Isolaten.

Zur Messung der Zellwandelastizitat wurden Elastizitatskarten einzelner Zellen
mittels AFM im Peak Force Tapping Modus gemessen. Pro Isolat wurden zwischen
87.000 und 160.000 einzelne Elastizitatsmessungen an mindestens 12 einzelnen
lebenden Zellen durchgefiihrt. (A) Exemplarische Darstellung einer Uberlagerung
des Hohenprofils mit der Elastizitatskarte einzelner Zellen der Stamme 8325-4 und
8325-4 Apbp4 umgeben von einer Polycarbonat-Membran zur Immobilisierung.
Beispiele fur Hohenprofile und Elastizitats-Karten aller untersuchten Stamme und
Messbedingungen werden im Anhang dargestellt (Abb. 23). (B) DMT Moduli von drei
LA-MRSA CC398 Isolaten (spa Typ t011, 1034, t108), CA-MRSA Isolat MW2, MSSA
Isolat 8325-4 sowie einer 8325-4 pbp4 Deletionsmutante. Zur Bestimmung der
Zellwandelastizitat wurde die Messsonde mit 1 nN aufgepresst. Der, die Zellen
umgebende Messpuffer hatte eine NaCl Konzentration von 0,15 mol/l (isotonisch).

Untersucht wurden die LA-MRSA CC398 Isolate 1711 (spa Typ t011), 5328 (spa Typ
t034) und 2121 (spa Typ t108), das CA-MRSA Isolat MW2, das MSSA Isolat 8325-4,
sowie eine 8325-4 pbp4 Deletionsmutante, mit einer reduzierten sekundaren
Zellwandquervernetzung. Die Zellwandelastizitaten der getesteten LA-MRSA CC398
Isolate sowie die Isolate MW2 und 8325-4 unterschieden sich nur geringfugig.
Lediglich das Isolatderivat 8325-4 Apbp4 zeigte eine signifikant reduzierte Steifigkeit
und war somit elastischer (Abb. 12 B). Die korrespondierenden
Adhasionskapazitaten der Isolate, an humane Keratinozyten und humanes Plasma-
Fibronektin, werden in Abbildung 13 gezeigt.
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Abb. 13: Zur Zellwandelastizitat korrespondierende Adhasionskapazitat von S.
aureus Isolaten.

Wahrend Abbildung 12, die Zellwandelastizitat von drei LA-MRSA CC398 Isolaten
(Isolat 1711, 5328, 2121), CA-MRSA Isolat MW2, MSSA Isolat 8325-4 und 8325-4
Apbp4 zeigt, werden hier die korrespondierenden Adhasionskapazitaten dieser
Isolate an (A) humane Keratinozyten und an (B) humanes Plasma-Fibronektin
dargestellt.

Die Adhasionskapazitaten der LA-MRSA CC398 Isolate unterschieden sich und
folgten dem, in den Teilen 4.1.1 und 4.1.2, beschriebenen Muster. Das Isolat 8325-4
zeigte eine niedrige bis moderate Adhasionskapazitat, dabei beeinflusste die pbp4
Deletion die Adhasionskapazitat nicht. Zusammenfassend konnte, anhand der
getesteten Stamme und Bedingungen kein Zusammenhang zwischen
Zellwandelastizitat und Adhasion festgestellt werden.

Der Theorie eines Einflusses der Zellwandelastizitat auf die Adhasion folgend, kann
ebenso ein Einfluss der Elastizitat der gesamten Zelle auf die Adhasion
angenommen werden. Die Elastizitat der Zelle wird widerum malfgeblich vom
Turgordruck beeinflusst, der durch osmotisch-aktive Bestandteile des Cytoplasmas
aufrechterhalten  wird.  Daruber hinaus presst der Turgordruck die
Cytoplasmamembran gegen die Innenseite der Zellwand und ist somit fur die
Zellgeometrie mitbestimmend. Bei AFM basierten Elastizitatsmessungen ist die
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Auslosekraft (und somit Indentationstiefe), die wahrend der Messung von der
Messsonde auf die Probe ausgeubt wird, ein entscheidender Parameter. Bei den
bisher beschriebenen Elastizitatsmessungen wurde eine vergleichsweise niedrige
Auslosekraft von 1 nN verwendet. Die Bestimmung der Elastizitat in Abhangigkeit der
verminderten Zellwandquervernetzung von 8325-4 Apbp4 zeigte, dass die
Auslosekraft von 1 nN geeignet war, um die Elastizitadtseigenschaften der Zellwand
zu ermitteln. Die Erhdhung der Auslosekraft auf 5 nN hingegen, lieferte Zellwand-
unabhangige Elastizitatswerte der Stamme 8325-4 und 8325-4 Apbp4, da die
Indentationstiefe der Messsonde die Dicke der Zellwand Uberstieg und somit die
Elastizitatseigenschaften des Cytoplasmas unterhalb der Zellwand gemessen
wurden (Abb.14).
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Abb. 14: Turgordruck-abhangige Zellelastizitat von S. aureus 8325-4.

DMT Moduli der Isolate 8325-4 und 8325-4 Apbp4. Zur Bestimmung der
Turgordruck-abhangigen Zellelastizitat, wurde die aufgewendete Auslosekraft der
Messsonden von 1 nN, auf 5 nN erhoht. Der Messpuffer hatte eine NaCl
Konzentration von 0,15 mol/l (isotonisch) bzw. 1,5 mol/l (hyperton). (Box: Median mit
Interquartilsabstand, Antennen: 10 % und 90 % des Datenbereiches, **p < 0,01).

Der Turgordruck einer Zelle ist abhangig von der osmotischen Konzentration der
Losung, die die Zelle umgibt. Somit sollte die Erhdhung der NaCl-Konzentration des
Messpuffers wahrend der Messung den Turgordruck und damit den
Elastizitatsmodulus senken. Elastizitatsmessungen bei einer erhohten NaCl-
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Konzentration (von 0,15 mol/l auf 1,5 mol/l NaCl) zeigten bei einer Auslosekraft von 1
nN weiterhin den, durch die reduzierte Zellwandquervernetzung der pbp4 Deletion
bedingten Unterschied in der Zellwandelastizitat. Im Gegensatz dazu war bei einer
Auslosekraft von 5 nN, bei keiner der NaCl-Konzentrationen ein Einfluss der
Zellwandelastizitat messbar. Daruber hinaus zeigte 8325-4 bei 1,5 mol/l NaCl, auf
Grund des verringerten Turgordrucks, einen deutlich verringerten Elastizitatsmodulus
gegenuber den Messungen bei 0,15 mol/l NaCl. Demnach konnte die Zellelastizitat,
unabhangig von der Zellwandelastizitat, bestimmt werden. Dies stellt eine vollig neue
AFM-Anwendung dar, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurde. Um den
Einfluss der Zellelastizitat auf die Adhasion zu untersuchen, wurden die
Adhasionskapazitat der Stamme 8325-4 und 8325-4 Apbp4 an humane Keratinozyen
und humanes Plasma Fibronektin analog bei 1,5 mol/l NaCl bestimmt (Abb. 15).
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Abb. 15: Die Adhasionskapazitat von S. aureus 8325-4, in Abhangigkeit von
Zellelastizitat und Turgordruck.

Adhasionskapazitat von 8325-4 und 8325-4 Apbp4, bei einer NaCl-Konzentration von
1,5 mol/l (hyperton), an (A) humane Keratinozyten und (B) humanes Plasma-
Fibronektin.
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Es konnten lediglich geringfugige Adhasionsunterschiede zwischen den beiden
Isolaten, oder zwischen den NaCl Konzentrationen von 0,15 mol/l und 1,5 mol/l
beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert werden
die Turgordruck-abhangige Zellelastizitdt zu messen. Der von Liu und Cheng
postulierte Einfluss der Zellwandelastizitat (Liu et al., 2008; Chen et al., 2012), und in
logischer Folge auch der Zellelastizitat, auf die Adhasion konnte anhand der
getesteten Stamme und experimentellen Bedingungen nicht bestatigt werden.

4.2 Untersuchung von S. aureus Immunevasions-Eigenschaften

4.2.1 Schutz vor der Phagozytose durch humane, polymorphkernige
Neutrophile (PMN) in Vollblut

Die Fahigkeit sich vor der Phagozytose durch Immunzellen seines Wirtes zu
schitzen stellt eine bedeutende Immunevasions-Strategie von S. aureus dar. Zu den
wichtigsten Strategien des Phagozytoseschutzes gehort die Hemmung der
Opsonisierung durch Antikorper bzw. Faktoren des Komplementsystems (Uhlen et
al., 1984; Patel et al., 1987; Cedergren et al., 1993; Haupt et al., 2008; Kim et al.,
2012), die Hemmung der Chemotaxis von Neutrophilen (Murdoch und Finn, 2000;
Foster, 2005), die Bildung einer Polysaccharid-Kapsel (Baddour et al., 1992; Thakker
et al, 1998; Nilsson et al, 1999), sowie die Induktion der Bildung eines
Fibrinnetzwerks aus Wirts-Fibrinogen als mechanische Barriere (McDevitt et al.,
1997; O'Brien et al., 2002a).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Phagozytoseschutz von LA-MRSA CC398
Isolaten vor humanen PMN in einem Vollblutassay untersucht und mit CA-MRSA und
HA-MRSA Isolaten verglichen. Es kamen 44 MRSA Isolate, darunter LA-MRSA
CC398 Isolate (n=26) der spa Typen 1011, t034 und t108, CA-MRSA Isolate (n=9)
und HA-MRSA Isolate (n=9), zum Einsatz (Tab. 1). Im Vorfeld des Versuchs wurde
das Blut der Spender durch Hamatogramme charakterisiert und enthielt im Mittel
3,17*10° PMN/ml (¢ Standardabweichung 1,1). Fluoreszenz-markierte S. aureus
Zellen wurden mit einer Mol von ca. 50, in Relation der Anzahl an PMN zum Vollblut
gegeben, fur eine Stunde mit dem Vollblut koinkubiert und nachfolgend die
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Aufnahme der Bakterien durch die PMN mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Dabei konnten deutliche Unterschiede bezuglich der Phagozytoserate zwischen LA-
MRSA CC398, CA-MRSA und HA-MRSA beobachtet werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Phagozytoserate von 44 MRSA Isolaten durch humane PMN in
Vollblut.

CFSE-Fluoreszenz gefarbte Bakterien wurden mit humanem Vollblut koinkubiert, das
infizierte Vollblut wurde nach 15, 30 und 60 min fraktioniert und die Erythrozyten
wurden lysiert. Im Anschluss wurden die, von den PMN phagozytierten, Bakterien
mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Dargestellt wird die MFI pro CFSE positiver
PMN von LA-MRSA CC398 (n = 26), CA-MRSA (n = 9) und HA-MRSA (n = 9). Dabei
wird LA-MRSA CC398 in die drei am haufigsten vorkommenden spa Typen unterteilt.
Die Daten reprasentieren sechs unabhangige Wiederholungen (Box: Median mit
Interquartilsabstand, Antennen: 10 % und 90 % Datenbereich, *p < 0,05; **p < 0,01).

Isolate des spa Types t108 wurden deutlich weniger effektiv von humanen PMN
aufgenommen, als spa Typ t011 Isolate, t034 Isolate und CA-MRSA Isolate. Die HA-
MRSA Isolate wurden mit einer vergleichbaren Rate durch die PMN phagozytiert, wie
die spa Typ t108 Isolate. Insgesamt nahm die Phagozytoserate wahrend der
einstindigen Koinkubation, wenn auch geringfugig so doch konstant, zu, so dass
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davon ausgegangen werden kann, dass bei dieser Mol innerhalb des
Beobachtungsfensters noch keine Sattigung der Aufnahmefahigkeit der Immunzellen
erreicht wurde. Abbildung 17 A zeigt mehrere humane PMN nach der Phagozytose
des spa Typ t011 Isolats 1711 in Vollblut, umgeben von Erythrozyten.

Abb. 17: CFDA-SE-Fluoreszenz gefarbte LA-MRSA CC398 nach der
Phagozytose durch humane Neutrophile und Makrophagen.

(A) Mikroskopische Hellfeld- (oben) wund Fluoreszenzaufnahme (unten;
Anregungsfilter:  450-490 nm, Emissionsfilter: 515nm Langpass) einer
lichtmikroskopischen Aufnahme mehrerer humaner PMN, nach der Phagozytose von
LA-MRSA CC398 Isolat 1711 in humanem Vollblut, umgeben von Erythrozyten in
400-facher VergrofRerung. Isolat 1711 wurde 60 min mit Vollblut koinkubiert. (B)
Uberlagerung des Hellfeldes und Fluoreszenzkanals einer lichtmikroskopischen
Aufnahme von THP-1 Makrophagen, nach der Phagozytose von LA-MRSA CC398
Isolat 1711 in 400-facher VergroRerung. Die Makrophagen und Bakterien wurden fir
90 min koinkubiert und die extrazellularen Bakterien wurden durch eine Lysostaphin
und Gentamycin Behandlung zerstort.
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4.2.2 Intrazelluliares Uberleben in THP-1 Makrophagen

Auch wenn S. aureus dazu in der Lage ist, sich effektiv vor der Phagozytose durch
Immunzellen seines Wirtes zu schutzen, wird dennoch ein bedeutender Anteil von im
Blutstrom zirkulierender S. aureus Zellen von Immunzellen aufgenommen. Deshalb
hat S. aureus Strategien entwickelt die zum intrazelluldren Uberleben nach der
Phagozytose beitragen (Foster, 2005). Dies geht so weit, dass die Rekrutierung von
Neutrophilen am Infektionsort von S. aureus sogar induziert werden kann, um gezielt
phagozytiert zu werden und sich somit anderer Immunreaktionen zu entziehen
(Gresham et al., 2000). Zum intrazelluldaren Uberleben tragt beispielsweise die
Modifikation  negativ geladener Oberflachenstrukturen, wie Wand- und
Lipoteichonsauren bei. Dies fuhrt zur verringerten Sensitivitat gegenuber
kationischer, antimikrobieller Peptide, die im Phagolysosomen von Neutrophilen
ausgeschuttet werden (Foster, 2005). Eine weitere Strategie, die das intrazellulare
Uberleben ermaglicht, ist die Sekretion von Superoxid Dismutasen und Katalase, um
reaktive Sauerstoffspezies des Wirtes abzubauen (Karavolos et al., 2003).

