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1-Einleitung 1

1 Einleitung

Bakterien der Gattung Staphylococcus (S) sind eine hdufige Ursache fiir meist eitrige
Krankheitsprozesse bei Tier und Mensch. Aus der ubiquitiren Verbreitung dieser
Mikroorganismen, beispielsweise als Besiedler gesunder Haut und Schleimhaut, und der
Vermehrung auch auflerhalb des  Wirtsorganismus, ergeben sich  vielféltige
Ansteckungsmoglichkeiten. Die Gattung Staphylococcus umfasst derzeit mehr als 60 Spezies
und Subspezies (http://www.dsmz.de), wobei allerdings nur einigen Spezies eine gesicherte
pathogene Bedeutung zukommt.

Unbestritten ist die pathogene Bedeutung der koagulasepositiven Spezies S. aureus, die bei
Tieren in Rahmen zahlreicher Erkrankungen isoliert werden kann (ROLLE und MAYR,
2002). Die iiberwiegend beim Tier vorkommenden Spezies S. intermedius und S. hyicus
spielen eine besondere Rolle als Erreger von Hauterkrankungen (BRUCKLER et al., 1994).
Exfoliative Toxine oder Epidermolysine sind eine seit langem bekannte Toxingruppe von
S. aureus, die, insbesondere bei Kindern, zu intraepidermalen Spaltbildungen zwischen dem
Stratum spinosum und dem Stratum granulosum der Epidermis fithren und so das
Krankheitsbild des Staphylococcal Scaled Skin Syndrome (SSSS) manifestieren (PREVOST
et al., 2003). Die Exsudative Epidermitis des Schweins, ausgelost durch S. hyicus, stellt ein
dhnliches Krankheitsbild dar und wird ebenso auf das Vorkommen unterschiedlicher
Exfoliativer Toxine zuriickgefiihrt (ANDRESEN, 1998; SATO et al., 2000; ANDRESEN und
AHRENS, 2004). Ein vergleichbares Exfoliatives Toxin konnte auch bei S. intermedius,
isoliert aus Pyodermien von Hunden, nachgewiesen werden (TERAUCHI et al., 2003a).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war, S. aureus-, S. intermedius- und S. hyicus-Kulturen
unterschiedlicher Herkunft zu identifizieren und aufgrund phédno- und genotypischer
Eigenschaften weitergehend zu charakterisieren. Eine molekulare Identifizierung erfolgte
durch PCR-vermittelten Nachweis unterschiedlicher speziesspezifischer Genomabschnitte.
Zur weitergehenden Charakterisierung der Staphylokokken wurde das Vorkommen von
Exfoliativen Toxingenen, weiteren mutmallichen Virulenzgenen und fiir S. intermedius der
Nachweis von Antibiotika-Resistenzgenen gepriift.



2-Literaturiibersicht 2

2 Literaturiibersicht

2.1 Eigenschaften von Bakterien der Gattung Staphylococcus

Staphylokokken sind grampositive, unbewegliche, aerob bzw. fakultativ anaerob
wachsende, katalasepositive, nichtsporenbildende Kokken (SCHLEIFER, 1986). Eine
Ausnahme bilden die als katalasenegativ und strikt anaerob beschriebenen Spezies
S. saccharolyticus und S. aureus subsp. anaerobius (KILPPER-BALZ und SCHLEIFER,
1981; DE LA FUENTE et al., 1985).

Im mikroskopischen Priparat sind Staphylokokken etwa 0,5-1,5 pm groBe Kugelbakterien,
meist unregelmifBig in Haufen angeordnet (SCHLEIFER, 1986).

Die Zellwand der Staphylokokken enthilt neben Teichonsduren auch Peptidoglycane mit
Glycyl-Glycin-Interpeptidbriicken, die durch die Glycinase des Lysostaphins gespalten
werden konnen (IVERSEN und GROV, 1973). Nach FALK und GUERING (1983) zeigen
Staphylokokken im Gegensatz zu den Mikrokokken neben dieser Lysostaphin-
empfindlichkeit auch eine Resistenz gegeniiber Bacitracin. Beide Eigenschaften kdnnen
ebenso zur Gattungsdifferenzierung herangezogen werden, wie die von SCHLEIFER und
KLOOS (1975) beschriebene Resistenz der Staphylokokken gegeniiber Erythromycin. Unter
anaeroben Wachstumsbedingungen konnen Staphylokokken, mit Ausnahme von S. cohnii,
S. saprophyticus, S. sciuri, S. vitulinus und S. xylosus, Glucose unter Bildung von Milchsdure
abbauen (SCHLEIFER, 1986; WEBSTER et al., 1994; TRUPER und DE CLARI, 1998). Als
Elektroneniibertriger in der Atmungskette verfiigen Staphylokokken iiber Cytochrome vom
b-Typ und in geringen Konzentrationen auch vom a-Typ; als Ausnahmen sind bei den Spezies
S. caseolyticus, S. lentus, S. sciuri und S. vitulinus Cytochrome vom c-Typ nachweisbar
(FALLER et al., 1980; FALLER und SCHLEIFER, 1981; SCHLEIFER et al., 1982;
WEBSTER et al., 1994; TRUPER und DE CLARI, 1998). Der prozentuale Anteil der
Guanin- und Cytosinreste am Gesamtbasengehalt der DNA liegt bei Staphylokokken mit 30-
39 mol % relativ niedrig (ROSYPAL et al., 1966).

2.2 Bedeutung von Staphylokokken als Krankheitserreger bei Mensch und Tier

Der Name ,,Staphylococcus® stammt von dem griechischen Wort ,,staphyle* (Biindel von
Weintrauben), bzw. ,,coccus® (Beere) (KLOOS und SCHLEIFER, 1986). Bedingt durch ihre
Teilung in mehreren Ebenen entstehen Haufenformen. Die traubenformige Anordnung der
Zellen, die der Gattung ihren Namen gegeben hat, wird dagegen nicht so regelméaBig
beobachtet, dass sie ein sicheres diagnostisches Kriterium wire. Nach den Angaben von
FITZGERALD und PENADES (2008) gelten etwa 40 verschiedene Staphylokokkenarten bei
Tieren als potentiell pathogen. Die wichtigsten dieser tierpathogenen Staphylokokkenspezies
und die entsprechenden Krankheitsbilder sind in Tab. 1 dargestellt.
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Urspriinglich erfolgte die Einteilung der Staphylokokken aufgrund der Koagulasereaktion in
koagulasepositive, pathogene und koagulasenegative, wenig oder apathogene Spezies. Eine
solche Einteilung erwies sich zunehmend als unzureichend.

Unbestritten ist die pathogene Bedeutung der koagulasepositiven Spezies S. aureus, die bei
Menschen und Tieren im Rahmen zahlreicher Erkrankungen isoliert werden konnte (ROLLE
und MAYR, 2002; BRUCKLER et al., 1994). Den tiberwiegend beim Tier vorkommenden
koagulasepositiven Spezies S. intermedius und S. hyicus kommt insbesondere eine pathogene
Bedeutung als Erreger von Hauterkrankungen zu (BRUCKLER et al., 1994). Eine weitere
koagulasepositive Spezies konnte von der erkrankten Haut zweier Delphine isoliert und als
S. delphini identifiziert werden (VARALDO et al., 1988). Die von FOSTER et al. (1997)
beschriebene, als S. lutrae bezeichnete, koagulasepositive Staphylokokkenspezies wurde von
drei tot aufgefundenen Ottern isoliert.

Neben den koagulasepositiven Staphylokokkenspezies werden in zunehmendem MalBl auch
koagulasenegative Staphylokokkenspezies (CNS) bei Krankheitsprozessen nachgewiesen.
PULVERER und HALSWICK (1967) berichteten iiber das seit 1939 wiederholte
Vorkommen von CNS bei Endocarditiden des Menschen. CNS konnten des weiteren auch als
Erreger von Septikimien (OEDING und DIGRANES, 1977), als Erreger bei Komplikationen
neurochirurgischer Operationen und Wundinfektionen (GLIMAKER et al., 1988) sowie als
Erreger von Harnwegsinfektionen des Menschen isoliert werden (LEIGHTON und LITTLE,
1986; PULVERER et al.,, 1987; BEUTH et al., 1992). CNS waren ferner die hiufigste
Ursache fiir Septikdmien bei Neugeborenen und bei unreif Friihgeborenen (MUNSON et al.,
1982; BAUMGART et al., 1983; FLEER et al., 1983) sowie bei Menschen mit malignen
himatologischen Erkrankungen (LOWDER et al., 1982; WADE et al., 1982; WINSTON et
al., 1983). Nach FLEER und VERHOEF (1984) sowie PULVERER et al. (1987) bildeten
CNS die dominierenden Erreger bei polymerassoziierten Infektionen, also Infektionen, die
durch kontaminierte Implantate aus Polymer-Kunststoffen, wie intravasale Katheter,
GefiBprothesen, Schrittmacherelektroden u.a., verursacht werden.

DEVRIESE et al. (1978) stellten bei Kiihen mit subklinischer Mastitis S. hyicus subsp.
chromogenes als Erreger fest, der nach Untersuchungen von HAJEK et al. (1986) als
eigenstindige Spezies S. chromogenes gefiihrt wurde.

Als koagulasenegative Mastitiserreger bei der Ziege konnten von POUTREL (1984a, b)
neben S. epidermidis auch S. caprae und S. simulans isoliert werden. CHESNEAU et al.
(1993) wiesen S. pasteuri in Ziegenmilch nach.

FTHENAKIS et al. (1994) untersuchten Mastitismilch von Schafen und konnten
S. auricularis, S. chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sciuri, S. simulans und
S. xylosus als Erreger feststellen.

Nach den Angaben von BRUCKLER et al. (1994) wurden bei Tieren neben den
koagulasepositiven Staphylokokkenarten S. aureus, S. intermedius und S. hyicus, die
koagulasenegativen Arten S. chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus,
S. sciuri, S. simulans und S. warneri als potentiell pathogen beschrieben. Als fakultativ
pathogen wurden S. hominis, S. kloosii, S. lentus und S. xylosus und als Haut- und
Schleimhautbesiedler S. arlettae, S. caprae, S. carnosus, S. equorum und S. gallinarum
angesehen.
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Die Bedeutung der koagulasepositiven und -negativen Staphylokokken als Infektions- bzw.
Krankheitserreger liegt nicht nur an der ubiquitiren Verbreitung, der hohen Tenazitdt und
threr Vermehrung selbst unter ungiinstigen Bedingungen sondern auch in der Fihigkeit, durch
zelluldre und extrazellulire Substanzen Abwehrmechanismen des Wirtes zu ,,iiberlisten®,
ihnen zu widerstehen und den Wirtsorganismus zu schidigen. Die zunehmende Verbreitung
multiresistenter S. aureus- und S. epidermidis-Stimme erschwert die Behandlung von
Staphylokokkeninfektionen. Daher ist eine umfassende Erforschung der Staphylokokken-
Virulenz und -Antibiotikaresistenz und die Suche nach neuen Anti-Staphylokokken-
Antibiotika bzw. -Therapeutika dringend erforderlich (RAAD et al., 1998; LOWY, 1998).

Tab. 1: Einige bedeutende tierpathogene Staphylokokkenspezies nach FITZGERALD und
PENADES (2008)

Staphylokokkenspezies Tierart Infektionstyp
Rind; Schafe; Ziege Mastitis
Pferd Hautinfektion
S. aureus Kaninchen Mastitis
Gefliigel ,,Bumble foc?t“ ; Chondf(?necrosis;
Septische Arthritis
S. pseudintermedius Hund Kommensale; Pyodermie
S. delphini Pferd; Nerz; Rind; Delphin; Taube Pyodermie
S. intermedius Taube Pyodermie
S. epidermidis Rind; Schafe; Ziege Mastitis
S. hyicus Schwein Exsudative Epidermitis
S. sciuri Schwein Exsudative Epidermitis
S. simulans Rind; Schafe; Ziege Mastitis

2.3 Staphylococcus aureus

Eine Anziichtung von S. aureus unter aeroben Bedingungen auf Rinder- oder
Schafblutagar, ldsst nach etwa 18h Bebriitung bei 37 °C pigmentierte, meist glatte, gewdlbte
Kolonien mit einem Durchmesser von 1-3 mm erkennen. Der Name S. aureus leitet sich von
der oft goldfarbenen Pigmentierung der Kolonien ab. Pigmentierungen von grauweil3, weif3
iiber gelb bis gelborange kommen ebenfalls vor (KLOOS und SCHLEIFER, 1986;
BRUCKLER et al., 1994; BOERLIN und NICOLET, 2002). S. aureus benotigt zum Leben
und zur Vermehrung eine geeignete Umgebung, in der Salze, Spurenelemente und
Wachstumsfaktoren enthalten sind ebenso ein bestimmter Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalt
und die richtige Temperatur. S. aureus zeichnet sich durch ein schnelles aerobes oder
anaerobes Wachstum auf einem breiten Spektrum von Ndhrmedien aus (BRUCKLER et al.,
1994). Der Keim stellt keine besonderen Wachstumsanspriiche, so dass seine Anziichtung
auch auf einfachen Nihrboden gelingt. Innerhalb von 12 bis 24h wichst er in einer einfachen
Bouillon unter Triibung und Bodensatzbildung.
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Auf festen Nidhrboden bilden sich mittelgrofle, glatte, unregelméBig goldgelbe und feucht
glinzende, ca. 1-3 mm grofle Kolonien mit verschiedenen Hamolyseformen: S. aureus bildet
4 verschiedene Hamolysine (Toxine), die als a, B, y und 3-Toxine bezeichnet werden. a- und
B-Toxin scheinen eine Hauptrolle bei der Virulenz von S. aureus zu spielen; a-Toxin wird von
20 bis 50 % der Stimme (ELEK und LEVY, 1950), B-Toxin von 75 bis 100 % der Stimme
produziert (POUTREL und DUCELLIEZ, 1979). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Wirkung auf Erythrozyten bestimmter Spezies und fithren auf Blutagar zu unterscheidbaren
Héamolysezonen (ROLLE und MAYR, 2002). Das a-Hadmolysin kommt hauptsidchlich bei
Staphylokokkenstimmen humaner Herkunft vor und verursacht eine breite, vollstindige
Himolyse. Das B-Héamolysin findet sich besonders bei bovinen Stammen und verursacht bei
37 °C eine unvollstindige Hidmolyse. Das o-Hamolysin bewirkt eine schmale, scharf
begrenzte, vollstindige Hamolyse bei S. aureus, isoliert von Mensch und Tier (BISPING und
AMTSBERG, 1988).

S. aureus besitzt dariiber hinaus sekretorische und zellwandgebundene Faktoren, die zur
Fihigkeit des Bakteriums beitragen, im Wirt zu iiberleben und Erkrankungen hervorzurufen.
Die Virulenz einzelner S. aureus-Stamme beruht auf der kombinierten Wirkung von mehr als
40 dieser extrazelluliren Toxine, Enzyme und Oberflichenproteine (DEGO et al., 2002;
PEACOCK et al., 2002). Auch nach DINGES et al. (2000) produziert S. aureus verschiedene
Exoproteine, die zu der Fihigkeit des Mikroorganismus beitragen Krankheiten hervorzurufen.
Diese Exotoxine umfassen die bereits genannten Hamolysine, verschiedene Enzyme und eine
Substanzgruppe, die verwandt ist mit pyrogenen Toxinen, insbesondere die Staphylokokken-
Enterotoxine, das Toxische-Schock-Syndrom-Toxin und die Exfoliativen Toxine.

Neben der grolen Bedeutung, die S. aureus bei Wiederkduern zugewiesen wird, spielt der
Keim aber auch bei anderen Tierarten eine herausragende Rolle als Krankheitserreger. Bei
S. aureus handelt es sich um einen fakultativ pathogenen Keim, der durch begiinstigende
Umstinde (z.B. Immunsuppression, Hygienemangel) eine lokale oder systemische
Erkrankung auslosen kann, die unbehandelt nicht selten auch zum Tod des erkrankten
Individuums fiihrt. In der Veterindrmedizin ist S. aureus bekannt als Verursacher von
pyogenen und invasiven Prozessen (Abszessen, Furunkeln, Empyemen, Wundinfektionen,
Otitis media, Parotitis, Pneumonie, Endokarditis, Sepsis, Botryomykose, Osteomyelitis oder
Zystitis), sowie von toxinvermittelten Erkrankungen (McNAMEE et al., 1999;
FITZGERALD et al., 2001).

2.4 Staphylococcus intermedius-Gruppe (SIG)

Aufgrund der engen Verwandtschaft von S. intermedius, S. pseudintermedius und
S. delphini und der im Moment fehlenden zuverlidssigen Unterscheidbarkeit der drei Spezies
werden diese drei Spezies, nach SASAKI et al. (2007), auch als S. intermedius-Gruppe (SIG)
bezeichnet.
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2.4.1 Staphylococcus intermedius

S. intermedius wurde erstmalig 1976 von HAJEK beschrieben. Der Name ,,intermedius*
leitet sich von den biochemischen Eigenschaften dieser Spezies ab, d.h. zwischen S. aureus
und S. epidermidis stehend. S. intermedius hat Eigenschaften von beiden Spezies und wurde
in dlterer Literatur als S. aureus Biotyp E und F bezeichnet (HAJEK und MARSALEK,
1971). Die Bakterien sind fakultativ anaerob, wachsen jedoch am besten unter aeroben
Bedingungen. Die Kolonien sind leicht konvex, rund, glatt, glinzend, durchscheinend, grau-
weill und unpigmentiert. S. intermedius ist katalase- und koagulase-positiv. Clumping-Factor
wird von einigen wenigen Kulturen gebildet (KLOOS und SCHLEIFER, 1986). Andere
Autoren berichten von ca. 84 % (BIBERSTEIN et al., 1984) bzw. 52 % (COX et al., 1985)
Clumping-Factor-positiven S. intermedius.

Unter den verschiedenen koagulasepositiven Staphylokokken, die von kranken und gesunden
Hunden isoliert werden, kann S. infermedius als die wichtigste Spezies betrachtet werden
(BIBERSTEIN et al.,, 1984). Diese Bakterienart wird des weiteren aus
Untersuchungsmaterialien verschiedener Vogelarten, von Nerz, Pferd, Katze und Ziege,
seltener vom Mensch nachgewiesen (BES et al., 2002).

S. intermedius kommt als Bestandteil der natiirlichen Hautflora auf der Haut, insbesondere der
Analregion auch bei gesunden Tieren vor. Das Bakterium wurde auch von Schleimhéuten,
z.B duBerer Gehorgang, Nase, Pharynx, Priputium, Vagina, Rektum, Augen und Mundhdhle
klinisch unauffilliger Hunde isoliert (DEVERIESE und DEPELSMAECKER, 1987;
OLUOCH, 1996). S. intermedius spielt ferner eine wichtige Rolle bei der Otitis externa bei
Hunden und ist charakterisiert durch Erythem, Pusteln, gelb-braunen Krusten und durch
Verschwinden der Hornschicht der Epidermis (IHRKE et al., 1978; HILL und MORIELLO,
1994). COX et al. (1988) betrachteten S. intermedius als gewohnlichen Bewohner bei
gesunden Hunden, stellten jedoch fest, dass nicht alle Hunde S. intermedius beherbergten.
Laut DEVRIESE und DEPELSMAECKER (1987) und OLUOCH (1996) konnte
S. intermedius ein primédrer oder opportunistisch pathogener Keim bei verschiedenen
Erkrankungen von Hunden sein. DEBOER (1990) und BOHM et al. (1993) bezeichneten
S. intermedius als obligat pathogen, AMTSBERG et al. (1979) und BJURSTROM und
LINDEFORSBERG (1992a und b) dagegen als fakultativ pathogen.

2.4.2 Staphylococcus pseudintermedius

DEVRIESE et al. (2005) fanden vier koagulasepositive Staphylokokkenstimme bei
Erkrankungen von Katze, Hund, Pferd und Papagei, die sie aufgrund der engen
Verwandtschaft mit S. intermedius in die neue Spezies S. pseudintermedius einordneten.
S. pseudintermedius produziert verschiedene Enzyme, wie zum Beispiel Koagulase, Protease,
Thermonuclease und Toxine, wie Hiémolysine, Exfoliative Toxine und Enterotoxine
(FITZGERALD und PENADES, 2008).

Uber mogliche pathogene Eigenschaften von S. pseudintermedius ist bisher wenig bekannt.
VAN HOOVELS et al. (2006) konnten erstmals einen Zusammenhang bei einer Infektion
beim Menschen herstellen. S. intermedius, S. pseudintermedius und S. delphini haben
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dhnliche phénotypische Eigenschaften, weswegen eine Differenzierung dieser Gattungen
bislang schwierig ist (DEVRIESE et al., 2008). Nach DEVRIESE et al. (2008) sollten SIG,
isoliert vom Hund, als S. pseudintermedius und SIG, isoliert von der Taube, als S. intermedius
bezeichnet werden (siehe auch Tab. 1).

2.4.3 Staphylococcus delphini

VARALDO et al. 1988 isolierten S. delphini aus Eiterproben von in Aquarien gehaltenen
Delphinen. Die Bakterien erwiesen sich als fakultativ anaerob, wuchsen aber besser unter
aeroben Bedingungen. Bis heute wurde S. delphini bei Wundinfektionen von Pferden,
Rindern, Nerzen, Tauben und Delphinen isoliert (SASAKI et al., 2007). Die Kolonien waren,
nach BRUCKLER et al. (1994), leicht konvex, rund, glatt, glinzend, opak bis leicht
durchscheinend pigmentiert mit einem Durchmesser von 5 bis 7 mm. Katalase und Koagulase
werden gebildet, Clumping-Factor dagegen nicht, Glucose und Mannit wird abgebaut. Die
Kulturen sind empfindlich gegeniiber Novobiocin. Das Peptidoglycan ist vom Typ Lys-Glys_e.
Die Zellwandteichonsdure enthélt Glycerol und N-Acetylglucosamin. Der G+C-Gehalt der
DNA liegt bei 39 % (BRUCKLER et al., 1994).

Da S. delphini aus multiplen eitrigen Hautentziindungen isoliert wurde, diirfte diese Spezies
auch ursédchlich mit Hautinfektionen in Zusammenhang gebracht werden. Der Typ-Stamm hat
die Bezeichnung S. delphini DSM 20771.

2.5 Staphylococcus hyicus

S. hyicus ist eine Bakterienart der Gattung Staphylococcus, die natiirlicherweise die Haut
von Schweinen besiedelt und bei Abwehrschwiche die Hautkrankheit Ferkelruf3 verursachen
kann. (SOMPOLINSKY, 1953; DEVRIESE, 1977; DEVERIESE et al., 1978; KLOOS und
SCHLEIFER, 1986; LAMMLER, 1990; 1991a, b) S. hyicus wurde von der Haut gesunder
und kranker Schweine sowie gelegentlich von der Haut gesunder Rinder, Pferde, Esel und
von Gefliigel isoliert. Der Name leitet sich von der urspriinglichen Isolierung ,,vom Schwein‘
ab. Die Bakterien wachsen fakultativ anaerob, besser jedoch aerob. Die Kolonien sind leicht
konvex, rund, glinzend, opak sowie unpigmentiert. Einzelkolonien konnen einen
Durchmesser von 4 bis 7 mm erreichen. Katalase wird gebildet. Koagulase (mit
Kaninchenplasma) kann bei 24 bis 56 % der Kulturen nachgewiesen werden. Wird jedoch
Schweineplasma zum Nachweis verwendet, dann erwiesen sich alle S. hyicus-Kulturen als
koagulasepositiv (ODENWALLER, 1988; LAMMLER, 1990). Gleiches gilt auch fiir den
Nachweis des Clumping-Factor. Mit Kaninchenplasma ist kein Clumping-Factor
nachweisbar. Bei Verwendung von Schweineplasma reagierten ca. 6 % der Kulturen positiv
(ODENWALLER, 1988). Aus Glucose wird anaerob und aerob Siure gebildet. Mannit kann
nur von wenigen Kulturen zu Saure abgebaut werden. S. hyicus ist empfindlich gegeniiber
Novobiocin (MIC 0,05-0,2 pg/ml). Das Peptidoglycan ist vom Typ L-Lys-Glya.s, L-Sero.o3.
Die Zellwandteichonsdure setzt sich aus Glycerol und N-Acetylglucosamin zusammen
(BRUCKLER et al., 1994). Aufgrund serologischer Verschiedenheiten werden die
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Teichonsduren von S. hyicus mit Ca oder CP bezeichnet (OSLAND et al., 1979). S. hyicus ist,
wie bereits oben genannt, der Erreger des Ferkelrules bzw. der Exsudativen Epidermitis des
Schweins, insbesondere bei Saugferkeln und Laufern (AMTSBERG und HAZEM, 1978;
AMTSBERG, 1979a, b; BLOBEL und BRUCKLER, 1984; LAMMLER, 1990). Ferner
wurde S. hyicus bei septischen Polyarthritiden des Schweins (PHILLIPS et al., 1980) isoliert.
Dartiber hinaus ist der Keim als Infektionserreger und Besiedler bei verschiedenen Haustieren
nachgewiesen worden (TAKEUCHI et al., 1985).

2.6 Exfoliative Toxine

Exfoliative Toxine oder Epidermolysine sind eine seit langem bekannte Toxingruppe von
S. aureus, die, insbesondere bei Kindern, zu intraepidermalen Spaltbildungen zwischen dem
Stratum spinosum und dem Stratum granulosum der Epidermis fithren und so das
Krankheitsbild des Staphylococcal Scaled Skin Syndrome (SSSS) manifestieren. Die
Exsudative Epidermitis des Schweins, ausgelost durch S. hyicus, stellt ein &dhnliches
Krankheitsbild dar und wird ebenso auf das Vorkommen unterschiedlicher Exfoliativer
Toxine zuriickgefiihrt. Ein vergleichbares Exfoliatives Toxin konnte auch bei S. intermedius,
isoliert von Pyodermien von Hunden, nachgewiesen werden.

2.6.1 Exfoliative Toxine bei S. aureus

Das Exfoliative bzw. Epidermolytische Staphylokokkentoxin (ET) kommt nach DAJANI
(1972) vorzugsweise bei S. aureus-Stimmen vor, die im Zusammenhang mit Hautinfektionen
des Menschen (Impetigo contagiosa bei Erwachsenen oder Toxische Nekrose bei Kindern)
isoliert wurden. Bisher wurden vier Serotypen beschrieben: ETA, ETB, ETC und ETD
(KONDO et al., 1973; SATO et al., 1994; YAMAGUCHI et al., 2002). Laut SATO et al.
(1994), LADHANI et al. (1999) und YAMAGUCHI et al. 2002 haben diese vier Toxine
dhnliche Molekulargewichte (27 kDa.).

ETA und ETB stehen im Zusammenhang mit einer Erkrankung, die als Staphylococcal Scaled
Skin Syndrom (SSSS) bezeichnet wird. Diese Erkrankung betrifft besonders die Haut von
Neugeborenen (Exfoliative Dermatitis der Neugeborenen), Kindern oder Patienten mit
Immunsuppression oder mit hochgradiger Niereninsuffizienz und hat eine generalisierte
Trennung des Stratum corneum vom Stratum spinosum zur Folge (AMAGALI et al., 2000).
Das klinische Bild beinhaltet eine Blasenbildung der gerdteten Haut, #hnlich einer
Verbrithung durch kochendes Wasser und geht mit Fieber einher. Diese Blasen sind mit
erregerfreier Fliissigkeit gefiillt und heilen innerhalb von sieben bis 10 Tagen meist narbenfrei
ab (PIEMONT et al., 1988). Untersuchungen von PIEMONT et al. (1988) ergaben, dass der
duBere Anteil der Epidermis bei diesen Lésionen zunichst teilweise noch intakt ist. Nach
Beriihrung zeigte sich jedoch, dass zwischen der Epidermis und den tiefer liegenden
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elastischen Fasern keine Verbindung mehr besteht. Diese Eigenschaft trigt den Namen
,Nikolsky-Zeichen®.

Obwohl die Exfoliative Dermatitis vorwiegend als Hospitalinfektion auftritt, ist darauf
hinzuweisen, dass toxinbildende S. aureus-Stamme offensichtlich auch in der gesunden
Bevolkerung verbreitet sind (JOHNSON et al., 1991).

ETA und ETB haben identische biologische Eigenschaften sowie Ahnlichkeiten in den
Gensequenzen, unterscheiden sich aber in der Hitzeresistenz. Nach SATO et al. (1994) bleibt
ETA bei 100 °C fiir 20 Minuten und ETB bei 60 °C fiir 15 Minuten ohne Aktivititsverlust.
Das eta-kodierende Gen ist chromosomalen Ursprungs, das efb-kodierende Gen dagegen ist
an ein Plasmid gebunden. Die Toxine ETA und ETB zeigen eine Aminosduresequenz-
Ubereinstimmung von 41%. ETC wurde erstmals nach SATO et al. (1994) von einer
S. aureus-Kultur, isoliert aus einem Pferd, beschrieben. Dieses Toxin hatte die identischen
biologischen Eigenschaften wie ETA und ETB, erwies sich aber als hitzeempfindlich. Das
Toxin ETC hat zu den Toxinen ETA und ETB eine Sequenzihnlichkeit von 12 % und zu ETD
von 13 % (YAMAGUCHI et al., 2002).

ETD beschrieben erstmals YAMAGUCHI et al. (2002) als Element einer ,,S. aureus-
Pathogenititsinsel“. ETD zeigte die gleichen Eigenschaften wie die Toxine ETA und ETB.
Das ETD-Toxin wies mit den Toxinen ETA, ETB und ETC eine Sequenzéhnlichkeit von 40
%, 59 % und 13% auf (YAMAGUCHI et al., 2002).

ETs gelten als sehr spezies- und gewebespezifisch und reagieren ausschlieBlich mit
keratinisierten Epithelien, die vorzugsweise von neugeborenen Tieren bzw. Menschen
stammen. Sie spalten die Desmosomen, die normalerweise die Zellen des Stratum spinosums
der Haut verbinden, und vergrofern somit die interzelluldren Zwischenrdume (LADHANI et
al., 1999).

