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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1 Deutsche Zusammenfassung

In dieser Studie geht es um die klinische Relevanz von Staphylococcus (S.) saccharolyticus,
das humanpathogene Potenzial und die diagnostische Schwierigkeit, Nachweise von S. sac-
charolyticus sicher als Infektion oder Kontamination erkennen zu kénnen. In einer retrospekti-
ven Datenerhebung konnten 93 Patienten identifiziert werden, die im Zeitraum zwischen Juni
2009 und Juli 2021 im Universitatsklinikum des Saarlandes behandelt wurden und einen Nach-
weis von S. saccharolyticus hatten. Zu diesen Patienten wurden klinische Daten gesammelt
und ausgewertet. Basierend auf sechs Kriterien wurde ein Score entwickelt, um die Patienten
in zwei Gruppen einzuteilen, namlich bei einer Punktzahl von 3-6 Punkten in die Gruppe A
,Infektion wahrscheinlich®, was bedeutet, dass bei diesen Patienten von einer durch S. sac-
charolyticus hervorgerufenen Infektion ausgegangen wurde. Patienten mit einem Punktwert
von 0 — 2 Punkten wurden in die Gruppe B ,Infektion unwahrscheinlich” eingeteilt. Die beiden
Gruppen wurden miteinander verglichen und es wurde eine logistische Regressionsanalyse
durchgefuhrt, um mégliche Faktoren zu identifizieren, die mit einer Infektion durch S. saccharo-
lyticus einhergehen. Von den insgesamt 93 Patienten lie3en sich 44 in Gruppe A einteilen, 49
Patienten in Gruppe B. Die Regressionsanalyse ergab statistisch signifikante Variablen, nam-
lich die Kriterien ,Lange des Krankenhausaufenthaltes®, ,maximale Koérpertemperatur®, ,er-
folgte Antibiotikatherapie® und ,Lange des Aufenthaltes auf der Intensivstation®. In der multiva-
riaten Regressionsanalyse hatte die Variable ,maximale Korpertemperatur® den grof3ten pra-
diktiven Wert.

Erganzend wurde eine Genomsequenzierung von 22 Isolaten durchgefiihrt. Es konnten zwei
Untergruppen, Klade A und B, identifiziert werden. Anhand der klinischen Daten lasst sich fir
Stamme aus Klade A eine héhere Virulenz vermuten, wenngleich beide Kladen in gleicher
Malfle in der Lage sind, Infektionen hervorzurufen. Stdmme, die Klade B zugehdrig sind, be-
sitzen ein instabileres Kerngenom, eine kirzere TTP und scheinen eher mit Fremdkdrperin-
fektionen assoziiert zu sein.

Bei der Antibiotika-Empfindlichkeitstestung zeigte sich lediglich eine Resistenz gegenuber
Metronidazol, fur alle anderen getesteten Antibiotika konnte eine Sensibilitdt nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse dieser Studie wurden mit den aktuellen Daten aus der Literatur verglichen und
eingeordnet, sodass das Wissen Uber S. saccharolyticus erweitert werden konnte. Es kann
davon ausgegangen werden, dass S. saccharolyticus in der Lage ist, klinisch relevante Infek-
tionen hervorzurufen, die in den meisten Fallen jedoch gut auf eine antibiotische Therapie
ansprechen. Die Unterscheidung zwischen einer Infektion und einer Kontamination bleibt wei-

terhin schwierig.
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1.2 Abstract

Introduction

This study focuses on the clinical relevance of Staphylococcus saccharolyticus, its human
pathogenic potential and the diagnostic difficulty of reliably recognizing evidence of S. sac-
charolyticus as an infection or contamination.

Methods

In a retrospective data collection, 93 patients with S. saccharolyticus detection were identified
who were hospitalized at Saarland University Hospital between June 2009 and July 2021.
Clinical data on these patients were collected and analysed. Based on six criteria, a score was
developed to divide the patients into two groups. Patients with a score of 3 — 6 points were
assigned to group A in which infection caused by S. saccharolyticus was considered likely.
Patients with a score of 0 - 2 points were assigned to group B “infection unlikely”. The two
groups were compared, and a logistic regression analysis was performed to identify possible
factors associated with an infection caused by S. saccharolyticus. Furthermore, whole genome
sequencing (WGS) of 22 isolates was performed. Antibiotic susceptibility was tested.

Results

Group A comprised 44 patients, group B contained 49 patients out of a total of 93 patients.
The regression analysis revealed statistically significant variables, namely the criteria “length

of hospital stay”, “maximum body temperature”, “antibiotic therapy” and “length of stay in the
intensive care unit”. In the multivariate regression analysis the criteria “maximum body tem-
perature during hospital stay” had the strongest predictive effect. In whole genome sequencing
two subgroups, clades A and B, were identified. Based on the clinical data, it can be assumed
that strains from clade A are more virulent, although both clades are equally capable of causing
infections. Strains belonging to clade B have a more unstable nuclear genome, a shorter TTP
and appear to be more often associated with foreign body infections. The antibiotic suscepti-
bility test revealed resistance to metronidazole; sensitivity to all other antibiotics tested was
demonstrated.

Discussion

The results of this study were compared with current data from the literature and categorized
so that knowledge about S. saccharolyticus could be expanded. It can be assumed that S.
saccharolyticus is capable of causing clinically relevant infections, which in most cases re-
spond well to antibiotic therapy. The distinction between an infection and a contamination re-

mains difficult.
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2 Einleitung

Der medizinische Fortschritt der letzten Jahre eréffnet viele neue Mdglichkeiten, sowohl in der
Diagnostik als auch zu therapeutischen Zwecken. Doch trotz stetigem Fortschritt sieht sich die
Medizin weiterhin mit neuen Problemen konfrontiert, die zukinftig eine grof3e Rolle spielen
werden. Seit Jahren steigt beispielsweise die Anzahl multiresistenter gramnegativer Bakterien
(MRGN), deren Behandlung das Gesundheitssystem bereits jetzt vor grol3e Herausforderun-
gen stellt. Hinzu kommen eine immer alter werdende Gesellschaft und eine Zunahme weiterer
vulnerabler Patientengruppen, die besonders anfallig fir opportunistische Erreger sind. Es gilt
daher, eine bessere Pravention zu etablieren, um beispielsweise Erregern der Hautflora kei-
nen Eintritt in den Blutkreislauf zu ermdéglichen. Falls es doch zu einer Besiedlung kommt,
muss anhand sicherer Unterscheidungskriterien differenziert werden kdnnen, ob es sich um
eine Infektion handelt oder ob eher eine Kontamination vorliegt. Handelt es sich um eine Kon-
tamination, sollte eine Antibiotikatherapie vermieden werden, um die Entwicklung weiterer Re-
sistenzen zu verhindern. Im Falle einer Infektion muss diese jedoch mdglichst schnell und
gezielt mit dem passenden Antibiotikum behandelt werden. Aus diesen Anforderungen ergibt
sich die Frage, wie dies im klinischen Alltag umsetzbar ist, wie sich die Risiken einer bakteri-
ellen Infektion minimieren lassen und welche Moglichkeiten zur sicheren Differenzierung, Di-
agnostik und Therapie bestehen.

In dieser Arbeit geht es um einen bis dato im Vergleich zu Staphylococcus (S.) aureus noch
recht unerforschten Erreger, das Bakterium Staphylococcus saccharolyticus. Die aktuelle Da-
tenlage zu S. saccharolyticus umfasst bisher wenige Studien, und das humanpathogene Po-
tenzial ist aufgrund der dirftigen Datenlage nur eingeschrénkt zu beurteilen. Diese Studie soll
dazu beitragen, das Wissen Uber S. saccharolyticus zu erweitern und moéglichst eine fundierte
Einschatzung Uber die Signifikanz zu geben, damit die Relevanz eines Nachweises im klini-

schen Alltag besser eingeschatzt werden kann.

2.1 Theoretische Grundlagen
2.1.1 Koagulase-negative Staphylokokken

Das in dieser Arbeit betrachtete Bakterium S. saccharolyticus gehdrt zu der Gruppe der Koa-
gulase-negativen Staphylokokken (CoNS). Die allgemein glltige Systematik der Bakterien un-
terteilt priméar die Bakterien nach ihrer Gramfarbung. Diese Farbung nach dem danischen Bak-
teriologen Hans Christian Gram (1853-1938) ermdglicht eine Differenzierung zwischen Gram-
positiven Bakterien, die eine dicke, mehrschichtige Mureinhlle besitzen und Gram-negativen
Bakterien, die lediglich eine diinne Mureinhiille besitzen. Daneben existieren Bakterien mit

atypischem Gramverhalten. Anhand weiterer Kriterien, wie zum Beispiel Morphologie,
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Wachstumsverhalten oder Enzymausstattung, werden die Bakterien jeweils in Subgruppen
unterteilt (siehe Abbildung 1, linke Seite). In der Gruppe der grampositiven Kokken ermdglicht
der Koagulase-Test eine weitere Differenzierung zwischen den Staphylokokken: Auf Koagu-
lase positiv reagiert als wichtigster Vertreter S. aureus, alle Koagulase-negativen Bakterien
werden in der Gruppe der CoNS zusammengefasst. Diese Systematik umfasst unter dem Na-
men ,CoNS* eine standig wachsende Gruppe sehr unterschiedlicher Bakterien, zu der mittler-
weile Uber 50 Spezies hinzugezahlt werden [15,67], zuletzt erganzt durch S. taiwanensis und
S. shinii (2022), S. brunensis (2023) und S. hsinchuensis (2024) [24,59,107,116] (Abbildung
1, rechte Seite).

Atypisches
G
Srm® Gramverhalten ram©

Stabchen Kokken Kokken

Stébchen
Verzweigtes Nicht-verzweigtes Katalase - Katalase +
Wachstum Wachstum Streptokokken Staphylokokken

Hamolyse Koagulase

a B v

CoNS
Koagulase-negative
Staphylokokken

Staphylococeus
uuuuuu

Abbildung 1 Systematische Einteilung der Bakterien und Uberblick aller derzeit bekannten CoNS-Spezies,
chronologisch nach Entdeckungsdatum sortiert.

Durch haufige Reklassifizierungen und Namenséanderungen in der Entdeckungsgeschichte
der Staphylokokken ist die systematische Einteilung nicht immer leicht. In den Jahren 1882 —
1884 etablierte sich der Name ,Staphylococcus®, nachdem verschiedene dieser Keime im Zu-
sammenhang mit eitrigen Abszessen festgestellt werden konnten [78,89]. Nach vielen ver-
schiedenen Einordnungen schlug R.W. Fairbrother 1940 vor, die Koagulaseproduktion als Un-
terscheidungsmerkmal heranzuziehen, um dadurch zwischen nichtpathogenen CoNS und pa-
thogenen Koagulase-positiven Staphylokokken (CoPS) zu differenzieren [37]. Heutzutage er-

folgt die Speziesidentifikation Gber deutlich prazisere Moglichkeiten, wie DNA-Analysen oder

-4 -
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Massenspektrometrie. Trotzdem hat sich die Unterscheidung in CoNS und CoPS aufgrund
klinischer und diagnostischer Praktikabilitéat bis heute durchgesetzt. Deswegen werden im All-
gemeinen alle CoNS-Spezies in der Regel weniger pathogen angesehen als der wichtigste
Vertreter der CoPS, S. aureus. Das erscheint auch nicht verwunderlich in Anbetracht der Tat-
sache, dass sich eine Vielzahl schwerer klinischer Verlaufe findet, die mit S. aureus oder dem
S. aureus-Komplex assoziiert sind [7,75], ebenso wie beispielsweise gefahrliche Blutstromin-
fektionen, die mit einer hohen Mortalitat einhergehen [13]. Hinzu kommt die zunehmende Re-
sistenzentwicklung von S. aureus gegen Antibiotika, wodurch der Methicillin-resistente Staphy-

lococcus aureus (MRSA) zu einem geflrchteten Problemkeim geworden ist.

Daruber hinaus ist auch die klinische Relevanz der CoNS nicht zu unterschétzen. Diese hete-
rogene Gruppe vereint in sich ein groRes Spektrum verschiedener Keime mit ganz unter-
schiedlicher Pathogenitat, angefangen bei Spezies mit &hnlichen Eigenschaften wie S. aureus
(zum Beispiel S. lugdunenesis [6,51]) Uber Spezies, die ein eigenes Krankheitsbild verursa-
chen (S. saprophyticus [32]), bis hin zu weitestgehend nicht-pathogenen Keimen [16]. Neben
S. lugdunenesis und S. saprophyticus sind vier weitere Spezies mit einem grél3eren human-
pathogenen Potenzial assoziiert, ndmlich S.epidermidis, S. haemolyticus, S. capitis und S.
hominis [67]. Die Implantation von medizinischen Fremdkorpern ist in den letzten Jahren mas-
siv gestiegen, was den Anteil an fremdkorperassoziierten Infektionen ebenfalls ansteigen
lasst, von denen ein nicht unerheblicher Teil durch CoNS verursacht wird [74]. Viele CoNS-
Spezies sind in der Lage, einen Biofilm zu produzieren, der es den Bakterien ermdglicht, bes-
ser an Oberflachen haften zu kénnen und sie vor diversen Antibiotika schiitzt [15,54]. Typische
Lokalisationen sind zum Beispiel Herzklappen, Gelenks- oder GefalRprothesen [67].

Das vermehrte Auftreten und die zunehmende Wichtigkeit der CoNS hangt mit der Entwicklung
unserer immer alter werdenden Gesellschaft und den medizinischen Mdoglichkeiten zusam-
men. Insbesondere vulnerable Patientengruppen scheinen durch Infektionen mit opportunisti-
schen Keimen gefahrdet zu sein, speziell Friihgeborene [33,84,85], altere Patienten® mit Vor-
erkrankungen und immunsupprimierte Patienten. CONS gehdren zu den wichtigsten Ursachen
fur nosokomiale Infektionen, also Infektionen, die im Zusammenhang mit einem Krankenhaus-
aufenthalt oder einem medizinischen Eingriff stehen [117]. Beispielsweise konnte eine Studie
aus den USA Uber einen Zeitraum von 7 Jahren in 49 verschiedenen Krankenhausern 31%
aller nosokomialen Blutstrominfektionen einem Vertreter der CoNS zuordnen [110]. Andere
Studien bestéatigen den grof3en Einfluss von CoNS an nosokomialen Infektionen [11,35] und
auch im internationalen Vergleich verursachen CoNS einen nicht unerheblichen Anteil der In-
fektionen [90].

1 Alle in dieser Arbeit verwendeten Personalbegriffe beziehen sich grundsétzlich auf alle Geschlechter. Sie bein-
halten keine Wertung.

-5-
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2.1.2 Differenzierung zwischen Infektion und Kontamination

Nosokomiale Infektionen sind fiir einen groRen Anteil von Komplikationen im Krankenhaus
verantwortlich und somit ein nicht zu vernachlassigendes Problem im klinischen Alltag. Im
Rahmen einer medizinischen Therapie wird regelhaft Fremdkoérpermaterial, wie zum Beispiel
ein zentraler Venenkatheter oder ein Tubus fur eine endotracheale Beatmung, in den Korper
eingelegt. Dieses Fremdmaterial bietet eine optimale Eintrittspforte flr Bakterien, um in die
Blutstrombahn zu gelangen und im schlimmsten Fall zu einer gefahrlichen Sepsis zu fihren
[101]. Selbst mit sorgfaltigster Desinfektion besteht dieses Risiko und wie oben erlautert, sind
in diesem Fall bereits geschwachte Patienten besonders anféllig. Dabei ist es leider haufig
kompliziert, eine eindeutige Blutstrominfektion nachzuweisen. CoNS tragen einen grof3en Teil
zum menschlichen Mikrobiom der Haut bei [4,25]. Da das liegende Fremdmaterial in vielen
Fallen Uber die Haut in Verbindung mit der AulRenwelt steht oder, bei dauerhaft liegendem
Fremdkorpermaterial, Hautkeime tber andere L&sionen der Haut in die Blutbahn gelangen
kénnen, findet man in vielen Blutkulturen auch Keime, die zu dem regularen Mikrobiom der
Haut gehoren [25]. Dadurch Iasst sich nicht immer mit Sicherheit sagen, ob es sich bei einem
positiven Befund einer Blutkultur wirklich um den ausldsenden Erreger der Infektion oder nur
um eine Kontamination handelt [17,40,43,49]. Diese Unterscheidung ist unabdingbar fir die
weitere Therapie und im Besonderen die Auswahl des passenden Antibiotikums. Nicht auf das
Erreger- und Resistenzspektrum abgestimmte Antibiotikagaben erhéhen namlich wiederum
die Entstehung von Multiresistenzen und filhren zu einer immer komplizierteren und an-
spruchsvolleren Genese. Daraus ergibt sich der Anspruch an die Diagnostik, mdglichst zuver-
lassig zwischen Kontamination und Infektion zu unterscheiden. Es bestehen bereits mogliche
Kriterien (Abbildung 2), die als Indizien hinsichtlich einer Infektion oder Kontamination zu wer-
ten sind und in ihrer Gesamtheit dem Arzt oder der Arztin eine Richtlinie fur die weitere Be-
handlung bieten [50].
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* Keine andere vorliegende Infektion? o]
* Mehrere Nachweise der gleichen Spezies?m
+ Symptomverbesserung nach Therapie? [

« Wachstum nur in anaerobem Medium? [ * Vorhandensein eines implantierten
+ Vollsténdige Antibiotika-Sensibilitat? M Fremdkorpers?
* Nur eine von mehreren Proben positiv? [/] * TTP (Time to positivity) <16h? ]
* Keineklinischen oder laborchemischen 7 * Vorliegende Antibiotikaresistenz? 1
Parameter mit Hinweis auf eine Infektion?
228 27 20220 20072 20p = 22 2) Centeningpetsey otz tngf 2 op0i7 2742222250

Abbildung 2 Kriterien zur Differenzierung zwischen Kontamination und Infektion; (Quelle: adaptiert nach Mi-
chels et al. Update on Coagulase-Negative Staphylococci — What the Clinician Should Know (2021) [67])

Erschwerend kommt hinzu, dass es Uber viele CoNS-Spezies, insbesondere Uber die erst
kurzlich entdeckten, nur wenige Studien beziiglich ihrer klinischen Relevanz gibt. Oft existieren
lediglich einzelne Fallberichte, sodass es in vielen Fallen keine konkreten Empfehlungen gibt,
wie mit einem positiven Befund umgegangen, beziehungsweise ob und wie behandelt werden
muss. Um hier den aktuellen Wissensstand zu erweitern, befasst sich diese Arbeit detaillierter

mit einem Vertreter der CoNS, mit S. saccharolyticus.
2.2 Staphylococcus saccharolyticus
2.2.1 Taxonomische Einordnung

S. saccharolyticus wurde erstmalig 1978 beschrieben, zu diesem Zeitpunkt jedoch noch als
Peptococcus (P.) saccharolyticus bezeichnet [36]. Drei Jahre spater, 1981, wurde P. saccharo-
lyticus von Kilpper-Balz und Schleifer neu klassifiziert und konnte mit Hilfe weiterer Untersu-
chungen als Staphylococcus identifiziert werden [53]. Bis 2019 gab es allerdings keine kor-
rekte Referenzgenom-Sequenz. Hinzu kamen 3 Referenz-Genome, die falschlicherweise S.
saccharolyticus zugeschrieben wurden, bei denen es sich aber tatsachlich um Stamme der
Spezies S. capitis handelte. Dies wurde in einer aktuellen Studie von Briiggemann et al. korri-
giert und S. saccharolyticus konnte anhand von Analysen der SNPs (Single Nucleotide Poly-
morphism) und der 16S-rRNA Sequenzen als eigenstandige Spezies bestétigt werden. Als
nachste verwandte Spezies wurden S. capitis und S. epidermidis identifiziert, zu denen im
Vergleich die average nucleotide identity (ANI) 80% betréagt. Eine ANI<95% gilt als guter Indi-

kator fur das Vorliegen einer eigenen Spezies [87]. Aul3erdem konnte die Forschungsgruppe
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ihre insgesamt acht untersuchten S. saccharolyticus-Stdmme in zwei Untergruppen, soge-
nannte Kladen, einteilen, Subklade 1 mit finf Stammen (05B0362, 12B0021, 1370028, DVP3-
16-6167, ATCC14953) und Subklade 2 mit drei Stammen (DVP2-17-2406, DVP4-17-2404,
DVP5-16-4677) [20]. Eine detaillierte phylogenetische Einordnung ist in Abbildung 3 zu sehen.