Vor diesem Hintergrund wurde die intrazellulare Uberlebensfahigkeit einer Auswahl
von acht LA-MRSA CC398 Isolaten der spa Typen t011 (n=2), 1034 (n=2) und t108
(n=4) far einen Zeitraum von bis zu 23 h in THP-1 Makrophagen untersucht. Die
Isolate wurden mit einer Mol von 30 eingesetzt und nach 60 Minuten wurden
zwischen 1,77 % und 8,73 % der Bakterienzellen von den Makrophagen
aufgenommen. Abbildung 17 B zeigt Makrophagen, nach der Phagozytose
Fluoreszenz-gefarbter LA-MRSA CC398 des Isolats 1711 (spa Typ t011), nach der
Behandlung mit Lysostaphin und Gentamycin zum Entfernen der extrazellularen
Bakterien. Die Anzahl der, aus dem Makrophagen-Lysat rickgewonnenen KbE nahm
im Verlauf der 23 Stunden deutlich ab, wobei klare Unterschiede zwischen den
getesteten Isolaten beobachtet wurden (Abb 18 A).
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Abb. 18: Intrazelluldres Uberleben von LA-MRSA CC398 in THP-1
Makrophagen.

Zellen der akuten myeloische Leukamie-Zellinie THP-1 wurden durch Behandlung
mit PMA zu THP-1 Makrophagen ausdifferenziert und mit LA-MRSA CC398 Isolaten
koinkubiert (Mol 30). Extrazellulare Bakterien wurden durch eine Behandlung mit
Gentamycin und Lysostaphin entfernt. In Anwesenheit von Gentamycin wurden die
infizierten Makrophagen fur 2, 4, 6, 14 und 23 h weiter kultiviert. Die intrazellular
uberlebenden Bakterien wurden nach der Lyse der Makrophagen rickgewonnen und
die KbE/ml bestimmt. Die Daten reprasentieren mindestens sechs unabhangige
Wiederholungen. (A) Zeitlicher Verlauf des intrazelluldren Uberlebens von acht LA-
MRSA CC398 Isolaten der spa Typen t011, t034 und t108 in KbE/ml. (B)
Phagozytoseraten zu Beginn des Experimentes. (C) Intrazellulares Uberleben nach
23 h, relativ zur Phagozytoserate. Isolate des spa Typs t108 Uberlebten signifikant
schlechter als Isolate der spa Typen t011 und t034. Einzelne Signifikanzverhaltnisse
der Phagozytoserate und des intrazellularen Uberlebens zwischen den Isolaten
werden tabellarisch im Anhang dargestellt (Tab 32 und Tab 33).
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Von den Isolaten des spa Typs t108 konnten insgesamt weniger KbE/ml
ruckgewonnen werden, als bei den spa Typen t011 und t034 Isolaten. Abbildung 18
B stellt die Phagozytose zu Beginn des Experimentes dar. Die spa Typ t034 Isolate
1714 und 5328, sowie das spa Typ t108 Isolat 0435 wurden mit einer
vergleichsweise hohen Rate phagozytiert. Im Gegensatz dazu wurden die spa Typ
t108 Isolate 4949 und 4969 deutlich schlechter durch die THP-1 Zellen
aufgenommen. Insgesamt =zeigte sich kein klares spa Typ-abhangiges
Phagozytosemuster.

Die intrazellularen Uberlebensraten der acht Isolate werden relativ zur jeweiligen
Phagozytoserate dargestellt. Abbildung 18 C zeigt die Uberlebensrate nach 23
Stunden. Dabei wurde bei den getesteten spa Typ t108 Isolaten eine deutlich
geringere, relative Uberlebensrate beobachtet, als bei den spa t011 und t034
Isolaten. Das spa Typ t011 Isolat 1714 =zeigte ebenfalls eine reduzierte
Uberlebensrate, gegenlber den (brigen spa Typ t011 und t034 Isolaten.
Interessanterweise wurden fur die Isolate 1714 und 0435, welche mit am Besten
durch die THP-1 Zellen phagozytiert worden waren nur vergleichsweise geringe
relative Uberlebensraten festgestellt.

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass sich die intrazellulare Uberlebensrate
der LA-MRSA CC398 Isolate in einem Zeitraum von 23 Stunden deutlich verringerte.
Dabei Uberlebten Isolate des spa Typs t108 schlechter als Isolate der spa Typen
t011 und t034. Ein Zusammenhang zwischen der Phagozytoserate durch THP-1

Makrophagen und die relative Uberlebensrate wurde nicht festgestellt.
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4.3 Einfluss einer @Saint3 Integration auf die Wirtsspezifitat von S. aureus
CC398

4.3.1 Phagozytoseschutz von S. aureus CC398 Isolaten mit bzw. ohne @Saint3
Intergration durch PMN

Das Komplementsystem von Saugetieren ist ein System aus Plasmaproteinen und
an der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligt. Insbesondere tragt es
zur Opsonisierung von, im Blutstrom zirkulierender Pathogene, sowie der
Rekrutierung und Chemotaxis von PMN bei (Foster, 2005). Die Faktoren des S.
aureus Immunevasions Clusters (IEC) sind in der Lage, durch eine Inhibierung der
C3 Konvertase, die Komplementbindungsreaktion zu hemmen und so die
Opsonisierung der Bakterienoberflache zu unterdriacken. Des Weiteren wird die
chemotaktische Attraktion von PMN inhibiert, wodurch insgesamt eine
Phagozytoseschutz vermittelt wird (van Wamel et al., 2006). Fur die einzelnen
Komponenten des IEC wird eine primar humanspezifische Wirkung beschrieben (van
Wamel et al., 2006; McCarthy et al., 2011). Das |IEC wird durch ein MGE codiert, den
Bakteriophagen Saint3. Der ¢@Saint3 ist in humanadaptierten S. aureus lIsolaten, wie
den nosokomial erworbenen HA-MRSA, sehr weit verbreitet, wird allerdings in
Nutztier-assoziierten S. aureus Isolaten der CC398 Linie nur selten gefunden. Diese
seltenen Funde gehen wiederum haufig auf Isolate zurtck, die vom Menschen oder
Pferd stammen (Cuny et al., 2015). Um die Wirtsspezifitdt des IEC und dessen
Einfluss auf die Virulenz von S. aureus CC398 zu testen, wurde die Phagozytose
einer Auswahl von 20 S. aureus CC398 Isolaten (je 10 Isolate mit bzw. ohne
Integration von @Saint3 (Tab 2) durch PMN vom Menschen, Pferd und Schwein in
Vollblut untersucht. Diese Isolate stehen in keinem Zusammenhang mit der Isolat-
Auswahl, die fur die Untersuchungen in den Versuchsteilen 4.1 und 4.2 verwendet
wurden. Im Vorfeld der Untersuchungen wurde das Blut der Spender durch
Hamatogramme charakterisiert (Tabelle 25) und die S. aureus lIsolate wurden mit
einer Mol von 100, in Relation der Anzahl der PMN zum Vollblut gegeben (Abb. 19).
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Tab. 25: Konzentration der Immunzellen im Blut verschiedener Wirte

Wirt Leukozyten PMN Monozyten Lymphozyten
(10° mI™" (10° mI™" (10° ml™" (10° mI™
Mensch 6,57 £1.5 3,17 £ 1.1 0,65+ 0.1 2,56 £ 0.2
Pferd 8,88+04 6,15+ 0.3 0,57+04 1,71+ 04
Schwein 18,4 £ 3.3 501+14 2,28 +0.6 10,2+1.8
[ keine @Saint3
1 ¢Saint3 codiertes IEC
Humanblut Pferdeblut Schweineblutblut
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Abb. 19: Einfluss von @Saint3 auf die Phagozytose von S. aureus CC398 durch
PMN.

CFSE-Fluoreszenz gefarbte Bakterien wurden mit Vollblut vom Menschen, Pferd und
Schwein koinkubiert. Das infizierte Vollblut wurde nach 15, 30 und 60 min fraktioniert
und die Erythrozyten lysiert. Im Anschluss wurden die, von den PMN phagozytierten,
Bakterien mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Dargestellt wird die MFI pro
CFSE positiver PMN von S. aureus CC398 (n = 20) mit bzw. ohne Integration von
@Saint3. Die Daten reprasentieren mindestens funf unabhangige Wiederholungen
(Box: Median mit Interquartilsabstand, Antennen: 10 % wund 90 % des
Datenbereiches, *p < 0,05; **p < 0,01).
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In Humanblut und Pferdeblut wurde festgestellt, dass Isolate mit einer @Saint3
Integration deutlich weniger effektiv phagozytiert wurden, als Isolate ohne eine
Integration von @Saint3. Im Gegensatz dazu zeigte die ¢Saint3 zu keinem Zeitpunkt
einen Einfluss auf die Phagozytoserate in Schweineblut. Die Ergebnisse deuten an,
dass das ¢Saint3 codierte IEC nicht nur einen Schutz gegen die Phagozytose durch
humane PMN vermittelt, sondern diese Funktion ebenso in equinen PMN erfullt.

Dartber hinaus wurde beobachtet dass die Phagozytoserate wahrend einer
einstindigen Koinkubation bei allen drei Wirten zunahm. Dabei verdoppelte sie sich
zwischen 15 und 30 Minuten fast und erreichte im Verlauf der Gbrigen 30 Minuten

eine annahernde Sattigung mit nur geringfigigem weiterem Ansteigen.

4.3.2 Phagozytoseschutz von isogenen S. aureus CC398 Isolatpaaren mit bzw.
ohne @Saint3 Integration, durch PMN

Im vorangegangenen Versuchsteil 4.3.1 wurde der Effekte einer ¢Saint3 Integration
auf PMN verschiedener Wirte mit einer Auswahl aus 20 S. aureus CC398 Isolaten
gezeigt. Es ist davon auszugehen dass diese 20 verschiedenen Isolat-Hintergrinde,
uber die Anwesenheit/Abwesenheit des IEC hinaus, uber eine unterschiedliche
Komposition an Immunevasionsfaktoren verfugen, welche die Phagozytose
beeinflussen. Um Isolat-spezifische Effekte auszuschlieBen, wurden ¢Saint3
positive/negative Paare, mit dem gleichen Isolat-Hintergrund hergestellt und
nachfolgend untersucht. Diese isogenen Isolatpaare wurden hergestellt, indem
@Saint3 aus dem spa Typ t899 Isolat 11S00282 mobilisiert und anschliel3end in die
Isolate 12-ST00148 (t2123), 13-ST00054 (t011) und 13-ST00207 (t1456)
transduziert wurde. Abbildung 20 zeigt die Phagozytoseraten der @Saint3-negativen
Mutterisolate, sowie der jeweiligen @Saint3-positiven Isolatderivate, durch PMN vom
Mensch, Pferd und Schwein nach einer 30 minutigen Koinkubation in Vollblut.
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Abb. 20: Phagozytose von isogenen S. aureus CC398 Isolatpaaren mit bzw.
ohne @Saint3 Integration, durch PMN.

CFSE-Fluoreszenz gefarbte Bakterien wurden mit Vollblut vom Menschen, Pferd und
Schwein koinkubiert. Das infizierte Vollblut wurde nach 30 min fraktioniert und die
Erythrozyten lysiert. Im Anschluss wurden die von den PMN phagozytierten
Bakterien mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Dargestellt wird die MFI pro
CFSE-positiver PMN von drei isogenen S. aureus CC398 Isolatpaaren mit, bzw.
ohne @Saint3 Integration nach einer 30-minutigen Koinkubation. Die Daten
reprasentieren mindestens vier unabhangige Wiederholungen (Mittelwerte mit
Standardabweichungen, *p < 0,05; **p < 0,01).

Analog zu den vorangegangenen Untersuchungen zeigten die ¢@Saint3-positiven
Isolatderivate eine geringere Phagozytoserate in humane und equine PMN, als ihre
¢Saint3-negativen Mutterisolate. Auch der fehlende Effekt bei porcinen PMN konnte
mit den isogenen Isolatpaaren bestatigt werden. Die Ergebnisse belegen den
Einfluss der ¢Saint3 codierenden Faktoren auf den Phagozytoseschutz in humanen

und equinen PMN.
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4.3.3 Hamolyseaktivitat isogener S. aureus CC398 Isolatpaare mit bzw. ohne
Integration von @Saint3

Die Hamolyse von Erythrozyten ist ein wichtiger Viruelnzmechanismus von S. aureus
und sorgt fur die Freisetzung von Eisen, das als Spurenelement bendtigt wird. Dies
wird durch spezifische Exotoxine, den sogenannten Hamolysinen, vermittelt. Dabei
spielt das B-Hamolysin eine wichtige Rolle. Es beeinflusst unter anderem die Lyse
von Erythrozyten, die Schadigung von Monozyten und Lymphozyten sowie die
Viabilitat von Keratinozyten (Walev et al., 1996; Marshall et al., 2000; Huseby et al.,
2007; Katayama et al.,, 2013). Das B-Hamolysin codierende Gen hib, stellt die
bevorzugte Insertionsstelle des @Saint3 dar. Das bedeutet, dass die Fahigkeit, ein
funktionelles B-Hamolysin zu produzieren durch die Insertion des Bakeriophagen
verloren geht. Untersucht man den Einfluss einer @Saint3 Insertion auf die Virulenz
von S. aureus, muss, neben dem Gewinn der IEC Faktoren, auch der Verlust eines
funktionellen hlb berlcksichtigt werden. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Hamolyseaktivitat der drei isogenen S. aureus CC398 Isolatpaare, die auch im
Versuchsteil 4.3.2 verwendet wurden, analysiert. Dabei zeigte ein CAMP Test
(Christie, Atkins, Munch-Petersen) (Christie et al., 1944), bei den ¢Saint3 negativen
Mutterisolaten klare Hamolysehofe in Regionen mit Uberlappung mit Streptococcus
agalactiae. Die @Saint3 positiven Isolatderivate zeigten diese Hamolysehofe nicht
(Abb. 21 A). Dies belegt die Produktion von B-Hamolysin in den Mutterstammen und
zeigt die, durch @Saint3 Insertion in den hlb Locus, verlorengegangene Fahigkeit der
Isolatderivate 3-Hamolysin zu produzieren. Um die quantitative Hamolyseaktivitat der
Isolatpaare = zu  bestimmen, wurden  Verdunnungsreihen  sterilfiltrierter
Kulturiberstande mit Erythrozyten vom Menschen, Pferd und Schwein koinkubiert.
Insgesamt wurden dabei deutliche Unterschiede bezuglich des Hamolysetiters
beobachtet (Abb. 21 B).
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Abb. 21: Einfluss von @Saint3 auf die Hamolyseaktivitat von S. aureus CC398
Isolatpaaren.