Zellldsionen sowie enzymatische oder metabolische Aktivititen durch Exfoliative Toxine
konnten bislang nicht beobachtet werden (JOHNSON et al., 1979; BAILEY et al., 1980;
PIEMONT et al, 1988).
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2.6.2 Exfoliative Toxine bei SIG

Laut HESSELBARTH (1994) kommt das S. intermedius-Exfoliative Toxin vorzugsweise

bei S. intermedius-Stimmen vor, die im Zusammenhang mit Hautinfektionen von Hunden
(Pyodermien beim Hund) isoliert wurden. Die Pyodermie dufBert sich in einer Reihe von
Krankheitsbildern. Bei oberfldchlichen Infektionen konnen Eiterbldschen (Pusteln) beobachtet
werden.
Das Exfoliative Toxin SIET von S. intermedius wurde ebenso als Serinprotease beschrieben,
wobei dessen Zielmolekiil bislang noch nicht bekannt ist (TERAUCHI et al., 2003b). Das
siet-kodierende Gen ist chromosomalen Ursprungs (TERAUCHI et al., 2003b). SIET hat eine
relative Molekiilmasse von 30 kDa und ldsst sich von den Exfoliativen Toxinen ETA, ETB,
ETC von S. aureus und SHETA und SHETB von S. hyicus serologisch abgrenzen
(TERAUCHI et al., 2003a).

2.6.3 Exfoliative Toxine bei S. hyicus und S. chromogenes

Die Exsudative Epidermitis des Schweins, ausgelost durch S. hyicus, stellt ein dem SSSS
dhnliches Krankheitsbild dar und wird ebenso auf das Vorkommen unterschiedlicher
Exfoliativer Toxine (ExhA, ExhB, ExhC, ExhD, SHETA und SHETB) zuriickgefiihrt. Die
Toxingene exhA, exhB, exhC und exhD wurden in  Didnemark eingehend untersucht
(AHRENS und ANDRESEN, 2004). Toxinbildende S. hyicus fiihren, dhnlich wie Exfoliative
Toxin-bildende S. aureus, zu einer Ablosung der oberen Hautschichten zwischen Stratum
granulosum und Stratum spinosum der Epidermis, was sich in dem Krankheitsbild der
Exsudativen Epidermitis des Schweins manifestiert. Das Auftreten der S. hyicus Toxingene
exhA, exhB, exhC und exhD schien mit dem Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis zu
korrelieren (AHRENS und ANDRESEN, 2004; ANDRESEN, 2005). Die Krankheit kann
perakut, akut oder subakut verlaufen, wobei Hiufigkeit und Schweregrad mit zunehmendem
Alter abnehmen. Bei der perakuten Form wird schon nach kurzer Zeit die gesamte
Korperoberfliche von einem aus Talg, Serum und Schweill zusammengesetzten Exsudat
tiberzogen. In der Regel treten die ersten Krankheitserscheinungen im Kopfbereich auf. Die
zunichst linsengrofle Herdchen vergrofern sich rasch. In den Randzonen entstehen gelbliche,
hanfkorngrofe Blédschen, die rasch platzen. Es bilden sich gelb- bis schwarzbraune Krusten.
Bereits nach 1-2 Tagen kommt es zu einem generalisierten Ekzem. Die Korpertemperatur
steigt auf etwa 40 °C an. Die erkrankten Tiere bleiben in der Entwicklung zuriick, zeigen
FreBunlust, vermehrten Durst und rasche Abmagerung. Sie konnen am 4-6. Krankheitstag
sterben. Die akute Form entwickelt sich nicht so rapide wie die perakute, gleicht ihr aber in
den allgemeinen klinischen Erscheinungen. Die Haut ist verdickt und faltig. Bldaschen und
Pusteln platzen rasch, werden von einem schmierigen Exsudat iiberzogen und gehen in
eingetrocknete rissige Krusten iiber. Der Tod kann nach 4-8 Tagen eintreten. Von der
subakuten Form werden bevorzugt dltere Ferkel betroffen. Die kleinen linsen- bis centgrof3en
Rotungsbezirke verschorfen rasch und zeigen keine Tendenz zur Generalisation.

Nach den Untersuchungen von AMAGALI et al. (2000) und NISHIFUIJI et al. (2005) ist das
Krankheitsbild bei Mensch (SSSS, verursacht durch S. aureus) und Schwein (Exsudative
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Epidermitis, verursacht durch S. hyicus) auf eine proteolytische Spaltung des Desmogleins,
einem desmosomalen Adhirenzmolekiils, zuriickzufiihren (Abb. 1).

Die Exfoliativen Toxingene sheta und shetb bzw. die Toxine SHETA und SHETB von
S. hyicus wurden erstmalig in Japan beschriebenen (SATO et al., 1991; SATO et. al., 1999).
SHETA und SHETB haben eine relative Molekiilmasse von 27 kDa (SATO et. al., 1999). Das
sheta-kodierende Gen ist chromosomalen Ursprungs, das shetb-kodierende Gen dagegen ist
an ein Plasmid gebunden (SATO et al., 2000). Das Auftreten der S. hyicus-sheta- und shetb-
Gene- bzw. die Expressionen von SHETA und SHETB schienen ebenso fiir das
Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis verantwortlich zu sein (SATO et al., 2000).

S. chromogenes besiedelt natiirlicherweise die Haut von Schweinen und kann bei
Abwehrschwiche ebenso die Exsudative Epidermitis verursachen (ANDRESEN et al., 2005).
S. chromogenes produziert nach ANDRESEN et al. (2005) ebenso ein Exfoliatives Toxin.
Dieses Toxin unterscheidet sich von ExhB von S. hyicus in zwei Aminosduren.
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Abb. 1: Interzelluldrer Zusammenhalt epithelialer Strukturen durch Punktdesmosomen
(Macula adhaerens) (A); Desmosomale Verbindung von zwei Zellen durch das Cadherin
Desmoglein (B).

2.7 Zielgene zur molekularen Identifizierung von Staphylokokken

Die Gattung Staphylococcus umfasst bislang, wie bereits in der Einleitung beschrieben,
mehr als 45 Spezies und Subspezies. Zur FErkennung der Bedeutung einzelner
Staphylokokkenspezies fiir Krankheitsbilder von Mensch und Tier wére eine iiber die
konventionelle Identifizierung hinausgehende molekulare Charakterisierung einzelner Spezies
sinnvoll. Fiir eine solche genaue Einordnung wurden bereits einige Zielgene mit
speziesspezifischen Eigenschaften beschrieben. Eine Sequenzierung solcher Zielgene
ermoglichte bereits eine eindeutige Erkennung einzelner Spezies. Zu diesen Zielgenen
gehorten unter anderer die 16S rDNA- (DE BUYSER et al., 1992 und BECKER et al., 2004)
und die 16S-23S rDNA- intergenic spacer Region (MAES et al., 1997). Als weitere Zielgene
eigneten sich das Co-Chaperon-Dnal-kodierende Gen dnal (SHAH et al., 2007), das die
Superoxid Dismutase A-kodierende Gen sodA (POYART et al, 2001), das den
Elongationsfaktor Tu-kodierende Gen fuf (MARTINEAU et al, 2001) und das
Hitzeschockprotein 60 kDa-kodierende Gen Asp60 (GOH et al., 1996 und GOH et al., 1997).
Die 16S rRNA ist in aktiv wachsenden Zellen in grofer Anzahl vorhanden. Das die 16S
rRNA-kodierende Gen hat nach LANE et al. (1985) und LEWIN (1998) eine Lénge von ca.
1540 Bp. Dieses Gen kann in der Routinediagnostik genutzt werden, um bestimmte Bakterien
schnell und auch direkt aus klinischem Untersuchungsmaterial zu charakterisieren. Die 16
rDNA hat, nach KWOK et al. (1999), innerhalb der Staphylokokken eine Sequenzihnlichkeit
von 92 % bis 99 %.

Eine Dendogrammanalyse der in der Datenbank fiir Staphylokokken verfiigbaren Zielgene
mit den jeweiligen Datenbankzugangsnummern ist den Abb. 2, 3, 4, 5 und 6 zu entnehmen.
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o muscae AY6ER07Y

5 warneri ATHEE106
|S. aurens subsp. anaerabius 4 688031

lS. aursus subsp. aureus AT688034
. epidermidic L T6E8053
e capitis subsp. capitic AT6R8039
& caprae AY6E8026
e cobnil subsp. cokmii A 688046
A equorum subsp. eguorum A T6RE054
S arletias AT6SE029
o gallingrum AT6EE059
b saprophyiicus subsp. sapraphyiicus A T6HE0EY
e Kylosus AT688107

. auricnlaris ATOEE030

S oosiz AT683072
& lugdunensis AYEEE0TH
. haemolvticus AT638062

A hawainis subsp. hominis 4 YHRE064
& hytcus AT6EE06E
. achleiferi subsp. schisiferi A T68E0973

& dejphing AT653050
o intermedius A TH8E0T0
A peaudintermedius ATTR0YTY

o chromogenas A THEE044
5 felis AT6EE0ST

. carnosus subsp. carnosus AT688041

o simdans AT688101
T dentus AY6EBE0TS

01

o, sciurt AB212276

Abb. 2: Dendrogrammanalyse der 16S rDNA von unterschiedlichen Spezies der Gattung
Staphylococcus. Die Erstellung des Dendrogramms erfolgte

Computerprogramms ClustalW (http: //www. ebi. ac. uk/clustalw/).

mit

Hilfe

des
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& lugdunensic AB234081
o gpidermidis AB234065
= savcharodvticus AB234087
— & capras AB234062
S capitic subsp. wrealyticus AB234061
o capifis subsp. capitis AB234060
& pastenrt ABZ34034
o warnert AB2343528
[ o aureus subsp. aureus ABZ34058
L S qureus subsp. angerobius AB234057
o arlatiae AR234056
8 kloosii AB234079
& gallinarum AB234073
o cobnil subsp. cobnii AB234066
S cokwgi subsp, wrealiticus AB234067
o sticeinus AB234326

—‘_|: . aquorym AB234070
& xylosus AB234329
& saprophyviicus subsp. bovis AB234058
|: & sapraphyiicus subsp. saprophyiicus AB234089
o auricularis AB234059

— o simddans AB234325
o piscifermentans AB234085
— & condimenti ABR234068
& carnosus subsp. carnasus AB234063
& carnosus subsp. wiilis AB234064
5. lentus AB234080
o fleurettii AB234072
- 5 pubverari AB234086
— 5. vitulinus AB234327
o seturt subsp, seiurd AB234324
o eoinrd subsp. carmations AB234322
& seiurd subsp. rodentin AB234323

o felis AB234071
S muscae AB234083

— A schleifert subsp. coagulans AB234320
L 5 achisifer subsp. schleiferi AB234321

o futrae ABZ34082

8. intermediue AB234078
— 5. delphini AB234319
. chromogenes AB234065
8. byieus AB23407T
& kaemolyticus AB234074
[~ * horamis subsp. navobiosepticus AB234076
L 5 howminis subsp. hominis AB234075

0.1

Abb. 3: Dendogrammanalyse des dnaJ-Gens unterschiedlicher Spezies des Genus
Staphylococcus.
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o cterictdaris AISA393E
o chromogenss AJ343945
o Bicns AT343091%
B o Intermedius AT3435914
—— & peeudintermedius AB32T161
1 | — & delphing AT343505
o felic AT34300%

4" o pseqe AJ3432919

| & lemfus AT485195

o sciurl ATE20257

o simdans AT343956
o aurens subsp. qurens CPOQOTE0

o carnosus subsp, carnosus AT343599

o caprae AT3428598
— 5 capitiz AT343541

T o pastenrt AT342953
o warneri AT 7958591
& epidermidic AFAR2457
o galiinarm AT343509
o arletice AJ343854
o dloosii AT343915
[ S succinus subsp. casei AYHAZEOE
© S succinus subsp. suecinus AY845222
o eguorum ATR1E1TTY
e Xylosus AT DT1691]
— & saprophyvticus AT343954
o Bopanis subsp. kopixis AT343911
S cobnil subsp. codail ATE43902
& saceharalyticus AJ543923
- achieiferi AT343955

Lg schigiferi subsp. coaguilans AT5435926
| o fugdunensiz AJ343951

o Basmolyviicus BI343910
0.1

Abb. 4: Dendogrammanalyse des sodA-Gens unterschiedlicher Spezies des Genus
Staphylococcus.
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— X aciurt AT763434

S higdunensis AF 295803

1 [ & howminis AB298802

N[ A haemalyticus AF298801

5 warnert AFZ98E06

o aurens AFZI4 T35

’S. intermeding DOB1039

L‘f. peaudintermadius DQI1057
S delphint EU157619

S simudans AF298805

5. auricularis AF298797

a. saprophyticus AF 298804

—h nylosus ATT63438

{S. capitis AF29ET98
A apidermidis AT 298800

0.1

Abb. 5: Dendogrammanalyse des ruf~-Gens unterschiedlicher Spezies des Genus
Staphylococcus.
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A lugdunensis AF023570
o felis AF242282
& schlgiferi subsp. coagulans AF053585

o infermedine AY 123723
5 peeudintermedius ABZ27162
T delphini AF019774

& chromogenss AF242250

o iyvicus AEO1YTTE

o dentus AF0SE586

o scirt AT820255

S asrienlaris AF242278

o gallingrum AFQS3579

o arletiae AF053580

o coknil subsp. cohaii AF053582
5 sapraphyiicns AF05357E

= aquorum AF2422581

o xviosus AF053575

5 haemalyticus 1192809

S howprinis AF055572
5. kloost AFQS3575

o warneri AF053569
o anrens AFD60191

— o aurens subsp. axnaerobius AF(036323
o caprag AF053574

A capifis subsp. capifis AF0E36522
5 epidermidis AF029245
o pinscas AF242285

o carrosus AF242279

S simdans AFQ53584

01

Abb. 6: Dendogrammanalyse des hsp60-Gens unterschiedlicher Spezies des Genus
Staphylococcus.
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3 Material und Methoden

3.1 Bakterienkulturen

Fir die vorliegenden Untersuchungen standen 150 Staphylokokkenkulturen
unterschiedlicher Herkunft zur Verfiigung. Dies waren 20 S. aureus-Kulturen, isoliert aus
Rindermastitiden von 20 Kiihen aus 20 Betrieben und 19 Ortschaften in Hessen. Die Kulturen
aus der Routinediagnostik des Landesbetriebs Hessisches Landeslabor (LHL) in Giellen,
Hessen, wurden freundlicherweise von Herrn Dr. M. Zschock (LHL) zur Verfiigung gestellt.
Ferner 24 S. aureus-Kulturen aus veterindrmedizinischen Untersuchungsmaterialien der
Routinediagnostik des Instituts fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-
Liebig-Universitit Gieen, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. R. Weiss
(Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere), 28 S. aureus-Kulturen aus
humanmedizinischen Untersuchungsmaterialien der Routinediagnostik des Instituts fiir
Medizinische Mikrobiologie, Justus-Liebig-Universitit Giellen, freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt von Herrn Prof. Dr. E. Domann (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie).
In die Untersuchungen miteinbezogen wurden ferner 28 S. intermedius-Kulturen, isoliert von
Infektionen von Hunden im Rahmen der Routinediagnostik des Instituts fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere (Dr. R. Weiss), 10 aufgrund antibiotischer Resistenzmuster
ausgewihlte S. intermedius-Kulturen der Stammsammlung des Instituts fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere (Dr. R. Weiss), 40 S. hyicus-Kulturen, isoliert in Deutschland
(Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere; n=17) und Russland
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. A. V. Voytenko, Kovalenko
Research Institute of Experimental Veterinary Medicine, Kurskaya Str. 4, 308002 Belgorod,
Russland; n=23). Die Herkunft der Staphylokokkenkulturen ist in Tab. 2 dargestellt. In die
Untersuchungen miteinbezogen wurden ferner die Staphylokokkenstamme S. aureus DSM
346 (ATCC 6538P), S. aureus 1150/93, S. aureus (etaletb)114/92, S. aureus subsp.
anaerobius DSM 20714, S. intermedius DSM 20373 (ATCC 29663), S. pseudintermedius
LMG 22219, S. pseudintermedius LMG 22220, S. pseudintermedius LMG 22221, S. hyicus
DSM 20459 (ATCC 11249), S. hyicus (exhA) S3588, S. hyicus (exhB) 1289D-88, S. hyicus
(exhC) 842A-88, S. hyicus (exhD) A2869C, S. schleiferi subsp. coagulans DSM 6628 (ATCC
49545), S. delphini DSM 20771 (ATCC 49171), S. epidermidis DSM 20044 (ATCC 14990),
S. saprophyticus ATCC 43867, S. warneri DSM 20316 (ATCC 27836), S. carnosus subsp.
carnosus DSM 20501 (ATCC 51365), S. caseolyticus DSM 20597 (ATCC 13548), S. hominis
subsp. hominis DSM 20328 (ATCC 27844), S. haemolyticus DSM 20263 (ATCC 29970),
S. felis CIP 103366 (ATCC 49168), S. schleiferi subsp. schleiferi DSM 4807 (ATCC 43808)
und S. lentus ATCC 49547. Diese Kulturen wurden der Stammsammlung des Instituts fiir
Pharmakologie und Toxikologie entnommen. Die S. pseudintermedius-Staimme LMG 22219,
LMG 22220, LMG 22221 wurden freundlicherweise iiberlassen von E. De Graef und L. A.
Devriese, Department of Pathology, Bacteriology und Poultry Diseases, Faculty of Veterinary
Medicine, Ghent University, Merelbeke, Belgien, die S. hyicus-Stimme A2869C und S3588
von J. Rhode, Zentrum fiir Infektionsmedizin, Institut fiir Mikrobiologie, Tierérztliche
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Hochschule Hannover, Deutschland und die S. hyicus-Stimme 1289D-88 und 842A-88 von L.
O. Andresen, Danish Institute for Food und Veterinary Research, Copenhagen, Danemark.
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3.2 Anziichtungsmedien

Die Anziichtung der Kulturen erfolgte auf Schafblutagarplatten. Das Anziichtungsmedium
(Blutagarbasis, Merck, Darmstadt) setzte sich wie folgt zusammen:

Nihrsubstrat (Herzextrakt und Pepton) 20,0 g/l
Natriumchlorid 5,0 g/

Agar-Agar 15,0 g/
Aqua dest. 1000 ml

Dem nach den Angaben des Herstellers gefertigten Medium wurde nach Autoklavieren (20 min bei
121 °C) und Abkiihlen auf ca. 50 °C 5 % defibriniertes, aseptisch entnommenes Schafblut ohne
Blasenbildung zugemischt.

Eine Inkubation der beimpften Nidhrmedien erfolgte fiir 18-24h bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen, fiir S. aureus subsp. anaerobius unter mikroaeroben Bedingungen im Kerzentopf.

3.3 Subkultivierung der Kulturen

Die Bakterienkulturen wurden auf Schafblutagarplatten (3.2) angeziichtet, bei 4 °C aufbewahrt
und in einem Zeitraum von 8§ Wochen subkultiviert.

3.4 Konservierung der Kulturen

Die Konservierung der Kulturen erfolgte in Fliissigmedium. Das Konservierungsmedium
(Tryptic Soy Broth Difco, USA) setzte sich wie folgt zusammen:

Bacto Trypton 17,0 g/1
Bacto Soja 3,0g/1
Bacto Dextrose 2,5¢g/
Natriumchlorid 5,0g/1
Kaliumphosphat 25¢g/
Aqua dest. 1000 ml

Das nach Angaben des Herstellers gefertigte Medium (5 ml) wurde autoklaviert (15min bei 121 °C)
und nach Abkiihlen auf ca. 25 °C, mit der zu konservierenden Bakterienkultur gemischt.

Die Inkubation der beimpften Kolben erfolgte unter acroben Bedingungen fiir 18-24h bei 37 °C auf
einem Rundschiittler, bzw. fiir S. aureus subsp. anaerobius im Kerzentopf.
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Ca. 150 pl der angeziichteten Bakterienkulturen wurden anschlieBend in 850 ul autoklaviertes
Glycerin (Carl Roth, Karlsruhe) gegeben und bei -80 °C eingefroren.

3.5 Identifizierung und weitergehende Charakterisierung der Bakterien mittels
konventioneller Verfahren

3.5.1 Differenzierung der Himolyseformen

Zur Beurteilung der Hidmolyse und Koloniemorphologie wurden die Bakterienkulturen auf
Schafblutagar (3.2) fiir 24h bei 37 °C angeziichtet. Eine o-Hdmolyse zeigte sich als eine breite Zone
vollstindiger Himolyse, eine B-Hédmolyse als eine breite Zone unvollstindiger Hamolyse und eine
d-Himolyse als eine schmale Zone vollstindiger Himolyse.

Die unterschiedlichen Hdmolyseformen der Bakterienkulturen wurden zusitzlich nach der von
SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode differenziert. Dabei wurden synergistische (CAMP-
dhnliche) bzw. antagonistische Himolysereaktionen im Bereich des Staphylokokken-B-Hadmolysins
beurteilt.

Eine nach 3.2 hergestellte Schafblutagarplatte wurde dazu mit einer B-hamolysierenden S. aureus-
Kultur strichformig beimpft und senkrecht dazu, ebenfalls strichformig, bis etwa 5 mm an die [B-
hidmolysierende Referenzkultur, die zu untersuchenden Staphylokokken. Nach einer Inkubation von
18-24h bei 37 °C erfolgte eine Beurteilung der Himolyse.

a-Hiamolyse: Sie zeigte sich als Zone einer vollstindigen Hamolyse, die im Bereich des S. aureus-
B-Hémolysins gehemmt wurde.

B-Hémolyse: Diese Hamolyseform stellte sich als Zone einer unvollstindigen Himolyse um den
Impfstrich dar.

d;-Hamolyse: Hierbei zeigte sich eine synergistisch auftretende Verstirkung der Himolysezone im
Bereich des S. aureus-B-Hamolysins und zusitzlich eine schmale Zone vollstdndiger Himolyse um
den Impfstrich.

d,-Hiamolyse: Die als &,-Hdmolyse bezeichnete Form wies nur im Bereich der unvollstindigen
S. aureus-B-Hémolyse eine halbmondformige Zone vollstindiger Hamolyse auf.

3.5.2 Nachweis des Enzyms Katalase

Der Nachweis des Enzyms Katalase erfolgte mit 5-10 Kolonien der nach 3.2 angeziichteten
Bakterien, die in ca. 50 ul einer 3 %igen H,O,-Losung verrieben wurden. Das Auftreten einer
deutlichen Blischenbildung wurde als positive Reaktion gewertet (BRUCKLER et al., 1994). Im
negativen Fall zeigte sich eine Triibung der Losung ohne Bldschenbildung.
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3.5.3 Nachweis der Koagulasereaktion

Der Nachweis der Koagulasereaktion erfolgte mit Hilfe des Rohrchentests nach der von KIOOS
und LAMBE (1991) beschriebenen Methode. Zu 250 pl zitriertem Kaninchenplasma, gewonnen aus
sterilem Zitratblut (1 Vol. 4 % Natriumzitrat zu 9 Vol. Blut), wurden je drei Kolonien der zu
untersuchenden Bakterienkulturen gegeben. Die Beurteilung erfolgte nach einer Bebriitung fiir vier
bzw. 24h bei 37 °C. Eine positive Reaktion lag vor, wenn ein vollstindiges oder iiberwiegend
zusammenhédngendes Koagulum zu erkennen war. Als Positivkontrolle diente die S. aureus-Kultur
DSM 346, als Negativkontrolle die S. epidermidis-Kultur DSM 20044.

3.5.4 Nachweis des Clumping-Factors

Der Nachweis des zellgebundenen Clumping-Factors erfolgte als Objekttrigertest mit zitriertem
Kaninchenplasma nach CADNESS-GRAVES et al. (1943). Dazu wurden 2-3 Kolonien der nach 3.2
angeziichteten Bakterien mittels einer sterilen Ose in einem Tropfen 0,14 mol/l Natriumchlorid-
Losung auf einem Objekttriger suspendiert und dann mit einem Tropfen unverdiinntem, zitriertem
Kaninchenplasma vermischt. Die Beurteilung der Reaktion erfolgte bei indirekter Beleuchtung mit
Hilfe eines Lichtkastens. Eine deutlich erkennbare Agglutination der Bakterien im Plasmatropfen
innerhalb von 1-2min wurde als positive Reaktion gewertet. Als Positivkontrolle diente die
S. aureus-Kultur DSM 346, als Negativkontrolle die S. epidermidis-Kultur DSM 20044.

3.5.5 Nachweis des Enzyms B-Galactosidase

Das Nachweisverfahren fiir dieses bakterielle Enzym beruhte auf der Abspaltung des
fluoreszierenden  4-Methylumbelliferons von dem  nicht-fluoreszierenden  Substrat  4-
Methylumbelliferyl-B-D-Galactosid (SLIFKIN und GIL, 1983).

Aus einer zunichst hergestellten Stammlosung, die 5 p mol/l 4-Methylumbelliferyl--D-Galactosid
(Sigma, Steinheim), gelost in 0,2 ml Dimethylsulfoxid (Carl Roth, Karlsruhe) enthielt, entstand
durch Auffiillen mit 0,2 mol/l Na-Acetatpuffer (pH 5,2) 10 ml Gebrauchslosung.

Zum eigentlichen Nachweis des Enzyms wurden 4-5 Kolonien der zu untersuchenden Kultur mit
Hilfe eines Glasstabs intensiv auf Filterpapier verrieben und 20 ul der Gebrauchslosung auf die
eingeriebenen Bakterien getropft. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Substrats erfolgte die
Inkubation fiir 1h bei 37 °C unter Abdeckung.

Eine positive Reaktion zeigte sich in einer deutlich leuchtend blauen Fluoreszenz unter UV-Licht
(365 nm), die sich nach Zugabe von 20 ul einer 0,1 mol/l NaOH-Loésung noch verstirkte. Zur
Uberpriifung der Reaktion erfolgte der Versuchsansatz mit der [B-Galactosidase-positiven
S. intermedius-Kultur DSM 20373 und der enzymnegativen S. aureus-Kultur DSM 346.
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3.5.6 Nachweis des Enzyms Hyaluronidase

Die Uberpriifung der Hyaluronidasebildung erfolgte mittels des von WINKLE (1979)
beschriebenen Dekapsulationstests. Eine nach 3.2 hergestellte Schafblutagarplatte wurde S-formig
mit einer mucoid wachsenden Streptokokkenkultur (S. equi subsp. equi, Wildisolat) als
Indikatorkeim sowie senkrecht dazu mit der zu untersuchenden Bakterienkultur beimpft und fiir 24h
bei 37 °C bebriitet. Die Bildung des Enzyms Hyaluronidase zeigte sich in nicht-mucoid wachsenden
Kolonien der ansonsten mucoid wachsenden Streptokokkenkultur in der Nihe des Staphylokokken-
Impfstrichs. Die in den Agar diffundierte Hyaluronidase hemmte das mucoide Wachstum der
Streptokokken. Als Positivkontrolle diente die S. aureus-Kultur DSM 346, als Negativkontrolle die
S. delphini-Kultur DSM 20771.

3.5.7 Voges-Proskauer-Test

Dazu wurden 2-3 Kolonien der nach 3.2 angeziichteten Bakterien mittels steriler Ose in Voges-
Proskauer-Medium (MR-VP-Bouillon, Merck, Darmstadt) beimpft und fiir 48h bei 37 °C inkubiert.
Nach Zufiigen von 3 ml a-Naphthol und 1 ml 40 % KOH zeigte ein deutlicher Farbumschlag nach
Rot innerhalb von 10-30min eine positive Reaktion. Als Positivkontrolle diente die S. aureus-
Kultur DSM 346, als Negativkontrolle die S. intermedius-Kultur DSM 20373.

3.5.8 Empfindlichkeit gegeniiber Colistin

Dazu wurden 5-6 gleichartige Kolonien der zu untersuchenden Kultur in 2 ml Nihrbouillon I
(Merck) suspendiert. Nach Auftropfen von 50 pul der Bakteriensuspension (0,1 ml
Bakteriensuspension verdiinnt in 3 ml einer 0,14 mol/l NaCl-Losung) auf Miiller-Hinton-Agar
(Oxoid, Wesel) mit Blutzusatz und Ausstreichen des Inokulums erfolgte das Auflegen der
Testpléttchen (Oxoid) mit einer sterilen Pinzette.

Das Nihrmedium setzte sich wie folgt zusammen:
Miiller-Hinton-Agar

Fleischinfusion 5,0 g/l
Caseinhydrolysat 17,5 g/l
Starke 1,5 g/
Agar 12,5 g/l
Schafblut 5%
Aqua dest. 1000 ml

pH-Wert: 7,4+ 0,2

Nach einer Inkubation fiir 24h bei 37 °C erfolgte die Beurteilung der Hemmzonen. Eine Resistenz
gegeniiber Colistin mit einer Hemmzone von <11 mm zeigte S. aureus DSM 346. S. intermedius-
Kulturen wiesen Hemmzonen =12 mm auf und wurden als empfindlich bewertet.
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3.6 Nachweis von Antibiotikaempfindlichkeiten

3.6.1 Agardiffusionstest

Die Uberpriifung der Empfindlichkeit gegeniiber Penicillin (6 ng) und Oxacillin (5 ug) erfolgte
wie von dem NCCLS (2004) beschrieben. Dies wurde nach der unter 3.5.8 beschriebenen Methode
gepriift. Als empfindlich gegeniiber Penicillin erwiesen sich Kulturen mit einer Hemmzone von >29
mm, Kulturen mit einer Hemmzone von <28 mm wurden als resistent bewertet. Als empfindlich
gegeniiber Oxacillin erwiesen sich Kulturen mit einer Hemmzone von =18 mm, Kulturen mit einer
Hemmzone von <17 mm wurden als resistent bewertet.

3.6.2 Wachstum auf Oxacillinresistenz-Screening-Agar-Basis (ORSAB)

Der Nachweis der Oxacillinresistenz erfolgte des weiteren auf ORSAB-Medium (Oxoid), das
sich wie folgt zusammensetzt:

Pepton 11,8 g/l
Hefeextrakt 9,0 g/l
Mannit 10,0 g/1
Natriumchlorid 55,0 g/l
Lithiumchlorid 5,0 g/l
Anillinblau 0,2 g/l
Agar 12,5 g/
Aqua dest. 1000 ml
pH72+

Dazu wurden die zu untersuchenden Kulturen mit einem Verdiinnausstrich ausgestrichen und fiir
24-48h bei 37 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert.

