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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Infektionen, die durch Bakterien der Gattung Staphylococcus hervorgerufen
werden, sind durch meist eitrige Krankheitsprozesse charakterisiert. Die ubiquitare
Verbreitung dieser Bakterien, die sowohl die gesunde Haut als auch die Schleimhaut
besiedeln konnen, fihrt zu zahlreichen Ansteckungsmoglichkeiten. Die grofite
Bedeutung innerhalb der bislang unter der Webadresse der Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, www.dsmz.de)

beschriebenen 49 Staphylokokkenspezies und Subspezies besitzt Staphylococcus
aureus, welcher neben lokalisierten und generalisierten pyogenen Erkrankungen
auch toxinvermittelte Krankheitsprozesse hervorrufen kann.

In der Tiermedizin hat S. aureus als Erreger von klinischen und vor allem
subklinischen Mastitiden des Rindes eine herausragende Bedeutung. Mastitiden
kbnnen zu Verdnderungen in der Zusammensetzung der Milch, zu
Leistungsriuckgang bis hin zum vollstandigen Funktionsverlust der betroffenen
Milchdriise fuhren. Die Milch der erkrankten Kihe ist dartberhinaus fur den
menschlichen Genuss nicht geeignet und darf daher nicht zur Herstellung von
Lebensmitteln genutzt werden. Aus diesem Grund stellen S. aureus-Mastitiden
weltweit ein erhebliches wirtschaftliches Problem dar (BRUCKLER et al., 1994).
Nach Angaben verschiedener epidemiologischer Studien scheinen S. aureus-
Mastitiden in Betrieben durch einzelne Bakterienstamme verursacht zu werden
(FITZGERALD et al., 1997; ANNEMULLER et al., 1999; STEPHAN et al., 2000;
AKINEDEN et al., 2001). Diese S.aureus-Stamme lassen sich durch zahlreiche

extrazellulare und zellwandgebundene Virulenzfaktoren, die mutmallich fir den
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Schweregrad der Infektion verantwortlich zu sein scheinen und durch ,DNA-
Fingerprinting“ charakterisieren.

Uber epidemiologische Zusammenhiange bei S. aureus-Mastitiden in Brasilien
und Uber Virulenzfaktoren dieser Bakterienstamme ist bislang wenig bekannt
(CARDOSO et al., 1999).

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Identifizierung von S. aureus,
isoliert aus Milchproben von Kihen mit subklinischer Mastitis aus dem Bundesstaat
Séo Paulo, Brasilien, mittels konventioneller und molekularer
Untersuchungsverfahren. Letzteres erfolgte durch den Nachweis speziesspezifischer
Gene bzw. Genabschnitte. Der Nachweis epidemiologischer Zusammenhange der
Kulturen untereinander erfolgte durch Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen
DNA. Im  weiteren  wurden durch  PCR-vermittelte  Analysen das

Toxinbildungsvermogen bzw. das Toxingenmuster der Kulturen untersucht.
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2 LITERATURUBERSICHT

21 Staphylococcus aureus: Taxonomische Einordnung und einige

Eigenschaften

Staphylococcus aureus wird der Gattung Staphylococcus und der Familie
Micrococcaceae zugeordnet. Bei Staphylokokken handelt es sich um Gram-positive,
unbewegliche, fakultativ anaerobe Kokken mit einem Durchmesser von 0,5-1,5 mm.
Sie bilden keine Sporen und ordnen sich in unregelméRigen, traubenférmigen
Haufen an. Der Name S. aureus leitet sich von der oft goldfarbenen Pigmentierung
der Kolonien ab. Fehlende Pigmentierungen oder Pigmentierungen von grauweil3,
gelb bis gelborange wurden ebenso beschrieben. Staphylokokken stellen kaum
kulturelle Anspriiche und wachsen auf fast allen N&hrbdéden (KLOOS und
SCHLEIFER, 1986; BRUCKLER et al., 1994). Neben S.aureus sind bislang 49
Staphylokokkenspezies und Subspezies bekannt, deren Differenzierung unter
anderem anhand struktureller Merkmale der Zellwand sowie kultureller,

biochemischer und molekularer Eigenschaften maglich ist (BRUCKLER et al., 1994).

2.2 S. aureus als Mastitiserreger des Rinds

Die Mastitis des Rindes ist eine weltweit verbreitete Erkrankung und wird in
hohem MalRe von S.aureus verursacht (WATTS et al., 1984; BRUCKLER et al.,
1994; LANGONI et al., 1998). Als begunstigend fur eine Infektion erwies sich eine
Reihe von Faktoren, wie z.B. mangelnde Stallhygiene, unsachgemafes Melken und
Euterverletzungen (BRUCKLER et al., 1994). FROST (1975) und FROST et al.
(1977) stellten fest, dass sich S. aureus bevorzugt an die Epithelzellen des

Strichkanals und in noch starkerem Mal3e an die Epithelzellen der Milchzisterne und
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der grol3en Milchgange anlagert. Diese ,selektive Adharenz* der Krankheitserreger
soll nach FROST et al. (1977) ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der
Staphylokokkenmastitis des Rindes sein. Die Staphylokokkeninfektionen des Euters
kommen gehauft am Ende einer Laktationsperiode und am Beginn der folgenden
Laktationsperiode vor. Die sich anschliel3ende Vermehrung der Staphylokokken kann
mit einer katarrhalisch-eitrigen Mastitis und Galaktophoritis, mit Nekrosen sowie
Abszessbildungen einhergehen. Dabei hangt das Ausmalf dieser Veranderungen mit
der Virulenz der urséchlich beteiligten Staphylokokken und von der Abwehrkraft des
Wirtsorganismus ab (BRUCKLER et al., 1994). Die Abwehrkrafte des
Wirtsorganismus werden in erster Linie vom Gesundheits- und Ernahrungszustand,
aber auch von Umweltfaktoren bestimmt. Letztere spielen bei der Prophylaxe der
Rindermastitis eine entscheidende Rolle (SCHALM et al., 1971).

Die Uberwiegend vorkommenden chronisch-katarrhalischen
Staphylokokkenmastitiden  verlaufen  oft  subklinisch,  unterbrochen  durch
gelegentliches akutes Aufflackern der Infektion, besonders nach dem Kalben. Das
bedeutet, dass sie klinisch nicht immer ohne weiteres erkennbar sind. Die Produktion
der Milch ist vermindert und ihre Qualitdt herabgesetzt. Die akute katarrhalische
Staphylokokkenmastitis ist meistens durch eine schmerzhafte Schwellung der
erkrankten Euterviertel und deutliche Veranderungen in der Milch gekennzeichnet.
Das Eutersekret kann rotlich verfarbt sein, enthalt Eiterflocken und die
Milchproduktion ist stark reduziert (BRUCKLER et al., 1994).

Rindermastitiden stellen in Brasilien ebenfalls den Hauptfaktor flr Verluste in
der Milchproduktion dar (COSTA et al., 1991). Studien zur Erregerverteilung bei der
Mastitis im Bundesstaat Sado Paulo, Brasilien, zeigten eine eindeutige Dominanz von

Staphylokokken, insbesondere von S. aureus (NADER-FILHO et al., 1985; LANGONI
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et al., 1991; LANGONI et al., 1998). NADER-FILHO et al. (1985) untersuchten 497
Milchproben aus dem Bezirk Ribeirdo Preto und konnten bei 52,1% der Proben
S. aureus isolieren. LANGONI et al. (1991) wiesen bei 33,9% von 8752 untersuchten
Milchproben, bzw. bei 35,5% von 702 untersuchten Milchproben (LANGONI et al.,

1998) aus mehreren Bezirken des Bundesstaats Sao Paulo, S. aureus nach.

2.3 MutmafRliche Virulenzfaktoren von S. aureus

Pathogene Staphylokokken sind in der Lage zellwandgebundene und
extrazellulare Virulenzfaktoren, wie z.B. Enzyme und Toxine, zu bilden. Das
Vorkommen dieser Virulenzfaktoren variiert, so dass verschiedene Stamme
unterschiedlich virulent sein kdnnen (BOOTH et al., 2001; MOORE und LINDSAY,
2001).

Zu den zellwandgebundenen Virulenzfaktoren gehoren
Plasmaproteinrezeptoren (LAMMLER und BLOBEL, 1985), welche sich an der
Bakterienoberflache befinden und zur Bindung von Fibrinogen (DUTHIE, 1954;
LAMMLER, 1983), Immmunglobulin (Ig) G (BOYLE, 1990; ZHANG et al., 1998b),
Fibronectin (RYDEN et al., 1983), Kollagen, Vitronectin, Laminin (PAULSSON et al.,
1992a, b), Lactoferrin (NAIDU et al., 1990), Elastin (PARK et al., 1991), Sialoprotein
(YACOUB et al., 1994), und von extrazellularen Matrixproteinen (HUSSAIN et al.,
2001) fahig sind. Dies beinhaltet den Oberflachenrezeptor Protein A, welcher zu
einer Wechselwirkung mit Immunglobulinen fiihrt (KRONVALL et al., 1970), sowie
den Clumping-Factor, welcher Fibrinogen bindet (KLOOS und SCHLEIFER, 1986).
Weitere Eigenschaften der bakteriellen Zellwand mit Bedeutung fiir die Virulenz sind

die Bekapselung und die Schleimproduktion der Bakterien (WILKINSON, 1983).
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Zu den extrazellularen Enzymen und Toxinen gehdren unter anderem die
Koagulase (LOEB et al, 1903; KLOOS und SCHLEIFER, 1986), die
Thermonuclease (KLOOS und SCHLEIFER, 1986), Hamolysine (ELEK und LEVY,
1950), Enterotoxine (BALABAN und RASOOLY, 2000), Epidermolytische Toxine
(PARKER, 1958), das , Toxic-Shock-Syndrom* Toxin (TSST-1) (ARBUTHNOTT et al.,
1990), ,Exotoxin-like“-Proteine (WILLIAMS et al., 2000), Leukozidine (WENK und
BLOBEL, 1970), Lipasen (BRUNNER et al., 1981), die Staphylokinase und die
Hyaluronidase (ABRAMSON, 1972), Metalloproteasen (TAKEUSHI et al., 2002),
Desoxyribonucleasen, Phosphatasen und Gelatinasen (KAPLAN und TENENBAUM,

1982).

23.1 Wechselwirkungen mit Fibrinogen

S. aureus-Kulturen sind in der Lage, Oberflachenproteine und extrazelluléare
Proteine zu bilden, die mit Fibrinogen wechselwirken. Dabei wurden bislang sechs
unterschiedliche fibrinogenbindende Proteine beschrieben (PALMA et al., 1998; NI
EIDHIN et al., 1998). Drei davon erwiesen sich als extrazellulare Substanzen, wie die
Koagulase, ein extrazellulares fibrinogenbindendes Protein (Efb) (BODEN und
FLOCK, 1992) und ein extrazellulares matrixbindendes Protein (Map) (McGAVIN et
al., 1993). Die drei weiteren Proteine waren an der Zelloberflache bkalisiert. Diese
beinhalteten den Clumping-Factor A und B (CIfA und CIfB) (NI EIDHIN et al., 1998)
und das an der Zelloberflache lokalisierte fibrinogenbindende Protein FbpA
(CHEUNG et al., 1995).

Die extrazellulare Koagulase wird von allen S. aureus-Kulturen produziert und
dient in mikrobiologischen Labors als Hauptkriterium zur Identifizierung dieser

Spezies (KLOOS und SCHLEIFER, 1986). BRUCKLER et al. (1994) beschrieben die
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Koagulase als extrazellulares Protein ohne Enzymcharakter. Durch die Bindung des
Prothrombins, des sogenannten ,coagulase reacting factors”, entsteht das
~Staphylothrombin”, ein proteolytisch wirkender Komplex, welcher eine Abspaltung
der Fibrinpeptide A und B vom Fibrinmolekil zur Folge hat und durch Polymerisation
des Fibrinogens eine Koagulation des Plasmas bewirkt. Die Bildung von
Fibrinklumpen dient zum Schutz der Staphylokokken vor den Abwehrmechanismen
des Wirts, z.B. durch Phagozytose. Laut McDEVITT et al. (1992) kann die Koagulase
sowohl Fibrinogen als auch Prothrombin binden, wobei die fibrinogenbindende
Doméane der zellgebundenen Koagulase im C-terminalen Bereich, die
prothrombinbindende Region im Bereich des N-Terminus zu finden ist.

BRUCKLER et al. (1994) beschriecben Koagulasen mit einem
Molekulargewicht zwischen 5000 und 90000 Da. USHIODA et al. (1981) konnten
acht serologisch abgrenzbare Koagulasen nachweisen und bezeichneten diese mit
Koagulase I-VIII.

Das Koagulase-Gen coa kodiert ein Protein, welches am N-terminalen Ende
aus einem die prothrombinbindende Region beinhalte nden und als ,,Chymotryptic*-43
kDa-Fragment bezeichneten Abschnitt besteht. Das C-terminale Ende besitzt einen
konstanten Anteil sowie eine variable Region, die fur die Prothrombinbindung nicht
bendtigt zu werden scheint. Diese variable Region besteht aus einer
unterschiedlichen Anzahl sich wiederholender Einheiten (,Repeats”) (KAIDA et al.,
1989).

BODEN und FLOCK (1994) beschrieben erstmals das extrazellular
auftretende fibrinogenbindende Protein Efb mit einem Molekulargewicht von 15,6

kDa. Dieses Protein wird durch das Gen efb kodiert und bindet an die a-Kette des

Fibrinogens.
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Das ebenso extrazellular auftretende matrixbindende Protein Map wurde
erstmals von McGAVIN et al. (1993) beschrieben. Dieses Protein hat ein
Molekulargewicht von 72 kDa und kann Fibronectin, Fibrinogen, Vitronectin,
Sialoprotein und Thrombospondin binden.

Wie erstmals 1908 von MUCH beschrieben, reagiert der Clumping-Factor im
Gegensatz zur Koagulase direkt mit dem Fibrinogen des Plasmas ohne die
Vermittlung eines Plasmafaktors und fihrt so zu einer Verklumpung der
Staphylokokken. DUTHIE (1954) stellte in seinen Untersuchungen fest, dass es sich
bei dem auch als ,gebundene Koagulase" bezeichneten Clumping-Factor und der
eigentlichen ,freien Koagulase" um zwei verschiedene Substanzen handelt. Laut
MOREILLON et al. (1995) ist der Clumping-Factor an der Bakterienoberflache
lokalisiert und vermittelt direkt die Bindung an Fibrinogen oder Fibrin. Bei dem
Clumping-Factor handelt es sich um ein Protein, das bis zu einer Temperatur von
100°C stabil und bei pH-Werten von 2-11 wirksam ist (USUI et al., 1985).
Proteolytische Enzyme, wie Trypsin, Papain und Pepsin zerstorten nach ROTTER
und KELLY (1966) seine Aktivitat. Clumping-Factor-positive Staphylokokken kénnen
sich durch die Bindung von Fibrinogen mit dieser kdrpereigenen Substanz umhdllen
und so als kérperfremde Eindringlinge unerkannt bleiben (BRUCKLER et al., 1994).

NI EIDHIN et al. (1998) beschrieben neben dem als Clumping-Factor
bekannten fibrinogenbindenden Protein CIfA, welches ausschlie3lich mit den g
Ketten des Fibrinogenmolekiils reagiert, ein weiteres, als CIfB bezeichnetes Protein.
CIfB erwies sich ebenfalls als ein an der Oberflache von S. aureus lokalisiertes
Protein, welches an a- und [¥Ketten des Fibrinogens bindet. Beide Proteine haben
Sequenzahnlichkeiten beziglich ihrer Signalsequenz und den zellwandgebundenen

Bereichen. CIfB konnte bislang, nach NI EIDHIN et al. (1998), nur bei S. aureus
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innerhalb der frihen exponentiellen Phase nachgewiesen werden, nicht jedoch
wahrend der spaten exponentiellen oder der stationdren Phase.

Das an der Zelloberflache lokalisierte fibrinogenbindende Protein FbpA hat ein
Molekulargewicht von 34 kDa und wird durch das Gen fbpA kodiert. Die
Aminosaurensequenz von FbpA weist eine hohe Ubereinstimmung mit den drei

publizierten Aminosédurensequenzen der Koagulasen auf (CHEUNG et al., 1995).

2.3.2 Wechselwirkungen mit Immunglobulinen

JENSEN (1958), der an einem serologischen Typisierungsystem flr
Staphylokokken arbeitete, fand bei der Untersuchung von S. aureus drei
unterschiedliche Antigenreaktionen, wobei mit Antigen A die starkste Reaktion
nachzuweisen war. Durch Agargelprazipitation war auch bei Verwendung von
Normalseren vom Menschen eine deutliche Reaktion mit Antigen A feststellbar
(JENSEN, 1958). Der Autor vermutete, dass es sich um ein Staphylokokken
Oberflachenantigen handelte, klassifizierte es aber als Polysaccharid. Im Gegensatz
dazu wiesen LOKVIST und SJOQUIST (1962) den auch bereits von VERWEY
(1940) erkannten Proteincharakter dieses Antigens nach und GROV et al. (1964)
schlugen hierfir den Namen Protein A vor.

FORSGREN und SJOQUIST (1966) zeigten, dass es sich bei der Reaktion
von Protein A mit Immunglobulinen, nicht wie angenommen, um eine normale
Antigen-Antikdrper-Reaktion handelte, sondern dass das Protein A mit dem Fc-Stiick
des IgG reagierte. Hierbei konnten, wie bereits in den Untersuchungen von JENSEN
(1958) beschrieben, bei Verwendung von IgG des Menschen die starkste Reaktion

nachgewiesen werden, wobei tUberwiegend eine Bindung der IgG Subgruppen IgGl,
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IgG2 und IgG4 vorlag (KRONVALL und WILLIAMS, 1969; KRONVALL et al., 1970;
BJORCK und KRONVALL, 1984).

BRUCKLER et al. (1994) beschrieben das Protein A als eine Substanz, die
von fast allen S. aureus-Kulturen gebildet und zur Differenzierung von S. aureus
gegenuber anderen Staphylokokkenarten genutzt werden kann. Durch Blockierung
des Fc-Stiicks hemmt das Protein A indirekt die Phagozytose (SJOQUIST et al.,
1972). Weiterhin wirkt das Protein A chemotaktisch auf polymorphkernige
Leukozyten und fordert die Eiterbildung (HARVEY et al., 1970; KLEICKMANN et al.,
1975). Laut JONSSON et al. (1985) und PATEL et al. (1987) scheinen Protein A-
negative S.aureus-Mutanten im Vergleich zu positiven Bakterien etwas weniger
virulent zu sein.

Nach UHLEN et al. (1984) besteht das chromosomal kodierte Protein A am
aminoterminalen Ende aus einer Signalsequenz, funf IgG-bindenden Einheiten (E, D,
A, B und C) sowie der zellwandassoziierten X-Region. Diese X-Region setzt sich aus
einer unterschiedlichen Zahl von sich wiederholenden Einheiten (,Repeats") und
einem funktionell als Membrananker bezeichneten konstanten Anteil am C-
terminalen Ende zusammen.

ZHANG et al. (1998b) beschrieben bei S.aureus ein weiteres nicht in der
Zellwand lokalisiertes Protein, das Protein Shi, welches eine aus 436 Aminoséuren

bestehende 1gG-bindende Doméne aufwies.

2.3.3 Wechselwirkungen mit Kollagen

S.aureus ist bei Infektionen des Menschen der Haupterreger, der mit
Arthritiden und Osteomyelitiden assoziiert zu sein scheint. (GRISTINA, 1987;

VOYTEK et al., 1988). Solche Infektionen kommen unter anderem durch die Bindung
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dieses Bakteriums an Kollagenstrukturen von knorpeligem Gewebe zustande.
Bindungsaktivitaten von S. aureus fur Kollagen Typ | und Il wurden beschrieben
(BUXTON, 1990; SPEZIALE et al., 1986). Vergleichbares wurde auch fur S. aureus,
isoliert aus Rindermastitiden, beobachtet (MAMO et al., 1988; MIEDZOBRODZKI et
al., 1989). Die Rezeptoren fur diese adhasiven Eigenschaften konnten isoliert und
molekulargenetisch charakterisiert werden (SWITALSKI et al., 1993).

Strukturell besteht das cna-Gen aus verschiedenen Einheiten. So werden
nach den Angaben von PATTI et al. (1992) Genabschnitte unterschieden, die die
Signal-Sequenz, den konstante Abschnitt mit einer GrolRe von 1700 Bp, die
repetitiven Abschnitte mit einer Grolie von 600 Bp je ,Repeat* sowie die
Zellwanddomane, Zellmembrandomane und C-Domane kodieren. Die repetitiven
Abschnitte, bezeichnet als B-Domane, konnen sich bis zu vier mal wiederholen

(SNODGRASS et al., 1999).

2.34 Wechselwirkungen mit Fibronectin

Fibronectin kommt in geléster Form im Plasma, in der Zerebrospinalfliissigkeit
oder der Synovialfltissigkeit vor und in gebundener Form als Zelloberflachenprotein
z.B. bei Fibroblasten. Es ist ein dimeres Glycoprotein mit einem Kohlenhydratanteil
von 5%. Die beiden Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je etwa 450 kDa
werden durch eine Disulfidbriicke nahe dem C-terminalen Ende verbunden (SIGNAS
et al. 1989). Plasma-Fibronectin und zellmembranstandiges Fibronectin sind nahezu
identisch (BRUCKLER et al., 1994).

Fibronectin dient der Zelladh&asion, der Zellmigration (Chemotaxis), der
Hamostase sowie der Opsonierung. Es tragt zur normalen Wundheilung bei, indem

es die Adharenz zu Fibroblasten, Epithelzellen oder Monozyten herstellt
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(BRUCKLER et al., 1994). Die Phagozytose wurde allerdings durch Bindung von
Fibronectin an S. aureus nicht erhéht (VAN DE WATER et al., 1983).

S.aureus hat spezifische Fibronectinrezeptoren, d.h. fibronectinbindende
Proteine an seiner Oberflache (KUUSELA 1978; RYDEN et al., 1983), die es dem
Bakterium ermoglichen, sich durch Vermittlung von Fibronectin an Epithelzellen,
insbesondere im Bereich von Wunden, aber auch an Endothelzellen, anzuheften
(KUUSELA et al., 1984; TOY et al., 1985; VALENTIN-WEIGAND, 1987; VANN et al.,
1989). Nach ETESSE-CARSENTI et al. (1991) ist die Zahl der FnBP auf der
Staphylokokkenoberflache abhangig von der Wachstumsphase der Bakterien und
dem Medium.

Bei infektiosen Prozessen, wie z.B. infizierten Wunden oder Mastitiden, wirkt
Fibronectin als Adhasionsvermittler zu den Wirtszellen (Fibroblasten, Epithelzellen)
(SWITALSKI et al., 1983; MAMO et al., 1988). Adhéarierte Bakterien werden durch
Abwehrmechanismen, wie z.B. Speichel oder Sekrete, nicht ohne weiteres
fortgespult, kénnen sich am Ort ihrer Anheftung vermehren und durch Bildung von
Enzymen und Toxinen den Wirtsorganismus schadigen (YAMADA, 1983).

S. aureus bindet an ein aminoterminales 29-kDa-Fragment von Fibronectin,
welches nach Plasminverdau freigesetzt wird (MOSHER und PROCTOR, 1980).
Eine weitere Bindungsstelle fur Staphylokokken liegt in der C-terminalen Region des
Fibronectinmolekils (KUUSELA et al., 1984). Sequenzdaten des chromosomal
kodierten Gens fnbA fur das zellwandassoziierte FnBP aus S. aureus 8325-4 wurden
von SIGNAS et al. (1989) veroffentlicht.

Etwa 680 Bp hinter dem Translationsstopcodon des fnbA-Gens befindet sich,
nach JONSSON et al. (1991), ein zweites mit fnbB bezeichnetes Gen, dessen

Genprodukt ebenfalls fibronectinbindende Aktivitat aufwies. Das offene Leseraster
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fur fnbB kodiert ein Protein von 940 Aminoséauren. Ein Sequenzvergleich der FnBPA-
und FnBPB-Proteine zeigt 94% Aminosaureidentitdt in den carboxyterminalen
Bereichen, die fur die Fibronectinbindung und die Verankerung in der Zellwand und

Zellmembran von Bedeutung sind (JONSSON et al., 1991).

2.35 Kapselsubstanzen von S. aureus

Das Vorkommen einer Bekapselung bei S.aureus geht bereits auf
Beobachtungen von BIGGER et al. (1927) zurtck. Stark bekapselte Stamme mit
auffallend schleimigem Wachstum auf festen Medien sind allerdings selten. Die
meisten klinischen Isolate sind mikrobekapselt, d.h. sie bilden keine auffallend
schleimigen Kolonien (KARAKAWA und VANN, 1982; ARBEIT et al., 1984).

Die Kapseln haben eine Polysaccharidstruktur (SAU et al., 1997). Uber diese
Struktur gibt es unterschiedliche Angaben, die mdoglicherweise auch aus der
Untersuchung verschiedener S.aureus-Stdmme resultieren. Die meisten Autoren
geben als Hauptbestandteile der Polysaccharidkapsel Aminoglucuronsaure und
Fucosamin an (FOURNIER et al., 1987; VANN et al., 1988). Die Kapselmaterialien
haben antigene Eigenschaften und lassen sich in 11 Serotypen differenzieren
(KARAKAWA und VANN, 1982; SOMPOLINSKY et al., 1985). Stark bekapselte,
mukoide Stdmme scheinen den Serotypen 1 und 2 anzugehodren (ARBEIT et al.,
1984; SOMPOLINSKI et al., 1985). Kulturen mit geringerer Bekapselung lassen sich
Uberwiegend den Serotypen 5 und 8 zuordnen (SOMPOLINSKI et al., 1985;
HOCHKEPPEL et al., 1987). Auch in klinischen Untersuchungsmaterialien, sowohl
vom Menschen als auch von Tieren, insbesondere Rindern, wurden bekapselte
S. aureus—Kulturen isoliert (GUIDRY et al.,, 1997; TOLLERSRUD et al.,, 2000;

MOORE und LINDSAY, 2001).
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KARAKAWA et al. (1988) berichteten, dass S.aureus-Kulturen vom
Kapselserotyp 5 oder 8 antiphagozytare Eigenschaften besallen und der
Phagozytose durch polymorphkernige Humanleukozyten besser widerstanden als
unbekapselte Kulturen. In Tierversuchen an Mausen wurde von FATTOM et al.
(1996) der aktive oder passive Schutz vor Infektionen gegen mikrobekapselte
S. aureus-Kulturen vom Serotyp 5 oder 8 festgestellt. XU et al. (1992) konnten
jedoch keine wesentlichen Unterschiede in der Phagozytose mikrobekapselter und
unbekapselter S. aureus-Kulturen beobachten.

Die fur die Typ 5 oder Typ 8-Kapselbildung verantwortlichen Gene cap5 und
cap8 wurden von SAU et al. (1997) vergleichend untersucht. Strukturell bestehen die
Gene cap5 und cap8 aus 16 offenen Leserahmen (ORF-A bis -P). Die spezifische
Region jedes Gens liegt zwischen den ORF-H bis -K. Die Gene cap5 und cap8 sind

auf einem 18,1 bzw. 18,5 Kb Fragmentgrof3e der chromosomalen DNA lokalisiert.