(A) CAMP Test von S. agalactiae mit drei isogenen S. aureus CC398 Isolatpaaren
mit bzw. ohne Integration von @Saint3, zur Darstellung der Produktion von (-
Hamolysin. Die Isolate wurden auf TSA mit 5 % Schafsblut ausgestrichen. (B)
Hamolyseaktivitat von sterilfiltrierten Kulturiberstanden von drei isogenen S. aureus
CC398 Isolatpaaren, mit bzw. ohne @Saint3 Integration, auf Erythrozyten vom
Menschen, Pferd und Schwein. Dargestellt werden die Mittelwerte und
Standardabweichungen von sechs unabhangigen Wiederholungen (*p < 0,05).

Wahrend humane Erythrozyten bereits bei Kulturiberstand-Verdunnungen zwischen
1:64 und 1:256 lysiert wurden, waren Verdunnungsstufen zwischen 1:8 und 1:32
erforderlich, um equine Erythrozyten zu lysieren. Die Sensitivitat porciner
Erythrozyten schien hingegen stark erhoht zu sein, diese wurden bereits bei
Verdinnungen zwischen 1:512 und 1:2048 vollstandig lysiert. Dies verdeutlicht das
wirtsabhangige Hamolysepotential von S.aureus CC398.

Weiterhin zeigte sich ein deutlicher Einfluss der ¢@Saint3 Insertion bei der Lyse

humaner Erythrozyten. Diese wurden von den @Saint3 negativen Mutterisolaten etwa
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10-fach effizienter lysiert als von den @Saint3 positiven Isolatderivaten. Auch bei
porcinen Erythrozyten wurde bei zwei von drei isogenen Isolatpaaren ein
signifikanter Einfluss der ¢@Saint3 Insertion festgestellt. Dieser war allerdings deutlich
geringer als bei Erythrozyten vom Menschen. Im Gegensatz dazu, wurde bei der
Lyse equiner Erythrozyten keine Abhangigkeit von einer @Saint3 Insertion
beobachtet. Die Ergebnisse deuten an, dass das B-Hamolysin substanziell zur
Hamolyse humaner Erthrozyten beitragt, bei der Lyse porciner und equiner
Erythrozyten jedoch von geringer bzw. keiner Bedeutung ist.

4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Wie bereits in einer Studie von Uhlemann und Kollegen (2012) fur einzelne CC398
Isolate beschrieben, zeigten Isolate der CC398 Linie insgesamt eine geringe
Adhasionsfahigkeit an humane Keratinozyten. Allerdings stellt die epidemiologische
Subgruppe des spa Typs t108, mit einer deutlich erhdhten Adhasionskapazitat
gegenuber anderen CC398 spa Typen, eine Ausnahme dar. Diese liegt in einem
vergleichbaren Bereich wie, typische humanadaptierte CA-MRSA und HA-MRSA
Isolate. Bei humanem und bovinem Plasma-Fibronektin wurde ein vergleichbares
Adhasionsmuster wie bei humanen Keratinozyten beobachtet. Im Gegensatz dazu
wurde bei spa Typ t108 Isolaten keine erhdohte Adhasionskapazitat an humanes
Fibrinogen festgestellt. Die erhohte Plasma-Fibronektinadhasion von Isolaten dieses
spa Typs kann, zumindest teilweise, durch eine deutlich erhdhte Transkription der
Gene der Fibronektin-bindenden Proteine FnbA und FnbB gegeniber Isolaten
anderer spa Typen der CC398 Linie erklart werden. Weiterhin tragt eine
Punktmutation, die zu einem Stoppcodon bei Aminosaure 372 bei fnbB fuhrt, zu dem
spa Typ abhangigen Fibronektin-Adhasionsmustern bei. Diese Punktmutation scheint
bei spa Typ t108 Isolaten nur selten vorzukommen, ist bei Isolaten anderer spa
Typen der CC398 Linie jedoch haufiger zu finden.

Der durch Liu (2008), Chen (2012) und Kollegen beschriebene Einfluss der
viskoelastischen Zellwandeigenschaften wahrend der Adhasion von Staphylokokken
an ein Substrat konnte nicht bestatigt werden. WeiterfUhrend wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein AFM-basiertes Verfahren entwickelt, um die Turgordruck-abhangige
Zellelastizitat messen zu kdnnen. Die Zellelastizitat scheint die Adhasionskapazitat

95



Ergebnisse

allerdings ebensowenig zu beeinflussen wie die Elastizitat der Zellwand. Demnach
scheint die Zell- und Zellwandelastizitat, zumindest unter den hier gegebenen
experimentellen Bedingungen, von keiner bzw. untergeordneter Bedeutung fur die
Adhasionskapazitat der untersuchten S. aureus Isolate zu sein und nicht zu den
beobachteten Adh&sionsmustern an humane Keratinozyten, bzw. Plasma-
Fibronektin beizutragen.

Weiterhin wurden die Immunevasions-Strategien des Phagozytoseschutzes vor PMN
sowie des intrazellularen Uberlebens nach der Phagozytose durch Makrophagen
untersucht. Auch hier wurden Besonderheiten der epidemiologischen Subgruppe der
spa Typ t108 Isolate deutlich. Diese Isolate wurden weniger effizient von PMN
aufgenommen als Isolate anderer spa Typen der CC398 Linie und CA-MRSA Isolate.
Interessanterweise schien das Potential von spa Typ t108 lIsolaten nach der
Phagozytose intrazellular zu Uberleben, im Vergleich mit anderen CC398 Isolaten,
reduziert zu sein. Die Ergebnisse legen nahe, dass Isolate dieses spa Typs zwar
dazu in der Lage sind, sich besser als andere Isolate der CC398 Linie vor der
Phagozytose durch PMN zu schutzen, sollten sie allerdings dennoch phagozytiert
werden, werden sie effizienter intrazellular abgetotet.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde der Einfluss des ¢Saint3 codierten IEC auf
die Wirtsspezifitat von S. aureus CC398 bestimmt. Fur die Komponenten des IEC
wird ein Humanspezifitat in Mensch assoziierten S. aureus Isolaten beschrieben (van
Wamel et al., 2006). Untersuchungen der Phagozytoserate durch PMN zeigten
jedoch, dass die @Saint3 Integration in S. aureus CC398 lIsolaten nicht nur einen
Phagozytoseschutz vor PMN vom Menschen sondern auch vor PMN vom Pferd
vermittelt. Im Gegensatz dazu beeinflusste die @Saint3 Integration die Aufnahmen
durch PMN vom Schwein nicht. ¢Saint3 inseriert bevorzugt in das Gen des [-
Hamolysins, wodurch dessen Funktion verloren geht. Dieser Verlust fuhrte zum Teil
zu einem deutlich reduzierten hamolytischen Potential von ¢Saint3 positiven S.
aureus CC398 Isolaten, im Vergleich mit isogenen @Saint3 negativen Isolatderivaten.
Dieser Unterschied war bei Erythrozyten vom Menschen deutlich starker ausgepragt
als bei Erythrozyten vom Schwein. Bei Pferde-Erythrozyten hingegen verursachte

der Verlust eines funktionellen 3-Hamolysin kein reduziertes hamolytisches Potential.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchung der LA-MRSA CC398 Wirtsadhéasion

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, spielt die spezifische Adhasion, vermittelt
durch die kovalent in der Zellwand verankerten MSCRAMMSs, eine wichtige Rolle bei
der Anbindung von S. aureus an die Zellen seines Wirtes. Verschiedene
MSCRAMMSs adharieren dabei spezifisch an nur einen bzw. wenige Wirtsfaktoren der
extrazellularen Matrix oder der Zellwand. In diesem Zusammenhang wird unter
anderem die Adhasion an Fibronektin, Fibrinogen, Vitronectin, Keratin,
Bonesialprotein, Elastin, Collagen und den von Willebrand Faktor beschrieben
(Heilmann, 2011). Dabei adharieren die MSCRAMMs FnbA und B spezifisch an
Fibronektin, Elastin und eingeschrankt an Fibrinogen (Signas et al., 1989). CIfA und
B sind die primaren Fibrinogen bindenden Faktoren, adharieren aber ebenso an
Keratin (McDevitt et al., 1997; Ni Eidhin et al., 1998; O'Brien et al., 2002b). Protein A
bindet unter anderem den von Willebrand Faktor (Corrigan et al., 2009; Heilmann,
2011). Collagen wird insbesondere durch Cna (engl. Collagen binding adhesin)
gebunden (Patti et al., 1995) und Bbp (bone sialoprotein-binding protein) adhariert an
das Knochen-Sialprotein (Tung et al., 2000). Neben den MSCRAMMs vermitteln
ebenso die SERAM eine spezifische Adhasion (Heilmann, 2011). Dabei bewirken
Eap und Emp unter anderem die Adhasion an Vitronectin, Fibronektin und Fibrinogen
(Wann et al., 2000; Roche et al., 2004; Corrigan et al., 2009; Heilmann, 2011). Das
Set aus 44 MRSA Isolaten, mit dem im Rahmen dieser Arbeit Experimente zur
Adhasion von S. aureus durchgefuhrt wurden, wurde mit einem DNA-Microarray
(Alere, StaphyType Microarray 1) charakterisiert (Ballhausen et al., 2014). Dabei
wurde die codierenden Gene von FnbA und B, CIf A und B, Protein A, Bba, sowie
Eap, und Emp in allen getesteten Isolaten nachgewiesen. Das Gen des Cna
hingegen war zwar in allen LA-MRSA CC398 Isolaten vorhanden, fehlte allerdings in
drei der CA-MRSA Isolate bzw. sechs der HA-MRSA Isolate.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist die S. aureus Adhasion an Fibronektin
und Fibrinogen von prominenter Bedeutung. Beim Wirt sind diese beiden Faktoren
im Verschluss von Wunden und der anschlieRenden Reepithelisation beteiligt
(Alberts, 2002). Im Blutplasma gelostes Plasma-Fibronektin wird dabei von

Keratinozyten Uber Integrin Rezeptoren (im Besonderen a5B1 Integrin) gebunden,
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was zur Migration der Keratinozyten und schlieBlich zur Bildung einer neuen
Gewebematrix fuhrt. (Larjava et al., 1993; Putnins et al., 1999). In Hinblick auf die S.
aureus Adhasion an Wirtsgewebe fungiert Fibronektin als Adaptermolekul zwischen
den Zellwand-gebundenen Fnbs und Integrin. Auch Endothelzellen verfigen Uber
Plasma Fibronektin bindende Integrine. Auferdem ist Fibronektin Teil der

extrazellularen Matrix von Endothelzellen (Short et al., 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente zur Adhasion
verschiedener S. aureus Linien zeigten groRe Ahnlichkeiten zwischen dem
Adhasionsmuster an humane Keratinozyten (Abb. 5) und humanes/bovines
Fibronektin (Abb. 6), mit einer insgesamt niedrigen Adhasionskapazitat der LA-
MRSA CC398 Isolate im Vergleich zu den getesteten humanadaptierten CA-MRSA
und HA-MRSA Isolaten. Isolate des spa Typ t108 bildeten eine Ausnahme innerhalb
der CC398 Linie und adharierten ahnlich effektiv wie die Mensch-assoziierten CA-
MRSA und HA-MRSA Stamme. Untersuchungen, die parallel zu dieser Arbeit im
Zuge einer gemeinsamen Publikation von Kooperationspartnern durchgefuhrt
wurden, zeigten das gleiche Muster bei der humanen Endothel-Zelllinie EA.hy926
(Ballhausen et al., 2014).

