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1 EINLEITUNG

Staphylococcus (S.) aureus ist weltweit eine haufige Ursache unterschiedlichster
Erkrankungen bei Mensch und Tier.

Beim Rind hat S. aureus als Erreger sowohl klinischer als auch subklinischer
Mastitiden eine herausragende Bedeutung. Die Mastitis des Rindes zahlt zu den
Okonomisch wichtigsten Rinderkrankheiten, und S. aureus ist der am haufigsten
nachgewiesene Erreger. Beziglich seiner Epidemiologie wird S. aureus zu den
sogenannten kontagitésen Mastitiserregern gezahlt. Das natlrliche Reservoir ist das
infizierte Rindereuter, und die Ubertragung findet iiberwiegend durch kontaminierte

Melkgeratschaften wahrend des Melkaktes statt.

Neuere Befunde konnten jedoch bei einzelnen S. aureus-Stdmmen ein
abweichendes epidemiologisches Verhalten belegen. Unabhangig von den
hygienischen Rahmenbedingungen verhalten sich einzelne Stamme wie
umweltassoziierte Mastitiserreger, das heil3t sie zeigen eine vergleichsweise geringe
Kontagiositat und breiten sich entsprechend nicht oder nur sehr langsam innerhalb
des betroffenen Bestandes aus (SOMMERHAUSER, 2001).

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, inwieweit sich diese Unterschiede im
epidemiologischen Verhalten einzelner S. aureus-Stamme in der Ausstattung mit
verschiedenen Virulenzgenen dieser Stamme widerspiegeln. Auch sollte untersucht
werden, ob sich genotypische oder phanotypische Merkmale finden lassen, die eine

Voraussage uber Klinik und Epidemiologie ermdglichen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Euterentziindungen bei Rindern

Die bovine Milchdrise besteht aus einem lobular-duktalen Netzwerk von
Parenchymzellen (epitheliale und myoepitheliale Zellen bzw. Vorlaufer- oder
Stammzellen) sowie einem Stroma aus fibrosem und elastischem Bindegewebe
(DEGO et al., 2002).

Das Milchdrisenepithel unterliegt dynamischen Veranderungen, die mit der
Sekretion von Milch und verschiedenen Proteinen sowie nicht-Protein-Substanzen
verbunden sind. Diese sekretorische Aktivitat kann sich, in Abh&ngigkeit von ihrem

Differenzierungsgrad, von Zelle zu Zelle im gleichen Viertel unterscheiden.

Fur die Milchkuh ist die Mastitis weltweit eine der wichtigsten Erkrankungen mit
bedeutenden 0Okonomischen Konsequenzen fur den Landwirt. Sie fuahrt zu
Milchverlust, geringerer Milchproduktion, erhohten Abgangsraten und zu einer
schlechteren Bezahlung infolge erhdhter somatischer Zellzahlen (SMITH und
HOGAN, 1993). Die Milchdrise kann zu jedem Zeitpunkt wahrend der Laktation und
sogar noch vor der ersten Laktation infiziert werden (OLIVER und MITCHELL, 1983).
Dabei handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung. Als Mastitis wird die
Entziindung der Milchdrise in der Gesamtheit ihrer milchbildenden Gewebeanteile
angesehen. Diese Entziindung kann sich in einem akuten oder in einem chronischen
Verlaufsstadium befinden. Ihre Symptome koénnen klinisch manifest, d.h. durch
Sinnespriufung feststellbar oder subklinisch, d.h. nur durch labordiagnostische
Untersuchungen der Milch feststellbar sein (WENDT et al., 1994).

Die bovine Mastitis ist eine Entziindung der Milchdruse, die durch eine somatische
Zellzahl von in der Regel iiber 2x10° Zellen pro ml Milch gekennzeichnet ist (DEGO
et al., 2002). Die somatische Zellzahl von Milch aus gesunden Eutervierteln liegt
meistens unter 10> Zellen pro ml Milch. Nach experimenteller intramammaérer
Inokulation von S. aureus steigt der somatische Zellgehalt nach 1 bis 3 h und kann
innerhalb von 24 bis 48 h Zellzahlen von mehreren Millionen Zellen pro ml erreichen
(SUTRA und POUTREL, 1994).