2.3.6 Thermonuclease und Hyaluronidase

Thermonucleasen werden von allen S. aureus-Kulturen gebildet, so dass ihr
Nachweis als diagnostisches Kriterium zur Abgrenzung von S.aureus gegenuber
anderen Staphylokokkenarten genutzt werden kann (KLOOS und SCHLEIFER,
1986). Bei den S. aureus-Nukleasen handelt es sich um Phosphodiesterasen, die an
den Polynukleotidketten der DNA und der RNA angreifen und diese in Gegenwart
von Ca?" zu 3-Phosphomononukleotiden hydrolysieren (HEINS et al., 1967;
ANFINSEN et al.,, 1971). Dies kbnnen betroffenen Korperzellen die Zellfunktion
storen (BRUCKLER et al., 1994). Die hitzestabilen Nukleasen wiederstehen, laut

CUNNINGHAM et al. (1956), selbst minutenlanges Kochen ohne Aktivitatsverlust.
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BRAKSTAD et al. (1992) konnten selbst nach einstindigem Kochen bei 100 °C
keinen Aktivitatsverlust der Thermonuclease beobachten.

Die Hyaluronidase wird ebenfalls von nahezu allen koagulasepositiven,
pathogenen Staphylokokken gebildet (ABRAMSON und FRIEDMAN, 1967;
ABRAMSON, 1972; ARVIDSON, 1983). Laut ABRAMSON (1972) bewirkt die
Hyaluronidase durch den Abbau saurer Mukopolysaccharide und der Auflésung der
interzellularen Kittsubstanz eine Herabsetzung der Gewebeviskositat, wodurch die

Ausbreitung der Staphylokokken in Gewebe erleichtert wird.

2.3.7 Hamolysine und Toxine

23.7.1 Hamolysine

Bei Hamolysinen handelt es sich um membranzerstérende Exotoxine
(,membrane -damaging-toxins"), die in der Literatur auch als Zytolysine bezeichnet
werden (MCCARTNEY und ARBUTHNOTT, 1978). Diese Exosubstanzen schadigen
Erythrozyten und andere Zellarten und bewirken bei der Anziichtung der Bakterien
auf Blutagarplatten unterschiedliche Hamolysen, d.h. unterschiedlich starke
Zersetzungen von Erythrozyten. Die Unterscheidung der verschiedenen Hamolysine
erfolgt neben der Beurteilung der Art ihrer Hamolyse nach Anzichtung auf
Blutagarplatten ~ auch  aufgrund  synergistischer  bzw. antagonistischer
Wechselwirkungen mit Stoffwechselprodukten anderer Bakterienspezies (SKALKA et
al., 1979; HEBERT und HANCOCK, 1985).

Bei Staphylokokken werden funf Hamolysine, bezeichnet als a-, 3-, ¢, d- und
d-like Hamolysin bzw. Toxin, unterschieden.

Das a-Hamolysin vermag laut ROLLE und MAYR (1993) die Erythrozyten von

Kaninchen, Shaf, Rind und Ziege aufzulésen. Es handelt sich funktionell um ein
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hauptséchlich von S. aureus gebildetes wasserlosliches Polypeptid mit zytotoxischer
Wirkung. Durch die Aneinanderlagerung von sechs Toxinmolekilen wird eine
Ringstruktur ausgebildet, welche durch eine Einsenkung in die Zellmembran
transmembranale Kanéle bildet und durch das Freisetzen von lonen ein Platzen der
Membran infolge osmotischer Lyse hervorruft (HARSHMAN et al., 1989; BHAKDI
und TRANUM-JENSEN, 1991). Das a-Hamolysin wirkt nicht nur hamolytisch,
sondern auch dermonekrotisch und neurotoxisch (ROGOLSKY, 1979). Laut
JONSSON et al. (1985) ist das a-Hamolysin einer der bedeutendsten
Virulenzfaktoren von S. aureus und kommt bei Tieren haufig in Kombination mit dem
3-Hamolysin vor. Fur die Bildung des a-Hamolysins sind das Vorhandensein von
Glucose, der pH-Wert und der CO,-Gehalt entscheidend.

Das [-Hamolysin ist das bei tierpathogenen S. aureus am haufigsten
vorkommende Hamolysin und 16st, laut ROLLE und MAYR (1993), die Erythrozyten
von Rind, Schaf und Ziege auf. Das R-Hamolysin wird als Sphingomyelinase
bezeichnet, da es sich bei diesem Toxin um eine Phospholipase C handelt. Das (&
Hamolysin  fuhrt zu einer Membranschéadigung durch Freisetzen von
Phosphorylcholin aus dem Sphingomyelin der Erythrozytenmembran und wirkt somit
als Membrangift (FRITSCHE, 1970; THELESTAM, 1983).

Das g-Hamolysin gehort zur Gruppe der synergohymenotropen Toxine und
besitzt nach Untersuchungen von SUPERSAC et al. (1993) eine starke
inflammatorische Wirkung. GUYONNET et al. konnten 1968 bei 23 von 43 S. aureus-
Kulturen tierischer Herkunft g-Hamolysin nachweisen. Wie MOLLBY (1983)
berichtete, wird das g-Hamolysin durch sulfonierte Polymere (Agar, Heparin, Dextran

Sulfat) oder Lipide (Phospholipide, Fettsauren, Cholesterol) gehemmt.
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Bei dem d-Hamolysin handelt es sich um ein aus 26 hydrophoben
Aminoséauren bestehendes Polypeptid (FITTON et al., 1984), welches durch Bildung
von ToxinHexameren zur Porenbildung in der Membran und somit zur Lyse der
Erythrozyten, insbesondere von Mensch und  Affe, infolge  von
Permeabilitatsstérungen fuhrt (MELLOR et al., 1988). Neben seinen hamolytischen
und leukozytenzerstorenden Eigenschaften besitzt das d-Hamolysin, nach
WADSTROM (1983), ebenfalls zellzerstorende Aktivitait und wirkt fir bakterielle
Protoplasten, Lysosomen, Liposomen und Zellkulturen zytolytisch. MATTSON et al.
(1996) und SCHMITZ et al. (1997) entdeckten, dass das d-Hamolysin einen direkten
Einfluss auf die Monozyten hat und die Produktion des ,Tumor Necrosis Factor-

alpha" (TNF-a) induziert. Bei TNF-a handelt es sich um ein Zytokin, welches eine

Reihe entzindlicher Veranderungen bis hin zum Schock hervorrufen kann.

2.3.7.2 Enterotoxine

Bei den Staphylokokkenenterotoxinen (SE) handelt es sich, gemeinsam mit
dem ,Toxic-Shock-Syndrom* Toxin (TSST) sowie einigen Streptokokkenexotoxinen,
um eine Gruppe unterschiedlicher Stoffwechselprodukte, die Ahnlichkeiten in ihrer
Struktur, Funktion und Sequenz aufweisen. Die SE gehdren zu einer grbf3eren
Gruppe von pyrogenen Toxinen (PT) und kdnnen 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 fuhren zu einer
unspezifischen T-Zell-Proliferation (BALABAN und RASOOLY, 2000; DINGES et al.,

2000). Aufgrund ihrer antigenen Eigenschaften und unterschiedlichen
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Gensequenzen kennt man bislang die Toxine SEA bis SEE und SEG bis SEQ
(KURODA et al., 2001; BABA et al., 2002; YARWOOD et al., 2002).

Die SE-Bildung findet (Uberwiegend in der postexponentiellen
Wachstumsphase statt, wobei sich ihre Expression durch drei unterschiedliche
Regulationssysteme kontrolliert. Jedes Toxin wird als Vorlaufer-Toxin in der
Bakterienzelle gebildet und mit einer Signalsequenz ausgestattet, welche beim
Transport aus der Zelle abgespaltet wird. Die eigentlichen Toxine sind einfache
Proteine, die aus einer Polypeptidkette mit einem hohen Gehalt an Lysin,
Asparaginsaure, Glutaminsaure und Tyrosin bestehen und ein Molekulargewicht von
20-30000 Da aufweisen (DINGES et al., 2000). Ein allen SE gemeinsames
Strukturmerkmal ist die Schleife (,Disulfid-Loop" oder ,CystinLoop"), welche durch
eine Disulfidbricke im Zentrum gebildet wird, und deren Aminosaureanzahl und
Sequenz bei allen Enterotoxinen verschieden ist (BRUCKLER et al., 1994).

Weiterhin zeichnen sie sich durch besondere Stabilitdit gegentber
proteolytischen Enzymen, wie Trypsin, Chymotrypsin, Renin und Papain aus. Da die
Enterotoxine sehr hitzestabil sind und eine hohe Widerstandsfahigket gegenuber
proteolytischen Enzymen besitzen, werden sie weder nach oraler Aufnahme beim
Verdauungsprozess noch beim normalen Kochprozess zerstort. Selbst bei der
Herstellung von Vollkonserven kann unter Umsténden die biologische Aktivitat der
Enterotoxine erhalten bleiben. Exakte Voraussagen lber die Thermostabilitat der
Enterotoxine in verschiedenen Lebensmitteln sind nur schwer madglich, da neben
Temperaturhbhe und Zeit weitere Faktoren, wie pH-Wert, a,-Wert und
Zusammensetzung des Lebensmittels, einen wesentlichen Einfluss austben

(BRUCKLER et al., 1994).



2 Literaturtbersicht 19

Die Staphylokokensuperantigene werden durch akzessorische genetische
Elemente  kodiert, die als Plasmide, Transposons, Prophagen und
Pathogenitatsinseln identifiziert wurden. Die Pathogenitéatsinseln kdnnen ein oder
mehrere Staphylokokensuperantigene kodieren (YARWOOD et al., 2002). Bei
S.aureus wurden 10 Pathogenitatsinseln beschrieben, mit den Bezeichnungen
SaPI1 bis 4, SaPlbov, SaPIn1/SaPIiml, SaGIm, SaPIn2, SaPIm2, SaPIn3/SaPIm3
(KURODA et al., 2001; YARWOOD et al., 2002).

SEA stellt nach Untersuchungen von CASMAN (1965) mit 77% das im
Rahmen von Lebensmittelvergiftungen in den USA am haufigsten nachgewiesene
SE dar, gefolgt von SED (37,5%) und SEB (10%). Laut BALABAN und RASOOLY
(2000) hat SEA eine Molekilmasse von 27100 Da und drei verschiedene
isoelektrische Punkte (pl). Das Gen sea ist auf dem Genom eines temperenten
Bakteriophagen lokalisiert, besteht aus 771 Bp und kodiert ein Protein mit 257
Aminosauren (BETELEY und MEKALANOS, 1985; BETELEY und MEKALANOS,
1988). SEA bindet als Superantigen an MHC-Klasse II-Molekile von Antigen
prasentierenden Zellen und fuhrt so zu einer Aktivierung der T-Lymphozyten und
Ausschittung der Zytokine Interleukin (IL1, IL2), gInterferon und ,Tumor Necrosis
Factor“-alpha (TNF-a) (SVENSSON et al., 1997; BALABAN und RASOOLY, 2000).

SEB hat ein Molekulargewicht von 31400 Da mit 267 Aminosauren und einen
pl von 8,6 (SVENSSON et al., 1997). Das seb-Gen besteht aus ca. 900 Bp und ist
chromosomalen Ursprungs (SHAFER und IANDOLO, 1978; BALABAN und
RASOOLY, 2000). Ein seb-tragendes Plasmid wurde ebenso festgestellt (SHALITA
et al., 1977). Das seb-Gen wurde als ein Element der Pathogenitatsinsel SaPI3

beschrieben (YARWOOD et al., 2002).



2 Literaturtbersicht 20

Bei den SEC handelt es sich um eine Gruppe von hochkonservierten
Proteinen, die immunologische Kreuzreaktionen aufweisen (BERGDOLL et al., 1965;
BALABAN und RASOOLY, 2000). BOHACH und SCHLIEVERT (1987), MARR et al.
(1993), EDWARDS et al. (1997) sowie SCHAD et al. (1997) beschrieben die SEC
Varianten SEC1, SEC2, SEC3, SEC-bovine, SEC-ovine und SEC-canine, die sich in
ihrem Molekulargewicht und pl unterschieden. MARR et al. (1993) konnten
immunologische Kreuzreaktionen zwischen den drei SEC-Subtypen SEC1, SEC2
und SEC3 aufzeigen und vermuteten die Existenz von funf weiteren Subtypen mit
unterschiedlichen pl. Laut MARR et al. (1993) haben die SEC-Subtypen ein
Molekulargewicht von ca. 27500 Da, ihre pl liegen zwischen 7,0 und 8,7. Alle SEC-
Subtypen verursachen Lymphozytenproliferationen, stimulieren jedoch
unterschiedliche Zellen (MARR et al.,, 1993). BALABAN und RASOOLY (2000)
stellten fest, dass das sec3-kodierende Gen aus 801 Bp besteht und ein Protein
kodiert, das aus 267 Aminosauren aufgebaut ist. SEC3 und SEC2 unterscheiden
sich in vier Aminosduren, SEC3 und SEC1 in neun Aminosauren (BALABAN und
RASOOLY, 2000). Das Gen eines neuen Subtyp von SEC, kodiert durch sec4,

wurde von BABA et al. (2002) als Element der Genominsel nSa3 beschrieben.

SED besteht aus 228 Aminosauren und hat einen pl bei 7,4 (SVENSSON et
al., 1997). BALABAN und RASOOLY (2000) beschrieben fur SED eine
dreidimensionale Struktur, welche der Struktur der anderen Superantigene ahnelte.
Dieses Enterotoxin hat die Fahigkeit, in Anwesenheit von Zinkionen Dimere zu
bilden, welche eine grolRe Affinitdt zur Interaktion mit MHC-Klasse-1l Molekilen
aufweisen. SED-bildende S. aureus besitzen alle ein relativ grof3es, sed-tragendes,
penicillinasekodierendes Plasmid. Durch Sequenzierung des Plasmids plB485

konnte die Sequenz von sed ermittelt werden (BAYLES und IANDOLO, 1989), wobei
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ein weiteres, erstmalig von ZHANG et al. (1998a) beschriebenes, Enterotoxin-Gen
sej entdeckt wurde.

SEE hat ein Molekulargewicht von 26425 Da und einen pl bei 8,5.
Sequenzanalysen zeigten eine nahe Verwandtschaft zu SED und SEA (VAN DEN
BUSSCHE et al., 1993; BALABAN und RASOOL Y, 2000).

Wie in der Arbeit von MUNSON et al. (1998) erstmalig beschrieben, weist
SEG ein Molekulargewicht von 27043 Da und SEI ein Molekulargewicht von 24928
Da auf. Dabei ergaben Nukleotidsequenzanalysen fir das seg-kodierende Gen eine
GroRe von 777 Bp. Das SEG-Toxin besteht aus 233 Aminosauren. Das sei-
kodierende Gen hat eine GréRe von 729 Bp. Das SEFToxin besteht aus 218
Aminosauren. Sequenzanalysen ergaben im weiteren Ahnlichkeiten zwischen SEG,
SEB und SEC (38 bis 42% Aminosaureahnlichkeit) sowie zwischen SEI, SEA, SEE
und SED (26 bis 28% Aminoséaureahnlichkeit). ABE et al. beschrieben 2000 das Gen
segv. Bei diesem Gen handelte es sich um eine seg-Variante, welche ein Protein
(SEGV) mit 233 Aminos&uren kodiert und 97,7% Ahnlichkeit zu seg aufwies.

Das Enterotoxin H (SEH) wurde von SU und WONG (1995) identifiziert und
weitergehend charakterisiert. SEH hat ein Molekulargewicht von 27300 Da und einen
pl von 5,7. Im Affenversuch hatte das gereinigte SEH in einem Zeitraum von 1,5 bis
3 h nach der Aufnahme eine emetische Wirkung. Dies konnte durch spezifische
Antiseren neutralisiert werden. REN et al. (1994) isolierten und charakterisierten SEH
aus dem Kulturiberstand einer TSST-1-negativen S. aureus-Kultur, welche von
einem Patienten mit Toxischem Schock Syndrom gewonnen werden konnte. Das
SEH-Antiserum wies keine Reaktion mit SEA, B, C, D, E oder TSST-1 auf. Die
Basen-bzw. Aminosdurensequenz des Toxins konnten nach Klonierung und

Sequenzierung bestimmt werden. Das seh-Gen besteht aus 654 Bp, kodiert ein
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Protein mit 218 Aminosauren und zeigt mit SEE (38%), SEA (37%), SED (37%), SEB
(33%) und SEC (27%) Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz. Eine weitere
Charakterisierung der superantigenen Eigenschaften von SEH erfolgte durch
NILSSON et al. (1999), HAKANSSON et al. (2000) und PETERSSON et al. (2001).
Diese Autoren beschrieben SEH als ein T-Zellmitogen, welches, verglichen mit allen
beschriebenen Enterotoxinen, die hdchste Affinitat zu MHC Klasse Il Molekulen
besal3. Die Bindung erwies sich als abhangig von der Anwesenheit von Zinkionen.

Bei SEJ handelt es sich um ein aus 269 Aminosauren bestehendes Protein
mit einem Molekulargewicht von 31210 Da mit Ahnlichkeiten zu SEA, E und D.
Dieses Toxin wird ebenso wie SED durch ein Plasmid kodiert, auf dem sed und sej
durch eine 895 Bp grol3e Region getrennt sind. Beide Gene werden von S. aureus
exprimiert, scheinen aber einer unterschiedlichen Regulation zu unterliegen. Durch
PCR-Amplifikationen konnte bewiesen werden, dass alle sed-tragenden Plasmide
auch sej tragen (ZHANG et al., 1998a; AKINEDEN et al., 2001).

Die Gen- und Proteinsequenz von sek wurde erstmals von LINDSAY et al.
(1998) im Rahmen von Untersuchungen der TSST-1-Pathogenitatsinsel SaPIl
veroffentlicht. Dieses Gen wurde auch gemeinsam mit den Genen sel und tst als
Element der Pathogenitatsinsel SaPlbov dargestellt (KURODA et al. 2001). Eine
weitere Charakterisierung erfolgte durch ORWIN et al. (2001). SEK hat ein
Molekulargewicht von 25539 Da, einen pl zwischen 7,0 und 7,5 und zeigt
Ubereinstimmungen mit dem von ORWIN et al. (2001) untersuchten, aber noch nicht
naher charakterisierten, SEL. SEK hatte ahnliche Eigenschaften wie die tbrigen SE,
erwies sich ebenso als Superantigen und konnte den letalen Effekt von Endotoxin

verstarken.
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In der Gendatenbank werden die von JARRAUD et al. (2001) beschriebenen
Gene sek und sel nunmehr als seo und sen gefuhrt. Das Gen sel kodiert nach
FITZGERALD et al. (2001) ein enterotoxinanliches Toxin, welches mit tst, sec und
verschiedenen anderen Genen die Pathogenitatsinsel SaPIbov bildet. Dieses Gen
wurde ebenso nach Angaben von KURODA et al. (2001) als Element der
Pathogenitatsinsel SaPIn1/SaPIm1 dargestellt.

SEM wurde 2001 von JARRAUD et al. beschrieben. Im Gegensatz zu SEN
und SEO (ehemals SEL und SEK) ist seine Benennung in der Publikation und der
Gendatenbank einheitlich. SEM zeigt, im Gegensatz zu SEN und SEO, Ahnlichkeiten
in der Basen- und Aminosaurensequenz mit SEI. SEN entspricht dem von JARRAUD
et al. (2001) beschrieben SEK und zeigt Ubereinstimmungen in der Basen und
Aminosaurensequenz mit SEA, E, J, D und O (ehemals SEL). SEO entspricht dem
von JARRAUD et al. (2001) beschriebenen SEL. Die Basen- und
Aminosaurensequenz von SEO (ehemals SEL) zeigt Ahnlichkeiten mit SEA, E, J, D
und N (ehemals SEK). KURODA et al. (2001) stellten nach der Sequenzierung des
S. aureus-Genoms das Gen sep als Element der Pathogenitatsinsel SaPIn2 dar. Das
Gen seq wurde als Element der Pathogenitatsinsel SaPI3 beschrieben (YARWOOD

etal., 2002).

2.3.7.3 ,Toxic-Shock-Syndrom” Toxin

Wie die oben erwdhnten SE gehort auch das TSST zur Gruppe der pyrogenen
Superantigene. Laut BRUCKLER et al. (1994) ist TSST-1 ein pyrogenes Toxin,
welches von 10-29% der untersuchten, vom Menschen isolierten S. aureus-Kulturen,
gebildet wurde. Uber S. aureus im Zusammenhang mit dem ,Toxic-Shock-Syndrom*

(TSS) wurde erstmals von TODD et al. (1978) berichtet. Unter TSS versteht man
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eine akute Krankheit, die verschiedene Organsysteme beeinflussen kann und beim
Menschen mit hohem Fieber sowie Haut- und Schleimhautsymptomen
(Konjunktivitis, scarlatiniformes Exanthem und spater Desquamation) einhergeht. Im
weiteren Verlauf kann es zu Bewusstseinstriibung, Erbrechen und Diarrhde sowie
zum hypovolamischen Schock kommen. Die Folgen sind Leber- und Nierenschaden
bis hin zum Tod. Das erste Auftreten von TSS wurde in den USA bei Frauen im
Zusammenhang mit der Menstruation, bzw. hier in Verbindung mit der Benutzung
von Tampons beobachtet. Spater trat TSS wesentlich haufiger im Rahmen von
Infektionskrankheiten und insbesondere nach Wundinfektionen auf. McCCORMICK et
al. beschrieben 2001 die Pathogenitatsinseln SaPlbov, SaP11 und SaPI2, welche das

Gen tst beinhalteten.

2374 Exfoliative Toxine Aund B

Laut DAJANI (1972) kommt das exfoliative bzw. epidermolytische
Staphylokokkentoxin (ET) vorzugsweise bei S. aureus-Stammen 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 (SATO et al.,, 1994
YAMAGUCHI et al., 2002). Laut SATO et al. (1994) und LADHANI et al. (1999)
haben diese vier Toxine ahnliche Molekulargewichte.

ETA und ETB stehen im Zusammenhang mit einer Erkrankung, die als
~Staphylococcal scaled skin syndrom" (SSSS) bezeichnet wird. Diese Erkrankung
betrift 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
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corneum vom Stratum spinosum zur Folge. Das klinische Bild beinhaltet eine
Blasenbildung der gerbteten Haut, ahnlich einer Verbrihung durch kochendes
Wasser und geht mit Fieber einher. Diese Blasen sind mit erregerfreier Flussigkeit
gefllt und heilen innerhalb von sieben bis 10 Tagen meist narbenfrei ab (PIEMONT
et al., 1988). Untersuchungen von PIEMONT et al. (1988) ergaben, dass der duRere
Anteil der Epidermis bei diesen L&sionen zun&chst teilweise noch intakt ist. Nach
Bertihrung zeigte sich jedoch, dass zwischen der Epidermis und den tiefer liegenden
elastischen Fasern keine Verbindung mehr besteht. Diese Eigenschaft tragt den
Namen ,Nikolsky-Zeichen".

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 fur 20 Minuten und ETB bei 60° C fur
15 Minuten ohne Aktivitatsverlust. Das eta-kodierende Gen ist chromosomalen
Ursprungs, das etb-kodierende Gen dagegen ist an ein Plasmid gebunden. Die Gene
eta und etb zeigen eine Ubereinstimmung von 41%. Die genaue Wirkungsweise der
ET ist derzeit noch nicht geklart. Sie gelten als sehr spezies- und gewebespezifisch
und reagieren ausschlieBlich mit keratinisierten Epithelien, die vorzugsweise von
neugeborenen Tieren bzw. Menschen stammen. Moglicherweise spalten die ET’s die
Desmosomen, die normalerweise die Zellen des Stratum spinosums der Haut
verbinden und vergréRern somit die interzellularen Zwischenrdume. Zellasionen
sowie enzymatische oder metabolische Aktivitaten konnten bislang nicht beobachtet
werden (JOHNSON et al., 1979; BALEY et al., 1980; PIEMONT et al, 1986).

ETC wurde erstmals nach SATO et al. (1994) von einer S.aureus-Kultur,
isoliert von einem Pferd, beschrieben. Dieses Toxin hatte identische biologische

Eigenschaften wie ETA und ETB, erwies sich aber hitzempfindlich. Das etc-Gen hat
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zu den Genen eta und etb eine Sequenzéhnlichkeit von 12% (YAMAGUCHI et al.,
2002).

ETD wurden erstmals nach YAMAGUCHI et al. (2002) als Element einer
S. aureus-Pathogenitatsinsel beschrieben. ETD zeigte gleiche Eigenschaften wie die
Toxine ETA und ETB. Das etd-Gen wies mit den Genen eta, etb und etc eine

Sequenzahnlichkeit von 40%, 59% und 13% auf (YAMAGUCHI et al., 2002).

2.3.75 ., Exotoxin-like"-Proteine

Die Erstbeschreibung der SET erfolgte durch WILLIAMS et al. (2000), wobei
funf Gene (setl-5) nachweisbar waren. Die Gensequenzen der funf SET waren nur
teilweise &nlich zu Gensequenzen anderer Staphylokokken bzw. Streptokokken
Exotoxinen sowie zu TSST-1. KURODA et al. (2001) stellten nach der
Sequenzierung des S.aureus-Genoms 10 neue SET-Gene vor, die weniger als 90%
Aminosaureidentitdt mit den von WILLIAMS et al (2000) beschriebenen SET-
Proteine zeigten.

Die SE und die pyrogenen Streptokokkenexotoxine wurden von WILLIAMS et
al. (2000) aufgrund von Sequenzanalysen in drei Gruppen (A bis C) unterteilt. Dabei
waren das pyrogene Streptokokkenexotoxin H und TSST-1 wegen geringer
Sequenzahnlichkeiten im Vergleich mit den anderen Toxinen nicht in diese drei
Gruppen einzuordnen. Die Familie der SET war aufgrund ihrer Gensequenzen
ebenso nicht einzuordnen und wurde als Gruppe D klassifiziert (WILLIAMS et al.,

2000).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Bakterienkulturen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten 87 S. aureus-Kulturen wurden
zwischen Juli 1999 und Oktober 2000 im Rahmen der Routinediagnostik des
Forschungszentrums fur Mastitis (NUPEMAS-Universidade Estadual Paulista ,Julio
de Mesquista Filho", Campus de Botucatu) aus Proben subklinischer Mastitismilch
isoliert. Sie wurden von 87 Kuhen aus 23 verschiedenen Betrieben, aus sechs
Bezirken der Regionen Bauru und Sorocaba, im Bundesstaat Sdo Paulo, Brasilien,
entnommen (Tab. 3-1).