Im Blutplasma ist Fibronektin in grolReren Mengen (300-400 pg/ml) vorhanden
(Mosher, 2006) und steht Zellen zum Beispiel wahrend Wundheilungsprozessen zur
Bindung zur Verfigung. Unter den experimentellen Bedingungen eines
Zellkulturmodells ist das nicht zwingend der Fall. Den Zellen, die in den hier
durchgefuhrten Adhasionsassays verwendeten wurden, wurde zwar kein humanes
Plasma Fibronektin zugesetzt, allerdings war in den Zellkulturmedien FCS und somit
bovines Plasma Fibronektin enthalten, das potentiell von den Zellen rickgebunden
worden sein konnte und die Adasion an Zellen mitvermittelt haben konnte. Die
Beobachtung, dass es zwischen bovinem und humanem Plasma Fibronektin keine
Unterschiede bezuglich der Adhasion der getesteten MRSA lIsolate gab, stutzt diese
Hypothese. Die Ahnlichkeiten der Adhasionsmuster zwischen Fibronektin und den
beschriebenen Zelltypen unterstreicht die Bedeutung von Fibronektin als Bindefaktor
der Adhasion von S. aureus. Die Ergebnisse legen somit nahe, dass die Vermittlung
der spezifischen Adhasion an Fibronektin, Uber FnbA und FnbB, eine bedeutende
Rolle in der Anbindung von S. aureus an Epithel und Endothelzellen spielt.
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Die mittels Spektroskopie gemessenen Adhasionskrafte zwischen den acht CC398
Isolaten und humanem Plasma-Fibronektin folgten insgesamt dem Muster der
Adhasionskapazitaten, das mit der 96 Well-Platten basierten Methode bestimmt
wurde (Abb. 7). Allerdings wich ein Isolat (Isolat 2121) von diesem Muster ab und
zeigte eine moderate bis hohe Adhasionskraft, trotz einer geringen
Adhasionskapazitat an Fibronektin. Ein zweites Isolat (Isolat 4949) wies hingegen
eine relativ geringe Adhasionskraft bei hoher Adhasionskapazitat auf. Mogliche
Erklarungsansatze fur diese Abweichungen sind die grundsatzlich anderen
Messerfahren, mit denen die Daten ermittelt wurden und die damit verbundenen
unterschiedlichen experimentellen Abloseprozesse. Bei der Bestimmung der
Adhasionskapazitat mit der 96 Well-Platten-basierten Methode wird eine grof3e Zahl
an Bakterien (ca. 1,5*10%) pro Well eingesetzt und diese liegen zunichst
planktonisch im Uberstand vor. Nach dem Sedimentieren und Anbinden an das
immobilisierte Fibronektin werden nicht adharente bzw. schlecht adharente Bakterien
durch Waschen mit Puffer entfernt. Das Spulen mit Puffer bringt eine relative grole
horizontale Kraftkomponente und Scherkrafte mit sich. Es ist zu erwarten, dass dies
zu einer horizontalen Abrollbewegung, anstelle eines einfachen vertikalen Abl6ésens
fuhrt. Im Gegensatz dazu werden bei der Kraftspektroskopie Fibronektin-
beschichtete Messsonden mit einzelnen immobilisierten Bakterien in Kontakt
gebracht und zur Messung wieder abgelost. Dabei Uberwiegt die vertikale
Kraftkomponente, eine vernachlassigbare horizontale Kraftkomponente kommt
lediglich durch die Schragstellung bzw. Auslenkung der Messsonde zustande.
Weiterhin ist nicht auszuschlieRen, dass FnbA und B auf der Bakterienoberflache
nicht gleichmalig verteilt sind, sondern in dichteren/weniger dichten Clustern
vorliegen. Eine Studie aus dem Jahr 2010 beschreibt eine solche Clusterung bei
einem zellwandgebundenen Adhasionsprotein (Als5p) auf der Zelloberflache von
Candida albicans, im Hefestadium (Alsteens et al., 2010). Sollte bei S. aureus eine
ahnliche Clusterung zellwandgebundener Proteine vorliegen, wird die
Kraftspektroskopie mit Fibronektin, neben der Dichte von FnbA und B, auch von der
Orientierung der S. aureus Zellen wahrend der Immobilisierung beeinflusst.

Insgesamt aber scheint die unterschiedliche Fahigkeit von S. aureus Isolaten, an
Fibronektin zu adharieren, zumindest teilweise mit einer variierenden Adhasionskraft

erklarbar zu sein. Der wahrscheinlichste Grund fur diese variierende

99



Diskussion

Adhasionsstarke bzw. Adhasionskapazitat ist eine dichtere Packung von FnbA und B
auf der bakteriellen Zelloberflache.

Die deutlich erhdhte Transkription der fur die Fibronektin-bindenden Proteine FnbA
und FnbB in CC398 Isolaten des spa Typs t108 codierenden Gene, gegenuber der
fnbA und fnbB Transkription in spa Typ 1011 und t034 Isolaten, bestatigt diese
Vermutung (Abb. 9). Dabei Ubersteigt die fnbA Transkription der t108 Isolate die der
t011 und t034 Isolate bis zu einem Faktor von 30. Bei fnbB wurde sogar eine bis zu
100-fach starkere Expression bestimmt. Der regulatorische Grund fur diese
Transkriptionsunterschiede konnte nicht abschlieBend aufgeklart werden. Die
Transkription der MSCRAMMs und Virulenzfaktoren im Allgemeinen, wird bei S.
aureus durch ein komplexes Netzwerk an Regulatoren gesteuert und in Abhangigkeit
von Nahrstoffverfugbarkeit, Umwelteinflissen und der Wachstumsphase moduliert
(Bronner et al., 2004; Cheung et al., 2004). Haufig liegen diese Regulatoren in Form
von Zwei-Komponenten-Systemen vor (Arvidson und Tegmark, 2001). Zwei
Regulationssysteme mit zentraler Bedeutung fur die Expression der
Fibronektinbindeproteine sind der agr-Lokus (engl. Accessory gene regulator), sowie
der alternative Sigmafaktor o®. Der agr-Lokus dient dem Quorum sensing, der
Zelldichtemessung der S. aureus Population (Novick, 2003; Yarwood et al., 2004).
Weiterhin beeinflusst er die Transkription von Oberflachenproteinen, wie den
MSCRAMMSs, negativ (Cheung et al., 2004). Im Gegensatz dazu ist 6® in der
Anpassung an veranderte Umwelteinflisse bzw. Stresssituationen sowie
Infektionsprozessen beteiligt (Chan et al, 1998). Die Transkription vieler
MSCRAMMs wird durch die Aktivitit von o® positiv reguliert (Gertz et al., 2000; Nair
et al., 2003; Bischoff et al., 2004). Um den Einfluss dieser beiden Regulatorsysteme
auf die fnbA und B Expression innerhalb der acht CC398 Isolate zu untersuchen,
wurde die Transkription des 0® Markergens asp23 (Gertz et al., 1999; Gertz et al.,
2000) sowie des Gens des agr Effektor-Moleklils RNAIIl in 3 Stunden alten
Flussigkulturen bestimmt. Dabei zeigte die Transkription von asp23 in den
untersuchten Isolaten nur geringfigige Unterschiede. Dies legt nahe, dass die stark
erhohte fnbA und B Expression der spa Typ t108 Isolate nicht auf eine verdnderte o®
Aktivitat zurtckzufuhren ist. Allerdings wiesen zwei der spa Typ 108 Isolate (Isolat
4949 und 4969) eine reduzierte RNAIIl und somit agr-Aktivitat auf. Da agr die
Transkription von Oberflachenproteinen negativ beeinflusst, ist eine erhdohte fnbA
und B Transkription bei reduzierter agr Aktivitat plausibel und mag somit zu der
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erhohten Adhasionsfahigkeit der Isolate 4949 und 4969 beigetragen haben.
Allerdings zeigten die beiden ubrigen spa Typ t108 Isolate (2121 und 0435) keine
veranderte agr Aktivitat und wiesen dennoch die bereits beschriebene, erhdhte fnbA
und B Transkription auf. Deshalb stellt sich die Frage, welche weiteren Regulatoren
an der Modulation der fnbA und B Transkription beteiligt sind und somit das hohe
Expressionslevel dieser Adhasine bei den spa Typ t108 Isolaten erklaren konnten.
Dafur kommt unter anderem der von Cheung und Kollegen (Cheung et al., 1992)
erstbeschriebene sarA (engl. staphylococcal accesory regulator A) Lokus in Frage.
SarA reguliert die fnbA und B Transkription positiv und unabhangig von der Aktivitat
des agr Lokus (Wolz et al., 2000). Mehrere Studien beschreiben aul3erdem einen
positiv regulierenden Einfluss des sae Operons auf die Transkription von fnbA und B
(Steinhuber et al., 2003). Beim sae System handelt es sich allerdings um einen
nachgeordneten Regulatorsystem, dessen Aktivitat unter anderem von agr und o®
beeinflusst wird (Mainiero et al., 2010). Fur weiterfuhrende Studien zur Aufklarung
der hohen fnbA und B Expression der spa Typ t108 Isolate konnte ein mdoglicher
Einfluss dieser Regulatoren untersucht werden.

Neben der erhohten fnbA und B Transkription der spa Typ t108 Isolate wurde eine
genetische Besonderheit gefunden, die ebenfalls zu Unterschieden in der
Adhasionsfahigkeit an Fibronektin beitragen kann. Bei funf der acht untersuchten
CC398 Isolate wurde eine Punktmutation bei fnbB, bei Aminosaure 372 identifiziert.
Diese Punktmutation fuhrt zu einem verfrUhten Stopcodon und legt nahe, dass
Isolate, die diese Punktmutation tragen, nicht in der Lage sind ein funktionelles,
zellwandgebundenes FnbB zu produzieren. Dieselbe Punktmutation wurde bereits
zuvor in zwei Ganzgenom-sequenzierten CC398 Isolaten aus den Niederlanden bzw.
Kanada gefunden und beschrieben: Isolat S0385 (GeneBank: AM990992.1) und
Isolat 08BA02176, (GeneBank: CP003808.1) (Schijffelen et al., 2010; Golding et al.,
2012). Es ist nicht unwahrscheinlich dass diese Punktmutation und somit das nicht-
funktionale FnbB innerhalb der CC398 Linie recht verbreitet ist. Interessanterweise
trugen alle getesteten spa Typ t011 und t034 Isolate die Punktmutation, wahrend
lediglich eines von vier getesteten spa Typ t108 Isolaten (Isolat 2121) das nicht-
funktionale fnbB aufwies.

In diesem Zusammenhang muss angemerkt werden, dass vereinzelte spa Typ t011
und t034 Isolate (Isolat 5191 und 5328) trotz einem vergleichsweise niedrigen fnbA

Expressionsniveau sowie dem Tragen der Punktmutation in fnbB dennoch eine
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moderate bis hohe Adhasionskapazitat an Fibronektin zeigten. Diese genetischen,
bzw. transkriptorischen Besonderheiten sind demnach lediglich als Faktoren zu
sehen, die einen Einfluss auf das Adhasionspotential der CC398 Linie ausuben und
nicht als umfassende Erklarung fur die Unterschiede im Adhasionsverhalten.

Die erhohte Adhasionskapazitat der spa Typ t108 Isolate gegenuber den t011 und
t034 Isolaten war bislang unbekannt, so dass die gemeinsame Publikation mit
Kooperationspartnern des Universitatsklinikums Munster die Erstbeschreibung dieser
besonderen Virulenzeigenschaft innerhalb der CC398 Linie ist (Ballhausen et al.,
2014). Vor dem Hintergrund der erhohten Adhasionskapazitat von Isolaten des spa
Typs t108 stellt sich die Frage, ob diese Besonderheit zu veranderten
Verbreitungsmustern gegenuber anderer Subgruppen des CC398 fuhrt, bzw. ob spa
Typ t108 Isolate generell eine Sonderstellung innerhalb der CC398 Linie einnehmen.
Epidemiologisch stellt der spa Typ t108 (08-16-02-25-24-25) eine spa Repeat
Variante von t011 (08-16-02-25-34-24-25) und t034 (08-16-02-25-02-25-34-24-25)
dar und leitet sich ursprunglich von spa Typ t011 ab (Harmsen et al., 2003).

Eine ganze Reihe von Studien beschreibt im Zusammenhang mit CC398 die hohe
Pravalenz von lIsolate der spa Typen t011, 1034 und t108 in Deutschland und den
Niederlanden (Kock et al., 2009b; Fessler et al., 2012; Schaumburg et al., 2012;
Tavakol et al., 2012; Kock et al., 2013; van Duijkeren et al., 2014). Betrachtet man
dieses spa Typ Triplett, scheint t108 der lediglich am dritthaufigsten vorkommende
spa Typ zu sein. Beispielsweise gibt die Studie von Kéck und Kollegen aus dem Jahr
2009 das prozentuale Vorkommen der spa Typen bei Patienten mit einer
Kolonisierung durch LA-MRSA CC398 im Universitatsklinikum Munster (UKM) mit 56
% (t011), 39 % (t034) und 3 % (t108) an. Dabei sind am UKM insgesamt 18,6 % der
MRSA Kolonisierungen von Patienten mit der CC398 Linie assoziiert (Kock et al.,
2013). Dies deutet an, dass die erhohte Adhasionsfahigkeit von Isolaten des spa
Typs t108 sich nicht in einer h6heren Kolonisierungsrate gegenuber 1011 und t034
Isolaten widerspiegelt. Zwar berichtete eine niederlandische Studie von 2007 von
deutlich hoheren spa Typ t108 Kolonisierungsraten (40 % aller CC398 Isolate)
verglichen mit Isolaten der spa Typen t011 (23 %) und t034 (17 %) (van Loo et al.,
2007), weitere Studien bestatigen dieses Verbreitungsmuster jedoch nicht.

Auch CC398 assoziierte Infektionen beim Menschen werden bei spa Typ t108 und
anderen spa Typen gleichermallen beschrieben (Gorge et al., 2015). Allerdings
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scheint die geografische Verbreitung eine Besonderheit des spa Typ t108
darzustellen. In diesem Zusammenhang werden Infektionen mit diesem spa Typ
vorrangig in Nordeuropa, im Nordwesten Deutschlands, Teilen Frankreichs,
Danemark und den Niederlanden beschrieben (Voss et al., 2005; Huijsdens et al.,
2006; Witte et al., 2007; Lewis et al., 2008; Kock et al., 2009a; Kock et al., 2009b;
Stegger et al., 2010; Kock et al., 2011; Valentin-Domelier et al., 2011; van der Mee-
Marquet et al.,, 2011; Omland und Hoffmann, 2012; Kock et al., 2013; Smith und
Wardyn, 2015). Eine Ausnahme stellt dabei Spanien dar, wo ebenfalls von
Infektionen mit CC398 spa Typ t108 berichtet wurde (Aspiroz et al., 2010; Lozano et
al.,, 2012). Im Gegensatz dazu scheinen CC398 spa Typ t011 und t034 Isolate
beinahe weltweit humane Infektionen zu verursachen. Studien beschreiben Falle
unter anderem in den USA, Kanada, Afrika, Teilen Asiens und GroRbritanniens (lp et
al., 2005; Ho et al., 2008; Golding et al., 2010; Smith und Wardyn, 2015). Das
abweichende Verbreitungsmuster der spa Typ t108 Isolate korreliert jedoch nicht mit
der festgestellten, erhohten Adhasionskapazitat, sodass der tatsachliche Einfluss
dieses Fundes ungeklart bleibt.

Neben der Adhasionskapazitat an humane Keratinozyten und humanes/bovines
Plasma Fibronektin wurde im Rahmen dieser Arbeit auch die Adhasionskapazitat an
humanes Fibrinogen bestimmt.