Der Zellgehalt der Milch ist daher ein wichtiges Kriterium zur Erkennung
insbesondere von subklinischen Mastitiden. Die Zellen in der Milch sind zum gré3ten
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Teil polymorphkernige Leukozyten, auf3erdem Lymphozyten und Makrophagen.
Daneben befinden sich nicht differenzierbare Zellen oder Zelltrimmer in der Milch
(MIELKE und MICHEL, 1994).

In den letzten Jahren haben Verfahren zur Kontrolle der Mastitis gefuhrt, die auf
hygienischen MaRRnahmen wahrend des Melkens, kombiniert mit einer
systematischen antibiotischen Behandlung der Kuh in der Trockenstehzeit basieren.
Da der haufigste Ubertragungsweg im Ubergang der Erreger von einer infizierten auf
eine nicht-infizierte Milchdrise, aus Vektoren wie Melkzeug, Euterticher oder die
Hande des Melkers, besteht (ROBERSON et al., 1998), kommt den hygienischen
Malnahmen wahrend des Melkens eine besondere Bedeutung zu.

Viele Faktoren, wie Graviditat und Laktationsstadium (ZADOKS et al., 2000),
Zitzenverletzungen, Rasse und Jahreszeit (DEGO et al., 2002) beeinflussen ebenso

das Entstehen einer Mastitis.

2.1.1 Ursachen fur Euterentzindungen

Eine Entzindung der Milchdriise kann auch durch chemische, physikalische und
traumatische Faktoren, d.h. ohne Einwirkung infektioser Agentien hervorgerufen
werden. Nach WENDT et al. (1994) weisen subklinische oder klinische Mastitiden
ohne Erregernachweis ein Vorkommen von 15 bis 20%, in Ausnahmeféllen von 50
bis 80% auf. Diese subklinischen und klinischen Euterentziindungen ohne
Erregernachweis werden durch einen Komplex von Faktoren verursacht, die die
Milchdrise direkt oder indirekt schadigen (WEISS, 1988; SCHULZ, 1994; WENDT et
al., 1994).

Nach COENEN (2000) sind allerdings mehr als 95% aller Euterentzindungen durch
kontagiose Erreger oder Umweltkeime verursacht, die zunéchst als Kontamination
am Zitzenende beginnen. Mikrobielle Krankheitserreger sind in den meisten Féallen
Bakterien, seltener Pilze, Algen oder Viren (WENDT et al., 1994).

Verschiedene endogene Ursachen (z.B. herabgesetzte Kérperabwehr) und exogene
Faktoren (z.B. mangelhafte Haltungsbedingungen, Gbermé&Riger Keimdruck)
begiinstigen die Entstehung von Mastitiden und konnen in der Summe zur

Erkrankung fuhren.
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Zu den wichtigsten Mastitiserreger zahlen neben S. aureus, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis, nicht-spezifizierte Streptokokken, Escherichia
coli, Klebsiella sp., coliforme Keime, Enterococcus sp., Mannheimia sp.,
Arcanobacterium pyogenes, Pasteurella sp., Pseudomonas sp., Hefen, Serratia
marcescens, Proteus sp. und auch Prototheken (DINGWELL et al., 2003).

2.1.2 Klinisches Bild und Verlauf

2.1.2.1 Akute Euterentziindungen

Die an akuter Mastitis erkrankten Euterviertel sind umfangsvermehrt und
schmerzhaft, gerdtet und vermehrt warm. Die Milch solcher Viertel ist in der Regel
verandert: es finden sich Flocken, der Zellgehalt ist erhdht, die Milch ist salzig und

der Geruch kann verandert sein. Haufig haben die erkrankten Tiere Fieber.