Im weiteren wurden die toxinbildenden S. aureus-Referenzkulturen 619/93
(SEA), 62/92 (SEB), 1229/93 (SEC), 1644/93 (SED), FRI 918 (SEE), 161/93 (TSST-
1), 114/98 (ETA, ETB) (freundlicherweise Uberlassen von Prof. Dr. W. Witte, Robert
Koch-Institut, Werningerode), Ly 990055 (SEG, SEI) und Ly 990552 (SEH)
(freundlicherweise Uberlassen von Dr. G. Lina, Centre Nationale des Toxémies a
Staphylococques, Faculté de Médecine Laennec, Lyon, Frankreich), 2724 (SEJ)
(freundlicherweise Uberlassen von Dr. M. Zschock, Staatliches Untersuchungsamt
Hessen, Giel3en), NCTC 6571 (SET1) (freundlicherweise Uberlassen von Dr. S. P.
Nair, Cellular Microbiology Research Group, Division of Surgical Sciences, University
College London, England) in die Untersuchung miteinbezogen. Ferner die
Staphylokokkenkultur S. epidermidis ATCC 14990, S. aureus COWAN | (ATCC
12598) sowie der b-hamolysierende S. aureus-Stamm PERTSCH (Stammsammlung
des Instituts fur Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-Universitéat

Giel3en).
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Tab. 3-1: Herkunft der 87 untersuchten S.aureus-Kulturen, isoliert im

Bundesstaat Sao Paulo, Brasilien

Region Bezirk Betrieb n
IA1
Lencadis Paulista (1A) IA2

Bauru (1) IA3
IB1
IB2
AL 15
A2

Aredpolis (IB)

g1 oo O W N

[1A3
Pardinho (lI1A)

A4

[IAS

[1A6

1B1

B2
[1B3

Sorocaba (I1)
Conchas (1IB) 1B4

[1B5
[IB6
B7

lIC1
Botucatu (11C) [1C2

lC3
D1

Avaré (IID)

A NN WO A WO P DD NP NOOW B DN DNMNMNDN

D2

n = Anzahl der Isolate
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3.2 Anziichtungsmedien und Konservierung der Kulturen

3.2.1 Anziuchtungsmedien

Die Anzichtung der Kulturen erfolgte auf Schafblutagarplatten, zu deren
Herstellung Blutagar-Basis (Merck, Darmstadt) mit folgender Zusammensetzung
verwendet wurde:

Herzextrakt: 10,09

Tryptose: 10,09
NaCl: 509
Agar: 150¢9

Aquadest.: 1000 ml

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt, 15 min bei
120 °C autoklaviert und auf ca. 50 °C abgekuhlt. Danach erfolgte die Zugabe von 5%
aseptisch entnommenem, defibriniertem Schafblut. Die beimpften Nahrbdden wurden
unter aeroben Bedingungen fir 18-24 h bei 37° C inkubiert.

Die Anzichtung der Bakterien in flissigem Medium erfolgte in Hirn-Herz-

Glucose-Bouillon (BHI, Oxoid, Wesel). Das Medium setzte sich wie folgt zusammen:

Kalbshirninfusion: 125¢g
Rinderherzinfusion: 5009
Proteose-Pepton: 10,09
Glucose: 20g9
Natriumchlorid: 50¢g

Dinatriumhydrogenphosphat: 250
Aqua dest.: 1000 ml
Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt, zu je 40 ml

in 250 ml-Erlenmeyerkolben abgefillt und 15 min bei 121° C autoklaviert. Die
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Inkubation der beimpften Kolben erfolgte unter aeroben Bedingungen fur 18-24 h bei

37 °C auf einem Rundschdittler.
Zum Nachweis der Eigenschaften Telluritreduktion, Lipolyse und Proteolyse
erfolgte die Anzichtung der Kulturen auf Baird-Parker Medium (Staphylokokken

Selektivagar nach Baird Parker, Merck) mit folgender Zusammensetzung:

Pepton aus Casein: 10,0g
Fleischextrakt: 500
Hefeextrakt: 10g
Natriumpyruvat: 2049
Glycin: 504
Lithiumchlorid: 250
Aqua dest.: 1000 ml

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt und 15 min
bei 121 °C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 50-45 °C erfolgte die Zugabe von
50 ml Eigelb-Tellurit-Emulsion. Staphylokokken wachsen auf diesem Agar, aufgrund
einer positiven Telluritreduktion, innerhalb von 24-48 h bei 37 °C als Kkleine,
schwarze, glanzende, gewdlbte Kolonien mit einem Durchmesser von 1-5 mm.
S. aureus-Kulturen waren im weiteren bei einer positiven Eigelbreaktion, d.h. bei
Lipolyse und Proteolyse von einem schmalen weif3en Ring umgeben.

Zum Nachweis der Eigenschaften Kochsalztoleranz und Abbau von Mannit
unter Saurebildung erfolgte die Anzichtung der Kulturen auf Mannit-Kochsalz-
Phenolrot Agar (Merck), der sich wie folgt zusammensetzte:

Pepton: 10,09
Fleischextrakt: 109

Natriumpyruvat: 75,09
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D(-)-Mannit: 10,09
Phenolrot: 259
Agar: 2049
Aqua dest.: 1000 ml

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt und
autoklaviert. Die Eigenschaft der Kochsalztoleranz auf3erte sich in einem deutlichen
Wachstum der Kulturen. Der Abbau von Mannit unter Saurebildung zeigte sich durch

einen Farbumschlag des rosafarbenen Nahrbodens nach leuchtend gelb.

3.2.2 Subkultivierung der Kulturen

Die Bakterienkulturen wurden auf Schafblutagarplatten @.2.1) angezichtet,

bei 4 °C aufbewahrt und in einem Zeitraum von 6-8 Wochen subkultiviert.

3.3 Identifizierung der S. aureus-Kulturen

Die Beurteilung der Bakterienmorphologie erfolgte nach Gramfarbung

lichtmikroskopisch bei 1000facher VergrofRerung.

331 Nachweis der Katalase

Zum Nachweis des Enzyms Katalase kam der nach BRUCKLER et al. (1994)
beschriebene Objekttragertest zur Anwendung. Hierzu wurden einige Kolonien der
zu prifenden Kultur mit einer sterilen Ose aus dem Flissigmedium (3.2.1)
genommen und auf einem Objekttrager mit einer 3%igen HO,-L6sung verrieben.

Eine positive Reaktion zeigte sich in einer deutlichen Blaschenbildung.
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3.3.2 Pigmentbildung

Die Bildung von Pigment wurde nach Anzichtung der Kulturen auf
Nitrozellulosemembranen (LAMMLER et al., 1986) Uberprift. Dazu wurden die
Nitrozellulosemembranen (0,4 mm, Schleicher und Schull, Dassel) mit einer sterilen
Pinzette auf eine Schafblutagarplatte (3.2.1) gelegt und strichférmig mit den zu
untersuchenden Bakterien beimpft. Die Beurteilung der Pigmentbildung (weil3,

hellgelb, gelb, orange) erfolgte nach einer Inkubation von 18-24 h bei 37 °C.

3.3.3 Nachweis der Koagulasereaktion

Der Nachweis der Koagulasereaktion erfolgte mit Hilfe des Rohrchentests
nach der von KLOOS und LAMBE (1991) beschriebenen Methode. Zu 250 ul
zitriertem Kaninchenplasma, gewonnen aus sterilem Zitratblut (1 Vol. 4%
Natriumzitrat zu 9 Vol. Blut) in einer Verdinnung von 1:5 mit einer 0,14 mol/l
Natriumchlorid-L6sung, wurden je drei Kolonien der zu untersuchenden
Bakterienkulturen gegeben. Die Beurteilung erfolgte nach einer Bebritung von vier
bzw. 24 h bei 37 °C. Eine positive Reaktion lag vor, wenn ein vollstandiges oder
Uberwiegend zusammenhangendes Koagulum zu erkennen war. Als Positivkontrolle

diente S. aureus-Cowan I, als Negativkontrolle S. epidermidis ATCC 14990.

3.34 Hamolyseformen

Die unterschiedlichen Hamolyseformen konnten nach Ausstreichen der
Kulturen auf Schafblutagarplatten @.2.2) bzw. nach der von SKALKA et al. (1979)
beschriebenen Methode untersucht werden. Zur Durchfihrung von Letzterem wurde
eine nach 3.2.1 hergestellte Schafblutagarplatte strichformig mit einer b-
hamolysierenden S. aureus-Kultur (Stamm PERTSCH) beimpft. Senkrecht dazu

erfolgte ein strichformiger, bis ca. 5 mm an die Referenzkultur heranreichender
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Ausstrich der zu untersuchenden Staphylokokken. Die Beurteilung der Hamolyse war
nach einer Inkubation von 18-24 h bei 37° C, nach den von SKALKA et al. (1979)
beschriebenen synergistischen und antagonistischen Effekten der H&amolysine

zueinander, moglich.

3.35 Nachweis des Clumping-Factors

Der Nachweis des zellgebundenen Clumping-Factors erfolgte als
Objekttragertest mit zitriertem Kaninchenplasma nach CADNESS-GRAVES et al.
(1943). Dazu wurden 2-3 Kolonien der nach 3.2.1 angezlchteten Bakterien mittels
einer sterilen Ose in einem Tropfen 0,14 mol/l Natriumchlorid-Losung auf einem
Objekttrager suspendiert und dann mit einem Tropfen unverdinntem, 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 1-2 min wurde als positive Reaktion
gewertet. Als Positivkontrolle diente S. aureus-Cowan |, als Negativkontrolle

S. epidermidis ATCC 14990.

3.3.6 Identifizierung mit Hilfe des , Staphaurex-Plus® Testsystems

Eine weitere Differenzierung der Kulturen erfolgte mit Hilfe des ,Staphaurex-
Plus® Testsystems (Abbott, Wiesbaden). Auf einem Objekttrdger wurden 2-3
Kolonien der nach 3.2.2 angezichteten Bakterien in einem Tropfen des Reagenzes,
d.h. spezifische beladene Latexpartikel, suspendiert. Der Test dient zum Nachweis
des Clumping-Factors, von Protein A und von spezifischen Kapselantigenen von
S.aureus. Die Reaktion wurde bei indirekter Beleuchtung mit Hilfe eines

Lichtkastens beurteilt, wobei eine deutlich erkennbare Agglutination der Bakterien
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innerhalb von 1-2 min eine positive Reaktion anzeigte. Als Positivkontrolle diente der

Stamm S. aureus-Cowan |, als Negativkontrolle S. epidermidis ATCC 14990.

3.3.7 Weitere Enzymnachweise

3.3.71 DNase und Thermonuclease

Der Nachweis des Enzyms DNase erfolgte mit Hilfe des Fertignahrmediums
~DNase Testagar” (Difco, Augsburg), der sich wie folgt zusammensetzte:
Tryptose: 20049

Natriumchlorid: 509

DNA: 2,09
Agar: 150¢g
Phenolrot: 25¢g
Aqua dest.: 1000 ml

Die Anfertigung des Mediums erfolgte nach Herstellerangaben unter Zusatz
von 0,1 g Toluidinblau/l (Difco), die Inkubation nach Beimpfung unter aeroben
Bedingungen fur 18-24 h bei 37 °C. Da die Staphylokokken-DNase, die im
Nahrboden enthaltene DNA hydrolytisch spaltet, kommt es zu einer
metachromatischen Reaktion und Entfarbung des Toluidinblaus und somit zu einer
Bildung von leuchtend rosafarbenen Hofen um die Kolonien des ansonsten blauen
Nahrmediums.

Der Nachweis der hitzestabilen DNase (Thermonuclease) erfolgte, wie von
LACHICA (1976) beschrieben, nach Anzichtung der Bakterienkulturen auf
Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (Difco), der sich wie folgt zusammensetzte:
Caseinpepton: 1509

Sojamehlpepton: 500
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Natriumchlorid: 500
Agar: 1509
Aqua dest.: 1000 mi

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt und nach
Inokulation unter aeroben Bedingungen fur 18-24 h bei 37 °C inkubiert. Nach einer
weiteren Inkubation fiir 1 h bei 70 °C folgte die Uberschichtung des Nahrmediums mit
10 ml durch Erhitzen verflissigten Toluidinblau-DNA Agar und eine erneute
Inkubation fur 4 h bei 37 °C. Zum Lésen der DNA wurde das Medium im Dampftopf
erhitzt. Der Toluidinblau-DNA Agar (Difco) setzte sich wie folgt zusammen:
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan: 6,059
DNA: 0,39
Natriumchlorid: 10,09

Calciumchlorid-L6sung (0,01 mol/l): 1,0 ml

Toluidinblau-Lésung (0,1 mol/l): 6,0 ml
Agar: 20,09
Aqua dest.: 1000 ml

Eine positive Reaktion zeigte sich in der Bildung von leuchtend rosafarbenen

Ho6fen um die Kolonien des ansonsten blauen Nahrmediums.

3.3.7.2 Hyaluronidase

Die Uberprifung der Hyaluronidasebildung erfolgte mittels des von WINKLE
(1979) Dbeschriebenen Dekapsulationstests. Eine nach 3.2.1 hergestellte
Schafblutagarplatte ~ wurde  S-formig mit  einer  mucoid  wachsenden
Streptokokkenkultur (S. equi subsp. zooepidemicus W60) als Indikatorkeim sowie
senkrecht dazu mit der zu untersuchenden Bakterienkultur beimpft und fir 24 h bei

37 °C bebritet. Die Bildung des Enzyms Hyaluronidase zeigte sich in nicht-mucoid
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wachsenden Kolonien der ansonsten mucoid wachsenden Streptokokkenkultur in der
Nahe des Staphylokokken-Impfstrichs. Die in den Agar diffundierte Hyaluronidase

hemmte das mucoide Wachstum der Streptokokken.

3.3.8 Nachweis von Antibiotikaempfindlichkeiten

Zur Uberprifung der Antibiotikaempfindlichkeit der Kulturen kam das vom
Deutschen Institut fir Normung (DIN 58940 und 58944, Berlin) empfohlene
Verfahren zur Anwendung. Hierfur wurden 3-5 Kolonien der zu untersuchenden
Kulturen in je 3 ml nach 3.2.1 hergestelltem BHI-Medium inokuliert und fir 2 h bei
37 °C bebrutet. Nach Ausspateln von 0,1 ml der Bakteriensuspension auf Miiller-
Hinton Agar (Oxoid) mit Blutzusatz erfolgte das Auflegen der Antibiotikatestblattchen.

Der Mller-Hinton Agar hatte folgende Zusammensetzung:

Fleischinfusion: 509
Caseinhydrolysat: 175¢9
Starke: 159
Agar: 12,59
Aqua dest.: 1000 ml

aseptisch entnommenes, defibriniertes Schafblut: 50 ml

Das Nahrmedium wurde nach den Angaben des Herstellers gefertigt und
15 min bei 121 °C autoklaviert. Das Schafblut konnte nach dem Abkihlen des
Mediums auf ca. 50 °C hinzugegeben werden. Eine Bewertung der in mm

gemessenen Grollen der Hemmhofe erfolgte nach den Angaben in Tab. 3-2.
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Tab. 3-2: Ubersicht Uiber die verwendeten Antibiotikatestblattchen sowie die nach

den DIN-Angaben erfolgte Bewertung der gemessenen Hemmhofe in

mm
Antibiotikum Bewertung

Resistent Intermediar Sensibel
Gentamicin® £14 15-20 321
Minocyclir? £14 15-18 319
Oxacillin® £15 - 316
Penicillin® £28 - 329
Tetracyclin® £16 17-21 322

‘Gentamicin GM10 (10 m), Oxoid; 2Minocyclin-MH?,O (30 ni), Oxoid; *0xacillin-OXA5 (5 n), Oxoid;

*Penicillin G-P10 (10 U), Oxoid; 5Tetracyclin-TESO (30 ), Oxoid

3.4 Makrorestriktionanalyse  der chromosomalen DNA mittels

Pulsfeldgelelektrophorese

Zur Erstellung eines ,DNA-Fingerprinting“ erfolgte eine Praparation der
bakteriellen DNA, der Restriktionsverdau und eine anschlieende Auftrennung der

Fragmente mittels PFGE.

34.1 Préparation und Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

Die Praparation und der anschlieRende Restriktionsverdau wurden nach einer
modifizierten Methode von ANNEMULLER (1999) durchgefiihrt.

Nach Anzichtung der zu untersuchenden Kulturen in BHI (3.2.1),
anschlieBendem Abzentrifugieren fur 10 min (9500 x g) und Waschen in TE-Puffer

(20 mmol/l Tris-HCI [pH 8,0], 1 mmol/l EDTA) erfolgte ein Resuspendieren der
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Bakterien in TE-Puffer und ein photometrisches Einstellen bei 620 nm (Spectronic
20, Bausch und Lomb, New York) auf 5% Transmission.

Danach wurde die Bakteriensuspension mit 1 %iger ,low melting, low gelling"
InCert-Agarose (Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf) bei 55 °C im gleichen
Verhaltnis gemischt, in eine Giel3kammer (00 nmi; BioRad, Minchen) pipettiert und
zum Erstarren fur 10 min auf Eis inkubiert. Zum Aufschlufd der Bakterien wurden die
Blockchen nach dem Erstarren in 200 m Lysispuffer (6 mmol/l Tris [pH 7,6], 1 mol/I
NaCl, 10 mmol/l EDTA [pH 7,6], 0,5% Brij-58 [Polyoxyethylene-20-Cetyl-Ether;
Sigma], 0,2% Natriumdodecylsulfat [Sigma], 0,5% Natriumlauroylsarcosin [Sigma])
unter Zusatz von 5 mg/ml Lysozym (Sigma) und 5 U/ml Lysostaphin (Sigma) fir 6 h
bei 37 °C inkubiert. Nach Zufugen von Proteinase K (Endkonzentration 0,5 ng/ml;
Boehringer, Mannheim) zur Deproteinisierung folgte eine Inkubation bei 56 °C im
Wasserbad tUber Nacht. Die Agaroseblockchen wurden anschlieBend gewaschen (2
x 30 min in 200 m TE-Puffer / Blockchen, inkubiert bei Raumtemperatur) sowie zur
Inaktivierung der Proteinase K zweimal mit TE-Puffer unter Zugabe von
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Sigma) in einer Endkonzentration von 1,0 mmol/I|
fir 1 h bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 200 ni
TE-Puffer pro Blockchen und Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 min konnte die
praparierte DNA mit dem Restriktionsenzym Smal flr 5h bei 25° C verdaut werden.
Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

DNA (1 Blockchen) ca.: 1 ny
Puffer 3 (10x; New England Biolabs, Frankfurt am Main): 20 m
Smal (25 U; New England Biolabs): 2m

Aqua dest.: 178 m
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3.4.2 PFGE

Das Auftrennen der nach 3.4.1 praparierten DNA mittels PFGE erfolgte in
einem 1 %igen Agarosegel. Dazu wurden 1,1 g Agarose (,Molecular Biology
Certified"-Agarose, BioRad) in 110 ml 0,5 x TBE-Puffer (45 mmol/l Tris-Basis, 45
mmol/l Borat, 1,0 mmol/l| EDTA [pH8,0]) aufgeschmolzen und in eine 13 x 14 x 0,55
mm Flachbettform (BioRad) gegossen. Nach Einsetzen der Blockchen in die
Vertiefungen des Agarosegels und VerschlieRen der Vertiefungen mit flissigem 1
%igem Agarosegel (BioRad) in 0,5 x TBE-Puffer fand die Elektrophorese
anschlieRend im CHEF-DR Il ,Pulsed Field Electrophoresis System" (BioRad) mit 2 |
zuvor auf 14°C gekuhltem 0,5 x TBE-Puffer als Laufpuffer unter den von

SOEDARMANTO (1996) beschriebenen Konditionen statt:

Lauf ! Lauf Il
Spannung 5V 6V
Pulszeiten 0,1-11 s (linearer Gradient)  9-40 s (linearer Gradient)
Dauer 8h 15h
Temperatur 14 °C 14 °C

3.4.3 Etidiumbromidfarbung

Nach der Elektrophorese erfolgte die Dokumentation durch Farbung des Gels
fur 5 min in einer wassrigen Ethidiumbromid-Lésung (5 ng/ml, Sigma), wobei sich
das fluoreszierende Ethidiumbromid als interkalierende Substanz in die
Doppelstrange der DNA einlagerte. Uberschiissiges Ethidiumbromid wurde durch 20
mindtiges Schwenken in Aqua dest. bei Raumtemperatur entfernt. Die Auswertung
und photographische Dokumentation erfolgte anschlieBend unter UV-Licht (Gel

Videodokumentationssystem Image Master, VDS, Pharmacia Biotech, Freiburg),
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wobei sich die DNA Fragmente als helle Banden vor dunklem Hintergrund

darstellten.

344 Auswertung der PFGE-Muster

Die Analyse der PFGE-Muster erfolgte mittels Gel Compar-Software (Applied
Maths, Kortrijk, Belgien), um den Grad der genetischen Verwandtschaft zu ermitteln
und visuell unter Berticksichtigung der Angaben von TENNOVER et al. (1995). Die
Restriktionsmuster, die keinen Unterschied zeigten, wurden als gleiche Muster
beurteilt, solche mit zwei bis drei unterschiedlichen Fragmenten als Subtyp und
Muster mit mehr als vier Fragmentabweichungen als unterschiedlicher Typ. Isolate,
die gleiche Muster oder nicht mehr als drei unterschiedliche Fragmente zeigten,

wurden nach BOOTH et al. (2001) in eine gemeinsame Abstammungslinie gruppiert.

35 Nachweis S.aureus-spezifischer Gene bzw. Genabschnitte und

Nachweis von Toxingenen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

351 DNA-Praparation mit dem ,, DNeasy Tissue-Kit"

Zur Praparation der bakteriellen ,DNA wurde das DNeasy Tissue-Kit* der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet: Die Anzichtung der Kulturen erfolgte in BHI-
Medium 3.2.1) fir 24 h bei 37 °C auf einem Rundschuttler. Je 1 ml des bebruteten
Nahrmediums wurde in sterile Reaktionsgefalie (Sarstedt, Nimbrecht) gegeben und
fir 10 min (6000 x g) zentrifugiert (Zentrifuge-202MK, Sigma, Taufkirchen).

Das entstehende Sediment musste nun zur Zellwandlyse mit 180 mi TE-Puffer
(3.4.1) unter Zusatz von 3 m Lysostaphin (1,8 U/m, Sigma) versetzt und
anschlielBend fir 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert werden. Nach Zugabe von
25 m Proteinase K (Qiagen) und 200 m AL-Puffer (Qiagen) zur Deproteinisierung und

guter Durchmischung des Reaktionsgemischs erfolgte eine weitere Inkubation fir 2 h
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bei 56 °C im Wasserbad. Das anschliel3ende Erhitzen fir 10 min auf 100 °C fihrte
zur Inaktivierung der Proteinase K.

Nach einer kurzen Abklhlphase und der Zugabe von 200 ml 96 %igem
Ethanol sowie guter Durchmischung wurde das Reaktionsgemisch durch den
DNeasy Filtereinsatz mit Silicamembran (Qiagen) mittels Zentrifugation fur 1 min
(6000 x g) in einem 2 ml-Reaktionsgefald abfiltriert. Die an die Membran gebundene
DNA konnte nun 2 x mit je 500 ml AW-Puffer (Qiagen) gewaschen und dann zunachst
fir 1 min (6000 x g) bzw. nach dem zweiten Waschen fur 3 min zum Trocknen der
Silicamembran zentrifugiert werden. Der jeweilige Uberstand wurde verworfen und
der DNeasy Filtereinsatz mit Silicamembran in ein neues 2 ml-Reaktionsgefaf}
verbracht. Das Eluieren der an die Membran gebundenen DNA erfolgte mittels 200 ni
AE-Puffer (Qiagen) und anschlieBender Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur.
Das DNA-haltige Eluat konnte nun abzentrifugiert (6000 x g) werden und der
Elutionsschritt mit 100 mi AE-Puffer zum Gewinnen weiterer DNA wiederholt werden.
Die so erhaltene DNA wurde direkt in die PCR eingesetzt oder bei -20° C

aufbewahrt.

3.5.2 Durchfiuhrung der PCR

Zur Durchfuhrung der PCR erfolgte die Erstellung eines Mastermix mit

folgender Zusammensetzung je Reaktionsansatz:

Primer 1 (10 pmol/l): 10nm
Primer 2 (10 pmol/l): 10nm
dNTP (10 mmol/l, Roth, Karlsruhe): 0,6m
Inkubationspuffer (10x, Promega, Mannheim): 30n

Magnesiumchlorid (25 mmol/l, Promega): 1,8m
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Tag-Polymerase (5 U/ml, Promega): 01m
Aqua bidest.: 20,0 m

Nach grindlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 27,5 m in ein
500 m Reaktionsgefal® tberfihrt und mit je 2,5 nl der nach 3.5.1 praparierten DNA
vermischt. Nach Einsetzen der Proben in den Thermocycler (T3 Thermocycler,
Biometra, Gottingen bzw. Thermocycler Techne-Progene, Thermodux, Wertheim)

konnten die in Tab. 3-3 beschriebenen Temperaturprogramme gestartet werden.

3.5.3 Verwendete Oligonukleotidprimer und Thermocycler-

Temperaturprogramme

Die verwendeten Oligonukleotidprimer, einschliellich ihrer Erstbeschreibung,
sind in Tab. 3.3 dargestellt. Im Thermocycler erfolgte zunachst jeweils eine initiale
Denaturierung der DNA fir 4 min bei 94 °C mit anschlieRenden sich unterschiedlich
oft wiederholenden  Zyklen zur Denaturierung, Primeranlagerung und
Polymerisierung. Den Abschluss bildete ein 4 min Extensionszyklus bei 72 °C,

wonach die Proben bis zum Auftragen in ein Gel bei 4 °C aufbewahrt wurden.

354 Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der Amplikons erfolgte mittels eines 2 %igen Agarosegels.
Dazu wurden zunachst 2,4 g Agarose NEEO Roth, Karlsruhe) in 120 ml TAE-
Puffer (40 mmol/l Tris, 1 % [v/v] Essigséure, 1 mmol/l EDTA) unter Erhitzen geldst
und in eine Flachbettform gegossen. Nach dem Abkuhlen konnte nun je 12 nm des
PCR-Produktes mit 3 m Probenpuffer (50% Glycerin, 50 mmol/l EDTA, 0,25%

Bromphenolblau) vermischt und in das erstarrte Agarosegel pipettiert werden. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte im Horizontalgel fir 2,5 h bei 120 mA, wobei

als Laufpuffer ebenfalls TAE-Puffer diente. Eine Bestimmung der GroRe der PCR-
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Produkte erméglichte ein ebenfalls in das Gel aufgetragener Marker (GeneRuler™
DNA Ladder Mix, MBI Fermentas, St. Leon-Rot; 100 Bp DNA Ladder, Gibco / BRL,
Eggenstein; DNA-Langenstandard VIIl, Roche, Mannheim; DNA-Langenstandard VI,

Roche).