Eine Oxacillinresistenz zeigte sich bei S. aureus in einem Wachstum mit deutlich blauen Kolonien
und bei S. intermedius in einem Wachstum mit weilen Kolonien.
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3.7 Identifizierung und weitergehende Charakterisierung mittels molekularer Verfahren

3.7.1 DNA-Priparation mit dem ,,DNeasy Tissue-Kit*

Die Priparation der bakteriellen DNA erfolgte mit dem ,,DNeasy Tissue-Kit*“ (Qiagen, Hilden)
nach den Angaben des Herstellers. Dazu wurden 3-4 Kolonien der auf Festmedium (3.2)
angeziichteten Kulturen in Reaktionsgefile (Eppendorf, Hamburg) mit 180 ul TE-Puffer (10 m
mol/l Tris-HCI [pH 8,0]; 1 mmol/l EDTA) unter Zusatz von 8 ul Lysostaphin (1,8 U/ul; Sigma)
gegeben und anschlieend bei 37 °C fiir 1h inkubiert. Zur Deproteinisierung erfolgte eine Zugabe
von 20 ul Proteinase K (Qiagen) und eine Inkubation fiir 2h bei 56 °C. Die nach kurzem Abkiihlen
mit 200 pl Ethanol (99 %) vermischte Priparation wurde in den Filtereinsatz mit Silicamembran
(Qiagen) iberfiihrt und bei 14000 x g fiir Imin in 2 ml-ReaktionsgefiBlen abzentrifugiert. Eine
Weiterbehandlung der an die Membran gebundenen DNA erfolgte durch zweimaliges Waschen mit
jeweils 500 ul AW-Puffer (Qiagen). Die Membran wurde zunichst bei 14000 x g fiir 30sec und
nach dem zweiten Waschschritt bei 14000 x g fiir Imin zur vollstindigen Entfernung der
Waschlosung abzentrifugiert. Nach Verbringen des Filtereinsatzes in ein neues Reaktionsgefil3
erfolgte das Eluieren der gebundenen DNA durch Uberschichten der Membran mit 200 ul AE-
Puffer (Qiagen) mit anschlieBendem Abzentrifugieren des DNA-haltigen Eluats bei 14000 x g fiir
Imin. Nach Abschluss des Elutionsschrittes konnte die DNA als ,,Template* in die PCR eingesetzt
bzw. bei -20 °C aufbewahrt werden.

3.7.2 Vereinfachte Praparation der bakteriellen DNA

Die Aufbereitung der als ,,Template* eingesetzten DNA erfolgte im weiteren in modifizierter
Form nach der von FRENAY et al. (1996) beschriebenen Methode. Dazu wurden einige Kolonien
der zu untersuchenden, nach 3.2 auf Festmedium angeziichteten Kulturen in Reaktionsgefil3e
(Eppendorf) mit 100 ul TE-Puffer (3.7.1) suspendiert und nach Zusatz von 5 ul Lysostaphin (1,8
U/ul; Sigma) fiir 1h bei 37 °C inkubiert. Zur Deproteinisierung erfolgte eine Zugabe von 10 pl
Proteinase K (Qiagen) und eine Inkubation fiir 2h bei 56 °C. Nach einer Inkubation fiir 10min bei
100 °C im Wasserbad zur Inaktivierung der Proteinase K, Abkiihlen fiir 3min auf Eis und
Zentrifugation fiir 2min bei 14000 x g, konnte der Uberstand als » Template* in die PCR eingesetzt
werden.
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3.7.3 Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Durchfiihrung der PCR erfolgte zunéchst die Erstellung des Reaktionsgemisches ohne
Bakterien-DNA (=Mastermix).
Der Mastermix setzte sich, wenn nicht anders angegeben, wie folgt zusammen:

Primerl1® 0,7 ul (10 pmol/ul)

Primer2* 0,7 ul (10 pmol/ul)

dNTP" 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer” 2,0 ul (10x Biotherm Puffer)
MgCl,"° 0,6 ul (50 mmol/l)
Taq-Polymerase” 0,2 ul (Biotherm Polymerase)
Aqua bidest. 10 pl

a: Operon bzw. Biotech, Koln; b: Genecraft , Minster.

Nach griindlicher Durchmischung des ,,Mastermixes wurden 15 ul in ein 500 pul Reaktionsgefil3
tiberfithrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 préaparierten DNA vermischt.

3.7.4 Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der DNA-Amplifikate erfolgte in 1,5 %-igem Agarosegel (Carl Roth). Dazu
wurden 13 pl des PCR-Produkts (20 ul PCR-Produkt versetzt mit 3 pl 6x Loading Dye Solution,
Fermentas, St. Leon-Rot) auf das Agarosegel auftragen und bei 100 mA fiir 1,5h elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Laufpuffer diente Tris-Acetat Electrophorese Puffer (TAE, 4.0 mmol/l Tris, 1
mmol/l EDTA, pH 8.0). Eine Bestimmung der Grée der PCR Produkte ermdglichte ein ebenfalls
in das Gel aufgetragener Marker (Langenstandard Serva DNA Standard pBR 328 Mix, Serva,
Heidelberg; GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas, St. Leon-Rot).

3.7.5 Ethidiumbromidfirbung

Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Darstellung der DNA-Fragmente durch Fiarbung des
Gels fiir 20 min in einer wissrigen Ethidiumbromidlosung 1 % (10 mg/ml, Carl Roth) wobei sich
das fluoreszierende Ethidiumbromid als interkalierende Substanz in die Doppelstringe der DNA
einlagert. Um den iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurden die Gele in Aqua dest. gewaschen
und anschlieBend unter UV-Beleuchtung mit Hilfe eines Gel-Video-Dokumentationssystems
(ImageMaster, Pharmacia Biotech, Freiburg), fotographisch dokumentiert. Die Fragmente stellten
sich als helle Banden vor dunklem Hintergrund dar.
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3.7.6 DNA Priparation aus Agarosegelen und Sequenzierung

Die DNA-Priparation aus Agarosegelen erfolgte mit dem ,,QIAEX II Kit*“ (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers. Zur DNA-Priparation wurde nach Agarosegelelektrophorese (3.7.4) und
Ethidiumbromidfarbung (3.7.5), die entsprechende Bande (ca. 250 mg) aus dem Gel
herausgeschnitten, in ein Reaktionsgefd3 mit 750 ul QX1-Puffer (Qiagen) unter Zusatz von 10 ul
QIAEX II (Qiagen) gegeben, gut vermischt und fiir 10min bei 50 °C im Wasserbad inkubiert.
Dieser Ansatz wurde viermal jeweils nach 2min Inkubation durchmischt und dann bei 14000 x g fiir
30sec abzentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstandes und Resuspendieren des Sediments in
500 pul QX1 folgte ein erneutes Zentrifugieren fiir 30sec bei 14000 x g sowie ein Abpipettieren der
Losung. Eine Weiterbehandlung des DNA-Pellets erfolgte durch zweimaliges Waschen mit 500 pl
PE-Puffer (Qiagen), Zentrifugieren bei 14000 x g fiir 30sec durch Abpipettieren der Waschlosung
und Trocknen des DNA-Pellets bei 25 °C fiir 15min. Das Eluieren der DNA erfolgte mit 20 ul 10
mmol/l TrisHCI, pH8,5 (Qiagen) und anschlieBendem Zentrifugieren des DNA-haltigen Eluats bei
14000 x g fiir Imin. Nach Abschluss des Elutionsschrittes konnte der Uberstand als , LTemplate® in
die Sequenzierung eingesetzt bzw. bei -20 °C aufbewahrt werden. Die Sequenzierungen erfolgten
durch Genterprise (Mainz, Deutschland). Sequenzanalysen und ein Sequenzvergleich mit
Gensequenzen  des National Centre fir ~ Biotechnology Information (NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wurden mit Hilfe des Computerprogramms ClustalW (http: //www.
ebi. ac. uk/clustalw/) durchgefiihrt.

3.7.7 Untersuchung der S. aureus-Kulturen

3.7.7.1 Identifizierung

3.7.7.1.1 Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc

Zur Amplifizierung des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von S. aureus wurden die von
BRAKSTAD et al. (1992) beschriebenen Primerl mit der Sequenz 5-GCGATTGATG
GTGATACGGTT-3" und Primer2 mit der Sequenz 5-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3"
in die PCR eingesetzt.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 4 min Initiale Denaturierung
37 Zyklen 94 °C 60 sec Denaturierung

55°C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 90 sec Polymerisierung

1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation
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3.7.7.1.2 Nachweis eines S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa442 innerhalb der
chromosomalen DNA

Zur Amplifizierung eines S. aureus-spezifischen Abschnitts innerhalb der chromosomalen DNA
wurden die von MARTINEAU et al. (1998) beschriebenen Primer Sa442-1 mit der Sequenz 5°-
AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTCACG-3" und Sa442-2 mit der Sequenz 5°-CGTAATG
AGATTTCAGTAGATAATACAACA-3" in die PCR eingesetzt.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 4 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

55°C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 30 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.7.1.3 Nachweis des die IgG-bindende Region-kodierenden Teils des Protein A-Gens spa

Zur Amplifizierung des die IgG-bindende Region-kodierenden Teils des Protein A-Gens spa
von S. aureus wurden die von SEKI et al. (1998) beschriebenen Primer SPA-1 mit der Sequenz 5°-
CACCTGCTGCAAATGCTGCG-3" und SPA-2 mit der Sequenz 5'-GGCTTGTTGTTGTCTTCC
TC-3" in die PCR eingesetzt.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 4 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 60 sec Denaturierung

58 °C 60 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C S min Elongation

3.7.7.2 Weitergehende Charakterisierung

3.7.7.2.1 Nachweis der Exfoliativen Toxingene efa und etb durch Multiplex-PCR

Zur Amplifizierung der Exfoliativen Toxingene efa und etb wurden die von JOHNSON et al.
(1991) beschriebenen Primer etal mit der Sequenz 5°-CTAGTGCATTTGTTATTCAA-3", eta2 mit
der Sequenz 5°-TGCATTGACACCATAGTACT-3", etbl mit der Sequenz 5°-ACGGCTATATAC
ATTCAATT-3" und etb2 mit der Sequenz 5 -TCCATCGATAATATACCTAA-3" in die PCR
eingesetzt.

Zur Durchfithrung der Multiplex-PCR erfolgte zundchst die Erstellung des Reaktionsgemisches
ohne Bakterien-DNA (=Mastermix).
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Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Primer etal 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer eta2 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer etb1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer etb2 0,7 u1 (10 pmol/ul)

dNTP 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer 2,0 ul (10x Biotherm Puffer)
MgCl, 0,8 ul (50 mmol/1)
Tag-Polymerase 0,2 ul

Aqua bidest. 8,4 ul

Nach griindlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 15 pl in ein 500 ul Reaktionsgefil3
iberfiihrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 priparierten DNA vermischt.
Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 2 min Denaturierung

55°C 2min Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.7.2.2 Nachweis des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB

Zur Amplifizierung des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB wurden die in der
vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebenen Primer purB1 mit der Sequenz 5 -ACGCAA
ACATTGCAACGCGATCG-3" und purB2 mit der Sequenz 5 -CGTATGCTTCTTCACGA
ACCATACC-3" in die PCR eingesetzt. Die Primerauswahl erfolgte mit der unter der
Gendatenbank-Zugangsnummer  AB036769  erhaltenen = Gensequenz ~ mit  Hilfe des
Computerprograms OLIGO 4.0.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 60 sec Denaturierung

60 °C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 40 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

Da ein etd-Referenzstamm nicht verfiigbar war, konnte das Vorkommen dieses Exfoliativen
Toxingens fiir die Stimme der vorliegenden Untersuchungen nicht untersucht werden.
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3.7.7.2.3 Nachweis des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp

Zur Amplifizierung des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp wurden
die von De HAAS et al. (2004) beschriebenen Primer chpl mit der Sequenz 5'-
GAAAAAGAAATTAGCAACAACAG-3" und chp2 mit der Sequenz 5 -CATAAGATGATTTAG
ACTCTCC-3" in die PCR eingesetzt.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 95 °C 3 min Initiale Denaturierung
32 Zyklen 95 °C 30 sec Denaturierung

48 °C 50 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.8 Untersuchung der S. intermedius-Kulturen

3.7.8.1 Identifizierung

3.7.8.1.1 Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc durch Multiplex-PCR

Zur Amplifizierung des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von S. intermedius und
S. aureus und eines universellen Genabschnitts der 16S rDNA wurden die von BARON et al.
(2004) beschriebenen Primer SInucl mit der Sequenz 5 -CAATGGAGATGGCCCTTTTA-3,
SInuc2 mit der Sequenz 5-AGCGTACACGTTCATCTTG-3", SAnucl mit der Sequenz 5°-TGCT
ATGATTGTGGTAGCCATC-3", SAnuc2 mit der Sequenz 5-TCTCTAGCAAGTCCCTTTTC
CA-37, 16S1 mit der Sequenz 5" -GGACGGGTGAGTAACACGTGG-3" und 16S2 mit der Sequenz
5"-TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT-3" in die PCR eingesetzt.
Zur Durchfithrung der Multiplex-PCR erfolgte zundchst die Erstellung des Reaktionsgemisches
ohne Bakterien-DNA (=Mastermix).
Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Primer SInucl 1,8 ul (10 pmol/ul)
Primer SInuc2 1,8 ul (10 pmol/ul)
Primer SAnucl 1,7 ul (10 pmol/ul)
Primer SAnuc2 1,7 ul (10 pmol/ul)
Primer 16S1 0,4 ul1 (10 pmol/ul)
Primer 16S2 0,4 ul (10 pmol/ul)
dNTP 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer 2,0 pul (10x Biotherm Puffer)

MgCl, 3,2 ul (50 mmol/1)
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Tag-Polymerase 0,2 ul
Aqua bidest. I ul

Nach griindlicher Durchmischung des ,,Mastermixes* wurden 15 pl in ein 500 pl Reaktionsgefif3
iberfiihrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 priparierten DNA vermischt.
Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 95 °C 4 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 95 °C 30 sec Denaturierung

55°C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 30 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 7 min Elongation

3.7.8.1.2 Nachweis des dnaJ-Gens von S. intermedius

Zur Amplifizierung des dnaJ-Gens von S. intermedius wurden die in der vorliegenden Arbeit
erstmalig beschriebenen Primer dnalJl mit der Sequenz 5 -TCAATTTTTCGGCGGTGCAC
AACG-3" und Primer dnaJ2 mit der Sequenz 5°-CTCAGGAACTGTCAGCATCACATG-3" in die
PCR eingesetzt. Die Primerauswahl erfolgte, wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben, mit der unter der
Gendatenbank-Zugangsnummer AB234078 erhalten Gensequenz.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 4 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

55°C 55 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.8.2 Weitergehende Charakterisierung

3.7.8.2.1 Nachweis des Exfoliativen Toxingens siet

Zur Amplifizierung des Exfoliativen Toxingens sier wurden die in der vorliegenden Arbeit
erstmalig beschriebenen Primer sietl mit der Sequenz 5"-ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG-3"
und Primer siet2 mit der Sequenz 5"-CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC-3" in die PCR eingesetzt.
Die Primerauswahl erfolgte, wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben, mit der unter der Gendatenbank-
Zugangsnummer BN0O0O819 erhalten Gensequenz.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
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30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung
56 °C 40 sec Primeranlagerung
72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.8.2.2 Nachweis des Enterotoxingens se-int

Zur Amplifizierung des Enterotoxingens se-int wurden die in der vorliegenden Arbeit
erstmalig beschriebenen Primer se-intl mit der Sequenz 5-AAAGGGGAATGAAGAAGATAA-3"
und Primer se-int2 mit der Sequenz 5 -AATGAACTTCAATTTTTATGTC-3" in die PCR
eingesetzt. Die Primerauswahl erfolgte, wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben, mit der unter der
Gendatenbank-Zugangsnummer AB116378 erhalten Gensequenz.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

48 °C 40 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.8.2.3 Nachweis der Leukotoxin-kodierenden Gene lukS und lukF durch Multiplex-PCR

Zur Amplifizierung der Leukotoxin-kodierenden Gene [ukS und [ukF  wurden die von
FUTAGAWA-SAITO et al. (2004a) beschriebenen Primer lukS1 mit der Sequenz 5 -TGTAAGC
AGCAGAAAATGGGG-3", 1ukS2 mit der Sequenz 5°-GCCCGATAGGACTTCTTACAA-3",
lukF1 mit der Sequenz 5°-CCTG TCTATGCCGCTAATCAA-3" und lukF2 mit der Sequenz 5°-
AGGTCATGGAAGCTATCTCGA-3" in die PCR eingesetzt.

Zur Durchfithrung der Multiplex-PCR erfolgte zundchst die Erstellung des Reaktionsgemisches
ohne Bakterien-DNA (=Mastermix).
Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Primer lukS1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer 1lukS2 0,7 ul1 (10 pmol/ul)

Primer lukF1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer lukF2 0,7 u1 (10 pmol/ul)

dNTP 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer 2,0 pl (10x Biotherm Puffer)
MgCl, 1 ul (50 mmol/T)
Tag-Polymerase 0,2 ul

Aqua bidest. 8,2 ul
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Nach griindlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 15 pl in ein 500 pl Reaktionsgefaf3
iberfiihrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 priparierten DNA vermischt.
Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
35 Zyklen 94 °C 60 sec Denaturierung

57 °C 60 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C S min Elongation

3.7.8.2.4 Nachweis des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB

Der Nachweis erfolgte wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben.

3.7.8.2.5 Nachweis des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp

Der Nachweis erfolgte wie unter 3.7.7.2.3 beschrieben.

3.7.8.2.6 Nachweis von Resistenzgenen durch Multiplex-PCR

Zur Amplifizierung des mecA-Oxacillinresistenzgens wurden die von STROMMENGER et al.
(2003) beschriebenen Primer mecAl mit der Sequenz 5" -AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3"
und mecA2 mit der Sequenz 5 -AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3" verwendet. Die
Amplifizierung des blaZ-Penicillinresistenzgens erfolgte mit den von MARTINEAU et al. (2000)
beschriebenen Primer blaZ1l mit der Sequenz 5 -ACTTCAACACCTGCTGCTTTC-3" und blaZ2
mit der Sequenz 5°-TGACCACTTTTATCAGCAACC-3" in die PCR eingesetzt.

Zur Durchfithrung der Multiplex-PCR erfolgte zunidchst die Erstellung des Reaktionsgemisches
ohne Bakterien-DNA (=Mastermix).
Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Primer mecAl* 0,7 ul (10 pmol/ul)

Primer mecA2" 0,7 ul (10 pmol/ul)

Primer blaZ1* 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer blaZ2" 0,7 pu1 (10 pmol/ul)

dNTP 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer 2,0 ul (10x Biotherm Puffer)
MgCl, 1 ul (50 mmol/T)
Tag-Polymerase 0,2 ul

Aqua bidest. 8,2 ul

a: Operon, Koln
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Nach griindlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 15 pl in ein 500 ul Reaktionsgefdl3
iberfiihrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 priaparierten DNA vermischt.
Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 4 min Initiale Denaturierung
40 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

55°C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 60 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.9 Untersuchung der S. hyicus-Kulturen

3.7.9.1 Identifizierung

3.7.9.1.1 Nachweis eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA

Zur Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebenen Primer
STAH-SodI mit der Sequenz 5°-GCTTATCGCGAATGTTGACCAAT-3" und STAH-SodlII mit der
Sequenz 5°-TCGTGCTGCTGCTTTATCTGAG-3" in die PCR eingesetzt. Die Primerauswahl
erfolgte, wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben, mit der unter der Gendatenbank-Zugangsnummer
AJ343913 erhalten Gensequenz.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale
Denaturierung
31 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung
60 °C 30 sec Primeranlagerung
72 °C 50 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.9.1.2 Nachweis eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA

»» intergenic spacer‘ Region (ISR)

Zur Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA ,,intergenic
spacer Region wurden die von FORSMAN et al. (1997) beschriebenen Primer STAH-HyI mit der
Sequenz 5-TACGGAATATCGCCTTAGG-3" und STAH-HyII mit der Sequenz 5°-AAAACATC
TGTCATCCGAAG-3" in die PCR eingesetzt.

Die erfolgte nach folgendem Programm
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1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

57 °C 60 sec Primeranlagerung

72 °C 40 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.9.2 Weitergehende Charakterisierung

3.7.9.2.1 Nachweis der Exfoliativen Toxingene exh A, exhB, exh C und exhD durch
Multiplex-PCR

Zur Amplifizierung der Exfoliativen Toxingene von S. hyicus wurden die von ANDRESEN und
AHRENS (2004) beschriebenen Primer MU4FA (exhA) mit der Sequenz 5 -GCTACTGGTTT
TGTAGTTTCAC-3", MU3RA (exhA) mit der Sequenz 5°-GTAACCTACAACTCTTAGAACC-3",
F2EB (exhB) mit der Sequenz 5-AACACGCCAATAGAGAATGTATCAC-3", MU3RB (exhB)
mit der Sequenz 5°-TATCAAATCTTATACCAGTTAGAATATCTCC-3", MU3FC (exhC) mit der
Sequenz 5°-GAATAAATATTATGGAGTCTCTCCTGATC-3", MU4RC (exhC) mit der Sequenz
5-CCATAGTATTTCAATCCAAAATCAGTAC-3°, F2ED (exhD) mit der Sequenz
5-GAACAAATATAATGGAAGAAACCCAC-3° und MU3RD (exhD) mit der Sequenz
5-GATTTCCCTACGTGAATACCTACAATAC in die PCR eingesetzt.

Zur Durchfithrung der Multiplex-PCR erfolgte zunéchst die Erstellung des Reaktionsgemisches
ohne Bakterien-DNA (=Mastermix).
Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Primer ExhA1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer ExhA2 0,7 ul1 (10 pmol/ul)

Primer ExhB1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer ExhB2 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer ExhC1 0,7 ul1 (10 pmol/ul)

Primer ExhC2 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer ExhD1 0,7 u1 (10 pmol/ul)

Primer ExhD2 0,7 ul1 (10 pmol/ul)

dNTP 0,8 ul (10 mmol/1)
Inkubationspuffer 2,0 ul (10x Biotherm Puffer)
MgCl, 1 pul (50 mmol/T)
Taq-Polymerase 0,2 ul (Biotherm Polymerase)
Aqua bidest. 5,4 ul

Nach griindlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 15 pl in ein 500 pl Reaktionsgefaf3
iberfiihrt und mit je 5 pl der nach 3.7.1 priparierten DNA vermischt.
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Die PCR erfolgte nach folgendem Programm.

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

56 °C 60 sec Primeranlagerung

72 °C 40 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C S min Elongation

3.7.9.2.2 Nachweis der Exfoliativen Toxingene sheta und shetb von S. hyicus

Zur Amplifizierung der Exfoliativen Toxingene sheta und shetb von S. hyicus wurden die in der
vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebenen Primer shetal mit der Sequenz 5°-GAACACGTTTT
TCAGCCATATCTCC-3", sheta2 mit der Sequenz 5 -CGATTACAGTTGCCAATACCGTTC-3",
shetbl mit der Sequenz 5-GAGGCTTTACAGCCAAAATTATATGCTAG-3" und shetb2 mit der
Sequenz 5°-CAAATCGCTTCCTAGAGTATCTATTTTTTG-3" in die PCR eingesetzt. Die
Primerauswahl erfolgte, wie unter 3.7.7.2.2 beschrieben, mit der unter der Gendatenbank-
Zugangsnummer AB036768, AB036767 erhalten Gensequenz.

Die PCR erfolgte nach folgendem Programm.

1 Zyklus 94 °C 3 min Initiale Denaturierung
30 Zyklen 94 °C 30 sec Denaturierung

58 °C 30 sec Primeranlagerung

72 °C 70 sec Polymerisierung
1 Zyklus 72 °C 5 min Elongation

3.7.10 Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA mittels Pulsfeldgelelektrophorese

Die Erstellung eines ,,DNA-Fingerprint* erfolgte durch Prédparation der bakteriellen DNA,
Restriktonsverdau und anschlieBender Auftrennung der Fragmente mittels
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE).

3.7.10.1 Praparation und Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

Die Priparation und der anschliefende Restriktionsverdau erfolgte nach einer modifizierten
Methode von EISSA (2007). Die Bakterien wurden 24h in 5 ml Todd-Hewitt-Bouillon [6,4 g/l
Todd-Hewitt Medium (Oxoid); 1000 ml Aqua dest.] angeziichtet, nach anschlieBendem
Abzentrifugieren fiir 10 min (9500 x g) zweimal in TE-Puffer (3.7.1) gewaschen, in TE-Puffer
resuspendiert und zuletzt photometrisch bei 600 nm auf eine Dichte von 5 % Transmission
eingestellt. Agarose [Pulsed Field Certified (Bio-Rad, Miinchen); 1 %ige w/v in TE-Puffer] wurde
bei 56 °C im Wasserbad mit gleichen Teilen der Bakteriensuspension gemischt und in Gie3formen
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zu 100 pl Blockchen gegossen. Die Zellwandlysis erfolgte in 200 pl Lysispuffer [0,5 g
Polyoxyethylene (Sigma); 0,2 g Deoxycholic Acid (Sigma); 0,5 g N-Lauroylsarcosine (Sigma);
72,6 mg Tris (Merck); 3,722 g EDTA (Merck); 5,86 g Natriumchlorid (Merck); die Chemikalien
wurden in ca. 450 ml deionisiertem Wasser geldst und auf einen pH-Wert von ca. 8,0 eingestellt.
Danach wurde auf 500 ml aufgefiillt und autoklaviert.], 20 mg/ml Lysozym (Sigma) und 5 U/ml
Lysostaphin (3.7.1) iiber Nacht bei 37 °C, eine Deproteinisierung durch Zugabe von 0,5 mg/ml
Proteinase K (3.7.1) und Inkubation, erneut iiber Nacht, bei 56 °C. Die Agaroseblockchen wurden
zweimal fiir 30min in 200ul TE-Puffer/Blockchen bei Raumtemperatur gewaschen und zur
Proteinase K-Inaktivierung mit 2 pl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Merck) zweimal fiir 1h
bei 56 °C inkubiert. AbschlieBend wurden die Blockchen erneut zweimal fiir 30min bei
Raumtemperatur in 200 pl TE-Puffer/Blockchen gewaschen.

Der Restriktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Verdau mit dem Restriktionsenzym Apal fiir 24 h bei 30 °C

DNA (1 Blockchen) ca. lug
Puffer A (10x; Promega, USA) 20 pl
Apal (40U; Promega) 3ul
Aqua dest. 177 pl

3.7.10.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Das Auftrennen der nach 3.7.10.1 priparierten DNA mittels PFGE erfolgte in einem 1 %igen
Agarosegel. Dazu wurden 1,1 g Agarose (siehe 3.7.10.1) in 55 ml Wasser und 55 ml 0,5 x TBE-
Puffer [121,1 g Tris Base 1 mol/l (Merck); 61,8 g Borsdure 1 mol/l (Merck); 5,845 g 1 mmol/l
EDTA (Merck)] in der Mikrowelle geschmolzen und in die vorbereitete Gelkammer (13 x 14 x 0,55
mm Flachbettform) gegossen. Zuvor wurden 2 bis 3 ml des Gels abgenommen und bei 56 °C
gelagert. Dieses Gel diente zum Verschluss der Geltaschen. Nach der Restriktionszeit (3.7.10.1)
wurden die Blockchen in die Geltaschen eingefiihrt (je nach Kammgroe %2 oder 1 ganzer Block).
Nach Einsetzen der Blockchen in die Vertiefungen des Agarosegels und VerschlieBen der
Vertiefungen mit fliissigem 1 %igem Agarosegel in 0,5 x TBE-Puffer erfolgte die Elektrophorese
anschlieBend in CHEF-DR 1II ,Pulse Field Electrophoresis System*“ [Chef DR II-
Elektrophoresegerit (Bio-Rad)] mit 2,5 1 zuvor auf 14 °C gekiihltem 0,5 x TBE-Puffer als
Laufpuffer .

Lauf I Lauf II
Spannung 6 Volt 6 Volt
Pulszeiten 0,5-10s (linearer Gradient)  20-25s (linearer Gradient)
Dauer 16,5h 4,5h
Temperatur 14 °C 14 °C

Als Lingenstandard dienten Lambda Ladder PFGE Marker (50-1000 Kb) (Sigma); Low Range
Marker (0.1-200 Kb) (Sigma).

Nach der Elektrophorese erfolgte das Farben und die Dokumentation des Gels (3.7.5).
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung und weitergehende Charakterisierung der Staphylokokkenkulturen
mittels konventioneller Verfahren

Die in den vorliegenden Studien untersuchten 150 Staphylokokkenkulturen konnten aufgrund
der im weiteren aufgezeigten phéanotypischen Eigenschaften als S. aureus (n=72), SIG (n=38) und
S. hyicus (n=40) identifiziert werden. Zum Vergleich dienten die unter 3.1 genannten
Referenzstimme.

4.1.1 Differenzierung der Himolyseformen

Die Unterscheidung der Hi@molyseformen der 150 Staphylokokkenkulturen erfolgte nach
Anziichtung auf Schafblutagarplatten und nach der unter 3.5.1 beschriebenen Methode.

Dabei zeigten 24 S. aureus—Kulturen eine o-Hdmolyse, die sich als vollstindige Himolysezone um
den Staphylokokkenimpfstrich und als eine Hemmung der vollstindigen Himolyse im Bereich des
S. aureus-B-Hémolysins darstellte.

Eine B-Hidmolyse trat bei 23 S. aureus- und 36 SIG-Kulturen auf. Sie stellte sich als Zone
unvollstindiger Himolyse um den Staphylokokkenimpfstrich dar.

Bei 7 S. aureus und einer SIG-Kultur konnte eine 8;-Himolyse beobachtet werden. Diese zeigte
sich als schmale Zone einer vollstindigen Himolyse um den Staphylokokken-Impfstrich, bzw. nach
der unter 3.5.1 beschriebenen Methode, in einer gemeinsam mit dem S. aureus-f-Hamolysin
auftretenden halbmondférmigen Zone einer vollstdndigen Hamolyse.

Eine &,-Hiémolyse zeigten 6 S. aureus-Kulturen. Bei diesen Kulturen war nur synergistisch mit
dem S. aureus-B-Hiamolysin eine vollstindige halbmondformige Hédmolyse nachweisbar. Bei 26
S. hyicus-Kulturen konnte eine schwache 8,-Himolyse beobachtet werden (Abb. 7)

Bei 12 S. aureus-, einer SIG- und 14 S. hyicus-Kulturen war keine Hémolyse auf
Schafblutagarplatten bzw. nach der unter 3.5.1 beschriebenen Methode festzustellen.