Die Untersuchung von acht LA-MRSA CC398 Isolaten belegte die gleichermalien
ausgepragte  Kapazitat, an humanes Fibrinogen zu adharieren. Die
Adhasionskapazitaten uUberstiegen die eines S. carnosus Isolat (TM300), das auf
Grund fehlender humanspezifischer Adhasionsfaktoren uber eine naturgemalf}
geringe Adhasionsfahigkeit an humane Proteine verfugt, um das drei bis vierfache.
Ein untersuchtes CA-MRSA Isolat zeigte dabei eine vergleichbare
Adhasionskapazitat wie die getesteten LA-MRSA CC398 Isolate. Unterschiede
bezuglich der spa Typen, innerhalb der CC398 Linie, wie sie bei der Adhasion an
Plasma-Fibronektin gefunden wurden, wurden bei humanem Fibrinogen nicht
festgestellt. Bei der Untersuchung der Transkription der primar fur die Adhasion an
Fibrinogen verantwortlichen MSCRAMMs CIfA und B codierenden Gene wurden bei
einzelnen Isolaten geringfugige Unterschiede gefunden. Die Isolate 2121 und 5191
zeigten eine niedrigere clfA Expression als die Ubrigen Isolate, bei Isolat 4969 wurde
hingegen eine hohere clfB Expression, als bei sechs der Ubrigen Isolate bestimmit.
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Unterschiede, wie bei fnbA und B, die auf eine spa Typ Abhangigkeit hindeuten,
zeigten sich bei clfA und B nicht. Als MSCRAMMSs werden clfA und B auf die gleiche
Weise durch den agr Lokus und das ¢® Operon reguliert, wie bereits oben fur fnbA
und B beschrieben (Nair et al., 2003; Cheung et al., 2004). Die deutlich niedrigere
agr Aktivitat der Isolate 4949 und 4969 konnte eine erhohte clfA und B Transkription
erklaren. Diese besteht allerdings nur in geringem Male bei Isolat 4969 fur c/fB. Die
clfB Expression von Isolat 4949, sowie die clfA Transkription der beiden Isolate,

bleiben unbeeinflusst.

Zwei Studien beschreiben den Einfluss der viskoelastischen Zellwandeigenschaften
auf die bakterielle Adhasion unter einer externen Krafteinwirkung (Liu et al., 2008;
Chen et al., 2012). Demzufolge sind hochelastische Zellwande in der Lage, sich bei
Kontakt mit einem Substrat starker zu verformen als niederelastische Zellwande und
bieten so eine groere Kontaktflache mit potentiellen Wechselwirkungen zwischen
Substrat und Zelloberflache. Um zu ermitteln, ob die Elastizitatseigenschaften der
Zellwand die Adhasionseigenschaften der Isolate beeinflussen, wurden deren
zellwandeigenen  Elastizitatsmodule  bestimmt und mit den ermittelten
Adhasionskapazitaten verglichen. Die Untersuchung der drei LA-MRSA CC398
Isolate zeigte nur geringfugige Unterschiede bezlglich der Zellwandelastizitat, es
wurden Elastizitatsmoduli zwischen 5,8 und 6,1 MPa bestimmt (Abb. 12). Auch die
Zellwandelastizitat des CA-MRSA Isolats MW2 sowie des MSSA Isolates 8325-4
wiesen ahnliche Elastizitatsmoduli von 5,4 bzw. 6 MPa auf. Im Gegensatz dazu
variierten die Adhasionskapazitaten der CC398 Isolate, wie zuvor schon besprochen,
deutlich. Das Isolat MW2 zeigte eine vergleichsweise hohe Adhasionskapazitat,
wahrend Stamm 8325-4 mit einer moderaten Effektivitdat an humane Keratinozyten
und Fibronektin adharierte. Eine veranderte Zellwandelastizitdt kann somit als
Begrindung der variierenden Adhasionskapazitat der getesteten CC398 Isolate
weitestgehend ausgeschlossen werden.

WeiterfUhrend wurde die Hypothese des Einflusses der Zellwandelastizitat auf die
bakterielle Adhasion grundsatzlich Uberpruft, indem eine 8325-4 pbp4
Deletionsmutante charakterisiert wurde (Atilano et al., 2010). Die Deletion von pbp4
bewirkte eine signifikante Reduzierung des Elastizitatsmodulus von 6 MPa (8325-4
Wildtyp) auf 2,9 Mpa (8325-4 Apbp4), die Zellwand war somit elastischer. Allerdings
wurden weder bezuglich der Adhasionskapazitat an humane Keratinozyten, noch an
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humanes Plasma-Fibronektin, Unterschiede zwischen 8325-4 und der isogenen pbp4
Deletionsmutante festgestellt. Ein Zusammenhang zwischen der Zellwandelastizitat
und der bakteriellen Adhasionskapazitat konnte demnach auch vor dem Hintergrund
der deutlich erhdhten Zellwandelastizitat der 8325-4 Apbp4 Mutante nicht bestatigt
werden.

In der Studie von Chen und dem dazugehoérigen Kontaktmodell wurde die
Bakterienzelle selbst als ,harter Kern“ beschrieben, der sich unter einer
Krafteinwirkung bzw. bei Adhasionsprozessen nicht verformt (Chen et al., 2012). Es
wurde lediglich eine elastische Verformung der Zellwand bericksichtigt. Allerdings
sollte eine Veranderung der Elastizitat der gesamten Bakterienzelle ebenso einen
Einfluss auf die Verformbarkeit, die Kontaktflache mit dem Substrat und somit der
potentiellen Adhasionskapazitat haben. Eine Veranderung des Turgordrucks der
Zelle sollte eine solche Elastizitatsanderung bewirken. Um dieser Hypothese
nachzugehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine AFM-basierte Methode
entwickelt, die es ermdglicht die Turgordruck-abhangige Elastizitat einer
Bakterienzelle, unabhangig von der Zellwandelastizitat messen zu konnen. Dazu
wurde wahrend des Messens der Elastizitatskarten eine hohere Auslosekraft mit der
Messsonde ausgeubt, wodurch eine Indentation der Sonde erreicht wurde, welche
die Zellwanddicke uberstieg. Durch eine Erhohung der NaCl-Konzentration des
Messpuffers (von 0,15 mol/l NaCl auf 1,5 mol/l NaCl) konnte ein erhohter
osmotischer Druck hervorgerufen werden, wodurch Wasser aus den gemessenen
Bakterienzellen ausstromte und der Turgordruck sank. Bei der anschlieRenden
Elastizitatsmessungen mit einer Auslosekraft von 5 nN wurden nur geringfugige
Unterschiede zwischen Isolat 8325-4 und der 8425-4Apbp4 Mutante festgestellt, die
wiederum in keinem Zusammenhang mit der Zellwandelastizitat standen. Aul3erdem
zeigte Isolat 8325-4 eine deutliche, mit dem gesunkenen Turgordruck
einhergehende, Zunahme der Zellelastizitat. Umgekehrt ergaben
Elastizitatsmessungen bei einer Auslosekraft von 1 nN, unabhangig von der NaCl-
Konzentration die, durch die pbp4 Deletion bedingten, Unterschiede in der
Zellwandelastizitat (Abb. 14). Insgesamt kann also mit einer Auslosekraft von 1 nN
die Elastizitat der Zellwand und mit 5 nN die Elastizitat der Zelle, unabhangig von der
Zellwand, gemessen werden. Die Zellelastizitat ist dabei abhangig vom Turgordruck
der Zelle und somit vom osmotischen Milieu, das die Zelle umgibt.
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Durch eine Erhdhung der NaCl-Konzentration (und damit des osmotischen Drucks)
wahrend des 96 Well Platten basierten Adhasionsassays sollte sich der Turgordruck
der eingesetzten Bakterien verringern und die Bakterienzellen somit elastischer
werden. Die Untersuchung von 8325-4 Wildtyp und Apbp4 zeigte, dass die auf diese
Weise erhohte Zellelastizitat keine bzw. nur eine geringfugig erhohte Adhasion an
humane Keratinozyten und Fibronektin vermittelt (Abb. 15).

Insgesamt konnte der von Liu und Chen postulierte Einfluss der Zellwandelastizitat
und weiterfUhrend der Elastizitat der gesamten Zelle auf das Adhasionsverhalten von
S. aureus im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Hierbei gilt zu
berucksichtigen, dass Chen und Kollegen in ihrer Studie ein Modell verwendeten, in
dem lediglich ein einzelnes Bakterium an eine Messsonde fixiert wurde, mit dem
Substrat in Kontakt gebracht und wieder abgelost wurde, um die auftretenden
Adhasionskrafte zu messen. Das Modell erscheint in dieser einfachen
Kontaktsituation, ohne malgebliche horizontale Kraftkomponente und unter
Vernachlassigung des Turgordrucks plausibel. In einer komplexeren Abldsesituation
mit horizontaler Kraftkomponente, Scherkraften und gegebenenfalls turbulenter
Umstromung der Zellen, so wie dies wahrend des 96 Well Platten basierten
Adhasionsassays auftritt, scheint das Modell nicht anwendbar zu sein. Bei einer S.
aureus Zelle, die wahrend einer Bakteriamie/Sepsis im Blutstrom des Wirtes zirkuliert
und auf einem, mit Serumproteinen bedeckten Medizinprodukt oder dem Endothel
adhariert, muss von einer komplexen Kontaktsituation in Stromung ausgegangen

werden. Dies macht das Kontaktmodell nach Chen nur eingeschrankt anwendbar.

Zusammenfassend stellt sich die bakterielle Adhasion als komplexer Vorgang dar, in
dessen Betrachtung, neben der biologischen Komponente (wie spezifische
Adhasionsproteine), die  experimentellen = Rahmenbedingungen mit den
entsprechenden Ablosemechaniken eine wichtige Rolle spielen und berucksichtigt
werden mussen. Die Untersuchung der Adhasionseigenschaften Nutztier-assoziierter
MRSA Isolate der CC398 Linie bestatigte die, in der Literatur beschriebenen,
niedrigen Adhasionseigenschaften Tier-assoziierter S. aureus lIsolate gegenlber
human-assoziierter Isolate (Uhlemann et al., 2012), zeigte allerdings auch das
abweichende Adhasionsmuster der CC398 Subgruppe des spa Typ t108 und stellt
somit ein Beispiel fur die Heterogenitat und Anpassungsfahigkeit dar mit der
Virulenzeigenschaften innerhalb der CC398 Linie auftreten.
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5.2 Untersuchung der LA-MRSA CC398 Immunevasions-Eigenschaften

Bei der Untersuchung der Phagozytoserate von MRSA Isolaten durch humane PMN
wurden die Bakterien mit einer Mol von ca. 50, in Relation zur Anzahl der PMN, zum
Vollblut gegeben. Die Ergebnisse zeigten einen geringflgigen Anstieg der
Phagozytose wahrend der einstindigen Koinkubation (Abb. 16). Weiterhin wurden
deutliche Unterschiede bezlglich der Phagozytoserate zwischen LA-MRSA CC398,
CA-MRSA und HA-MRSA beobachtet. Dabei wurden Isolate des spa Typs t108
weniger effektiv von PMN aufgenommen, als spa Typ t011 Isolate, t034 Isolate und
CA-MRSA Isolate. HA-MRSA Isolate zeigten eine mit spa Typ t108 vergleichbare
Phagozytoserate. Bei der genotypischen Charakterisierung der Isolate-Auswahl
mithilfe eines DNA-Microarrays (Alere, StaphyType Microarray |) wurden unter
anderem Gene untersucht, die in der Immunevasion sowie dem Phagozytoseschutz
involviert sind (Ballhausen et al., 2014). Dabei wurden die Gene der Koagulase
(coa), des von Willebrand Faktor-Bindeproteins (vwb), sowie von cl/fA und B bei allen
44 lsolaten nachgewiesen. Coa und Vwb vermitteln im Zusammenspiel mit
wirtseigenem Prothrombin die Bildung des Kkatalytisch aktiven Staphthrombin.
Dadurch wird die Umsetzung des Serumproteins Fibrinogen zu Fibrin induziert und
schlieBlich ein Fibrinklumpen gebildet (McAdow et al., 2012). CIfA und B ermoglichen
wiederum die Adhasion an Fibrinogen bzw. Fibrin und damit die Anlagerung an/in
diese Fibrinklumpen, was einen mechanischen Phagozytoseschutz bedingt (McDevitt
et al., 1997; O'Brien et al., 2002a; McAdow et al., 2012). Die Transkription von vwb
sowie coa, reguliert durch SigB, wird insbesondere in der exponentiellen
Wachstumsphase beschrieben, wahrend clfA bevorzugt in der post-exponentiellen
Wachstumsphase exprimiert wird (Bischoff et al., 2004). Beim Phagozytoseassay
wurden Kulturen der stationdren Wachstumsphase verwendet. Aulderdem konnten
wahrend der Durchfihrung des Assays, auch mikroskopisch, keine Koagulation des
Blutes bzw. Bildung von Fibrinklumpen beobachtet werden. Ein Einfluss dieses
Mechanismus des Phagozytoseschutzes auf die gezeigten spa Typ-abhangigen

Effekte kann somit zumindest angezweifelt werden.

Ein weiterer Mechanismus der zum Phagozytoseschutz beitragt, ist die Bildung einer
Polyssacharidkapsel (Baddour et al., 1992). Die Kapsel ermdglicht zwar die

Anbindung und Spaltung der Komplementfaktoren an der bakteriellen Zellwand, die
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Ruckbindung an die Komplementrezeptoren von PMN ist dadurch allerdings deutlich
erschwert (Foster, 2005). Bei klinischen Isolaten sind die Kapseltypen 5 und 8 am
haufigsten vertreten (Roghmann et al., 2005). Fur beide Kapseltypen wurde sowohl
in Tiermodellen als auch in in-vitro Phagozytose Assays eine erhohte Virulenz und
eine reduzierte Phagozytose durch Neutrophile beschrieben (Baddour et al., 1992;
Nilsson et al., 1997; Thakker et al., 1998). Durch die DNA-Microarrays wurde in allen
untersuchten LA-MRSA CC398 Isolaten das cap5 Gen (verantwortlich fur die Bildung
des Kapseltyps 5) nachgewiesen. Die CA-MRSA und HA-MRSA Isolate zeigten die
Kapseltypen 5 oder 8. Um die Unterschiede bezuglich der Phagozytoserate innerhalb
der LA-MRSA CC398 Linie bzw. die Unterschiede zwischen HA-MRSA und den
CC398 Isolaten zu erklaren, kommen unterschiedliche Kapseltypen demnach nicht in
Frage.