Die Einteilung in zwei Subkladen wurde 2021 in zwei weiteren Studien bestéatigt [1,97].
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Abbildung 3

Phylogenetische Verwandtschaft von Staphylokokken-Spezies. Links: auf SNPs-basierende Ana-
lyse aller bisher sequenzierten S. saccharolyticus-Stamme. Rechts: Analyse basierend auf der 16S-rRNA-Sequenz.
Mit ,** markierte S. capitis-Stamme: Urspriinglich als S. saccharolyticus identifizierte Stamme, hier von Briggemann
et al. korrigiert. (Quelle: Briiggemann et al. Staphylococcus saccharolyticus Isolated From Blood Cultures and

Prosthetic Joint Infections Exhibits Excessive Genome Decay (2019) [20], mit freundlicher Erlaubnis von ,Frontiers
in Microbiology*)

2.2.2 Genetische Eigenschaften

Neben der phylogenetischen Einordnung von S. saccharolyticus konnte die Forschungsgruppe
Briiggemann et al. noch weitere Eigenschaften tGber das Genom herausfinden. Die durch-
schnittliche Genom-Grdl3e aller bisher sequenzierten Stamme liegt durchschnittlich bei 2.357
Kilobasenpaaren (kb) und ist damit kleiner als das Genom der nachsten Verwandten S. capitis
(2.487 kb) und S. epidermidis (2.548 kb). Der GC-Gehalt, also der Anteil von Guanin und Cy-
tosin an allen Nukleinbasen, liegt bei 32% und ist damit vergleichbar mit dem GC-Gehalt von
S. epidermidis (31,95%) und etwas niedriger als bei S. capitis (32,9%). Interessanterweise
besitzt S. saccharolyticus ein kleineres Genom als seine Verwandten. Dieses enthalt dafr
aber mehr kodierende Sequenzen (CD = coding sequence). Insgesamt konnten 221 CDs iden-
tifiziert werden, die fur ganz unterschiedliche Funktionen beziehungsweise Eigenschaften ko-
dieren, zum Beispiel fur modifizierende Oberflachenkomponenten (wie Adhesin) oder fir di-

verse Transportsysteme, zum Beispiel fir den ABC-Typ Transporter. Ein kleineres Genom mit
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mehr CDs bedeutet, dass die Lange der einzelnen CDs kleiner sein muss als bei den Ver-
gleichsgruppen. Diese These liel3 sich von Brliggemann et al. auch bestéatigen. Es konnten
mindestens 301 Pseudogene entdeckt werden, bei denen es sich um fragmentierte Gene han-
delt, die beispielsweise durch Frameshift-Mutationen oder vorzeitige Stopp-Codons entstehen.
Diese Ergebnisse konnten 2021 in einer weiteren Studie bestatigt werden, in der, Subklade-
spezifisch, ebenfalls ein hoher Anteil an Frameshift-Mutationen nachgewiesen wurde (34%
der Klade-spezifischen Gene aus Klade 1 und 40% aus Subklade 2), ebenso wie ein hoher
Anteil an Pseudogenen (470 in Subklade 1 und 490 in Subklade 2), was dazu fuhrt, dass ca.
20% aller Gene inaktiv sind [97]. Eine @hnliche Zahl findet man bei den Ergebnissen von Afshar
et al., ebenso aus dem Jahr 2021. Die komplette Genomsequenzierung von zwei Stimmen
(1370028 und DVP5-16-4677) zeigte die Inaktivitat von 21% aller kodierenden Sequenzen
(2.221 bzw. 2215 CDs im gesamten Genom, davon jeweils 469 bzw. 493 CDs nicht funktions-
fahig). Auch hier liegt die Ursache vor allem in Frameshift-Mutationen und vorzeitigen Stopp-
Codons [1]. Ein konkretes Beispiel fur eine Frameshift-Mutation und die daraus resultierenden
Folgen ist das ica Gen, welches fur die Bildung von interzellularem Adhasin verantwortlich ist,
welches bei der Bildung eines Biofilms in S. aureus eine entscheidende Rolle spielt [26]. Die
Forschungsgruppe um Bruggemann fand Frameshift-Mutationen bei S. saccharolyticus in die-
sem Gen, was darauf schlieBen lasst, dass S. saccharolyticus nicht zur Biofilmbildung beféahigt
ist. Zusatzlich konnten mehrere Mutationen in Genen nachgewiesen werden, die eine Rolle
bei metabolischen Prozessen spielen, wie zum Beispiel im Aminosaure-Stoffwechsel. Das be-
deutet, dass S. saccharolyticus gegeniber den meisten Aminosauren auxotroph ist, diese also
nicht selbst synthetisieren kann und darauf angewiesen ist, diese Substanzen aus der Umwelt
aufzunehmen. Sdderquist et al. haben von den beiden oben genannten Stammen den meta-
bolischen Pfad der Aminosaureproduktion analysiert, der durch den Genomzerfall beeinflusst
wird. Sie konnten zeigen, dass der Stamm DVP5-16-4677 fur alle Aminosauren auxotroph ist,
13T028 fur die meisten (siehe Abbildung 4) [97].
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Kreuz: Frameshift-Mutation im entsprechenden Gen von 13T028. (Quelle: S6derquist et al. Staphylococcus sac-
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Diese ausgepréagte Auxotrophie erklart womaglich die anspruchsvollen Wachstumsbedingun-
gen von S. saccharolyticus [20]. Eine weitere Frameshift-Mutation, die den Anspruch von S.
saccharolyticus an anaerobe Bedingungen erklaren konnte, liegt auf dem mpsAB Gen. Das
mpsAB-System ist dafiir zustandig, die intrazellulare CO,-Konzentration zu erhéhen und er-
maoglicht damit Bakterien unter atmosphérischen CO»-Bedingungen zu wachsen [39]. Ein in-
aktives mpsAB Gen bewirkt somit einen erhéhten Bedarf an CO: fiir optimales Wachstum, was
bei S. saccharolyticus auch nachgewiesen werden konnte [4,36]. In 2.2.5 wird auf die Wachs-
tumsbedingungen detaillierter eingegangen.

Die hohe Anzahl an Pseudogenen kann als Anzeichen fiir eine sogenannte reduktive Evolution

gewertet werden. Unter reduktiver Evolution versteht man den Verlust von Genen aus dem
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Genom von Mikroorganismen, was im Rahmen einer Anpassung an eine neue Nische oder
einen neuen Wirt vorkommen kann [9,60]. Das ist in anderen Spezies bereits gut belegt, zum
Beispiel bei Mycobacterium leprae oder Yersinia pestis, die sich von einem freien Lebensstil
an eine wirtsgebundene Lebensweise angepasst haben [83]. Bezlglich der Anpassung von S.
saccharolyticus stellt Ahle et al. eine interessante Theorie auf: S. saccharolyticus besitzt als
einziger CoNS, der mit Infektionen beim Menschen assoziiert ist, das Enzym Hyaluronat-Ly-
ase/Hyaluronidase (siehe Kapitel 2.2.3.1). Mdglicherweise hat ein horizontaler Gentransfer
des hya-Gens stattgefunden, was den Lebenswandel von S. saccharolyticus beglnstigt [4].
Der noch laufende Genzerfall lasst jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch keine abschlieRende
Aussage Uber die bevorzugte Nische von S. saccharolyticus zu und muss sich erst in den

nachsten Jahren zeigen.
2.2.3 Biochemisches Profil und Sekretom

Neben den auffallig vielen Pseudogenen besitzt S. saccharolyticus eine weitere Besonderheit,
und zwar das signifikante Fehlen vieler Enzymaktivitéaten. Zwei standardméfilige biochemische
Tests wurden von Briiggemann et al. durchgefihrt. Zum einen verwendeten sie das Testkit
LAPI® 20A“, welches 21 Teststoffe enthélt, 16 davon fir Kohlenhydrate, die allesamt nicht ver-
stoffwechselt wurden. Von den Ubrigen 5 Testsubstanzen war nur die Verflissigung von Ge-
latine positiv, was dafurspricht, dass S. saccharolyticus das Protein Gelatinase besitzt. Mit
Hilfe eines weiteren Test-Kits (RapID™ ANA 1) wurden weitere 18 Enzyme getestet, von de-
nen nur Reaktionen fir Phosphatase und Urease positiv waren, Urease nur in Subklade 1
(weiteres: siehe Kapitel 2.2.4). Zusatzlich konnte, wie bereits oben erwahnt, eine Aktivitat der
Hyaluronidase festgestellt werden [20]. Zusatzlich wurden die sezernierten Proteine analysiert,
darunter viele Stressproteine und Proteine der Glykolyse. AuRerdem konnten Enzyme des
Arginin-Deiminase-System identifiziert werden, ein Stoffwechselweg fiir Sauerstoff- und/oder
Energiequellenmangelsituation [104], ebenso wie mehrere makromolekilabbauende Enzyme
(darunter Hyaluronidase), immunodominante Oberflachenantigene (IsaA und IsaB) und Pro-
teine des Quorum-Sensing-Systems (SarA und SrrA). Eine detaillierte Auflistung aller Enzyme
ist bei Briiggemann et al. im Supplementary Part zu finden [20]. Interessant an dem Sekretom
von S. saccharolyticus ist der ausgepragte Anteil an Stress-Proteinen, die dafir zustandig
sind, verschiedenen Gegebenheiten der Umgebung entgegenzuwirken, wie zum Beispiel ei-
nem sauren Milieu oder oxidativem Stress. Das kann als weiteres Anzeichen gewertet werden,
dass S. saccharolyticus einer freien Lebensweise nicht mehr addquat angepasst ist und dabei
ist, sich an eine neue Nische zu adaptieren. Denkbar ware die ausgepragte Stressantwort
auch als Folge des Genomzerfalls [20]. Hinsichtlich der Virulenz von S. saccharolyticus ist die
Datenlage eher dirftig. Es konnten bisher keine ,typischen® Virulenzgene entdeckt werden,

die beispielsweise gut bei S. aureus beschrieben sind. Einzelne Hinweise auf eine potenzielle
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Virulenz von S. saccharolyticus gibt es dennoch. Zum einen ist hierbei die Aktivitat von Urease
zu nennen. Urease ist ein bekannter Virulenzfaktor aus S. saprophyticus, zustandig flr einen
pH-Anstieg im Rahmen von Harnwegsinfekten [29]. Ebenfalls wichtig zur pH-Regulation ist
das bereits erwahnte Arginin-Deiminase-System, was Bakterien ermdglicht, in saurem Milieu
zu Uberleben [45]. Zum anderen geben beispielsweise die immunodominanten Proteine Hin-
weise auf eine Pathogenitat. Die identifizierten Oberflachenproteine IsaA und IsaB sind beide
bekannt als Virulenzfaktoren von S. aureus [63,64], die es S. aureus ermdglichen, der Wirts-
antwort zu entgehen [62]. Ebenfalls interessant ist das Vorhandensein mehrerer Quorum Sen-
sing-Systeme (QS-System). Das Phanomen des Quorum Sensing wurde erstmalig 1970 be-
schrieben [73] und ermdglicht es Einzellern, untereinander tber chemische Stoffe, sogenannte
Autoinduktoren, zu kommunizieren und damit Prozesse zu koordinieren. Ab einem bestimmten
Schwellenwert der Konzentration der Autoinduktoren (also einer bestimmten Anzahl an Bak-
terien), andert sich die Genexpression der Bakterien und die gesamte Population &ndert kol-
lektiv den entsprechenden Phénotyp. So kdnnen die Bakterien ihre eigene Zelldichte messen,
auf aullere Veranderungen reagieren und als Verbund beispielsweise einen Biofilm produzie-
ren [70,92]. Bei S. saccharolyticus wurde zum einen das Agr-QS-System identifiziert (agr=ac-
cessory gene regulator), welches Proteine der sogenannten Phenol-soluble-modulins (PSMs)
— Familie reguliert, die eine Rolle bei Wachstum, Biofilmbildung, Entziindungen, Zelltoxizitét
und vielem Weiteren spielen [18]. Aul3erdem wurde das SrrAB-System gefunden, welches das
Uberleben von S. aureus unter Bedingungen mit beispielsweise erhéhtem hypoxischen und
oxidativem Stress im Rahmen einer Infektion sichert [102,109]. Da diese meist an S. aureus
erforschten Virulenzfaktoren auch bei S. saccharolyticus zu finden sind, kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass auch S. saccharolyticus aufgrund dieser Eigenschaften ein gewisses
humanpathogenes Potenzial hat und in der Lage ist, in menschliches Gewebe einzudringen
und moglicherweise Infektionen hervorzurufen. Welche Rolle die Virulenzgene von S. sac-
charolyticus spielen und wie grol3 der Einfluss auf die Krankheitsverlaufe ist, bleibt noch zu

erforschen.
2.2.3.1 Hyaluronidase

Erganzend zu Kapitel 2.2.3 soll hier noch detaillierter auf die Hyaluronidase eingegangen wer-
den. Hyaluronidasen spalten Hyaluronan, einen Bestandteil der im Bindegewebe vorkommen-
den extrazellularen Matrix und sind als Virulenzfaktor von S. aureus bekannt, was den Erreger
umgebendes Bindegewebe zersetzen lasst [65]. Hyaluronan findet sich vor allem in tieferen
Schichten der Epidermis [100]. Das Vorhandensein dieses Enzyms in S. saccharolyticus ist
insofern besonders erwdhnenswert, da es in den nachsten Verwandten von S. saccharolyticus
nicht vorhanden ist und bisher vor allem mit S. aureus und diversen anderen grampositiven

Bakterien assoziiert war [48,52]. Bislang gibt es keine Berichte Uber menschenassoziierte
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CoNS qibt, die dieses Enzym besitzen. Nur bei den beiden tierbezogenen CoNS-Spezies S.
agnetis [99] und S. hyicus [42] existieren &hnliche Enzyme mit jeweils 65% Ubereinstimmung
auf Proteinebene [20]. Der Fund des hysA-Gens revidiert die bisher geltende Annahme, dass
Hyluronidase nur bei tierassoziierten CoNS zu finden ist. Die Datenlage konnte Uberarbeitet
werden und S. saccharolyticus ist damit die erste menschenassoziierte CoNS-Spezies, die
das Enzym Hyaluronidase besitzt. Die Hyaluronidase wirde es S. saccharolyticus ermdégli-
chen, besser in tiefe Schichten der Epidermis vorzudringen und dort das groRere Angebot an
wirtseigenen Aminosauren zu verstoffwechseln [4]. Das Vorhandensein der Hyaluronidase be-
statigt zum einen erneut, dass S. saccharolyticus als eigene Spezies anzusehen ist und er-
leichtert womoglich in Zukunft die Differenzierung zwischen nahen Verwandten. Zum anderen
besitzt S. saccharolyticus mit der Hyaluronidase einen weiteren wichtigen Virulenzfaktor, der
bei Infektionen eine grol3e Rolle spielen kdonnte.

2.2.4 Unterschiede zwischen den Subkladen 1 und 2

Wie bereits oben beschrieben, lieRen sich die bisher analysierten Stamme in zwei Kladen ein-
teilen. Es wurden mehrere Subklade-spezifische genomische Inseln entdeckt. AuRerdem un-
terscheiden sich die beiden Kladen durch viele verschiedene SNPs und eine niedrige ANI
(97,9%), was darauf hindeutet, dass es sich bei den beiden Kladen um zwei individuelle Sub-
spezies handelt [1,20].

Der Vergleich der beiden Kladen zeigt interessante Unterschiede, sodass sich eine Hypothese
hinsichtlich ihrer Virulenz aufstellen lasst. Die wichtigsten Unterschiede sind in Tabelle 1 auf-
geflihrt. Bereits unter dem Elektronenmikroskop fallen morphologische Unterschiede der bei-
den Kladen auf. Wéahrend Stamme aus Subklade 1 groRtenteils individuell angeordnet sind,
prasentieren sich Stamme aus Subklade 2 mit einem traubenartigen Wachstum und zeigen
aullerdem mehr Zeichen von Oberflachenschadigungen [20]. Interessanterweise besitzt nur
Subklade 1 Urease-Aktivitat und im Vergleich zu Subklade 2 auch deutlich ausgepragtere Hy-
aluronidase-Aktivitat. Das konnte ein Hinweis auf eine mogliche starkere Virulenz von Subk-
lade 1 sein. Diese Annahme wird gestitzt durch die Tatsache, dass Subklade 2 fir alle Ami-
nosauren auxotroph ist und noch mehr Pseudogene aufweist, die als Ursache vieler fehlender
Funktionen anzusehen sind. Ebenfalls bemerkenswert ist die Tatsache, dass alle zu Subklade
1 gehdrenden Stamme aus infizierten Schultergelenksprothesen stammen und einen akuten
Infektionsbeginn aufweisen (21 Tage und 5 Monate nach Prothesenimplantation). Im Gegen-
satz dazu stammen alle isolierten Stdmme der Subklade 2 aus infizierten Prothesen des Huift-
gelen. Alle Infektionen traten erst mehrere Jahre nach Implantation auf (14 Monate — 16 Jahre)
[97]. Da es sich hierbei jedoch um insgesamt nur sieben Falle handelt, ist die daraus abgelei-

tete Hypothese noch mit etwas Zuriickhaltung zu betrachten. Trotzdem l&sst sich festhalten,
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dass mehrere Hinweise eine gréRere Virulenz von Stammen aus Subklade 1 signalisieren und

damit ein gréReres humanpathogenes Potenzial bergen als Stamme aus Subklade 2.

Tabelle 1 Vergleich zwischen den beiden Subkladen 1 und 2. *typische Infektionen: bisher nur bei 7 Fallen
untersucht, davon waren 2 Stamme Subklade 1 zuzuordnen und stammten beide aus PJI der Schulter; finf Stimme
waren Subklade 2 zuzuordnen und stammten alle aus PJI der Hifte [97]. ** Jeweils nur an einem Stamm getestet
[97]; PJI = Prosthetic joint infection (Prothesengelenksinfektion); +++: stark ausgepragt; +: gering ausgepragt;
(Quelle Bild A und C: Briiggemann et al. Staphylococcus saccharolyticus Isolated From Blood Cultures and Pros-
thetic Joint Infections Exhibits Excessive Genome Decay (2019) [20], mit freundlicher Erlaubnis von ,Frontiers in
Microbiology )

Subklade 1 Subklade 2

Morphologie Anordnung vereinzelt/individuell traubenartige Anordnung

Urease ja nein
Hyaluronidase +++ +
Schulter PJI Hufte PJI

typische Infektionen *
Akuter Beginn Spéter Beginn

auxotroph fiir die meisten
Aminoséaure-Synthese ** auxotroph fur alle Aminoséuren
Aminosauren

Pseudogene 470 490

2.2.5 Wachstumsbedingungen und Schwierigkeiten der Identifikation

S. saccharolyticus ist ein wichtiger Teil des menschlichen Hautmikrobioms und dort teilweise,
zum Beispiel in Hautabstrichen vom Rlcken, als dritthaufigster Vertreter zu finden (20,5%),
wurde aber bereits ebenfalls in Hautabstrichen der Stirn und in der Ellenbeuge gefunden [4].
Trotz der Anzeichen, dass S. saccharolyticus einen nicht unbedeutenden Teil unseres Haut-
mikrobioms ausmacht, gibt es immer noch kaum Studien, die das Vorhandensein von S. sac-
charolyticus auf menschlicher Haut beschreiben.

Schon Evans et al. bemerkte 1978, es sei ratselhaft, dass dieser Organismus nicht friher
erkannt wurde in Anbetracht seiner Haufigkeit“ [36]. AulRerdem stellten die Autoren vier The-

sen auf, woran es liegen kdnnte, dass S. saccharolyticus oft Gibersehen wird. Eine mdgliche
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Ursache sahen sie in den anspruchsvollen Wachstumsbedingen, die ein besonderes Kultur-
medium und anaerobe Bedingungen nétig machen. Neben diesen beiden Anspriichen bent-
tigt S. saccharolyticus aulerdem eine langere Inkubationszeit. Hinzu kommt noch die oftmals
falsche Klassifizierung, die erst in den letzten Jahren durch moderne Méglichkeiten verbessert
wurde [36]. An diesen Grinden hat sich bis heute nicht viel gedndert und die Forschung steht
immer noch vor ahnlichen Problemen.

S. saccharolyticus wachst nicht auf normalem Blutagar, sondern nur, laut aktueller Studien-
lage, auf ,Trypticase soy yeast‘(TSY) - oder ,Fastidious Anaerobe Agar‘(FAA) — Agar, bezie-
hungsweise in ,brain-heart infusion yeast* — Medium, erganzt mit Cystein (BHCY-Medium). Es
besteht eine ausgesprochen lange Inkubationszeit, meist zwischen 48 und 96 Stunden bis hin
zu sieben Tagen bei Temperaturen zwischen 36 und 37° Celsius [1,4,20,97]. Zuséatzlich kommt
der Anspruch an anaerobe Bedingungen hinzu. Ahle et al. [4] bestatigten, dass kein Wachstum
unter aeroben Bedingungen stattfindet. Allerdings testete die Forschungsgruppe daruber hin-
aus das Wachstum unter atmosphérischen Bedingungen, dieses Mal jedoch erganzt durch ca.
6% CO,, was zu ahnlich gutem Wachstum flhrte wie unter anaeroben Bedingungen [4]. Die-
ses Phanomen lasst sich durch die bereits oben beschriebene Frameshift-Mutation im mpsAB-
Gen erklaren, was dazu fiihrt, dass S. saccharolyticus unter atmosphéarischen Bedingungen
nicht wachsen kann, auf3er es bestehen erhéhte CO,-Konzentrationen. Es kann angenommen
werden, dass aufgrund dieser besonderen Anspriiche S. saccharolyticus zuséatzlich verdrangt
wird durch schneller wachsende Spezies, wie beispielsweise S. epidermidis [81].