Die Anzahl der Kulturen und Hamolyseformen sind in Tab. 3 dargestellt.
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Abb. 7: Hiamolyseformen der Staphylokokkenkulturen (horizontal links: a-Hdmolyse (a), B-
Hémolyse (b), keine Hamolyse (c); rechts: §;-Hémolyse (d), d,-Hamolyse (e), typische schwache
d,-Hamolyse von S. hyicus (f); vertikal: B-hdmolysierender S. aureus).

Tab. 3: Himolyseformen der 150 untersuchten Staphylokokkenkulturen auf Schafblutagar

) Hémolyse
Spezies ]
o B o 5, Keine Himolyse
S. aureus (n=72) 247/33" 23/32 7/10 6/8 12/17
SIG (n=38) 0/0 36/94.,8 12,6 0/0 12,6
S. hyicus (n=40) 0/0 0/0 0/0 2677765 14/35

n=Anzahl der Kulturen; * Anzahl der Kulturen mit der jeweiligen Hamolyseform; **Anzahl der Kulturen mit der
jeweiligen Hamolyseform in %; ***schwache 8,-Hamolyse.

4.1.2 Phénotypische Eigenschaften

Der Nachweis des Enzyms Katalase erfolgte nach der unter 3.5.2 beschriebenen Methode. Alle
150 untersuchten Staphylokokkenkulturen zeigten eine positive Reaktion mit einer deutlichen
Bliaschenbildung. Das Referenzstamm S. aureus subsp. anaerobius DSM 20714 zeigte keine
vergleichbare Reaktion.
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Zur weiteren Charakterisierung der Isolate wurde die Koagulaseaktivitidt im Rohrchentest nach
3.5.3 untersucht. Dabei zeigten 72 S. aureus-, 27 S. hyicus- und 38 SIG-Kulturen innerhalb von 24h
eine Koagulation des Plasmas und somit eine positive Reaktion. Innerhalb der S. hyicus-Kulturen
zeigten 13 Kulturen nach 24h keine Koagulation des Plasmas und erwiesen sich somit als
koagulasenegativ.

Der Nachweis des Clumping-Factors erfolgte nach der unter 3.5.4 beschriebenen Methode.
Dabei waren 72 S. aureus- und 24 SIG-Kulturen Clumping-Factor-positiv. Bei 14 SIG- und 40
S. hyicus-Kulturen war keine vergleichbare Reaktion festzustellen.

Der Nachweis des Enzyms P-Galactosidase erfolgte nach der unter 3.5.5 beschriebenen
Methode. Dabei zeigten 38 SIG-Kulturen eine deutlich leuchtend blaue Fluoreszenz unter UV-Licht
und somit eine positive Reaktion. Alle 72 S. aureus- und 40 S. hyicus-Kulturen zeigten keine
vergleichbare Reaktion.

Im weiteren war das Enzym Hyaluronidase (3.5.6) bei allen 72 S. aureus- und 40 S. hyicus-
Kulturen nachweisbar. Bei allen 38 SIG-Kulturen war keine vergleichbare Reaktion festzustellen.

Eine positive Voges-Proskauer-Reaktion konnte bei allen 72 S. aureus-Kulturen festgestellt
werden; bei allen 38 SIG- und 40 S. hyicus-Kulturen war diese Reaktion negativ.

Die Eigenschaften sind in Tab. 4 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 4: Phianotypische Eigenschaften der 150 untersuchten Staphylokokkenkulturen

Spezies Katalase Koagulase | Clumping- | B-Galactosidase | Hyaluronidase | Voges-
Factor Proskauer

S. aureus (n=72) |+ (727100 |+ (72/100) | + (72/100) | - (72/100) +(72/100) | + (72/100)

SIG +(38/100) | +(38/100) | +(24/63); | + (38/100) - (38/100) | - (38/100)
(n=38) - (14/37)

S. hyicus +(40/100) | +(27/67,5); | - (40/100) | - (40/100) +(40/100) | - (40/100)
(n=40) - (13/32,5)

n=Anzahl der Kulturen; *Anzahl der Kulturen mit der jeweiligen Reaktion; **Anzahl der Kulturen mit der
jeweiligen Reaktion in %; +=positive Reaktion; -=negative Reaktion.

4.1.3 Empfindlichkeit gegeniiber Colistin

Zur weiteren Differenzierung der SIG-Kulturen gegeniiber S. aureus wurde nach 3.5.8 die
Colistinempfindlichkeit gepriift. Alle 38 SIG-Kulturen reagierten empfindlich gegeniiber Colistin.
S. aureus DSM 346 erwies sich als resistent.
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4.2 Nachweis von Antibiotikaempfindlichkeiten

4.2.1 Agardiffusionstest

Alle 38 SIG-Kulturen und der Kontrollstamm S. aureus 1150/93 wurden mit der unter 3.5.8
beschriebenen Agardiffusionsmethode auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber den unter 3.6.1
beschriebenen Antibiotika Penicillin und Oxacillin untersucht.

Alle 38 SIG-Kulturen zeigten eine Resistenz gegeniiber Penicillin, 10 SIG-Kulturen eine Resistenz
gegeniiber Oxacillin.
Die Ergebnisse sind in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Antibiotikaempfindlichkeiten der untersuchten 38 SIG-Kulturen und von S. aureus 1150/93

Spezies Penicillin Oxacillin
SIG (n=38) R (38771007 R (10/26); S (28/74)
S. aureus 1150/93 R R

n=Anzahl der Kulturen; *Anzahl der Kulturen mit der jeweiligen Antibiotikaempfindlichkeit; **Anzahl der
Kulturen mit der jeweiligen Antibiotikaempfindlichkeit in %; R=resistent; S=empfindlich.

4.1.3 Wachstum auf Oxacillinresistenz-Screening-Agar-Basis (ORSAB)

Der Nachweis der Oxacillinresistenz auf ORSAB-Medium erfolgte nach der unter 3.6.2
beschriebenen Methode. Eine Oxacillinresistenz zeigte sich bei S. aureus 1150/93 in einem
Wachstum mit deutlich blauen Kolonien und bei 10 SIG-Kulturen in einem Wachstum mit weiflen
Kolonien.

28 SIG-Kulturen erwiesen sich als empfindlich gegeniiber Oxacillin und zeigten kein Wachstum auf
ORSAB.
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4.3 Identifizierung und weitergehende Charakterisierung mittels molekularer Verfahren

4.3.1 Untersuchung der S. aureus-Kulturen

4.3.1.1 Identifizierung

4.3.1.1.1 Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc

Die Amplifizierung des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc nach der unter 3.7.7.1.1
beschriebenen Methode ergab bei allen untersuchten 72 S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer
Grole von ca. 280 Bp (279 Bp erwartete Grofle) (Abb. 8). Die anderen untersuchten
Staphylokokkenspezies erwiesen sich mit den beschriebenen Oligonukleotidprimern als negativ.
Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 6 wiedergegeben.

4.3.1.1.2 Nachweis des S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa442 innerhalb der
chromosomalen DNA

Die Amplifizierung des S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa44?2 innerhalb der chromosomalen
DNA mit der unter 3.7.7.1.2 beschriebenen Methode ergab bei allen untersuchten 72 S. aureus-
Kulturen ein Amplikon mit einer Grofe von ca. 110 Bp (108 Bp erwartete Groe) (Abb. 8). Die
anderen untersuchten Staphylokokkenspezies erwiesen sich mit den beschriebenen
Oligonukleotidprimern als negativ. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab.
6 wiedergegeben.
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Abb. 8: Amplikon des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von S. aureus DSM 346 (1) unter
Verwendung der Oligonukleotidprimer nucA-1 und nucA-2; fehlende Reaktion des Kontrollstamms
S. epidermidis DSM 20044 (2). Amplikon des S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa44 innerhalb der
chromosomalen DNA von S. aureus DSM 346 (3) unter Vewendung der Oligonukleotidprimer
Sad42-1 und Sad42-2; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis DSM 20044 (4); M=
Lingenstandard Serva DNA Standard pBR 328 Mix, Serva, Heidelberg.

4.3.1.1.3 Nachweis des die IgG-bindende Region-kodierenden Teils des Protein A-Gens spa

Die Amplifizierung des die IgG-bindende Region-kodierenden Teils des Protein A-Gens spa
mit den Oligonukleotidprimern SPA-1 und SPA-2 ergab bei 70 S. aureus-Kulturen ein Amplikon
mit einer GréBe von ca. 920 Bp und bei 2 S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer Grofe von ca.
750 Bp. Das entsprach, nach SEKI et al. (1998), 5 IgG-bindenden ,,Repeats®, bzw. 4 IgG-bindenden
»Repeats* (Abb. 9). Bei den anderen untersuchten Staphylokokkenspezies war eine Amplifizierung
dieses Genabschnitts nicht moglich. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab.
6 wiedergegeben.
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Abb. 9: Unterschiedliche Amplikons des Genabschnitts, der die IgG-bindende Region des Protein
A-Gens spa kodiert (1=920 Bp, entsprechend 5 IgG-bindende ,,Repeats*, 2=750 Bp, entsprechend 4
IgG-bindende ,,Repeats®); fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis DSM 20044 (3);
M=GeneRulerTM DNA Ladder Mix, Fermentas, St. Leon-Rot
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Tab. 6: Spezifitit der Oligonukleotidprimer des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc, des
S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa442 innerhalb der chromosomalen DNA und des die IgG-
bindende Region-kodierenden Teils des Protein A-Gens spa

PCR mit den Oligonukleotidprimern

Spezies n nucA-1/nucA-2 Sad442-1/Sa442-2 Spal/Spa2
(nuc, 280%) (sa442,110) (spa, 920) | (spa, 750)
S. aureus
i . 20 |+ (20%%/100%%*%*) + (20/100) + (18/90) + (2/10)
( Rind; Mastitis)
S. aureus
(Weitere tiermedizinische 24 + (24/100) + (24/100) + (24/100) -
Untersuchungsmaterialien)
S. aureus
(Humanmedizinische 28 + (28/100) + (28/100) + (28/100) -
Untersuchungsmaterialien)
S. aureus DSM 346 1 + + + -
S. intermedius | ) ) ) ]
DSM 20373
S. hyicus DSM 20459 1 - - - -

n=Anzahl der untersuchten Kulturen; *Grofle in Bp; +=speziesspezifisches Amplifikat; -=kein Amplifikat.;
**Anzahl der untersuchten Kulturen mit der jeweiligen PCR-Reaktion; ***Anzahl der untersuchten Kulturen mit
der jeweiligen PCR-Reaktion in %.

4.3.1.2 Weitergehende Charakterisierung

4.3.1.2.1 Nachweis der Exfoliativen Toxingene efa und etb durch Multiplex-PCR

Der Nachweis der Exfoliativen Toxingene efa und etb erfolgte mit der unter 3.7.7.2.1
beschriebenen Methodik mittels Multiplex-PCR. Die AmplifikatgroBen fiir die einzelnen
Exfoliativen Toxingene waren fiir efa ca. 120 Bp (119 Bp erwartete Groe) und fiir etb ca. 200 Bp
(200 Bp erwartete GroBe). Die Amplifikate lieBen sich eindeutig voneinander unterscheiden (Abb.
10).

Das Gen eta war bei 3 S. aureus-Kulturen nachweisbar, das Gen etb bei 2 S. aureus-Kulturen.
Die verbleibenden 69 bzw. 70 S. aureus-Kulturen waren eta- bzw. etb-negativ. FEine
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Multiplex-PCR ist in Tab. 7 wiedergegeben.
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Abb. 10: Amplikons der Exfoliativen Toxingene eta und etb der S. aureus-Kultur 114/92 (1) mit
einer GroBe von ca. 120 Bp bzw. von ca. 200 Bp; 2 bis 5=negative PCR-Reaktionen von weiteren
S. aureus-Kulturen ; M=siche Abb. 9.

4.3.1.2.2 Nachweis des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB

Die Amplifizierung des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB mit der unter 3.7.7.2.2

beschriebenen Methode ergab bei allen 72 untersuchten S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer
Grofle von ca. 490 Bp (487 Bp erwartete Grofle) (Abb. 11). Eine zusammenfassende Darstellung
der Ergebnisse ist in Tab. 7 wiedergegeben.
Das purB-Amplikon der S. aureus-Kultur P1444/05 wurde sequenziert. Die ermittelte purB-
Basensequenz entsprach zu 98 % der in der Datenbank beschriebenen purB-Sequenz (Abb. 12). Die
Aminosduresequenz der Adenylsuccinatlyase der vorliegenden Untersuchungen entsprach zu 100 %
der in der Datenbank beschriebenen Adenylsuccinatlyase-Sequenz (Abb. 13).
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Abb. 11: Typisches Amplikon des purB-kodierenden-Gens von drei S. aureus-Kulturen (1, 2, 3); M
=siehe Abb. 9.
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purB_S.aureus_1444 CTTAGCATTAATCGCGACGTCACTAGAAAAATTTGCCGTTGAAATTCGTA 50
purB_S.aureus_AB036769 CTTAGCATTAATCGCGACGTCACTAGAAAAATTTGCCGTTGAAATTCGTA 50
Kk KK K Kk ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ok ok kK kK kK ok ok ok ok ok ok ok kK ok Kk ok ok ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 ACCTTCAAAAAACCGAAACAAGAGAAGTTGAAGAAGCATTTGCAAAAGGC 100
purB_S.aureus_AB036769 ACCTTCAAAAAACTGAAACAAGAGAAGTTGAAGAAGCATTTGCAAAAGGT 100
Kk KKk ok ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok kK
purB_S.aureus_1444 CAAAAAGGTTCATCTGCAATGCCTCATAAACGAAATCCAATTGGTTICTGA 150
purB_S.aureus_AB036769 CAAAAAGGTTCATCTGCAATGCCTCATAAACGAAATCCAATTGGTTCTGA 150
Kk KK K K Kk ok ok ok kK K K Kk ok ok ok ok ok kK K R R R K ok ok ok ok kK K Kk R ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 AAATATCACAGGTATTTCAAGAGTCATTCGTGGTTATATTACTACAGCTT 200
purB_S.aureus_AB036769 AAATATCACAGGTATTTCAAGAGTAATTCGTGGTTATATTACTACAGCTT 200
Kk KKK K Kk ok ok ok ok ok kR Rk Kk ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 ATGAGAATGTGCCATTATGGCATGAAAGAGATATTTCTCATTCTTCTGCT 250
purB_S.aureus_AB036769 ATGAGAATGTGCCATTATGGCATGAAAGAGATATTTCTCATTCTTCAGCT 250
Kk KKKk Kk ok ok ok ok ok kAR KKk k ok ok ok ok ok ok R ARk Kk ok ok ok ok ok ok kA Ak KKk Kk ko
purB_S.aureus_1444 GAGCGTATTATGTTACCAGATGTTACAATAGCACTAGATTATGCATTGAA 300
purB_S.aureus_AB036769 GAGCGTATTATGTTACCAGATGTTACAATAGCACTAGATTATGCATTGAA 300
Kk KKK K K Kk ok ok ok kK K K K R ok ok ok ok ok kK K R R K K ok ok ok ok ok kK K R R K ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 TCGTTTCACAAATATTGTGGACCGTTTAACTGTATTTGAAGATAATATGC 350
purB_S.aureus_AB036769 TCGTTTCACGAATATTGTGGACCGTTTAACTGTATTTGAAGATAATATGC 350
KKK KKKk ok ok ok ok kK kK K ok ok ok ok ok ok ok kK Kk kK ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 GTAATAACATAGATAAAACATTTGGTCTGATTTTCTCACAACGTGTCTTA 400
purB_S.aureus_AB036769 GTAATAACATTGATAAAACATTTGGTCTGATTTTCTCACAACGTGTCTTA 400
KKK KKK Kk ok ok ko kK Kk K ok ok ok ok ok ok ok kK kK kK ok ok ok ok ok ok kK ok Kk ok ok ok ok ok ok
purB_S.aureus_1444 TTAGCATTAATTAATAAAGGTATGGTTCGTGAAGAAGCATACGA 444

purB_S.

aureus_AB036769

TTAGCATTAATTAATAAAGGTATGGTTCGTGAAGAAGCATACGA 444

KKK A A KR AR KA A AA AR AR A AR A AR A KA AR A A A AR A AR A A A A XA, K

Abb. 12: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von purB der S. aureus-Kultur P1444/05 der
vorliegenden Untersuchung mit der purB-Sequenz einer S. aureus-Kultur der Datenbank
(AB036769). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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Adenylsuccinatlyase_S.aureus_1444 LALIATSLEKFAVEIRNLQKTETREVEEAFAKGQOKGSSAMPHKRNPIGSE 50

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 LALIATSLEKFAVEIRNLQKTETREVEEAFAKGQKGSSAMPHKRNPIGSE 50

khkhkhkhkhkhkrhkhkhk kA hhkrhkhkrhhkhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrkkhkhkdxkkxk

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_1444 NITGISRVIRGYITTAYENVPLWHERDISHSSAERIMLPDVTIALDYALN 100

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 NITGISRVIRGYITTAYENVPLWHERDISHSSAERIMLPDVTIALDYALN 100
hokokkkkk kA Kk khkhkhkhkk kA Kk hkhkhkk kX KKk kkhkhkhkk kK Kk kkkkkkx & %%

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_1444 RETNIVDRLTVFEDNMRNNIDKTFGLIFSQRVLLALINKGMVREEAY 147

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 REFTNIVDRLTVFEDNMRNNIDKTFGLIFSQRVLLALINKGMVREEAY 147

kA hkhkrkhkhkrhkhkhkhk A hkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkdhkxkhkkxkxx*x

Abb. 13: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz der Adenylsuccinatlyase der S. aureus-
Kultur P1444/05 der vorliegenden Untersuchung mit der Adenylsuccinatlyase-Sequenz einer
S. aureus-Kultur der Datenbank (BAA99412). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert.

4.3.1.2.3 Nachweis des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp

Die Amplifizierung von chp mit der unter 3.7.7.2.3 beschriebenen Methode ergab bei 23

untersuchten S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer GroBBe von ca. 410 Bp (407 erwartete
GroBe) (Abb. 14). Bei 49 untersuchten S. aureus-Kulturen war keine vergleichbare Amplifizierung
moglich. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 7 wiedergegeben.
Das chp-Amplikon der S. aureus-Kultur P1444/05 wurde sequenziert. Die ermittelte chp-
Basensequenz entsprach zu 98 % der in der Datenbank beschriebenen chp-Sequenz (Abb. 15). Die
Aminosduresequenz von CHIPS der vorliegenden Untersuchung entsprach ebenso zu 98 % der in
der Datenbank beschriebenen CHIPS-Sequenz (Abb. 16).
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Abb. 14: Typische Amplikons des Chemotaxis Inhibiting Protein-kodierenden Gens chp von
S. aureus- Kulturen, isoliert von Rind (1) und Mensch (3); chp-negative S. aureus-Kulturen, isoliert
von Rind (2) und Mensch (4); M=siche Abb. 8.
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chp_S.aureus_1444 TTTTTACGGCAGGAATCAGTACACACCATCATTCAGCGAAAGCTTTTACT 50
chp_S.aureus_AF285146 TTTTAACGGCAGGAATCAGTACACACCATCATTCAGCGAAAGCTTTTACT 50
Kok ok k Kk ok ok ok ok ok ok ok kK K kK ok ok ok ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ok kK K K ok ok ok
chp_S.aureus_1444 TTTGAACCGTTTCCTACAAATGAAGAAATAGAATCAAATAAGAAATTGTT 100
chp_S.aureus_AF285146 TTTGAACCGTTTCCTACAAATGAAGAAATAGAATCAAATAAGAAAATGTT 100
Kok kAR KKKk ok kok ok ok k kAR KKK Kk ok ok ok ok k kA AR KKk kkkok ok k kA x *k kK
chp_S.aureus_1444 AGAGAAAGAAAAAGCTTATAAAGAATCATTTAAAAATAGTGGTCTTCCTA 150
chp_S.aureus_AF285146 AGAGAAAGAAAAAGCTTATAAAGAATCATTTAAAAATAGTGGTCTTCCTA 150
KK K Kk ok ok ok ok ok kK K K R K ok ok ok ok ok kK K K Rk ok ok ok ok ok kK K R Rk ok ok ok ok ok kK
chp_S.aureus_1444 CAACACTAGGAAAATTAGATGAACGTTTGAGAAATTATTTAAAGAAAGGC 200
chp_S.aureus_AF285146 CAACGCTAGGAAAATTAGATGAACGTTTGAGAAATTATTTARAGAAAGGC 200
Kok ok k Kk ok ok ok ok ok ok ok kK K kK ok ok ok ok ok ok kK kK R ok ok ok ok ok ok kK Kk K ok ok ok
chp_S.aureus_1444 ACAAAAAATTCTIGCTCAATTTGAAAAAATGGTTATTTTAACTGAAAATAA 250
chp_S.aureus_AF285146 ACAAAAAATTCTGCTCAATTTGAAAAAATGGTTATTTTAACTGAAAATAA 250
Kk kK KK Kk ok ok ok ok ok ok kK Kk Kk ok ok ok ok ok ok kK Kk R ok ok ok ok ok ok kK Kk K ok ok ok
chp_S.aureus_1444 AGGTTACTATACAGTATATCTGAATACACCACTTGCTGAAGATAGAAAAA 300
chp_S.aureus_AF285146 AGGTTACTATACAGTATATCTGAATACACCACTTGCTGAAGATAGAAAAA 300
KK K Kk ok ok ok ok ok kK K Kk K ok ok ok ok ok kK K K R R ok ok ok ok ok kK K R Rk ok ok ok ok kK
chp_S.aureus_1444 ATGTTGAGTTACTAGGTAAAATGTATAAAACATACTTCTTTAAAAAAGGA 350
chp_S.aureus_AF285146 ATGTTGAGTTACTAGGTAAAATGTATAAAACATACTTCTTTAAAAAAGGA 350

chp_S.
chp_S.

aureus_1444

aureus_AF285146

hhkrhkhkhkhhkhkkhkrAhhkrhkhkrhhkhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkhkxkkx*x

GAGTCTAAACCATCTTATGAGA 372
GAGTCTAAATCATCTTATGTAA 372

khkrxhkkhkkkk Kkkxkhkkxkxk *

Abb. 15: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von chp der S. aureus-Kultur P1444/05 der
vorliegenden Untersuchung mit der chp-Sequenz einer S. aureus-Kultur der Datenbank
(AF285146). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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CHIPS_S.aureus_1444

CHIPS_S.aureus_AAQ14339

CHIPS_S.aureus_1444
CHIPS_S.aureus_AAQ14339

CHIPS_S.aureus_1444

CHIPS_S.aureus_AAQ14339

FTAGISTHHHSAKAFTFEPFPTNEEIESNKKLLEKEKAYKESFKNSGLPT 50

LTAGISTHHHSAKAFTFEPFPTNEEIESNKKMLEKEKAYKESFKNSGLPT 50

ehA kKA KA A KA KR I AR KA XK AR A A h AR I Ak Ak e Ak kA hkhkhkkhA kA kdhkkx

VELLGKMYKTYFFKKGESKPSYE 123

VELLGKMYKTYFFKKGESKSSYV 123

KAkKKAAk kA hkAkAk A AAkhA AKXk * o kK

TLGKLDERLRNYLKKGTKNSAQFEKMVILTENKGYYTVYLNTPLAEDRKN

TLGKLDERLRNYLKKGTKNSAQFEKMVILTENKGYYTVYLNTPLAEDRKN

100
100

hhkrhkhkhkhkhkhk Ak hkrhhkhhkhkhhkrhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkxkhkkxkxx

Abb. 16: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz von CHIPS der S. aureus-Kultur
P1444/05 der vorliegenden Untersuchung mit der CHIPS-Sequenz einer S. aureus-Kultur der
Datenbank (AAQ14339). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative Aminosiure-
austausche mit ., markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.

Tab. 7: Vorkommen der Exfoliativen Toxingene eta und etb, des Adenylsuccinatlyase-kodierenden
Gens purB und des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp bei S. aureus-
Kulturen unterschiedlicher Herkunft

PCR mit den Oligonukleotidprimern
. eta/etb-Multiplex-PCR
Spezies n purB-1/purB-2 chp-1/chp-2
eta-1/eta-2 etb-1/etb-2
(purB, 490) (chp, 410)
(eta, 120%) (etb, 200)

S. aureus

] o 20 | - (20%%/100%**) - (20/100) + (20/100) - (20/100)

( Rind; Mastitis)

S. aureus

. . L +(10/42);

(Weitere tiermedizinische | 24 - (24/100) - (24/100) + (24/100) (14/58)

Untersuchungsmaterialien)

S. aureus

L + (3/11); +(2/7); + (13/46);

(Humanmedizinische 28 + (28/100)
o - (25/89) - (26/93) - (15/54)
Untersuchungsmaterialien)
S. aureus DSM 346 1 - - + -
S. aureus 114/92%*** 1 + + + -

n=Anzahl der untersuchten Kulturen; *Grofe in Bp; +=speziesspezifisches Amplifikat; -=kein Amplifikat ;
**Anzahl der untersuchten Kulturen mit der jeweiligen PCR-Reaktion; ***Anzahl der untersuchten Kulturen mit
der jeweiligen PCR-Reaktion in %; ****eta- und etb-Referenzstamm.
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4.3.2 Untersuchung der SIG-Kulturen

4.3.2.1 Identifizierung

4.3.2.1.1 Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc durch Multiplex-PCR

Der Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc durch Multiplex-PCR erfolgte mit
der unter 3.7.8.1.1 beschriebenen Methodik. Die AmplifikatgroBBe fiir das Thermonuclease-
kodierende Gen nuc von SIG war ca. 120 Bp (124 Bp erwartete Grofle), fiir das Thermonuclease-
kodierende Gen nuc von S. aureus ca. 420 Bp (419 Bp erwartete Gro3e) und fiir einen universellen
Genabschnitt der 16S rDNA ca. 250 Bp (252 Bp erwartete GroBe). Das Thermonuclease-kodierende
Gen nuc von S. intermedius war bei allen 38 SIG-Kulturen und drei S. pseudintermedius- Referenz-
staimmen nachweisbar, das Thermonuclease-kodierende Gen nuc von S. aureus bei dem S. aureus-
Referenzstamm DSM 346. Alle 38 SIG-Kulturen, drei S. pseudintermedius-Kulturen und die
anderen untersuchten Staphylokokkenspezies zeigten fiir den universellen Genabschnitt der 16S
rDNA eine positive Reaktion (Abb. 17). Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in
Tab.8 wiedergegeben.

Abb. 17: Nachweis des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von S. intermedius (ca. 120 Bp)
und S. aureus (ca. 420 Bp) und eines universellen Genabschnitts der 16S rDNA (ca. 250 Bp) durch
Multiplex-PCR; S. intermedius DSM 20373 (1); S. aureus DSM 346 (2); S. hyicus DSM 20459 (3);
M-=siehe Abb. 8.
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4.3.2.1.2 Nachweis des dnaJ-Gens von SIG

Die Amplifizierung des dnaJ-Gens von SIG nach der unter 3.7.8.1.2 beschriebenen Methode
ergab bei allen 38 untersuchten SIG-Kulturen und bei drei S. pseudintermedius-Kulturen ein
Amplikon mit einer Grée von ca. 610 Bp (609 Bp erwartete Groe) (Abb. 18). Die anderen 15
untersuchten Staphylokokkenspezies bzw. Staphylokokkensubspezies (siehe 3.1) erwiesen sich mit
den beschriebenen Oligonukleotidprimern als negativ. Eine zusammenfassende Darstellung der
Ergebnisse ist in Tab. 8 wiedergegeben.

Abb. 18: Typische Amplikons des dnal-Gens von SIG-Kulturen (1, 3) unter Verwendung der
Oligonukleotidprimer dnaJ-1 und dnalJ-2; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. hyicus DSM
20459 (2); M=siehe Abb. 9.
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Tab. 8: Spezifitit der Oligonukleotidprimer des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von SIG,
des Thermonuclease-kodierenden Gens nuc von S. aureus, eines universellen Genabschnitts der 16S
rDNA und des dnal-Gens von SIG

PCR mit den Oligonukleotidprimern
Multiplex-PCR

Spezies n dnaJ1/dnaJ2**#*
SInucl/SInuc2 | SAnucl/SAnuc2 16S1/16S2
(dnal, 610)
(nuc, 120%) (nuc, 420) (16S rDNA 250)
SIG 38 | + (38*#/100%**%*) - (38/100) + (38/100) + (38/100)
S. intermedius DSM
1 + - + +
20373
S. pseudintermedius
1 + - + +
LMG 22219
S. pseudintermedius
1 + - + +
LMG 22220
S. pseudintermedius
1 + - + +
LMG 22221
S. aureus DSM 346 1 - + + -
S. hyicus DSM 20459 | 1 - - + -

n=Anzahl der untersuchten Kulturen; *GroBe in Bp; +=speziesspezifisches Amplifikat; -=kein Amplifikat;
**Anzahl der untersuchten Kulturen mit der jeweiligen PCR-Reaktion; ***Anzahl der untersuchten Kulturen mit
der jeweiligen PCR-Reaktion in %; **** Die unter 3.1 beschriebenen weiteren 13 Staphylokokkenspezies bzw.
Staphylokokkensubspezies waren negativ.