355 Etidiumbromidfarbung

Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Darstellung der DNA-Fragmente

durch Farbung des Gels nach 3.4.3.
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Tab. 3-3: Ubersicht tiber die eingesetzten Oligonukleotidprimer und die verwendeten Thermocyclertemperaturprogramme
Zielgen Primersequenz (5'-3") Referenz Programme®
23S IDNA" ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC/ AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC STRAUB et al. (1999) 1
16S-23S rDNA® TCTTCAGAAGATGCGGAATA /| TAAGTCAAACGTTAACATACG FORSMAN et al. (1997) 2
uc? GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT/ BRAKSTAD et al. (1992) 3

AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC
CIfA® GGC TTC AGT GCT TGT AGG/ TTT TCA GGG TCA ATA TAA GC STEPHAN et al. (2000) 4
coa ATA GAG ATG CTG GTA CAG G/ GCT TCC GAT TGT TCG ATG C HOOKEY et al. (1998) 5
spa (X-Region)" CAA GCA CCA AAA GAG GAA / CAC CAG GTT TAA CGA CAT FRENAY et al. (1996) 6
spa (IgG-bindende-Region)" CAC CTG CTG CAA ATG CTG CG/ GGC TTG TTG TTG TCT TCC TC SEKI et al. (1998) 5
cna (Abschnitt A)® ATATGA ATT CGA GTA TAA GGA AGG GGT T/ SWITALSKI et al. (1993) 7
TTT GGA TCC CTT TTT CAG TAT TAG TAA CCA
cna (Abschnitt B)® AGT GGT TAC TAA TAC TG / CAG GAT AGT TGG TTT A SWITALSKI et al. (1993) 7
fnbA® GCG GAG ATC AAA GAC AA / CCA TCT ATA GCT GTG TGG BOOTH et al. (2001) 7
fnbB? GGA GAA GGA ATT AAG GCG / GGA GAA GGA ATT AAG GCG BOOTH et al. (2001) 7
cap5” ATG ACG ATG AGG ATA GCG / CTC GGA TAA CAC CTG TTG C MOORE und LINDSAY et al. (2001) 8
cap8’ ATG ACG ATG AGG ATA GCG / CAC CTA ACA TAA GGC AAG MOORE und LINDSAY et al. (2001) 9
agr I° CAC TTA TCA TCA AAG AGC C/ CCA CTA ATT ATA GCT GG MOORE und LINDSAY et al. (2001) 10
agr II? GTA GAG CCG TAT TGA TTC C/ GTA TTT CAT CTC TTT AAG G MOORE und LINDSAY et al. (2001) 11
agr 1P CTG CAT TTA TTA GTG GAA TAC G/ GTT TCA TTT CTT TAA GAG MOORE und LINDSAY et al. (2001) 12

*Gibco; “MWG Biotech, Ebersberg; *Roth; “1: 37 Zyklen 94 °C - 40's, 64 °C - 60 s, 72 °C - 75 s; 2: 30 Zyklen 94 °C - 30 s; 55 °C - 30 s; 72 °C - 30 s; 3: 37 Zyklen 94
°C - 60s, 55 °C - 30s, 72 °C - 30s; 4: 35 Zyklen 94 °C - 60 s; 57 °C -60s; 72 °C - 60 s; 5: 30 Zyklen 94 °C -60 s, 58 °C -60 s, 72 °C - 60 s; 6: 30 Zyklen 94 °C - 60
5,60°C-60s,72°C -60s; 7:30Zyklen 94 °C -30s,50°C -30s,72°C -60s; 8: 20 Zyklen 94 °C - 155,57 °C - 155,72 °C -30s; 9: 20 Zyklen 94 °C - 15 s, 52
°C-15s,72°C -30s; 10: 20 Zyklen 94 °C -30s,57°C -30s, 72°C - 60 s; 11: 20 Zyklen 94 °C - 155,60 °C - 155, 72 °C - 15 s; 12: 20 Zyklen 94 °C -30 s, 55 °C
-45s,72°C-60s
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Fortsetzung Tab. 3-3:

Zielgen Primersequenz (5°-3") Referenz Programme®
hla® GGT TTA GCC TGG CCT TC / CAT CAC GAA CTC GTT CG BOOTH et al. (2001) 13
hib* GCC AAA GCC GAA TCT AAG / CGC ATA TAC ATC CCATGG C BOOTH et al. (2001) 14
1 AAA GTC CCG ATC AAT TTA TGG CTA /
sea TSEN und CHEN (1992)
GTA ATT AAC CGA AGG TTC TGT AGA
seb’ TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG / GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC JOHNSON et al. (1991)
sec’ GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT/ AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC JOHNSON et al. (1991)
sed" CTA GTT TGG TAA TAT CTC CT/ TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG JOHNSON et al. (1991)
see’ TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC/ TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC JOHNSON et al. (1991) 15
1 AAT TAT GTG AAT GCT CAA CCC GAT C/
seg JARRAUD et al. (1999)
AAA CTT ATA TGG AAC AAA AGG TAC TAG TTC
1 CAA TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG/
seh JARRAUD et al. (1999)
CAT CTA CCC AAA CAT TAG CAC C
1 CTC AAG GTG ATATTG GTG TAG G/
sei JARRAUD et al. (1999)
AAA AAA CTT ACA GGC AGT CCATCT C
2 CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG /
sej MONDAY und BOHACH (1999) 16
CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC
tst' ATG GCA GCA TCA GCT TGA TA/ TTT CCA ATA ACC ACC CGT TT JOHNSON et al. (1991)
eta’ CTA GTG CAT TTG TTA TTC AA/ TGC ATT GAC ACC ATAGTACT JOHNSON et al. (1991) 15
etb® ACG GCT ATA TAC ATT CAA TT/ TCC ATC GAT AAT ATA CCT AA JOHNSON et al. (1991)
3 GGT TAA TTC ATA GCG CAG TAT C/ , b
set 1 vorliegende Arbeit 17

CAA CGT TTC ATC GTT AAG CTG C

*Gibco; “MWG Biotech, Ebersberg; “Roth; 13: 20 Zyklen 94 °C - 10s,53°C - 10 s, 72 °C - 30 s; 14: 20 Zyklen 94 °C -10's, 62 °C -10's, 72 °C - 30 s; 15: 30
Zyklen 94 °C - 120s,55°C -120s, 72°C -60 s; 16: 30 Zyklen 94 °C -60s,62°C -60s, 72 °C -60s; 17: 20 Zyklen 94 °C -30s,56 °C -30s, 72 °C - 60 s; b

Quelle der Sequenz: AF094826
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3.5.6 » Multiplex-PCR"

Der gemeinsame Nachweis der Enterotoxin G-, H-, } und J-kodierenden Gene
seg, seh, sei und sej und des 16S rRNA-Gens wurde nach MONDAY UND BOHACH
(1999) mittels ,Multiplex PCR*" durchgefihrt.

Zur Durchfuhrung der ,MultiplexPCR* erfolgte die Erstellung eines Mastermix
mit folgender Zusammensetzung je Reaktionsansatz:

seg-Primer 1 (10 pmol/l, MWG Biotech, Ebersberg): 0,6 nm

seg-Primer 2 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,6m
seh-Primer 1 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,8m
seh-Primer 2 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,8n
sei-Primer 1 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,6 m
sei-Primer 2 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,6m
sej-Primer 1 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,6m
sej-Primer 2 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,6m
16S rDNA-Primer 1 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,8m
16S rDNA-Primer 2 (10 pmol/l, MWG Biotech): 0,8 m
dNTP (10 mmol/l, Roth): 0,8nm
Inkubationspuffer (10x, Sigma): 20nm
Tag-Polymerase (5 U/nl, Sigma): 0,2m
Aqua bidest.: 9,2m

Nach grundlicher Durchmischung des Mastermixes wurden 19 mi in ein 500 ni
Reaktionsgefal? uberfihrt und mit je 1,0 m der nach 3.5.1 praparierten DNA

vermischt.
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Die verwendeten Oligonukleotidprimer fur die ,Multiplex-PCR" sind in Tab. 3.4
dargestellt. Nach Einsetzen der Proben in den Thermocycler erfolgte nach 3.5.3 eine
initiale Denaturierung der DNA. Danach kam das folgende Temperaturprogramm zur
Anwendung:

- 15 Zyklen: Denaturierungstemperatur: 95 °C, 60s
Anlagerungstemperatur der Primer: 68 °C, 45s
Verlangerungstemperatur der Primer: 72 °C, 60s

- 16 Zyklen: Denaturierungstemperatur: 95 °C, 60s
Anlagerungstemperatur der Primer: 64 °C, 45s

Verlangerungstemperatur der Primer: 72 °C, 60s

Tab. 3-4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotidprimer nach MONDAY und

BOHACH (1999)

Zielgen Primername Primersequenz

16S rDNA 16S | GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC
16S 1l CGCACATCAGCGTCAG

seg seg | CGTCTCCACCTGTTGAAGG
seg Il CCAAGT GATTGT CTATIG TCG

seh seh | CAACTCCTGATT TAG CTC AG
seh I GTC GAATGAGTAATC TCT AGG

sei sei | CAACTCGAATTTTCAACAGGTAC
seill CAG GCAGTC CATCTCCTG

sej sej | siehe Tab. 3-3

sej Il




3 Material und Methoden 48

Der Nachweis der Amplikons erfolgte nach der unter 3.5.4 beschriebenen

Methode. Nach der Elektrophorese wurden die Gele geféarbt und die Ergebnisse

dokumentiert (3.4.3).
3.6 Statistische Methoden

Die Signifikanz des Auftretens von Virulenzgenen, Exoproteingenen und der
drei Klassen der agr-Gene wurde mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher gepruft.
Die Zusammenh&nge zwischen Abstammungslinien und den untersuchten Genen
wurde mit der Methode der multiplen Regression durchgefihrt. Dies erfolgte unter
Verwendung des Programmes GraphPad InStat Version 3.00 fur Windows 95,
GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA (www.graphpad.com).

Ein Ergebnis mit einer statistischen Signifikanz von p < 0,001 wurde als
hochsignifikant, mit p < 0,01 als signifikant, mit p < 0,05 als schwach signifikant und

mit p = 0.05 als nicht signifikant bewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ph&notypische Eigenschaften

Bei allen 87 untersuchten S.aureus-Kulturen handelte es sich um Gram-
positive, unregelmafig angeordnete Kokken die sowohl auf Schafblutagar als auch
auf Staphylokokken-Selektivnahrmedien @3.2.1) wuchsen. Auf dem Staphylokokken
Selektivmedium nach Baird-Parker bildeten alle Isolate, aufgrund einer positiven
Telluritreduktion, kleine, schwarze, glanzende, gewolbte Kolonien mit einem
Durchmesser von 1-5 mm. Innerhalb der Isolate waren 16 (18,4%) Kulturen von
einem klaren Hof umgeben, was auf das Lipolysevermdgen der Kulturen hindeutete,
71 (81,6%) Kulturen wiesen keine vergleichbare Reaktion auf.

Desweiteren wurden die Eigenschaften Kochsalztoleranz und
Mannitvergarung mit Hilfe des Mannit-Kochsalz-Phenolrot Agars (3.2.1) gepruft. Alle
87 Kolonien wuchsen auf diesem Nahrboden in Gegenwart von 7,5% Natriumchlorid,
wobei sich der Abbau von Mannit unter Saurebildung durch eine deutliche
Gelbfarbung des Anzichtungsmediums zeigte. Alle untersuchten Isolate erwiesen
sich dabei als mannitpositiv.

Der Nachweis des Enzyms Katalase erfolgte nach der unter 3.3.1
beschriebenen Methode. Alle 87 untersuchten S.aureus-Kulturen zeigten eine
positive Reaktion mit einer deutlichen Blaschenbildung.

Die Bildung von Pigment wurde nach Anzuchtung der Bakterien auf
Nitrozellulosemembranen @.3.2) beurteilt. Dabei zeigten 20 (23,0%) Kulturen ein
hellbgelbes Pigment, 26 (29,9%) Kulturen ein gelbes Pigment, sechs (6,9%) Kulturen
ein oranges Pigment und eine (1,2%) Kultur ein apricotfarbenes Pigment. Die

verbleibenden 34 (39,0%) Kulturen waren unpigmentiert
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Zur weiteren Charakterisierung der Isolate wurde die Koagulaseaktivitat im
Roéhrchentest (3.3.3) untersucht. Alle 87 untersuchten S. aureus-Kulturen zeigten
innerhalb von 24 h eine Koagulation des Plasmas und somit eine positive Reaktion.

Die Unterscheidung der Hamolyseformen erfolgte nach der von SKALKA et al.
(1979) beschriebenen Methode. Dabei zeigten 13 (14,9%) Kulturen eine a-
Hamolyse, welche sich als breite, vollstindige H&amolysezone um den
Staphylokokken-impfstrich darstellte und zwei (2,3%) Kulturen eine R-H&molyse,
welche sich als breite Zone einer unvollstandigen Hamolyse um den Impfstrich
darstellte. Das gemeinsame Auftreten von a-und 3-Hamolyse konnte bei 71 (81,6%)
S. aureus-Kulturen festgestellt werden. Eine (1,2%) Kultur wies eine d-like-Hamolyse

auf, die sich nach der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode im Bereich
des S.aureus-b-Hamolysins als halbmondférmige Zone einer vollstandigen
Hamolyse darstellte.

Der Nachweis des zellgebundenen Clumping-Factors erfolgte nach 3.3.5 als
Objekttragertest mit zitriertem Kaninchenplasma. Alle 87 Kulturen erwiesen sich als
Clumping-Factor-positiv.

Im weiteren diente das ,Staphaurex Plus“ Testsystem (3.3.6) zur
Differenzierung der S. aureus-Isolate. Alle 87 Kulturen zeigten eine deutliche
Agglutinationsreaktion mit den beladenen Latexpartikeln und somit eine positive
Reaktion.

Mit dem nach 3.3.7.1 beschriebenen DNase-Testagar war der Nachweis des
Enzyms DNase und nach Erhitzung des Anzichtungsmediums der Nachweis der
Staphylokokken-Thermonuclease moglich. Alle S. aureus-Kulturen erwiesen sich, vor

und nach Erhitzung, als positiv, was sich als Rosafdarbung um die Kolonien des
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ansonsten blaven Nahrmediums zeigte. Im weiteren war das Enzym Hyaluronidase
(8.3.7.2) bei allen 87 Kulturen nachweisbar.

Alle 87 S. aureus-Kulturen wurden nach der unter 3.3.8 beschriebenen
Agardiffusionsmethode auf ihre Empfindlichkeit gegentber den unter 3.3.8
beschriebenen Antibiotika untersucht. Alle 87 S. aureus-Kulturen erwiesen sich als
empfindlich gegentber Minocyclin, Oxacillin und Tetracyclin und als intermediéar
gegenuber Gentamicin. Fur Penicillin waren 11 (10,3%) Kulturen empfindlich und 76

(87,4%) Kulturen resistent.

4.2 Ergebnisse des , DNA-Fingerprinting”

Die Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA mittels PFGE erfolgte
mit den unter 4.1 aufgefthrten 87 S. aureus-Kulturen, die Praparation der DNA sowie
der Restriktionsverdau wie unter 3.4 beschrieben.

Nach Auftrennung der Fragmente der 87 S. aureus-Kulturen durch PFGE
konnten nach 3.4.4 26 DNA-Restriktionsmuster (MA1-MA7, MB1-MB4, MC1 und
MC2, MD1 und MD2, ME1-ME6, MF, MG, MH, MI1 und MI2) unterschieden werden.
Die 26 DNA-Restriktionsmuster lieBen sich zu neun Abstammungslinien (LA-LI)
zusammenfassen. Die vorherrschenden Abstammungslinien LA (Muster MA1-MA7)
und LE (Muster ME1-MEG) waren mit 63 (72,2%) Kulturen in allen sechs Bezirken
des Bundestaats S&o Paulo, Brasilien, nachweisbar. Die sporadischen
Abstammungslinien LB (Muster MB1-MB4), LC (Muster MC1 und MC2), LD (Muster
MD1 und MD2), LF (Muster MF), LG (Muster MG), LH (Muster MH) und LI (Muster
MI1 und MI2) waren bei 24 (27.8%) Kulturen feststellbar.

Die Restriktionsmuster der neun Abstammungslinien (LA-LI) und die
Restriktionsmuster von acht S. aureus-Kulturen, isoliert aus dem Betrieb IB1, sind in

Abb. 4-1 und 4-2 dargestellt. Eine Dendrogrammanalyse der 26 DNA-Smal-
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Restriktionsmuster bzw. der neun Abstammungslinien ist in Abb. 4-3 dargestellt. Die

Verteilung der neun PFGE-Abstammungslinien innerhalb der 87 S. aureus-Kulturen,

isoliert aus sechs verschiedenen Bezirken, sind der Tab. 41 zu entnehmen. Eine

Landkarte, die die Verteilung der neun Abstammungslinien der 87 S. aureus-Isolate

innerhalb der sechs verschiedenen Bezirke der Regionen Bauru und Sorocaba des

Bundesstaats S&o Paulo, Brasilien, zeigt, ist in Abb. 4-4 dargestellt.

Abb. 4-1:

533,5

388
201

194

97
48,5

Kb

Unterschiedliche Smal-Makrorestriktionsmuster der chromosomalen
DNA von neun S. aureus-Kulturen, mit den Abstammungslinien LA (1 =
Muster MA1), LB (2 = Muster MB1), LC (3 = Muster MC1), LD (4 =
Muster MD1), LE (5 = Muster ME1), LF (6 = Muster MF), LG (7 =
Muster MG), LH (8 = Muster MH) und LI (9 = Muster MIl). Als
Langenstandard dienten ,low range* PFGE Marker (0,1-200 Kb) und

Lambda Ladder PFGE Marker (50-1000 Kb) (beide Sigma).
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Kb

679
533,5

436,5
339,5

2425

145,5

48,5

Abb. 4-2: Smal-Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA von acht
S. aureus-Kulturen, isoliert aus dem Betrieb 1IB1, mit den
Abstammungslinien LE (1 bis 6 = Muster ME3), LD (7 = Muster MD2)
und LF (8 = Muster LF); Langenstandard: siehe Abb. 4-1
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Tab.4-1: Verteilung der neun Abstammungslinien innerhalb der 87 S.aureus-Kulturen aus sechs verschiedenen Bezirken des

Bundesstaats Sao Paulo, Brasilien.

Bezirk Abstammungslinien
LA LB LC LD LE LF LG LH LI
A 3*(30,0% 3,4") % - 2 (20,0; 2,2) 5(50,0;5,7) - - - -
1B 3(23,1; 3,4) - - 1(7,7;1,2) 6(46,1;6,9) 1(7,7:1,2) - - 2 (15,4; 2,3)
A 20 (71,4;23,00 1(3,6;1,2) 1(3,6;1,2) - 4 (14,2; 4,6) - 13,6;12) 1(3,6;1,2) -
1B 4(20,0;4,6) 3(15,0;3,4) 7(35,0;8,0) - 6 (30,0; 6,9) - - - -
Iic 2 (20,0; 2,2) - - - 6 (60,0; 6,9) - 1(10,0;1,2) 1(10,0;1,2) -
ID 3(50,0;3,4) 1(16,7;1,2) - - 1(16,7;1,2) - 1(16,7;1,2) - -
S 35 (40,0°) 5 (5,8) 8(9,2) 3(3,4) 28 (32,2) 1(1,2) 3(3,4) 2(2,3) 2(2,3)

*Anzahl der Isolate; **Kein Isolat; “ % der Isolate innerhalb des jeweiligen Bezirks; ° % der Isolate innerhalb der 87 untersuchten S. aureus
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Abb. 4-4: Verteilung der neun Abstammungslinien der 87 S. aureus- Kulturen innerhalb der sechs verschiedenen Bezirke aus den

Regionen Bauru und Sorocaba im Bundesstaat Sdo Paulo, Brasilien.
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4.3 Nachweis S.aureus-spezifischer Gene bzw. Genabschnitte mittels

PCR

Eine weitergehende Identifizierung und Charakterisierung der untersuchten
Kulturen erfolgte durch PCR-vermittelte Nachweise speziesspezifischer
Genabschnitte (3.5).

Die Amplifizierung eines S. aureus-spezifischen Abschnitts des 23S rRNA-
Gens mit den unter 3.5.3 beschriebenen Oligonukleotidprimern ergab fur alle 87

untersuchten Kulturen ein Amplikon mit einer einheitlichen Gré3e von 1250 Bp (Abb.

4-5).
Bp Bp
1500 1500
1000 1000
500 500
100 100

Abb. 4-5: Typische Amplikons des 23S rRNA-Gens einiger S.aureus-Kulturen
aus dem Betrieb IB2 mit einer Grof3e von 1250 Bp (1 bis 5); fehlende
Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990 (6); M =

GeneRulerTM DNA Ladder Mix, MBI Fermentas.
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Die Amplifizierung der 16S-23S rDNA-,intergenic spacer region“ (ISR) (3.5.3)
ergab fur 40 (46,0%) der untersuchten Kulturen ein Amplikon mit der Gréf3e von 520
Bp, fur zwei (2,3%) Kulturen zwei Amplikons mit einer Grél3e von 520 und 380 Bp,
fur 15 Kulturen (17,2%) ein Amplikon mit einer GréRe von 420 Bp und fir zwei
(2,3%) Kulturen ein Amplikon mit einer Grof3e von 380 Bp. Bei 28 (32,2%) Kulturen

konnte mit den verwendeten Oligonukleotidprimern keine positive PCR-Reaktion

nachgewiesen werden (Abb. 4-6).

Abb. 4-6:

Bp Bp
1500 1500
1000 1000

500 500
100 100

Amplikons der 16S-23S rDNA-ISR einiger S. aureus-Kulturen aus den
Betrieben I1B1 (1), lIC1 (2), IA1 (3) und IB1 (4), mit Gré3en von 520 Bp

(1), 520 und 380 Bp (2), 420 Bp (3) und 380 Bp (4); fehlende Reaktion

einer S. aureus-Kultur aus dem Betrieb 11A4 (5) und des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (6); M = siehe Abb. 4-5.
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Im weiteren erfolgte die Amplifizierung des S. aureus-Thermonuclease-Gens
nuc (3.5.3). Dies ergab bei alle 87 untersuchten Kulturen ein Amplikon mit einer

einheitlichen Grol3e von 280 Bp.(Abb. 4-7).

Bp Bp
1500 1500
1000 1000

500 500
100 100

Abb. 4-7: Typische Amplikons des Thermonuclease-Gens nuc einiger S. aureus-
Kulturen aus dem Betrieb [IC3 mit einer Gréf3e von 280 Bp (1 bis 5);
fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990 (6);

M = siehe Abb. 4-5.
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Die Amplifizierung des Gens clfA mit den unter 3.5.3 beschriebenen

Oligonukleotidprimern ergab bei 86 (98,9%) der untersuchten Kulturen ein Amplikon

mit einer Grol3e von 1000 Bp und bei einer (1,2%) Kultur eine Gréf3e von 900 Bp

(Abb. 4-8).

Abb. 4-8:

Bp Bp
1500 1500
600
600
100
100
M1 2 3 45 6 7 8 9 M
Amplikons des Clumping-Factor-Gens clfA von acht S. aureus-Kulturen

aus dem Betrieb 1IA1 mit Gré3en von 1000 Bp (1 und 3 bis 8) und 900

Bp (2); fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis ATCC

14990 (9); M = 100 Bp DNA Ladder, Gibco BRL.
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Bei allen 87 S.aureus-lsolaten der vorliegenden Untersuchungen war im
weiteren nach 3.5.3 eine Amplifizierung des Gens coa madglich. Hierbei traten
Genpolymorphismen auf. Die Abb. 4-9 zeigt in schematischer Darstellung den
Aufbau des Gens coa und die Ansatzstellen der von HOOKEY et al. (1998)

beschriebenen Oligonukleotidprimer coa 1 und coa 2.

l—coa 1

RIR|IR|R[R|R|R|R|R

Prothrombin - bindende Region-
kodierender Abschnitt

1 1K odiarandgace Tail

Abb. 4-9: Schematische Darstellung des Koagulase-kodierenden Gens coa nach
Angaben von KAIDA et al. (1989) sowie Ansatzstellen der

Oligonukleotidprimer nach HOOKEY et al. (1998)

Wie aus Abb. 4-9 ersichtlich, ergibt sich bei Verwendung der
Oligonukleotidprimer coa 1 und coa 2 ein Amplikon, das sich aus sich
wiederholenden Einheiten (R), im folgenden als ,Repeats” bezeichnet, und einem
konstanten Anteil des Gens coa zusammensetzt. Die Gro3e der einzelnen Anteile
des amplifizierten Fragments konnte anhand der von KAIDA et al. (1989)
veroffentlichten Sequenz der S. aureus-Kultur 213 (Gendatenbanknummer X16457)
ermittelt werden und ergibt eine Grél3e von 81 Bp fur ein ,Repeat” und eine Grol3e

von 150 Bp fir den konstanten Anteil.
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Bei der Amplifizierung des coa-Gens war bei zwei (2,3%) S. aureus-Isolaten

ein Amplikon mit einer Groéf3e von 500 Bp, entsprechend vier ,Repeats”, bei 36

(41,3%) S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer Grof3e von 590 Bp, entsprechend

funf ,Repeats”, bei 34 (39,1%) S. aureus-Kulturen ein Amplikon mit einer Gré3e von

660 Bp, entsprechend sechs ,Repeats”, bei 14 (16,1%) S. aureus-Kulturen ein

Amplikon mit einer GrofRe von 820 Bp, entsprechend acht ,Repeats* und bei einer

(1,2%) S. aureus-Kultur ein Amplikon mit einer GréfRe von 900 Bp, entsprechend

neun ,Repeats”, nachweisbar (Abb. 4-10).

Abb. 4-10:

Bp Bp
1500 1500

600 600

100 100

Typische Amplikons des Koaguase-Gens coa von funf S.aureus-
Kulturen mit Gré3en von 500 Bp (1), 590 Bp (2), 660 Bp (3), 820 Bp (4)
und 900 Bp (5). Die GrolRe der Amplikons entspricht vier (1), funf (2),
sechs (3), acht (4) und neun ,Repeats” (5); fehlende Reaktion des

Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990 (6); M = siehe Abb. 4-8.
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In weitergehenden Untersuchungen konnte bei allen 87 Kulturen der die X-
Region und der die IgG-bindende Region-kodierenden Teil des Protein A-Gens spa
(3.5.3) nachgewiesen werden. Diese Genabschnitte zeigten ebenfalls
Genpolymorphismen. Strukturell besteht das Protein A-Gen spa aus verschiedenen
Abschnitten. So werden nach UHLEN et al. (1984) Genabschnitte unterschieden, die
die Signal-Sequenz (S), die fuinf lgG-bindenden Einheiten (E, D, A, B und C), mit
GroRRen von 171 Bp (E), 183 Bp (D), 174 Bp (A), 174 Bp (B) und 174 Bp (C) sowie
die X-Region, kodieren. Der den zellwandassozierten Bereich des Protein-A
kodierende Genabschnitt besteht aus einem Anteil (Xr) sich wiederholender
Einheiten, der aus einer unterschiedlichen Anzahl (3 bis 15) 24 Bp groRRer Einheiten,
im folgenden als ,Repeats® bezeichnet, besteht und einem als Xc bezeichneten
Anteil, der das C-terminale Ende, funktionell den Membrananker des Protein A,

kodiert (UHLEN et al. 1984) (Abb. 4-11).

—spa | — spa lll

S E D A B C Xr Xc

spa Il —| spa IV J

Abb. 4-11: Schematische Darstellung des Protein A-kodierenden Gens spa nach
den Angaben von UHLEN et al. (1984) sowie Ansatzstellen der
Oligonukleotidprimer spa | und Il nach SEKI et al. (1998) und der
Oligonukleotidprimer spa Il und IV nach FRENAY et al. (1996).
Kodierende Abschnitte fiir die Signal-Sequenz (S), die 1gG-bindenden
Einheiten (E, D, A, B, C), den sich wiederholenden Einheiten Anteil der

X-Region (Xr) und des C-terminalen Endes der X-Region (Xc).
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Bei der Amplifizierung des die X-Region-kodierenden Teils des Gens spa
wiesen 35 (40,2%) der untersuchten Isolate ein Amplikon mit einer GréRe von 100
Bp, entsprechend zwei ,Repeats”, zwei (2,3%) Kulturen, ein Amplikon mit einer
GroRRe von 130 Bp entsprechend drei ,Repeats”, eine (1,2%) Kultur ein Amplikon mit
einer GroRe von 180 Bp, entsprechend funf ,Repeats”, vier (4,6%) Kulturen ein
Amplikon mit einer Grél3e von 220 Bp, entsprechend sieben ,Repeats”, drei (3,4%)
Kulturen ein Amplikon mit einer Gro3e von 250 Bp, entsprechend acht ,Repeats”,
eine (1,2%) Kultur ein Amplikon mit einer Gré3e von 270 Bp, entsprechend neun
.,Repeats”, 36 (41,3%) Kulturen ein Amplikon mit einer GroBe von 290 Bp,
entsprechend 10 ,Repeats”, vier (4,6%) Kulturen ein Amplikon mit einer Gré3e von
310 Bp, entsprechend 11 ,Repeats” und eine (1,2%) Kultur ein Amplikon mit einer
GroRRe von 340 Bp, entsprechend 12 ,Repeats”, auf (Abb. 4-12).