Neben Zellwand-assoziierten Faktoren, wie den MSCRAMMSs oder der Kapsel, wird
das Potential des Phagozytoseschutzes ebenso von sekretierten Proteinen
beeinflusst. Beispielsweise beschreibt eine Studie von Inoshima und Kollegen (2011)
die Bindung von a-Toxin (Hla) an den membranstandigen Wirts-Rezeptor ADAM10
auf der Oberflache humaner Zellen und die Bildung Heptamer-formiger Poren. Der
Einfluss dieser Porenbildung auf PMN bleibt umstritten. Eine Studie von Pang und
Kollegen bestatigt den Einfluss von Hla auf die Membranstabilitat von PMN nach der
Phagozytose von S. aureus (Pang et al., 2010), wahrend eine weitere Studie diesen
Einfluss nicht nachweisen konnte (Nygaard et al., 2012). Die Microarray Analysen
zeigten die Anwesenheit von hla in allen getesteten LA-MRSA CC398, CA-MRSA
und HA-MRSA, sodass eine Hla-Einfluss auf die Phagozytoserate der Isolate nicht
auszuschliefen ist, allerdings nicht in Frage kommt, um Isolat-spezifische
Unterschiede zu erklaren.

Im Gegensatz zu hla wurden die Gene lukF-PV und lukS-PV, welche die F und S
Untereinheiten des Zweikomponenten Leukotoxins PVL codieren, ausschliellich in
sieben der untersuchten CA-MRSA Isolaten nachgewiesen, in allen anderen Isolaten
fehlten sie. PVL ist, wie schon in der Einleitung beschrieben, dazu in der Lage,
Makrophagen und PMN zu schadigen, indem es Membranporen bildet (Loffler et al.,
2010; Shallcross et al., 2013; Grumann et al., 2014). Da die CA-MRSA Isolate jedoch
mit einer vergleichsweise hohen Rate phagozytiert wurden, schien PVL, zumindest
unter den getesteten Bedingungen und bei den untersuchten lIsolaten, keinen
signifikanten Einfluss auf den Phagozytoseschutz zu haben.
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Die Betrachtung der Gene des @Saint3 codierten IEC zeigte ein interessantes
Verteilungsmuster. In den LA-MRSA CC398 lIsolaten, die zusammen mit den HA-
MRSA und CA-MRSA diesbezuglich untersucht wurden (Tab. 1), waren die IEC
Komponenten chp, sak und scn nicht vorhanden. Lediglich zwei der spa Typ t034
Isolate (Isolat 5345 und 5363) bildeten eine Ausnahme und beherbergten alle drei
Gene. Diese beiden Isolate zeigten eine moderate Phagozytoserate durch humanen
PMN. Im Gegensatz dazu wurde die Anwesenheit von chp, sak und scn bzw. die
Integration von @Saint3 in allen HA-MRSA Isolaten beobachtet. Auf Grund der
niedrigen Phagozytoserate der HA-MRSA Isolate kann vermutet werden, dass die
Anwesenheit der IEC Gene und die damit verbundene Hemmung des
Komplementsystems zum Phagozytoseschutz der Isolate beitrug. Die getesteten CA-
MRSA Isolate wiesen zwar die @Saint3 Integration auf, allerdings fehlte in funf der
neun getesteten Isolate das Gen chp. Diese Isolate verfugten lediglich Uber die Gene
sak und scn. Bemerkenswerterweise wurden diese CA-MRSA im Rahmen des
Phagozytoseassays insgesamt zwar deutlich effektiver von PMN aufgenommen als
HA-MRSA, allerdings wurde zwischen den chp positiven- und chp negativen CA-
MRSA Isolaten kein signifikanter Unterschied bezuglich der Phagozytoserate
festgestellt. Demnach sollte das unterschiedliche Potential der HA-MRSA und CA-
MRSA Isolate, sich vor der Phagozytose zu schiutzen, andere Ursachen haben als
das Tragen/Fehlen von chp. Da lediglich zwei der LA-MRSA CC398 Isolate chp, sak
und scn trugen, lasst sich der erhohte Phagozytoseschutz der spa Typ t108 Isolate
gegenuber den t011 und t034 Isolaten ebenfalls nicht durch die Wirkung des IEC
erklaren.

Insgesamt konnten zur Deutung der festgestellten Muster der Phagozytoserate von
LA-MRSA CC398, CA-MRSA und HA-MRSA sowie der verringerten
Phagozytoserate von spa Typ t108 Isolaten durch PMN, die oben beschriebenen
Mechanismen weitestgehend ausgeschlossen werden. Die Grunde fur die gezeigten
Effekte bleiben damit bis auf weiteres unbekannt. Allerdings konnten
unterschiedliche Expressionslevels der Kapsel-codierenden Gene bzw. der IEC
Komponenten zum gezeigten Muster der Phagozytoserate beitragen und sollten in

weiterfihrenden Studien untersucht werden.

Neben der Phagozytoserate durch PMN in Vollblut wurde im Rahmen dieser Arbeit
die Phagozytose und das intrazellulare Uberleben von LA-MRSA CC398 in THP-1
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Makrophagen untersucht (Abb. 18). Bei zwei von vier getesteten spa Typ t108
Isolaten (Isolat 4949 und 4969) wurde eine verringerte Phagozytoserate gegenuber
den restlichen Isolaten festgestellt. Diese Beobachtung passt zum Muster der oben
beschriebenen, niedrigen Phagozytoserate von spa Typ t108 Zellen durch humane
PMN in Vollblut. Im Gegensatz dazu zeigten die beiden anderen untersuchten spa
Typ t108 Isolate 2121 und 0435 diese verringerte Phagozytoserate durch
Makrophagen nicht. Allerdings wiesen diese beiden Isolate bereits bei der
Betrachtung der Phagozytose durch humane PMN in Vollblut ungewdhnlich hohe
Phagozytoseraten, im Vergeich zu den anderen Isolaten des spa Typs t108 auf.
Somit kann festgehalten werden, dass die beobachtete Phagozytoserate in THP-1
Makrophagen das in Versuchsteil 4.2.1 beschriebene Muster der Phagozytose
bestatigt.

Das intrazellulare Uberleben der phagozytierten Bakterienzellen wurde fiir die Dauer
von 23 Stunden beobachtet und nahm in diesem Zeitraum bei allen getesteten
Isolaten stetig ab. Relativ zur Phagozytoserate betrachtet, zeigten die untersuchten
spa Typ t108 Isolaten nach 23 Stunden ein deutlich geringere Uberlebensrate, als
die spa Typ t011 und t034 Isolate. Das spa Typ t034 Isolat 1714 bildete dabei eine
Ausnahme und zeigte eine ebenfalls geringe Uberlebensrate. Wie bereits in der
Einleitung beschrieben, wird das Potential von S. aureus intrazellular zu Uberleben
unter anderem von der Fahigkeit beeinflusst bakterielle Oberflachenstrukturen zu
modifizieren, um sie weniger affin fur kationische antimikrobielle Peptide zu machen.
Dabei werden D-Alanin bzw. L-Lysin Reste an Ribitol- und Lipoteichonsauren sowie
die Phosphoglyceride der bakteriellen Zellmembran angebunden. Dies wird durch die
dit Operon codierten Proteine und das MprF Protein katalysiert (Peschel et al., 1999;
Peschel et al., 2001; Staubitz et al., 2004). Die DNA Microarray Analysen zeigten
dass mprF in keinem der getesteten LA-MRSA CC398 Isolate vorhanden war,
weshalb dessen Wirkung nicht als Ursache des abweichenden intrazellularen
Uberlebenspotenitals der spa Typ t108 Isolate in Frage kommt. Die Gene des dit
Operon waren leider nicht Teil der, durch den DNA-Microarray nachgewiesenen
Gene, sodass Uber deren Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit der Isolate im
Rahmen dieser Untersuchungen keine Aussage getroffen werden kann. Allerdings ist
dieses Operon haufig die Integrationsstelle von Transposons (zum Beispiel TN917)
bzw. Resistenzgenen, was zur Unterbrechung und Inaktivierung einzelner oder

mehrerer dlt Gene fuhrt (Peschel et al., 1999). Es kann daher vermutet werden, dass
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die Komposition, mit der aktive dIt Gene in verschiedenen S. aureus Isolaten bzw.
Linien auftreten, variiert. Fur weiterfuhrende Untersuchungen zur Aufklarung der
Ursache des abweichenden Uberlebenspotentials der spa Typ t108 Isolate sollten
die dlt Operons der untersuchten Isolate durch DNA-Sequenzierung auf Insertionen
hin untersucht und verglichen werden.

Ein weiterer Mechanismus der einen Einfluss auf das intrazelluldre Uberleben von S.
aureus ausubt, ist der Abbau von ROS, durch bakterielle Katalasen und Superoxid-
Dismutasen (Karavolos et al., 2003; Das et al., 2008). Als Speziesmarker fur S.
aureus wurde Katalase von allen getesteten Isolaten produziert und auch im DNA-
Microarray durch die Anwesenheit des Katalase codierenden Gens katA
nachgewiesen. Die Gene der beiden S. aureus Superoxid-Dismutasen, sodA und
sodM waren nicht Teil des DNA-Microarrays. |hr moglicher Einfluss auf die
unterschiedliche Uberlebensfahigkeit der getesteten CC398 Isolate bleibt deshalb
ungeklart.

Der Einfluss Phenol I6slicher Moduline (engl. Phenol soluble modulins, PSM) wurde
bereits in der Einleitung im Abschnitt 1.4.5 beschrieben. Das Gen des Hamolysin
(hid) war Teil des DNA-Microarrays und wurde, unabhangig von Klonalem Komplex
und spa Typ, in allen untersuchten Isolaten nachgewiesen. Die PSMa und PSMf
codierenden Operons waren auf dem DNA-Microarray hingegen nicht reprasentiert.
Diese sind jedoch, als Teil des Kerngenoms, unter S. aureus Isolaten weit verbreitet
(Grumann et al., 2014), sodass ein Einfluss von PSMa und PSM@ auf das
Uberlebenspotential der untersuchten CC398 Isolate nicht auszuschlieRen ist.
Weiterhin belegte das DNA-Microarray die Anwesenheit des ACME Cluster (engl.
Arginine Catabolic Mobile Element Cluster) bei einem der CA-MRSA CC8 Isolate
(Isolat 3289). Das ACME Cluster ist insbesondere bei Isolaten dieses CCs weit
verbreitet (Shore et al., 2011) und tragt potenziell zum intrazelluldren Uberleben von
S. aureus bei (Diep und Otto, 2008). Die LA-MRSA CC398 Isolate, die im Rahmen
des Assays zur Bestimmung des intrazelluldren Uberlebens untersucht wurden,
wiesen das ACME Cluster allerdings nicht auf, sodass es nicht als beinflussender
Faktor einer veranderten Uberlebensrate dieser Isolateauswahl in Frage kommit.

In weiterfUhrenden Untersuchungen konnten, neben dem Nachweis von sodA, sodM
und der dlt Gene, auch deren Transkription sowie die Transkription von katA, mprF,
hld und der PSM-codierenden Gene zur Aufklarung des reduzierten
Uberlebenspotentials der spa Typ t108 Isolate beitragen.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich Isolate des spa Typ t108
zwar effektiver vor der Phagozytose durch humane Immunzellen schutzen konnen
als andere Isolate dieser Linie, sollten sie allerdings dennoch aufgenommen werden,
sind sie weniger effektiv dazu in der Lage, intrazellular zu uberleben. Die Grunde
sind bislang ungeklart. Allerdings zeigen die Ergebnisse, dass der Fokus der
Immunevasions-Strategien dieser epidemiologischen Untergruppe auf dem
Phagozytoseschutz liegt und nicht auf intrazellularem Uberleben nach gegebenfalls
gezielt herbeigefuhrter Phagozytose, wie es bereits von Gresham und Kollegen flr
andere S.aureus Isolate gezeigt wurde (Gresham et al., 2000). Wie bereits im
Abschnitt 5.1 beschrieben, werden Infektionen mit spa Typ t108 Isolaten
gleichermal3en gefunden wie Infektionen, die mit Isolaten anderer spa Typen der
CC398 Line assoziiert sind, sodass die Immunevasion-spezifischen Besonderheiten
der spa Typ t108 Untergruppe die Fahigkeit, Infektionen im Menschen zu

verursachen, zumindest nicht negativ zu beeinflussen scheint.
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5.3 Einfluss einer ¢Saint3 Integration auf die Wirtsspezifitat von S. aureus
CC398

Wie bereits in der Einleitung vorgestellt, bt das Komplementsystem einen wichtigen
Einfluss auf die Effektivitat aus, mit der bakterielle Pathogene durch PMN
phagozytiert werden konnen. Die Aktivierung des Komplementsystems, die
sogenannte Komplementbindungsreaktion, kann dabei mit, oder auch ohne
Einflussnahme des adaptiven Immunsystems, auf verschiedenen Wegen erfolgen.
Dies fuhrt zu einer komplexen Kaskade an Spaltungen und Komplexbildungen
verschiedener Komplementfaktoren. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Spaltung
des Komplementfaktors C3 auf der Bakterienoberflache, was zur Opsonisierung fuhrt
und schliel3lich die Aufnahme von Pathogenen durch die Immunzellen fordert.
Weiterhin werden in Folge der Komplementbindungsreaktion chemotaktisch aktive
Peptide frei, die die Rekrutierung weiterer Immunzellen zum Ort der Immunreaktion
induzieren (Foster, 2005).