4.3.2.2 Weitergehende Charakterisierung

4.3.2.2.1 Nachweis des Exfoliativen Toxingens siet

Die Amplifizierung des Exfoliativen Toxingens sier mit der unter 3.7.8.2.1 beschriebenen

Methode ergab bei 35 untersuchten SIG-Kulturen und einer S. pseudintermedius-Kultur ein
Amplikon mit einer Grof3e von ca. 360 Bp (359 Bp erwartete GroB3e) (Abb. 19). Bei 3 untersuchten
SIG-Kulturen und zwei S. pseudintermedius-Kulturen war keine vergleichbare Amplifizierung
moglich. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 9 wiedergegeben.
Das siet-Amplikon der SIG-Kultur 4191 wurde sequenziert. Die ermittelte sier-Basensequenz
entsprach zu 99 % der in der Datenbank beschriebenen siet-Sequenz (Abb. 20). Die
Aminosduresequenz des SIG-Exfoliativen Toxins der vorliegenden Untersuchung entsprach zu 99
% der in der Datenbank beschriebenen Exfoliativen Toxin-Sequenz (Abb. 21).
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Abb. 19: Typische Amplikons des Exfoliativen Toxingens siet von drei SIG-Kulturen (1, 2, 3); siet-
negative SIG-Kultur (4); M=siehe Abb. 8.
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siet_SIG_BN0O00819 ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGGAGGCTACTACATTTCAGCACCAGCCGA 50

siet_S.intermedius_AB099710 ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGGAGGCTACTACATTTCAGCACCAGCCGA 50

hhk Ak khk kA hkhk A hhkrhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkrkhkrkhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkkxkhkkxkxx*x

siet_SIG_BN0O00819 TAAAATTTATGCGGGTCCTCAATCTTTAACAGGTTCAATTGGTGTCATTT 100

siet_S.intermedius_AB099710 TAAAATTTATGCGGGTCCTICAATCTTTAACAGGTTCAATTGGTIGTCATTT 100

hhkrkhkhkhk kA hkk A hhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkkxkhkkxkxx

siet_SIG_BN000819 CTGAGTCAAAAGATTATTCAGAGCTTITTGGACAACTTAGGCATTAAAACA 150

siet_S.intermedius_AB099710 CTGAGTCAAAAGATTATTCAGAGCTTITTGGACAACTTAGGCATTAGAACA 150

KK A KRR AR KA AKRAKRA A AA AR AR KA A A AR A KA AR A AR A A A AR A AR Ak Kk kK

siet_SIG_BN000819 AACACAATCAAATCAGGTGCACATAAAGATATTTTAAGTAGTTCTCGTAA 200

siet_S.intermedius_AB099710 AACACAATCAAATCAGGTGCACATAAAGATATTTITAAGTAGTITCTICGTAA 200

Ak rhkhkhkhkhkhkk A hhkrhhkrhkhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkkhkxkhkkxkkx*x

siet_SIG_BNO000819 AATGACAGATGAAGAAAGAGAGATTTTACAGTCTATTAATAAAGATAGTT 250

siet_S.intermedius_AB099710 AATGACAGATGAAGAAAGAGAGATTTTACAGTICTATTAATAAAGATAGTT 250

hhkrhkhkhkhhkhkkhk A hhkrhkhkrhhkhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkhkhkxkhkkxkkx*x

siet_SIG_BN000819 TTGATCAATTTGTCAATGTGGTTAAAGAGGGACGTCAAATGTCCGAATCA 300

siet_S.intermedius_AB099710 TTGATCAATTTGTCAATGTGGTTAAAGAGGGACGTCAAATGTCCGAATCA 300

KK AR KA AR AR AR A A AR AR AR KA A A AR AR A AR A AR AR A AR A A AR A A AR, XK

siet_SIG_BN0O00819 AAAGTGCGTGAATTGGCAGATGGACGTATTTATAGTGCACAACAAGCGAA 350

siet_S.intermedius_AB099710 AAAGTGCGTGAATTGGCAGATGGACGTATTTATAGTGCACAACAAGCGAA 350

hhkrhkhkhkhhkhkk A hhkrhhkhkrhkhkhkhkrhhkhhhkrhhkhkhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkxkkxkkx

siet_SIG_BN0O00819 AAGTAATGG 359

siet_S.intermedius_AB099710 AAGTAATGG 359

* Kk ok ok ok ok ok ok ok

Abb. 20: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von siet der SIG-Kultur 4191 der vorliegenden
Untersuchung (BNOO0819) mit der sie-Sequenz einer S. intermedius-Kultur der Datenbank
(AB099710). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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Exfoliativ_Toxin_SIG_CAJ29275 MENLAASGGYYISAPADKIYAGPQSLTGSIGVISESKDYSELLDNLGIKT 50

Exfoliativ_Toxin_Sintermedius_BAC79152 MENLAASGGYYISAPADKIYAGPQSLTGSIGVISESKDYSELLDNLGIRT 50

hhkhkhkhkhk kA hhk Ak hkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkrhhkrkhkhkrhkkhkhkrhkhkrhkhkrkox

Exfoliativ_Toxin_SIG_CAJ29275 NTIKSGAHKDILSSSRKMTIDEEREILQSINKDSFDQFVNVVKEGRQMSES 100

Exfoliativ_Toxin_Sintermedius_BAC79152 NTIKSGAHKDILSSSRKMTDEEREILQSINKDSEFDQFVNVVKEGRQMSES 100

hhkhkhkhkhk kA hhk Ak hkrhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrxkhkkrxkxx

Exfoliativ_Toxin_SIG_CAJ29275 KVRELADGRIYSAQQAKSN 119

Exfoliativ_Toxin_Sintermedius_BAC79152 KVRELADGRIYSAQQAKSN 119

kAKX KAAk KAk AKX XA Ak Kk Kk kK%

Abb. 21: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz des Exfoliativen Toxins der SIG-
Kultur 4191 der vorliegenden Untersuchung (CAJ29275) mit der Exfoliativen Toxinsequenz einer
S. intermedius-Kultur der Datenbank (BAC79152). Die Ubereinstimmungen sind mit *,
konservative Aminosiureaustausche mit . markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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4.3.2.2.2 Nachweis des Enterotoxingens se-int

Die Amplifizierung des Enterotoxingens se-int mit der unter 3.7.8.2.2 beschriebenen Methode

ergab bei 23 untersuchten SIG-Kulturen und zwei S. pseudintermedius-Kulturen ein Amplikon mit
einer Grofle von ca. 400 Bp (404 Bp erwartete GroBie) (Abb. 22). Bei 15 untersuchten SIG-Kulturen
und einer S. pseudintermedius-Kultur war keine vergleichbare Amplifizierung moglich. Eine
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 9 wiedergegeben.
Das se-int-Amplikon der SIG-Kultur 4191 wurde sequenziert. Die ermittelte se-int-Basensequenz
entsprach zu 99 % der in der Datenbank beschriebenen se-in-Sequenz (Abb. 23). Die
Aminosduresequenz des SIG-Enterotoxins der vorliegenden Untersuchung entsprach zu 99 % der
in der Datenbank beschriebenen Enterotoxin-Sequenz (Abb. 24).

Abb. 22: Typische Amplikons des se-int Gens von drei SIG-Kulturen (1, 2, 3); se-int-negative
SIG-Kulturen (4, 5); M=siehe Abb. 8.
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se—int_SIG_AM943367

se—int_S.intermedius_AB116378

GTGGCGTACCAAACTATGAAGGAAATCACTTAGATAATCACAAATCACAA 50

GTGGCGTAACAAACTATGAAGGAAATCACTTAGATAATCACAAATCACAA 50

hhkhkhkhkhkkhkk kA hkhkrhhkhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkkhkhkdhkrxkhkkxkxx*x

se-int_SIG_AM943367 ACGATCTATGTAAAAGTTTTTGAAAATAGCAAGCATATCATTACATTIGA 100
se-int_S.intermedius_AB116378 ACGATCTATGTAAAAGTTTTTGAAAATAGCAAGCATATCATTACATTIGA 100
E R R R e R R S R I I R S S I S R I S R S R I S Sk S S
se-int_SIG_AM943367 AATACAAGCCGACAAAAAACTGGTTACAGCACAAGAACTGGATGCARAGG 150
se-int_S.intermedius_AB116378 AATACAAGCCGACAAAAAACTGGTTACAGCACAAGAACTGGATGCARAGG 150
KA AR KA AR AR KA AR A AR AR KA AR A AR AR A AR A AR A A A AR A A A A AR A KAk kK
se-int_SIG_ AM943367 CGAGAAAATTTTTAATTGATAAACTCAATCTTTATGAATTTAAAGGATCG 200
se-int_S.intermedius_AB116378 CGAGAAAATTTTTAATTGATAAACTCAATCTTTATGAATTTAAAGGATCG 200
B R R R e R R I S R I I R R S I S R I e R R I R e R I
se-int_SIG_AM943367 CCATACGAAACAGGGTATATCAAGTTTATTGAAAATGACGACAAATCGTT 250
se-int_S.intermedius_AB116378 CCATACGAAACAGGGTATATCAAGTTTATTGAAAATGACGACAAATCGTT 250
EE R R S R R S R I I R S I S S R I S R S R I e Sk I
se-int_SIG_AM943367 CTGGTATGACTTGATGCCGCCACCGGGTAATAATTTTAATCAATCTAAGT 300
se-int_S.intermedius_AB116378 CTGGTATGACTTGATGCCGCCACCGGGTAATAATTTTAATCAATCTAAGT 300
KA AR A AR AR A AR A AR AR KA AR A AR A AR A AR A AR A A A AR AR A A A AR AR Ak kK
se-int_SIG_AM943367 ATTTAACAATGTATAGTGATAATAAGACCGTTGAATCTAAAGACATAAAA 350
se-int_S.intermedius_AB116378 ATTTAACAATGTATAGTGATAATAAGACCGTTGAATCTGAAGACATAAAA 350

se—-int_SIG_AM943367

se—int_S.intermedius_AB116378

kA hkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhAhhkrhhkhhhkhkkhkhkhhkrhkkhkhkhhkhkhkrhkhkx d*rxkhkhkkhkrxhkxk

ATTGAAGTTCATTAA 365

ATTGAAGTTCATTTA 365

*kxkkrkkkkkkkx K

Abb. 23: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von se-int der SIG-Kultur 4191 der
vorliegenden Untersuchung (AM943367) mit der se-int-Sequenz einer S. intermedius-Kultur der
Datenbank (AB116378). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind
hervorgehoben.
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Enterotoxin_SIG_CAQ15738 NYEGNHLDNHKSQTIYVKVFENSKHIITFEIQADKKLVTAQELDAKARKE 50

Enterotoxin_S.intermedius_BAD13763 NYEGNHLDNHKSQTIYVKVFENSKHIITFEIQADKKLVTAQELDAKARKE 50

hhkhkhkhkhk kA hkkrhhkrhkhkhhkhkhhkrhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrxkhkxkxx

Enterotoxin_SIG_CAQ15738 LIDKLNLYEFKGSPYETGYIKFIENDDKSFWYDLMPPPGNNENQSKYLTM 100

Enterotoxin_S.intermedius_BAD13763 LIDKLNLYEFKGSPYETGYIKFIENDDKSFWYDLMPPPGNNENQSKYLTM 100

hhkhkhkhkhk kA hkkrhhkrhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkkhkhkdhkkrxkhkkxkxx

Enterotoxin_SIG_CAQ15738 YSDNKTVESKDIKIEVH 117

Enterotoxin_S.intermedius_BAD13763 YSDNKTVESEDIKIEVH 117

KAk KAkAhkhkK kKo kAKX Kk kK

Abb. 24: Vergleich von einem Teil der Aminoséduresequenz des Enterotoxins der SIG-Kultur 4191
der vorliegenden Untersuchung (CAQ15738) mit der Enterotoxin-Sequenz einer S. intermedius-
Kultur der Datenbank (BAD13763). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative Aminosiure-
austausche mit ., markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.

4.3.2.2.3 Nachweis der Leukotoxin-kodierenden Gene lukS und lukF durch Multiplex-PCR

Der Nachweis der Leukotoxin-kodierenden Gene [ukS und [ukF erfolgte mit der unter 3.7.8.2.3
beschriebenen Methodik mittels Multiplex-PCR. Die AmplifikatgroBen fiir die einzelnen
Leukotoxin-kodiernden Gene waren fiir /ukS ca. 500 Bp (503 Bp erwartete GroB3e) und fiir [ukF ca.
570 Bp (572 Bp erwartete Grofle). Die Amplifikate lieBen sich eindeutig voneinander unterscheiden
(Abb. 25).

Das Gen-lukS war bei 29 SIG-Kulturen und zwei S. pseudintermedius-Kulturen nachweisbar, das
Gen-lukF bei 28 SIG-Kulturen und zwei S. pseudintermedius-Kulturen.

Die verbleibenden 9 bzw. 10 SIG-Kulturen und eine S. pseudintermedius-Kultur waren [ukS- bzw.
lukF-negativ. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Multiplex-PCR ist in Tab. 9
wiedergegeben.
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Abb. 25: Typische Amplikons der Leukotoxin-kodierenden Gene [ukS (500Bp) und [ukF (570Bp)
bei fiinf SIG-Kulturen (1, 2, 3, 4, 5); lukS/lukF-negative SIG-Kulturen (6, 7); M=siehe Abb. 9.

4.3.2.2.4 Nachweis des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB

Die Amplifizierung des Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gens purB mit der unter 3.7.8.2.4
beschriebenen Methode ergab bei 31 untersuchten SIG-Kulturen und drei S. pseudintermedius-
Kulturen ein Amplikon mit einer Gro3e von ca. 490 Bp (entsprechend Abb. 11, 487 Bp erwartete
GroBe). Bei 7 untersuchten SIG-Kulturen war keine vergleichbare Amplifizierung méglich. Eine
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 9 wiedergegeben.

Das purB-Amplikon der SIG-Kultur 4191 wurde sequenziert. Die ermittelte purB-Basensequenz
entsprach zu 99 % der in der Datenbank fiir S. aureus beschriebenen purB-Sequenz (Abb. 26). Die
Aminosduresequenz der SIG-Adenylsuccinatlyase der vorliegenden Untersuchung entsprach ebenso
zu 99 % der in der Datenbank fiir S. aureus beschriebenen Adenylsuccinatlyase-Sequenz (Abb. 27).
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purB_SIG_AM950282 TTTGCGACATTAGCATTAATCGCGACGTCACTAGAAAAATTTGCCGTTGA 50
purB_S.aureus_AB036769 ATTGCGACATTAGCATTAATCGCGACGTCACTAGAAAAATTTGCCGTTGA 50
Kok Kk khk Ak kA kh kA khkkkhk kA khkkkhkkkkhk Ak hk k& ok k& kk k& Kk k& kkx &k
purB_SIG_AM950282 AATTCGTAACCTTCAAAAAACCGAAACAAGAGAAGTTGAAGAAGCATTTG 100
purB_S.aureus_AB036769 AATTCGTAACCTTCAAAAAACTGAAACAAGAGAAGTTGAAGAAGCATTTIG 100
Kok kk ok Ak hkhkkhkkkhkkkhkhkk Ak hkhkkhkkhkkkkhkkhkkkk k& kkx*k*
purB_SIG_AM950282 CAAAAGGCCAAAAAGGTTCATCTGCAATGCCTCATAAACGAAATCCAATT 150
purB_S.aureus_AB036769 CAAAAGGTCAAAAAGGTTCATCTGCAATGCCTCATAAACGAAATCCAATT 150
KAKKKAKIAK KA IAKAA AR AR KA A A AR AR A AR AR A A A A AR A AR A A A AR AR XK
purB_SIG_AM950282 GGTTCTGAAAATATCACAGGTATTTCAAGAGTCATTCGTGGTTATATTAC 200
purB_S.aureus_AB036769 GGTTCTGAAAATATCACAGGTATTTCAAGAGTAATTCGTGGTTATATTAC 200
Kok kk ok Ak khkk kA khkk Ak kA khk Ak hk kA khkkkk Kk hkkhkkkkkkkkxkk*
purB_SIG_AM950282 TACAGCTTATGAGAATGTGCCATTATGGCATGAAAGAGATATTTCTCATT 250
purB_S.aureus_AB036769 TACAGCTTATGAGAATGTGCCATTATGGCATGAAAGAGATATTTCTCATT 250
Kok ok k ok kkk ok k kA khkkkk kA khk Ak k kA khkkkk k& kkk Kk ok kk k& kkx*k*
purB_SIG_AM950282 CTTCTGCTGAGCGTATTATGTTACCAGATGTTACAATAGCACTAGATTAT 300
purB_S.aureus_AB036769 CTTCAGCTGAGCGTATTATGTTACCAGATGTTACAATAGCACTAGATTAT 300
KEAKIK KA AKRKAIAAA AR AR KA A A AR AR A AR A AR A A A AR A AR A A A AR XA, XK
purB_SIG_AM950282 GCATTGAATCGTTTCACAAATATTGTGGACCGTTTAACTGTATTTGAAGA 350
purB_S.aureus_AB036769 GCATTGAATCGTTTCACGAATATTGTGGACCGTTTAACTGTATTTGAAGA 350
Kok kkhkkkhkh Ak khkkkhkhkk hhkhkkkhk kA khkkkhkkkkh kK kkkk k& kkx*k*
purB_SIG_AM950282 TAATATGCGTAATAACATAGATAAAACATTTGGTCTGATTTTCTCACAAC 400
purB_S.aureus_AB036769 TAATATGCGTAATAACATTGATAAAACATTTGGTCTGATTTTCTCACAAC 400

purB_SIG_AM950282

purB_S.aureus_AB036769

kA hkhkrkhkhkrhkhkhkhkhAhkkhkrkhk hhkhkhhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

GTGTCTTATTAGCATTAATTAATAAA 426

GTGTCTTATTAGCATTAATTAATAAA 426

KAkhkAkA XA AR KA A AA A A AN A XA XXXk k K

Abb. 26: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von purB der SIG-Kultur 4191 der
vorliegenden Untersuchung (AM950282) mit der purB-Sequenz einer S. aureus-Kultur der
Datenbank (AB036769). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind
hervorgehoben.
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Adenylsuccinatlyase_SIG_CAQ34 FATLALIATSLEKFAVEIRNLQKTETREVEEAFAKGQKGSSAMPHKRNPI 50

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 IATLALIATSLEKFAVEIRNLQKTETREVEEAFAKGQKGSSAMPHKRNPI 50

AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR XA XA XA KKK K

Adenylsuccinatlyase_SIG_CAQ34 GSENITGISRVIRGYITTAYENVPLWHERDISHSSAERIMLPDVTIALDY 100

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 GSENITGISRVIRGYITTAYENVPLWHERDISHSSAERIMLPDVTIALDY 100

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A XA A KA A AKX XK KK

Adenylsuccinatlyase_SIG_CAQ34 ALNREFTNIVDRLTVFEDNMRNNIDKTFGLIFSQRVLLALINK 142

Adenylsuccinatlyase_S.aureus_BAA99412 ALNRFTNIVDRLTVFEDNMRNNIDKTFGLIFSQRVLLALINK 142

khkkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkkk

Abb. 27: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz der Adenylsuccinatlyase der SIG-
Kultur 4191 der vorliegenden Untersuchung CAQO034 mit der Adenylsuccinatlyase-Sequenz einer
S. aureus-Kultur der Datenbank (BAA99412). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative
Aminosdureaustausche mit , markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.

4.3.2.2.5 Nachweis des Chemotaxis inhibiting Protein (CHIPS)-kodierenden Gens chp

Die Amplifizierung von chp mit der unter 3.7.8.2.5 beschriebenen Methode ergab bei 2

untersuchten SIG-Kulturen ein Amplikon mit einer Gro3e von ca. 410 Bp (entsprechend Abb. 14,
407 erwartete GroBe). Bei 36 untersuchten SIG-Kulturen und drei S. pseudintermedius-Kulturen
war keine vergleichbare Amplifizierung moglich. Eine zusammenfassende Darstellung der
Ergebnisse ist in Tab. 9 wiedergegeben.
Das chp-Amplikon der SIG-Kultur 4191 wurde sequenziert. Die ermittelte chp-Basensequenz
entsprach zu 98 % der in der Datenbank fiir chp von S. aureus beschriebenen Sequenz (Abb. 28).
Die Aminosduresequenz von CHIPS der SIG-Kultur der vorliegenden Untersuchung entsprach
ebenso zu 98% der in der Datenbank fiir CHIPS von S. aureus beschriebenen Sequenz (Abb. 29).
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chp_SIG_AM943061 TTTTTTACGGCAGGAATCAGGTACACACCATCATTCAGCGAAAGCTTTTA 50
chp_S.aureus_AF285146 TTTTTAACGGCAGGAATCAGCTACACACCATCATTCAGCGAAAGCTTTTA 49
dAhkhhkhk KAhkhkhkhkrhhkhhkhhkhk, dhkhkhkhAhhkhhhkrhkhkhkrhhhkkhkhhkhkhkkxhkk*x
chp_SIG_AM943061 CTTTTGAACCGTTTCCTACAAATGAAGAAATAGAATCAAATAAGAAAATG 100
chp_S.aureus_AF285146 CTTTTGAACCGTTTCCTACAAATGAAGAAATAGAATCAAATAAGAAAATG 99
hAhkhh kA hkhhhkhkrAhhkhkhkhkhhhkhkrhkhkhkhAhkhhkkhkhkrhkhkhkhrhhhkkhkhhhkhkxk*xk*
chp SIG_AM943061 TTAGAGAAAGAAAAAGCTTATAAAGAATCATTTAAAAATAGTGGTCTTCC 150
chp_S.aureus_AF285146 TTAGAGAAAGAAAAAGCTTATAAAGAATCATTTAAAAATAGTGGTCTTCC 149
LR e B i I I I I I I b I I I I I I b i I b b I b b b I 2 b b b b b e
chp_SIG_AM943061 TACAACGCTAGGAAAATTAGATGAACGTTTGAGAAATTATTTAGAGAAAG 200
chp_S.aureus_AF285146 TACAACGCTAGGAAAATTAGATGAACGTTTGAGAAATTATTTAAAGAAAG 199
hAhkhh kA hkhkhkhhkrhhk kA hkhhkhkhkrhhkhkhAhkhhkkhkhkrhhkkhkrhhhkkhkhrkh *x*h*k*
chp_SIG_AM943061 GCACAAAAAATACTGCTCAATTTGAAAAAATGGTTATTTTAACTGAAAAT 250
chp_S.aureus_AF285146 GCACAAAAAATTCTGCTCAATTTGAAAAAATGGTTATTTTAACTGAAAAT 249
hAhkhhkhkhkhhkhkhh *hkhhkhhkhkhhkrhhkhkhdhrhhkkhkhkrhkhkkhkrhhhkkhkhhhkhkxkkxk*x
chp_SIG_AM943061 AAAGGTTACTATACAGTATATCTGAATACACCACTTGCTGAAGATAGAAA 300
chp_S.aureus_AF285146 AAAGGTTACTATACAGTATATCTGAATACACCACTTGCTGAAGATAGAAA 299
LR i I B I i I I I I I I b I I I I I I b b I I b b I b b b I 2 b b b b b b e
chp_SIG_AM943061 AAATGTTGAGTTACTAGGTAAAATGTATAAAACATACTTCTTTAAAAAAG 350
chp_S.aureus_AF285146 AAATGTTGAGTTACTAGGTAAAATGTATAAAACATACTTCTTTAAAAAAG 349

chp_SIG_AM943061
chp_S.aureus_AF285146

Ak rhkhkhkhkhkhkhkrkhhkrhkhkrhhhkhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrkhkhkrhkkhkhhhkxkhkxkxx

GAGAGTCTAAATCATCTTATGAGA 374

GAGAGTCTAAATCATCTTATGTAA 373

khkrxhkkkhkhkhkkkhkkhkrkhkkxkhkkx*k *

Abb. 28: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von chp der SIG-Kultur 4191 der vorliegenden
Untersuchung (AM943061) mit der chp-Sequenz einer S. aureus-Kultur der Datenbank
(AF285146). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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CHIPS_SIG_CAQ06479 FLRAGIGTHHHSAKAFTFEPFPTNEEIESNKKMLEKEKAYKESFKNSGLP 50

CHIPS_S.aureus_AAQ14339 FLTAGISTHHHSAKAFTFEPFPTNEEIESNKKMLEKEKAYKESFKNSGLP 50
* % ***:*******************************************

CHIPS_SIG_CAQ06479 TTLGKLDERLRNYLEKGTKNTAQFEKMVILTENKGYYTVYLNTPLAEDRK 100

CHIPS_S.aureus_AAQ14339 TTLGKLDERLRNYLKKGTKNSAQFEKMVILTENKGYYTVYLNTPLAEDRK 100
**************:*****:*****************************

CHIPS_SIG_CAQ06479 NVELLGKMYKTYFFKKGESKSSYE 124

CHIPS_S.aureus_AAQ14339 NVELLGKMYKTYFFKKGESKSSYV 124

khkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk

Abb. 29: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz von CHIPS der SIG-Kultur 4191 der
vorliegenden Untersuchung (CAQ06479) mit der CHIPS-Sequenz einer S. aureus-Kultur der
Datenbank (AAQ14339). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative Aminosiure-
austausche mit ; markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.

4.3.2.2.6 Nachweis von Resistenzgenen durch Multiplex-PCR

Der Nachweis von Resistenzgenen durch Multiplex-PCR erfolgte mit der unter 3.7.8.2.6

beschriebenen Methodik. Die Amplifikatgrofle fiir das mecA-Oxacillinresistenzgen war ca. 530 Bp
(532 Bp erwartete GroBe) und fiir das blaZ-Penicillinresistenzgen ca. 170 Bp (173 Bp erwartete
GroBe) (Abb. 30).
Das mecA-Oxacillinresistenzgen war bei 11 SIG-Kulturen nachweisbar, das blaZ-
Penicillinresistenzgen bei 37 SIG-Kulturen und drei S. pseudintermedius-Kulturen. Die
verbleibenden 27 bzw. 1 SIG-Kultur(en) waren mecA- bzw. blaZ-negativ. Eine zusammenfassende
Darstellung der Ergebnisse der Multiplex-PCR ist in Tab. 9 wiedergegeben.



4- Ergebnisse 68

Bp Bp
2176- 2176
1033- -1033
517 -517
298- -298
154- -154
M 1 2 3 4 M

Abb. 30: Multiplex-PCR des mecA- (ca. 530 Bp) bzw. blaZ- (ca. 170 Bp) Resistenzgens bei zwei
SIG-Kulturen (1, 2); blaZ-positive SIG-Kultur (3); mecA- und blaZ-positiver S. aureus-
Referenzstamm 1150/93 (4); M=siche Abb. 9.
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4.3.2.2.7 Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse

Nach Restriktionsanalyse der chromosomalen DNA der 10 ausgewihlten SIG-Kulturen (Tab. 2)
konnte nach der Fragmentauftrennung ein einheitliches DNA-Restriktionsmuster nachgewiesen

werden (Abb. 31), d.h. die 10 SIG-Kulturen, isoliert von 8 Hunden und 2 Katzen, stellen einen
einheitlichen Bakterienklon dar.

Eh

TLRLR R

IR RIIBLE

42 5

| Em——
———
——
| —
| —
—
——
—
——
—

LI1 DRIZ 1 2 3 4

Abb. 31: Makrorestriktionsanalyse von fiinf SIG-Kulturen (1-5) nach Restriktionsverdau mit dem

Enzym Apal, M1=Lambda Ladder PFGE Marker (50-1000 Kb); M2=Low Range PFGE Marker
(0.1-200 Kb).



‘uonyeay-JYOd uasIromal Iop I uaImny UYINSIONN I9P [YRZUY .y, .

"9 UL UOT[RIY-YDd UeSI[Iomal 1op Jur uaImns] UoJyonsIoun Jop [YBZUVY 4 4
ey dury urey=- Jeyyrduy soyosiyizads=+ ‘dg ur agoin, ‘uoInny ueyonsIoun I9p [Yezuy=u

+ - R n } _ + ) | 12CCC DIN'T
snmipautiajuipnasd -
+ - - " + + B ) | 0CTTC DIN'T
smipawiiajuipnasd g
N i ) N N N N N | 61¢CC DIN'T
snmipautiajuipnasd -
) i ) N i ) ) N | €Le0C INSd
smpauLIagul °§
(/) - (1L/LD) - (56/9€) - (81/L) - 9z/0D) - (re/6) - (6€/S1) - (8/€) -
¢ ‘ ‘ ‘ ‘ ¢ ¢ ‘ wm OHm
“(L6/LE) + (6T/11) + (S0 + (T8/1¢e) + «(PLIST) + “(9L160) + (19/€0) + ‘G CO/22SE) +
(0L1 ‘Zv19) (0€S “voour) . . (OLS “dmp) (00S “S¥11) . .
(017 *dyd) | (06Y ‘gind) (00 ‘ut-25) (+09¢€ 1215)
CZR19/1Z8B1q | TVOoUW/[yooul (4= L TA RS & L O AN LU VA BN L
zdyoy1dyo | zgind/pgand 7IUI-9S/[IUI-9S 73RS/ 131918 u sarzadg
MDd-xe[dnnA-Ze[q/voow ADd-XdDMA-NY/SAN]
urowdpnoapnuosiQ usp 1w JYDJ

“JJUNISH JOYDI[PSIYISINUN USIN[NY-SNIPauLI2juipnasd *§ pun -0[S 19q ZP]q PUN yo2ul dUISZU)SISIIUI[IOTUJ
"MZq -UI[IOBXQ) I9p ‘dyd SUSD) USIPUAIAIPON-(SATHD) ,,Ur101d Suniqryui SIXejoway)* Sop ‘gund SUaD) USPUSIAIPOIY-9SeA[IRUIOonS[Auspy
SOp ‘JyM] pun Syn] QUAL) USPUIAIPOY-UIXOJONNST IOp “Ju1-2s SUIIUIXO0JOINUH SIP 421 SUASUIXO], USATIRI[OJXH SOP USWWONIOA :6 ‘qel

0L 9SSIUQRZIH-1



4-Ergebnisse 71

4.3.3 Untersuchung der S. hyicus-Kulturen

4.3.3.1 Identifizierung

4.3.3.1.1 Nachweis eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA

Die Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA nach der unter 3.7.9.1.1 beschriebenen Methode ergab bei allen
untersuchten 40 S. hyicus-Kulturen ein Amplikon mit einer GroBe von ca. 200 Bp (205 Bp
erwartete  GroBle). Die anderen 16  untersuchten  Staphylokokkenspezies — bzw.
Staphylokokkensubspezies (siehe 3.1) erwiesen sich mit den beschriebenen Oligonukleotidprimern
als negativ (Abb. 32). Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist in Tab. 10
wiedergegeben.

Abb. 32: Typische Amplikons eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA von S. hyicus-Kulturen, isoliert vom Schwein (1 bis 7); fehlende Reaktion
des Kontrollstamms S. aureus DSM 346 (8); M=siehe Abb. 8.
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4.3.3.1.2 Nachweis eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA ,,intergenic
spacer* Region (ISR)

Die Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA ,intergenic
spacer Region (ISR) nach der unter 3.7.9.1.2 beschriebenen Methode ergab bei allen untersuchten
40 S. hyicus-Kulturen ein Amplikon mit einer Grofle von ca. 250 Bp (247 Bp erwartete GroB3e)
(Abb. 33). Die anderen 16 untersuchten Staphylokokkenspezies (siehe 3.1) erwiesen sich mit den
beschriebenen Oligonukleotidprimern als negativ. Eine zusammenfassende Darstellung der
Ergebnisse ist in Tab. 10 wiedergegeben.