Bei der Amplifizierung des die 1gG-bindende-Region-kodierenden Teils des
Gens spa wiesen acht (9,2%) der untersuchten Kulturen ein Amplikon mit einer
GroRRe von 720 Bp, entsprechend vier IgG-bindenden Einheiten und 79 (90,8%)
Kulturen ein Amplikon mit einer Gréf3e von 920 Bp, entsprechend funf IgG-bindenden

Einheiten, auf (Abb. 4-13.
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Abb. 4-12: Typische Amplikons des die X-Region-kodierenden Teils des Gens spa
von neun S. aureus-Kulturen mit Grof3en von 100 Bp (1), 130 Bp (2),
180 Bp (3), 220 Bp (4), 250 Bp (5), 270 Bp (6), 290 Bp (7), 310 Bp (8)
und 340 Bp (9). Die GroRRe der Amplikons entspricht zwei (1), drei (2),
funf (3), sieben (4), acht (5), neun (6), 10 (7), 11 (8) und 12 ,Repeats”

(9); M = siehe Abb. 4-5.
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Abb. 4-13: Amplikons des die IgG-bindende-Region-kodierenden Teils des Gens
spa einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb 1IB3 mit Grof3en von
720 Bp (1 bis 3 und 5 bis 7) und 920 Bp (4). Die Grol3e der Amplikons
entspricht vier IgG-bindenden Einheiten (1 bis 3 und 5 bis 7) und funf
IgG-bindenden Einheiten (4); fehlende Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (8); M = DNA-L&ngenstandard VIIl, Roche.
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Die Abb. 4-14 zeigt in schematischer Darstellung den Aufbau des CNA-

kodierenden Gens cna und die Ansatzstellen der von SWITALSKI et al. (1993)

beschriebenen Oligonukleotidprimer cna I, Ill, IV und V. Strukturell besteht das Gen

cha aus verschiedenen Abschnitten. So werden nach den Angaben von PATTI et al.

(1992) Genabschnitte unterschieden, die die Signal-Sequenz (S), einen konstanten

Abschnitt (A), mit einer GroRe von 1700 Bp, einen aus sich wiederholenden

Einheiten bestehenden Abschnitt (B), mit einer Grél3e von 600 Bp je ,Repeat”, sowie

die Zellwanddomane (W), Zellmembrandomane (M) und das C-terminale Ende (C),

kodieren.

—ocnal —cnalVv

B2

B3

| cna lll —

cnaV——

Abb. 4-14: Schematische Darstellung des Gens cna nach den Angaben von PATTI

et al. (1992) sowie Ansatzstellen der Oligonukleotidprimer cna |, Ill, IV

und V nach SWITALSKI & al. (1993). Kodierende Abschnitte fur die

Signal-Sequenz (S), einen konstanten Abschnitt (A), mit einer Grolie

von 1700 Bp, einen aus sich wiederholenden Einheiten bestehenden

Abschnitt (B), mit einer GréRRe von 600 Bp je ,Repeat, sowie die

Zellwanddomane (W), Zellmembrandoméne (M) und das C-terminale

Ende (C), kodieren.
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Die unter (3.5.3) beschriebenen Oligonukleotidprimer ermdéglichten eine
Amplifizierung der Abschnitte A und B des CNA-kodierenden Gens cna bei neun
(10,3%) Kulturen. Die Amplifizierung des Abschnitt A des Gens cna ergab eine
einheitliche GrofRe von 1700 Bb (Abb. 4-15). Bei der Amplifizierung des Abschnitts B
des Gens cna war bei sechs (6,9%) Kulturen ein Amplikon mit einer Grof3e von 1700
Bp, entsprechend drei ,Repeats”, bei zwei (2,3%) Kulturen ein Amplikon mit einer
Grof3e von 1200 Bp, entsprechend zwei ,Repeats” und bei einer (1,2%) Kultur ein

Amplikon mit einer Grof3e von 600 Bp, entsprechend einem ,Repeat”, nachweisbar

(Abb. 4-16).

Bp Bp
2716 2716
1766 1766
1230 1230
1033 1033

653 653

517 517

234/220 234/220

154 154

Abb. 4-15: Typische Amplikons des Abschnitts A des CNA-kodierenden Gens cna
einiger S.aureus-Kulturen mit einer GréRe von 1700 Bb; 1 =
Referenzstamm-Ly 990055; 2 und 3 = cnha-positive und cna-negative
S. aureus-Isolate aus dem Betrieb [ID1; M = DNA-L&ngenstandard VI,

Roche
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Bp Bp
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1766 1766
1230 1230
1033 1033
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234/220 234/220
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M 1 2 3 4 M

Abb. 4-16: Typische Amplikons des Abschnitts B des CNA-kodierenden Gens cna
einiger S. aureus-Kulturen mit Grél3en von 1700 Bb (1), 1200 Bb (2)
und 600 Bp (3). Die GrolRe der Amplikons entspricht drei (1), zwei und
ein ,Repeat®; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis

ATCC 14990 (4); M = siehe Abb. 4-15.
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Die Amplifizierung des FnBPA-kodierenden Gens fnbA ergab fur alle 87

untersuchten Kulturen ein Amplikon mit einer einheitlichen Gro3e von 1280 BP. Bei

der Amplifizierung des FnBPB-kodierenden Gens fnbB wiesen 37 (42,5%) isolate

eine Grol3e von 820 Bp auf, 50 (57,5%) Kulturen waren negativ (Abb. 4-17).

Bp

2716
1766
1230
1033

653
517

234/220

154

Abb. 4-17: Amplikons der

Bp

2716
1766
1230
1033

653
517

234/220

154

FnBP-kodierenden Gene fnbA und fnbB einiger

S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb IA2 unter Verwendung der fnbA-

Gen-spezifischen Primer fnbA 1 und 2 mit einer Grél3e von 1280 Bp (1

und 2) und der fnbB-Gen-spezifischen Primer fnbB 1 und 2 mit einer

Groi3e von 820 Bp (3); 4 = fnbB negative Kultur desselben Betriebs; M

= siehe Abb. 4-15.
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Die Abb. 4-18 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus der
Polysaccharidkapsel Typ 5- und Typ 8-kodierenden Gene cap5 und cap8 nach den
Angaben von SAU et al. (1997) sowie Ansatzstellen der von MOORE und LINDSAY
(2001) beschriebenen Oligonukleotidprimer cap5 | und Il und cap8 | und II. Strukturell
bestehen die cap5 und cap8-Gene aus 16 ORF (A bis P). Die spezifische Region
liegt in dem Bereich, der die ORF-H bis —K kodiert.

Der Nachweis der fir die Polysaccharidkapsel Typ 5- und Typ 8-kodierenden
Genabschnitte mit den unter 3.5.3 beschriebenen Oligonukleotidprimern zeigte fur
das cap5-Gen bei 11 (12,6%) Isolaten eine positive Reaktion (Abb. 4-19) und fir das

cap8-Gen bei 76 (87,4%) Isolaten eine positive Reaktion (Abb. 4-20).



4 Ergebnisse

72

cap5
% ldentitat

cap8

Abb. 4-18:

—cap5 |

Kb

Gemeinsame Region

Spezifische Region — cap5

Gemeinsame Region

A B C D E F G H | K L M N @] P
—lcap5 i
99,1197,4199,2 99,0 99,7 97,3 99,7 98,5 198,9\ 98,0 98,5 99,2
—cap8 Il
A B C D E F G H | J K L M N @] P

Gemeinsame Region

Spezifische Region — cap8

Gemeinsame Region

—cap8 |

Vergleich der Gene cap5 und cap8 nach Angaben von SAU et al. (1997), sowie Ansatzstellen der Oligonukleotidprimer

nach MOORE und LINDSAY (2001). Beide Gene bestehen aus 16 ORF (A bis P), wobei 12 ORF (A bis G und L bis P)

nahezu identisch sind. Innerhalb des Genabschnitts, der die ORF-H bis -K kodiert, sind die jeweils spezifischen

Regionen beider Gene und die Ansatzstellen der Primer cap5 | und Il und cap8 | und Il, lokalisiert.
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234/220
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Abb. 4-19:
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Amplikons des Polysaccharidkapsel Typ 5-kodierenden Gens cap5
einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb IB2 mit einer GréR3e von
900 Bp (2, 4 und 5); 1 und 3 = cap5-negative Kulturen desselben
Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis ATCC

14990 (6); M = siehe Abb. 4-15
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Bp Bp
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1230 1230
1033 1033
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154 154

Abb. 4-20: Amplikons des Polysaccharidkapsel Typ 8-kodierenden Gens cap8
einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb IB2 mit einer GréRe von
1200 Bp (1 und 2); 2, 4 und 5 = cap8-negative Kulturen desselben
Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis ATCC

14990 (6); M = siehe Abb. 4-15.
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Mit den unter 3.5.3 beschriebenen agrl bis I1lI-Gen spezifischen
Oligonukleotidprimern war bei 13 (14,9%) Kulturen das Gen agrl mit einer Gré3e von
360 Bp, bei 63 (72,4%) Kulturen das Gen agrll mit einer Grol3e von 470 Bp und bei
drei (3,5%) Kulturen das Gen agrlll mit einer Gro3e von 560 Bp nachweisbar (Abb. 4-

1, 4-22 und 4-23). Acht (9,2%) Kulturen erwiesen sich mit allen drei

Oligonukleotidprimerpaaren als negativ.

Bp Bp
1114 3534
900 o

692

501/489 28411/ 489
404 o
320
100 190

Abb. 4-21: Amplikons des agrl-Gens einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb
[IB3 mit einer Grol3e von 360 Bp (1 bis 3 und 5 bis 7); 4 = agrl-negative
Kultur desselben Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (8); M = siehe Abb. 4-13.
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Bp Bp
1114 1114
900 900
692 692
501/489 501/489
404 404
320 320
190 190
110 110

Abb. 4-22: Amplikons des agrll-Gens einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb
[ID2 mit einer GroRe von 470 Bp (@ bis 3); 4 = agrll-negative Kultur
desselben Betriebs; negative Reaktion des Kontrollstamms
S. epidermidis ATCC 14990 (5); M = siehe Abb. 4-13

Bp Bp

1114 LW 1114
900 el 900
692 e 692
501/489 (= 501/489
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-

242 P— 242

110 110

Abb. 4-23:  Amplikon des agrlll-Gens einer S. aureus-Kultur aus dem Betrieb 11C1

mit einer GrofRe von 560 Bp (); 2 und 3 = agrlll-negative Kulturen
desselben Betriebs; 4 = Negative Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (4); M = siehe Abb. 4-13.
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Die S. aureus-Kulturen wurden ferner hinsichtlich der Hamolysingene hla und
hib, der Enterotoxingene sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei und sej, sowie
hinsichtlich des Gens tst, das das ,Toxic-Shock-Syndrom* Toxin (TSST-1) kodiert,
und der Gene eta, etb, die die Exfoliativen Toxine A und B (ETA und ETB) kodieren
und des Gens setl, das ein SET kodiert, untersucht.

Der Nachweis der fur das a- und b-Hamolysin verantwortlichen Gene ergab
fur hla bei 86 (98,9%) Kulturen und fur hlb bei 84 (96,6%) Kulturen eine positive

Reaktion (Abb. 4-24 und Abb. 4-25).

Bp Bp
1114 1114
900 900
692 692
501/489 501/489
242 242
110 110

M1 2 3 4 5 6 7 8 M

Abb. 4-24: Typische Amplikons des Gens hla einiger S. aureus-Kulturen aus dem
Betrieb IB1 mit einer GroRe von 550 Bp (1 und 2 und 4 bis 8); fehlende
Reaktion einer S. aureus-Kultur desselben Betriebs (3); M = siehe Abb.

4-13.
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Bp Bp
1114 1114
900 900
692 692
501/489 501/489
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Abb. 4-25: Typische Amplikons des Gens hlb einiger S. aureus-Kulturen aus dem
Betrieb 1IC1 mit einer Gro3e von 840 Bp (1 und 3); fehlende Reaktion
einer S. aureus-Kultur desselben Betriebs (2) und des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (6); M = siehe Abb. 4-13.

Innerhalb der 87 untersuchten S. aureus-Kulturen konnte im weiteren bei 37
(42,5%) Kulturen das Gen fur ein oder mehrere Staphylokokken-Exotoxine
nachgewiesen werden. Bei 33 (37,9%) Kulturen war das Gen seg mit einer GroR3e
von 640 Bp (Abb. 4-26), bei drei (3,4%) Kulturen das Gen seh mit einer Grol3e von
370 Bp (Abb. 4-27) und bei 34 (39,1%) Kulturen das Gen sei mit einer Grol3e von
580 Bp nachweisbar Abb. 4-28). Bis auf eine sei-positive Kultur waren alle sei-
positiven Kulturen gleichzeitig seg-positiv. Bei keiner der untersuchten S. aureus-
Kulturen konnten die Gene sea, seb, sec, sed, see, sej sowie tst, eta und etb

nachgewiesen werden.



4 Ergebnisse 79
Bp Bp
1500 1500
1000 1000
500 500
100 100
Abb. 4-26: Typische Amplikons des Enterotoxin G-kodierenden Gens seg einiger

S. aureus-Kulturen mit einer GréRe von 640 Bp; 1 = seg-positiver
Referenzstamm S. aureus Ly 990055; 2 bis 4 = S. aureus-Isolate aus
dem Betrieb 1A3; 5 und 6 = fehlende Reaktion von S. aureus-Isolaten
desselben Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (7); M = siehe Abb. 4-5.
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Bp Bp
1500 1500

600 600

100 100

Abb. 4-27: Typische Amplikons des Enterotoxin Hkodierenden Gens seh einiger
S. aureus-Kulturen mit einer GréRe von 370 Bp; 1 = seh-positiver
Referenzstamm S. aureus Ly 990552; 2 und 3 = S. aureus-Isolate aus
Betrieb 1A1l; fehlende Reaktion des Kontrollstamms S. epidermidis

ATCC 14990 (4); M = siehe Abb. 4-8.
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Abb. 4-28:

Bp Bp
1500 1500
1000 1000

500 500
100 100

Typische Amplikons des Enterotoxin I-kodierenden Gens sei einiger
S. aureus-Kulturen mit einer Grb6Re von 580 Bp; 1 = sei-positiver
Referenzstamm S. aureus Ly 990055; 2 und 4 = S. aureus-Isolate aus
Betrieb IB2; 3 und 5 = fehlende Reaktion von S.aureus-Isolaten
desselben Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (6); M = siehe Abb. 4-5.

Vergleichbar mit den zuvor beschriebenen PCR-Ergebnissen war mit Hilfe der

~Multiplex-PCR" ebenso der Nachweis von seg mit einer Grél3e von 330 Bp bei 33

(37,9%) Kulturen, von seh mit einer Grol3e von 360 Bp bei drei (3,5%) Kulturen und

von sei mit einer GréRe von 465 Bp bei 34 (39,1%) Kulturen, nachweisbar (Abb. 4-

29). Wie bereits bei den zuvor beschriebenen PCR-Ergebnissen gezeigt, traten die

Gene seg und sei, bis auf eine sei-positive Kultur, gemeinsam auf. Um falsch

negative Ergebnisse zu vermeiden wurde in die ,MultiplexPCR" ein S. aureus-

spezifischer 16S rRNA-Gennachweis miteinbezogen, der bei allen 87 S. aureus-

Kulturen mit einer Gro3e von 230 Bp positiv war.
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Abb. 4-29:

234/220
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M 1 2 3 4 5 6

~Multiplex PCR" fur den gemeinsamen Nachweis der Gene seg, seh,
sei und sej und des 16S rRNA-Gens von S. aureus; 1 = seg und sei-
positiver Referenzstamm S. aureus Ly 990055; 2 = seh-positiver
Referenzstamm S. aureus Ly 990552; 3 bis 6 = S. aureus-Isolate aus
den Betrieben IIC1, IB1, IA1 und I[IA2 mit den Enterotoxingenen seg
und sei (3), sei (4 und seh (5); 6 = S.aureus-Isolat ohne
Enterotoxingene seg, seh, sei und sej; ein 16S rRNA-Gen spezifisches
Amplikon mit einer Gréf3e von 230 Bp war bei allen sechs S. aureus

nachweisbar; M = siehe Abb. 4-15
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In weitergehenden Untersuchungen erwiesen sich 85 (97,7%) Kulturen als

setl positiv, zwei (2,3%) Kulturen waren entsprechend negativ (Abb. 4-29).

Bp Bp
2716 2716
1766 1766
1230 1230
1033 1033

653 653
517 517
298 298
154 154

Abb. 4-30: Typische Amplikons des ,Exotoxin-like“-Protein-kodierenden Gens setl
einiger S. aureus-Kulturen aus dem Betrieb 1B2 mit einer Grofie von
880 Bp (2, 4 und 5); 1 und 3 = fehlende Reaktion von S.aureus-
Isolaten desselben Betriebs; fehlende Reaktion des Kontrollstamms

S. epidermidis ATCC 14990 (6); M = siehe Abb. 4-15.

Das Vorkommen der Virulenzgene innerhalb vorherrschender und
sporadischer Abstammungslinien und die Beziehungen zwischen
Abstammungslinien und einigen phano— und genotypischen Eigenschaften der 87

S. aureus — Isolate sind Tab.4-2 und Tab.4-3 zu entnehmen.
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Tab. 4-2: Vorkommen von Virulenzgenen innerhalb vorherrschender und sporadischer Abstammungslinien*

Positiv fur die Gene

Abstammungslinie

cha fnbB cap5 cap8 hla hib seg seh sei setl
LA 0 34 0 35 35 35 0 0 0 35
LB 1 0 0
LC 0 0 0
LD 3** 0 3 2 3 3 0
LE 0 0 0 28 28 28 28 0 28 28
LF 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1
LG 3 0 3 0 3 0 3 0 3 3
LH 0 2 2 0 2 2 0 0 0 2
LI 2 0 2 0 2 2 2 0 2 0
Vorherrschende 0 34 (54.0%) 0 63 (100) 63 (100) 63 (100) 28(44.4) 0  28(44.4) 63(100)

Abstammungslinien”
Sporadische 9(37.5°) 3(12.5) 11(45.8) 13(54.2) 23(95.8) 21 (87.5) 5(20.8) 3(12.5) 6(25.0) 22 (91.7)
Abstammungslinien®
Alle Abstammungslinien 9 (10.4%) 37 (42.5) 11 (12.6) 76 (87.4) 86 (98.9) 84 (96.6) 33(37.9) 3(3.5) 34(39.1) 85(97.7)

*Alle 87 S. aureus — Kulturen waren positiv fir die Gene nuc, clfA, coa spa, fnbA und negativ fiur die Gene sea, seb, sec, sebd see, sej, tst, eta und etb;
**Anzahl der posmven Stamme mit der jeweiligen Eigenschaft; %% mnerhalb vorherrschender Abstammungslmlen % innerhalb sporadischer
Abstammungslinien; “% innerhalb aller untersuchten 87 S. aureus -Kulturen; Abstammungsllmen LA und LE; *Abstammungslinien LB, LC, LD, LF, LG, LH,
LI
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Tab. 4-3:

Beziehungen zwischen Abstammungslinie, PFGE-Muster und einigen phano— sowie genotypischen Eigenschaften der

87 S. aureus—Kulturen

spa

cha

Abstammungs  PFGE- -, Peniclin i sps coa IgG-binding Abschnitt Abschnitt fnbB cap5 cap8 agr Toxin
-Linie Muster resistenz X Region _ PCR
region A B

LA MA1 20 5 + 520° 590°  100° 900° - - +4 - + agrll -
MA2 1 1 + 520 590 100 900 - - + - + agrll -
MA3 4 2 + 520 590 100 900 - - + - + agrll -
MAA 1 1 + 520 590 100 900 - - + - + agrll -
MAS 6 5 + 520 590 100 900 - - + - + agrll -
MA6 2 2 + 520 590 100 900 - - + - + agrll -
MA7 1 1 + 380/ 660 100 900 - - - - + agrll -

520

LB MBL 1 1 + 420 820 310 900 - - - - + agrl -
MB2 1 1 + 520 820 220 900 - - + - + agrl -
MB3 2 1 + 420 820 310 900 - - - - + agrl -
MB4 1 1 + 420 820 310 900 - - - - + agrl -

LC MC1 4 2 + 420 820 290 720 - - - - + agrl -
MC2 4 2 + 420 820 290 720 - - - - + agr | -

LD MD1I 2 1 - 520 500 220 900 + 1700° - + - - seh
MD2 1 1 520 590 220 900 + 1200 - - seh

LE ME1 12 6 - 660 290 900 - - - - agrll seq, sei
ME2 6 4 + - 660 290 900 - - - - + agrll seq, sei

+ = positiv; - = negativ; - = Anzahl der Stamme; © = Anzahl der Betriebe; ° = GroRe (Bp); ~

(880 bp) und cap8 (1150 bp)

= einheitliche GréRen: cna — Abschnitt A (1700 bp), fnbB (820 Bp), cap5
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Fortsetzung Tab. 4-3:
Abstammungs PFGE- , , Penicillin ISR coa STgaG-binding Abschnit:nibschnitt fnbB cap5 cap8 agr Toxin
-Linie Muster resistenz X Region _ PCR
region A B
LE ME3 6 1 + - 660°  290° 900° - - - - +*  agrll  seg, sei
ME4 2 1 + - 660 290 900 - - - - + agrll  seg, sei
MES 1 1 + - 660 290 900 - - - - + agrll  segq, sei
ME6 1 1 + - 660 290 900 - - - - + agrll seg, sei
LF MF 1 1 - 380° 590 270 900 +* 1200° - +* - - sei
LG MG 3 3 - 420 660 250 900 + 1700 - + - agrlll  segq, sei
LH MH 1 1 - 380 900 180 900 - - + - - -
1 1 - 380/ 820 340 900 - - + - -
520
LI Mil 1 1 - 520 660 130 900 + 1700 - + - - seq, sei
MI2 1 1 - 520 660 130 900 + 600 - + - - seg, sei

+ = positiv; - = negativ; - = Anzahl der Stamme; © = Anzahl der Betriebe; ° = GréRe (Bp); * = einheitliche GréRen: cna — Abschnitt A (1700 bp), fnbB (820 Bp), cap5

(880 bp) und cap8 (1150 bp)
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4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Bewertung der Eigenschaften Penicillinresistenz bei den
vorherrschenden Abstammungslinien LA und LE ergab eine hohe Signifikanz P =
0,0002), ebenso das Auftreten der Gene fnbB und cap8 (P = 0,001 und P < 0,0001).
Innerhalb der sporadischen Abstammungslinien zeigte sich eine hohe Signifikanz mit
der Eigenschaft Penicillinempfindlichkeit sowie mit dem Auftreten des Gens cap5
(beide P < 0.0001). Die Penicillinresistenz war im weiteren hochsignifikant assoziiert
mit dem Auftreten des Gens cap8 (P < 0.0001) und die Penicillinempfindlichkeit mit
dem Auftreten der Gene cna und cap5 (beide P < 0.0001). Alle Stamme von
vorherrschenden Abstammungslinien waren agrll positiv. Dies erwies sich als
hochsignifikant (P < 0,0001).

Eine hoch signifikante Beziehung war zwischen dem Auftreten des agrll-Gens
und der Gene fnbB und cap8 (P = 0.0005 und P < 0.0001) und zwischen den agrl-lll
negativen Kulturen und dem Auftreten von cna, cap5 und seh (P = 0.0001, P <
0.0001 und P = 0.0005) nachweisbar. Eine hoch signifikante Beziehung zwischen
dem Auftreten der Gene cap5 und cna (P < 0,001) konnte ebenso beobachtet
werden.

Die Gene seg und sei wurden gemeinsam ohne statistische Signifikanz bei

vorherrschenden und sporadischen Abstammungslinien vorgefunden.
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5 DISKUSSION

51 Phanotypische Eigenschaften

Alle 87 untersuchten Kulturen der vorliegenden Arbeit konnten aufgrund ihrer
kulturellen, biochemischen und molekularen Eigenschaften als Staphylococcus
aureus identifiziert werden.

Zum Nachweis der Eigenschaften Telluritreduktion und Lipolyse erfolgte die
Anzlchtung der Kulturen auf dem Staphylokokken-Selektivnahrmedium (3.2.1) nach
Baird-Parker (BAIRD-PARKER, 1962). Das Baird-Parker-Medium enthéalt neben
Tellurit und Lithiumchlorid zur Hemmung der Begleitflora 1,2% Glycin und 1%
Natriumpyruvat zur Foérderung des Wachstums der Staphylokokken und
Eigelbsuspension zum Nachweis von Lipasen (BRUCKLER et al., 1994). Alle 87
Kulturen reduzierten Tellurit zu schwarzem Tellur, bei 16 (18,4%) Kulturen konnte
eine Lipolyse, d.h. ein Aufklaren dieses Mediums um die Kolonien beobachtet
werden. Das Telluritmedium eignet sich zur selektiven Isolierung koagulasepositiver
Staphylokokken, insbesondere aus Lebensmitteln und stark verunreinigten Proben.
Auf diesem Medium wird das Wachstum koagulasenegativer Staphylokokken in
geringem Mal3e und vieler anderer Bakterienarten deutlich gehemmt (LUDLAM,
1949).

Im weiteren konnten fir alle 87 S. aureus-Kulturen die Eigenschaften
Kochsalztoleranz und Mannitvergdrung mit Hilfe des Mannit-Kochsalz-Phenolrot
Agars, einem nach CHAPMAN (1945) modifizierten Selektivagar fur pathogene
Staphylokokken, nachgewiesen werden. Der Mannit-Kochsalz-Phenolrot Agar eignet

sich in der Routinediagnostik ebenso zur Isolierung von Staphylokokken aus
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verunreinigten Proben, da er durch den Zusatz von Natriumchlorid das Wachstum
von Begleitkeimen hemmt (CHAPMAN, 1945).

Das Enzym Katalase war bei allen 87 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,O, ® 2H,O + O,). Dadurch schitzen sich
phagozytierte Staphylokokken gegen das in den Phagozyten gebildete HO,. Stark
katalasepositive Staphylokokken wurden, nach BRUCKLER et al. (1994), langsamer
abgetotet als schwache Katalasebildner. Die Ersteren haben auch eine hdhere
Virulenz im Mauseversuch (MANDELL, 1975).