Diese Charakteristika erklaren, wieso S. saccharolyticus in Studien, die auf kultureller Anzucht
basieren, oft (ibersehen wird. Wieso dieser Keim bisher auch in vielen Kultur-unabhéngigen
Studien nicht gefunden wurde, liegt vermutlich noch an zwei weiteren Faktoren. Zum einen
besitzen die 16S-rRNA-Gene von S. saccharolyticus nur sehr wenige charakteristische SNPs,
die es im Rahmen der Genomsequenzierung teilweise erschweren kénnen, S. saccharolyticus
sicher von Verwandten wie S. capitis zu unterscheiden [4,20]. Hinzu kommt eine auf3erge-
wohnlich schwere Standard-Genomsequenzierung, die ebenfalls besondere Anspriche birgt.
Es darf weiterhin nicht vergessen werden, dass bis 2019 noch kein Referenzgenom vorhanden
war, zusatzlich erschwert durch die Tatsache, dass zwei S. capitis-Stamme falschlicherweise
als S. saccharolyticus dokumentiert waren [20]. Eine Ubersicht aller Ursachen, die moglicher-
weise dazu beitragen, dass S. saccharolyticus trotz seines scheinbar haufigen Vorkommens

auf der Haut nur selten detektiert wird, ist in Abbildung 5 zu sehen.
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Besondere Anaerobe Verdrangung durch
. . . Lange
Nahrmedien: FAA, Bedingungen/CO,- Inkubationszeit schneller
TSY, BHCY Supplementierung wachsende Spezies
Ahnliche SNPs im Falsche
Vergleich zu S. Klassifizierungen in
capitis der Vergangenheit

Fehlende Identifikation von S.
saccharolyticus

Abbildung 5 Schwierigkeiten der korrekten Identifizierung von S. saccharolyticus

2.2.6 Antibiotische Therapie und Resistenzbestimmung

Aktuell existieren keine konkreten Behandlungsrichtlinien fiir den Fall einer Detektion von S.
saccharolyticus. In einer Studie von 2021 hat jedoch die Forschungsgruppe um Séderquist et
al. an sieben verschiedenen Stammen die Antibiotika-Sensibilitat getestet. Unter den geteste-
ten Antibiotika war Benzylpenicillin, Clindamycin, Metronidazol, Amoxicillin, Imipenem, Mero-
penem, Vancomycin und Chloramphenicol. Alle Stamme reagierten auf alle untersuchten An-
tibiotika sensibel, mit Ausnahme von Metronidazol, worauf sich in allen Stammen eine Resis-
tenz nachwiesen lie3. Die klinischen Daten der Patienten, bei denen die Stamme isoliert wur-
den, zeigten ebenfalls gutes Ansprechen auf die antibiotische Behandlung: Von sieben Pati-
enten wurden drei mit Amoxicillin behandelt, zwei mit Penicillin V und zwei erhielten kein An-
tibiotikum. Sechs Patient:innen zeigten ein gutes Ansprechen und einen positiven Verlauf, ein
Patient, welcher fur 4 Monate Penicillin V erhielt, wies ein Jahr spater einen schlechten funk-
tionellen Status auf [97].

Zwei weitere Forschungsgruppen werteten die Daten aus sieben retrospektiven und jeweils
einem aktuellen Fallberichten aus [103,106]. Beide Gruppen kamen zu dem Ergebnis, dass S.
saccharolyticus in allen Fallen mit verfiigbaren Antibiogrammen resistent auf Metronidazol war
und sensibel fur Fluorchinolone, Clindamycin, Vancomycin, Teicoplanin, Chloramphenicol,
Pristinamycin, Erythromycin und Rifampicin. Bei sieben Patienten, die laut Antibiogramm auf
B-Lactame sensibel waren, zeigten funf Patienten gutes Ansprechen, zwei jedoch nicht. Die
Antibiotikatherapie variierte zwischen 6 - 14 Wochen, erfolgte intravends oder oral und bestand
in den meisten Fallen aus B-Lactamen und Fluorchinolonen. Trojani et al. [103] erganzten die
Daten durch einen weiteren Fallbericht. Dieser wird hier aber nicht mit einbezogen, da zu die-
sem Fall keine Daten verfligbar sind, bis auf die Tatsache, dass es sich um eine Prothesen-
klappen-Endokarditis handelt [19]. Die Forschungsgruppe um Wang et al. spricht au3erdem

noch eine Empfehlung zur Behandlung von S. saccharolyticus-Infektionen aus. Metronidazol
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soll vermieden werden und eine Kombination aus B-Lactam-Antibiotika plus Fluorchinolonen
oder aus Vancomycin plus Teicoplanin beziehungsweise Clindamycin wird empfohlen. Damit
soll gewahrleistet werden, dass B-Lactam-resistente Stamme ebenfalls mit abgedeckt werden
[106].

Diese Daten sprechen in ihrer Gesamtheit dafiir, dass sich S. saccharolyticus mit den gangi-
gen Antibiotika gut behandeln lasst. Ausnahme hiervon sind B-Lactame, unter derer Behand-
lung es vereinzelt zu keinem adaquaten klinischen Ansprechen kam. Resistenz besteht aus-

nahmslos gegeniber Metronidazol.
2.2.7 Einschatzung der klinischen Relevanz anhand der aktuellen Studienlage

Eine PubMed-Recherche ergab unter dem Suchbegriff ,Staphylococcus saccharolyticus”
insgesamt 34 bisher veroffentlichte Studien (Stand: 29.08.2024). Von den 34 Studien geht es
in vier Studien um Infektionen/positive Proben bei Tieren, darunter zum Beispiel die Identifika-
tion von S. saccharolyticus als zweithdufigste Ursache fiir eine Rinder-Mastitis [96], das Vor-
kommen bei Gorillas oder Hasen [57,66] oder der Fund von S. saccharolyticus in Kuhmilch,
ohne dass die Relevanz dessen bezliglich mdglicher Gesundheitsrisiken abschlieRend gekléart
waére [80]. Andere Studien beschatftigen sich eher mit allgemeinen Untersuchungen statt spe-
zifisch mit S. saccharolyticus. Exemplarisch soll hier die Studie von Ahle et al. aus dem Jahr
2021 angefuhrt werden: Die Forschungsgruppe verglich drei verschiedene Amplikon — ,Next
Generation Sequencing® (NGS) — Methoden miteinander, die auf drei unterschiedlichen Genen
basieren. Im Rahmen der Untersuchung von insgesamt 254 Staphylokokken-Stammen konnte
gezeigt werden, dass alle drei Verfahren daflir geeignet sind, die Spezies sicher zu bestim-
men. Ein Verfahren erwies sich jedoch als etwas besser, da es die zweifelfreie Unterscheidung
zwischen verschiedenen Clustern von S. epidermidis zulie3 und S. saccharolyticus eindeutig
als eigene Spezies identifizierte [5]. Diese Studie ist selbstverstandlich von Wichtigkeit, da sie
dazu beisteuern kdnnte, S. saccharolyticus in Zukunft besser zu identifizieren. Allerdings tragt
sie nicht im Konkreten dazu bei, die klinische Relevanz von S. saccharolyticus als potenziellen
humanpathogenen Erreger besser abschéatzen zu kdnnen. Unter diese Kategorie fallen noch
ein paar weitere Studien, die eine andere Fragestellung begutachten und unter diesem Aspekt
beispielsweise S. saccharolyticus als Probe fir andere Untersuchungen verwandten
[21,31,71] oder auch, wie Ahle et al., verschiedene Verfahren miteinander verglichen haben
[10,86]. Damit bleiben 23 Studien ubrig, die Hinweise auf die klinische Relevanz von S. sac-
charolyticus geben. Bei diesen Studien handelt es sich zum einen um spezifische Studien zu
S. saccharolyticus, des Weiteren um sogenannte Case Reports (Fallberichte) und zum ande-
ren um eher zufallige Funde von S. saccharolyticus im Rahmen diverser Infektionen. Zwei
weitere Studien aus dem Jahr 2012 und 2014 wéren in diesem Kontext zu nennen. In diesen

geht es um die Kontaminierung von Thrombozyten (PLT)-konzentraten mit S. saccharolyticus
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[88]. Da CoNS eine der haufigsten Kontaminierungen fir PLT-Konzentrate darstellen und auch
S. saccharolyticus bereits als Kontamination in PLT-Konzentraten identifiziert wurde [105] ,
wurde in der friheren Studie an vier Stammen untersucht, ob S. saccharolyticus in der Lage
ist, in PLT-Konzentraten unter den Bedingungen fir die Lagerung (20-24°, unter Bewegung,
funf Tage) zu wachsen. Die Forscher fanden heraus, dass S. saccharolyticus unter diesen
Bedingungen nicht wachsen kann, wiesen jedoch darauf hin, dass es zwar keine Berichte Uber
Transfusionsreaktionen aufgrund von S. saccharolyticus gibt, man aber S. saccharolyticus als
potenzielle Kontamination von PLT-Konzentraten nicht aus den Augen verlieren sollte [8]. Ein
Jahr spéter veroffentlichte die Forschungsgruppe aus demselben Institut eine weitere Studie
zu S. saccharolyticus in PLT-Konzentraten. In dieser ging es um die Befahigung zur Bildung
eines Biofilms. Interessanterweise zeigte S. saccharolyticus unter den oben genannten Bedin-
gungen die Fahigkeit, sich an Oberflachen anzuheften und im Zusammenschluss mit aktivier-
ten Thrombozyten Zellaggregate zu bilden [56].

Neben diesen beiden Studien gibt es eine aktuelle Studie aus dem Jahr 2022 von Afshar et
al., die die Eigenschaften der Biofilmbildung von S. saccharolyticus erforschten [2]. Die For-
schungsgruppe testete an sechs Stammen, sowohl aus Klade 1 und 2, die bereits vorher aus
Blutkulturen oder aus infiziertem implantierten Fremdkorpermaterial gewonnen wurden [97],
die Befahigung zur Biofilmbildung und untersuchte die proinflammatorische Antwort auf S. sac-
charolyticus. Im in vitro Experiment waren alle sechs Stamme in der Lage einen Biofilm zu
produzieren. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Kladen in der Dicke des
Biofilms, allerdings war der Biofilm signifikant dicker nach Zugabe von Glukose (1%) und Nat-
riumchlorid (1%), was zu bisher veréffentlichen Ergebnissen zu anderen Staphylococcus-Spe-
zZies passt [3,58]. Als Positivkontrolle wurde ein Stamm von S. epidermidis genutzt, welcher
Uber das polysaccharid intercellular adhesin (PIA) verflgt und damit als starker Biofilmprodu-
zent gilt. Interessant ist, dass S. saccharolyticus unter anaeroben Bedingungen in der Lage ist
einen Biofilm zu bilden, der 1,5- bis 4-mal dicker war als der von S. epidermidis. Um die Me-
chanismen der Biofilmbildung zu untersuchen, wurde eine RNA-Sequenzierung des Stamms
13T0028 durchgefuhrt, einmal von in Biofilm eingebetteten Zellen und einmal mit planktoni-
schen Zellen. Anschliel3end wurden sie hinsichtlich bekannter Biofilm-relevanter Gene unter-
sucht. Es zeigte sich, dass S. saccharolyticus zwar tber das icaADBC Gen verfligt, welches
fur die PIA-Produktion verantwortlich ist, allerdings werden die Gene nicht exprimiert und sind
durch Frameshift-Mutationen inaktiviert. Daraus lasst sich schlie3en, dass die Biofilmbildung
in S. saccharolyticus unabhéangig von PIA ist. Dafiir konnte die Forschungsgruppe jedoch an-
dere Gene identifizieren, die wahrscheinlich an der Biofilmbildung beteiligt sind, beispielsweise
Gene, die fur in der Zellwand verankerte Proteine mit Domanen fiir Bindungen untereinander
und mit Wirtszellen codieren. Weitere Gene, die die Biofilmbildung beginstigen kénnten, wa-

ren in Zellen, die aus dem Biofilm isoliert wurden, hochreguliert. Neben der Biofilmbildung war
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S. saccharolyticus zur Autoaggregation beféhigt, was ebenfalls dazu beitragt, der kdrpereige-
nen Immunabwehr zu entgehen. Im nachsten Schritt wurde von Afshar et al. der Frage nach
der Immunantwort des Wirtes nachgegangen, um zu klaren, wie das Immunsystem auf S. sac-
charolyticus reagiert mit Fokus auf die Reaktion der Makrophagen. Es zeigte sich ein starker
Anstieg in der Produktion von IL-6, IL-8 und TNF-alpha, was daflrspricht, dass S. saccharoly-
ticus eine pro-inflammatorische Wirkung auf den Wirt hat. Im Gegensatz zu S. aureus hatte S.
saccharolyticus jedoch keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit von Zellen und besitzt damit
keine oder eine deutlich geringere Zytotoxizitat als S. aureus. Die beschriebenen Ergebnisse
fuhren die Forschungsgruppe zu der Schlussfolgerung, dass S. saccharolyticus durch ein PIA-
unabhangiges System zur Biofilmbildung befahigt ist sowie eine starke Immunantwort hervor-
ruft, was die Annahme untermauert, dass S. saccharolyticus in der Lage ist fremdkorper-as-

soziierte Infektionen zu verursachen [2].

In Bezug auf den klinischen Kontext berichten die meisten Studien Uber durch S. saccharoly-
ticus hervorgerufene Infektionen. Eine Studie féllt aus dieser Reihe und konnte S. saccharoly-
ticus als beeinflussenden Organismus in der Entwicklung von Magenkarzinomen identifizieren.
Im Rahmen von Vermittlungseffekten zwischen intratumoralen Mikroorganismen und Wirtszel-
len ist S. saccharolyticus in der Lage Uber die Regulierung der Genexpression des ZNF215-
Gens die Proliferation und das Klonen von Magenzellen zu beeinflussen [114]. Alle weiteren
bisherigen Studien konnten S. saccharolyticus im Zusammenhang mit einer Infektion nach-
weisen, obwohl in manchen Fallen weiterhin nicht abschlieRend geklart ist, ob S. saccharoly-
ticus der Ausloser der Infektion ist, beziehungsweise welche Rolle S. saccharolyticus insge-
samt in dem Verlauf spielt. So sind hierbei zum Beispiel die 37 Nachweise von S. saccharoly-
ticus im Rahmen eine Studie an Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) zu nennen. Insgesamt
114 Sputumproben wurden hinsichtlich der Frage untersucht, ob obligat anaerobe Erreger eine
Rolle in der Pathophysiologie von CF spielen und die Lungenfunktion beeintrachtigen. S. sac-
charolyticus wurde zwar als zweithaufigster Keim identifiziert, allerdings konnte kein Zusam-
menhang zwischen dem Vorkommen von obligat anaeroben Erregern und der Lungenfunktion
hergestellt werden. Es konnte die Zahl der Erreger unter Antibiotika-Therapie gesenkt werden,
die Lungenfunktion zeigte jedoch keine Verbesserung [111]. Wenn man alle bisherigen Be-
richte Uber gesicherte Infektionen im Zusammenhang mit S. saccharolyticus betrachtet, erge-

ben sich insgesamt 51 Félle (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Alle jemals berichteten Félle (Pubmed, Stand August 2024) im Zusammenhang mit S. sac-

charolyticus-Infektionen bei Menschen. PJI = prosthetic joint infection (Prothesengelenksinfektion); BSI = Blut-
strominfektion; BK = Blutkultur

Es sind 15 Féalle von Prothesengelenksinfektionen beschrieben [20,97], drei Falle von Spon-
dylodiscitis, zwei davon nach arztlicher Intervention bei Riickenschmerzen [44,69,103], zwei
unspezifische Schulterinfektionen, einmal nach Operation [93] und einmal nach vorangegan-
genen Injektionen in die Schulter [94], und ein Fall einer Endokarditis bei Klappenprothese
[55]. Damit sind 20 der insgesamt 51 (39,23%) beschriebenen Félle mit Fremdkdrpern asso-
Ziiert beziehungsweise stehen mit einer arztlichen Intervention im Zusammenhang und kénnen
somit als Nosokomialinfektionen gewertet werden. S. saccharolyticus konnte bisher in 24 Blut-
kulturen (BK) als Ausldser einer Infektion nachgewiesen werden [20,98]. Ein Grof3teil davon
stammt aus einem Ausbruch von S. saccharolyticus-Blutstrominfektionen (BSI) in einem deut-
schen Krankenhaus in Ingolstadt, bei dem die Ursache nicht abschlie3end geklart werden
konnte. In einem Zeitraum von sechs Monaten wurden 17 Patienten mit positiven Blutkulturen
identifiziert. Es konnte kein Zusammenhang zwischen diesen Patienten hergestellt und somit
die Theorie eines nosokomialen Ausbruchs nicht bestatigt werden. Ebenfalls ungeklart blieb
die Frage, ob es sich um tatsachliche BSI handelte, allerdings zeigten alle Patienten Infekti-
onszeichen bei Abnahme der Blutkulturen [98]. Bisher gibt es keine vergleichbaren Berichte.
Des Weiteren sind zwei, beziehungsweise drei Falle mit einem todlichen Verlauf geschildert
worden. In zwei Féllen traf es jeweils junge Patienten, die beide kein Vorerkrankungen hatten.
Bei dem ersten Fall handelte es sich um eine Knochenmarksinfektion, die bis dato einzig be-
schriebene. Trotz einer empirischen Therapie mit Penicillin, Vancomycin und Imipenem ver-
schlechterte sich der Zustand der 26-jahrigen Patientin kontinuierlich, sodass diese 2 Monate

nach Beginn einer unspezifischen Infektsymptomatik verstarb [61]. Ebenfalls einmalig ist der
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Fall einer S. saccharolyticus-Pneumonie. Auch hier war ein junger Patient (21 Jahre) betroffen,
der sich mit Husten, blutigem Sputum und Dyspnoe vorstellte, jedoch ohne Fieber. Im CT und
Roéntgen-Thorax fand man typische Veranderungen einer S. aureus-Pneumonie, das Labor
zeigte eine Leukozytose mit Linksverschiebung. Der Zustand verschlechterte sich ebenfalls
rapide, trotz Antibiotikatherapie, bis der Patient nach ca. einem Monat verstarb [112]. Ebenfalls
verstarb die Patientin der bereits oben erwahnten Klappenprothesenendokarditis, allerdings
geht aus diesem Fall nicht klar hervor, ob die Todesursache womdéglich eher in der neu im-
plantierten Herzklappe mit darauffolgendem Herzversagen liegt, da alle postoperativen Blut-
kulturen negativ waren [55]. Im Gegensatz dazu sind auch mildere Falle beschrieben: Es exis-
tieren zwei Falle einer bakteriellen Infiltration der nativen Herzklappe, einmal jedoch ohne
samtliche Infektionszeichen und mit unklarer Relevanz [77], zum anderen im Fall einer Endo-
karditis, die jedoch auf die Antibiotikatherapie ansprach und einen guten Heilungsverlauf
zeigte [108]. Hinzu kommen noch ein Bericht Gber ein von S. saccharolyticus verursachtes
Empyem [106] und ein Bericht Giber eine Pyomyositis des Nackens [113]. Die Auswertung der
einzelnen Fallberichte ist in Tabelle 2 zusammengefasst
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Tabelle 2 Uberblick tiber alle Fallberichte, die bei Pubmed zu finden sind (Stand August 2024); ,/“ unbe-
kannt, nicht beschrieben; ++: Heilung ohne Einschrankungen; +: Heilung mit Einschrankungen; t: verstorben
Noso- Vor Antibio-
Infekt-
komial/ erkran- tikathe- Verlauf/
Infektion Studie sympto-
FBRI kungen rapie_er- | Heilung
matik
folgt
Klappenendo- Krishnan et al. [55] ja ja / / 1
karditis Westblom et al. [108] ja nein nein ja ++
Spondylodiscitis | Trojani et al. [103] nein ja ja ja ++
Mikhael et al. [69] ja ja / ja /
Godreuil et al. [44] ja nein nein ja ++
unspezifische Schneeberger et al. [94] nein ja / ja +
Schulterinfektion | Schneeberger et al. [93] nein ja / ja ++
Empyem Wang et al. [106] ja nein ja ja ++
Pyomyositis Young et al. [113] ja nein ja ja ++
Knochenmarks- | Liu et al. [61] ja nein nein ja T
infektion
Pneumonie Wu et al. [112] ja nein / ja T
++/+: 7/10
8/11 Ja 5/11 Ja 3/6 Ja 10/10 (70%)
Gesamt 11 Fallberichte
(72,6%) (45,5%) (50%) (100%) 1: 3/10
(30%)

Basierend auf dieser Datenanalyse lasst sich zusammenfassend festhalten, dass die klinische
Relevanz von S. saccharolyticus schwierig einzuschétzen ist. Es existieren bisher nur wenige
Fallberichte oder Studien und S. saccharolyticus ist nicht immer klar als auslésender Erreger
identifizierbar. Oft finden sich nur unspezifische Infektionszeichen, die TTP ist meistens mit
ungefahr finf Tagen sehr lange und oft liegt nur eine positive Probe vor. Das fihrt dazu, dass
die Unterscheidung zwischen Infektion oder Kontamination weiterhin erschwert wird. Nichts-
destotrotz gibt die Datenlage Hinweise auf ein mogliches humanpathogenes Potenzial. Insbe-
sondere die beiden tddlich verlaufende Falle geben Anlass zur Sorge, vor allem, da zwei sehr
junge Patienten ohne Vorerkrankungen betroffen waren und die Antibiotikatherapien jeweils
wirkungslos waren. Ansonsten scheint S. saccharolyticus eher ein opportunistischer Keim zu

sein, der Uber die Haut als Eintrittspforte zu Infektionen fihren kann. Ob vermehrt altere
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Patienten betroffen sind, lasst sich nur vermuten. Die meisten Félle sind bisher bei alteren
Patienten detektiert worden. Andererseits gab es zumindest zwei Berichte Uber junge Patien-
ten. Da S. saccharolyticus ein Teil der normalen Hautflora ist die oben beschriebenen Wachs-
tumsbedingungen schwierig sind, bleibt fraglich, ob es nicht womdglich viel mehr S. saccharo-
lyticus-bedingte Infektionen gibt, die aber falschlicherweise als Kontamination gewertet oder
gar nicht erst identifiziert wurden. Die bisher wenigen Fallberichte kénnten folglich auch dieser
Ursache zugeschrieben werden. Daher sollte S. saccharolyticus trotz des seltenen Vorkom-

mens nicht unterschatzt werden.
2.3 Ziel der Arbeit/Fragestellung

Inwieweit S. saccharolyticus Klinisch relevant ist, soll in dieser Studie untersucht werden. Es
wurde eine retrospektive Datenerhebung durchgefihrt und hinsichtlich der Charakteristika ei-
ner durch S. saccharolyticus verursachten Infektion untersucht. Das Ziel dieser Studie besteht
darin, einen Score zu etablieren, der zwischen Infektionen und Kontaminationen unterschei-
den lasst, um somit gezielter therapieren zu kdnnen. Des Weiteren soll geklart werden,
wodurch sich Infektionen und Kontaminationen mit S. saccharolyticus unterscheiden, welche
Faktoren eine Infektion beglinstigen beziehungsweise das Risiko zu erkranken erhéhen und
wie der Heilungsverlauf der Patienten war. Zuséatzlich sollen durch eine Genomsequenzierung
weitere Eigenschaften von S. saccharolyticus untersucht werden, beispielsweise das Vorlie-
gen von Resistenzgenen und die Unterschiede zwischen den beiden Kladen. Ob es bei den
beiden Kladen auch klinische Unterschiede gibt und Stamme einer Klade womdglich virulenter
sind, soll ebenfalls analysiert werden. Es geht zusammenfassend darum, sowohl das aktuelle
Wissen uber Eigenschaften von S. saccharolyticus zu ergénzen als auch eine fundierte Ein-
schatzung Uber die Relevanz von S. saccharolyticus im klinischen Alltag zu geben und die
Bedeutung von positiven Befunden mit S. saccharolyticus, beziehungsweise das humanpa-

thogene Potenzial besser einzuordnen.
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3 Material und Methoden
3.1 Studiendesign

Diese Studie wurde an der Universitat des Saarlandes am Institut fir Medizinische Mikrobio-
logie und Hygiene in Homburg, Deutschland, durchgefiihrt. Die Zustimmung der Ethikkommis-
sion wurde erteilt (Nr. 147/21).