Abb. 33: Typische Amplikons eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA
wintergenic spacer Region (ISR) von S. hyicus-Kulturen, isoliert vom Schwein (1, 2); fehlende
Reaktion des Kontrollstamms S. aureus DSM 346 (3); M=siehe Abb. 8.
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Tab. 10: Spezifitit der Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen
Abschnitts des Superoxid DismutaseA-kodierenden Gens sodA und eines S. hyicus-spezifischen
Abschnitts der 16S-23S rDNA , intergenic spacer Region (ISR)

PCR mit den Oligonukleotidprimern
Spezies n STAH-sodl/STAH-sodIT**** STAH-Hyl/STAH-HylII**%**
(sodA, 200%) (ISR, 250)
S. hyicus aus Deutschland 17 + (17#%/100%*%%*) + (17/100)
S. hyicus aus Russland 23 + (23/100) +(23/100)
S. hyicus DSM 20459 1 + +
S. hyicus S3588
1 + +
(ExhA)
S. hyicus 1289D-88
1 + +
(ExhB)
S. hyicus 842A-88
1 + +
(ExhC)
S. hyicus A2869C
1 + +
(ExhD)
S. aureus DSM 346 1 - -
S. intermedius DSM 20373 1 - -

n=Anzahl der untersuchten Kulturen; *GroBe in Bp; +=speziesspezifisches Amplifikat; -=kein Amplifikat;
**Anzahl der untersuchten Kulturen mit der jeweiligen PCR-Reaktion; ***Anzahl der untersuchten Kulturen mit
der jeweiligen PCR-Reaktion in %; ****die unter 3.1 beschriebenen weiteren 15 Staphylokokkenspezies bzw.
Staphylokokkensubspezies waren negativ.

4.3.3.2 Weitergehende Charakterisierung

4.3.3.2.1 Nachweis der Exfoliativen Toxingene exh A, exhB, exh C und exhD durch
Multiplex-PCR

Der Nachweis der Exfoliativen Toxingene exhA, exhB, exhC und exhD erfolgte mit der unter
3.7.9.2.1 beschriebenen Methodik mittels Multiplex-PCR. Die AmplifikatgroBen fiir die einzelnen
Exfoliativen Toxingene waren fiir exhA ca. 320 Bp (316 Bp erwartete Grofle), fiir exhB ca. 720 Bp
(717 Bp erwartete GroBe), fiir exhC ca. 520 Bp (525 Bp erwartete GroBe) und fiir exhD ca. 590 Bp
(588 Bp erwartete GroBe). Die Amplifikate lieBen sich eindeutig voneinander unterscheiden (Abb.
34).

Das Gen-exhC war bei einer S. hyicus-Kultur, isoliert in Deutschland, nachweisbar, das Gen-exhD
bei 2 S. hyicus-Kulturen, isoliert in Deutschland, und bei 17 S. hyicus-Kulturen, isoliert in Russland.
Die verbleibenden S. hyicus-Kulturen waren exhC- bzw. exhD-negativ.

Die Gene exhA und exhB waren bei allen 40 S. hyicus-Kulturen nicht nachweisbar. Eine
zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Multiplex-PCR ist in Tab. 12 wiedergegeben.
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Das exhC-Amplikon der S. hyicus-Kultur 6407/01 wurde sequenziert. Die ermittelte exhC-
Basensequenz entsprach zu 100 % der fiir exhC in der Datenbank beschriebenen Sequenz (Abb.
35). Die Aminosiduresequenz von ExhC der vorliegenden Untersuchung entsprach ebenso zu 100 %
der fiir ExhC in der Datenbank beschriebenen Sequenz (Abb. 36).

Das Amplikon exhD der S. hyicus-Kultur 2300/79, isoliert in Deutschland, wurde sequenziert. Die
ermittelte exhiD-Basensequenz entsprach zu 100 % der fiir exhD in der Datenbank beschriebenen
Sequenz (Abb. 37). Die Aminosduresequenz von ExhD der vorliegenden Untersuchung entsprach
zu 100 % der fiir ExhD in der Datenbank beschriebenen Sequenz (Abb. 38).

Das Amplikon exiAD der S. hyicus-Kultur P11, isoliert in Russland, wurde sequenziert. Die
ermittelte exhD-Basensequenz entsprach zu 99 % der fiir exhD in der Datenbank beschriebenen
exhD-Sequenz (Abb. 37). Die Aminosiduresequenz von ExhD der vorliegenden Untersuchung
entsprach zu 99 % der fiir ExhD in der Datenbank beschriebenen Sequenz (Abb. 38). Die fiir das
aktive Zentrum der Serinproteasen bedeutsamen Aminosduren His 115 (H), Asp 164 (D) und Ser
219 (S) waren bei allen ExhC-positiven Kulturen nachweisbar. Bei ExhD war die Aminosiure Asp
164 (D) durch die Aminosdure Glu (E) ausgetauscht (Abb. 39).

Abb. 34: Typische Amplikons der Exfoliativen Toxingene A, B, C und D von S. hyicus-
Referenzstimmen: S. hyicus S3588 (exhA) (1); S. hyicus 1289D-88 (exhB) (2); S. hyicus 842A-88
(exhC) (3) und S. hyicus A2869C (exhD) (4) nach Einzel-PCR (1-4); Multiplex-PCR einer
Toxingen-Kontrolle (5); M=siehe Abb. 8.
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Tab. 11: Vorkommen von Exfoliative Toxine-kodierenden Genen bei S. hyicus-Kulturen
unterschiedlicher Herkunft

Huhn, n=1)

Isolate aus Untersuchungsproben von Toxingene
Herkunft Schwein (n=36), Huhn (n=1), Hund
(n=1) und Rind (n=2) exhA exhB exhC exhD
Exsudative Epidermitis (Schwein, n=7) - - 1% /14%%* 2/29
) Verschiedene klinische Befunde (Bezug
S. hyicus-Kulturen
zum Nachweis von §. hyicus unklar) - - - -
aus Deutschland
(Schwein, n=6; Rind, n=2; Hund, n=1)
Klinisch unauffillig (Schwein, n=1) - - - -
Exsudative Epidermitis (Schwein, n=19) - - - 16/84
S. hyicus-Kulturen
Pneumonie ( Schwein, n=1) - - - -
aus Russland
Klinisch unauffillig (Schwein, n=2; 133

n=Anzahl der Kulturen; * Anzahl der Kulturen mit dem jeweiligen Toxingen; ** Anzahl der Kulturen mit dem
jeweiligen Toxingen in %.

exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.
exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.
exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_ AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

AGTCCTGAACAAATCAAAAACTCCCCATATCAATCAGTTGGCAGATTAAA

AGTCCTGAACAAATCAAAAACTCCCCATATCAATCAGTTIGGCAGATTAAA

hhkrhkhkhkhkhkhkrhhkrhhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkrhkhkhkhkhkrhkkhkhkhkhkxkhkkxkxx

50
50

TGTTCAAGGAGAAGCTGTAGCAACAGGTGTATTTATTGGCAAAAATACTG 100

TGTTCAAGGAGAAGCTGTAGCAACAGGTGTATTTATTGGCAAAAATACTG 100

KA AR A AR AR KA AR A AR AR A A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR AR XK

TAGTAACTAACCATCATATCGCTAAAGAAGCGAAAAATAATCCGTICTAAA

TAGTAACTAACCATCATATCGCTAAAGAAGCGAAAAATAATCCGTICTAAA

hhkrhkhkhkhkhkhkk Ak hkrhhkrhhhkhkhkrhhkhhhkhhkhkhkhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkhkxkhkkxkxx*x

ATCATTTTTTCTCCAGGTAGACATGCTGATGAATCCAACACAGGAACAGT

ATCATTTTTTCTCCAGGTAGACATGCTGATGAATCCAACACAGGAACAGT

hhkrhkhkhkhkhkhkk Ak hkrhhkhhkhkhhkrhhkhhhkhhkhkhkkhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkhkxkhkkxkxx

TCTCCCGCACGGTACTTTTGAAGCATCAGAAATTATAGATGCACCATTTG

TCTCCCGCACGGTACTTTTGAAGCATCAGAAATTATAGATGCACCATTIG

AR AR KA A KA AR AR KA A AR AR AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR A A AR, XK

GAACAGGTGTTGATATTTCAGTAATAATTTTCAAACCTAATGCTGAAGGT

GAACAGGTGTTGATATTTCAGTAATAATTTTCAAACCTAATGCTGAAGGT

hhkrhkhkhkhkhkhkk Ak hkrhhkrhhkhkhhkrhhkhhhkrkhkhhhkrkhkhkrhkkhkhkhhkhkxkhkkxkkxx

150
150

200
200

250
250

300
300
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exhC_S.hyicus_6407/01 AAATCTATAGGCGATGTCATTAAAGCTGCTGATTTAGGTAATTCTAATAG 350
exhC_S.hyicus_AF515455 AAATCTATAGGCGATGTCATTAAAGCTGCTGATTTAGGTAATTCTAATAG 350
hokkkkkkkkkhkhkhk kA KKk kkhkhkhkk kK Kk kkkhkhkkk k& Kk kkkkkxx &K k*
exhC_S.hyicus_6407/01 TTTAAAAAAGGGAGATACAGCTAATTTAATTGGATATCCTTATGATTTCG 400
exhC_S.hyicus_AF515455 TTTAAAAAAGGGAGATACAGCTAATTTAATTGGATATCCTTATGATTTCG 400
hokkkkkkkkkhkhkhkk kKK kkkhkhkhkk kKK kkkkhkhkkk k& Kk kkkkxx® &K k*
exhC_S.hyicus_6407/01 ACTCAAAAAACATGTACCGAAGTCAAGTITGAATTTCAAAGTACTGATTTT 450
exhC_S.hyicus_AF515455 ACTCAAAAAACATGTACCGAAGTCAAGTTGAATTTCAAAGTACTGATTTT 450
KK AR KA AR AR A KRR A AR AR AR KA AR A AR A R A A R A AR A AR AR AR AR A A AR, XK
exhC_S.hyicus_6407/01 GGATTGAAATACTATGGCTATACAGTTCCGGGAAATTCAGGATCTGGTAT 500
exhC_S.hyicus_AF515455 GGATTGAAATACTATGGCTATACAGTTCCGGGAAATTCAGGATCTGGTAT 500

exhC_S.

exhC_S.

exhC_S.
exhC_S.

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hyicus_6407/01
hyicus_AF515455

hhkrhkhkhkhkhkhkk Ak hkrhkhkhhkhkhhkrhhkhhhkrhkrkhkhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkrxkhkkxkxx

TTTTAATTCTGAAGGTAAATTCGTTGGACTCCACATCGGAAAAGCAAAAC 550

TTTTAATTCTGAAGGTAAATTCGTTGGACTCCACATCGGAAAAGCAAAAC 550

kA hk kA hkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkhkdxhkxk

ATATAAACAGTCAAAATGA 569

ATATAAACAGTCAAAATGA 569

AhkA XAk kA Ak Kk Ak kA kA kA kA h K%k

Abb. 35: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von exhC der S. hyicus-Kultur 6407/01 der
vorliegenden Untersuchung mit der exhC-Sequenz einer S. hyicus-Kultur der Datenbank
(AF515455). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert.
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ExhC_S.hyicus_6407/01 SPEQIKNSPYQSVGRLNVQGEAVATGVEF IGKNTVVINHHIAKEAKNNPSK 50

ExhC_S.hyicus AAN32972 SPEQIKNSPYQSVGRLNVQGEAVATGVFIGKNTVVINHHIAKEAKNNPSK 50

kA hkkhk Ak kA rhkhkh kA hkhkrhhkrhhkhhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkrkkhkkhkxhkxk

ExhC_S.hyicus _6407/01 IIFSPGRHADESNTGTVLPHGTFEASEIIDAPFGTGVDISVIIFKPNAEG 100

ExhC_S.hyicus_AAN32972 IIFSPGRHADESNTGTVLPHGTFEASEIIDAPFGTGVDISVIIFKPNAEG 100
hokkkk kK kkkkhkhkhk kX Ak kkkhkhkhk kKK Kk kkhkhkhkk kK Kk Kk kkkkkxk* & %K%

ExhC_S.hyicus _6407/01 KSIGDVIKAADLGNSNSLKKGDTANLIGYPYDFDSKNMYRSQVEFQSTDE 150

ExhC_S.hyicus_AAN32972 KSIGDVIKAADLGNSNSLKKGDTANLIGYPYDFDSKNMYRSQVEFQSTDFE 150

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkrhhkhhkhkhhkrhkkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkkhkhkdhkrxkhkkxkxx

ExhC_S.hyicus_6407/01 GLKYYGYTVPGNSGSGIFNSEGKFVGLHIGK 181

ExhC_S.hyicus_AAN32972 GLKYYGYTVPGNSGSGIFNSEGKFVGLHIGK 181

KAKXKAKRKAIAAA XA AN A XA A XA A AR XA KA XAk kA kK

Abb. 36: Vergleich von einem Teil der Aminosduresequenz von ExhC der S. hyicus-Kultur 6407/01
der vorliegenden Untersuchung mit der ExhC-Sequenz einer S. hyicus-Kultur der Datenbank
(AAN32972). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert.
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exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

exhD_S.
exhD_S.

exhD_S.

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

hyicus_AM946621
hyicus_AF515456
hyicus_AM950188

AAAGTAGAGAATACAAAAGAATATCCTITATCAAGCGGTTGGCTCCATTTT
AAAGTAGAGAATACAAAAGAATATCCTITATCAAGCGGTTGGCTCCATTTT

AAAGTAGAGGATACAAAAGAATATCCTITATCAAGCGGTTGGCTCCATTTT

hhkrkhkhkhkkhhkd Khkhkrhhkhhhkhhkrhkhhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkkxkhkxkxx

CATAAAACAAAAAACCGTTGCTACCGCTTCAGTTGTAGGAAAAAATAAAA
CATAAAACAAAAAACCGTTGCTACCGCTTCAGTTGTAGGAAAAAATAAAA

CATAAAACAAAAAACCGTTGCTACCGCTTCAGTTGTAGGAAAAAATAAAA

hhkrhkhkhkhkhkhkk A hhkrhhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhkhkrhhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkxkhkkxkxx

TTATTACAAACTATCATATTGCTAAACAAGCAGAAAACGATCCCTICTAAA
TTATTACAAACTATCATATTGCTAAACAAGCAGAAAACGATCCCTICTAAA

TTATTACAAACTATCATATTGCTAAACAAGCAGAAAACGATCCCTICTAAA

KA A K AR KA IR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR A AR A AR A XKk

GTTATATTCAGACCAGGATTAACAACAGATGAAAATGGGGTTTTTCAAAG
GTTATATTCAGACCAGGATTAACAACAGATGAAAATGGGGTTTTTCAAAG

GTTATATTCAGACCAGGATTAACAACAGATGAAAATGGGGTTTTTCAAAG

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhkhAhhkrhhkrhhhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhkdxhkxk

ACCATTTGGAGAGTTTACTGCTAAATCAATTGAAGAAGCACCGTTTGGAG
ACCATTTGGAGAGTTTACTGCTAAATCAATTGAAGAAGCACCGTTTGGAG

ACCATTTGGAGAGTTTACTGCTAAATCAATTGAAGAAGCACCGTTTGGAG

hhkhhkhkhk kA hk A hhkrhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkkxkhkkxkxx

CAGGTTTAGAATTAGCGATTATAACTCTAAATCCAAATGAAGAAGGAAAA
CAGGTTTAGAATTAGCGATTATAACTCTAAATCCAAATGAAGAAGGAAAA

CAGGTTTAGAATTAGCGATTATAACTCTAAATCCAAATGAAGAAGGAAAA

KA A K AR KA IR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR AR A AR A AR A A XKk

GAAATTGGTGAGGTICGTTAAGCCCTTAGAATTAGGTAATGCAAATGCTGT
GAAATTGGTGAGGTCGTTAAGCCCTTAGAATTAGGTAATGCAAATGCTGT

GAAATTGGTGAGGTAGTTAAGCCCTTAGAATTAGGTAATGCAAATGCTGT

hhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkdx dhhkhhkhkkhkrhkhkhhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkxkhkkxkxx

AGAACCAAGACAAAAATTATCATTAATTGGATACCCTAACGAGCATGTTC
AGAACCAAGACAAAAATTATCATTAATTGGATACCCTAACGAGCATGTTC

AGAACCAAGACAAAAATTATCATTAATTGGATACCCTAACGAGCATGTTIC

kA hkkhkhkhkrhkhkhkhkhAhhkrhhkhhhkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkhkdxxkxk

50
50
50

100
100
100

150
150
150

200
200
200

250
250
250

300
300
300

350
350
350

400
400
400
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exhD_S.hyicus_AM946621 AAAATAAAATGTTTAATCAAGAAATAGAAGTTCTTTCAACAAAAAATGGA 450
exhD_S.hyicus_AF515456 AAAATAAAATGTTTAATCAAGAAATAGAAGTTCTTTCAACAAAAAATGGA 450
exhD_S.hyicus_AM950188 AAAATAAAATGTTTAATCAAGAAATAGAAGTTCTTTCAACAAAAAATGGA 450

Ak rhkkhk kA hkhk A hhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrkhkhkhkhkrkhkhkrhkkhkhkhkhkkxkhkkxkxx

exhD_S.hyicus_AM946621 CTTAAATATTTTGGATATACAGAGAGTGGTAACTC 485
exhD_S.hyicus_AF515456 CTTAAATATTTTGGATATACAGAGAGTGGTAACTC 485
exhD_S.hyicus_AM950188 CTTAAATATTTTGGATATACAGAGAGTGGTAACTC 485

Ak rxhkhkhk kA hkkrkhkkrhkhkrhkhkhkhkdhkkrhkhkrxkhkkkhkkhkxkx*k

Abb. 37: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von exhD der S. hyicus-Kultur 2300/79
(AM946621), isoliert in Deutschland, der S. hyicus-Kultur P11 (AM950188), isoliert in Russland,
der vorliegenden Untersuchung mit der exhD-Sequenz einer S. hyicus-Kultur der Datenbank
(AF515456). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.

ExhD_S.hyicus_CAQ18972 VENTKEYPYQAVGSIFIKQKTVATASVVGKNKIITNYHIAKQAENDPSKV 50
ExhD_S.hyicus_AAN32973 VENTKEYPYQAVGSIFIKQKTVATASVVGKNKIITNYHIAKQAENDPSKV 50
ExhD_S.hyicus_CAQ34815 VEDTKEYPYQAVGSIFIKQKTVATASVVGKNKIITNYHIAKQAENDPSKV 50
R R R R R R R R R R R RS
ExhD_S.hyicus_CAQ18972 IFRPGLTTDENGVFQRPFGEFTAKSIEEAPFGAGLELAIITLNPNEEGKE 100
ExhD_S.hyicus_AAN32973 IFRPGLTTDENGVFQRPFGEFTAKSIEEAPFGAGLELAIITLNPNEEGKE 100
ExhD_S.hyicus_CAQ34815 IFRPGLTTDENGVFQRPFGEFTAKSIEEAPFGAGLELAIITLNPNEEGKE 100

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhhkrhhkhhhkhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkhkdxhkxk

ExhD_S.hyicus_CAQ18972 IGEVVKPLELGNANAVEPRQKLSLIGYPNEHVONKMENQEIEVLSTKNGL 150
ExhD_S.hyicus_AAN32973 IGEVVKPLELGNANAVEPRQKLSLIGYPNEHVONKMENQEIEVLSTKNGL 150
ExhD_S.hyicus_CAQ34815 IGEVVKPLELGNANAVEPRQKLSLIGYPNEHVONKMENQEIEVLSTKNGL 150

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhhkrhkhkrhhkhhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrkkhkkhkdxxkxk

ExhD_S.hyicus_CAQ18972 KYFGYTESGN 160
ExhD_S.hyicus_AAN32973 KYFGYTESGN 160
ExhD_S.hyicus_CAQ34815 KYFGYTESGN 160

kKkkkKkKkk Kk kK

Abb. 38: Vergleich von einem Teil der Aminosiduresequenz von ExhD der S. hyicus-Kultur
2300/79 (CAQ18972), isoliert in Deutschland, der S. hyicus-Kultur P11 (CAQ34815), isoliert in
Russland, der vorliegenden Untersuchung mit der ExhD-Sequenz einer S. hyicus- Kultur der
Datenbank (AAN32973). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative Aminosiure-
austausche mit ., markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.



4-Ergebnisse

ExhD_S.
ExhD_S.
ExhD_S.
ExhB_S.
ExhA_S.
ExhC_S.
ExhC_S.

ExhD_S.
ExhD_S.
ExhD_S.
ExhB_S.
ExhA_S.
ExhC_S.
ExhC_SsS.

ExhD_S.
ExhD_S.
ExhD_S.
ExhB_S.
ExhA_S.
ExhC_S.
ExhC_S.

ExhD_S.
ExhD_S.
ExhD_S.
ExhB_S.
ExhA_S.
ExhC_S.
ExhC_S.

Abb. 39: Vergleichende Betrachtung der aus der Datenbank entnommenen Aminosduresequenzen
der Exfoliativen Toxine A, B, C und D von S. hyicus mit Aminosduresequenzen von zwei ExhD-
bzw. einer ExhC-positiven Kultur der vorliegenden Untersuchungen. Die fiir das aktive Zentrum
der Serinproteasen bedeutsamen Aminosduren His 115 (H), Asp 164 (D) und Ser 219 (S) sind
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DESNTGTVLP
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SEGKFVGLHI

GKNKIITNYH
GKNKIITNYH
GKNKIITNYH
GKNKIITNFH
SQNKITITNYH
GKNTVVTNHH

GKNTVVTINHH

EAPFGAGLEL
EAPFGAGLEL
EAPFGAGLEL
EAPFGEGVDL
EAPFGAGIDI
DAPFGTGVDI

DAPFGTGVDI

PNEHVQNKME
PNEHVQNKMEFE'
PNEHVQNKMEFE'
PYNTVQDTMH
PNNTTQFSMY
PYDFDSKNMY

PYDFDSKNMY

GK
GK
GK
GK
GR
GK

GK

hervorgehoben. Bei ExhD ist Asp 164 (D) ausgetauscht durch Glu (E).

IAKQAENDPS
IAKQAENDPS
IAKQAENDPS
VAREAAKDPS
VAREAKNNPE
IAKEAKNNPS

IAKEAKNNPS

AIITLNPNEE
AIITLNPNEE
AITITLNPNEE
AVITLKPNGE
ATIIKLKPNKD
SVIIFKPNAE

SVIIFKPNAE

NQEIEVLSTK
NQEIEVLSTK
NQEIEVLSTK
KHKIEVYSTN
SQKIEVHSTK
RSQVEFQSTD

RSQVEFQSTD
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4.3.3.2.2 Nachweis der Exfoliativen Toxingene sheta und shetb von S. hyicus

Die Amplifizierung des Exfoliativen Toxingens sheta mit der unter 3.7.9.2.2 beschriebenen

Methode ergab bei 5 untersuchten S. hyicus-Kulturen, isoliert in Deutschland, und bei 11 S. hyicus-
Kulturen, isoliert in Russland, ein Amplikon mit einer Grée von ca. 610 Bp (613 Bp erwartete
Grolle) (Abb. 40). Bei 12 S. hyicus-Kulturen, isoliert in Deutschland, und bei 12 S. hyicus-Kulturen,
isoliert in Russland, war keine vergleichbare Amplifizierung moglich. Eine zusammenfassende
Darstellung der Ergebnisse ist in Tab.12 wiedergegeben.
Das sheta-Amplikon der S. hyicus-Kultur S3588 (exhA-Referenzstamm) wurde sequenziert. Die
ermittelte sheta-Basensequenz entsprach zu 93 % der fiir sheta von S. hyicus in der Datenbank
beschriebenen Sequenz (Abb. 41). Die Aminosduresequenz des S. hyicus-Exfoliativen Toxins
SHETA der vorliegenden Untersuchung entsprach zu 98 % der fiir das Exfoliative Toxin SHETA in
der Datenbank beschriebenen Sequenz (Abb. 42) Eine Amplifizierung des Exfoliativen Toxingens
shetb mit der unter 3.7.9.2.2 beschriebenen Methode war bei allen 40 S. hyicus-Kulturen und den
S. hyicus-Referenzstimmen nicht moglich. Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist
in Tab. 12 wiedergegeben.

4.3.4 Dendrogrammanalyse der Exfoliativen Toxingene

Die Sequenzanalysen der bislang bekannten und der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Exfoliativen Toxingene innerhalb der Gattung Staphylococcus ermdoglichte nach 3.7.6 eine
Dendrogrammanalyse (Abb. 43).
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Abb. 40: Typische Amplikons von sheta von drei S. hyicus-Kulturen (1, 2, 3); sheta-negative
S. hyicus-Kulturen (4, 5); M=siehe Abb. 9.
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sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

sheta_S.

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

hyicus_AM901042
hyicus_AB036768

CCCCTTTATGGCTTCTATGCCTTATTGGAATCTTGACGCATATGATTATT 50

CACCTTTATGGCTTCTATGCCTTATTGGAATCTTGACGCATATGATTATT 50

Kk kkkkkhkhkk Ak krkhkhkrhkhkhhkrhkhkhhhkrhhkhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkhkkxkkx*x

TTTTCGCACAAATATTTAAAGTCGTTCTCTCTTGAAAACGTATATCCTTIC 100

TTTTCGCACAAATATTTAAAGTCGTTCTCICTTGAAAACGTATATCCTTC 100

ok Ak hkhkhhkhkk A hhkrhkhkrhkhkhhkrhhkhhhkrhhkhkhkhkhkhkrhkkhkhhkhkkhkxkhkkxkxx

TTGGACTGTACTTTATATTGGTATAGCGATTGCGGGATTAACAGCGCCAG 150

TTGGACTGTACTTTATATTGGTATAGCGATTGCGGGATTGACAGCGCCAG 150

KK AKAKAKRKAAKRAKRKAIAAA AR AR KA A A AR A R KA A A AR AR A, Ak kA A hA Kk Kk *k

TAAGCGGCTATTTTTTTATAGGTAAATTAACAGTGATTTATGGTTITTTTA 200

TAAGCGGCTATTTTTTTATAGGTAAATTAACAGTGATTTATGGTTTTGTA 200

Ak Ak khkhhkhkk A hhkrhkhkrhkhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhkrkhkhkrhkkrkhkhkrkkrhkx *x*x

GCCACATGCATCGTCTTACCACTGGTTTTCAAACGTTTAAAGGTCTATCC 250
GCCACGTGCATCGTCTTACCACTGGTTTTCAAACGTTTAAAGACCTATCC 250

hhkrhkk hhkhkkhkhkhkkrhkkhkrhkhkhkhkhkhkrkhkkhkrhkkhkhhkhkkhkkxkhkxkkx*x * %k Kk ok Kk

TTTGCAAACGTCCATTAAACCAAACACATCCACCATTTGTGCGCCATTTT 300

TTTGCAAACGTCCATTAAACCAAACACATCCACAATTTGTGCACCATTTIT 300

KKAXKAKRKAAKRAKRKAIAAA A A KA A AA AR AR A A A A KX *Ahkkhkhhkk hk XAk *kk,k*k

CCTTAGTGGCTGCTGCCTATGTITTTAGCTTTTCCTGAAGCACATGTGTITT 350
CTTTAGTAGCAGCAGCCTATGITTTGGCTTTCCCAGAGGCGCATGATTTT 350

* kkkkk kk kK *kxkkhkrkhkhkkkhkkk Krkkkk kk Kk*k * Kk ok k kK * % x

GTCGTCATACTTTTTICTTATTCTGTCTCAAATGTITTTATTTTTATATTGT 400

GTTGTCATCCTITTTTTAATATTGTCTCAAGTTTITTTATTTITTATATCGT 400

*k kkkkk Kkrxkkxk K * * drkhkkhkrkkhkhkk *x Krxkkkkkkkxkkkk * %

TTTTCAACTTCCAAAATTATTAAGAGAACCGTITTITCACCCGTATITTCAG 450

TTTTCAGCTTCCAAAATTGCTAAGAGAACCCTTITCACCGGTATTTICAG 450

khkkhkkkk KAk khkhkkAkkkkk KhkKhkAkKAAkhkA kKhk XAk hkkhkkhkkk, K hkkAkkkk k)%

CATTTACATTTCCTTTAGTTATCTICAGCAACGGCTTTAAAAAATAGTATG 500

CATTCACATTCCCTTTAGTCATTTICAGCAACGGCTTTAAAAAACAGTATG 500

khkrxk kkhkkkk kkhkkkkkkx kx kA khkkhkkrhkkhkhkkhkkrxhkkhkh *kxkkx

CCTATACTCATATTTCCGGAAATTTGGAATGGGCTCTTAATGTTTGAAAC 550

CCTATACTCATATTTCCGGAAATTTGGAATGGGCTCTTAATGTTTGAAAC 550

hhk Ak hkhkhhkhkkhk A hhkrhhkrhkhkhhkrhhkrkhhkrhkhkhkhkrkhkhkrhkkhkhhkhkhkxkhkxkkxx*x
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sheta_S.hyicus_AM901042 GGTATTGGCAACTGGTAATCGAA 573
sheta_S.hyicus_AB036768 GGTATTGGCAACTG-TAATCGTA 572

Ak rxhkkhkhkkhkrkkkhkkhkx Kkrxkkrk *

Abb. 41: Vergleich von einem Teil der Gensequenz von sheta der S. hyicus-Kultur S3588
(AM901042) der vorliegenden Untersuchung mit der sheta-Sequenz einer S. hyicus-Kultur der
Datenbank (AB036768). Die Ubereinstimmungen sind mit * markiert, Unterschiede sind
hervorgehoben.