Zum Nachweis der Pigmentbildung wurden die Kulturen nach LAMMLER et all.
(1986) auf Nitrozellulosemembranen angeziichtet. Der Vorteil dieses Verfahrens im
Vergleich zu anderen Untersuchungsmaoglichkeiten, wie zum Beispiel dem Nachweis
der Pigmentbildung nach Kultivierung auf Chapman-Agar, liegt darin, dass die
Pigmentierung auf der einheitlich weil3en Nitrozellulosemembran besser zu
interpretieren ist als auf einem farbigen N&hrboden. Die unterschiedliche
Pigmentierung der Stamme ermdglichte eine phanotypische Differenzierung der
Kulturen. Innerhalb der untersuchten S. aureus-Kulturen bildeten 61,0% der Kulturen
ein Pigment, 39,0% der Kulturen wuchsen als weil3e, unpigmentierte Kolonien. Eine
vergleichbare Pigmentbildung wurde fir unterschiedliche Stapyhlokokkenarten, wie
z.B. S. arlettae, S. capitis subsp. ureolyticus, S. caseolyticus und S. cohnii subsp.
urealyticus beschrieben (SCHLEIFER und KLOOS, 1975). Die Pigmentierung kann
somit nur als zusatzliches Merkmal zur Identifizierung von S. aureus herangezogen

werden (BRUCKLER et al., 1994).
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Alle Kulturen zeigten in dem nach BRUCKLER et al. (1994) zum Nachweis der
Koagulase durchgefuhrten Réhrchentest innerhalb von 24h eine Koagulation des
Kaninchenplasmas. Die Fahigkeit, Koagulase zu bilden, ist eine charakteristische
Eigenschaft von S. aureus und mit Einschrankungen von S. hyicus, S.intermedius
sowie S. delphini und S. schleiferi subsp. coagulans (BRUCKLER et al., 1994). Die
Kolonien von S. aureus sind nach DEVRIESE und HAJEK (1980) und KLOOS und
SCHLEIFER (1986) als einzige Art innerhalb der koagulasepositiven Staphylokokken
pigmentiert.

Zur Unterscheidung der a-, & und d-Hamolyse beschrieben SKALKA et al.
(1979) sowie HEBERT und HANCOCK (1985) antagonistische bzw. synergistische
Reaktionen dieser Hamolysine mit dem Staphylokokken-3-Hamolysin. Hierbei
wurden die zu prufenden Kulturen im 90°Winkel zu einer R-Hamolysin
produzierenden Staphylokokkenkultur auf Schafblutagarplatten ausgestrichen und
bebritet. Eine a-Hamolyse zeigte sich dabei als vollstandige Hamolyse um den
Staphylokokkenimpfstrich, die aber im Bereich des b-Hamolysins gehemmt wurde.
Eine b-Hamolyse war durch eine unvollstindige Hamolysezone um den
Staphylokokkenimpfstrich gekennzeichnet. Eine d- oder d-like-Hamolyse zeigte sich
als halbmondférmige Zone einer vollstandigen Hamolyse in der Behrlrungsstelle des
zu untersuchenden Stamms und des b-Hamolysin produzierenden S. aureus. Laut
CLYNE et al. (1992) hemmen die in Blutagar mdglicherweise enthaltenen
sulfonierten Polymere (Agar, Heparin, Dextran Sulfat) bzw. Lipide (Phospholipide,
Fettsauren und Cholesterol) das g-Hamolysin, weshalb sein Vorkommen hier nicht
Uberpruft werden konnte.

Die Mehrzahl der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kulturen zeigten ein

gemeinsames Auftreten von a- und R-Hamolyse (81,6%). Nach JONSSON et al.
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(1985) gehort das a-Hamolysin zu den bedeutendsten Virulenzfaktoren von S.
aureus. Das a-Hamolysin kommt bei Tierisolaten héaufig gemeinsam mit dem [3-
Hamolysin vor (JONSSON et al., 1985). Dies konnte bei den Kulturen der
vorliegenden Untersuchungen ebenso beobachtet werden. Allein war eine a-
Hamolyse bei 14,9% und eine [>-Hamolyse bei 2,3% der Kulturen nachweisbar. Das
a- und R-Hamolysin sind die am besten charakterisiertesten Hamolysine. Das a-
Hamolysin wird von den meisten S. aureus-Stammen exprimiert und scheint nach
FREER und ARBUTHNOTT (1983) auch bei Rindermastitiden eine wichtige Rolle als
nekrotisierender Faktor zu spielen. Das (sHamolysin konnte, nach JONSSON und
WADSTROM (1993), bei den meisten S.aureus-Stammen, isoliert von
Rindermastitiden, weniger bei S.aureus-Stammen vom Menschen, nachgewiesen
werden. Die Wirkung des [¥Hamolysins in vitro wurde von CIFRIAN et al. (1996)
gepruft. Diese Autoren zeigten, dass das [FHamolysin nicht nur Drisenzellen des
Euters schadigt, sondern auch die schadigende Wirkung des a-Hamolysins verstarkt,
eine vermehrte Adharenz an Drisenzellen fordert und auch eine Proliferation von
S. aureus begunstigt.

Die als d-like-Hamolyse bezeichnete Hamolyseform war nach Ausstreichen
der Kulturen auf Schafblutagarplatten (3.2.1) nicht feststellbar. Diese d-like-Hamolyse
wies, nach der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode, im Bereich der
unvollstéandigen S. aureus-R-Hamolyse eine halbmondférmige Zone vollstandiger
Hamolyse auf. Das Auftreten dieser Hamolyseform konnte nur bei einer (1,2%) Kultur
beobachtet werden. Ein vergleichbares d-like-Hamolysin wurde sowohl bei
koagulasepositiven als auch bei koagulasenegativen Staphylokokkenspezies
beschrieben. SCHEIFELE et al. (1987) bezeichneten ein H&amolysin von

S. epidermidis als d-like-Hamolysin. Auch VANDENESCH et al. (1991b) berichteten
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von einem hitzstabilen Hamolysin bei S.lugdunensis und wiesen dessen lytische
Aktivitat gegeniber Kaninchenerythrozyten nach. In beiden Fallen waren
Homologien mit dem d-Hamolysin von S.aureus nachweisbar. Die
Aminosauresequenz des S. epidermidis-d-like-Hamolysins weist 25 Aminosauren auf
und zeigt die eine hohe Ubereinstimmung mit der Aminosauresequenz des d-
Hamolysins von S. aureus (McKEVITT et al., 1990).

Ein Nachweis des Clumping-Factors im Objekttragertest war bei allen 87
untersuchten Kulturen der vorliegenden Arbeit mdglich. Der Clumping-Factor gilt als
taxonomisches Kriterium fur S. aureus (KLOOS und SCHLEIFER, 1986) und mit
Einschrankung fir S.intermedius, S.hyicus (DEVRIESE und HAJEK, 1980;
LAMMLER et al., 1985; LAMMLER, 1991ab), S.lugdunensis und S. schleiferi
(KLOOS und LAMBE, 1991). Nach HUMMEL et al. (1992) muissen nicht alle
S. aureus-Kulturen Clumping-Factor-positiv sein. Bei bekapselten S. aureus-
Stammen konnen, nach BLACKSTOCK et al. (1968), z.B. uberlagernde
Polysaccharide den Clumping-Factor abdecken.

Mit dem kommerziellen Nachweisverfahren ,Staphaurex-Plus” Testsystem war
im weiteren bei allen im vorliegenden untersuchten 87 S. aureus-Kulturen eine
positive Reaktion zu beobachten. Eine Identifizierung von S.aureus mit dem
~Staphaurex-Plus” Testsystem zeigte bei anderen Autoren eine variable Sensibilitat
von 98,2% bis 100% und eine Spezifitat von 93,4% bis 96,2% (LUIJENDIJK et al.,
1996; WILKERSON et al., 1997; GUPTA et al. 1998; VAN GRIETHUYSEN et al.,
2001).

Bei den 87 Kulturen der vorliegenden Arbeit konnten ferner die Enzyme
DNase und Thermonuclease nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen dieser Untersuchungen beschrieben KLOOS und SCHLEIFER (1986)
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den Nachweis des Enzyms Thermonuclease als diagnostisches Kriterium zur
Abgrenzung von S. aureus-, S.intermedius- sowie S. hyicus-Kulturen gegeniber
anderen Staphylokokkenarten. Die Thermonucleasen widerstehen, im Gegensatz zu
hitzeempfindlichen DNasen, selbst minutenlanges Kochen ohne Aktivitatsverlust
(CUNNINGHAM et al., 1956). Hitzeempfindliche DNasen werden héaufig auch von
koagulasenegativen Staphylokokkenarten und einigen Mikrokokkenarten gebildet
(LACHICA et al., 1971; GEMMEL, 1983). Die Hitzeresistenz ist somit ein
entscheidendes Merkmal zur Differenzierung der DNasen der Staphylokokken und
zur Auffindung eines z.B. mit S. aureus kontaminierten Lebensmittels, selbst nach
dessen Erhitzung (CHESBRO und AUBORN, 1967). Die Thermonucleasen von
S.aureus unterscheiden sich serologisch von den Thermonucleasen anderer
Bakterienspezies (LACHICA et al., 1979; GUDDING, 1983).

Ubereinstimmend mit BRUCKLER et al. (1994) konnte bei allen untersuchten
Kulturen das Enzym Hyaluronidase nachgewiesen werden. Nach diesen Autoren
wird die Hyaluronidase vor allem von pathogenen Staphylokokken gebildet und ist
bei nahezu allen koagulasepositiven Staphylokokken nachweisbar. Die Bildung des
Enzyms Hyaluronidase wurde mittels des von WINKLE (1979) beschriebenen
Dekapsulationstests geprtift und zeigte sich als Hemmung des mukoiden Wachstums
einer Streptococcus equi subsp. zooepidemicus-Testkultur. SKALKA (1985)
beschrieb diesen Dekapsulationstest als geeignete und zuverlassige Methode zur
Differenzierung von S. aureus und S. intermedius.

Innerhalb der 87 untersuchten S. aureus-Kulturen der vorliegenden
Untersuchungen erwiesen sich 87,4% der Stamme als resistent gegenuber Penicillin.
Vergleichbare Ergebnisse fanden LANGONI et al. (1991). Diese Autoren
untersuchten 702 S. aureus-Kulturen aus dem Bundesstaat S&o Paulo, Brasilien,

und stellten fest, dass 86,3% der Stamme resistent gegenuber Penicillin waren.
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LANGENEGGER et al. (1986) konnten ebenso bei S. aureus-Kulturen, isoliert aus
dem Bundesstaat S&o Paulo, eine Penicillinresistenz bei 58,9% der Stamme
beobachten. WALLMANN et al. publizierten 2003 die Ergebnisse einer
Uberwachungsstudie von 2001 zur Antibiotikaresistenz im Deutschland. Dabei
fuhrten die Autoren auf, dass nur 23,6% der 212 untersuchten S. aureus-Kulturen
resistent gegenuber Penicillin waren.

Penicilline gehoren zur Gruppe der R-Lactamantibiotika und wirken auf
proliferierende Keime. lhr (¥Lactam-Ring hemmt die Mureinsynthetasen, die fir den
Aufbau der Bakterienzellwand wichtig sind. Ist dieses Enzym gehemmt, wird die
notwendige Quervernetzung der Glykosidstrange durch Peptidbriicken gestort. Uber
die entstehenden Liucken kommt es infolge des wachsenden Innendrucks der
Bakterienzelle zur Lysis. Der Wirkungsmechanismus hat zur Folge, dass nur
proliferierende Bakterien betroffen sind und ZLactamantibiotika fir tierische Zellen,
die keine Zellwand besitzen, nicht zytotoxisch wirksam sind (KROKER, 1999).

Fur die Resistenz von S. aureus gegeniber R-Lactamantibiotika scheinen drei
verschiedene Wirkmechanismen verantwortlich zu sein: Erstens die Bildung von
extrazellularen Enzymen, den sogenannten Penicillinasen oder [3Lactamasen, die
den R-Lactam-Ring hydrolisieren. Dies fuihrt zu einer Inaktivierung des Antibiotikums;
Als zweites wurden Strukturanderungen oder die Verminderung der Zahl von
Penicillinbindungsproteinen (PBPs) beschrieben, was dazu flihrte, dass das Penicillin
die Rezeptoren nicht erreichen kann; Als dritter Resistenzmechanismus gilt eine
mangelnde Aktivierung autolytischer Enzyme der bakteriellen Zellwand. Die Keime
entwickeln mittels dieser Mechanismen eine Toleranz gegentber dem bakteriziden
Effekt von 3-Lactamantibiotika (SABATH et al., 1977; SIMON und STILLE, 2000).

ABRAHAM und CHAIN beschrieben erstmals 1940 die Bildung des Enzyms

Penicillinase bei Escherichia coli. Die erste Beschreibung dieses Enzym bei
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S. aureus erfolgte von McKEE et al. (1944) und KIRBY (1944). Die Enzyme werden
sowohl chromosomal als auch durch Plasmide kodiert und stellen Klinisch die
bedeutsamste Ursache der bakteriellen Resistenzen gegenuber Penicillinen und
anderen [3-Lactamantibiotika dar (LYON und SKURRAY, 1987).

Trotz der beschriebenen Resistenzerscheinungen sind [¥Lactamantibiotika in
der Veterindrmedizin aufgrund ihrer guten bakteriziden Wirksamkeit und ihrer
geringen Toxizitdt Mittel der Wahl. Dies ist besonders im Rahmen der
Mastitistherapie von Bedeutung (NICOLET, 1985; KROKER, 1999).

In der vorliegende Arbeit erwiesen sich alle 87 Kulturen als empfindlich
gegenuber Oxacillin. Im Gegensatz dazu stehen Untersuchungen von LANGONI et
al. (1991). Diese Autoren untersuchten 702 S. aureus-Kulturen des Bundesstaats
Sédo Paulo, Brasilien, und stellten bei 27,5% der Kulturen eine Resistenz gegenuber
Oxacillin fest. STEPHAN et al. (1999) und WALLMANN et al. (2003) fanden,
entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen, bei 63 bzw. 212
untersuchten S. aureus-Kulturen, isoliert in der Schweiz und Deutschland, ebenso
keine Resistenz gegeniber diesem Antibiotikum.

Methicillin war das zuerst in die Therapie eingeflhrte penicillinasefeste
Penicillin. Dies war aber nur parenteral anwendbar, relativ toxisch und hatte eine
geringere in vitro-Aktivitat auf penicillinasebildende Staphylokokken. Daher wurde es
durch die spater entwickelten penicillinasefesten Isoxazolylpenicilline, Oxacillin,
Cloxacillin, Dicloxacillin und Flucloxacillin abgelost (SIMON und STILLE, 2000). Seit
den spaten 70er Jahren wurden Ausbriche durch methicillinresistente S. aureus-
Stamme (MRSA) und deren Verbreitung beschrieben (GIAMARELLOU et al., 1981;
WITTE et al., 1997). Multiresistente S.aureus-Stamme sind fast immer auch
resistent gegen Oxacillin. Der Resistenzmechanismus beruht auf dem Vorkommen

des Gens mecA. Dies kodiert das Penicillinbindeprotein PBP2 mit nur geringer
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Affinitat fur R-Lactamantibiotika. Eine Kreuzresistenz gegen alle Vertreter dieser
Substanzgruppe einschlieBlich der Cephalosporine und Carbapeneme wurde
beschrieben (LAUDE, 2000). Oxacillinresistente S. aureus, isoliert von
Rindermastitiden, scheinen in Brasilien, ebenso wie in Deutschland, nicht der
Ursprung der MRSA, isolierbar aus Untersuchungsproben vom Menschen, zu sein.

Innerhalb der 87 untersuchten S. aureus-Kulturen der vorliegenden
Untersuchungen zeigten alle Kulturen ein intermediares Verhalten gegentber
Gentamicin. Bei S.aureus-Kulturen, die aus Milchproben mehrerer Bezirke des
Bundesstaats Sao Paulo, Brasilien, isoliert wurden, konnte fur alle untersuchten
Kulturen eine Empfindlichkeit gegeniber Gentamicin festgestellt werden
(LANGENEGGER et al., 1986). NADER-FILHO et al. (1986) zeigten bei 94,6% von
37 untersuchten S. aureus-Isolaten eine Empfindlichkeit gegenliber Gentamicin.
LANGONI et al. (1991) untersuchten 702 S. aureus-Kulturen und stellten bei 72,5%
der Kulturen eine Empfindlichkeit gegeniber Gentamicin fest. WALLMANN et al.
(2003) konnten bei 212 untersuchten S. aureus-Kulturen aus Deutschland ebenso
keine Resistez gegenuber Gentamicin feststellen.

Der Angriffspunkt der Aminoglykosidantibiotika, wie z.B. Gentamicin, liegt
nach KROKER (1999) in der Translationsphase der Proteinsynthese.
Aminoglykosidantibiotika blockieren die Proteinsynthese nicht, sie induzieren jedoch
die Bildung funktionsuntiichtiger Proteine. Vermutet werden weiterhin mit
Permeabilitdtsstérungen einhergehende Interaktionen der Antibiotika mit der
Zellmembran der Bakterien. Die Entwicklung von Resistenzen gegeniber diesen
Antibiotika erfolgt, nach dem oben genannten Autor, plasmidvermittelt durch
Aufnahme von Resistenzfaktoren (R-Faktoren). Es kommt zur Induktion einer
enzymatischen Deaktivierung durch Adenylierungs-, Phosphorylierungs- und

Acetylierungsreaktionen.
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Innerhalb der 87 untersuchten S. aureus-Kulturen der vorliegenden
Untersuchungen erwiesen sich alle Kulturen als empfindlich gegeniiber Minocyclin,
und Tetracyclin. Bei S. aureus-Stammen, die aus Milchproben mehrerer Bezirke des
Bundesstaats Sao Paulo, Brasilien, isoliert wurden, war fir 37 bzw. 702 untersuchten
S. aureus-Kulturen bei 70,3% bzw 57,2% der Kulturen eine Empfindlichkeit
gegenuber Tetracyclin nachweisbar (NADER-FILHO et al., 1986; LANGONI et al.,
1991). STEPHAN et al. (1999) beschrieben bei 63 untersuchten S. aureus-Kulturen,
isoliert von Rindermastitiden in der Schweiz, bei allen Kulturen eine Empfindlichkeit
gegeniber Tetracyclin. WALLMANN et al. (2003) konnten nur bei 2,8% der
untersuchten S. aureus-Kulturen, isoliert von Rindermastitiden in Deutschland, eine
Resistenz gegenuber Tetracyclin beobachten.

Tetracyclin  und Minocyclin  gehéren zur Gruppe der "klassischen
Breitbandantibiotika” und wirken durch Hemmung der Proteinsynthese
bakteriostatisch. Resistenzen sind plasmid- oder chromosomalvermittelt und
entstehen durch eine von den Tetracyclinen selbst induzierte Inhibition des

Transportprozesses in die Bakterienzelle (KROKER, 1999).

5.2 Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

In  der vorliegenden Arbeit wurde =zur Feststellung mutmallicher
epidemiologischer Zusammenhange der S.aureus-Kulturen untereinander die
Makrorestriktionsanalyse nach Verdau der chromosomalen DNA mit dem
Restriktionsenzym Smal und eine Auftrennung der Fragmente mittels PFGE
eingesetzt. Laut GROTHUES und TUMMLER (1991) steht mit der PFGE ein
Verfahren zur Verfiigung, mit dessen Hilfe Infektionsquellen und Ubertragungswege
von bakteriellen Erregern ermittelt und die Diversitat und klonale Struktur von

Bakterienpopulationen aufgeklart werden konnen. Die PFGE stellt nach ROMLING et
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al. (1994, 1995) die Methode der Wahl, den sogenannten Goldstandard fur die
epidemiologische Typisierung der meisten Mikroorganismen, die flr eine
Infektionskrankheit verantwortlich gemacht werden, dar.

Das ,DNA-Fingerprinting“ mittels PFGE berunt auf der Spaltung der
chromosomalen DNA durch sogenannte .Selten schneidende”
Restriktionsendonukleasen und der Auftrennung der entstandenen Fragmente im
elektrischen Wechselfeld. Dieses Verfahren wurde 1982 von SCHWARTZ et al.
entwickelt. Dabei ergeben sich definierte, stammspezifische Bandenmuster
(,Fingerprinting“). Bei der herkémmlichen Elektrophorese von DNA-Fragmenten (im
statischen elektrischen Feld) kdnnen nur Stiicke bis zu einer Gro3e von etwa 50 kb
getrennt werden. GroRere Fragmente wandern nur noch wenig und ohne
Zusammenhang zwischen Laufstrecke und MolekulgroRe. Mit der PFGE ist es
moglich, DNA-Fragmente bis zu einer Grof3e von etwa 2.000 Kb zu trennen. Die
DNA ist aufgrund ihres Phosphatgruppengeriists negativ geladen. Die PFGE setzt
die DNA einem elektrischen Feld aus, das seine Richtung in festgelegten
Zeitintervallen (,Pulszeiten®) wechselt. Wird ein elektrisches Feld an ein Gel
angelegt, so strecken sich die DNA-Molekile in Richtung des Feldes und
durchwandern das Gel. Verschwindet das erste elektrische Feld und wird ein zweites
Feld (im einem bestimmten Winkel zum ersten Feld) aktiviert, muss das DNA-Kné&uel
seine Konformation andern, um sich zu reorientieren, bevor es in die Richtung des
zweiten elektrischen Feldes migrieren kann. Grol3ere DNA-Molekile brauchen mehr
Zeit als kleinere Molekiile, um sich umzuorientieren, d.h. Molekile mit zunehmender
Grol3e bendtigen langere Zeit, bevor sie mit der Migration durch das Gel beginnen.
Demnach verbleibt mit zunehmender Gré3e der Molektle immer weniger Zeit fur die

Wanderung in Feldrichtung, daraus folgt die bei der PFGE zu beobachtende
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Auftrennung der linearen DNA-Molekule nach dem Molekulargewicht (LAl et al.,
1989; GARDINER, 1991).

Der "contour clamp homogeneous electric field" (CHEF)-Apparat wurde in der
vorliegenden Arbeit fir die PFGE genutzt. Dieses System bildet ein Hexagon an
Punktelektroden, die in einem Winkel von 120° zueinander positioniert sind (Abb. 5-
1). Das CHEF-System der Firma Biorad wurde mit Hilfe der Arbeiten von CHU et al.
(1986) entwickelt. Die Parameter Puffertemperatur und -zusammensetzung,
Temperatur und lonenstarke des Gels, Spezifikation und Konzentration der
verwendeten Agarose sowie der Winkel und die Konfiguration der Elektroden
zueinander werden stets konstant gehalten, wahrend die Pulszeit und die Starke des
elektrischen Feldes variiert werden koénnen. Die Puffertemperatur sollte laut
GARDINER (1991) zwischen 4 und 15 °C gehalten werden, da die DNA-Fragmente
umso schneller durch das Gel laufen, je hoher die Temperatur ist. Pulszeit und
Feldstarke sind die entscheidenden Parameter, die den wahrend der PFGE
aufgetrennten Molekulargewichtsbereich festlegen. Die Genauigkeit der Auftrennung
ist von der Laufzeit, der Umorientierungszeit (Pulsdauer) und dem Winkel der
Elektrodenanordnung abhangig. Diese Parameter sind fur jeden Bakterientyp bzw.
fur das jeweils gewdahlte Restriktionsenzym unterschiedlich, da die Grof3e der
Fragmente von der Lokalisierung der Schnittstellen auf dem Genom bestimmt wird.

Der Vergleich der mit der PFGE aufgetrennten Fragmente, insbesondere die
guantitative Auswertung der Fragmentlangenmuster, erfordert eine reproduzierbare
und vergleichbare kolineare Auftrennung in allen Spuren des Gels Abb. 51). Ein
Vorteil in diesem System ist, dass viele Proben in einem Gel parallel aufbereitet
werden konnen, da die DNA-Banden exakt untereinander angeordnet werden.
ROMLING et al. (1995) stellten fest, dass, wenn alle Stamme auf einem einzigen Gel

analysiert werden konnten, der visuelle Vergleich der Fragmentlangenmuster in der
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Regel ausreichte. Der Vergleich von Mustern verschiedener Gele erfordert jedoch
eine sorgfaltige Kontrolle. Die experimentellen Bedingungen sollten so weit wie
maoglich standardisiert werden. Langenstandards, sogenannte Marker, sind auf der
aulReren Spur aufzutragen, um Inhomogenitaten des elektrischen Feldes zu
erfassen. Abweichungen in der Gite eines ,DNA-Fingerprinting” beruhen in der
Regel auf Partialverdau, Methylierung der Schnittstellen, unzureichender Auflosung
oder Signalintensitat, Fehlinterpretationen von Doppel- und Mehrfachbanden oder

dem Verlust kleiner Fragmente (<20 Kb) aus dem Gel.

A

[\
\_/

Bakterienchromosom mit

seltenen Schnittstellen

CHEF-System

Abb. 5-1: Schema zur Funktionsweise der PFGE (CHEF-System) nach LAl et al.

(1989)
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Die Identifizierung von Stammen, die einen Klon reprasentieren, ist sicherlich
die wichtigste Anwendung der Infektionsepidemiologie. TENOVER et al. (1995)
berichteten, dass das entstandene Fragmentlangenmuster den Genotyp eines
Bakterienstamms definiert. Miteinander verwandte Stamme einer Spezies werden
anhand ihrer Ahnlichkeit im Fragmentlangenmuster erkannt. Der quantitative
Fragmentlangenvergleich erlaubt eine Definition von ,Klon" und ,klonalen Varianten"
innerhalb  einer Spezies. Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme sind
selektionsneutrale Marker, die im Verlauf der Evolution des Bakterienchromosoms
Uber Rearrangements oder Mutationen an einer Stelle des Genoms verloren gehen
und an anderer Stelle neu entstehen kdnnen. Die nicht miteinander verwandten
Klone einer Spezies zeichnen sich durch unterschiedliche Fragmentlangenmuster
aus, wahrend die Varianten eines Klons sehr &hnliche oder identische
Fragmentlangenmuster besitzen. ROMLING et al. (1995) gaben an, dass sich alle
klassischen Fragestellungen der Infektionepidemiologie mit dem ,DNA-
Fingerprinting"” untersuchen lassen. Man kann z.B. auch Infektionswege im
Organismus verfolgen, die genomische Variation der Erreger wahrend chronischer
Infektionen beobachten und den Erfolg hygienischer MaRnahmen Uberprifen.

Die nach TENOVER et al. (1995) allgemein gultige Richtlinie fur den
epidemiologischen Vergleich von PFGE-Fragmentmustern besagt, dass Isolate, die
in bis zu drei Bandenpositionen differieren, aus einem einzigen genetischen Vorfall
entstanden sein kdnnen. Solche Isolate stellen mdglicherweise epidemiologisch eng
verwandte Subtypen desselben Stammes dar. Kulturen, die in mehr als drei
Positionen differieren, kdnnen, nach TENOVER et al. (1995), ebenfalls miteinander
verwandt sein, wobei die verwandtschaftlichen Beziehungen der entsprechenden

Kulturen jedoch nicht so eng sind (Tab. 5-1).
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Tab.5-1: Schema zur Beurteilung von PFGE-Gelen nach TENNOVER et al.