Eine akute entziindliche Reaktion ist entscheidend in der Abwehr des Wirtsgewebes
gegen invasive pathogene Keime. Leukozyten, insbesondere neutrophile
Granulozyten, leisten den wichtigsten Beitrag zu diesem natirlichen
Abwehrmechanismus und ihre Migration zum Infektionsort bzw. zur Eintrittspforte der
Infektion bestimmt den Ausgang der Infektion (DEGO et al., 2002).

2.1.2.2 Chronische und subklinische Euterentzindungen

Die chronische Euterentzindung kann der akuten Verlaufsform folgen oder von
vornherein als schleichendes, klinisch zunachst wenig auffalliges Geschehen
auftreten. Es ist ein Zustand, bei dem Kklinisch keine nachweisbare Entziindung am
Euter vorliegt und grobsinnlich keine Abweichungen im Milchcharakter feststellbar
sind. Chronische Euterentziindungen sind durch latent erhdhte Zellzahlen ohne
auRerlich sichtbares Krankheitsbild gekennzeichnet (subklinische Mastitis). Oft findet
in diesem Stadium keine Erregerausscheidung statt. Kommt es jedoch zum Ausbruch
einer akuten Mastitis kann es zur Erregerausscheidung kommen. Meistens geht die
subklinische Mastitis der klinischen Form voraus (AHLNER, 2004).
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Eine Kuh mit bis zu 100000 Zellen pro ml Milch gilt als eutergesund, andererseits
muss unter veranderten Bedingungen eine Kuh mit 300000 Zellen und mehr nicht

zwangslaufig eine Mastitis haben (DEGO et al., 2002).

2.2 Staphylococcus aureus als Mastitiserreger des Rindes

Beim Haustier ist S. aureus hauptsachlich in intramammaéare Infektionen
(intramammary infections/IMI) der laktierenden Kuh involviert (SUTRA und
POUTREL, 1994). Milch ist ein besonders geeignetes Medium fur das Wachstum von
S. aureus, da der Erreger Kasein hydrolysieren und Laktose fermentieren kann
(DEGO et al., 2002).

Das infizierte Euterviertel scheint auch das wichtigste Reservoir fir S. aureus zu
sein. Die Ubertragung zwischen den Kiihen erfolgt gewohnlich wahrend des Melkens
(TOLLERSRUD, 2000). Neben infizierten Eutervierteln sind Lasionen der Haut von
Euter und Zitze ebenfalls wichtige Reservoire (ROBERSON et al., 1998).

Wenn S. aureus die Zitzen6ffnung kontaminiert hat, kann der Keim dort bis zu 18
Wochen persistieren, ohne in die Milchdrise einzudringen (FROST et al., 1977). Der
Erreger kann sich aber auch vermehren und in den Zitzenkanal entweder durch
fortschreitende Besiedlung oder durch geanderte Druckverhaltnisse im Euter -

insbesondere gegen Ende des Melkens — eindringen (DEGO et al., 2002).

Die Staphylokokken-Mastitis verlauft haufig subklinisch, unterbrochen durch
gelegentliches akutes Aufflackern der Infektion (BRUCKLER et al., 1994). Bei der S.
aureus-Mastitis handelt es sich um eine katarrhalisch-eitrige Mastitis und
Galaktophoritis, die chronisch oder akut verlauft mit verschiedenen klinischen und
pathologisch-anatomischen Bildern. Am haufigsten tritt die chronisch-katarrhalische
Galaktophoritis und Mastitis auf, die oft subklinisch verlauft und besonders postpartal

akut aufflackern kann.