Die Hemmung des Komplementsystems durch die Gene des ¢@Saint3 codierten IEC
tragt somit, als wichtige Strategie der Immunevasion von S. aureus, zum
Phagozytoseschutz bei. Die Gene des IEC (scn, chp und sak, sowie gegebenenfalls
sea) treten dabei nicht immer in derselben Zusammenstellung auf. Van Wamel und
Kollegen beschreiben sieben verschiedene IEC Typen, die sich bezuglich ihrer
Komposition unterscheiden (van Wamel et al., 2006). Dabei sind SCIN und SAK die
prominentesten IEC Faktoren und treten in nahezu allen, bzw. dreiviertel aller Cluster
auf. CHIP ist in etwa der Halfte aller Cluster vertreten und Enterotoxine (wie SEA)
werden nur in etwa einem Drittel der Cluster gefunden (van Wamel et al., 2006).
Mehrere Studien beschrieben bereits das immunevasive Potential einzelner |[EC
Faktoren und wiesen dabei auf die humanspezifische Wirkung dieser Faktoren hin
(Donhlsten et al., 1993; Gladysheva et al., 2003; de Haas et al., 2004; Rooijakkers et
al., 2005). Diese Hypothese zur Wirtsspezifitat passt gut zum Muster, mit dem das
IEC in S. aureus Isolaten von verschiedenen Wirten gefunden wird. Humanadaptierte
S. aureus Stamme beherbergen den IEC codierenden Bakteriophagen Saint3 in aller
Regel, wahrend er in Nutztier-assoziierten Isolaten, wie den meisten CC398 Isolaten,
nur selten zu finden ist (McCarthy et al., 2012b). Eine aktuelle Pravalenzstudie wies
@Saint3 in keinem von 94 untersuchten Isolaten vom Schwein nach. Allerdings

beschreibt dieselbe Studie die Anwesenheit von ¢Saint3 in ca. 6 % der, in Nustern
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von Pferden isolierten, CC398 Stammen und sogar in 10 % der aus Pferdewunden
gewonnenen |solate (Cuny et al, 2015). Dies stellt die I|dee einer rein
humanspezifischen Wirkungsweise der IEC Faktoren in Frage.

Die Experimente dieser Arbeit zur Wirtsspezifitat von ¢@Saint3 untersuchten den
Einfluss des IEC codierenden ¢Saint3 auf den Phagozytoseschutz in Vollblut und
somit in Anwesenheit der Komplementfaktoren in drei Wirten: Mensch, Pferd und
Schwein. Dabei zeigten Isolate die @Saint3 trugen eine deutlich reduzierte
Phagozytoserate durch humane und interessanterweise auch equine PMN. Auf die
Phagozytose durch porcine PMN hingegen schien der ¢@Saint3 Status keinen
Einfluss zu haben. Diese Effekte wurden sowohl in einem Set aus 20 @Saint3
positiven/negativen CC398 Isolaten verschiedener Wirte und spa Typen, als auch bei
drei isogenen @Saint3 positiven/negativen Isolatpaaren festgestellt. Die Ergebnisse
zeigen erstmals, dass durch das Vorhandensein des ¢@Saint3 und damit sehr
wahrscheinlich durch das Zusammenspiel der IEC Faktoren ein effektiver
Phagozytoseschutz vor PMN sowohl in Humanblut als auch Pferdeblut vermittelt
wird, wahrend @Saint3 auf den Phagozytoseschutz in Schweineblut keinen
wesentlichen Einfluss ausubt (Jung et al., 2016). Diese Befunde erklaren zumindest
teilweise die Haufigkeit, mit der @Saint3 positive S. aureus Isolate in diesen Wirten
gefunden werden (Mensch > Pferd >> Schwein) (McCarthy et al., 2012b; Cuny et al.,
2015). Des Weiteren kann aus diesen Beobachtungen geschlossen werden, dass
das Wirtsspektrum der IEC Faktoren, das bislang als humanspezifisch galt (Verkaik

et al., 2011; Xia und Wolz, 2014), wahrscheinlich breiter ist als bisher angenommen.

Tabelle 25 zeigt die Konzentration der Immunzellen im Blut der drei untersuchten
Wirte, die im Vorfeld der Experimente durch Hamatogramme bestimmt wurde. Dabei
ist auffallig, dass die PMN Konzentrationen in Schweine- und Pferdeblut um den
Faktor 1,6 bzw. 2 hoher sind als im Blut von Menschen. Die zu erwartende, normale
PMN Konzentration hat einen breiten Toleranzbereich und Uberschneidet sich bei
Menschen, Schweinen und Pferden. Eine generell hohere Konzentration bei
Schweinen und Pferden ist dabei nicht dblich (Armbruster und Miller, 2007; Karalyan
et al., 2012; Melo et al., 2016). Allerdings stellte eine altere Studie von Dalin und
Kollegen ebenfalls eine erhdhte Konzentration von Immunzellen im Blut von
Schweinen fest und liefert dazu einen interessanten Erklarungsansatz (Dalin et al.,
1993). Gemaly dieser Studie wird die erhohte Konzentration von PMN, sowie
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Leukozyten im Allgemeinen, durch ein erhohtes Stresslevel wahrend des Transports
der Schweine verursacht. Die Schweine und Pferde, deren Blut im Rahmen der
Experimente dieser Arbeit verwendet wurden, stammten von lokalen Schlachthdfen
und waren vor der Blutenthahme ebenso transportiert worden. Die Beobachtung bei
Schweinen lasst sich moglicherweise auf Pferde ubertragen und konnte die
vergleichsweise hohen PMN-Konzentrationen erklaren.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, geht die CC398 Linie ursprunglich auf
humanspezifische MSSA CC398 Isolate des spa Typs t571 zuruck, die auf Nutztiere
(insbesondere Schweine) Ubertragen wurden. Interessanterweise wird ¢Saint3, und
damit das IEC, in MSSA CC398 spa Typ t571 mit einer ahnlich hohen Pravalenz
nachgewiesen wie bei anderen humanadaptierten S. aureus Linien, fehlt in CC398
Isolaten vom Schwein hingegen nahezu vollstandig (McCarthy et al., 2012a;
Uhlemann et al., 2012; Uhlemann et al., 2013; Cuny et al., 2015). Dies deutet darauf
hin, dass dieser Bakteriophage beim Ubergang vom Mensch zu Schwein regelmaRig
verloren geht, bei der Ruckubertragung vom Schwein auf den Menschen jedoch
haufig wieder zurickgewonnen wird. Cuny und Kollegen geben hierzu eine
Ruckgewinnungsrate von ca. 73,3 % in MSSA CC398 Isolaten an (Cuny et al., 2015).
Ein Grund fir den regelmaRigen Verlust von ¢Saint3 beim Ubergang von Mensch zu
Schwein konnten unter anderem die in dieser Arbeit gezeigte fehlende Funktion
bezlglich des Phagozytoseschutzes im Schwein als Wirt sein. Der Verlust des
Bakteriophagen konnte eine eventuelle Fitnesseinbul3e, die durch die Produktion und
Sekretion der in diesem Wirt wirkungslosen IEC Faktoren besteht, ausgleichen. Ein
solcher Fitnessnachteil sollte unter anderem das bakterielle Wachstum beeinflussen.
Unterschiede bezuglich des in vitro Wachstums konnten allerdings, zumindest fur die
getesteten isogenen CC398 Isolatpaare, anhand der Messung der ODggo in TSB
Medium nicht beobachtet werden (ohne Abbildung).

Insgesamt betrachtet unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit, sowie die
Ergebnisse der Pravalenzstudie von Cuny und Kollegen (2015), die Bedeutung des
IEC codierenden ¢Saint3 in der Speziesadaptation der CC398 Linie. Das Tragen von
@Saint3 innerhalb der CC398 Linie scheint somit eng mit dem Menschen als Wirt
verknUpft zu sein, allerdings zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine alleinige
Humanspezifitat dieses MGE, so wie es bislang angenommen wurde, nicht besteht.
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Durch die Integration von ¢@Saint3 in das hlb Gen wird dessen Sequenz unterbrochen
und die B-Hamolysinaktivitat geht verloren. Somit konnte ein weiterer Grund fur den
Verlust des @Saint3 in Schweineisolaten die Ruckgewinnung eines funktionellen 3-
Hamolysins sein. Das 35 kDa grof3e B-Hamolysin war eins der ersten Toxine, das in
S. aureus identifiziert wurde (Glenny und Stevens, 1935). 3-Hamolysin zeigt eine
Sphingomyelinase-Aktivitat und katalysiert die Spaltung der Phosphodiesterbindung
von Sphingomyelin auf der Oberflache von Erythrozyten. Wahrend 3-Hamolysin dazu
in der Lage ist, Schaf-Erythrozyten effektiv zu lysieren, zeigt es gegenuber
Kaninchen-Erythrozyten keine Aktivitat. Diese Aktivitatsunterschiede sind durch den
unterschiedlichen Sphingomyelingehalt auf der jeweiligen Erythrozytenoberflache
begriundet (Doery et al., 1963; Doery et al., 1965). Neben seiner hamolytischen
Aktivitat wirkt B-Hamolysin auch toxisch auf eine Reihe von Immunzellen, wie
Monozyten und Lymphozyten und ist aul3erdem dazu in der Lage, Keratinozyten zu
schadigen (Walev et al., 1996; Marshall et al., 2000; Huseby et al., 2007; Katayama
et al., 2013). DarUber hinaus vermittelt B-Hamolysin eine DNA-Bindeaktivitat, tragt
zur Biofilm-Bildung in einem Kaninchen Endokarditis Modell bei und unterstiutzt die
Fahigkeit, murine Haut zu kolonisieren (Huseby et al., 2007; Katayama et al., 2013).
Weiterhin beschreibt eine Studie von Aarestrup und Kollegen einen verstarkenden
Einfluss von B-Hamolysin auf die Entstehung von Mastitiden in Milchkihen
(Aarestrup et al., 1999). Die Befunde dieser Studien legen nahe, dass ein intaktes -
Hamolysin zur erfolgreichen Kolonisierung/Infektion in verschiedenen Wirten beitragt.
Um den Einfluss der @Saint3 Integration auf das hamolytische Potential von CC398
zu untersuchen, wurden die Lysekapazitaten der drei @Saint3 positiven/negativen
isogenen CC398 Isolatpaare von Erythrozyten verschiedener Wirte bestimmt. Alle
@Saint3 negativen Rezipienten Isolate zeigten in einem CAMP Test (Christie et al.,
1944) auf TSA mit Schafblut, in Kokultur mit S. agalactiae eine vollstandige
Hamolyse, was die Produktion eines funktionellen B-Hamolysins belegt (Abb. 21 A).
Im Gegensatz dazu zeigten die @Saint3 positiven Isolatderivate mit unterbrochenem
hib, wie erwartet, keine vollstandige Hamolyse, was den Verlust der -Hamolysin
Aktivitat in diesen Isolaten deutlich macht. Bemerkenswerterweise zeigte die
Bestimmung des Hamolysetiters einen deutlichen Einfluss der ¢Saint3 Insertion auf
die Hamolyseaktivitat in Humanblut. Dabei lysierten die Kulturiberstande der
@Saint3 negativen Mutterisolate die humanen Erythrozyten um den Faktor 10
effektiver als die @Saint3 positiven Isolatderivate. Derselbe Effekt konnte, wenn auch
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in abgeschwachter Form, bei Erythrozyten aus Schweineblut beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu zeigte die @Saint3 Insertion keinen Einfluss auf die
Hamolyseaktivitat von Pferde-Erythrozyten. Weiterhin konnten, neben den ¢@Saint3
abhangigen Effekten, wirtsabhangige Unterschiede bezuglich der Hamolyseaktivitat
beobachtet werden. Erythrozyten aus Schweineblut wurden dabei deutlich effektiver
lysiert (Faktor 10 - 60) als Erythrozyten vom Menschen oder Pferd.

Diskutiert man die Wichtigkeit der Ruckgewinnung eines funktionellen hib beim
Verlust von @Saint3 wahrend der Anpassung an das Schwein als Wirt, so erlauben
die Ergebnisse interessante, aber gegensatzliche Deutungen. Einerseits scheint die
Ruckgewinnung eines funktionellen B-Hamolysins in Schweinen als Wirte zu einer
verstarkten Hamolyseaktivitat beizutragen und somit fur das Bakterium von Vortell
sein, was den Verlust des ¢@Saint3 unterstitzen konnte. Andererseits wurde im
Menschen ebenfalls eine verstarkte hlb abhangige Hamolyseaktivitat beobachtet und
da humanadaptierte S. aureus Linien fur gewohnlich den @Saint3 tragen, scheint die
Ruckgewinnung des hib als treibendes Argument fur den Verlust des Bakteriophagen
unwahrscheinlich. Da der Verlust des B-Hamolysins bei der Hamolyse von Pferde-
Erythrozyten keinen messbaren Einfluss zu haben scheint, scheidet die
Ruckgewinnung eines intakten hlb als Triebfeder fur einen etwaigen Verlust von
¢Saint3 in Pferden zirkulierenden S. aureus lIsolaten ebenfalls aus. Einzig das
insgesamt deutlich erhohte Hamolysepotential von Schweineerythrozyten gegenuber
Erythrozyten vom Mensch und Pferd konnte darauf hinweisen, dass B-Hamolysin-
abhangige Lyseprozesse bei Infektionen im Schwein von groRerer Bedeutung sind,
als bei den anderen beiden untersuchten Wirten und damit die Rickgewinnung eines
funktionellen hlb bei Schweinen wichtiger ist als bei Menschen und Pferden ist. Somit
ist die Ruckgewinnung des HIb, als Triebfeder fur den Verlust von ¢@Saint3 aus
Grunden der rickgewonnenen Hamolyseeigenschaften zumindest fraglich. Allerdings
beeinflusst HIb neben der Hamolyseaktivitat, wie bereits oben beschrieben, auch
Adhasions- und Kolonisierungsprozesse, so dass eine verbesserte Adhasions-
kapazitat bzw. Kolonisierungsfahigkeit, in Verbindung mit einem rickgewonnenen hib
nicht unplausibel ist und Teil weiterfUhrender Untersuchungen sein konnte.
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5.4 Beantwortung der Fragestellungen

Gibt es bezlglich der bakteriellen Adhdsion und Immunevasion Unterschiede
zwischen LA-MRSA CC398 Isolaten und MRSA Isolaten, die vorwiegend beim

Menschen auftreten?