Die interne mikrobiologische Datenbank (,M-Lab“) wurde nach S. saccharolyticus-Isolaten
durchsucht. Es konnten 93 Patienten identifiziert werden, die in dem Zeitraum von Juni 2009
bis Juli 2021 am Universitatsklinikum Homburg behandelt wurden und mindestens einen posi-
tiven Fund von S. saccharolyticus nachwiesen, unabhéngig vom Probenmaterial. Anhand der
elektronischen Krankenakten wurden retrospektiv klinische Daten erhoben. Fir jeden einzel-
nen Patienten wurden folgende Variablen erhoben: Geschlecht, Alter, Art des Probenmateri-
als, Anzahl der positiven Proben, kein Wachstum anderer relevanter Keime, Gesamtmortalitat,
Vorerkrankungen, Lange des Krankenhausaufenthaltes, implantierte Fremdkorper, Time to
positivity (TTP), Korpertemperatur bei Aufnahme, maximale Koérpertemperatur wahrend des
gesamten Aufenthaltes, >38°C Korpertemperatur jeweils zwei Tage vor und nach Probenent-
nahme, erfolgte Antibiotikatherapie, klinische und laborchemische Symptomverbesserung
nach Therapie, Infektion vereinbar mit Arztbrief, Aufenthalt auf der Intensivstation (ICU) und
wenn ja, wie lange. Aulerdem wurden die Parameter Herzfrequenz, Blutdruck, C-reaktives
Protein (CRP), Leukozytenzahl und Procalcitonin zum Zeitpunkt der Probenentnahme erho-

ben (Ubersicht der vollstandigen Datenerhebung: siehe Anhang).
3.2 Einteilung in Infektion oder Kontamination

Um unterscheiden zu kénnen, ob es sich bei den positiven Funden jeweils um eine durch S.
saccharolyticus verursachte Infektion handelt oder ob der Nachweis von S. saccharolyticus
eher auf eine Kontamination zurtickzuftihren ist, wurde ein Score entwickelt, anhand dessen
die Einteilung erfolgte. Dieser Score besteht aus sechs Kriterien, welche, basierend auf beste-
hender Literatur, als besonders aussagekraftig und repréasentativ bewertet wurden
[17,34,40,50,79]. Die sechs Kriterien lauten:

- mehrfacher Nachweis von S. saccharolyticus in verschiedenen Proben des gleichen

Patienten

- kein Nachweis anderer relevanter Erreger

- Korpertemperatur von >38°C jeweils zwei Tage vor und nach Probenentnahme

- CRP >80 mg/l

- klinischer Verdacht auf eine Infektion anhand des Arztbriefes

- Klinische Verbesserung der Symptome nach Therapie.
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Fir jedes Kriterium wurde ein Punkt vergeben, sodass sich eine mdgliche Punktzahl von 0 —
6 Punkten ergibt. Die Gesamtkohorte wurde anschlieRend mit Hilfe des Scores in zwei Grup-
pen unterteilt: Gruppe A enthélt alle Patienten, die zwischen 3 — 6 Punkte hatten und damit als
»Infektion wahrscheinlich® gewertet wurden. Patienten mit einer Punktzahl von 0 — 2 Punkten
wurden als ,Infektion unwahrscheinlich/Kontamination“ eingestuft und gehéren damit zur

Gruppe B.
3.3 Ergénzende Untersuchung von 22 Proben

Zusatzlich zu der retrospektiven Datenerhebung wurden einige Proben weitergehend unter-
sucht, um einen Einblick in Bezug auf die Eigenschaften von S. saccharolyticus zu gewinnen,
der Uber die klinische Préasentation hinaus geht. Daflr wurde im Bestand des Instituts flr
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Homburg, nach eingefrorenen Proben gesucht. Es
wurden insgesamt 24 Isolate gefunden. Diese Isolate wurden anhand ihrer Verfligbarkeit aus-
gewahlt. Zusatzlich wurden wéahrend der laufenden Untersuchungen zwei weitere Félle von S.
saccharolyticus identifiziert. Diese wurden ebenfalls miteingeschlossen, sodass insgesamt 26

Isolate verfligbar waren.
3.3.1 Anzucht und erneute ldentifizierung

Die Isolate wurden jeweils mit dem 3-Osen-Ausstrich auf Columbia-Agarplatten ausgestrichen.
Columbia-Agar (BD Columbia Agar mit 5% Schafsblut) ist besonders gut fir die Anzucht an-
spruchsvoller Erreger geeignet. Die beimpften Platten wurden unter anaeroben Bedingungen
fur 2 bis 5 Tage bei 35°C inkubiert. Fir die Speziesidentifizierung wurden nach 48 Stunden
Inkubationszeit von der jeweiligen Agarplatte immer zwei Kolonien enthommen und auf zwei
Felder einer Tragerplatte gegeben, anschliefiend mit 1ul Ameisensaure anverdaut und mit 1l
Matrix fixiert. Nach einer Trockenzeit von 10 Minuten wurde die Tragerplatte in den Massen-
spektrometer (Microflex LT and Biotyper 3.1, Bruker Daltonics) eingelegt. Zur Identifizierung
wurde die MALDI-TOF-Massenspektrometrie genutzt. MALDI-TOF besteht aus der Matrix-As-
sistierten Laser-Desorption-lonisierung (MALDI) und der Flugzeitanalyse, der sogenannten
time of flight (TOF). Das Prinzip beruht, sehr vereinfacht dargestellt, darauf, dass Molekiile
durch einen Laserstrahl aus der Probe herausgeldst werden (Desorption), welche anschlie-
Rend durch die Abgabe/Aufnahme von Protonen ionisiert werden. Der Massenspektrometer
beschleunigt die lonen und analysiert anschlieend ihre entsprechenden Flugzeiten. Da die
Flugzeit der lonen von ihrer Masse und Ladungszahl abhangig ist, lasst sich ein Spezies-spe-
zifisches Muster von organischen Molekilen erstellen. Dieses Muster wird mit einer Datenbank

abgeglichen und daraufhin kann die Spezies identifiziert werden [30].
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3.3.2 Antibiotikaresistenztestung

Es lagen fur insgesamt elf Isolate Daten zur Antibiotikaresistenztestung vor. Fir sechs Isolate
waren in der internen Datenbank Ergebnisse vorheriger Antibiotikaresistenztestungen verflg-
bar. Fur funf Isolate wurde die Antibiotikaresistenztestung selbst durchgefiihrt. Zur Bestim-
mung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) wurde der Epsilometer-Test (Liofilchem®,
Roseto degli Abruzzi, Italy) verwendet. Getestet wurde die Sensitivitét der jeweiligen Stamme
auf Penicillin, Piperacillin-Tazobactam, Vancomycin, Meropenem, Clindymacin und Metro-
nidazol. Dies entspricht der Standardtestung flr anaerobe grampositive Bakterien. Zur Vorbe-
reitung wurden fiir jede der funf Proben drei neue Columbia-Agarplatten bereitgelegt. Ebenfalls
wurde flir jede Probe ein Reagenzglas mit 2ml Kochsalzldsung (0,9%-ige Natriumchloridl6-
sung) bereitgestellt. AnschlieRend wurden mit einem Tupfer einige Bakterienkolonien von der
Agarplatte des ersten Isolats abgenommen und in die Kochsalzldsung eingeriihrt. Damit ga-
rantiert werden kann, dass die Anzahl der Bakterien in jeder Suspension dieselbe ist, wurde
mithilfe eines Photometers die optische Dichte der Bakteriensuspension bestimmt. Zu Beginn
wurde der Photometer einmal geeicht, sodass der Wert 0,0 entsprach. Basierend auf dem
McFarland-Standard wurden so lange mehr Bakterien in die Suspension eingebracht und im-
mer wieder erneut die Absorption bei 625 nm gemessen, bis die Tribung der Suspension
einen McFarland-Wert zwischen 0,5 und 0,63 ergab. Der McFarland-Wert von 0,5 entspricht
ungefahr 1,5x108 Zellen/ml. Somit erhalt man fir jeden der finf Stamme eine Suspension mit
ahnlicher Bakterienanzahl, wodurch sich die Ergebnisse vergleichen lassen. Diese Suspen-
sion wurde auf die drei vorbereiteten Columbia-Agarplatten mit einem konfluenten Ausstrich
aufgetragen. Auf die beimpften Platten wurden im Anschluss jeweils zwei E-Teste gegenlaufig
gelegt, sodass sich die sechs zu testenden Antibiotika auf die drei Agarplatten verteilten. Die-
ser Ablauf wurde fir alle finf Isolate identisch durchgefiihrt. Die insgesamt 15 Agarplatten
wurden abschlieBend unter anaeroben Bedingungen bei 35°C inkubiert und nach 24, 48 und
72 Stunden abgelesen. Die jeweilige minimale Hemmkonzentration wurde mit der Breakpoint
Tabelle des European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) aus dem
Jahr 2021 (Version 11.0) [118] verglichen.

3.4 Whole-genome sequencing (WGS)

Zur genetischen Analyse wurden 22 Isolate an das Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Zentrum fir Infektiologie, des Universitatsklinikums Heidelberg, Deutschland, zur
Genomsequenzierung geschickt. Daftir wurde von den jeweiligen Agarplatten mit einem Tup-
fer moglichst viel Material enthommen und in ein eSwab™-Réhrchen (Copan Liquid Amies
Elution Swab) eingebracht. Diese Rohrchen wurden richtlinienkonform verpackt und per Post

verschickt.
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In Heidelberg wurden die Proben auf Columbia-Agarplatten ausgestrichen und fur 5 Tage in-
kubiert. FUr die nachfolgende DNA-Isolation und die Library Preparation wurde es mir freund-
licherweise ermdglicht, in Heidelberg dem Verfahren und Ablauf zuzuschauen, beziehungs-
weise die DNA-Extraktion unter Anleitung der dortigen Medizinisch-Technischen Laborassis-
tentinnen (MTLA) selbst durchzufuhren (siehe Anhang). Die DNA-Gewinnung wurde zu Beginn
mit dem DNeasy Blood and Tissue Kit (50) (QIAGEN GmbH, Germany) nach dem Schema fur
S. aureus/MRSA durchgeftihrt. Die Ergebnisse wurden mit einem NanoDrop Spektralphoto-
meter auf ausreichend gute DNA-Qualitat Gberprift. Leider waren die Ergebnisse nicht zufrie-
denstellend. Ein weiterer Versuch der DNA-Isolation, dieses Mal mit dem Verfahren fir
.Mycobacteria Other Than Tuberculosis“ (MOTT), wurde durchgefiihrt. Die Idee dahinter war,
dass auch Mykobakterien oft langer inkubiert werden missen und mit diesem Verfahren trotz-
dem DNA gewonnen werden kann, wéahrend im Normalfall die DNA nicht alter als zwei Tage
sein sollte fur ausreichend gute Qualitat. Leider ergab auch das MOTT-Verfahren keine bes-
seren Ergebnisse. Daraufhin wurden die Proben in einem Brain-heart-infusion (BHI) — Medium
angesetzt, einem Medium, was besonders geeignet ist fir Mikroorganismen mit anspruchsvol-
len Wachstumsbedingungen, und erneut fur 5 Tage inkubiert. Auf diese Weise sollten Verun-
reinigungen, die womoglich beim Verschicken entstanden waren, entfernt werden und frische
DNA generiert werden. Damit konnte erfolgreich qualitativ ausreichende DNA gewonnen wer-
den. Nach der DNA-Extraktion wurde im Anschluss die Library Preparation durchgefiihrt. Ent-
sprechend des bereits von Nurjadi et al. beschriebenen Verfahrens wurde fir jedes Isolatauf
einer MiSeg-lllumina-Plattform (Short-Read-Sequenzierung, 2 x 300 bp) die Sequenzierung
durchgefiihrt sowie abschlie3end die Post-Sequenzierung [76]. Zur Qualitatskontrolle der ent-
standenen Rohsequenzen wurde das fastp-Verfahren angewandt, bei dem es sich um einen
ultraschnellen FASTQ-Praprozessor handelt [23]. Mithilfe des Assemblers SPAdes 3.15.5 (mit
der Option -careful and-only-assembler) wurden die gewonnen Nukleotidsequenzen zusam-
mengeflgt [14]. Durch das Zusammenfigen der sogenannten Contigs, welche aus Uberlap-
penden DNA-Sequenzen bestehen, lasst sich ein Genom-Entwurf erstellen. Aus diesen Ge-
nom-Entwtirfen wurden Contigs mit einer Lange <500 bp und/oder einer Abdeckung <10x ent-
fernt. Die endgultigen Assemblierungen wurden mit QUAST (v5.0.2) kontrolliert, einem Werk-
zeug fur die Bewertung und den Vergleich von Genomassemblierungen [46]. Im n&chsten
Schritt erfolgte die Identifizierung von Resistenzgenen. Dazu wurde ABRicate
(https://github.com/tseemann/abricate) verwendet, ein Programm, welches ein Screening von
Contigs durchfiihrt und diese hinsichtlich der An-, beziehungsweise Abwesenheit von Resis-
tenzgenen untersucht. Dementsprechend wurden die Genom-Entwirfe zur Identifizierung der
antimikrobiellen Resistenz (NCBI, CARD, ARG-ANNOT, ResFinder, MEGARES-Datenban-
ken) und des Plasmid-Typs (PlasmidFinder-Datenbank) verarbeitet [22,41]. Mit dem Softwa-

retool Prokka v1.14.5 erfolgte anschlieBend die Annotation, bei welcher den DNA-Sequenzen
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ihre jeweilige Funktion zugeordnet wird und beispielsweise die genaue Lage von proteincodie-
renden Bereichen oder Exons und Introns beschrieben wird [95]. Um das Pangenom, also
alle in einer Art vorkommenden Gene, zu berechnen wurde das Programm Roary verwendet
[82]. Nachfolgend wurde zur Artenidentifizierung jeder Genom-Entwurf mit einer Datenbank
abgeglichen, die aus einem reprasentativen Genom jeder Art besteht, zu finden in der Micro-

bial Genomes resource (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/microbes/). Da in der Literatur

bereits zwei Kladen beschrieben sind, wurden die Genom-Entwiirfe nicht nur mit der Daten-
bank verglichen, es erfolgte ebenfalls der Vergleich mit den in der Literatur bereits veroffent-
lichten Ergebnissen [20,97]. Mit Hilfe von SKA, einem Toolkit zur Analyse und Identifizierung
von Variationen zwischen Genomsequenzen, wurde jeder Genom-Entwurf an die reprasenta-
tive Genomreferenz aus der Microbial Genomes Resource (CP068029.1, Stamm 13T0028)
angeglichen [47]. AbschlieRend wurde im Rahmen des Sequenzalignments der Algorithmus
Gubbins 3.2.1 verwendet, um die phylogenetischen Beziehungen zu untersuchen sowie den
hqSNPs-Abstand zu bestimmen [27].

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS® (Statistical Product and Service Solutions, IBM®,
Release 28.0.1.0). Die beiden Gruppen A und B wurden miteinander verglichen. Fir nominal
skalierte Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test (x2 Test) oder der Exakte Test nach Fisher
verwendet. Fir ordinal skalierte Variablen wurde fir nicht-normal verteilte Daten der Mann-
Whitney-U-Test verwendet beziehungsweise der t-Test flr normal verteilte Daten. Auf die glei-
che Art wurden auch die 22 Isolate verglichen, die nach der Genomsequenzierung in die bei-
den Kladen A und B unterteilt werden konnten. Um mogliche Risikofaktoren zu identifizieren,
die mit einer wahrscheinlichen Infektion einhergehen, wurde zusatzlich eine logistische Re-

gressionsanalyse an der Gesamtkohorte durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse
4.1 Anzucht und Speziesidentifizierung

Insgesamt waren 26 eingefrorene Isolate verfiigbar, zwei davon waren aktuelle Falle. Auf den
Agarplatten von zwei Isolaten wuchs auch nach mehrmaligen Versuchen nichts, sodass diese
verworfen wurden. Daher wurden nur 24 Isolate fur die weitere Analyse verwendet. Die 24
anderen Isolate konnten erfolgreich kultiviert werden. Unter anaeroben Bedingungen und einer
Inkubationszeit von 2 - 6 Tagen bei 35°C lief3 sich ein ausreichend gutes Wachstum auf Co-
lumbia-Agar feststellen. Nach 24 Stunden waren nur selten ausreichend isoliert stehende Ko-
lonien gewachsen, nach 48 Stunden konnte man jedoch einzelne sehr kleine Kolonien identi-
fizieren (Abbildung 7). Nach 4 - 6 Tagen Inkubationszeit lieBen sich die besten Ergebnisse
erzielen (Abbildung 8). S. saccharolyticus wachst in weil3en bis teilweise hellgraulichen Kolo-
nien. Der Bakterienrasen des ersten 3-Osen-Ausstrichs prasentiert sich eher in grau. Die ein-
zelnen Kolonien sind sehr klein und selten grof3er als Imm. Es fallt kein besonderer Geruch
auf. Langere Inkubationszeit resultiert nicht in mehr Wachstum, die Kolonien bleiben klein.

Abbildung7  Wachstum von S. saccharolyticus nach  Abbildung8  Wachstum von S. saccharolyticus nach
2 Tagen Inkubationszeit bei 35°C unter anaeroben Be- 4 Tagen Inkubationszeit bei 35°C unter anaeroben Be-
dingungen dingungen

Alle 24 Isolate wurden nach 48 Stunden Inkubationszeit mit Hilfe der MALDI-TOF Massen-
spektrometrie analysiert, um die Spezies zu verifizieren. Zwei Isolate wurden im Zeitraum der
laufenden Untersuchungen (Juni und August 2021) bei Patienten entdeckt und im Rahmen
der Routineablaufe von Mitarbeitenden des Labors angeziichtet und identifiziert. Da die Iden-
tifizierung somit aktuell war, wurden diese Isolate nicht erneut identifiziert und fehlen in der

Ubersicht in Tabelle 3, sodass von mir letztlich 22 Isolate untersucht wurden.
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Zwei dieser 22 Isolate wurden als eine andere Spezies bestimmt, einmal wurde S. epidermidis
und einmal Actinotignum schaalii identifiziert. Dieses Ergebnis wiederholte sich nach einem
weiteren Versuch inklusiver erneuter Anzucht der eingefrorenen Probe. Diese Proben wurden
daher ebenfalls verworfen. Da von jedem lIsolat jeweils zwei Kolonien getrennt voneinander
fur die Analyse vorbereitet wurden und es daher zu jedem Isolat eine Doppelbestimmung gab,
konnte in den anderen 20 Fallen S. saccharolyticus sicher identifiziert werden. Zu jedem Isolat
gab es mindestens eine (+++) - Bewertung, was flr eine auf3erst wahrscheinliche Speziesi-
dentifikation spricht. Die Bewertungszahlen lagen zwischen 2,00 und 2,33. Die Ergebnisse mit
der jeweils besten Bewertungszahl pro Isolat sind in Tabelle 3 aufgelistet. Der Ausdruck der

gesamten Ergebnisse ist im Anhang zu finden.

Tabelle 3 Ubersichtstabelle der MALDI-TOF-Ergebnisse
Isolat Analyt-Name/ID Bewertungszahl Organismus (bester Treffer)
(MALDI-TOF) (bester Wert)
(zum Abgleich mit Daten
im Anhang)

1 1 2,19 S. saccharolyticus
2 2 2,04 S. saccharolyticus
3 3 2,12 S. saccharolyticus
4 4 2,16 S. saccharolyticus
5 5 2,33 S. saccharolyticus
6 7 2,29 S. saccharolyticus
7 10 2,28 S. saccharolyticus
8 11 2,21 S. saccharolyticus
9 12 2,20 S. saccharolyticus
10 13 2,43 S. saccharolyticus
11 14 2,25 S. saccharolyticus
33 56 2,10 S. saccharolyticus
40 55 2,19 S. saccharolyticus
49 53 2,00 S. saccharolyticus
57 52 2,05 S. saccharolyticus
59 51 2,20 S. saccharolyticus
62 50 2,12 S. saccharolyticus
68 49 2,34 S. saccharolyticus
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73 48 2,25 S. saccharolyticus

74 46 2,29 S. saccharolyticus

Zusatzlich zu den 20 erneut bestatigten Falle kamen die zwei aktuellen Félle hinzu, sodass
letztendlich insgesamt 22 per MALDI-TOF-bestétigte S. saccharolyticus-Falle zur weiteren Un-

tersuchung vorlagen und sequenziert werden konnten (Abbildung 9).