Die S. aureus-Mastitis ist nach wie vor ein grof3es Problem in der Milchproduktion
und die antibiotische Therapie ist nicht sehr effektiv (PYORALA et al., 1998).
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2.2.1 Morphologie

Der Ausdruck ,Staphylococcus” stammt von dem griechischen Wort ,staphyle”
(Bindel von Weintrauben) und beschreibt die charakteristische Anordnung im
mikroskopischen Préparat: die Kokken mit einem Durchmesser von 0,5-1,5 pm
liegen meistens in unregelmaiigen, traubenférmigen Haufen vor, aber auch einzeln,
in Paaren oder kurzen Ketten. Der Name S. aureus leitet sich von der oft
goldfarbenen Pigmentierung der Kolonien ab, Pigmentierungen von grauweil3, weil3
tber gelb bis gelborange kommen ebenfalls vor (KLOOS und SCHLEIFER, 1986;
BRUCKLER et al., 1994; BOERLIN und NICOLET, 2002).

Bakterien bendtigen zum Leben und zur Vermehrung eine geeignete Umgebung, in
der Salze, Spurenelemente und Wachstumsfaktoren enthalten sind. Ein bestimmter
Sauerstoff- und Kohlendioxidgehalt und die richtige Temperatur muss ebenfalls
vorhanden sein. S. aureus zeichnet sich durch ein schnelles aerobes oder anaerobes
Wachstum auf einem breiten Spektrum von Nahrmedien aus (BLOBEL und
SCHLIESSER, 1994). Der Keim stellt keine besonderen Wachstumsanspriche, so
dass seine Anzlchtung auch auf einfachen N&hrbdden gelingt. Innerhalb von 12 bis
24 h wachst er in einer einfachen Bouillon unter Tribung und Bodensatzbildung.
AulRerdem wachst S. aureus unter aeroben Bedingungen schnell und Gppig auf
Bluttagar bei 37 °C (BLOBEL und SCHLIESSER, 1994).

Auf festen Nahrbdden bilden sich mittelgroRe, glatte, unregelmaRig goldgelbe und
feucht glanzende, ca. 2-3 mm grof3e Kolonien mit verschiedenen Hamolyseformen:
S. aureus bildet 4 verschiedene Hamolysine (Toxine), die mit a, B, y und &
bezeichnet werden. a- und B-Toxin scheinen eine Hauptrolle bei der Virulenz von S.
aureus zu spielen; a-Toxin wird von 20 bis 50% der Stdmme (ELEK und LEVY,
1950), B-Toxin von 75 bis 100% der Stamme produziert (POUTREL und
DUCELLIEZ, 1979). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Wirkung auf
Erythrozyten bestimmter Spezies und fihren auf Blutagar zu unterscheidbaren
Hamolysezonen (ROLLE und MAYR, 2002). Das a-Hamolysin kommt hauptsachlich
bei Staphylokokkenstdmmen humaner Herkunft vor und verursacht eine breite
vollstandige Hamolyse. Das [(-Hamolysin findet sich besonders bei bovinen
Stammen und verursacht bei 37 °C eine unvollstandige Hamolyse. Das d-Hamolysin
bewirkt eine schmale, scharf begrenzte, vollstandige Hamolyse bei S. aureus, isoliert
von Mensch und Tier (BISPING und AMTSBERG, 1988).
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2.2.2 Selektivnahrmedien

Zur Anzuchtung von S. aureus eignen sich auch Selektivmedien wie der Chapman-
Agar und der Vogel-Johnson-Agar. Diese nutzen beispielsweise die Kochsalz- bzw.
Telluritresistenz der Staphylokokken und zeigen auch die Mannitspaltung an.
Natriumazid, Lithiumchlorid, Polymyxin und Neomycin sind weitere Zusatze flr
Selektivmedien, die zur Anziichtung von S. aureus genutzt werden kénnen (ROLLE
und MAYR, 2002). Fur die Isolierung von S. aureus aus kontaminiertem Material sind
verschiedene feste und flissige Selektivhahrbdden entwickelt worden, die meistens
als Fertignahrbéden im Handel erhéltlich sind. Dies sind z.B. Mannit-Kochsalz-
Phenolrot-Agar und Eigelb-Tellurit-Glycin-Pyruvat-Agar (BISPING und AMTSBERG,
1988).