1995.
Genetische Bandenunterschiede Interpretation
Ereignisse (n)
Typ A 0 0 identisch
Subtyp A 1 2-3 Teilidentisch
Nicht verwandt 2 4-6 Nicht identisch

Laut GOERING (1998) eignen sich fur GC-reiche Sequenzen, Enzyme, die
Hexanukleotide aus A und T erkennen und analog fir AT-reiche Genome, Enzyme,
die eine hexamere Sequenz aus G oder C erkennen, wie z.B. Smal (CCC GGG).
Bei der Wahl der selten schneidenden Restriktionsendonuklease Smal wurde der
relativ geringe G+C-Gehalt von S. aureus bericksichtigt (MASLOW et al., 1993).

Der Restriktionsverdau der 87 S.aureus-Isolate der vorliegenden
Untersuchungen mit der Restriktionsendonuklease Smal ergab eine Uberschaubare
Zahl gut voneinander abgrenzbarer Fragmente Uberwiegend im Groéf3enbereich von
23,1 bis 582 Kb. Das Restriktionsenzym Smal erwies sich bereits in einer Vielzahl
von vergleichbaren Untersuchungen als optimales Enzym zur Analyse der
chromosomalen DNA von S. aureus (CARLES-NURIT et al., 1992; SCHLICHTING et
al., 1993; SANCHES et al., 1995; KLUYTMANS et al., 1995, JORGENSEN et al.,
1996; TOSHKOVA et al., 1997; VAN BELKUM et al., 1998; ANNEMULLER et al.,
1999; LANGE et al, 1999; GALDBART et al, 2000; ENRIGHT et al., 2000;
DEPLANO et al., 2000; AKINEDEN et al., 2001; ZADOKS et al., 2002).

Nach Auftrennung der Fragmente der 87 S.aureus-Kulturen durch PFGE

konnten 26 DNA-Restriktionsmuster (MA1-MA7, MB1-MB4, MC1 und MC2, MD1 und
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MD2, ME1-ME6, MF, MG, MH, MI1 und MI2), die sich in neun Abstammungslinien
(LA-LI) zusammenfassen liessen, unterschieden werden. Die Abstammungslinien LA
(Muster MA1-MA7) und LE (Muster ME1-MEG6) waren mit 63 (72,2%) Isolaten
Uberwiegend nachweisbar. Der Nachweis von S. aureus der Abstammungslinien LA
und LE erfolgte in allen sechs Bezirken des Bundesstaats Sao Paulo. Die
Abstammungslinien LB (Muster MB1-MB4), LC (Muster MC1 und MC2), LD (Muster
MD1 und MD2), LF (Muster MF), LG (Muster MG), LH (Muster MH) und LI (Muster
MI1 und MI2) waren dagegen nur bei 24 (27.8%) Isolaten unterschiedlicher Bezirke
des Bundesstaats Sao Paulo nachweisbar.

Das vermehrte Auftreten der Abstammungslinien LA und LE zeigte, dass nur
wenige S. aureus-Klone fir die Mastitissituation in einzelnen Betrieben und,
Ubergreifend, in mehreren Betrieben verschiedener Bezirke verantwortlich zu sein
scheint. Aufgrund des Nachweises gleicher DNA-Restriktionsmuster bei S. aureus,
isoliert von mastitiskranken Kihen in Irland und in den USA, vermuteten
FITZGERALD et al. (1997) ebenso das Vorkommen einer kleinen Anzahl
spezialisierter S. aureus-Klone, die fiur die Mehrzahl der Rindermastitiden
verantwortlich waren.

Ahnliche Feststellungen trafen ANNEMULLER et al. (1999), AKINEDEN et al.
(2000) und ZADOCKS et al. (2000) bei der Untersuchung von S. aureus-Stammen,
isoliert aus boviner Mastitismilch. Diese Autoren fuhrten ebenfalls PFGE-Analysen
mit der Restriktionsendonuklease Smal durch und fanden, dass nur wenige
Bakterienklone fur die Mastitissituation in einzelnen, teilweise in mehreren Betrieben
verantwortlich waren und bestatigten die Ubertragung dieses Mastitiserregers von
Kuh zu Kuh. ZADOCKS et al. (2002) untersuchten 225 S. aureus-Kulturen, isoliert
von der Haut vom Mensch, der Zitzenhaut, der Melkanlage und aus Milch mittels

PFGE. Dabei zeigten die Isolate der Haut der Melker, der Zitze und der Melkgerate
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Ubereinstimmungen. Unterschiede waren dagegen im PFGE-Muster dieser Isolate
mit den Isolaten aus Milch feststellbar. Die Autoren folgerten daraus, dass die Isolate
der Haut von Mensch und Zitze durch die Milchgerate verbreitet wurden und dass
diese Isolate keine besondere Bedeutung fur eine Infektion der Milchdrise haben.
Die Ergebnisse der PFGE der vorliegenden Untersuchungen zeigten ferner,
dass alle S. aureus-Stamme aus vorherrschenden Abstammungslinien resistent
gegenuber Penicillin waren, dagegen nur 54,2% der S.aureus-Stamme aus
sporadischen Abstammungslinien. Dies konnte bedeuten, dass die antibiotische
Resistenz  ein  Selektionsfaktor  fir  die  Ausbreitung  vorherrschender

Abstammungslinien war.

5.3 Nachweis S.aureus-spezifischer Gene bzw. Genabschnitte mittels

PCR

Die ribosomale RNA stellt einen Bestandteil des Ribosoms dar. Innerhalb der
ribosomalen Nukleinsduren, die am Vorgang der Proteinsynthese beteiligt sind,
lassen sich drei RNA-Formen unterscheiden. Dies ist zum einen die ribosomale RNA
(rRNA), die Transfer-RNA (tRNA) und die Messenger-RNA (mMRNA). Ahnlich wie die
DNA sind diese drei RNA-Typen polymere Molekile, die aus Mononukleotiden
bestehen, die Uber Phosphorbriicken miteinander verbunden sind. Die RNA-
Molekile unterscheiden sich zur DNA zum einen in einer deutlich geringeren Grol3e
und in dem Zucker Ribose anstatt Desoxyribose und in der Base Uracil anstatt
Thymin.

Die bakteriellen Ribosomen (70S) bestehen aus zwei ungleichen
Untereinheiten, der kleinen 30S Untereinheit (,small ribosomal subunit® RNA, SSU),
bestehend aus 21 ribosomalen Proteinen und der 50S Untereinheit (,large ribosomal

subunit® RNA, LSU), bestehend aus 31 ribosomalen Proteinen: Die Einheit S
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bezeichnet eine ,Svedberg'-Einheit, welche sich auf das Molekulargewicht der
einzelnen Teile bezieht. Die kleine Untereinheit enthalt die 16S rRNA und eine
.Spacer"-Region (Spacer-1), die grof3e Untereinheit die 23S rRNA, eine weitere
,Sspacer"-Region (Spacer-2) und die 5S rRNA (Abb. 5-2) (GURTLER und
STANISICH, 1996; LEWIN, 1998). Die ribosomalen rRNA-Gene sind fir alle
Organismen uberlebenswichtig und im Reich der Bakterien hoch konserviert
(WOESE, 1987; AMANN et al., 1995). Die 16S-23S rRNA-ISR, die die 16S und die

23S rRNA verbindet, spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung der RNA.

16S 23S 5S

— D — D —————— G ——
Spacer 1 Spacer 2

Abb. 5-2: Schematische Darstellung eines typischen rRNA-Operons nach KING

et al. (1986)

Die Charakterisierung des 16S rRNA-Gens ist als Standardmethode zur
Identifizierung von Spezies, Genera und Familien von Bakterien bereits etabliert.
Dies spiegelt sich in der grof3en Anzahl an Informationen wieder, welche sich
aufgrund von phylogenetischen Analysen von Mikroorganismen mit Hilfe dieses
Gens bereits angesammelt haben (BARRY et al., 1991; KOSTMAN et al., 1992;
JENSEN et al., 1993; EISEN, 1998). Im Gegensatz dazu wurde bisher relativ wenig
Uber 23S rRNA-Gensequenzen berichtet, und weder dieses Gen, noch das 5S rRNA-
Gen fanden bisher haufigen Einsatz in phylogenetischen Studien. Demgegenuber
gibt es bereits zahlreiche Informationen Uber die Sequenz der 16S-23S rDNA-ISR.
Diese Region ist bei den meisten Spezies wesentlich variabler als die der

angrenzenden 16S rRNA- und der 23S rRNA-Gene, wobei es Variationen sowohl in
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der Lange als auch in der Sequenz geben kann (FORSMAN et al., 1995; MENDOZA
et al. 1998).

Eine Amplifizierung von 16S rRNA-spezifischen Genabschnitten zur PCR-
vermittelten Identifizierung von Staphylokokkenspezies unter Verwendung von
speziesspezifischen Oligonukleotidprimern wurde bereits von SARUTA et al. (1995),
MONDAY und BOHACH (1999) und JAFFE et al. (2000) beschrieben.

In den vorliegenden Untersuchungen konnten unter Verwendung der von
MONDAY und BOHACH (1999) beschriebenen Oligonukleotidprimer, durch die
Amplifizierung von 16S rRNA-spezifischen Genabschnitten, alle 87 Kulturen als
S. aureus identifiziert werden.

In weiteren Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde das 23S rRNA-
Gen zur molekularen Identifizierung von S. aureus verwendet. Unter Nutzung der von
STRAUB et al. (1999) beschriebenen Oligonukleotidprimer waren ebenso alle 87
untersuchten Isolate als S. aureus identifizierbar. STRAUB et al. (1999) verglichen
das 23S rRNA-Gen von S. aureus-Isolaten mit anderen Staphylokokkenspezies und
fanden bei S.aureus, S.carnosus, S.piscifermentans, S.condimenti und
S. epidermidis Variationen in der Sequenz. LAMMLER et al. (2000) und AKINEDEN
et al. (2001) verwendeten ebenso die von STRAUB et al. (1999) beschriebenen
Oligonukleotidprimer zur Identifizierung von S. aureus-Kulturen, isoliert aus
Milchproben von Kihen mit subkinischer Mastitis. HASSAN (2002) konnte mit
diesen Oligonukleotidprimern keine Kreuzreaktionen mit anderen
Staphylokokkenspezies feststellen.

Sowohl das 16S rRNA-Gen wie auch das 23S rRNA-Gen ermdglichten eine
Identifizierung von S. aureus, waren aber, aufgrund fehlender Genpolymorphismen,

nicht zur Genotypisierung der Kulturen geeignet.
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FORSMAN et al. (1997) differenzierten sechs unterschiedliche
Staphylokokkenspezies,  darunter auch  S.aureus, unter  Verwendung
unterschiedlicher speziesspezifischer Oligonukleotidprimer aus dem Bereich der
16S-23S rDNA-ISR mittels PCR. MENDOZA et al. (1998) amplizierten ebenso diese
Region mittels PCR. Dies ermdglichte den Autoren eine Unterscheidung von 31
verschiedenen Staphylokokkenspezies, darunter auch S. aureus. Unter Verwendung
der von FORSMAN et al. (1997) beschriebenen Oligonukleotidprimer konnten
ANNEMULLER et al. (1999) bei 25 S.aureus-Isolaten GréRenpolymorphismen
dieser Region nachweisen.

Bei den untersuchten S. aureus-Kulturen der vorliegenden Arbeit ergaben sich
ebenfalls Genpolymorphismen in diesem Bereich. Dabei waren einzelne Amplikons
mit GréRen von 520, 420 und 380 Bp und gemeinsam auftretende Amplikons mit
GroRRen von 520 und 380 Bp nachweisbar. Die Genpolymorphismen zeigten teilweise
Beziehungen zu den bereits beschriebenen Abstammungslinien. So war bei allen
Kulturen der Abstammungslinien LC, LD, LG und LI eine Amplikongré3e von jeweils
420, 520, 420 und 520 Bp nachweisbar. Innerhalb der S.aureus der
Abstammungslinie LA zeigten 34 Kulturen ein Amplikon mit einer Gré3e von 520 Bp
und eine Kultur zwei Amplikons mit einer Grof3e von 520 und 380 Bp. Vergleichbare
Variationen wurden auch bei den drei Kulturen der Abstammungslinie LB festgestellt,
wobei bei drei Kulturen eine AmplikongroRe von 420 Bp und bei einer Kultur eine
AmplikongroRe von 520 Bp nachweisbar war. Innerhalb der beiden Kulturen der
Abstammungslinie LH waren ebenso zwei Amplikons mit GroRen von 380 bzw.
520/380 Bp zu beobachten. Alle S. aureus-Kulturen aus der Abstammungslinie LE
erwiesen sich unter Verwendung der beschriebenen 16S-23S rDNA-spezifischen
Oligonukleotidprimer als negativ. Dies kénnte auf Sequenzvariationen dieser

Stamme im Bereich der Primeransatzstelle zurickzufiihren sein. Die
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GrolRenvariationen der 16S-23S rDNA-ISR einiger S. aureus innerhalb einer
Abstammungslinie weisen ebenso auf Sequenzvariationen dieser Stamme in diesem
Bereich hin und kdnnen als Zeichen der fortschreitenden Evolution bewertet werden.

S. aureus bildet zahlreiche mutmallliche Virulenzfaktoren, die als konstante
oder variierende Eigenschaften bei dieser Spezies auftreten. Die Auffindung dieser
zellwandassoziierten oder auch extrazellularen Substanzen wird von klinisch
mikrobiologischen  Labors zur Identifizierung und Differenzierung  von
Staphylokokken, insbesondere von S. aureus, eingesetzt und kann moglicherweise
eine Erklarung fur das jeweilige Krankheitsbild geben. Ein Hauptnachteil dieser
konventionellen Verfahren liegt in der zuvor haufig notwendigen Reindarstellung des
zu identifizierenden Mikroorganismus, in falsch negativen Ergebnissen aufgrund
verminderter Expression der jeweiligen zellwandgebundenen oder extrazellularen
Substanzen oder auch in einer mangelnden Empfindlichkeit des Nachweissystems.
Zur Umgehung dieser Probleme eignet sich der Nachweis der Gene, die die
jeweiligen Substanzen kodieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte das Thermonuclease-Gen nuc bei allen 87
S. aureus-Kulturen mit einer einheitlichen GroR3e von 280 Bp nachgewiesen werden.
Dies erfolgte mit den von BRAKSTAD et al. (1992) entwickelten nuc-spezifischen
Oligonukleotidprimern. Das Gen wies keine Polymorphismen auf. Das
Thermonuclease-Gen nuc wurde bereits von KOVACEVIC et al. (1985) sequenziert.
BRAKSTAD et al. (1992) konnten ebenso zeigen, dass sich der Nachweis des nuc-
Gens zur molekularen ldentifizierung von S. aureus eignet.

Die Amplifizierung des Cumping-Factor-kodierenden Gens clfA mit den nach
STEPHAN et al. (2000) beschriebenen Oligonukleotidprimern, die nach der von
McDEVITT et al. (1994) beschriebenen Gensequenz erstellt worden waren, ergab

bei 86 Kulturen ein Amplikon mit einer Grof3e von 1000 Bp und bei einer Kultur eine
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Grol3e von 900 Bp. Da beide verwendeten Oligonukleotidprimer auf einer konstanten
Region des Gens ansetzen, konnte diese Variation aufgrund einer Deletion eines
Genabschnitts entstanden sein. AKINEDEN et al. (2001) verwendeten, bei der
Untersuchung von 103 S. aureus-Kulturen, isoliert von Rindermastitiden, ebenso
diese clfA-spezifischen Oligonukleotidprimer und erhielten auch Amplikongré3en von
900 und 1000 Bp. STEPHAN et al. (2000) fanden bei 34 untersuchten S. aureus-
Kulturen eine einheitliche Amplikongrof3e des clfA-Gens von 1000 Bp. HASSAN
(2002) konnte mit den verwendeten Oligonukleotidprimern keine Kreuzreaktionen mit
anderen Staphylokkenspezies feststellen. Der Nachweis des Gens clfA erwies sich
somit ebenso als konstante Eigenschaft von S. aureus und als weitere Mdglichkeit
zur ldentifizierung dieser Spezies.

Wie bereits beschrieben dient die Koagulase in mikrobiologischen Labors als
ein Hauptkriterium zur Differenzierung von S.aureus von koagulasenegativen
Staphylokokken. Eine Amplifizierung des Gens coa kann ebenso zur Identifizierung
und dartiber hinaus auch zur Genotypisierung von S. aureus eingesetzt werden.
Unter Verwendung der von HOOKEY et al. (1998) beschriebenen
Oligonukleotidprimer coa-l und coa-1l konnte zunachst bei allen 87 S.aureus-
Kulturen dieser Arbeit das coa-Gen amplifiziert werden. Dabei waren funf
unterschiedliche Amplikongréf3e von 500, 590, 660, 820 und 900 Bp, entsprechend
nach dem unter 4.3 bereits dargestellten Genaufbau, vier, finf, sechs, acht und neun
.Repeats®, feststellbar. HASSAN (2002) konnte zeigen, dass diese
Oligonukleotidprimer Zu keinen Kreuzreaktionen mit anderen
Staphylokokkenkontrollstammen fuhrten. AKINEDEN et al. (2001) untersuchten,
unter Verwendung dieser Oligonukleotidprimer, 103 S. aureus-Kulturen und konnten

AmplikongréRe von 440 bis 840 Bp nachweisen.
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Die Genpolymorphismen des coa-Gens zeigten eindeutige Beziehungen zu
den bereits beschriebenen Abstammungslinien. So war bei allen Kulturen der
Abstammungslinien LB, LC, LE, LF, LG und LI eine Amplikongrol3e von jeweils 820,
820, 660, 660, 590 und 660 Bp nachweisbar. Dagegen zeigten innerhalb der
Abstammungslinie LA 34 Kulturen eine Amplikongré3e von 590 Bp und eine Kultur
eine Amplikongré3e von 660 Bp. Vergleichbare Variationen wurden auch bei den
drei Kulturen der Abstammungslinie LD festgestellt, wobei fur zwei Kulturen eine
AmplikongréRe von 500 Bp und bei einer Kultur eine Amplikongré3e von 590 Bp
nachweisbar war. Innerhalb der beiden Kulturen der Abstammungslinie LH waren
ebenso zwei AmplikongréRen von 820 und 900 Bp zu beobachten. Diese Variationen
konnten auf Deletion oder Neukombination einzelner ,Repeats” zurtickzufuhren sein
und erneut als Fortsetzung der Evolution bakterieller Virulenzfaktoren verstanden
werden.

In weiteren erfolgte mit den von FRENAY et al. (1996) beschriebenen
Oligonukleotidprimern die Amplifizierung des Genabschnitts, der die X-Region des
Gens spa kodiert. Der Gennachweis in diesem Bereich ergab neun unterschiedliche
AmplikongréBe von 100, 130, 180, 220, 250, 270, 290, 310 und 340 Bp,
entsprechend, nach dem unter 4.3 bereits dargestellten Genaufbau zwei, drei, funf,
sieben, acht, neun, zehn, elf und zwdlf ,Repeats”. HASSAN (2002) konnte bereits
unter Verwendung dieser Oligonukleotidprimer keinerlei Kreuzreaktionen mit anderen
Staphylokokkenspezies beobachten und vier verschiedene Amplikongréf3en von 100,
200, 280 und 300 Bp nachweisen. AKINEDEN et al. (2001) beschrieben 10
verschiedene AmplikongrofRen von 90, 110, 140, 170, 190, 220, 240, 270, 290 und
300 Bp. Polymorphismen dieses Genabschnitts wurden ebenso von TOSHKOVA et

al. (1997) und ANNEMULLER et al. (1999) beobachtet.
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Die Genpolymorphismen des die Xregion-kodierenden Teils des spa-Gens
zeigten ebenso eindeutige Beziehungen zu den bereits beschriebenen
Abstammungslinien. So war bei allen Kulturen der Abstammungslinien LA, LC, LD,
LE, LF, LG und LI eine Amplikongréf3e von 100, 290, 220, 290, 270, 250 und 130 Bp
nachweisbar. Bei den funf Kulturen der Abstammungslinie LB war dagegen bei vier
Kulturen eine AmplikongréRe von 310 Bp und bei einer Kultur eine Amplikongréfie
von 220 Bp nachweisbar. Vergleichbare Variationen konnte bei den beiden Kulturen
der Abstammungslinie LH beobachtet werden, wobei bei einer Kultur eine
AmplikongréRe von 180 Bp und der anderen Kultur eine Amplikongréf3e von 340 Bp
vorhanden waren. Auf das Auftreten von Genvariationen bei Kulturen einer
Abstammungslinie, mdglicherweise verursacht durch Deletion oder Insertion, wurde
bereits bei der Besprechung des coa-Gens hingewiesen.

Bei der Amplifizierung des die IgG-bindende-Region-kodierenden Teils des
Gens spa wiesen 9,2% der untersuchten Isolate ein Amplikon mit einer Grél3e von
720 Bp, entsprechend vier IgG-bindende Einheiten und 90,8% der Kulturen ein
Amplikon mit einer GroRe von 920 Bp, entsprechend funf IgG-bindende Einheiten,
auf. STEPHAN et al. (2000), AKINEDEN et al. (2001) und HASSAN (2002) fanden
bei den meisten untersuchten S. aureus-Kulturen ebenso eine Amplikongrof3e von
920 Bp. HASSAN (2002) konnte darUber hinaus, unter Verwendung dieser
Oligonukleotidprimer, keinerlei Kreuzreaktionen mit anderen Staphylokokkenspezies
beobachten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigten eindeutige
Beziehungen zwischen den Genpolymorphismen des coa-Gens und des spa-Gens
sowie den PFGE-Mustern. Kulturen mit gleichen oder ahnlichen PFGE-Mustern einer

Abstammungslinie zeigten tiberwiegend die gleichen Genpolymorphismen.
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Bei infektiosen Prozessen spielen Oberflachenproteine, die eine Adh&sion von
Bakterien ermdglichen, eine wichtige Rolle als Virulenzfaktoren. S. aureus besitzt
verschiedene zur Adhasion beitragende Bindungsproteine. Von besonderer
Bedeutung sind darunter das kollagenbindende Protein CNA (SNODGRASS et al.,
1999) und die fibronectinbindenden Proteine FNBPA und FnBPB (RYDEN et al.,
1983).

Nach Angaben zahlreicher Autoren (SMELTZER et al., 2000; BOOTH et al.,
2001; MOORE und LINDSAY, 2001) ist das CNA-kodierende Gen cna nur vereinzelt
bei S.aureus feststellbar. Korrespondierend dazu wurde dieses Gen mit seinen
Genabschnitten cnaA und cnaB in der vorliegenden Arbeit nur bei neun S. aureus-
Kulturen nachgewiesen. Bei der Amplifizierung des cna-Gen-Abschnitts B waren
Genpolymorphismen mit AmplikongréRen von 600, 1200 und 1700 Bp nachweisbar.
Dies weist, nach SWITALSKI et al. (1993) und nach dem unter 4.3 bereits
dargestellten Genaufbau, auf ein ,Repeat‘, zwei bzw. drei ,Repeats® hin. Die
positiven Kulturen waren den sporadischen Abstammungslinien LD, LF und LG
zuzuordnen. Bei allen drei S. aureus der Abstammungslinie LG hatte der cna-Gen-
Abschnitt B eine GroRe von 1700 Bp. Bei den drei Kulturen der Abstammungslinie
LD zeigte eine Kultur eine Amplikongré3e von 1200 Bp und zwei Kulturen eine
AmplikongroRe von 1700 Bp. Vergleichbare Variationen wurden bei den zwei
Kulturen der Abstammungslinie LI beobachtet, wobei bei einer Kultur eine
AmplikongrofRe von 600 Bp und bei der anderen Kultur eine Amplikongrof3e von 1700
Bp nachweisbar war. Wie bereits fur die Gene coa und spa beschrieben, kdnnten
diese GrolRRenunterschiede innerhalb einer Abstammungslinie durch genetische
Ereignisse innerhalb der sich wiederholenden Einheiten dieses Gens erklart werden.
Nach SNODGRASS et al. (1999), sind Genmutanten, die keinen B Abschnitt des

cna-Gens besitzen, trotzdem fahig, Kollagen zu binden. Das eher seltene Auftreten
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dieses Gens bei den Untersuchungen der Kulturen der vorliegenden Arbeit kdnnte
darauf hinweisen, dass dieses Bindungsprotein keine oder nur eine untergeordnete
Bedeutung flr eine Infektion der Milchdrise hat.

Die FnBP von S. aureus spielen, nach LAMMERS et al. (1999), bei
Rindermastitiden eine wichtige Rolle als Virulenzfaktoren. Sie fuhren zu einer
vermehrten Adhé&sion der Bakterien an Euterepithelien. Die FnBPA und FnBPB
werden von den Genen fnbA und fnbB kodiert. Ein Sequenzvergleich der FNBPA-
und FnBPB-Proteine zeigt eine Aminosaureidentitat von 94% (SIGNAS et al., 1989;
JONSSON et al., 1991). Laut GREENE et al. (1995), haben Genmutanten, die
entweder kein FnBPA- oder kein FnBPB-Protein besitzen, gleiche
Bindungsaktivitaten fur Fibronectin.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte das FnBPA-kodierende Gen
fnbA bei allen 87 untersuchten S. aureus-Kulturen nachgewiesen werden. Bei der
Amplifizierung des FnBPB-kodierenden Gens fnbB waren nur 37 (42,5%) der
S. aureus-Kulturen positiv. Das fnbB-Gen war bei den zwei S. aureus-Kulturen der
sporadischen Abstammungslinie LH feststellbar, dartber hinaus bei 35 S. aureus-
Kulturen der vorherrschenden Abstammungslinie LA, wobei sich eine Kultur dieser
Abstammungslinie als negativ erwies. Ein vergleichbares Fehlen des fnbB-Gens bei
Kulturen einer Abstammungslinie beobachteten BOOTH et al. (2001) bei S. aureus-
Kulturen, isoliert vom Menschen. Diese Autoren konnten innerhalb einer
Abstammungslinie bei 20 Kulturen eine positive und bei einer Kultur eine negative
fnbB-Reaktion feststellen. Die fehlende fnbB-Reaktion dieser Stamme und auch bei
der S.aureus-Kultur der Abstammungslinie LA der vorliegenden Untersuchungen
kbnnte auf Sequenzvariationen im Bereich der Primeransatzstellen zurtickzuftihren
sein. Innerhalb der funf Kulturen der Abstammungslinie LB war dieses Gen nur bei

einer Kultur nachweisbar. Alle S. aureus-Kulturen der vorherrschenden
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Abstammungslinie LE und der sporadischen Abstammungslinien LC, LD, LF, LG und
LI waren negativ. Das zusatzliche Vorkommen von FnBPB bzw. fnbB, gemeinsam
mit dem regelmafig vorkommenden FnBPA bzw. fnbA, scheint fur die Ausbreitung
von S. aureus-Kulturen in Milchviehbetrieben nur von untergeordneter Bedeutung zu
sein.