26 Isolate im Lager
des Instituts gefunden

Keine Anzucht moglich
bei 2 Isolaten

MALDI-TOF von 24
[solaten

2 Isolate als andere
Spezies identifiziert

22 bestatigte S.
saccharolyticus-
Stamme

Whole-genome
sequencing von 22
Stammen

Abbildung 9 Ubersicht (iber alle vorhandenen Proben, die als ,S. saccharolyticus” im Lager des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Homburg, vorhanden sind, Speziesverifizierung und letztlich bestéatigte
Falle

4.2 Antibiotikaresistenztestung

Die Ergebnisse der Antibiotikaresistenztestung der funf Isolate sind in Tabelle 4 zusammen-
gefasst. Beispielhaft ist das Aussehen der Agarplatten fur das Isolat 5 nach 24 Stunden Inku-
bation abgebildet (Abbildung 10).
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Piperacillin-Tazobactam Meropenem Metronidazol

Penicillin Vancomycin Clindamycin

Abbildung 10 Exemplarische Darstellung der Antibiotikaresistenztestungen an Isolat 5 nach 24 Stunden Inku-
bation

Jeweils nach 24, 48 und 72 Stunden wurden die Agarplatten neu ausgewertet und die mini-
male Hemmkonzentration abgelesen. Aufgrund des langsamen Wachstums von S. saccharo-
lyticus war es teilweise nétig, mehrere Tage zu inkubieren und die Ergebnisse dann erst aus-
zuwerten, statt nach den regelhaften 24 Stunden. Insbesondere ein Isolat (1) zeigte nur sehr
schwaches Wachstum beziehungsweise teilweise gar kein Wachstum, sodass fir Penicillin
kein Wert abzulesen war. Alle 5 Isolate waren mit einer MHK von 0,002 mg/l beziehungsweise
0,012 mg/l (Isolat 5) sensibel auf Penicillin. Sensibilitdt gegenlber Piperacillin-Tazobactam
besteht bei einem Breakpoint von 8 mg/l, was kein Isolat erreichte und somit alle Isolate auch
fur dieses Antibiotikum vollstandige Sensibilitat aufwiesen. Ebenso waren alle Isolate flir Mero-
penem und Vancomycin sensibel (EUCAST-Breakpoint: jeweils bei 2 mg/l). Das gleiche Bild
zeigte sich bei Clindamycin (EUCAST-Breakpoint: 4 mg/l). Jedoch waren ausnahmslos alle

funf Isolate resistent gegeniber Metronidazol.

Tabelle 4 Antibiotikaresistenztestung von 5 Isolaten. Zahlen entsprechen der abgelesenen minimalen
Hemmkonzentration (MHK) nach 24, 48 und 72 Stunden. P = Penicillin, PT = Piperacillin-Tazobactam, Mer = Mero-
penem, Va = Vancomycin, Cd = Clindamycin, Met = Metronidazol; Angaben in mg/I

Antibiotikum Zeit Isolat 1 Isolat 2 Isolat 3 Isolat 4 Isolat 5
P 24h - - 0,002 0,002 0,012

48h - 0,002 0,002 0,002 0,012

72h - 0,002 0,002 0,002 0,012

PT 24h - - 0,032 0,016 0,125

48h - 0,032 0,032 0,016 0,125

72h 0,016 0,032 0,032 0,016 0,125

Mer 24h - 0,012 0,012 0,006 0,023
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48h 0,004 0,012 0,012 0,006 0,032
72h 0,004 0,016 0,012 0,006 0,032
Va 24h - 0,75 0,75 1 0,75
48h 1,5 0,75 0,75 1 1
72h 1,5 0,75 0,75 1 1
Cd 24h - 0,19 0,125 0,125 0,19
48h 0,064 0,38 0,38 0,25 0,25
72h 0,064 0,38 0,38 0,25 0,25
Met 24h - 48-256 >256 >256 >256
48h >256 >256 >256 >256 >256
72h >256 >256 >256 >256 >256

4.3 Beschreibung der Gesamtkohorte und Vergleich der Gruppen A und B

Es wurden insgesamt 93 Patienten mit einem positiven Nachweis von S. saccharolyticus iden-
tifiziert. Anhand des Scores wurden 44 Patienten (47,3%) mit einer Punktzahl von 3 - 6 Punk-
ten Gruppe A ,Infektion wahrscheinlich zugeordnet. 0 — 2 Punkte erhielten insgesamt 49 Pa-
tienten (52,7%) und wurden daher in die Gruppe B ,Infektion unwahrscheinlich“ eingeteilt. Von

den 22 sequenzierten Isolaten gehdren 12 zur Gruppe A, 10 zur Gruppe B (Abbildung 11).
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Gesamtkohorte
(n=93)

Infektions-Score
Mehrfacher Nachweis von S. saccharolyticus
Kein Nachweis anderer relevanter Erreger
3-6 Punkte *  Korpertemp. >38°+/- 2 Tage vor/nach Probenentnahme 0-2 Punkte
CRP >80mg/I
Klinischer Verdacht auf eine Infektion anhand Arztbrief
Symptomverbesserung nach antibiotischer Therapie

Gruppe A Gruppe B
“Infektion »Infektion

wahrscheinlich” Next ggneratlon unwahrscheinlich”
sequencing (n=22)

(n=44) (n=49)
n=7 Clade A (n=10) n=3
n=5 Clade B (n=12) n=7

Abbildung 11 Ubersicht tiber die Gesamtkohorte und Einteilung in die Gruppen A und B anhand des Infektions-
Scores. Verteilung der sequenzierten Proben auf die beiden Gruppen (adaptiert nach Michels et al. Clinical rele-
vance of Staphylococcus saccharolyticus detection in human samples: a retrospective cohort study (2024) [68].

Das mediane Alter aller Patienten betrug 56,2 Jahre und 80/93 (86%) aller Patienten waren
mannlich. Der gro3te Anteil aller gewonnenen Proben bestand aus Blutkulturen (57/93,
61,3%). Des Weiteren fand sich S. saccharolyticus in Wundabstrichen (23/93), Gewebeproben
(6/93), Hautabstrichen (3/93), Punktionsaspirat (2/93) und in Urinproben (2/93). Wahrend des
gesamten betrachteten Zeitraumes verstarben insgesamt 5/91 (5,5%) Patienten, deren Tod in
direktem Zusammenhang mit einer S. saccharolyticus-Infektion steht. 76/90 Patienten litten
unter Vorerkrankungen (84,4%) und 42/86 hatten Fremdkorpermaterial implantiert (48,8%).
Die mediane Dauer des Krankenhausaufenthaltes betrug 15 Tage und die TTP betrug 5, was
einer Zeit von 96 — 120 Stunden entspricht. Bei Aufnahme in das Krankenhaus lag die mittlere
Temperatur bei 36,6°C, die maximale Temperatur wahrend des gesamten Aufenthaltes lag bei
38,5°C. Die mediane Herzfrequenz betrug 90 S/min, der Blutdruck lag bei 125/70 mmHg, das
CRP betrug im Mittel 98,05 mg/l, Procalcitonin lag bei 0,9 ng/ml und die Leukozytenzahl bei
9,85 10%I. Ein GroRteil der Patienten (72/82, 87,8%) erhielt eine Antibiotikatherapie, davon
zeigten 68% (34/50) eine laborchemische Verbesserung nach der Therapie. Es mussten ins-
gesamt 51/81 (63%) Patienten wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes auf die Intensivsta-
tion. Von diesen 51 Patienten lag die mittlere Verweildauer auf der Intensivstation bei sieben

Tagen.
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Der Vergleich der beiden Gruppen A und B brachte einige interessante Unterschiede hervor.
Wahrend das mittlere Alter (A: 57,7 Jahre; B: 55,7 Jahre) und die Verteilung von Ménnern zu
Frauen vergleichbar war (A: 39/44 (88,6%) mannlich; B: 41/49 (83,7%) mannlich), gab es ei-
nen signifikanten Unterschied bei dem Anteil der Blutkulturen an allen gewonnenen Proben-
materialien. In Gruppe A stammten 37/44 (84,1%) der Isolate aus Blutkulturen, in Gruppe B
betrug dieser Anteil mit 20/49 nur 40,8% (p<0,001). Ebenfalls signifikant war der Unterschied
bezlglich der Lange des Krankenhausaufenthaltes (p<0,001): In Gruppe A verbrachten die
Patienten im Mittel 29 Tage im Krankenhaus, in Gruppe B zehn Tage. Die Gesamtmortalitat
wies ebenfalls gruppenspezifische Unterschiede auf. Von den insgesamt funf verstorbenen
Patienten gehorten vier zu Gruppe A (4/44, 9,1%), aus Gruppe B verstarb eine Person (1/47,
2,1%). Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,18). Bei den Vorerkrankungen
gab es keine Besonderheiten, in Gruppe A lag der Anteil bei 88,6% (39/44), in Gruppe B bei
80,4% (37/46). Ahnlich sieht die Verteilung bei den implantierten Fremdkorpern aus. Bei 23/44
(52,3%) Patienten aus Gruppe A lag ein implantierter Fremdkérper vor, in Gruppe B belief sich
diese Zahl auf 19/42 (45,2%). Blutkulturen von Patienten aus Gruppe A bendtigten im Mittel
zwischen 96 und 120 Stunden, um positiv zu werden, in Gruppe B zwischen 72 und 96 Stun-
den. Die mediane Temperatur bei Aufnahme war sehr &hnlich in beiden Gruppen (A: 36,55°C,
B: 36,6°C), aber im Gegensatz dazu war die maximale mittlere Temperatur in Gruppe A mit
39,1°C deutlich héher als in Gruppe B, in der die maximale Temperatur 37,5°C betrug
(p<0,001). Herzfrequenz und Blutdruck zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die Herzfre-
guenz lag in Gruppe A bei 93 S/min, der Blutdruck bei 125/70 mmHg und in Gruppe B bei 90
S/min, der Blutdruck bei 130/71 mmHg. Wiederum voneinander abweichend waren jedoch die
medianen CRP-Werte. Diese betrugen in Gruppe A 142,6 mg/l, in Gruppe B 62,5 mg/l und
waren damit auf einem Niveau von p=0,0044 signifikant. Auf3erdem waren noch drei weitere
Variablen signifikant. In Gruppe A erhielten alle Patienten, mit Ausnahme von einem, eine
Antibiotikatherapie (43/44, 97,7%), wohingegen in Gruppe B nur 29/38 (76,3%) Antibiotika er-
hielten (p=0,0047). Mit einem Signifikanzniveau von p=0,0024 prasentieren sich die beiden
Variablen ,Aufenthalt auf der ICU“ und ,Lange des Aufenthaltes auf der ICU“. Aus Gruppe A
mussten 34/43 (79,1%) Patienten auf die Intensivstation und blieben dort im Mittel 13 Tage.
Aus Gruppe B bendtigten 17/38 (44,7%) Patienten eine Behandlung auf der Intensivstation
und blieben dort kiirzer, namlich drei Tage. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden die

signifikanten Variablen in einer gesonderten Tabelle dargestellt (sieche Tabelle 5)
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Tabelle 5 Darstellung der statistisch signifikanten Variablen des Vergleichs der beiden Gruppen A und B.
Gesamtkohorte | Gruppe A: Gruppe B: p-Wert
n=93 Infektion Infektion un-
wahrschein- wahrschein-
lich (n=44) lich (n=49)
Blutkultur als Probe (n/N, %) 57/93 (61,3) 37/44 (84,1) 20/49 (40.,8) <0,001
Lange des Aufenthaltes (Tage) (Median, 15 (7 - 34) 29 (13-41) 10 (5-17) <0,001
IQR)
Max. Temperatur (°C) (Median, IQR) 38,5(37,6 - 39,1(38,5- 37,5 (37,2 - <0,001
39,2) 40) 38)
C-reaktives Protein (mg/l) (Median, IQR) 98,05 (35,4 - 142,6 (65,4 - 62,5 (8,1 - 0,0044
193,9) 230,2) 154)
Antibiotikatherapie (n/N, %) 72/82 (87,8) 43/44 (97,7) 29/38 (76,3) 0,0047
Aufenthalt auf der Intensivstation (n/N, %) | 51/81 (63) 34/43 (79,1) 17/38 (44,7) 0,0024
Lange des Aufenthaltes auf Intensivsta- 7(2-23) 13 (4 - 34) 3(1-5) 0,0024
tion (Tage) (Median, IQR)

Die verbliebenen Variablen Leukozytenzahl (A: 11,45 x 10%1, B: 9,2 x 10%I), Procalcitonin (A:
0,95 ng/ml, B: 0,43 ng/ml) und laborchemische Verbesserung nach Therapie (A: 24/44
(63,2%), B: 10/12 (83,3%)) zeigten keine signifikanten Unterschiede: der p-Wert der Leukozy-

ten betrug p=0,07, der von Procalcitonin lag bei p=0,58 und das Signifikanzniveau der labor-

chemischen Verbesserung nach Therapie lag bei p=0,29. Ein Uberblick (iber alle beschriebe-

nen Daten und die p-Werte des Gruppenvergleichs sind in Tabelle 6 dargestellt. Zur Ubersicht

sind des Weiteren die statistischen Ergebnisse der Variablen dargestellt, welche in den Score

mit eingegangen sind.
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Ergebnisse

Uberblick der sechs Kriterien, die in den Score eingegangen sind. Uberblick tiber alle erhobenen

Variablen und ihre Verteilung in der Gesamtkohorte, Gruppe A und Gruppe B. Die p-Werte beziehen sich auf den
Vergleich zwischen den beiden Gruppen. * bezieht sich auf Todesfélle im gesamten betrachteten Zeitraum, die mit
S. saccharolyticus in Verbindung gebracht wurden **TTP (time to positivity): 0 = nicht bestimmt worden, 1 = Probe
positive geworden in 0-24 Stunden; 2 = Probe positiv geworden in 24-48 Stunden; 3 = Probe positiv geworden in
48-72 Stunden; 4 = Probe positiv geworden in 72-96 Stunden; 5 = Probe positiv geworden in 96-120 Stunden; 6 =
Probe positiv geworden in 120-144 stunden; 7 = Probe positiv geworden in 144-168 Stunden; 8 = Probe positiv

geworden in 168-192 Stunden

Gesamtkohorte Gruppe A: Gruppe B: p-Wert
n=93 Infektion Infektion
wahrschein- unwahr-
lich (n=44) scheinlich
n=49
In den Score einflieBende Kriterien
Mehrfacher Nachweis von S. saccharo- 6/93 (6,5) 5/44 (11,4) 1/49 (2) 0,097
lyticus (n/N, %)
Kein Nachweis anderer relevanter Erre- | 60/90 (66,7) 33/44 (75,0) 27/46 (58,7) | 1,121
ger (n/N, %)
Korpertemperatur >38°C +/- 2 Tage 36/71 (50,7) 33/41 (80,5) 3/30 (10,0) <0,001
vor/nach Probenentnahme (n/N, %)
CRP >80mg/L (n/N, %) 44/79 (55,7) 31/44 (70,5) 13/35 (37,1) | 0,006
Verdacht auf Infektion anhand des Arzt- | 47/72 (65,3) 41/43 (95,3) 6/29 (20,7) <0,001
briefes (n/N, %)
Klinische Verbesserung nach Therapie 33/46 (71,7) 28/39 (71,8) 5/7 (71,4) 1
(n/N, %)
Alle erhobenen Daten
Méannliches Geschlecht (n/N, %) 80/93 (86,0) 39/44 (88,6) 41/49 (83,7) | 0,56
Alter (Jahre) (Median, IQR) 56,2 (44,5 - 66,8) 57,7 (45,7 - 55,7 (42,7- | 0,29
69,4) 64,2)
Gesamtmortalitat * (n/N, %) 5/91 (5,5) 4/44 (9,1) 1/47 (2,1) 0,18
Vorerkrankungen (n/N, %) 76/90 (84,4) 39/44 (88,6) 37/46 (80,4) | 0,39
Fremdkdrpermaterial implantiert (n/N, 42/86 (48,8) 23/44 (52,3) 19/42 (45,2) | 0,53
%)
TTP ** (Median; IQR) 5(3-6) 5(4-6) 4(3-6) 0,10
Temperatur bei Aufnahme (°C) (Median, | 36,6 (36 - 37,2) 36,5 (35,7 - 36,6 (36 - 0,99
IQR) 37.,5) 37.2)
Herzfrequenz (S/min) (Median, IQR) 90 (80 - 100) 93 (80 — 104) 90 (80 - 96) 0,13
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Blutdruck, systolisch (mmHg) 125 (110 - 140) 125 (110 - 130 (110 - 0,15

(Median, IQR) 139) 145)

Blutdruck, diastolisch (mmHg) 70 (59 - 80) 70 (50 - 80) 71 (67 - 80) 0,15

(Median, IQR)

Leukozytenzahl (10%1) (Median, IQR) 9,85 (7,7 - 13,7) 11,45 (8,4 - 9,2 (6,8-12) | 0,07

15,7)

Procalcitonin (ng/ml) (Median, IQR) 0,9(0,3-3,4) 0,95(0,4-1,6) | 0,43 (0,1 - 0,58
3,56)

Laborchemische Verbesserung nach 34/50 (68) 24/38 (63,2) 10/12 (83,3) | 0,29

Therapie (n/N, %)

4.4 Ergebnisse der Regressionsanalyse

Es wurde eine univariate und eine multiple Regressionsanalyse durchgefihrt. Die Ergebnisse

der univariaten Regressionsanalyse sind in Tabelle 7 dargestellt. Es konnten 4 signifikante

Variablen identifiziert werden: die Lange des Krankenhausaufenthaltes (p=0,004), die maxi-

male Korpertemperatur wahrend des Aufenthaltes (p<0,001), eine erfolgte Antibiotikatherapie

(p=0,017) und Aufenthalt auf der Intensivstation (p=0,002). AnschlieRend wurde mit diesen

signifikanten Variablen eine multiple Regressionsanalyse durchgefuhrt, um mogliche Pra-

diktoren fur eine Infektion mit S. saccharolyticus definieren zu konnen. Das Modell war statis-
tisch signifikant (x2 (2) = 33.154, p < 0.001) und besitzt mit einem Nagelkerke’s R? von 0,527

eine gute EffektgroRe. Die Variable ,Maximale Korpertemperatur wahrend des Krankenhaus-

aufenthaltes® hatte die starkste Vorhersagekraft (p<0,001) mit einer angepassten Odds Ratio

(OR) von 4,40 und einem Konfidenzintervall zwischen 2,07 und 9,23 (siehe Tabelle 8).

Tabelle 7

Ergebnisse der univariaten Regressionsanalyse

Signifikanzniveau

Odds-Ratio ExpB

95% Konfidenzintervall

unterer oberer
Wert Wert
Lange des Aufenthaltes | 0,004 1,042 1,013 1,071
(Tage)
Max. Temperatur (°C) <0,001 4,845 2,272 10,332
Antibiotikatherapie 0,017 0,075 0,009 0,624
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Aufenthalt auf der In- 0,002

tensivstation (Tage)

0,214

0,081

0,568

Tabelle 8

Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse mit den vier signifikanten Variablen der univa-

riaten Analyse; Nagelkerke’s R2 0,527, OR: Odds Ratio; KI: Konfidenzintervall; aOR: angepasste Odds ratio

station (Tage)

OR 95% Kl p-Wert aOR 95% Kl p-Wert
Lange des Aufenthaltes 1,04 1,01-1,07 0,004 - - -
(Tage)
Max. Temperatur (°C) 4,85 2,27 -10,33 <0,001 4,40 2,07 -9,23 | <0,001
Antibiotikatherapie 0,075 0,009 - 0,624 | 0,017 0,02 0,0-1,79 0,088
Aufenthalt auf der Intensiv- 0,214 0,08 - 0,57 0,002 - - -

4.5 Whole-genome sequencing

Die Genomsequenzierung wurde an 22 Proben durchgefiihrt, an 12 Proben aus der Gruppe

»Infektion wahrscheinlich® und an zehn Proben aus der Gruppe ,Infektion unwahrscheinlich®.

Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigten eine Einteilung in zwei Kladen, Klade A (n=10) (in

der Literatur als ,Klade 1 bezeichnet) und Klade B (n=12) (in der Literatur als ,Klade 2“ be-

zeichnet), sowie einen Ausreil3er, dessen SNP-Abstand zu hoch war, um ihn eindeutig Klade

B zurechnen zu kénnen. Erganzt wurden die Ergebnisse dieser 22 Stdmme durch o6ffentlich

zugangliche Daten aus der Literatur zu bisher sequenzierten S. saccharolyticus-Stammen

(siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12 Minimum spanning tree — Darstellung der Phylogenie der S. saccharolyticus-Population auf der
Grundlage eines Kerngenomvergleichs. Es wurden verfligbare S. saccharolyticus-Genome verglichen, darunter
offentlich verfiigbare sequenzierte Genome und Stamme aus dieser Studie (22 Stamme). (Quelle: Michels et al.
Clinical relevance of Staphylococcus saccharolyticus detection in human samples: a retrospective cohort study
(2024) [68]. Freundlicherweise bereitgestellt von Dennis Nurjadi, Klinik fir Infektiologie und Mikrobiologie, Univer-
sitatsklinikum Schleswig-Holstein, Lubeck)

Die Kerngenome der gesamten Population lassen sich mit einer Identitat von 95% gruppieren,
dementsprechend mit einer Préavalenz von 100%. Sie umfassen 1765 Gene und 2361246 Ba-
senpaare. Fur die Analyse der 100%igen Identitat wurden Schwellenwerte von 100% Identitat
und 100% Abdeckung verwendet. 679 Gene waren nur in Klade A vorhanden. Die Isolate aus
Klade A trugen alle das Delta-Hamolysin-Gen hld. Nur 48 Gene waren spezifisch fur Klade B.
In Klade A fehlten 581 Gene, die wiederum in Klade B und C vorhanden waren. Bei einer
verwendeten Schwelle von 100% ist das Kerngenom insgesamt jedoch eher klein. Lediglich
62 der vorhergesagten Proteine hatten Klade A und B gemeinsam. Insgesamt weist Klade A
(durchschnittlich 2606,1 Offene Leserahmen (OLR)) im Vergleich zu Klade B (durchschnittlich
2651,4 OLR) einen héheren Gehalt an proteinkodierenden Genen auf sowie ein stéarker kon-
serviertes Kernproteom (2115 OLR im Kernproteom in Klade A versus 1809 OLR im Kernpro-
teom in Klade B), was auf eine hohere Stabilitat und wahrscheinlich einen geringeren Genom-
zerfall hinweist (Abbildung 13) [68].
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Abbildung 13 Verteilung des Kerngenoms zwischen den Kladen A und B. Die Isolate sind auf der Grundlage
eines mit Gubbins erstellten phylogenetischen Baums angeordnet. Die antimikrobiellen Resistenzgene wurden mit
Abricate, der Plasmid-Inc-Typ mit Plasmidfinder und das Virulenzgen mit der VFDB-Datenbank bestimmt. Die Kern-
/Zusatzgenome wurden mit Roary ausgewertet. (Quelle: Michels et al. Clinical relevance of Staphylococcus sac-
charolyticus detection in human samples: a retrospective cohort study (2024) [68]. Freundlicherweise bereitgestellt
von Dennis Nurjadi, Klinik fur Infektiologie und Mikrobiologie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Libeck)

4.6 Vergleich Klade A und B

Von den Klade A zugehdrigen Stdmmen lassen sich sieben Stdmme zu Patienten der Gruppe
A einteilen. Das bedeutet, dass 7/10 Patienten (70%) aus Klade A wahrscheinlich eine Infek-
tion mit S. saccharolyticus hatten. Die anderen drei Stamme der Klade A lie3en sich der
Gruppe B ,Infektion unwahrscheinlich® zuordnen. Die 12 Stamme, die Klade B zugehdrig sind,
teilen sich wie folgt auf die beiden Gruppen A und B auf: 5/12 Stamme (41,7%) von Klade B
gehdren zur Gruppe ,Infektion wahrscheinlich®, 7/12 der anderen Stamme aus Klade B sind
der Gruppe ,Infektion unwahrscheinlich“ zuzuordnen (siehe Abbildung 11). Die beiden Kladen
wurden, wie bereits die beiden Gruppen des Infektions-Scores, miteinander verglichen. Die

Ergebnisse dieses Vergleichs finden sich in Tabelle 9.
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Tabelle 9

Vergleich der beiden Kladen A und B miteinander. *; bezieht sich auf Todesfalle im gesamten

betrachteten Zeitraum, die mit S. saccharolyticus in Verbindung gebracht wurden. **TTP (time to positivity): 0 =
nicht bestimmt worden, 1 = Probe positive geworden in 0-24 Stunden; 2 = Probe positiv geworden in 24-48 Stunden;
3 = Probe positiv geworden in 48-72 Stunden; 4 = Probe positiv geworden in 72-96 Stunden; 5 = Probe positiv
geworden in 96-120 Stunden; 6 = Probe positiv geworden in 120-144 stunden; 7 = Probe positiv geworden in 144-
168 Stunden; 8 = Probe positiv geworden in 168-192 Stunden

Klade A (n=10) Klade B (n=12) p-Wert
Mannliches Geschlecht (n/N, %) 8/10 (80) 11/12 (91,7) 0,57
Alter (Jahre) (Median, IQR) 61,6 (54,4 - 71,5) 54,5 (46,6 - 70,7) | 0,47
Blutkultur als Probe (n/N, %) 10/10 (100) 12/12 (100) 1,00
Gesamtmortalitat * (n/N, %) 1/10 (10) 2/12 (16,7) 0,57
Vorerkrankungen (n/N, %) 10/10 (100) 12/12 (100) 1,00
Lange des Aufenthaltes (Tage) (Median, IQR) 28 (12 - 50) 15,5 (7 - 29) 0,083
Fremdkdrpermaterial implantiert (n/N, %) 3/10 (30) 9/12 (75) 0,046
TTP ** (Median; IQR) 4,5 (4 - 6) 3(3-4) 0,016
Temperatur bei Aufnahme (°C) (Median, IQR) 36,7 (35,7 - 36,9) 36,7 (36,5-38,5) | 0,59
Max. Temperatur (°C) (Median, IQR) 38,6 (37,9 -40,1) 38,5(37,5-39,4) | 0,59
Herzfrequenz (S/min) (Median, IQR) 90,5 (72 - 130) 87 (81-93) 0,37
Blutdruck, systolisch (mmHg) (Median, IQR) 124,5 (110 - 140) 116 (98 - 125) 0,19
Blutdruck, diastolisch (mmHg) (Median, IQR) 70,5 (50 - 81) 62,5 (56 - 79) 0,89
C-reaktives Protein (mg/l) (Median, IQR) 113,15 (31,7 - 96,7 (13,8 -171,8) | 0,61

253,6)
Leukozytenzahl (10%1) (Median, IQR) 10 (7,7 - 13) 9,7 (4,6 - 20) 0,42
Procalcitonin (ng/ml) (Median, IQR) 0,9 () 1,15 (-) 0,58
Antibiotikatherapie (n/N, %) 8/10 (80) 8/10 (80) 1,00
Laborchemische Verbesserung nach Therapie 216 (33,3) 3/5 (60) 0,57
(n/N, %)
Aufenthalt auf der Intensivstation (n/N, %) 5/10 (50) 6/9 (66,7) 0,65
Lange des Aufenthaltes auf der Intensivstation 21 (11,5 - 36,5) 3,5(1-18) 0,14
(Tage) (Median, IQR)
Infektion wahrscheinlich (n/N, %) 7/10 (70) 5/12 (41,7) 0,23

Auch in diesem Fall beziehen sich die p-Werte auf den Vergleich der beiden Kladen. Es konn-

ten zwei statistisch signifikante Variablen identifiziert werden. Patienten aus Klade A hatten in

3/10 Fallen (30%) Fremdkorpermaterial implantiert, Patienten aus Klade B in 9/12 Fallen
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(75%), was einen p-Wert von p=0,046 ergab. Ebenfalls signifikant war die TTP, die bei Klade
A im Mittel bei 4,5 lag, wahrend die TTP von Patienten mit Stammen der Klade B im Mittel bei
3 lag, was einer Zeit von 48 - 72 Stunden entspricht und damit kirzer ist als die TTP der Klade
A (p=0,016). In beiden Kladen war der Anteil der mannlichen Patienten &hnlich (A: 8/10, B:
11/12) und das mittlere Alter lag in A bei 61,6, in B bei 54,5 Jahren. Von den 22 sequenzierten
Proben waren drei Proben Patienten zuzuordnen, die im Zusammenhang mit S. saccharolyti-
cus verstarben. Die Gesamtmortalitat lag in Klade A bei 1/10 (10%), in Klade B bei 2/12
(16,7%). Alle 22 Patienten litten unter Vorerkrankungen, ebenso handelte es sich bei allen 22
sequenzierten Proben um Blutkulturen. Die mittlere Lange des Krankenhausaufenthaltes be-
trug bei Klade A 28 Tage, bei B 15,5 Tage. Die Temperatur bei Aufnahme war in beiden Kladen
mit 36,7°C identisch und auch die maximale Temperatur wahrend des Aufenthaltes unter-
schied sich mit nur 0,1°C Differenz kaum voneinander (A: 38,6°C, B: 38,5°C). Herzfrequenz
und Blutdruck waren bei Patienten der Klade A mit 90,5 S/min und 124,5/70,5 mmHg etwas
hoher im Vergleich zu Klade B (87 S/min, 116/62,5 mmHg). Ebenfalls hoher war in Klade A
das mittlere CRP mit 113,5 mg/I (B: 96,7mg/l) und, wenn auch nur geringfiigig, die Anzahl der
Leukozyten mit 10 x 10%I (B: 9,7 x 10%1). Wiederum etwas hoher als in Klade A war in Klade
B das Procalcitonin (A: 0,9 ng/ml, B: 1,15 ng/ml). Jeweils 8/10 Patienten aus beiden Kladen
erhielten eine Antibiotikatherapie. Aus Klade A zeigten 2 Patienten danach eine laborchemi-
sche Verbesserung (2/6, 33,3%), aus Klade B verbesserten sich 3 Patienten (3/5, 60%). Ins-
gesamt 5/10 (Klade A) beziehungsweise 6/9 (Klade B) der Patienten mussten auf die Intensiv-
station verlegt werden. Die Patienten aus Klade A blieben im Mittel fir 21 Tage, die Patienten

aus Klade B nur fiir 3,5 Tage.
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5 Diskussion
5.1 Zusammenfassung der wesentlichen Erkenntnisse

Die Untersuchungen an S. saccharolyticus ergaben ein gutes Wachstum unter anaeroben Be-
dingungen bei 35°C. Die Inkubationszeit war mit durchschnittlich funf Tagen verhaltnismaRig
lange. Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie MS konnte die Speziesidentifizierung zuver-
lassig durchgefihrt werden. Die Antibiotikaresistenztestungen ergaben fir alle Isolate Sensi-
bilitat fur Penicillin, Piperacillin-Tazobactam, Vancomycin, Meropenem und Clindamycin. Ge-

genlber Metronidazol bestand vollstandige Resistenz.

Die statistische Auswertung der retrospektiv erhobenen Daten von 93 Patienten ergab ein
mittleres Alter von 56,2 Jahren, was auch in den beiden Vergleichsgruppen &ahnlich war. In
beiden Gruppen gab es einen deutlich grol3eren Anteil an ménnlichen Patienten. In der Gruppe
A ,Infektion wahrscheinlich® war der Anteil der Blutkulturen als Probenmaterial deutlich héher
als in Gruppe B. Ebenso waren die Patienten aus Gruppe A langer im Krankenhaus, ein gro-
Rerer Anteil verstarb, die Korpertemperatur war héher, ebenso das CRP. Patienten aus
Gruppe A erhielten fast immer eine Antibiotikatherapie und waren o6fter und langer auf der
Intensivstation als Patienten aus Gruppe B. Diese Befunde sprechen dafiir, dass Infektionen
mit S. saccharolyticus eine klinische Relevanz besitzen, da sie zu schwereren Verlaufen fih-

ren.

Interessanterweise war die TTP, ein oftmals verwendeter Marker zur Differenzierung zwischen
Infektion und Kontamination, in beiden Gruppen ahnlich lang, in Gruppe A etwas langer. Die
Verteilung von Vorerkrankungen und implantiertem Fremdkdrpermaterial war fur beide Grup-
pen ahnlich. Auch andere Infektionsmarker, wie die Leukozytenzahl, das Procalcitonin oder

Herzfrequenz und Blutdruck waren fiir beide Gruppen ahnlich verteilt.

Die Regressionsanalyse ergab als Variable mit dem starksten pradiktiven Wert ,Maximale
Temperatur wahrend des gesamten Aufenthalts”. Diese Variable ist kritisch zu werten, da sie
immer erst retrospektiv nach Aufenthalt des Patienten erhoben werden und deswegen als Vor-

hersagewert nicht in Frage kommen kann.

Im Vergleich der beiden Kladen fiel auf, dass Variablen, wie das Alter oder das Geschlecht,
ahnlich verteilt waren, vergleichbar mit der Verteilung in den beiden Gruppen A und B. Aus-
nahmslos alle sequenzierten Proben stammten aus Blutkulturen und alle Patienten hatten Vor-
erkrankungen. Insgesamt drei Patienten verstarben. Patienten, bei denen ein S. saccharolyti-
cus-Stamm aus Klade A nachgewiesen wurde, hatten einen langeren Aufenthalt im Kranken-
haus, etwas hthere Herzfrequenz und Blutdruck und héhere CRP-Werte. Diese Faktoren

sprechen fir eine hdhere Virulenz von Klade A, ebenso wie die Tatsache, dass die
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Wahrscheinlichkeit einer Infektion bei Klade A mit 70% hoher lag als bei Klade B (41.7%). Im
Gegensatz dazu war jedoch bei Patienten, bei denen ein S. saccharolyticus-Stamm aus Klade
B nachgewiesen wurde, die TTP kirzer (Probe im Mittel bereits nach 48-72 Stunden positiv,
p=0.016), deutlich haufiger Fremdmaterial implantiert und die Patienten lagen etwas haufiger
auf der Intensivstation. Insbesondere die kiirzere TTP spricht eher fir eine héhere Virulenz
von Klade B. Der Anteil von implantiertem Fremdkdrpermaterial deutet darauf hin, dass wo-
mdoglich Klade B besser an Fremdmaterial haften kann und zur Biofilmbildung, einem weiteren
Virulenzfaktor, befahigt ist. Diese Annahme sollte allerdings mit Vorsicht betrachtet werden,
da in aktuellen Studien keine Unterschiede bei der Biofilmbildung zwischen den beiden Kladen
festgestellt werden konnten und die Kladen gleichermaf3en zur Biofilmbildung beféahigt sind.
Andererseits war wiederum die durchschnittliche Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation bei
Klade A langer. Bei der Temperatur bei Aufnahme, der maximalen Temperatur, Leukozyten-
zahl, Procalcitonin und erfolgter Antibiotikatherapie gab es keine groRen Unterschiede. Pati-
enten der Klade-B-Gruppe sprachen etwas besser auf die Antibiotikatherapie an.

5.2 Einordnung der Ergebnisse in die aktuelle Literatur

Die Ergebnisse dieser Studie bezlglich der Anzucht von S. saccharolyticus decken sich wei-
testgehend mit denen aus der Literatur. Die Uberall beschriebene lange Inkubationszeit zwi-
schen 48 bis 96 Stunden bis hin zu sieben Tagen liel3 sich in dieser Studie bestatigen. Die
Temperatur der Inkubation war mit 35°C um 1 — 2 °C niedriger als die in der Literatur beschrie-
benen Inkubationstemperaturen. Es wurde unter 35°C jedoch ausreichend zufriedenstellendes
Wachstum verzeichnet. Die Anzucht erfolgte, wie in der Literatur beschrieben, auf Agarplatten
fur anspruchsvolle Organismen und unter anaeroben Bedingungen.

Es liel3 sich ebenfalls der aktuelle Wissensstand bezlglich der Resistenzlage von S. saccharo-
lyticus bestatigen. Die in der Literatur beschriebene Resistenz gegenliber Metronidazol konnte
an allen fiinf untersuchten Isolaten demonstriert werden. Die teilweise beschriebene Resistenz
gegenuber B-Lactam-Antibiotika [55] beziehungsweise gegenuber Penicillin [113] konnte hier
nicht nachgewiesen werden. Die Auswertung der Fallberichte hinsichtlich des Heilungsverlaufs
und des Ansprechens der Patienten auf die jeweilige Antibiotikatherapie ergab in 7/10 Fallbe-
richten (70%) ein gutes Ansprechen und in funf dieser Falle auch eine vollkommene Heilung.
Allerdings verstarben auch 3/10 Patienten trotz Antibiotikatherapie (30%). Die Ergebnisse un-
serer Studie zeigten in der Gruppe A, in denen die Patienten laut Score wahrscheinlich eine
Infektion hatten, eine Mortalitat von 9,1%. Dieser Anteil ist deutlich niedriger als der Anteil bei
den Fallberichten. Wirde man allerdings in den Vergleich weitere beschriebene Féalle aus der
Literatur miteinbeziehen, zum Beispiel die 17 Blutstrominfektionen [98] oder 7 Prothesenge-
lenksinfektionen [97], &ndert sich die Verteilung. Bei den sieben Prothesengelenksinfektionen

verstarb beispielsweise kein Patient, von den 17 Patienten des Ausbruchs verstarben zwei.
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Dementsprechend wére nicht von zehn Fallen, sondern von 34 auszugehen, von denen funf
Patienten verstarben. Das entsprache einer Mortalitat von 14,6%, die sich eher den Ergebnis-
sen dieser Studie annédhert. Die Zahl kénnte unter Einbeziehung weiterer beschriebener Félle
von S. saccharolyticus noch genauer werden, allerdings fehlen leider oftmals Daten tber den
Verlauf der Patienten, sodass sich die Auswertung schwierig gestaltet.

Die Verbesserung der klinischen Symptome wird in vielen Studien ebenfalls beschrieben, war
in dieser Studie jedoch Teil des Scores, um die Patienten den jeweiligen Gruppen zuzuweisen.
Zusatzlich wurden hier auch die Daten Uber die Verbesserung der Laborwerte erhoben, wo-
runter beispielsweise ein kontinuierlich sinkendes CRP gezahlt wurde. Eine laborchemische
Verbesserung war bei Gruppe A in 63,2% (24/38) der Falle zu beobachten, in Gruppe B bei
83,3% (10/12), bei der Gesamtkohorte lag der Anteil der laborchemischen Verbesserung bei
68% (34/50). Diese Ergebnisse sind kaum zu vergleichen mit Werten aus der Literatur, da nur
selten tber Laborwerte berichtet wurde. Auch die hier prasentierten Ergebnisse sind nur mit
Vorsicht zu interpretieren. Aufgrund fehlender Daten kommt es zu Verzerrungen, die zwar
Gruppe A einen niedrigeren Prozentsatz an Verbesserungen bescheinigen, die reine Anzahl
an Patienten, die eine Verbesserung zeigten, ist jedoch in Gruppe A grol3er. Zuverlassiger
auswertbar ist hingegen das Alter der Patienten, welches liickenlos erhoben werden konnte
und bei 57,7 Jahren (Gruppe A) lag. Wenn man alle in der Literatur verfigbaren Altersangaben
(9 Fallberichte plus 7 PJI) analysiert, ergibt sich fur diese insgesamt 16 Patienten ein medianes
Alter von 57,5 Jahren, der jingste Patient war 21 Jahre, der alteste 76 Jahre alt. Diese Daten
sind &hnlich zu den hier erhobenen und deuten darauf hin, dass hohes Alter keinen besonders
grol3en Einflussfaktor auf Infektion mit S. saccharolyticus hat. Allgemein gilt, dass vor allem
altere Patienten (>70 Jahre) besonders anféllig sind flr Infektionen mit opportunistischen Er-
regern. Im Falle von S. saccharolyticus scheint dies aber anders zu sein. Vor allem zwei der
beschriebenen Falle mit letalem Verlauf traten bei sehr jungen Patienten auf (21 und 26 Jahre).
Ob damit S. saccharolyticus jedoch fur jingere Patienten im Allgemeinen geféhrlicher ist, lasst
sich daraus nicht ableiten. Trotzdem kann festgehalten werden, dass S. saccharolyticus fur
jede Altersgruppe relevant werden kann und auch bei jingeren Patienten nicht auf3er Acht
gelassen werden darf.

Bei der Analyse der 16 Patienten aus den Fallberichten bezlglich ihres Alters wurde auch die
Verteilung zwischen mannlichen und weiblichen Patienten ausgewertet. Interessanterweise
handelte es sich bei 14/16 (87,5%) um mannliche Patienten. Der Anteil aller mannlichen Pati-
enten der Gesamtkohorte dieser Studie lag bei vergleichbaren 86,0%. Da scheinbar deutlich
mehr Manner mit Detektionen von S. saccharolyticus betroffen sind, bleibt die Frage, ob auf
der Haut von Mannern haufiger S. saccharolyticus zu finden ist oder zum Beispiel die praope-

rative Desinfektion bei Mannern weniger Wirkung hat, was bereits fur Cutibacterium acnes

- 46 -



Diskussion

gezeigt werden konnte [38]. Die Daten konnten zwar darauf hindeuten, dieser Frage muss

aber weiter nachgegangen werden, bevor sich eine Aussage treffen lasst.

Es konnte nachgewiesen werden, dass S. saccharolyticus in der Lage ist, einen Biofilm zu
produzieren und zur Autoaggregation befahigt ist, was als Virulenzfaktor anzusehen ist und S.
saccharolyticus somit als méglicher Ausléser von fremdkorperassoziierten Infektionen in Frage
kommt. Allerdings bleibt unklar, in welchem Ausmal} diese Fahigkeit von S. saccharolyticus
den Infektions- und Therapieverlauf beeinflusst. Nach Auswertung aller bei PubMed gefunde-
nen Studien im Zusammenhang mit relevanten Infektionen von S. saccharolyticus ergaben
sich 51 berichtete Falle, von denen 20 Falle mit liegendem Fremdkdrpermaterial beziehungs-
weise einer arztlichen Intervention assoziiert waren. Das entspricht 39,2%. In dieser Studie
hatten 45,2% aller Patienten, bei denen S. saccharolyticus nachgewiesen wurde, Fremdkor-
permaterial implantiert. Der Anteil in der Infektionsgruppe betrug 52,3%, in Gruppe B lag der
Anteil bei 45,2%, womit der Unterschied statistisch nicht signifikant war. Die Ergebnisse aus
der Literatur beziglich der Biofilmbildung konnten keinen Klade spezifischen Unterschied be-
zuglich der Biofilmbildung zeigen. Ob also der Anteil fremdkorperassoziierter Infektionen mit
der Biofilm-Bildung korreliert und inwieweit S. saccharolyticus im Rahmen von fremdkdorper-
assoziierten Infektionen eine Rolle spielt, bleibt noch zu erforschen.