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_CAP15933 PLWLLCLIGILTHMIIFSHKYLKSFSLENVYPSWIVLYIGIAIAGLTAPV 50

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_BAB08178 PLWLLCLIGILTHMIIFSHKYLKSFSLENVYPSWIVLYIGIAIAGLTAPV 50

KA A KA AR AR KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A A A AR ARk h kK

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_CAP15933 SGYFFIGKLTVIYGFLATCIVLPLVFKRLKVYPLQTSIKPNTSTICAPFS 100

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_BAB08178 SGYFFIGKLTVIYGFVATCIVLPLVFKRLKTYPLQTSIKPNTSTICAPES 100

R R R I I IR I S S e S S R S S SR S R R R S S Sk i

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_CAP15933 LVAAAYVLAFPEAHVFVVILFLILSOMFYFYIVFQLPKLLREPFSPVEFSA 150

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_BAB08178 LVAAAYVLAFPEAHDFVVILFLILSQVFYFYIVFQLPKLLREPFSPVFSA 150

hhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkdx dhhkhkhkhkkhkrhkhkhkhoehkhhkhhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkkrxkhkxkxx

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_CAP15933 FTFPLVISATALKNSMPILIFPEIWNGLLMFETVLATGNR 190

Exfoliativ_Toxin A_S.hyicus_BAB08178 FTFPLVISATALKNSMPILIFPEIWNGLLMFETVLATVIV 190

KAKXKAKRAIAKAAXAKA A KR A XA A AR A A A XA A A A IR AR KXk kK

Abb. 42: Vergleich von einem Teil der Aminosiduresequenz von SHETA der S. hyicus-Kultur
S3588 (CAP15933) der vorliegenden Untersuchung mit der SHETA-Sequenz einer S. hyicus-Kultur
der Datenbank (BABO08178). Die Ubereinstimmungen sind mit *, konservative Aminosiure-
austausche mit ; markiert, Unterschiede sind hervorgehoben.
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efa & aureus M1T357

| exhC S, hyicus 6407/01

|" exhC 3 hyicus AF313453

efd 5 aureus ABO5T421
C efb 5 aureus M1T7343
shefh & hyicus ABUIETET

I exhD 8. hyicus AM9ISO18S

exhD 8. hyicus AM946611

exhD & hyicus AF513436

exhd 5 hyicus AF3154353
exhB ¥ chromogenes AV 691353
exhB 5 hyicus AF3153454

|— shefa & hyicus ABO36765

L sheta 8. hyicus AM901041

| siet §. imtermedins BNOO0S 19

L sief & infermedius AB099T10
{1

Abb. 43: Dendrogrammanalyse der bislang bekannten und der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Exfoliativen Toxingene innerhalb der Gattung Staphylococcus. Die in den
vorliegenden Untersuchungen sequenzierten Toxingene sind hervorgehoben.
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5 Diskussion

5.1 Differenzierung der Hamolyseformen

Die Bildung von Hiamolysinen ist eine typische Eigenschaft der meisten pathogenen
Staphylokokkenarten (BRUCKLER et al., 1994). Diese Exosubstanzen mit Proteinnatur
schiadigen neben Erythrozyten hidufig auch andere Zellarten. Die Schidigung von
Erythrozyten zeigt sich in der Regel als Himolyse auf Blutagarplatten. Bei Staphylokokken
werden o-, -, y-, 6- und d-like Himolysine oder Toxine unterschieden. Sie konnen neben der
direkten Hiamolyse auf Blutagarplatten auch aufgrund synergistischer bzw. antagonistischer
Wechselwirkungen mit Stoffwechselprodukten weiterer Bakterienspezies unterschieden
werden (SKALKA et al., 1979; HERBERT und HANCOCK, 1985; LAMMLER und
BLOBEL, 1987). Nach Anziichtung auf Schafblutagarplatten zeigt sich die a- und o-
Héamolysezone als vollstindige Hamolyse um den Staphylokokkenimpfstrich, die f-Hamolyse
als unvollstindige Hamolyse; die y-Hdmolyse ist auf Blutagar nicht nachweisbar.

Zur Unterscheidung des o- und d-Hémolysins beschrieben SKALKA et al. (1979) sowie
HERBERT und HANCOCK (1985) antagonistische bzw. synergistische Reaktionen dieser
Hiamolysine mit dem Staphylokokken-B-Hdmolysin. Die a-H@molyse zeigte sich als
vollstindige Hamolyse um den Impfstrich mit einer Hemmung im Bereich des B-Hédmolysins.
Im Gegensatz dazu wies das 6-Hamolysin im Bereich des Staphylokokken-f-Hamolysins eine
synergistische Reaktion auf, die sich als eine Verstirkung der Himolyse darstellte. Das [-
Hiamolysin ergab eine unvollstindige Hadmolyse auch im Bereich des [-hdmolysin-
produzierenden Referenzstammes. Nach SKALKA et al. (1979) waren so einzelne
Hémolysine, aber auch das Vorkommen von Hidmolysinkombinationen der zu untersuchenden
Kulturen differenzierbar.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte mit den oben beschriebenen Methoden das a-,

B- und o-Hamolysin nachgewiesen werden. Dabei wies das 6-Hamolysin 2 Formen auf, die
hier als §; und 9, bezeichnet wurden. Die als 6;-Hamolysin bezeichnete Form zeigte sich auf
Schafblutagarplatten als schmale Zone einer vollstindigen Himolyse mit einer synergistisch-
hédmolytischen Reaktion im Bereich des B-Hdmolysins; die als d,-Hédmolyse bezeichnete Form
zeigte keine Hamolyse auf Schafblutagar. Hierbei war lediglich eine synergistisch auftretende
Hamolysereaktion im Bereich des Staphylokokken-B-Hadmolysins feststellbar.
Dabei zeigten 24 S. aureus-Kulturen eine a-Hamolyse, eine B-Hamolyse trat bei 23 S. aureus-
und 36 SIG-Kulturen auf. Bei 7 S. aureus- und einer SIG-Kultur war eine d;-Hamolyse
nachweisbar, eine §,-Himolyse zeigten 6 S. aureus-Kulturen. Bei 26 S. hyicus-Kulturen
konnte eine schwache §,-Himolyse beobachtet werden und bei 12 S. aureus-, einer SIG- und
14 S. hyicus-Kulturen war keine Himolyse auf Schafblutagarplatten festzustellen.

Die Benennung dieser Substanzen als Himolysine wird der eigentlichen Bedeutung nicht
gerecht; umfassender und treffender ist die Bezeichung Toxine, die in der Literatur teilweise
auch als membranzerstérende Toxine (membrane-damaging-toxins) bzw. Zytolysine benannt
werden (McCATNEY und ARBUTHNOTT, 1978).
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Funktionell handelt es sich bei dem a-H@molysin um ein wasserlosliches Polypeptid,
welches ein zytotoxisches, hauptsdchlich von S. aureus gebildetes Exotoxin darstellt. Durch
Aneinanderlagern von 6 Toxinmolekiilen entsteht eine Ringstruktur, die sich in die Membran
der Zelle einsenkt und zur Bildung von transmembranalen Kanilen fithrt (BHAKDI und
TRANUM-JENSEN, 1991). Durch diese Kandle kommt es zur Freisetzung von Ionen und
letztendlich zum Platzen der Membran durch osmotische Lyse (BRUCKLER et al., 1994).
Neben der Hiamolyse zeigte das a-Hamolysin auch eine dermonekrotische und neurotoxische
Wirkung (ROGOLSKY, 1979).

Das Staphylokokken-B-Hémolysin ist eine Phospholipase C mit einer Spezifitit fiir
Sphingomyelin und wird deshalb auch als Sphingomyelinase bezeichnet. Durch eine
Freisetzung von Phosphorylcholin aus dem Sphingomyelin der Erythrozytenmembran bewirkt
das B-Hadmolysin eine Membranschiddigung. Der Nachweis des B-Hiamolysins erfolgte
bevorzugt auf Schafblutagarplatten, da die Empfindlichkeit der Erythrozyten vom Anteil an
Sphingomyelin in der Membran abhéngig ist. Dieser ist bei Erythrozyten von Rind, Ziege und
Schaf im Gegensatz zu anderen Sadugetieren mit 50 % relativ hoch; der Anteil bei anderen
Saugetieren liegt bei 15-25 % Sphingomyelin (THELESTAM, 1983).

Die B-Hiamolyse stellt sich nach der Bebriitung als unvollstindige Hiamolyse um die
Staphylokokkenkolonien dar; nach anschlieBender Inkubation von 1h bei 4°C kommt es
jedoch zur vollstindigen Himolyse. Auf Grund dessen wird das B-Hadmolysin auch als ,,hot-
cold*“-Hamolysin bezeichnet (BRUCKLER et al., 1994). TITBALL (1993) fiihrte dies auf die
Veridnderung des Sphingomyelins in der Erythrozytenmembran zuriick, die nach Einwirkung
des B-Hdmolysins als monomolekularer Lipidfilm vorlag und bei erniedrigter Temperatur
zerfiel. Neben der enzymatischen Wirkung auf das Sphingomyelin in der Zellmembran, hat
das B-Hamolysin weitere membranschiddigende Eigenschaften. So wiesen WALEV et al.
(1996) einen toxischen Effekt des P-Hémolysins auf Monozyten nach, wobei jedoch der
zytotoxische Effekt aufgrund des niedrigen Sphingomylingehalts in der Monozytenmembran
(10,9-20,8 %) ungeklirt blieb.

Ein weiteres Himolysin von S. aureus, das y-Hamolysin, ldsst sich nach herkommlicher
Anziichtung der Staphylokokkenkulturen auf Festnihrmedien nicht nachweisen. Bei der
routinemiBigen Uberpriifung der himolytischen Aktivitit auf Blutagarplatten wird das -
Héamolysin durch sulfonierte Polymere, wie Agar, Heparin, Dextran-Sulfat, aber auch durch
einige Lipide, wie Phosopholipide, Fettsdauren und Cholesterol, gehemmt (CLYNE et al.,
1992). Der Nachweis des y-Hdmolysin erfolgte deswegen als Rohrchentest mit Schaf-,
Kaninchen- oder Ziegenerythrozyten.Gegeniiber Pferdeerythrozyten konnten in den
Untersuchungen von FACKRELL und WISEMAN (1976) keine hamolytischen Aktivititen
nachgewiesen werden. Das y-Hdmolysin, das wie das Panton-Valentin-Leukozidin (PVL) zur
Gruppe der synergohymenotropen Toxine zihlt, besitzt nach den Untersuchungen von
SUPERSAC et al. (1998) eine stark inflammatorische Wirkung. FACKRELL und WISEMAN
(1976) beschrieben in Versuchen mit Meerschweinchen die letale Wirkung des y-Toxins.

Das o6-Hidmolysin ist ein Polypeptid, bestehend aus 26 hydrophoben Aminosiduren (FITTON
et al., 1984). Wie bei dem a-Hédmolysin kommt es durch Bildung von Toxin-Hexameren zur
Porenbildung in der Membran, zu Permeabilititsstorungen und damit zur Lyse der
Erythrozyten (MELLOR et al., 1988). Das d-Hidmolysin kann sowohl bei koagulasepositiven
als auch bei koagulasenegativen Staphylokokkenspezies vorkommen und zeigt sich als Zone
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vollstindiger Himolyse um die Staphylokokkenkolonien (HERBERT und HANCOCK, 1985
und HERBERT, 1990). Im Gegensatz zum o-Himolysin zeigte das 3-Himolysin synergistisch
mit dem B-Himolysin eine Himolyseverstirkung (SKALKA et al. 1979; HERBERT und
HANCOCK, 1985). Die in den vorliegenden Untersuchungen als 6,-Hdmolyse bezeichnete
Form ist moglicherweise auf ein geringeres Toxinbildungsvermogen dieser Kulturen
zuriickzufithren. Diese geringere Toxinmenge konnte nicht ausreichend sein, die intakte
Erythrozytenmembran zu lysieren. Bei Erythrozyten, deren Zellmembran durch die
Sphingomyelinase C vorgeschidigt ist, wiare dann doch eine Zerstérung der monomolekulare
Lipidschicht der Erythrozytenmembran moglich, die sich anschlieBend als vollstindige
Héamolyse darstellt.

SCHEIFELE et al. (1987) beschrieben ein Himolysin bei S. epidermidis und bezeichneten
es als o-like Hamolysin. Auch VANDENESCH et al. (1991) berichteten von einem
hitzestabilen Hdmolysin bei S. lugdunensis und wiesen eine starke Aktivitit gegeniiber
Kaninchenerythrozyten nach. In beiden Fillen konnten Homologien mit dem d-Hamolysin
von S. aureus nachgewiesen werden.

Das d-Hamolysin besitzt neben einer hamolytischen Eigenschaft auch eine bereite
zellzerstorende Aktivitit (BRUCKLER et al., 1994). Die in Meerschweinchenversuchen
getesteten Reaktionen ergaben neben der Permeabilititserhohung der Hautgefde auch eine
Hemmung der Wasserresorption durch eine Aktivierung der Adenylatcyclase im Ileum
(SCHMITZ et al., 1997). Die pathogene Bedeutung konnte nach Untersuchungen dieser
Autoren auch am direkten Einfluf} des 3-Hdmolysins auf Monozyten liegen. Es induziert die
Produktion des ,,Tumor Necrosis Factor alpha* (TNF-a), der ein Zytokinin darstellt, das eine
Reihe weiterer entziindlicher Verdnderungen, bis hin zum Schock hervorrufen kann
(MATTSSON et al., 1996 und SCHMITZ et al., 1997).

5.2 Phinotypische Eigenschaften

Das Enzym Katalase war bei allen 150 Kulturen der vorliegenden Untersuchung
nachweisbar. Die Bildung des Enzyms Katalase gilt als eine typische Eigenschaft von
Staphylokokken (BRUCKLER et al., 1994). TU und PALUTKE (1976) beschrieben
allerdings das Vorkommen von katalasenegativen S. aureus. Die Gattung S. aureus subsp.
anaerobius ist stets katalasenegativ (KLOOS und LAMBE, 1991). Katalase zersetzt H,O,
(2H,0, — 2H,0 + O,). Dadurch schiitzen sich phagozytierte Staphylokokken gegen das in
den Phagozyten gebildete H,O,. Stark katalsepositive Staphylokokken wurden, nach
BRUCKLER et al. (1994), langsamer abgetotet als schwache Katalasebildner. Die Ersteren
haben auch eine hohere Virulenz im Miuseversuch (MANDELL, 1975).

Die 150 der Gattung Staphylococcus zugeordneten Kulturen wurden zunichst hinsichtlich
ihrer Koagulasereaktion untersucht. Die Koagulasereaktion, die bereits 1903 von LOEB
beschrieben worden war, ermoglichte eine Unterteilung in 72 S. aureus-, 27 S. hyicus- und 38
SIG-Kulturen die koagulasepositiv waren, 13 S. hyicus-Kulturen waren koagulasenegativ.

Die Koagulase stellt seit langem ein wichtiges taxonomisches Kriterium zur Differenzierung
innerhalb der Gattung Staphylococcus dar. Die extrazelluldre Substanz ,,Koagulase* besitzt
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nach BRUCKLER et al, (1994) keinen Enzymcharakter. Durch Bindung des Prothrombins
entsteht der proteolytisch wirkende Komplex des ,,Staphylothrombins®, der @hnlich dem
Thrombin, zu einer Abspaltung der Fibrinpeptide A und B vom Fibrinogenmolekiil fiihrt und
so durch Polymerisation des Fibrinogens eine Koagulation des Plasmas bewirkt. USHIODA
et al. (1981) beschrieben 8 serologisch unterscheidbare Koagulasen.

Zu den koagulasepositiven Staphylokokken zihlen neben S. aureus auch S. aureus subsp.
anarobius, S. delphini, S. hyicus, S. intermedius, S. lutrae und S. schleiferi subsp. coagulans
(BRUCKLER et al., 1994; FOSTER et al. 1997).

Ein Nachweis des Clumping-Factors im Objekttriagertest war bei allen 72 S. aureus-
Kulturen und bei 24 SIG-Kulturen festzustellen. Bei 14 SIG- und 40 S. hyicus-Kulturen war
keine vergleichbare Reaktion vorhanden. Der Clumping-Factor gilt als taxonomisches
Kriterium fiir S. aureus (KLOOS und SCHLEIFER, 1986) und mit Einschrinkung fiir
S. intermedius, S. hyicus (DEVERIESE und HAJEK, 1980; LAMMLER et al., 1985,
LAMMLER, 1991a, b) S. lugdunensis und S. schleiferi (KLOOS und LAMBE, 1991). Nach
HUMMEL et al. (1992) miissen nicht alle S. aureus-Kulturen Clumping-Factor-positiv sein.
Bei bekapselten S. aureus-Stimmen konnen, nach BLACKSTOCK et al. (1968), z. B.
iberlagernde Polysaccharide den Clumping-Factor abdecken.

Der Nachweis des Enzyms [-Galactosidase ermoglichte eine weitergehende
Differenzierung zwischen den einzelnen Staphylokokkenspezies. Bei allen 38 SIG-Kulturen
der vorliegenden Untersuchungen konnte dieses Enzym nachgewiesen werden; alle 72
S. aureus- und 40 S. hyicus-Kulturen erwiesen sich als negativ. Der Nachweis des Enzyms
erfolgte nach MADDOCKS und GREENAN (1975) durch Abspaltung des fluoreszierenden
4-Methylumbelliferons vom nicht-fluoreszierenden 4-Methylumbellifery-B-Galactosid; im
positiven Fall zeigt sich eine deutliche Fluoreszens unter UV-Licht. Das Ergebnis nach der
Methode von MADDOCKS und GREENAN (1975) konnte bereits nach 1h beurteilt werden,
so dass mit diesem Verfahren eine Differenzierung der koagulasepositiven
Staphylokokkenspezies S. aureus und S. intermedius sehr schnell und einfach méglich war.
Das Enzym B-Galactosidase bewirkt eine hydrolytische Spaltung von Lactose in Glucose und
Galactose und wird innerhalb der koagulasepositiven Staphylokokken von S. intermedius und
S. lutrae gebildet (HAJEK, 1976, FOSTER et al., 1997). Das Enzym Hyaluronidase war bei
allen 72 S. aureus- und allen 40 S. hyicus-Kulturen nachweisbar. Bei allen 38 SIG-Kulturen
war keine vergleichbare Reaktion festzustellen.

Die Bildung des Enzyms Hyaluronidase wurde mittels des von WINKLE (1979)
beschriebenen Dekapsulationstests gepriift und zeigte sich als Hemmung des mukoiden
Wachstums einer Streptococcus equi subsp. zooepidemicus-Test Kultur. SKALKA (1985)
beschrieb diesen Dekapsulationstest als geeignete und zuverldssige Methode zur
Differenzierung von S. aureus und S. intermedius.

Eine positive Voges-Proskauer-Reaktion konnte bei allen 72 S. aureus-Kulturen ermittelt
werden; bei allen 38 S. intermedius- und 40 S. hyicus-Kulturen war diese Reaktion negativ.
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5.3 Empfindlichkeit gegeniiber Colistin

Nach Untersuchungen von HELTBERG und BRUN (1983, 1984) sowie CASALS und
PRINGLER (1989) eignete sich Colistin aufgrund einer Resistenz von S. aureus zur
Abgrenzung dieser Staphylokokkenspezies. Ebenfalls als resistent erwiesen sich nach den
Angaben von CASALS und PRINGLER (1989) sowie MONSEN et al. (1998) einige
Kulturen der Spezies S. epidermidis. Innerhalb der SIG-Kulturen der vorliegenden
Untersuchung reagierten alle 38 Kulturen empfindlich gegeniiber Colistin. Zum Vergleich
diente die S. aureus-Kultur DSM 346.

5.4 Untersuchung der S. aureus-Kulturen

5.4.1 Identifizierung

S. aureus bildet zahlreiche mutmaBliche Virulenzfaktoren, die als konstante Eigenschaften
bei nahezu allen S. aureus-Kulturen auftreten. Dazu gehoren, wie bereits beschrieben, unter
anderem die verschiedenen H#molyseformen, die Thermonuklease, das Stapylokokken-
Protein A, die Koagulase und der Clumping-Factor. Die Auffindung dieser
zellwandassoziierten und teilweise extrazelluldren Substanzen gilt bislang als wesentliches
Kriterium des klinisch-mikrobiologischen Labors zur Identifizierung und Differenzierung von
Staphylokokken, insbesondere von S. aureus. Ein Hauptnachteil dieser konventionellen Tests
liegt in der zuvor hidufig notwendigen Reindarstellung des zu identifizierenden
Mikroorganismus, in falsch-negativen Ergebnissen aufgrund verminderter Expression des
jeweiligen zellwandgebundenen oder extrazelluldren Proteins oder auch in einer mangelnden
Empfindlichkeit des Nachweissystems. Zur Umgehung dieser Probleme eignete sich der
Nachweis der Gene, die die jeweiligen Proteine kodieren. Dies beinhaltete das die
Thermonuklease-kodierende Gen nuc (BRAKSTAD et al.,, 1992) und das Protein A-
kodierende Gen spa (LOFDAHL et al., 1983).

In den vorliegenden Untersuchungen diente das Thermonuklease-kodierende Gen nuc als
Zielgen zur molekularen Identifizierung von S. aureus. S. aureus-Kulturen produzieren eine
extrazelluldre thermostabile Nuklease mit einer Molekiilmasse von 17 kDa. Das
Thermonuklease-kodierende Gen nuc wurde bereits von KOVACEVIC et al. (1985)
sequenziert. In der vorliegenden Arbeit konnte das Thermonuklease-kodierende Gen nuc bei
allen 72 S. aureus-Kulturen amplifiziert werden. Dies erfolgte mit den von BRAKSTAD et al.
(1992) entwickelten nuc-spezifischen Oligonukleotidprimern. Alle S. aureus-Kulturen der
vorliegenden Untersuchungen hatten ein einheitliches Amplikon mit einer Gréfe von ca. 280
Bp. Kreuzreaktionen mit anderen Staphylokokkenspezies wurden nicht beobachtet. Auch
BRAKSTAD et al. (1992) amplifizierten das Thermonuklease-kodierenden Gen nuc einiger
S. aureus-Kulturen und erhielten ein Amplikon mit einer einheitlichen Grée. Ebenso wie in
den Untersuchungen dieser Autoren zeigten die vorliegenden Untersuchungsergebnisse, dass
sich der Nachweis des nuc-Gens zur molekularen Identifizierung von S. aureus eignete.
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Den S. aureus-spezifischen Abschnitt Sa442 innerhalb der chromosomalen DNA dieser
Spezies (sieche AF033191) und speziesspezifische Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung
dieses Genabschnitts beschriecben MARTINEAU et al. (1998). Dieser Genabschnitt ist
wahrscheinlich ein Teil des Gens, das die Glutamatsynthase kodiert (siche MW2383). In den
vorliegenden Untersuchungen konnte mit den von MARTINEAU et al. (1998) beschriebenen
Oligonukleotidprimern bei allen 72 S. aureus-Kulturen ein einheitliches Amplikon mit einer
Grole von ca. 110 Bp nachgewiesen werden. Kreuzreaktionen mit anderen
Staphylokokkenspezies wurden nicht beobachtet.

Bei dem Staphylokokken-Protein A handelt es sich um einen mutmaBlichen
Pathogenitétsfaktor, der einen Zellwandbestandteil von S. aureus darstellt und unter anderem
die Eigenschaft hat, das Fc-Fragment des Immunglobulin G (IgG)-Molekiils unterschiedlicher
Sdugetierspezies zu binden. Das Protein A besitzt 5 homologe Fc-bindende Doménen, die als
Regionen E, D, A, B und C bezeichnet werden. Jede Doméne beinhaltet ca. 60 Aminosduren
und besteht aus ca. 160 Bp groflen sich wiederholenden Einheiten (,,Repeats*). SEKI et al.
(1998) amplifizierten den Protein A-spa-Genabschnitt, der die IgG-bindende Region kodiert.
Dies erfolgte mit den Oligonukleotidprimern Spal, der seine Ansatzstelle vor der Doméne E
des IgG-bindenden Abschnittes hat, sowie mit Spa2, welcher kurz hinter der Domine C
ansetzt.

In den vorliegenden Untersuchungen erfolgte ebenso der PCR-vermittelte Nachweis des
Genabschnitts, der die IgG-bindende Region des Protein A-Gens spa kodiert. Dies konnte mit
den von SEKI et al. (1998) beschriebenen Oligonukleotidprimern durchgefiihrt werden. Dabei
wiesen 70 S. aureus-Isolate der vorliegenden Untersuchungen ein Amplikon mit einer Grofie
von 920 Bp und zwei Isolate ein Amplikon mit einer Grofle von 750 Bp auf. Kreuzreaktionen
mit anderen Staphylokokkenspezies waren nicht nachweisbar. Ahnliche Ergebnisse fanden
AKINEDEN et al. (2001). SCHWARZKOPF et al. (1993) amplifizierten ebenso den Protein
A-spa-Genabschnitt der die IgG-bindende Region kodiert mit Hilfe der Oligonukleotidprimer
Spal und Spa2.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich das Thermonuklease-kodierende Gen
nuc, der S. aureus-spezifische Abschnitt Sa442 innerhalb der chromosomalen DNA und das
Protein A-kodierende Gen spa zur molekularen Identifizierung von S. aureus einsetzen lassen.
Einige dieser Genabschnitte zeigen Genpolymorphismen und erlauben neben der
Identifizierung eine Genotypisierung von Kulturen dieser Spezies.
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5.4.2 Weitergehende Charakterisierung

Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung der Exfoliativen Toxingene eta und eth
verOffentlichten JOHNSON et al. 1991. In den vorliegenden Untersuchungen konnten mit den
von JOHNSON et al. (1991) beschriebenen Oligonukleotidprimern die Gene eta und etb bei
zwei S. aureus-Kulturen, isoliert von Wundabstrichen von Humanpatienten, und das Gen eta
bei einer S. aureus-Kultur, isoliert aus dem Nabel eines Humanpatienten, nachgewiesen
werden. Die verbleibenden 69 bzw. 70 S. aureus-Kulturen, isoliert vom Rind, verschiedenen
anderen Tierarten und Mensch, waren eta- bzw. etb-negativ. Somit scheinen die Exfoliativen
Toxine ETA und ETB bei S. aureus, isoliert vom Mensch von geringerer Bedeutung zu sein
und iiberwiegend mit der Herkunft ,,Haut* in Verbindung zu stehen. Bei Isolaten vom Tier
scheinen diese Toxine keinerlei Bedeutung zu haben. Ahnliches beschrieben bereits
CABRAL (2003) und EISSA (2007).

Sequenzanalysen von etc in den vorliegenden Untersuchungen zeigten eine Homologie zu
dem die Adenylsuccinatlyase-kodierenden Gen purB. Das von SATO et. al (1994)
beschriebene Toxin ETC scheint somit nicht zu den Exfoliativen Toxinen zu gehoren. Das
purB-Genprodukt Adenylsuccinatlyase katalysiert eine Reaktion in der de novo Synthese von
Purin. Das tetramere Enzym Adenylsuccinatlyase spaltet von [-D-5'-Phosphoribosyl-4-(N-
succinocarboxyamid)-5-amino-imidazol Fumarsidure ab. Damit ist der erste Stickstoff-
Substituent des Purin-Skeletts angebracht, wobei B-D-5'-Phosphoribosyl-4-carboxyamid-5-
amino-imidazol entsteht.

Die im vorliegenden verwendeten Oligonukleotidprimer wurden anhand der Sequenz des von
SATO et al. (1994) beschriebenen Gens etc bzw. purB erstellt (3.7.7.2.2). Das
Adenylsuccinatlyase-kodierende Gen purB konnte bei allen 72 untersuchten S. aureus-
Kulturen nachgewiesen werden. Alle S. aureus-Kulturen zeigten ein einheitliches Amplikon
mit einer GroBen von ca. 490 Bp. Eine Sequenzanalyse von purB einer S. aureus-Kultur der
vorliegenden Untersuchungen entsprach zu 100 % der in der Datenbank beschriebenen
S. aureus-purB-Sequenz. Die mogliche Bedeutung von purB als bakterieller Virulenzfaktor
wurde von PAIK et al. (2005) beschrieben. Die von diesen Autoren untersuchten
Streptococcus sanguinis-purB-Mutanten zeigten eine signifikante Reduktion der Virulenz.

Da ein etd-Referenzstamm nicht verfiigbar war konnte das Vorkommen dieses
Exfoliativen Toxingens fiir die Staimme der vorliegenden Untersuchungen nicht untersucht
werden.

CHIPS ist ein erst vor wenigen Jahren beschriebenes Exoprotein, das von verschiedenen
S. aureus-Stammen, isoliert vom Mensch, gebildet wird (POSTMA et al., 2004). Dieses
Exoprotein hat eine relative Molekiilmasse von 14.1 kDa und wird bei ca. 60 % der klinischen
Isolate gefunden (De HAAS et al., 2004). CHIPS ist ein spezifischer Inhibitor der Chemotaxis
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Dieses Exoprotein hemmt die Bindung von
C5a und von formylierten Peptiden an Rezeptoren durch Bindung an den jeweiligen Rezeptor.
Diese antagonistische Wirkung macht CHIPS moglicherweise zu einem Hilfsmittel zur
Unterdriickung von Entziindungen. Uber das Vorkommen von CHIPS bei S. aureus-Isolaten
vom Tier liegen bisher noch keine Ergebnisse vor.
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In den vorliegenden Untersuchungen konnte durch PCR-vermittelten Nachweis das CHIPS
kodierende-Gen chp bei 10 S. aureus-Kulturen, isoliert von Untersuchungsmaterialien vom
Tier, und bei 13 S. aureus-Kulturen, isoliert von Untersuchungsmaterialien vom Mensch,
nachgewiesen werden. Dies erfolgte mit den von De HAAS et. al (2004) beschriebenen
Oligonukleotidprimern. Die verbleibenden 49 S. aureus-Kulturen, darunter alle S. aureus,
isoliert von Rindmastitiden, waren chp-negativ. Eine Sequenzanalyse von chp einer S. aureus-
Kultur der vorliegenden Untersuchungen, isoliert aus Rinderkot, entsprach zu 98 % der in der
Datenbank beschriebenen S. aureus-chp-Sequenz. Die vorliegende Arbeit zeigt somit
erstmalig, dass das Gen chp auch bei S. aureus, isoliert vom Tier, gefunden werden kann. Die
Bedeutung des Gens chp und der Expression von CHIPS bei S. aureus-Isolaten vom Tier
bleibt zukiinftigen Untersuchungen iiberlassen.

5.5 Untersuchung der S. intermedius-Gruppe (SIG)

5.5.1 Identifizierung

In der vorliegenden Arbeit diente die von BARON et al. (2004) vorgeschlagene
Multiplex-PCR mit den Thermonuclease-Genen nuc von S. intermedius und S. aureus als
Zielgene zur molekularen Identifizierung. Die PCR zeigte eine eindeutige Unterscheidung
von SIG und S. aureus. Das Thermonuclease-kodierende Gen nuc von S. intermedius war bei
allen 38 SIG, der S. intermedius-Referenzkultur und bei drei S. pseudintermedius-
Referenzkulturen nachweisbar, nicht dagegen bei S. aureus DSM 346 und bei S. delphini
DSM 20771. Die von BARON et al. (2004) vorgeschlagene Multiplex-PCR erméglichte
somit keine Unterscheidung von S. intermedius und S. pseudintermedius; eine Abgrenzung
von S. aureus und S. delphini war dagegen moglich. Der Nachweis des Thermonuclease-
kodierenden Gens nuc von S. aureus diente als Kontrolle. Alle 38 SIG, drei
S. pseudintermedius-Referenzkulturen und die anderen untersuchten Staphylokokkenspezies
zeigten fiir den universellen 16S rDNA Genabschnitt eine positive Reaktion. Dies diente als
interne PCR-Kontrolle.