2.2.3 Epidemiologie

Aus dem Verstandnis der Epidemiologie von S. aureus-Infektionen, d.h. in der
Kenntnis uber Reservoir, Ubertragungswege und Risikofaktoren, besteht in vielen
Herden eine gute Kontrolle dieses wichtigen Mastitiserregers. Der Durchbruch kam
mit der Erkenntnis, dass der Erreger vor allem beim Melken von Kuh zu Kuh
Ubertragen wird. Dies fuhrte zur EinfUhrung melkhygienischer MalRBnahmen, die den
Transfer von Kuh zu Kuh und die Neuinfektionsrate reduzierten. Die Melkhygiene

allein ist allerdings fur die Kontrolle der Erkrankung nicht ausreichend.

Der haufigste Ubertragungsweg besteht im Transfer von einem infizierten Euterviertel
zu einem nicht infizierten Viertel mittels Vektoren wie z.B. Melkzeug, Eutertlicher
oder die Hande des Melkers. Wenn die zuletzt gemolkene Kuh eine intramammare
Infektion mit S. aureus hat, wird die als nachstes gemolkene Kuh, wenn sie mit

demselben Melkzeug gemolken wird, direkt S. aureus-belasteter Milch ausgesetzt.

Die Ubertragungswege, die fir Neuinfektionen mit S. aureus wahrend der
Trockenstehphase verantwortlich sind, sind - da beide Tiergruppen unter ahnlichen
Umweltbedingungen leben - denjenigen von Farsen vor der ersten Abkalbung
ahnlich. Als Quelle fur S. aureus, der die Zitzenhaut von Farsen kolonisiert und eine

intramammare Infektion hervorruft, wurde unter anderem die Verfltterung von
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Mastitis-Milch identifiziert, wenn die Féarsen sich anschlieRend gegenseitig besaugen
(BRUCKLER et al, 1994).

S. aureus kann auch aerogen verbreitet werden. Der Erreger wurde aus der Luft in
einem Melkstand sowohl vor als auch wahrend des Melkens isoliert, allerdings nicht
aus der Luft in der Stallumgebung. Weiterhin wurde S. aureus aus 5 Luftproben aus
einer Scheune, in der zuchtfahige Farsen gehalten wurden, isoliert, sowie von einer
Weide mit tragenden Farsen, aus einer Scheune mit Farsen kurz vor der Geburt und
einer Kalberhitte (ROBERSON et al., 1998). S. aureus konnte auch von
Stallgeraten, Instrumenten, aus Hausern, Wasser und Futtervorraten sowie von
nicht-bovinen Tierarten isoliert werden (ROBERSON et al., 1998). In einer Herde mit
exzellenter Kontrolle kontagioser Mastitiserreger wurde der Ausbruch einer S.
aureus-Infektion auf die Ubertragung eines einzelnen Stammes zuriickgefiihrt. Dieser
Ausbruch konnte schlieBlich durch ein Programm mit strikter Melkhygiene,
Intensivierung der praventiven Keulung von infizierten Kiihen, Abtrennung von Kiihen
mit intramammarer Infektion in eine separate Abteilung und Melken dieser Kihe als
letzte kontrolliert werden (SMITH et al., 1998).

Ausmerzung ist haufig die Methode der Wahl fr die Eliminierung chronisch infizierter
Kihe (National Mastitis Council). Es gibt nur wenige Grunde dafir, Kihe mit
kontinuierlich erhdhter Zellzahl, sporadisch aufflammenden Mastitiden und
persitierenden Infektionen zu behalten. Diese Tiere kénnen als Reservoir fir
Infektionen fungieren und andere Kihe wahrend des Melkprozesses anstecken. Die
Ausmerzung chronisch infizierter Kihe ist einer der empfohlenen Eckpfeiler des
urspringlichen 5-Punkte-Mastitis-Kontrollprogramms und spielt immer noch eine

wichtige Rolle bei vergleichbaren Programmen (SMITH et al., 1998).