Ahnlich sieht es bei Vorerkrankungen beziehungsweise Komorbiditaten aus. Zu Beginn dieser
Studie war die urspriingliche Erwartung, dass Infektionen mit S. saccharolyticus vor allem al-
tere Patienten mit vielen Vorerkrankungen betreffen. Wie oben erlautert, spielt das Alter jedoch
womdglich keine so groRe Rolle. Ahnlich sieht es bei den Vorerkrankungen aus. Der Anteil an
Patienten, die unter Vorerkrankungen litten, lag in der Gesamtkohorte bei 84,4%. Dieser Anteil
ist nicht unbedeutend, allerdings bestand er unabhangig davon, ob eine Infektion vorlag oder
nicht und war in beiden Gruppen vergleichbar hoch. In der Auswertung der Fallberichte fehlen
viele Informationen, wobei allerdings nur in drei Féllen eine Vorerkrankung beschrieben ist
[103,106,113]. Diese Daten sind zwar nicht ausreichend fur eine fundierte Schlussfolgerung,
doch ist der Einfluss von Vorerkrankungen als pradisponierender Faktor fur Infektionen mit S.
saccharolyticus vermutlich geringer als anzunehmen war.

Statistisch signifikant war der Unterschied des Probenmaterials, also ob es sich um eine Blut-
kultur handelte oder nicht. In Gruppe A war der Anteil der Blutkulturen deutlich héher als in
Gruppe B, in der das Probenmaterial in dem S. saccharolyticus detektiert wurde, auch oft aus
Haut- oder Wundabstrichen bestand. Da S. saccharolyticus ein haufiger Kommensale der Haut
ist [4,36], scheint es nicht verwunderlich, dass dieser Erreger auf Hautabstrichen oft zu finden
ist und in diesen Fallen eher als Kontamination zu werten ist. Findet sich jedoch ein Nachweis
von S. saccharolyticus in einer Blutkultur, sollte die Moglichkeit einer Infektion verstarkt mit

einbezogen werden.
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Die Time to positivity ist ein allgemein verwendetes Verfahren, bei dem die Zeit ab Bebritung
der Blutkulturflaschen gemessen wird bis zu dem Zeitpunkt, ab dem Wachstum von Mikroor-
ganismen festgestellt wird, die Flaschen also positiv werden. Dieser Wert ist als sinnvolles
Werkzeug anerkannt, um zwischen Infektion oder Kontamination zu unterscheiden. Allgemein
gilt, je kirzer die TTP ist, desto eher liegt eine Infektion vor [28,43,72,115]. Eine TTP unter 12
Stunden kann als Hinweis auf eine Infektion gewertet werden, langere Zeiten entsprechen
eher Kontaminationen [91]. In dieser Studie gab es jedoch keine einzige Blutkultur, die inner-
halb von 12 Stunden positiv wurde. Laut Literatur wirden damit alle Nachweise von S. sac-
charolyticus eher als Kontamination zu bewerten sein. Betrachtet man jedoch die Fallberichte
mit gesicherten Infektionen von S. saccharolyticus, fallt ein &hnliches Ergebnis auf: Die durch-
schnittliche TTP der Fallberichte betrug finf Tage [106] und die l&ngste berichtete TTP lag bei
elf Tagen [112]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Studie. In Gruppe A dauerte es
im Mittel 96 - 120 Stunden, bis eine Probe positiv wurde. In Gruppe B betrug die TTP zwischen
72 und 96 Stunden und war damit sogar kirzer. Dieses Ergebnis widerspricht der allgemeinen
Annahme, dass eine kirzere TTP eher fir eine Infektion spricht. Da die Datenlage diesbezug-
lich bisher eindeutig ist und alles auf eine ausgesprochen lange TTP von S. saccharolyticus
hindeutet, unabhéngig von Infektion oder Kontamination, muss diese Parameter hinsichtlich
der Auswertung von S. saccharolyticus-Detektionen kritisch hinterfragt werden und sollte nur

mit Vorsicht als Unterscheidungsmerkmal beriicksichtigt werden.

Briiggemann et al. waren 2019 die Ersten, die zwei unterschiedliche Kladen der S. saccharo-
lyticus-Stamme mit jeweiligen Unterschieden beschrieben [20], die oben bereits aufgeflhrt
worden sind und durch weitere Studien erganzt wurden [1,97] (siehe Kapitel 2.2.4). Diese Er-
gebnisse koénnten darauf hindeuten, dass Subklade A virulenter ist aufgrund vorhandener/star-
kerer Aktivitat von Urease beziehungsweise Hyaluronidase oder durch weniger Pseudogene
und einer damit verbundenen geringeren Auxotrophie. Um weitere Unterschiede zwischen den
Kladen zu identifizieren, wurden die 22 Isolate, die sich Dank der Genomsequenzierung einer
Klade zuordnen lieRen, anhand derselben Variablen wie die beiden Gruppe A und B miteinan-
der verglichen. Es ergaben sich zwei statistisch signifikante Variablen, ndmlich das implan-
tierte Fremdkorpermaterial (p=0,046) und die TTP (p=0,016). Patienten aus Klade A hatten in
30% einen Fremdkorper implantiert, bei Klade B lag der Wert bei 75%. Diese Diskrepanz
konnte darauf hindeuten, dass S. saccharolyticus-Stamme der Klade B eher mit implantiertem
Fremdkorpermaterial assoziiert sind. Ob die Virulenz dadurch jedoch auch héher ist, bleibt
unklar. Entgegen der Hypothese, dass Subklade A womdglich virulenter sein kdnnte, ist die
TTP in Klade B mit 48 — 72 Stunden kirzer als in Klade A (4 — 5 Tage). Wie aber bereits weiter
oben erlautert, ist die TTP von S. saccharolyticus nur bedingt verwertbar und gibt, anders als
bei den meisten anderen Bakterien, keinen Hinweis bezlglich der Infektion oder Virulenz. Fur

eine hoéhere Virulenz von Klade A sprechen der langere Aufenthalt sowohl im Krankenhaus
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als auch auf der Intensivstation, die etwas hohere Herzfrequenz und der héhere Blutdruck, ein
hoheres CRP und die Tatsache, dass sich mehr Patienten mit Klade-A-Besiedlung in der
Gruppe A fir ,Infektion wahrscheinlich® wiederfanden. Diese Ergebnisse sind jedoch nicht ein-
deutig und sollten mit Vorsicht interpretiert werden. Ein weiterer Hinweis fur eine hdhere Viru-
lenz von Klade A lasst sich aus unseren Ergebnissen der Genomsequenzierung ableiten.
Stamme aus Klade A besal3en einen gréf3eren Anteil an proteinkodierenden Genen und ein
starker konserviertes Kerngenom, was eine bessere Stabilitat impliziert und eine dadurch ho-
here Virulenz. Dem entgegengesetzt kdnnte der niedrige Anteil von proteinkodierenden Genen
und einem weniger stark konservierten Kerngenom von Klade B ein Hinweis auf einen laufen-
den Genomzerfall sein, der fUr eine Anpassung an eine neue Nische spricht. Diese These wird
unterstutzt durch die kiirzere TTP von Klade B, da ein schnelleres Wachstum von Vorteil sein
konnte.

5.3 Starken und Schwéachen der Studie

Diese Studie ist die bis dato erste Studie, die eine vergleichbar grof3e Anzahl von Detektionen
von S. saccharolyticus auswertet. Bisher gibt es in der Literatur insgesamt 51 Berichte von
Infektionen im Zusammenhang mit S. saccharolyticus. Diese Anzahl wurde nun erganzt durch
weitere 44 Falle. Es wurden zu allen Patienten klinische Daten erhoben, die Riickschlisse auf
Krankheitsverlauf, Therapie und das Ergebnis erlauben, wodurch typische Charakteristika ei-
ner S. saccharolyticus-Infektion herausgearbeitet werden konnten. Auffalligkeiten, wie bei-
spielsweise der groRe Anteil mannlicher Patienten oder die lange TTP, konnten hier an einer
grol3en Kohorte bestétigt werden, wodurch sich die bisherigen Beobachtungen verfestigen las-
sen. Besonders die groRe Anzahl an Patienten und der Fokus auf den klinischen Verlauf be-
ziehungsweise die Unterschiede zu einer Vergleichsgruppe bieten ganz neue Einblicke in den
Infektionsverlauf. Anhand des hier entwickelten Scores liel sich eine Differenzierung zwischen
einer wahrscheinlichen Infektion oder Kontamination vornehmen. Dieser Score kann auch in
Zukunft unterstiitzend herangezogen werden, um bei Detektionen von S. saccharolyticus bes-
ser entscheiden zu kénnen, ob es sich um eine behandlungsbedirftige Infektion handelt. Mit
Hilfe dieser Studie wurde anhand einer groRen Patientenzahl die klinische Relevanz von S.

saccharolyticus aufgezeigt und die bisher bestehenden Annahmen weiter untermauert.

Allerdings beinhaltet die Studie auch einige Schwachen. In die Analyse flossen 93 Patienten-
daten mit ein, bei denen laut System wahrend des Krankenhausaufenthaltes S. saccharolyti-
cus detektiert wurde. Bei der erneuten Verifizierung von 24 Proben wurden zwei andere Erre-
ger identifiziert und daraufhin ausgeschlossen. Es ist anzunehmen, dass womdglich bei der
Verifizierung von weiteren Isolaten (wenn diese zur erneuten Identifizierung zur Verfiigung
gestanden hatten) ebenfalls andere Spezies identifiziert werden wirden, obwonhl diese Isolate

hier mit in die Analyse einbezogen wurden. Andererseits besteht auch eine hohe
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Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den beiden anderen Erregern um Kontaminationen han-
delt, die nachtraglich in die Probe gelangt sind und entweder mit eingefroren wurden oder bei
erneuter Anzucht zur Verunreinigung der Probe geflihrt haben und dann den weiterhin in der
Probe vorhandenen S. saccharolyticus durch zum Beispiel schnelleres Wachstum verdrangt
haben. Dieses Problem des Verdrangens von S. saccharolyticus durch andere wird wohl auch
in Zukunft bestehen bleiben.

Ein weiteres Problem bei der Auswertung der Daten der 93 Patienten besteht in den vielen
fehlenden Daten. Leider wurden die Daten in der Vergangenheit nicht immer lickenlos erho-
ben oder waren nicht vollstandig dokumentiert. Manche Variablen sind aussagekraftig, da sich
dort zu einem Grof3teil der 93 Patienten die Daten erheben lieRen, andere Variablen missen
hingegen mit Vorbehalt betrachtet und in zukinftigen Studien bestatigt werden.

Der gewdahlte Score sollte an dieser Stelle ebenfalls kritisch diskutiert werden. Es gibt in der
Literatur bereits Vorschlage und Verwendung verschiedener Scores, beziehungsweise Krite-
rien, die zur Unterscheidung zwischen Infektion und Kontamination herangezogen werden
konnen und die fiir die Entwicklung des hier verwendeten Scores als Orientierung dienten.
Bisher bestehende Kriterien beziehen sich allgemein auf CoNS, S. epidermidis ausgeschlos-
sen, und setzen sich aus Kriterien zusammen, wie zum Beispiel: mindestens zwei oder mehr
positive Blutkulturen, klinische Symptome oder laborchemische Parameter einer Infektion, die
sich nach Therapie gebessert haben und kein Vorhandensein weiterer Infektionen aufzeigen
[12]. Ergénzend dazu wurde zum Beispiel von Hitzenbichler et al. [50] weiterhin zwischen
einer wahrscheinlichen Infektion (gleiche Kriterien wie bereits beschreiben) und einer mogli-
chen Infektion unterschieden. Eine Detektion wurde als ,mogliche Infektion® klassifiziert, wenn
Fremdkorpermaterial implantiert war, keine andere Infektion vorlag und die Symptome sich
nach der Therapie gebessert hatten. Die Forschungsgruppe analysierte 252 Proben, von de-
nen 23% als wahrscheinliche oder mégliche Infektion gewertet wurden. S. saccharolyticus
wurde in drei Fallen detektiert und in jedem Fall als Kontamination gewertet. Der in dieser
Studie verwendete Infektions-Score greift einige der allgemein verwendeten Kriterien auf, wie
zum Beispiel Entziindungswerte, die klinische Symptomatik und Verbesserung der Symptome
nach Therapie sowie der mehrfache Nachweis. Das fehlende Vorliegen anderer Infektionen
wurde hier mit dem Parameter ,kein Nachweis anderer relevanter Keime* einbezogen. Wurden
ein oder mehrere andere relevante Erreger in der gleichen Probe wie S. saccharolyticus de-
tektiert, wurde dies als andere Infektion gewertet, da der Ausloser der Infektion damit eher
dem anderen Erreger zuzuschreiben war. Der in dieser Studie verwendete Score ist mit sechs
Kriterien etwas genauer als andere verwendete Scores und da er sich nur auf Detektionen von
S. saccharolyticus beschrankt, kann er womdglich diese Detektionen auch besser einer Infek-
tion oder Kontamination zuordnen. Dies ist aber auf der anderen Seite eine mdgliche Schwa-

che, da der Score eventuell die Relevanz Giberbewertet. Es bleibt die Frage, ob es sich bei den
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als Infektion klassifizierten Proben um tatséchliche Infektionen handelt. Manche Faktoren des
Scores, wie der klinische Verdacht auf Infektion anhand des Arztbriefes, beruhten auf der ret-
rospektiv erhobenen Beurteilung des behandelnden Arztes. Diese ist zum einen immer auch
subjektiv, zum anderen sind in diese Beurteilung héchstwahrscheinlich Parameter wie CRP
oder Kérpertemperatur mit eingeflossen, sodass sie deswegen in diesem Score als eigenstan-
dige Parameter auch kritisch zu bewerten sind.

Bezuglich der Verteilung der Punkte kommt ebenfalls das Problem der fehlenden Daten hinzu.
Konnte beispielsweise das CRP nicht erhoben werden, wurde dieser Parameter als ,null“ ge-
wertet, womit kein weiterer Punkt in den Score einging und die Gesamtpunktzahl niedriger
war. Hatten diese Daten erhoben werden kdnnen, ware womoglich ein Punkt mehr verteilt
worden und die Punktzahl hoher, sodass sich unter Umsténden in manchen Féllen die Zuord-
nung in Gruppe A oder B geéandert hatte. Des Weiteren zu diskutieren ist die Frage, ob eine
Wertung der Kriterien sinnvoll ware, um bestimmten Kriterien mehr Gewicht zu verleihen, was
die Zuteilung in Gruppe A und B ebenfalls verandert hétte.

AbschlieRend ist festzustellen, dass damit kein allgemeingultiger Score vorhanden ist, der zur
sicheren Differenzierung verwendet werden kann. Allerdings bietet dieser Score, basierend
auf vergleichbaren Scores aus der Literatur, einen guten Ansatzpunkt zur Klassifizierung.
Aufgrund einer nur begrenzt verfigbaren Anzahl an eingefrorenen Isolaten und teilweise
schweren Anzuchtbedingungen konnten nicht mehr Stdmme sequenziert und fur die Antibio-
tikaresistenztestung angeziichtet werden. Auch hier sollten die Ergebnisse in Zukunft durch

eine groRere Probenmenge untermauert werden.
5.4 Bedeutung und Konsequenzen fiir den klinischen Alltag

Eine Anforderung dieser Studie war die Evaluation der klinischen Relevanz von S. saccharo-
lyticus. Von insgesamt 93 Patienten wurden 44 Patienten der Gruppe ,Infektion wahrschein-
lich® zugeordnet. Dieser Anteil ist mit 47,2% erstaunlich hoch und lasst die Hypothese zu, dass
fast die Halfte aller Detektionen mit S. saccharolyticus zu einer Infektion fihren. Der normaler-
weise oft verwendete Parameter TTP zur Unterscheidung zwischen Infektion und Kontamina-
tion kann nur bedingt verwendet werden. Es sollte beachtet werden, dass die TTP von S.
saccharolyticus durchschnittlich 5 Tage betragt, unabhéngig davon, ob es sich um eine Infek-
tion oder Kontamination handelt. Ebenfalls zu beachten ist die lange Inkubationszeit und das
anspruchsvolle Wachstum von S. saccharolyticus. Obwohl S. saccharolyticus in manchen Stu-
dien auch unter bestimmten aeroben Bedingungen Wachstum zeigte, wuchsen die Isolate die-
ser Studie immer nur unter anaeroben Bedingungen. Die Wichtigkeit der Abnahme zweier
Blutkulturpaare mit jeweils einer aeroben und anaeroben Flasche sollte im klinischen Alltag
nicht aul3er Acht gelassen werden. Bei der Anzucht sollte auf sehr kleine, weif3e Kolonien

geachtete werden, die mdglicherweise kaum wachsen und leicht von anderen, auffalligeren
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Kolonien verdrangt werden. Es sollten folglich auch Proben in die gesamte Beurteilung mitein-
bezogen werden, die nur langsam oder wenig wachsen und eine lange TTP haben. Der hier
entwickelte Score kann zur Differenzierung herangezogen werden. Ebenfalls mit in die Bewer-
tung sollten die Variablen eingehen, die hier eine statistische Signifikanz gezeigt haben, zum
Beispiel, ob es sich um eine Blutkultur handelt oder um anderes Probenmaterial. Alter, Vorer-
krankungen und implantiertes Fremdkorpermaterial spielen womdglich eine weniger grofRe
Rolle als vermutet. Es ist festzuhalten, dass Infektionen durch S. saccharolyticus schwere Ver-
laufe zeigen kdnnen, die mit langeren Krankenhausaufenthalten verbunden sind und die des-
wegen auch konsequent mit einer kalkulierten Antibiotikatherapie behandelt werden sollten.
Basierend auf Erfahrungen aus der Literatur und den hier gewonnen Ergebnissen wird eine
Therapie mit B-Lactam-Antibiotika plus Fluorchinolonen oder Vancomycin plus Teicopla-
nin/Clindamycin empfohlen. Metronidazol sollte in jedem Fall vermieden werden. Unter The-
rapie ist der Heilungsverlauf gut, es sollte aber mit einbezogen werden, dass es auch frustrane
Therapieversuche gibt, was eine konsequente, schnelle Therapie umso wichtiger macht.

Far den klinischen Alltag ist von daher relevant, dass Detektionen von S. saccharolyticus wo-
moglich haufiger als urspringlich angenommen Ausldser einer Infektion sind. Es gilt, diese
Moglichkeit immer trotz dagegensprechender Faktoren, wie einer langen TTP, miteinzubezie-
hen und bei Verdacht gezielt zu behandeln.

5.5 Implikationen fir zukinftige Studien

Diese Studie liefert neue Hinweise flr die Bedeutung von S. saccharolyticus. Trotzdem bleiben
viele weitere Fragen ungeklart oder missen tiefergehend untersucht werden, um konkrete
Aussagen treffen zu kdnnen. Zum einen sollte die Einteilung zwischen Infektion und Kontami-
nation Uberprift werden. Beispielsweise wéare eine Studie sinnvoll, die den hier verwendeten
Score auf weitere Detektionen anwendet und untersucht, ob eine ahnliche Verteilung erzielt
wird. Erg&nzend dazu sollte ein anderer Score mit zum Beispiel weniger subjektiven Kriterien
entwickelt und eine darauf basierende Einteilung mit der hier erfolgten Einteilung verglichen
werden. Damit der Score angewendet kann, wéare es zielfiihrend, eine liickenlose Datenerhe-
bung durchzufihren, um bei der Auswertung aussagekréftigere Ergebnisse zu erzielen. Eben-
falls hilfreich ware die Verwendung eines standardisierten Fragebogens zur einheitlichen und
vergleichbareren Datenerhebung. Uber den hier beschriebenen Zeitraum von 12 Jahren wur-
den 93 Detektionen registriert. S. saccharolyticus scheint damit im Klinikalltag eher selten zu
sein. Allerdings kann die Hypothese aufgestellt werden, dass S. saccharolyticus haufiger vor-
kommt und auch o6fter detektiert werden konnte, aber aus verschiedenen Griinden Ubersehen
wird und deswegen gar nicht erst identifiziert wird. Aul3erdem interessant ist zum einen die
Frage, warum Manner scheinbar haufiger betroffen sind und zum anderen, welche Rolle

Fremdkorpermaterial in S. saccharolyticus-Infektionen spielen.
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Zusatzlich zu weiteren klinischen Studien sollten Genomsequenzierungen von mehr Stammen
erfolgen. Die aktuellen Daten beschrieben zwei Kladen, deren spezifische Unterschiede wei-
tergehend untersucht werden sollten. Hierbei lasst sich eventuell in Zukunft eine fundierte An-
nahme Uber die Virulenz und lUber weitere Eigenschaften der jeweiligen Klade treffen.