Ja, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zeigten, das LA-
MRSA CC398 Isolate uber eine insgesamt schwachere Adhasionskapazitat an
humane Epithel- und Endothelzellen verfugen, als die in Europa weit verbreiteten
humanen CA-MRSA und HA-MRSA Linien. Auch innerhalb der CC398 Linie wurden
bei der Adhasionskapazitat Unterschiede bezlglich epidemiologischer Subgruppen
festgestellt. Isolate des spa Typs t108 =zeigten ein deutlich hoheres
Adhasionspotential an humane Epithel- und Endothelzellen, als Isolate anderer spa
Typen der CC398 Linie. Diese erhohte Adhasion an Wirtszellen konnten zumindest
teilweise auf eine verbesserte Adhasionskapazitat an Fibronektin zurickzuflhren
sein, die wahrscheinlich durch eine erhdhte Transkription der, fur die Fibronektin-
bindenden Proteine codierenden Gene fnbA und B begrindet ist. Aullerdem tritt eine
Mutation in fnbB, die zu einem verfrihten Stoppcodon bei AS 372 fuhrt und unter
anderen Isolaten der CC398 Linie weit verbreitet ist, bei Isolaten des spa Typs t108
nur selten auf.

Auch bezlglich der Immunevasions-Eigenschaften wurden Unterschiede zwischen
LA-MRSA CC398, CA-MRSA und HA-MRSA sowie auch innerhalb der CC398 Linie
festgestellt. Isolate des spa Types t108 wurden weniger effektiv durch humane PMN
aufgenommen als spa Typ t011 lIsolate, 1034 Isolate und CA-MRSA. HA-MRSA
Isolate hingegen =zeigten eine mit spa Typ t108 Isolaten vergleichbare
Phagozytoserate. Daruber hinaus wurde bei spa Typ t108 eine reduzierte
intrazellulare Uberlebensfahigkeit im Makrophagen beobachtet. Isolate dieser
epidemiologischen Subgruppe werden demnach weniger effizient phagozytiert,
sollten sie jedoch durch PMN aufgenommen werden, so sind sie weniger effektiv

dazu in der Lage, innerhalb dieses Immunzelltyps zu Uberleben.
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Begrinden eventuell veranderte Adhasions- und Immunevasions-Eigenschaften die
weite Verbreitung von LA-MRSA CC3987?

Auch wenn zu erwarten ist, dass die Fahigkeit, an seine Wirte zu adharieren, wichtig
fur das Kolonisierungspotential von S. aureus ist, scheint ein unmittelbarer
Zusammenhang zwischen abweichender Adhasions- und Immunevasions-
Eigenschaften und den Verbreitungsmechanismen der CC398 Linie nicht zu
bestehen. Isolate des spa Typs t108 unterscheiden sich zwar deutlich in ihren
Adhasions- und Immunevasionseigenschaften von spa Typ t011 und t034 Isolaten,
von Kolonisierung und Infektionen wird aber bei allen drei spa Typen gleichermalen
berichtet (Gorge et al., 2015). Stattdessen gibt eine kirzlich veroffentlichte Studie die
Haufigkeit der Transportvorgange bei der Aufzucht, Mast und Schlachtung von
Schweinen als einen der Hauptgrinde fur die weite Verbreitung von LA-MRSA
CC398 an (Bangerter et al., 2016). Diese Studie begrundet allerdings nicht die hohe
Prevalenz von Isolaten der CC398-Linie beim Schwein verglichen mit anderen S.

aureus Isolaten.

Sind die Mechanismen der Adhasion und Immunevasion wichtig fur die Fahigkeit der

Spezies-Transmission?

Mit dem IEC codierenden ¢@Saint3 liegt ein MGE vor, dass, wie in dieser Arbeit
gezeigt, einen wirkungsvollen Phagozytoseschutz vor PMN im Menschen und Pferd,
nicht aber im Schwein vermittelt und wirtsspezifisch ins Genom integriert wird bzw.
verloren geht. Der Verlust bzw. die Aufnahme des Bakteriophagen wahrend der
Ubertragung  zwischen Menschen und Schweinen kann somit als
Wirtsadaptationsprozess verstanden werden. Die ursprungliche Mensch-assoziierte
MSSA CC398 spa Typ t571 Linie tragt den Bakteriophagen in der Regel, der
Bakeriophage geht erst bei der Ubertragung auf das Schwein als Wirt verloren. Auch
wenn das Potential von S. aureus Infektionen im Menschen zu verursachen nicht
zwingend die Insertion von @Saint3 erfordert, so wird dieser Bakteriophage bei der
Ruckubertragung von LA-MRSA CC398 auf den Menschen dennoch haufig
ruickgewonnen (Cuny et al., 2015). Die bislang angenommene exklusive
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Humanspezifitat der IEC Komponenten dieses MGE besteht allerdings nicht. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Faktoren des IEC ebenso bei Pferden als
Wirt aktiv sind, was die Funde ¢@Saint3 positiver Isolate bei CC398 assoziierten
Infektionen bei Pferden zumindest teilweise erklart.

5.5 Ausblick

Untersuchungen die als Fortsetzung der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Experimente sinnvoll sind, werden in den entsprechenden Kapiteln 5.1, 5.2 und 5.3
diskutiert. Im Folgenden werden weitere Ansatze ohne unmittelbaren
Zusammenhang mit den durchgefuhrten Experimenten besprochen.

Far S. aureus stellt der Nasen-Rachenraum eines der Haupthabitate dar (Lowy,
1998). In weiterfuhrende Studien konnte die Untersuchung der Adhasion an
Nasenepithel vom Menschen und Schwein dazu beitragen, das individuelle
Kolonisierungspotential von CC398 Isolaten und dessen Rolle auf die
Verbreitungsmuster der CC398 Linie besser einzuschatzen zu konnen.

Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Untersuchung der Verteilung von FnbA und
B auf der Zelloberflache von S. aureus. Wie bereits beschrieben, zeigte eine Studie
von Alsteens und Kollegen aus dem Jahr 2010 eine Clusterung von
zellwandgebundenen Adhasionsproteinen (Als5p) auf der Zelloberflache von C.
albicans (Alsteens et al., 2010). Das Verteilungsmuster von FnbA und B, bzw. aller
MSCRAMMSs, auf der Oberflache von S. aureus ist bislang noch weitestgehend
unbekannt. Eine eventuelle Clusterung konnte die spezifische Adhasion
beeinflussen, indem die Orientierung der S. aureus Zelle wahrend der Bindung eine
Rolle spielt. In weiterfuhrenden Studien kdonnte das Verteilungsmuster von FnbA und
B durch das Messen von Kraftkarten mittels Rasterkraftmikroskopie mit Fibronektin

funktionalisierten Messsonden bestimmt werden.
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Anhang

Abb. 22: Anhang zu Versuchsteil 4.1.3, Kraft-Distanz-Kurven (vergl. Abb. 7)
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Anhang
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A pbp4 A pbp4

Abb. 23: Anhang zu Versuchsteil 4.1.5, Elastizitatskarten (vergl. Abb. 12).

Beispiele fur Elastizitatskarten von drei LA-MRSA CC398 Isolaten (1711, 2121,
5328), CA-MRSA Isolat MW2, MSSA Isolat 8325-4 und 8325-4 Apbp4, bei zwei
verschiedenen NaCl-Konzentrationen (0,15 mol/l und 1,5 mol/l) sowie zwei
verschiedenen Auslosekraften der Messsonde (1 nN und 5 nN). Die mittleren DMT-
Moduli der Zellen werden in Abbildung 11 gezeigt.
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Anhang

Tab. 26: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von
fnbA (vergl. Abb. 9 A).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 **

1711 t011 5191 t011 >

1711 t011 4949 t108 **

1714 1034 2121 t108 **

1714 1034 5191 t011 >

1714 1034 4949 108 **

2121 t108 0435 t108 n.s.

2121 t108 5328 034 **

2121 t108 4969 t108 n.s.

0435 t108 5328 034 **

0435 t108 4969 108 **

5191 t011 4949 108 **

5328 034 4949 108 **

4949 108 4969 108 n.s.
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Anhang

Tab. 27: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von
fnbB (vergl. Abb. 9 B).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 **

1711 t011 5191 t011 n.s.

1711 t011 4949 t108 **

1714 1034 2121 t108 **

1714 1034 5191 t011 n.s.

1714 1034 4949 108 **

2121 t108 0435 t108 n.s.

2121 t108 5328 034 **

2121 t108 4969 108 **

0435 t108 5328 034 **

0435 t108 4969 108 **

5191 t011 4949 108 **

5328 034 4949 108 **

4949 108 4969 108 n.s.
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Anhang

Tab. 28: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von cIfA
(vergl. Abb. 10 A).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 *

1711 t011 5191 t011 n.s.

1711 t011 4949 t108 n.s.

1714 1034 2121 t108 **

1714 1034 5191 t011 *

1714 1034 4949 t108 n.s.

2121 t108 0435 t108 *

2121 t108 5328 034 *

2121 t108 4969 108 *

0435 t108 5328 034 n.s.

0435 t108 4969 108 n.s.

5191 t011 4949 108 *

5328 034 4949 t108 n.s.

4949 108 4969 108 n.s.
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Anhang

Tab. 29: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von c/fB
(vergl. Abb. 10 B).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 n.s.

1711 t011 5191 t011 n.s.

1711 t011 4949 t108 n.s.

1714 1034 2121 t108 n.s.

1714 1034 5191 t011 n.s.

1714 1034 4949 t108 n.s.

2121 t108 0435 t108 n.s.

2121 t108 5328 1034 n.s.

2121 t108 4969 t108 n.s.

0435 t108 5328 034 n.s.

0435 t108 4969 108 **

5191 t011 4949 108 *

5328 034 4949 t108 n.s.

4949 108 4969 108 **
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Anhang

Tab. 30: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von
asp23 (vergl. Abb. 11 A).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 **

1711 t011 5191 t011 *

1711 t011 4949 t108 **

1714 1034 2121 t108 n.s.

1714 1034 5191 t011 n.s.

1714 1034 4949 108 **

2121 t108 0435 t108 *

2121 t108 5328 034 **

2121 t108 4969 t108 n.s.

0435 t108 5328 034 n.s.

0435 t108 4969 108 n.s.

5191 t011 4949 108 **

5328 034 4949 108 **

4949 108 4969 108 *
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Anhang

Tab. 31: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Transkriptomanalyse von
RNAIII (vergl. Abb. 11 B).

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 n.s.

1711 t011 5191 t011 n.s.

1711 t011 4949 t108 **

1714 1034 2121 t108 n.s.

1714 1034 5191 t011 n.s.

1714 1034 4949 108 **

2121 t108 0435 t108 n.s.

2121 t108 5328 1034 n.s.

2121 t108 4969 108 **

0435 t108 5328 034 n.s.

0435 t108 4969 108 **

5191 t011 4949 108 **

5328 034 4949 108 **

4949 108 4969 108 n.s.
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Anhang

Tab. 32: Statistische Signifikanzverhaltnisse der Phagozytoserate zu Beginn
des Assays zur Bestimmung des intrazellularen Uberlebens (vergl. Abb. 18 B)

zu vergleichende Isolate:

Isolat A

Isolat Nummer:
1711
1711
1711
1711
1711
1711
1711
1714
1714
1714
1714
1714
1714
2121
2121
2121
2121
2121
0435
0435
0435
0435
5191
5191
5191
5328
5328
4949

Isolat B
spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ:
t011 1714 1034
t011 2121 t108
t011 0435 t108
t011 5191 t011
t011 5328 t034
t011 4949 {108
t011 4969 t108
t034 2121 t108
t034 0435 t108
t034 5191 t011
t034 5328 t034
t034 4949 {108
t034 4969 t108
t108 0435 t108
t108 5191 {011
t108 5328 t034
t108 4949 {108
t108 4969 t108
t108 5191 {011
t108 5328 t034
t108 4949 {108
t108 4969 t108
t011 5328 t034
t011 4949 {108
t011 4969 t108
t034 4949 {108
t034 4969 t108
t108 4969 t108

Signifikanzverhaltnisse:

n.s.
n.s.
*
n.s.
n.s.
*
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.

*
*

*%*

n.s.

n.s.

*%*

n.s.

*%*

*%x

n.s.

* < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01
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Anhang

Tab. 33: Statistische Signifikanzverhéltnisse des intrazelluliren Uberlebens
nach 23 h (vergl. Abb. 18 C)

zu vergleichende Isolate:

Signifikanzverhaltnisse:

Isolat Nummer: spa Typ: Isolat Nummer: spa Typ: * < p-Wert 0,05; ** < p-Wert 0,01

1711 t011 2121 t108 *

1711 t011 5191 t011 n.s.

1711 t011 4949 t108 **

1714 1034 2121 t108 n.s.

1714 1034 5191 t011 n.s.

1714 1034 4949 t108 n.s.

2121 t108 0435 t108 *

2121 t108 5328 1034 n.s.

2121 t108 4969 108 *

0435 t108 5328 034 **

0435 t108 4969 108 n.s.

5191 t011 4949 108 *

5328 034 4949 108 **

4949 108 4969 108 n.s.
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Anhang

Tab. 34: IEC assoziierte Gene des S. aureus CC398 Isolatsets aus Versuchsteil
4.3 (vergl. Tab. 2).

Isolat Nummer: @Saint3 sak chp scn sea/sep

07-01494 -

08-02710 -

09-03591 +

+
+
+
1

10-S01355 -

11-01119 -

11-01553 + + - + -

11-02407 + ; + + .

11-02802 + + - + -

12-S00148 -

13-ST00207 -
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Anhang

“I have spent most of the day putting in a comma and the
rest of the day taking it out again...”

Oscar Wilde
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