Ein neuartiges Konzept zur Identifizierung von Spezies der Gattung Staphylococcus
basiert auf einem spezifischen Abschnitt des Co-Chaperon-DnalJ-kodierenden Gens dnal
(SHAH et al., 2007). Durch Dnal wird die ATPase-Aktivitit gesteigert und es kommt zur
Hydrolyse von ATP zu ADP. Anschlie3end bildet sich ein stabiler terndrer Komplex aus dem
Substratpeptid DnaK und Dnal.

Zur Amplifizierung des dnaJ-Gens von SIG wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig
beschriebenen Oligonukleotidprimer entwickelt. Ein spezifischer dnaJ-Genabschnitt konnte
bei allen 38 untersuchten SIG, der S. intermedius-Referenzkultur und bei drei
S. pseudintermedius-Referenzkulturen nachgewiesen werden, nicht dagegen bei S. delphini
DSM  20771. Die anderen 25 untersuchten  Staphylokokkenspezies  bzw.
Staphylokokkensubspezies (sieche 3.1) erwiesen sich mit den beschriebenen
Oligonukleotidprimern ebenso als negativ. Die vorgeschlagene PCR-vermittelte
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Identifizierung ermoglichte somit eine molekulare Identifizierung von S. intermedius und
S. pseudintermedius, aber wiederum keine Unterscheidung dieser beiden Spezies, weswegen
die im vorliegenden untersuchten S. intermedius auch weiter als SIG bezeichnet werden. Die
Sequenz des Co-Chaperon-Dnal-kodierenden Gens dnal von S. pseudintermedius ist bislang
noch nicht verfiigbar.

5.5.2 Weitergehende Charakterisierung

Eine Sequenzanalyse des Exfoliative Toxin SIET-kodierenden Gens siet einer SIG-Kultur

der vorliegenden Untersuchungen entsprach zu 99 % der in der Datenbank beschriebenen
S. intermedius-siet-Sequenz.
Zur Amplifizierung des siet-Gens von SIG wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig
beschriebenen Oligonukleotidprimer entwickelt. Das Exfoliative Toxingen siet konnte durch
PCR-vermittelten Nachweis bei 35 SIG-Kulturen, der S. intermedius-Referenzkultur und bei
einer S. pseudintermedius-Referenzkultur nachgewiesen werden. Die verbleibenden 3 SIG-
Kulturen, zwei S. pseudintermedius-Referenzkulturen und S. delphini DSM 20771 waren siet-
negativ. Die Bedeutung dieses Toxins von SIG fiir das jeweilige Krankheitsbild ist allerdings
bislang noch unklar.

Die Staphylokokken-Enterotoxine (SE) von S. aureus werden in der Zellwand gebildet
und als Exotoxine in die Umgebung abgegeben. Die SE gehoren zu einer groeren Gruppe
von pyrogenen Toxinen (PT) und konnen Lebensmittelintoxikationen, den toxischen Schock,
sowie verschiedene allergische und autoimmune Erkrankungen hervorrufen. Diese PT
scheinen in vivo die Immunantwort des Wirtsorganismus gegen S. aureus zu hemmen. Allen
Enterotoxinen gemeinsam ist ihre Manifestation im Verdauungstrakt und ihre Wirkung als
Superantigen, d.h. sie fithren zu einer unspezifischen T-Zell-Proliferation (BALABAN und
RASOOLY, 2000; DINGES et al., 2000). Aufgrund ihrer antigenen Eigenschaften und
unterschiedlichen Gensequenzen kennt man bislang bei S. aureus die Toxine SEA bis SEE
und SEG bis SEQ (KURODA et al., 2001; BABA et al., 2002; YARWOOD et al., 2002).
SE-INT wurde erstmals von FUTAGAWA-SAITO et al. (2004b) bei S. intermedius-Kulturen,
isoliert von Hund und Taube, beschrieben. SE-INT zeigte eine signifikante Homologie mit
SEC (59-61 %) und mit SEB (56.6 %) von S. aureus (FUTAGAWA-SAITO et al., 2004b).
Die Sequenzanalyse von se-int einer SIG-Kultur in den vorliegenden Untersuchungen
entsprach zu 99 % der in der Datenbank beschriebenen S. intermedius-se-int-Sequenz. Zur
Amplifizierung des se-int-Gens von SIG wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig
beschriebenen Oligonukleotidprimer entwickelt. Das Enterotoxingen se-int konnte durch
PCR-vermittelten Nachweis bei 23 SIG-Kulturen und bei zwei S. pseudintermedius-
Referenzkulturen nachgewiesen werden. Die verbleibenden 15 SIG-Kulturen, die
S. intermedius-Referenzkultur, eine S. pseudintermedius-Referenzkultur und S. delphini DSM
20771 waren se-int-negativ. Nach SASAKI et al. (2005) scheint se-int vermehrt bei
S. intermedius-Isolaten von erkranken Hunden vorzukommen. Eine Beziehung zwischen dem
Krankheitsbild und dem Vorkommen von se-int ldsst sich bei den Isolaten der vorliegenden
Untersuchungen allerdings nicht herstellen.
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Die Virulenzfaktoren von Staphylokokken kann man in extrazelluldre und zelluldre

Faktoren einteilen. Die Leukotoxine werden zu den wichtigsten extrazelluliren Toxinen von
S. aureus gezihlt (CIBOROWSKI und JELJASZEWICZ, 1985). Viele S. aureus-Isolate aus
nekrotischen Hautlidsionen und Furunkeln produzieren Leukotoxine (SZMIGIELSKI et al.,
1999). Leukotoxine fithrten zu einer vollstdndigen Zerstorung der neutrophilen Granulozyten
und der monozytédren Zellen.
Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung der Leukotoxin-kodierenden Gene [ukS und [ukF
von S. intermedius beschriecben FUTAGAWA-SAITO et al. (2004a). In den vorliegenden
Untersuchungen konnten mit den von FUTAGAWA-SAITO et al. (2004a) beschriebenen
Oligonukleotidprimern die Gene [ukS und [ukF bei 28 SIG-Kulturen, zwei
S. pseudintermedius-Referenzkulturen und das Gen [ukS alleine bei einer SIG-Kultur
nachgewiesen werden. Die verbleibenden 9 bzw. 10 SIG-Kulturen, die S. intermedius-
Referenzkultur, eine S. pseudintermedius-Referenzkultur und S. delphini DSM 20771 waren
lukS-bzw. lukF-negativ. Nach FUTAGAWA-SAITO et al. (2004a) zeigten [ukS- und lukF-
positive S. intermedius eine vermehrte Zytotoxizitit gegeniiber Kaninchenleukozyten. Die
Bedeutung der vermehrt vorkommenden Gene [ukS und [ukF bei S. intermedius bzw.
S. pseudintermedius fiir das jeweilige Krankheitsbild ldsst sich aus den vorliegenden
Untersuchungen nicht feststellen und bleibt im Moment noch unklar.

Das Gen purB (ehemals efc) wurde in den vorliegenden Untersuchungen erstmals auch
bei SIG-Kulturen beschrieben. Eine Sequenzanalyse von purB einer SIG-Kultur in den
vorliegenden Untersuchungen etnsprach zu 98 % der in der Datenbank beschriebenen
S. aureus-purB-Sequenz. Die im vorliegenden verwendeten Oligonukleotidprimer wurden,
wie bereits fiir S. aureus beschrieben (3.7.7.2.2), anhand der Sequenz des von SATO et al.
(1994) beschriebenen Gens efc bzw. purB erstellt. Das Adenylsuccinatlyase-kodierende Gen
purB konnte bei 31 SIG-Kulturen und bei allen drei S. pseudintermedius-Referenzkulturen
nachgewiesen werden. Bei 7 untersuchten SIG-Kulturen, der S. intermedius-Referenzkultur
und S. delphini DSM 20771 war keine vergleichbare Amplifizierung moglich. Das Gen purB
scheint auch bei SIG-Kulturen vermehrt vorzukommen. Die Bedeutung ist allerdings noch
unklar.

Das fiir S. aureus bekannte Gen chp wurde in den vorliegenden Studien erstmals auch bei
SIG-Kulturen beschrieben. Eine Sequenzanalyse von chp einer SIG-Kultur in den
vorliegenden Untersuchungen entsprach zu 98 % der in der Datenbank beschriebenen
S. aureus-chp-Sequenz. Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung des Gens chp beschrieben
De HAAS et al. (2004). In den vorliegenden Untersuchungen konnte mit den von De HAAS
et al. (2004) beschriebenen Oligonukleotidprimern das Gen chp bei 2 SIG-Kulturen, isoliert
von einer Hautinfektion und einer Otitis externa des Hundes, nachgewiesen werden. Bei 36
untersuchten SIG-Kulturen, der S. intermedius-Referenzkultur, drei S. pseudintermedius-
Referenzkulturen und S. delphini DSM 20771 war keine vergleichbare Amplifizierung
moglich. Die Bedeutung des Gens chp und der Expression von CHIPS bei SIG-Isolaten aus
Hund und Katze bleibt zukiinftigen Untersuchungen iiberlassen.

Obwohl bei den im vorliegenden aufgefiihrten Virulenzfaktoren keine direkte Beziehung zu
dem jeweiligen Krankheitsbild hergestellt werden konnte, beeinflusst die Expression dieser
Toxine sicherlich den klinischen Verlauf einer SIG-Infektion bei Hund und Katze.
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Infektionsversuche mit Virulenzfaktor-positiven und -negativen SIG-Kulturen kdnnten hierbei
Aufschluss geben.

5. 6 Antibiotische Resistenzgene

Penicillin gehort, nach einer zusammenfassenden Darstellung von WALTHER et al.
(2006), zur Gruppe der B-Lactam-Antibiotika und wirkt bakterizid auf proliferierende Keime.
Schon 1944 ist ein extrazelluldres Enzym bei Staphylokokken beschrieben worden, welches
die Wirkung von Penicillin hemmt (KIRBY, 1944). Die Gruppe der B-Lactamasen ist sehr
vielfiltig und bei gramnegativen wie grampositiven Spezies weit verbreitet (AMYES, 1997;
KERNODLE et al., 1998; BOOTSMA et al., 2000). Die mikrobielle Synthese der B5-
Lactamase, kodiert durch das Gen blaZ, fiihrt zur Hydrolyse des B-Lactamrings und so zu
einer Inaktivierung der antiinfektiven Wirkung. Staphylokokken, die iiber eine -Lactamase
verfiigen, tragen auf ihrer Oberflache vereinzelt Prometalloproteasen (BlaR1). Diese sind
Sensor-Proteine, die durch Bindung eines B-Lactam-Antibiotikums an ihre Penicillin-
bindende Domine eine schnelle autokatalytische Spaltung in Gang setzen, die eine aktivierte
Metalloprotease hervorbringt. Diese Protease spaltet entweder direkt oder in Verbindung mit
Co-Faktoren das Regulatorprotein Blal, wodurch ein 11 kDa groes Fragment mit einer DNS-
bindenden Doméne (7 kDa) und ein weiteres Fragment mit einer Dimerisations-Domine (3
kDa) entstehen. Durch diesen Prozess wird die repressive Wirkung von Blal aufgehoben und
blaZ kann transkribiert werden. B-Lactamase wird produziert und fiihrt zur Resistenz von
Staphylokokken gegen B-Lactam-basierte Antibiotika (ZHANG et al., 2001). Penicillinase-
feste Antiinfektiva, wie Cephalosporine und Carbapeneme, werden in ihrer Wirkung durch B3-
Lactamasebildung nicht gehemmt (GEISS et al., 2004).

Uber das Auftreten von Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) als Mastitiserreger in
belgischen Rinderherden wurde erstmals von DEVRIESE und HOMMEZ (1975) berichtet. In
den Niederlanden erfolgte eine Beschreibung von MRSA erstmalig 2003 bei einer
postoperativen Wundheilungsstorung bei einem Hund (VAN DUIJKEREN et al., 2003). Die
Auswertung publizierter Berichte der jiingeren Zeit zeigte, dass sich Infektionskrankheiten
durch MRSA bei Hunden sowie Pferden zunehmend hdufen. Auch (nasal) kolonisierte Tiere
konnten als MRSA-Triger identifiziert werden (WALTHER et al., 2005). Die Methicillin-
Resistenz, welche durch das mecA-Gen determiniert wird, fithrt zur Resistenz gegen alle
Penicilline, Cephalosporine und Carbapeneme. mecA kodiert fiir das Penicillin-bindende
Protein PBP2a. Staphylokokken besitzen fiinf verschiedene membrangebundene Penicillin-
bindende Proteine, die die Quervernetzung der Peptidoglykanschichten der Zellwand durch
eine Transpeptidation bewirken. Die kovalente Bindung von B-Lactamen an das katalytisch
aktive Zentrum (Serin) der PBPs 1-3 wirkt letal. PBP2a zeigt eine 1000fach niedrigere
Affinitdt zu allen B-Lactamantibiotika und iibernimmt in Gegenwart eines Antibiotikums
dieser Klasse die essentielle Transpeptidase-Reaktion (PINHO et al., 2001).
Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung des blaZ-Penicillinresistenzgens beschrieben
MARTINEAU et al. (2000) und des mecA-Oxacillinresistenzgens STROMMENGER et al.
(2003). In den vorliegenden Untersuchungen konnten innerhalb der 28 SIG-Kulturen bei 27
Kulturen eine Resistenz gegeniiber Penicillin festgestellt werden und bei einer Kultur eine
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Resistenz gegeniiber Methicillin. Die 10 weiteren SIG-Kulturen, diese waren ausgewdhlte
tiermedizinische Isolate (sieche Tab. 2), zeigten eine Resistenz gegeniiber Penicillin und
Methicillin. Die S. intermedius-Referenzkultur erwies sich als empfindlich gegeniiber
Penicillin und Methicillin, drei S. pseudintermedius-Referenzkulturen als resistent gegeniiber
Penicillin und empfindlich gegeniiber Methicillin. Aus den Ergebnissen der vorliegenden
Untersuchungen ergibt sich die Frage nach der Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung von
SIG zwischen Mensch und Hund bzw. Katze und umgekehrt. Dies ist zundchst unabhéngig
davon, ob es sich um Methicillin-Susceptible Staphylococcus intermedius (MSSI) oder
Methicillin-Resistant Staphylococcus intermedius (MRSI) handelt. GUARDABASSI et al.
(2004) und SASAKI et al. (2007) berichteten von einer Ubertragung von Methicillin-
resistenten S. intermedius bzw. S. pseudintermedius zwischen Hunden und ihren Besitzern.
Das Auftreten von Methicillin-resistenten S. intermedius bei Hunden und Katzen beschrieben
ferner PAK (2003) und KANIA et al. (2004). Die Bedeutung einer Ubertragung von SIG
zwischen Mensch, insbesondere auch bei Tierdrztinnen bzw. Tierdrzten und Klinikspersonal,
und Hund bzw. Katze bleibt zukiinftigen Untersuchungen iiberlassen. Ahnlich wie fiir MRSA
berichtet (MANIAN, 2003; VAN DUIJKEREN et al., 2004; WEESE et al., 2006), konnten
Tierdrztinnen und Tierédrzte in Praxen und Kliniken als Trager von MRSI zur Verbreitung der
MRSI und zur Ansteckung der Patienten beitragen.

Das ,,DNA-Fingerprinting* mittels PFGE beruht auf der Spaltung der chromosomalen

DNA durch sogenannte ,,selten schneidende* Restriktionsendonukleasen und der Auftrennung
der entstandenen Fragmente im elektrischen Wechselfeld. Dieses Verfahren wurde 1982
zuerst von SCHWARTZ et al. beschrieben. Ein Vorteil dieses Systems ist, dass mehrere
Proben in einem Gel parallel bearbeitet werden konnen. ROMLING et al. (1995) stellten fest,
dass der visuelle Vergleich der Fragmentlingenmuster in der Regel ausreichte, wenn alle
Stamme auf einem einzigen Gel analysiert werden konnten. Der Vergleich von Mustern
verschiedener Gele erfordert eine sorgfiltige Kontrolle. Die experimentellen Bedingungen
sollten so weit wie moglich standardisiert werden, um Inhomogenitéten des elektrischen Felds
zu vermeiden.
Die Makrorestriktionsanalyse der Gesamt-DNA der 10 ausgewéhlten Methicillin-resistenten
SIG-Kulturen ergab in der vorliegenden Arbeit ein identisches PFGE-Muster, d.h., @hnlich
wie bereits fiir die Verbreitung von MRSA in Krankenhdusern beschrieben (GERMAP,
2008), scheinen auch nur wenige Methicillin-resistente SIG-Stimme in der Hunde- und
Katzenpopulation verbreitet zu sein. Weitere Untersuchungen zur Verbreitung einzelner
Methicillin-resistenter SIG-Kulturen in Untersuchungsmaterialien von Hund und Katze stehen
noch aus.
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5.7 Untersuchung der S. hyicus-Kulturen

5.7.1 Identifizierung

Zur Amplifizierung eines S. hyicus-spezifischen Abschnitts des Superoxid Dismutase A-
kodierenden Gens sodA und somit zur molekularen Identifizierung der bereits phénotypisch
charakterisierten S. hyicus wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebenen
Oligonukleotidprimer entwickelt. Ein S. hyicus-spezifischer Abschnitt des sodA Gens konnte
bei allen 40 untersuchten S. hyicus-Kulturen nachgewiesen werden. Die anderen 25
untersuchten Staphylokokkenspezies bzw. Staphylokokkensubspezies erwiesen sich mit den
beschriebenen Oligonukleotidprimern als negativ.

In den vorliegenden Untersuchungen diente im weiteren ein S. hyicus-spezifischer
Abschnitt der ISR als Zielstruktur zur molekularen Identifizierung von S. hyicus.
Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung von ISR  von S. hyicus beschrieben bereits
FORSMAN et al. (1997). In den vorliegenden Untersuchungen konnte mit diesen
Oligonukleotidprimern der S. hyicus-spezifische Abschnitt der ISR bei allen 40 S. hyicus-
Kulturen nachgewiesen werden. Kreuzreaktionen mit anderen Staphylokokkenspezies wurden
nicht beobachtet.

In Zusammentfassung der vorliegenden Ergebnisse kann festgestellt werden, dass sich der
S. hyicus-spezifische Genabschnitt des Gens sodA und der S. hyicus-spezifische Abschnitt der
ISR zur molekularen Identifizierung von S. hyicus einsetzen lassen. Dies konnte zu einer
zukiinftigen préaziseren Erkennung dieser Krankheitserreger beitragen.

5.7.2 Weitergehende Charakterisierung

Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung der Exfoliativen Toxingene exhA, exhB, exhC
und exhD beschrieben ANDRESEN und AHRENS (2004). Die Gene exhC und exhD waren
in den vorliegenden Untersuchungen bei einer bzw. zwei S. hyicus-Kulturen, isoliert von
Schweinen mit dem Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis in Deutschland, und exiD
bei 17 S. hyicus-Kulturen, isoliert von 17 Schweinen in Russland, nachweisbar. Von den 17
Schweinen zeigten 16 Tiere das Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis. Die
verbleibenden S. hyicus-Kulturen waren exhC- bzw. exhD-negativ. Die Gene exhA und exhB
waren bei allen 40 S. hyicus-Kulturen nicht nachweisbar. Das Auftreten der S. hyicus-
Toxingene schien mit dem Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis in hohem Malle
korreliert zu sein (AHRENS und ANDRESEN, 2004; ANDRESEN, 2005). Eine
Sequenzanalyse von exhC einer S. hyicus-Kultur der vorliegenden Untersuchungen, isoliert in
Deutschland, entsprach zu 100 % der in der Datenbank beschriebenen S. hyicus-exhC-
Sequenz. Zwei Sequenzanalysen von exhD-positiven S. hyicus-Kulturen, eine Kultur isoliert
in Deutschland und eine Kultur in Russland, entsprachen zu 99 % der in der Datenbank
beschriebenen S. hyicus-exhD-Sequenz. Die fiir das aktive Zentrum der Serinprotease, diese
ist fiir eine Ablosung der oberen Hautschichten zwischen Stratum granulosum und Stratum
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spinosum und damit fiir das Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis verantwortlich,
bedeutsamen Aminosduren His 115 (H), Asp 164 (D) und Ser 219 (S) waren bei der exhC-
positiven Kultur nachweisbar (siche Abb. 39). Ahnlich wie bereits von AHRENS und
ANDRESEN (2004) beschrieben, waren bei den Sequenzen der exhD-positiven Kulturen die
Aminosdure Asp 164 (D) durch die Aminosédure Glu (E) ausgetauscht (siche Abb. 39). Diese
Aminosduresubstitution konnte biochemische FEigenschaften des Toxins &ndern.
Experimentell mit einem ExhD-positiven S. hyicus infizierte Ferkel zeigten allerdings auch
das Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis. (AHRENS und ANDRESEN, 2004).

Ferner wurden die erstmalig in Japan (SATO et al, 1991; SATO et. al.,, 1999)
beschriebenen Exfoliativen Toxingene sheta und shetb untersucht. Eine Sequenzanalyse von
sheta der S. hyicus-Kultur S3588 (exhA-Referenzstamm) der vorliegenden Untersuchungen
entsprach zu 93 % der in der Datenbank beschriebenen S. hyicus-sheta-Sequenz. Zur
Amplifizierung des sheta-Gens von S. hyicus wurden die in der vorliegenden Arbeit erstmalig
beschriebenen Oligonukleotidprimer verwendet. Das Exfoliative Toxingen sheta konnte durch
PCR-vermittelten Nachweis bei 5 S. hyicus-Kulturen, isoliert in Deutschland, und bei 11
S. hyicus-Kulturen, isoliert in Russland, nachgewiesen werden. Drei bzw. acht der sheta-
positiven S. hyicus wurden von Schweinen mit Exsudativer Epidermitis isoliert.
Bemerkenswert war, dass die exhA-, exhB-, exhC-, exhD-Referenzstimme und der exhA-
positive S. hyicus-Referenzstamm DSM 20459 sheta-positiv waren. Das Auftreten des S.
hyicus sheta-Gens bzw. die Expression von SHETA schien somit ebenso fiir das
Krankheitsbild der Exsudativen Epidermitis mit verantwortlich zu sein. Ahnliches
beschrieben bereits SATO et al. (2000).

Zur Amplifizierung des shetb-Gens von S. hyicus wurden die in der vorliegenden Arbeit

erstmalig beschriebenen Oligonukleotidprimer verwendet. Mit diesen Oligonukleotidprimern
war das Exfoliative Toxingen shetb bei keiner der 40 S. hyicus-Kulturen nachweisbar.
Ahnliches beschrieben bereits FUTAGAWA-SAITO et al. (2007). Da ein shetb-
Referenzstamm fiir die vorliegenden Untersuchungen nicht verfiigbar war, kann iiber die
Verbreitung und das Vorkommen dieses mutmafBlichen Toxingens keine Aussage getroffen
werden.
Diese vorgestellten PCR-vermittelten Nachweisverfahren fiir fiinf Exfoliative Toxingene von
S. hyicus ermoglichten einen einfachen und sicheren Nachweis dieser Toxingene und konnten
zukiinftig wesentlich zum Verstidndnis des Krankheitsbilds der Exsudativen Epidermitis des
Schweines beitragen.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnten S. aureus-, S. intermedius- und

S.  hyicus-Kulturen unterschiedlicher Herkunft zunidchst durch phénotypische und
genotypische Eigenschaften identifiziert und anschlieBend weitergehend, unter besonderer
Beriicksichtigung der Exfoliativen Toxingene, charakterisiert werden. Aufgrund der unklaren
taxonomischen Stellung und einer fehlenden Abgrenzung gegeniiber S. pseudintermedius
wurden die S. intermedius-Kulturen der vorliegenden Untersuchungen als S. intermedius-
Gruppe (SIG) bezeichnet.
Eine Differenzierung der Staphylokokkenkulturen war aufgrund von kulturellen
Eigenschaften, durch Nachweis der Himolyseformen, der Koagulasereaktion und
verschiedener anderer biochemischer Kriterien moglich. Eine molekulare Identifizierung der
S. aureus-Kulturen erfolgte durch PCR-vermittelten Nachweis des Thermonuklease-
kodierenden Gens nuc, des S. aureus-spezifischen Abschnitts Sa442 innerhalb der
chromosomalen DNA und des Protein A-kodierenden Gens spa, der SIG-Kulturen durch
Nachweis des Thermonuklease-kodierenden Gens nuc und eines speziesspezifischen
Abschnitts des Co-Chaperon-DnalJ-kodierenden Gens dnal und der S. hyicus-Kulturen durch
Nachweis des Superoxid Dismutase A-kodierenden Gens sodA und eines S. hyicus-
spezifischen Abschnitts der 16S-23S rDNA ,,intergenic spacer Region.

Die Etablierung eines PCR-vermittelten Nachweissystems fiir Exfoliative Toxingene
ergab fiir S. aureus, isoliert vom Menschen, nicht aber vom Tier, den vereinzelten Nachweis
der ETA- und ETB-kodierenden Gene eta und etb, fir SIG bei nahezu allen untersuchten
Kulturen den Nachweis des SIET-kodierenden Gens siet und fiir S. hyicus den Nachweis der
Exfoliativen Toxine ExhC-, ExhD- und SHETA-kodierenden Gene exhC, exhD und sheta.
Der Nachweis der Exfoliativen Toxingene bei S. hyicus schien mit dem Krankheitsbild der
Exsudativen Epidermitis korreliert zu sein. Die Bedeutung des bei nahezu allen SIG-Kulturen
vorkommenden Toxingens siet ist bislang noch unklar. Fiir S. aureus-Isolate vom Menschen
und erstmalig bei S. aureus-Isolaten vom Tier konnte im weiteren das Chemotaxis inhibiting
Protein-kodierende Gen chp nachgewiesen werden.

Eine weitergehende Charakterisierung der SIG war durch Nachweis der Enterotoxin-,
Leukotoxin-, Adenylsuccinatlyase- und Chemotaxis inhibiting Protein-kodierenden Gene se-
int, lukS, [ukF, purB und chp moglich. Bei ausgewdhlten SIG-Kulturen waren ferner die
gemeinsam auftretenden Resistenzgene gegeniiber Penicillin und Methicillin blaZ und mecA
feststellbar. Diese ausgewihlten SIG-Kulturen zeigten einen identischen DNA-Fingerprint,
was auf die Verbreitung eines einheitlichen Methicillin-resistenten Bakterienklons in der
Hunde und Katzenpopulation hindeutet.

Die in den vorliegenden Untersuchungen vorgestellten PCR-vermittelten Nachweissysteme
ermoglichten eine eindeutige Identifizierung und, insbesondere fiir SIG und S. hyicus, eine
weitergehende Charakterisierung hinsichtlich des Vorkommens mutmallicher Toxin- und
Resistenzgene. Der Nachweis unterschiedlicher Genausstattungen bei S. aureus, SIG und
S. hyicus durch die teilweise erstmals vorgestellten molekularen Nachweisverfahren konnte zu
einer Abschitzung des krankmachenden Potentials einzelner Staphylokokkenstamme
beitragen und letztlich eine Erkldrung fiir das jeweilige Krankheitsbild bei Tier und Mensch
geben.
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7 Summary

Within the framework of the present study, S. aureus-, S. intermedius- und S. hyicus-

cultures of different origins could be firstly identified through phenotypic and genotypic
properties and further characterized with the exfoliative toxingenes been taken under
consideration. As a result of the unclear taxonomic situation and a missing border opposite to
S. pseudintermedius, the S. intermedius-cultures of the present study, were characterized as
S. intermedius-Group (SIG).
A differentiation of the staphylococcal cultures was based on cultural properties, through
proving hemolysis forms, the coagulase reaction and other biochemical criteria. A molecular
identification of S. aureus-cultures was carried out through PCR-mediated detection of the
thermonuclease-encoding gene nuc, of the S. aureus-specific section Sa442 within the
chromosomal DNA and the protein A-encoding gen spa, the SIG-cultures by detection of the
thermonuclease encoding gene nuc and a specific part of the Co-Chaperon-Dnal-encoding
gene dnal and the S. hyicus-cultures by detection of the superoxide Dimutase A-encoding
gene sodA and a S. hyicus-specific section of the 16S-23S rDNA ,,intergenic spacer* region.

Establishment of PCR-mediated detection-systems for exfoliative toxingenes has shown

for S. aureus, isolated from man, not from animal, the separate proof of the ETA-and ETB-
encoding gens eta and etb for SIG for almost all tested cultures the evidence of SIET-
encoding gene siet and for S.hyicus the evidence of the exfoliative toxins ExhC-, ExhD- und
SHETA-encoding genes exhC, exhD and sheta. Evidence of the exfoliative toxingenes in
S. hyicus seemed to be correlated with clinical picture of the disease exudative epidermitis.
The significance of the occurring toxingenes siet in almost all SIG-cultures is so far vague.
For S. aureus-isolates from man and for the first time for S. aureus-isolates from animal, the
chemotaxis inhibiting protein- encoding gene chp could be furthermore identified. A further
characterization of the SIG was possible through identifying the enterotoxin-, leucotoxin-
adenylsuccinatlyase- and chemotaxis-inhibiting protein-encoding genes se-int, [ukS, [ukF,
purB and chp. In selected SIG-cultures the commonly occurring resistence-genes against
penicillin und methicillin blaZ und mecA were detectable. These selected SIG-cultures
showed an identical DNA-fingerprint, pointing to the spread of a unique methicillin-resistant
bacterial clone in dog and cat population.
The PCR-mediated detection systems presented in this study have enabled a definite
identification and, particularly for SIG and S. hyicus, a further characterization regarding the
appearance of supposable toxin- und resistence gene. The recognition of differient gene
configurations, in S. aureus, SIG and S. hyicus through the partially for the first time
presented molecular evidence process could help an estimation of the pathogenic potentials of
single staphylococcus strains and finally an explanation for the particular disease symptoms
in animal and man.
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