In der vorliegenden Arbeit waren 12,6% der S. aureus-Kulturen positiv flr das
Polysaccharidkapsel Typ 5-kodierende Gen cap5 und 87,4% positiv fir das
Polysaccharidkapsel Typ 8kodierende Gen cap8. MOORE und LINDSAY (2001)
beobachteten, bei 42 methicilinempfindlichen S. aureus-Kulturen, isoliert vom
Menschen, bei 35,7% der Isolate das Gen cap5 und bei 61,9% der Kulturen das Gen
cap8. Das prozentuale Auftreten der Gene cap5 und cap8 bei den S.aureus-
Kulturen der vorliegenden Untersuchungen zeigte somit eine &hnliche Verteilung
dieser Kapselserotypen. Laut TOLLERSRUD et al. (2000) ist das Vorkommen von
cap5- und cap8-Genen nicht immer mit einer nachweisbaren Kapselbildung
verbunden. Diese Autoren konnten bei 50 S.aureus-Kulturen, die durch
Serotypisierung mittels Antikdrpern gegeniber Polysaccharidkapsel-Typ 5 und -Typ
8 keine Reaktionen zeigten, nachweisen, dass das cap5-Gen bei 48 Kulturen und
das cap8-Gen bei zwei Kulturen vorhanden war.

Die fur die Typ 5- und Typ 8-Kapselbildung verantwortlichen Gene cap5 und
cap8, mit dem unter 4.3 bereits dargestellten Genaufbau, wurden von SAU et al.
(1997) vergleichend untersucht. Strukturell bestehen die cap5- und cap8-Gene aus
16 offenen Leserahmen (ORF-A bis -P). Das Fehlen der Polysaccharidkapsel Typ 5
bei cap5-Gen-positiven Kulturen kénnte, nach TOLLERSRUD et al. (2000), auf eine
Mutation des cap5-ORF-E zurtickzufuihren sein. Unter Laborbedingungen hangt die

Kapselproduktion von S. aureus von verschiedenen Faktoren, wie Sauerstoffmenge
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oder Aminosauregehalt des Mediums, ab (BRUCKLER et al., 1994; HERBERT et al.,
1997).

Bekapselte S.aureus-Kulturen haben eine hohere Resistenz gegenuber
Phagozytose (POOLMAN, 1990). Kulturen mit geringerer Bekapselung lie3en sich,
nach SOMPOLINSKI et al. (1985) und HOCHKEPPEL et al. (1987), Uberwiegend
den Serotypen 5 und 8 zuordnen. Die Serotypen 5 und 8 kommen haufig bei
S. aureus, isoliert aus Milchproben, vor. Dies konnte durch verschiedene Studien
bestatigt werden. TOLLERSRUD et al. (2000) untersuchten die Kapselserotypen von
274 S.aureus-lsolaten aus Milchproben aus Europa (Danemark, Schweden,
Finnland, Island und Irland) und von 362 S. aureus-Isolaten aus Milchproben aus den
USA. Bei den S. aureus aus Europa hatten 12% der Kulturen den Serotyp 5 und 51%
der Kulturen den Serotyp 8. Bei den Kulturen aus den USA fanden die Autoren 15%
der Kulturen positiv fur Serotyp 5 und 27% der Kulturen positiv fir Serotyp 8. In der
Arbeit von GUIDRY et al. (1997) zeigten S. aureus-Kulturen, isoliert aus Milchproben
von funf Staaten der USA, einige Variationen der Kapselserotypen. Dabei hatten von
den Isolaten aus New York 20% den Serotyp 5 und 36% den Serotyp 8, von den
Isolaten aus Michigan 12% den Serotyp 5 und 19% den Serotyp 8, von den Isolaten
aus Wisconsin 26% den Serotyp 5 und 27% den Serotyp 8, von den Isolaten aus
Texas 8% den Serotyp 5 und 10% den Serotyp 8 und von den Isolaten aus
Kalifornien 18% den Serotyp 5 und 21% den Serotyp 8.

Das variable Auftreten der Gene cap5 und cap8 innerhalb der S.aureus-
Kulturen der vorliegenden  Untersuchungen ermdglichte ebenso  eine
Genotypisierung  der  Kulturen. Alle S.aureus der vorherrschenden
Abstammungslinien LA und LE erwiesen sich, mit einer hohen Signifikanz (P <
0,0001), als positiv fir cap8. Bei den Kulturen der sporadischen Abstammungslinien

waren darlber hinaus alle S. aureus der Abstammungslinien LB und LC cap8 positiv,
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solche der Abstammungslinien LD, LF, LG, LH und LI positiv fir cap5. Das cap5-Gen
wies hinsichtlich des Vorkommens bei den sporadischen Abstammungslinien eine
hohe Signifikanz auf (P <0,0001).

Das gemeinsame Auftreten der Gene cap5 und cna erwies sich ebenso als
signifikant (P < 0,001). Alle Stamme, die positiv flir cap8 waren, waren negativ flr
cna. Vergleichbare Zusammenhange konnten auch MOORE und LINDSAY (2001)
bei der Untersuchung von S. aureus, isoliert vom Menschen, beobachten. Dies stand
im Gegensatz zu den Untersuchungen von RYDING et al. (1997) und BOOTH et al.
(2001). Diese Autoren fanden, bei S. aureus, isoliert vom Menschen, signifikante
Zusammenhange zwischen dem Auftreten der Gene cap8 und cna. Dem signifikant
hohen Auftreten von cap8 bei vorherrschenden Abstammungslinien kénnte eine
Bedeutung als Charakteristikum von S. aureus solcher Abstammungslinien haben.

Die Synthese der Virulenzfaktoren erfolgt bei S. aureus mit Hilfe eines
Ubergeordneten Regulationssystems (RECSEI et al., 1985). Dieses mit ,accessory
gene regulator* bezeichnete Regulatorsystem wurde von PENG et al. (1988) kloniert
und sequenziert. Das agr-Gen-Produkt fordert in der spaten exponentiellen Phase
die Bildung von vielen Exoproteinen wie z.B. Toxinen, Hamolysinen und Enzymen.
Dagegen wird die Bildung von zellwandgebundenen Virulenzfaktoren wie z.B. das
Protein A und das fibronectinbindende Protein aber auch die nicht
zellwandgebundene Koagulase bei S.aureus in der frihen exponentiellen Phase
produziert und vom agr-Gen-Produkt reprimiert (LINDBERG et al., 1990).

Der agr-Genort besteht aus zwei Operons (P2 und P3) mit entgegengesetzten
Transkriptionsrichtungen (Abb. 53). Das Operon P2 enthalt vier Gene (@grA, B, C
und D) und wird von Promoter P2 transkribiert (KORNBLUM et al., 1990). Die agrA
und agrC-Gene sind zwei Komponenten des klassischen ,pathway“-

Transduktionsignals, wobei agrC den Signalrezeptor und agrA den Antwortregulator
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kodieren (NOVICK et al., 1995). Die agrB und agrD-Gene produzieren gemeinsam
kleine Peptide, die sogenannten ,autoinducing“-Peptide (AIPs), die an agrC binden
und dieses Gen aktivieren (JI et al., 1995). Die primare Rolle von agrA und agrC liegt
in der ,up“-Regulation der beiden P2- und P3-agr-Promotoren. Dieser Schritt wird in
Verbindung mit einem zweiten Trankriptionsfaktor, das sogenannte ,DNA-binding*-
Protein (SarA), durchgefihrt (NOVICK et al., 1995). Das SarA-Protein ist das primare
Produkt des ,staphylococcal accessory regulator“-Genlocus (sar) (BLEVINS et al.,
1999).

Das P3 Operon kodiert das RNA-Molekdl Il (RNAIII), welches fur die ,up-
Regulation* der extrazellularen Proteine und fur die ,down-Regulation* der
zellwandgebundenen Proteine wahrend der Transkriptionsphase verantwortlich ist (JI

et al., 1995). Das P3 Operon kodiert ebenso das d-Hamolysin, welches jedoch keine

Rolle innerhalb des Regulationssystems spielt (NOVICK und MUIR, 1999).

Die P2- und P3-agr-Promotoren werden unterschiedlich reguliert. Sie zeigen
eine schwache Aktivitat in der frihen exponentiellen Phase und eine starke Aktivitat
in der spaten Wachstumsphase (VANDENESCH et al., 1991a). Ein dritter schwacher
konstitutioneller Promotor (P1) ist innerhalb des Operons P2, unmittelbar vor dem
agrA-Gen, bkalisiert. Seine genaue Funktion innerhalb dieses Systems ist bislang

nicht bekannt (NOVICK et al., 1993).



5 Diskussion 118

™| D —
P2 P3

) e o, @ >,

Abb. 5-3:

benétigen AIPs um notwendig fur die
aktiviert zu werden Synthese der AlPs
Schematische Darstellung des agr-Systems nach NOVICK und MUIR

(1999). Das Operon P2 enthalt vier Gene (@grA, B, C und D) und wird
vom Promoter P2 aus transkribiert. Die agrA und agrC-Gene kodieren
den Antwortregulator und den Signalrezeptor. Die primare Rolle von
agrA und agrC liegt in der ,up“-Regulation der beiden P2- und P3-agr-
Promotoren. Die agrB und agrD-Gene produzieren gemeinsam die
AIPs, die an agrC binden und dieses Gen aktivieren. Das P3 Operon
kodiert RNAIII, welches verantwortlich fir die ,up-Regulation* der
extrazellularen Proteine und fir die ,down-Regulation® der

zellwandgebundenen Proteine ist.

JI und NOVICK (1997) zeigten bei ca. 400 S. aureus-Stammen und auch bei

anderen Staphylokokkenspezies, dass die meisten Stamme AIPs fur die Aktivierung

der RNAIII-Transkription produzierten und absonderten. Jedoch hemmten die AlIPs

eines Stamms oder einer Spezies die Aktivierung der RNAIII-Transkription anderer

Stdmme oder anderer Spezies. Dies weist auf eine neuartige bakterielle Interferenz

hin, da die Hemmung der Produktion der Virulenzfaktoren starker betroffen ist als

das Zellwachstum. Ein Vergleich von agrB, C und D verschiedener S. aureus-

Stamme auf Aminosaurenebene zeigte, dass bei diesen Genen sowohl konservierte

als auch variable Regionen enthalten sind. Die variablen Aminosaureregionen sind
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u.a. fur die Spezifitat der AIPs und den Wechselwirkungen zwischen dem agrC-
Rezeptor und ihren Liganden verantwortlich. Aufgrund dieser Variabilitdt innerhalb
der Aminosaureregionen und der damit verbundenen Spezifitat von agrB, C und D
lassen sich die S.aureus in die vier Gruppen agrl bis IV einteilen. Die Mitglieder
einer agr-Gruppe aktivieren Uber ihre AIPs jeweils die RNAIII-Transkription der
Stamme der gleichen Gruppe, hemmen aber anderseits die RNAIlI-Transkription
anderer agr-Gruppen. Laut NOVICK et al. (1993) werden die AIPs aber auch von
anderen Staphylokokkenspezies gebildet, die die RNAIII-Transkription von S. aureus
aller vier agr-Gruppen hemmt.

Das Auftreten der agr-Gene | bis Ill innerhalb der S.aureus-Kulturen der
vorliegenden Arbeit erwies sich als variabel. Diese Variation ermdglichte ebenso eine
Genotypisierung der  S.aureus. Alle Stamme der vorherrschenden
Abstammungslinien, nicht aber solche der sporadischen Abstammungslinien,
erwiesen sich als positiv fir das Gen agrll. Eine hoch signifikante Beziehung war
dartiber hinaus zwischen dem Auftreten des agrll-Gens und der Gene fnbB und cap8
(P = 0,0005 und P < 0,0001) und zwischen agrl bis Il negativen Kulturen und dem
Auftreten von cna und cap5 (P = 0,0001 und P < 0,0001) zu beobachten. Das
vermehrte gemeinsame Auftreten der Gene agrll und cap8 bei den vorherrschenden
Abstammungslinien kénnte eine Bedeutung fur die Ausbreitung einzelner S. aureus-
Klone im Mastitisgeschehen haben.

Der Nachweis der fur das a- und b-Hamolysin verantwortlichen Gene hla und
hib ergab fur hla bei 86 (98,9%) S.aureus-Kulturen und fir hlb bei 84 (96,6%)
Kulturen eine positive Reaktion. Laut O'REILLY et al. (1990) ist das Vorkommen von

hla nicht immer mit einer nachweisbaren Bildung des a-Hamolysins verbunden. Dies

konnte nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Eine a-
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Hamolyse war, nach der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode (3.3.4)
zur Unterscheidung der Hamolyseformen, bei 84 (96,6%) der Kulturen nachweisbar.
Bei zwei hla-positven Kulturen konnte ausschlief3lich eine b-Hamolyse beobachtet
werden. Die einzige hla-negative Kultur der vorliegenden Arbeit wies eine d-like-
Hamolyse auf. Vergleichbare Unterschiede zwischen dem Gennachweis und dem
Auftreten eines Hamolysins war fur das Gen hlb festellbar. Eine b-Hamolyse warr,
nach der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode (3.3.4) zur
Unterscheidung der Hamolyseformen, bei 73 (83,9%) Kulturen nachweisbar, wobei
bei 13 Kulturen, die positiv fir das Gen hlb waren, phanotypisch ausschlieflich eine
a-Hamolyse erkennbar war. Bei drei Kulturen der vorliegenden Arbeit, die eine a-
und b-Hamolyse zeigten, konnte das hlb-Gen nicht amplifiziert werden.

Das Auftreten von phanotypisch b-Hamolysinpositiven aber genotypisch hlb-
negativen S. aureus-Kulturen kdnnte auf Sequenzvariationen der Primeransatzstelle
zurtckzufiuhren sein, die eine Amplifizierung des Gens hilb verhinderte. Die Gene hla
und hib bzw. das Auftreten einer a- und b-Hamolyse scheint, nach den Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchungen, ebenso typisch fur S.aureus, isoliert aus
Mastitismilchproben von Brasilien, zu sein.

Die S. aureus-Kulturen der vorliegenden Arbeit wurden dartiber hinaus auf
das Vorkommen von Enterotoxingenen und auch weiteren Toxingenen untersucht.
Dabei konnten vermehrt die haufig gemeinsam auftretenden Toxingene seg und sei
und vereinzelt auch das Toxingen seh nachgewiesen werden. Die Gene seg und sei
waren ohne statistische Signifikanz bei vorherrschenden und sporadischen
Abstammungslinien nachweisbar. Bei keiner der untersuchten S.aureus-Kulturen
konnten die Gene sea, seb, sec, sed, see, sej, sowie tst, eta oder etb nachgewiesen

werden.
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Nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen waren Enterotoxine
bzw. Enterotoxingene bei S. aureus-Kulturen, isoliert von Rindermastitiden im
Bundesstaat Sao Paulo, Brasilien, eher selten nachweisbar. NADER FILHO et al.
(1988) beobachteten bei 32 untersuchten S. aureus-Kulturen, ebenso isoliert von
Rindermastitiden im Bundesstaat Sao Paulo, Brasilien, die Bildung von Enterotoxin B
bei einer Kultur. LOPES et al. (1990) beschrieben bei S. aureus-Kulturen, isoliert im
Bundesstaat S&o Paulo, Brasilien, 4,7% Enterotoxin C-bildende Kulturen. Die
genannten Autoren untersuchten ihre Kulturen jedoch nicht hinsichtlich der neu
beschriebenen Enterotoxine G, H und [, die in den vorliegenden Untersuchungen
miteinbezogen wurden.

JARRAUD et al. stellten 2001, im Rahmen von Sequenzanalysen fest, dass
seg, sei, sen (ehemals sek), seo (ehemals sel) und sem gemeinsam auf einem
Operon liegen und bezeichneten dies als ,enterotoxic gene cluster" (egc). Innerhalb
der neu beschriebenen Enterotoxine G bis O scheint von besonderer Bedeutung zu
sein, obwohl hierzu bislang nur sehr wenige Arbeiten vorliegen, inshesondere der
egc-Komplex. Der egc-Komplex wurde als ein Element der Genominsel nSab
beschrieben (BABA et al., 2002). Die Gene seg und sei traten, wie aufgrund des
gemeinsamen Vorkommens beider Gene auf einer Pathogenitétsinsel zu erwarten, in
den vorliegenden Untersuchungen Uberwiegend gemeinsam auf. Bei einer
S. aureus-Kultur war das Gen sei allerdings nur alleine nachweisbar. Dies kdnnte auf
eine Variation innerhalb der mutmalfilichen Pathogenitatsinsel dieses Stammes oder
auf Sequenzvariation der Primeransatzstellen der seg-spezifischen Primer
zuruickzufiihren sein. Uber das Auftreten von sem, sen und seo liegen bislang noch
keine Ergebnisse vor. Die Gene seg und sei konnten bereits bei S. aureus, isoliert
aus Milchproben mastitiskranker Kihe, nachgewiesen werden (AKINEDEN et al.,

2001). OMOE et al. (2002) konnten allerdings zeigen, dass bei S. aureus-Kulturen,
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isoliert vom Menschen und aus Milchproben, die diese beiden Gene besal3en, keine
oder nur eine geringe Enterotoxinbildung messbar war. Aus diesem Grund ist die
Bedeutung dieser neu beschriebenen Enterotoxine fur die Euterpathogenitat bislang
noch unklar.

Das Toxingen seh war nur bei drei Kulturen der Abstammungslinie LD
nachweisbar. OMOE et al. (2002) untersuchten 146 S. aureus-Kulturen, isoliert vom
Menschen und aus Milchproben, und konnten bei 21 (14,4%) bolaten das Gen seh
und bei 20 (13,7%) Isolaten die Expression von SEH nachweisen. Im Affenversuch
hatte, nach SU und WONG (1995), das gereinigte SEH in einem Zeitraum von 1,5
bis 3 h nach der Aufnahme eine emetische Wirkung. NILSSON et al. (1999),
HAKANSSON et al. (2000) und PETERSSON et al. (2001) beschrieben SEH als ein
T-Zellmitogen, welches, verglichen mit allen beschriebenen Enterotoxinen, die
hdchste Affinitat zu MHC-Klasse II-Molekilen besitzt. Die Bedeutung des nach den
vorliegenden Untersuchungen eher vereinzelt aufgetretenen Gens seh fur die
Euterpathogenitét ist bislang ebenf3so noch unklar.

MONDAY und BOHACH (1999) wiesen bereits mittels ,Multiplex-PCR*
gleichzeitig mehrere SE-Gene nach. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit mit den
von diesen Autoren beschriebenen Oligonukleotidprimern ebenso durchgefihrt
werden; dabei war ein Nachweis von seg, seh und sei mit Hilfe der ,MultiplexPCR*
gleichzeitig mdoglich. Wie bereits bei den zuvor beschriebenen PCR-Ergebnissen
gezeigt, traten die Gene seg und sei, bis auf eine sei-positive Kultur, gemeinsam auf.

Die S. aureus-Kulturen wurden ferner hinsichtlich des Gens setl, das ein SET
kodiert, untersucht, wobei 85 (97,7%) Kulturen positiv und nur zwei (2,3%) Kulturen
negativ waren. Dieses vermehrte Vorkommen konnte darauf hinweisen, dass diese
Proteine eine Rolle als Virulenzfaktoren auch bei der Mastitis des Rindes spielen. Die

set-Gene kdnnen mit bis zu 10 Varianten auf einer Pathogenitatsinsel vorkommen
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(KURODA et al., 2001; BABA et al., 2002). Die in vitro Wirkung des SET1-Proteins
wurde von WILLIAMS et al. (2000) geprift. Diese Autoren zeigten, dass dieses

Protein die Produktion von Interleukin-1b, Interleukin-6 und Tumor-Necrosis-Alpha

von mononuklearen Zellen des Menschen stimuliert.

54 Schlul3folgerungen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten S. aureus-Kulturen, isoliert von
Rindermasititiden im Staat S&o Paulo, Brasilien, wiesen hinsichtlich phanotypischer
und genotypischer Eigenschaften die weltweit vorkommenden Merkmale dieser
Spezies auf. Dies zeigte sich unter anderem in dem Vorkommen und auch in den
Genpolymorphismen zahlreicher mutmaRlicher Virulenzgene. Diese Merkmale
zeigten im weiteren, gemeinsam mit den Ergebnissen des ,DNA-Fingerprinting*,
dass nur eine geringe Zahl gleicher oder nahe verwandter Bakterienklone fiir die
Mastitissituation der jeweiligen Betriebe und, Ubergreifend, fur Betriebe mehrerer
Bezirke verantwortlich waren. Eine Erkennung dieser epidemiologischen Situation
und mutmaRlicher Ubertragungswege zwischen den Betrieben kann zu einer
zukUnftigen Sanierung der Betriebe und zu einer Steigerung der Tiergesundheit und

der Wirtschaftlichkeit der Milchgewinnung in Brasilien beitragen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im vorliegenden wurden 87 S. aureus-Kulturen, isoliert aus Milchproben von
87 an subklinischer Mastitis erkrankter Kiihe 23 verschiedener Betriebe von sechs
unterschiedlichen Bezirken des Bundesstaats S&o Paulo, Brasilien, untersucht.
Aufgrund von phanotypischen Eigenschaften und durch PCR-vermittelte
Amplifizierung von speziesspezifischen Genabschnitten des 16S rRNA- und des 23S
rRNA-Gens, des Thermonuclease-Gens nuc, des Clumping-Factor-Gens clfA, des
Koagulase-Gens coa und des Protein A-Gens spa konnten alle 87 Isolate der
Spezies S. aureus zugeordnet werden. Bei der Amplifizierung der Gene clfA, coa und
spa traten Genpolymorphismen auf, die eine Genotypisierung der S.aureus
einzelner Betriebe ermdglichten. Die isolierten S. aureus wurden im weiteren durch
Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA der Kulturen und anschlielRender
Auftrennung der Fragmente mittels PFGE untersucht. Dabei konnten 26 DNA-
Restriktionsmuster (MA1-MA7, MB1-MB4, MC1 und MC2, MD1 und MD2, ME1-MES6,
MF, MG, MH, MI1 und MI2), die sich zu neun Abstammungslinien (LA-LI)
zusammenfassen lieRen, unterschieden werden. Die beiden Abstammungslinien LA
und LE waren durch 63 (72,2%) Isolate reprasentiert und konnten in allen sechs
Bezirken des Bundesstaats S&o Paulo nachgewiesen werden. Eine weitergehende
Charakterisierung der Kulturen war durch PCR-vermittelten Nachweis der
Uberwiegend auftretenden Gene fnbA (100%), cap8 (87,4%) und agrll (72,4%) bzw.
der vereinzelt auftretenden Gene cna (10,3%), fnbB (42,5%), cap5 (12,6%), agrl
(14,9%) und agrlll (3,5%) mdglich. Die S. aureus-Kulturen wurden ferner hinsichtlich
des Vorkommens von Toxingenen untersucht. Hierbei konnten die Hamolysingene
hla (98,9%) und hlb (96,6%), die Enterotoxingene seg (37,9%), seh (3,5%) und sei

(39,1%) und das ,Exotoxin-like“-Protein-Gen setl (97,7%) nicht aber die Toxingene
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sea, seb, sec, sed, see, sej, tst, eta und etb nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
des ,DNA-Fingerprinting”, die beschriebenen Genpolymorphismen und das
Toxingenmuster zeigten, dass wenige spezialisierte Bakterienklone fur die jeweilige
Mastitissituation in den Betrieben bzw. in den sechs Bezirken des Bundesstaats Sao

Paulo verantwortlich waren.
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7 SUMMARY

In the present study 87 Staphylococcus aureus isolated from milk samples
from 87 cows with mastitis of 23 different farms in six different municipal districts of
Sao Paulo State, Brazil, were investigated. According to phenotypical properties, and
by PCR amplification of the genes encoding 16S rRNA and 23S rRNA, thermostable
nuclease (wuc), Clumping-Factor (IfA), coagulase (oa) and protein A (spa) all 87
isolates of the present study could be identified as S. aureus. The amplification of the
genes clfA, coa and spa displayed size polymorphisms and enabled a genotyping of
the bacterial clones at the farm level. Genomic ,DNA fingerprinting” patterns for the
87 S. aureus strains were generated by PFGE analysis. A total of 26 distinct patterns
(MA1-MA7, MB1-MB4, MC1 and MC2, MD1 and MD2, ME1-ME6, MF, MG, MH, MI1
and MI2) resulted in nine S. aureus lineages (LA-LI). The most prevalent lineages,
LA and LE, which accounted together 63 (72.2%) of the isolates, were collected from
all of the six municipal districts of Sdo Paulo State, Brazil. Further genotypic
properties of the S. aureus isolates revealed that certain traits such as the genes
fnbA, cap8, and agrll could be observed with almost al of the S. aureus isolates and
were detected in 100%, 87,4%, and 72,4% of the strains, respectively. The genes
cha, fnbB, cap5, agrl and agrll could be observed only for 10,3%, 42,5%, 12,6%,
14,9% and 3,5% of the strains, respectively. Toxin genes were also investigated and
resulted in the detection of the haemolysin genes hla (98,9%) and hlb (96,6%),
enterotoxin genes seg (37,9%), seh (3,5%) and sei (39,1%), and ,Exotoxin-like"-
Protein encoding gene setl (97,7%). None of the strains harboured the genes
encoding sea, seb, sec, sed, see, sej, tst, eta and etb. The results of DNA-
fingerprinting, the gene polymorphisms and the toxin gene patterns revealed that

some S. aureus lineages possess a capacity to cause infection and to disseminate
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and that a limited number of clones seemed to be responsible for the cases of bovine

mastitis on the various farms.
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8 RESUMO

No presente estudo foram analisadas 87 amostras de S. aureus isoladas do
leite de vacas com mastite subclinica, oriundas de 23 fazendas localizadas em seis
municipios do Estado de S&o Paulo. Baseado em caracteristicas fenotipicas e
amplificando-se pela PCR fragmentos espécie-especificos dos gens 16S rRNA e
23S rRNA, bem como da termonuclease (nhuc), do Clumping-Factor® (clfA), da
coagulase (coa) e da Proteina A (spa), todas as 87 amostras puderam ser
identificadas como S. aureus. A amplificacdo dos gens clfA, coa e spa resultou em
polimorfismos, 0 que possibilitou uma tipagem genética das amostras entre as
propriedades. As culturas foram ainda analisadas pela macrorestricdo do DNA
cromossomal e separacdo posterior dos fragmentos pela PFGE. Obteve-se 26
padrdes de restricdo do DNA (MA1-MA7, MB1-MB4, MC1 e MC2, MD1 e MD2, ME1-
MEG6, MF, MG, MH, MI1 e MI2), que puderam ser agrupados em nove linhagens (LA-
LI). As linhagens LA e LE somadas representaram 72,2% com 63 amostras e
puderam ser observadas nos seis municipios pesquisados. Adicionalmente foram
analisadas outras caracteristicas das culturas com a amplificacdo pela PCR dos
gens fnbA, cap8 e agrll, sendo estes encontrados em 100%, 87,4% e 72,4% das
amostras, respectivamente. Os gens cna, fnbB, capb, agrl e agrlll revelaram-se
menos prevalentes, sendo estes amplificados em 10,3%, 42,5%, 12,6%, 14,9% e
3,5% das amostras, respectivamente. Foram amplificados também, os gens das
hemolisinas hla e hlb, os gens das enterotoxinas seg, seh e sei, bem como o gen
setl da proteina ,Exotoxin-like”, entre 98,9%, 96,6%, 37,9%, 3,5%, 39,1% e 97,7%
das amostras, respectivamente. Nao foram observadas reacbes positivas para 0s
gens das toxinas sea, seb, sec, sed, see, sej, tst, eta e etb. Verificou-se, pela anélise

dos padrdes de macrorestricdo do DNA, pela obten¢édo do polimorfismo genético e
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pelo encontro dos gens de toxinas, que ha um numero limitado de clones
especializados que sao responsaveis pelos casos de mastite nas propriedades

estudadas.
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