Der beschriebene Genomzerfall deutet auf eine noch andauernde Anpassung an eine neue
Nische hin. Es ware sehr interessant, diese Anpassung im Laufe der nachsten Jahre zu ver-
folgen und die neue Nische, neue Fahigkeiten und neue Charakteristika von S. saccharolyticus

Zu analysieren.
5.6 Schlussfolgerung

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass diese Studie einen grof3en Anteil bezlglich
der Bedeutung von S. saccharolyticus im klinischen Kontext ausmacht. Es konnte ein uner-
wartet hoher Anteil von S. saccharolyticus - Detektionen als Infektion identifiziert werden, so-
dass davon ausgegangen werden muss, dass die Relevanz von S. saccharolyticus grof3er ist
als vermutet. Es gibt zwar bisher weiterhin verhaltnismafiig wenige positive Befunde, was aber
an vielen verschiedenen anspruchsvollen Eigenschaften von S. saccharolyticus liegt. Das Wis-
sen dariber hilft, mehr Aufmerksamkeit auf S. saccharolyticus zu richten und in Zukunft sowohl
alle Falle mdglichst lickenlos zu detektieren als auch verstarkt diesen fakultativ pathogenen
Erreger als Ursache einer Infektion zu berlcksichtigen. S. saccharolyticus kann zu schweren
Infektionen flihren und sollte nicht unterschétzt werden. Die Schwierigkeit der Differenzierung
zwischen Infektion und Kontamination bleibt jedoch weiterhin bestehen. Womdglich gelingt es
in Zukunft, einen zuverlassigen Score zur Unterscheidung zu etablieren, der die Entscheidun-
gen im klinischen Alltag erleichtern kann. Bis es so weit ist, muss jedoch jede Detektion von
S. saccharolyticus unter Einbeziehung vieler verschiedener Kriterien neu bewertet werden.
Eine korrekte Unterscheidung bleibt ein groRes Ziel, nicht nur bezogen auf S. saccharolyticus,
sondern auch fur viele andere CoNS. Die richtige Unterscheidung wirde ermdglichen, den
Antibiotikagebrauch einzuschranken und gezielter zu therapieren. Um die wachsende Antibi-
otikaresistenz in einer Gesellschaft mit zunehmend vulnerablen Patienten zu kontrollieren und

einzudammen, sollte dieses Ziel auch in Zukunft verstarkt im Blick behalten werden.
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Anhang 2: WGS - DNA-Gewinnung und Aufbereitung

18.05.2021

DNA-Extraktion nach dem Schema fir S. aureus/MRSA

DNA-Extraktion von S. aureus/MRSA fur WGS und RAPD-Isolate
Reagenzien:
e TE Puffer pH 8,0 (Sigma-Aldrich, 93283-100ML)
e DNeasy Kit (Fa. Qiagen)
e Lysostaphin [Fa. Genaxxon; S.5201.001 (2,5mg/ml = 400 uyl TE pH8 + 1 mg
LS)]
e Ethanol 100% (unvergéllt)
Schritt 1 Lyse:
e  Bakterien aus UN-Kultur in 180 pl TE-Pufer suspendieren
e 2yl Lysostaphin hinzufligen und bei 37°C 30 Minuten bei leichtem Mischen in-
kubieren

e 20 pl Proteinase K und 180 pl AL-Puffer hinzugeben und 10 Sekunden pulsvor-

texen
e 30 Minuten bei 56°C inkubieren (leichtes Mischen)
Schritt 2 DNA-Isolation:

e 200 pl Ethanol dazugeben und 20 Sekunden Pulsvortexen

e Komplett auf die Spin Column (S&ule) geben

e 1 Minute bei 9000 rpm zentrifugieren

e Saule in ein neues Auffanggefal setzen und 500 yl AW1-Puffer dazu pipettieren

e 1 Minute bei 9000 rpm zentrifugieren

e Saule in ein neues Auffanggefal setzen und 500 pyl AW2-Puffer dazu pipettieren

e 3 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren

e Saulein 1,5 ml Eppendorf Tubes geben und 150 — 200 pl nucleasefreies H20
zugeben

e 5 Minuten bei 56°C inkubieren

e 1 Minute bei 9000 rpm zentrifugieren

e Eluat messen und einfrieren

DNA-Extraktion nach dem Schema fir MOTT

DNA-Extraktion Glassbeads-Aufreinigung fiir MOTT’s

e 3 —4Kolonien aus UN Kultur in Aufreinigungspuffer mit Glassbeads (vorgefertigt)
geben
e 10 Minuten bei 95°C auf dem Heizblock inkubieren, bei RT kurz abiihlen lassen

e 10 Minuten stark vortexen



e 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren
e Uberstand ca. 200 ul in Eppendorf Tubes umfiillen
= Uberstand wird in die PCR eingesetzt
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11.1.1 Library Preparation Teil 1

Library Preparation Verwendung des DNA Flex Kit (QIAGEN)
Morgens alle Reagenzien auf Raumtemperatur stellen > INDEXES und EPM im

Kuhlschrank auftauen lassen
Tagment Genomic DNA
Dieser Schritt benutzt die Bead-Linked-Transposomes (BLT) um die DNA zu markie-
ren. Dieser Prozess fragmentiert und markiert die DNA mit Adaptersequenzen.
Materialien:
e BLT (Magnetic Beads)
e TB1 (tagmentation Buffer 1)
¢ Nuclease freies Wasser
e 0,2ml Tubes
e 15ml Tubes
e Pipettenspitzen (10-1000 pl)
¢ Magnetplatte
Vorbereitung:

e BLT (2°C bis 8°C) - auf Raumtemperatur bringen

e TB1 (-25°C bis -15°C) = auf Raumtemperatur bringen
Durchfiihrung:

e Uber die Picogreen-Konzentration DNA-Konzentration auf 50-250 ng absolut
berechnen und dann 2-15 pyl DNA in ein 0,2 ml PCR-tube geben. Den Rest
mit Nuclease freiem Wasser auffilllen - Endvolumen 15 pl

e  BLT flr 1-2 Minuten vortexen

e Folgende Reagenzien mischen, um den Tagmentation-Mastermix vorzube-

reiten:
o BLT (5,54l
o TB1(554ul)

o = Probenanzahl x5,5 ul = Mastermix
e  Mastermix griindlich vortexen
e 10 pl Tagmentation Mastermix in jedes Tube pipettieren - alle 4 Proben
Mastermix vortexen > Endvolumen 25 pl
e Alle Proben nochmals leicht vortexen
e Tubes in Cycler stellen, Programm: TAG FLEX.CYC (15 min./55°C)
RSB auftauen
Post tagmentation Cleanup
Dieser schritt wascht die Adaptermarkierte DNA auf den BLT, bevor die PCR amplifi-

ziert wird



Materialien:
e TSB (Tagment Stop Buffer, 2-8°C); Handwarm, wenn “flockig”
e TWB (Tagment Wash Buffer)
e 0,2ml Tubes
e Pipettenspitzen (10 — 1000 pl)
Vorbereitung:

e TSB (15-30°C) > auf Raumtemperatur bringen, vortexen bis der Bodensatz

gelost ist
e TWB (15-30°C) - auf Raumtemperatur bringen
Durchfiihrung:

e  Proben kurz anfugen
e 5l TSB zur Tagmentation Reaktion geben
e Einzeln in jedes Tube geben, leicht vortexen
e Langsam pipettieren, um die Beads zu resuspendieren
e Tubes in Cycler stellen, Programm: INCUBFLE (15 min/37°C) - runterkih-
len lassen, nicht vortexen - kurz anfugen
e Tubes direkt auf Magnet stellen, bis die Lésung klar wird (ca. 3 min)
e Uberstand entfernen (ca. 40 pl)
e 2xwaschen (Multikanal) (= Schaum vermeiden!):
o Tubes aus dem Magneten entnehmen
o 70 yl TWB dazugeben und resuspendieren
o Tubes auf das Magnet stellen, bis die Losung klar wird
o Uberstand mit Pipette entfernen (ca. 100 ul)
e  Platte auf Magnet stellen - Uberstand wird erst kurz vor Mastermix-Zugabe
entfernt - kleine Reste mit 10 ul-Spitzen komplett entfernen
Tagmentierte DNA amplifizieren
Dieser Schritt amplifiziert die tagmentierte DNA. Dieser PCR-Schritt addiert Index
1.Adapters, Index 2.Adapters und die bendtigten Sequenzen fir die Sequenzierung.
Materialien:
e EPM (Enhanced PCR Mix)
e Index Adapters
¢ Nuclease freies Wasser
e Magnetplatte
e 15mlTubes
e Pipettenspitzen (10 — 1000 pl)
Vorbereitung:
e EPM (-25°C bis -15°C) - auf Eis auftauen
e Index Adapters (-25°C bis -15°C) - auf Raumtemperatur bringen
Durchfiihrung:
e PCR-Mastermix in 1,5 ml Tube ansetzen
e EPM (11 pl)
¢ Nuclease freies Wasser (11 pl)
e = Probenanzahl x11 pl = Mastermix; direkt auf Eis stellen

e PCR-Mastermix vortexen



Clean Up Libraries

TWB mit Pipette entfernen

Tubes aus dem Magnet entnehmen

20 pl EPM-PCR-Mastermix in jedes Tube geben und gut resuspendieren >
Tubes auf kalte Platte stellen

Die entsprechenden Index Adapters zu den entsprechenden Proben geben
(Excel Tabelle verwenden, flir Auswertung wichtig) = mit Mehrkanalpipette 5
pl bei CD Index Plate zum Mastermix geben und griindlich mischen - vorte-
xen

Tubes in Cycle stellen, Programm: PCRFLEX
(5x(98°/45s+62°C/30s+68°C/2min+68°C/1min) - « 10°C

Dieser Schritt reinigt die amplifizierten Libraries auf, durch ein doppelseitiges Bead-

Aufreinigungsverfahren

Materialien:

SPB (Sample Purification Beads)
EtOH (frisch zubereitet)

RSB (Resuspension Buffer)

0,2 ml Tubes

Magnetplatte

1,5 ml Tubes

Nuclease freies Wasser
Pipettenspitzen (10 — 1000 pl)

Vorbereitung:

SPB (2 bis 8°C) - auf Raumtemperatur bringen (30min) und griindlich vorte-
xen

RSP (-25°C bis -15°C) - auf Raumtemperatur bringen und vortexen

Durchfiihrung:

Vortexen danach kurz anfugen
Tubes auf das Magnet stellen, bis die Losung klar wird (ca. 5 Minuten)
22,5 ul Uberstand einzeln in ein neues 0,2 ml Tube geben
SPB-Reagenzien griindlich vortexen
SPB-Mastermix in 1,5 ml Tube ansetzen

o SPB (24,75 pl)

o Nuclease freies Wasser (22 pl)

o > Probenanzahl x 1 Probe mehr = Mastermix
42,5 ul SPB-Mastermix einzeln in jedes Tube geben und 10x auf- und abpi-
pettieren > Mastermix nach 4 Proben griindlich vortexen - alle Proben zum
Schluss leicht vortexen
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
Tubes auf Magnet stellen und warten bis der Uberstand klar wird (ca. 5 Mi-
nuten)
Unverdiinntes SPB vortexen und 7,5 pl in ein neues 0,2 ml Tube vorlegen
62,5 ul Ubertsand in das neue 0,2 pl Tube transferieren (beinhaltet SPB) und
gut mischen - alle Proben zum Schluss leicht vortexen

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren



e 5 Minuten auf Magnet inkubieren
e Uberstand entfernen (ca. 100 pl)
e  2x waschen mit Mehrkanalpipette:
o 200 pl frisches 80% EtOH (16g EtOH + 4g H20)
o 30 Sekunden inkubieren
o Uberstand abnehmen, ohne die Beads zu zerstoren
o 150 pl 80% EtOH auf die Tubes geben
e EtOH mit Pipette entfernen (ca. 220 pl)
e Auf Magnet lufttrocknen (Haarrisse) = bis kein Tropfen mehr zu sehen ist
e  Tubes aus dem Magnet entfernen und 20 yl RSB zu den Beads geben und
resuspendieren
e 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
e Tubes auf das Magnet stellen und warten bis die Flissigkeit klar wird (ca. 2
Minuten)

e 18 ul Uberstand in ein neues Tube pipettieren

Lagerung der Zwischenprodukte bei ca. -20 °C
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11.1.2 Library Preparation Teil 2 und Sequenzierung
Quantifizierung Picogreen (Doppelbestimmung)

¢ Konzentration mit Excel berechnen
¢ Proben mit RSB auf 4 nM einstellen > Excel
e  Proben poolen - 3-5 pl pro Library in 1,5 ml Tube
Verdiinnung der Proben auf 8 pM + phlX (interne Kontrolle)
Vorbereitung:
e HT1 (-25°C bis -15°C) - auf Raumtemperatur auftauen - dann bei 2-8°C, bis
er gebraucht wird
Durchfiihrung Denaturierung:
e Die 2 folgenden Inhalte kombinieren:
o 4 nMlibrary (5 ul) > Pool (4000 pM)
o 0,2 N NaOH (5 yl) = Frisch verdiinnen (NaOH (-20°C): Stock 2 nM >
1:10 mit nucleas freiem Wasser verdiinnen - 2 nM [0,5 nM]
e Denaturiereung: 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren - danach direkt
auf Eis
e 990 pl (vorgekihlt) HTa dazugeben - auf Eis stellen > Endvolumen 1 ml (ent-
spricht 1:100 - 20 pM)
Denaturierte 20 pM Library auf 8 pM verdiinnen:
Konzentration 8 pM 10 pM 12 pM 13 pM 14 pM 15 pM 16 pM
20 pM library 228 pl 285 pl 342yl 371 ul 399 ul 428 pl 456 ul
inkl. HT1



Vorgekuhlter 360 pl 300yl 240 pl 210 l 181 pl 150 pl 121 pl
HT1
PhIX (20 pM, 12 i 15 ul 18 ul 19 ul 20 i 22 ul 23 ul
-20°C, 5%
von Library)
= Endvolumen: 600 pl
= =1pM > 28,5 ul Library
Sample sheet erstellen
Sequenzer starten
Materialien:
e MiSeq Reagent kit (Cartridge mit allen Puffern, HT1 Puffer) > - 20°C
e MiSeq Reagent Kit (Laufpuffer, Flow Cell) > 4°C
Cartridge auftauen:
e Mittels Wasserbad, Dauer ca. 1 -1 %2 Stunden
e  Cartridge ist dann vollstandig aufgetaut, wenn mittlerer Puffer mit grof3tem Vo-
lumen keine Kristalle mehr enthdlt. Sofern Cartridge noch nicht gebraucht wird,
in den Kuhlschrank stellen.
e Nachdem Cartridge aufgetaut ist, mindestens 10x tber Kopf schwenken und
danach darauf achten, dass die Reagenzien sich am Boden befinden und nicht
im Deckel hangen
e Die daflir vorgesehene Position fiir die Probe im Cartridge mit einer Pipetten-
spitze groftmaglich vorstanzen und die Probe zupipettieren

MiSeq starten



Anhang 3: MALDI-TOF Speziesidentifizierung
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Projektinfo

Projekt-iD: 20210428-1011020454-02
Kommentar:
Projekt erzeugt von:

Projekt erzeugt am:

tof-user@MBT-WIN10
2021-04-28T16:02:11.882
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BRUKER
(>

Anzahi der Analyten: 26
Typ: Standard
Validierung: nicht vorhanden
b Validierungsposition:
Instrument-iD: 8604832.05364
Server Version: 4.1.100 (PYTH) 174 2019-06-158_01-16-09
Ergebnisiibersicht
Analyt- Or anismus-:(zw%”'i'uio‘ster Bewey;
Nan¥9 Analyt-ID | Organismus (bester Treffer) 9 Treﬂeé A tungf-
v el zah
: . .
(H_;_% (A) [Smln' dlmdl Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
e 1 I-1 keine Peaks gefunden keine Peaks gefund
-)(A) (Standard) g o geluncen
2 22 . Wi Keine Identifikation des
() (A) (Standand) Staphylococcus saccharolyticus (2 Org ‘s miglich
2 2-2 : Keine Identifikation des
(+++) (A) (Stancard) Staphylococcus saccharolyticus Organismus maglich
2 33 keine Peaks gefund keine Peaks gefund
) (A) (Ssandard) cine Feaks gefunden eine Peaks gefunden
3 3.3 . Keine Identifikation des
(+++) (A) (Standard) Staphylococcus saccharolyticus | Organismus miglich
- 44 Staphyl harolyticus Staphyl i 7
(++) (A) (Standard) phylococcus saccharolyticus [SRE3 taphylococcus saccharolyticus | 1.76
L Ergebnislbersichtstabelle — Fortsetzung auf nachster Seite
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Projekt-ID: 20210428-1011020454-02

Projekt erzeugt am: 2021-04-28716:02:11.882

Ergebnisibersichistabelle — Fortsetzung von vorheriger Seite
0§
A,\":,gé’ Analyt-1D | Organismus (bester Treffer) tt;r;‘gﬂs- Organis‘l'r_lr!u';;;;\. ?sgw?
(HE) (A) (St ;:“Md, Staphylococcus saccharolyticus Kg:;.w.m:“
(+++§) (A) (Smsn-gud) Staphylecoccus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
(+++§) (A) (Sr;'dsmd; Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
(+)Z(A) (SmZx:Zmd ) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus | 1.84
(H}) (A) (s:;';m Staphylococcus saccharolyticus |BBBUS Staphylococcus saccharolyticus
(+++§§ (A) (Sm%dim; Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis | 1.97
(+)S(A) i Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis | 1.93
(+)2(A) (St:?n-(?urd; Actinotienum schaalii Actinotienum schaalii 190
el | Actinotignum schaalii Agastieinn )
(_)‘]'(QA) (S!l ;g'dl??“,, keine Peaks gefunden keine Peaks gefunden
(++_'1§( A) (5};3;}1%) Staphylococcus saccharolyticus 1 2 __ Staphylococcus saccharolyticus | 1.82
(1) (A) (sll.f,;;l“'n., Staphylococcus saccharolyticus | Staphylococcus saccharolyticus | 1.73
(-)l_l A) .swlal&ﬁ;'m) keine Peaks gefunden keine Peaks gefunden
(H—% (A) (Stodyy | Staphylococeus saccharolyticus (2520 | Staphylococcus saccharolyticus
(—)‘%&} (5113;1132"” keine Peaks gefunden keine Peaks gefunden
(4-+-'il~31 (A) (Stlag:l.dln:td) Staphylococcus saccharolyticus | Staphylococcus saccharolyticus
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Ergebnisiibersichtstabelle — Fortsetzung von vorheriger Seite
Bewer ! §o ot
Analyte | pnopt 1D | Organismus (bester Treffer) {tungs-| ©F i e f&zge Slgster
Name zahl Tre

3 ; .
( Hi;- ) [s}a:: ,l;:d, Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus

4 14-14 £ i
I H_-I;)- (A) (Standard) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
( #( A) (s‘l;' ‘}n‘} & Staphylococeus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus | 193
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper
Klassifikationsergebnisse

Projektinfo

Projekt-ID:
Kommentar:

Projekt erzeugt von:
Projekt erzeugt am:
Anzahl der Analyten:
Typ:

Validierung:
Validierungsposition:
Instrument-iD:
Server Version:

Ergebnisiibersicht

20210828-1011003569-02

tof-user@MBT-WIN10
2021-08-28T15:46:54.262
18

Standard

nicht vorhanden

8604832.05364

<)
BRUKER
[Pe)

4.1.100 (PYTH) 174 2019-06-158 _01-16-09

AJ':,!,.’;’ Analyt- 1D Org;nls;mqs (bester Treffer) tB‘;e:vE:sr_ Ol’ganisn.}urgé:'??éitb;s_m; ’tB\;e:w:;t
( _Hiﬁ)‘( A) (;.gn' ﬁa) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
( 4_*_%( A) (égn':a?-d) Staphylococcus saccharolyticus, Staphylococcus saccharolyticus
+ ’%( A) (Sg“t;ﬁ-:a?ﬁ) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
( _f%( A) (ggh:asr&) Staphylococeus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus
( H%( A) (g‘g h’égra) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococeus saccharolyticus
(_4 (A) (;3;:3&) keine Peaks gefunden keine Peaks gefunden
¢ -H%%‘(C) (535?;3&; ‘ .. Microbacterium arborescens . Microbacteriumy lacticum 172
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Projekt-1D. 20210828-1011003569-02

Projekt erzeugt am: 2021-08-28715:46:54.262

Ergebnistibersichtstabelle — Fortsetzung von vorheriger Seite

| \ Bewer , - | Bewer
Analyt- | ] ; | Organismus (: itbester
Name Analyt- ID. _ | Organismus (bester Treffer) tungs Troffer 1 ‘|tungs-
zahl 7 i A | : zahl
30, 50.-50. { . Keine Identifikation des
+5) (C) (Standard) Staphylococcus saccharolyticus Organismus méglich
( +%(L'A) (Ssm};laild) Staphylococcus saccharolyticus | 1.98 | Staphylococcus saccharolyticus | 1.80
( H_%"( A) (S?a}:'\;iild) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus | 1.86
| T +§2(';4) (Sstﬁ:d?azr&} Staphylococcus saccharolyticus | 1.87 ,Sféphylococcus capitis 171
. T
+ :Tz)'-( A) (ssti;d"’azra) Staphylococcus saccharolyticus “S_t@pbylococcus capitis 177
( H_%( A) (55 3 .-Sl 3 O Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcns saccharolyticus | 1.95
(_‘;%A) (35:2,; dﬁ&) keine Peaks gefunden keine Peaks gefunden
i+ +i—'§‘( A) (Ssg;;:;&) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus | 1.92
55. 55.-55. : Keine Identifikation des
(+) (A) (Standard) Staphylococcus saccharolyticus Organismus maglich
56, 56.-56. . Keine Identifikation des
¢D'A) | Guandargy | Staphylococcus saccharolyticus Organismus moglich
( H—ST-?( A) (Sstgx;dsafd) Staphylococcus saccharolyticus Staphylococcus saccharolyticus | 1.74
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