2.3 Mutmalfliche Virulenzfaktoren

S. aureus besitzt sekretorische und zellwandgebundene Faktoren, die zur Fahigkeit
des Bakteriums beitragen, im Wirt zu Uberleben und Erkrankungen hervorzurufen.
Die Virulenz einzelner S. aureus-Stamme beruht auf der kombinierten Wirkung von
mehr als 40 dieser extrazellularen Toxine, Enzyme und Oberflachenproteine (DEGO
et al., 2002; PEACOCK et al., 2002).
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Bei euterpathogenen S. aureus wurden folgende Virulenzfaktoren und mechanismen

beschrieben:

1.) Die Produktion von “antiphagozytierenden Faktoren” (Protein A und
Kapselbildung; DEGO et al., 2002)

2.) Die Adhasion an Epithelzellen der Milchdrise (SHOSHANI et al., 2000)

3.) Das intrazellulare Uberleben in Makrophagen und Epithelzellen der Milchdriise
(ALMEIDA et al., 1996 und 1997)

4.) Die Produktion von Exotoxinen, bakteriellen Superantigenen und Proteasen
(ANDERSON, 1976)

Auf der Gundlage ihrer biologischen Aktivitaten kobnnen nach DEGO et al. (2002) die
Virulenzfaktoren in drei funktionelle Kategorien eingeteilt werden: solche, die die
Adhasion der Bakterien an Wirtszelle oder —gewebe unterstitzen, solche, die die
Zerstorung von Wirtsgewebe und die Verbreitung fordern und in der dritten Kategorie
potentielle Virulenzfaktoren, die durch Umweltbedingungen reguliert werden.

Nach DINGES et al. (2000) produziert S. aureus verschiedene Exoproteine, die zu
der Fahigkeit des Mikroorganismus beitragen, im Wirtssaugetier Krankheiten
hervorzurufen. Diese Exotoxine umfassen Hamolysine, verschiedene Enzyme und
eine Substanzgruppe, die verwandt ist mit pyrogenen Toxinen, insbesondere die
Staphylokokken-Enterotoxine, das Toxische-Schock-Syndrom-Toxin und die

Exfoliativen Toxine.

AulRerdem produziert S. aureus zahlreiche extrazellulare Enzyme, wie Koagulase,
Kollagenase, Proteasen, Nuklease, Elastase, Lipase, beta-Lactamase, Glycerolester-
Hydralase, Hyaluronat-Lyase, Thermonuklease, Enzyme zur Modifizierung von
Fettsduren und Staphylokinase, welche an der Pathogenese von Euterinfektionen
und Infektionen des Menschen beteiligt sind. Einige dieser Enzyme erlauben es S.
aureus Substrate der Milch fur den eigenen Metabolismus zu verwenden. Allerdings
sind die Beteiligung und spezifischen Effekte dieser Enzyme bei der bovinen

intramammaren Infektion durch S. aureus noch nicht geklart (DEGO et al., 2002).
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2.3.1 Extrazelluldare Enzyme

2.3.1.1 Thermonuklease

Hitzeresistente Nukleasen (Thermonukleasen, TNase) werden regelmaRig von S.
aureus gebildet und sind somit fur diese Keime charakteristisch (BISPING und
AMTSBERG, 2000). Eine extrazellulare thermostabile Nuklease wird von 98 bis
100% der aus Milch isolierten Koagulase-positiven Staphylokokken produziert
(STUMPF, 1988; MULLER, 1996), so dass ihr Nachweis als diagnostisches Kriterium
zur Abgrenzung von S. aureus gegeniber anderen Staphylokokkenarten genutzt
werden kann (KLOOS und SCHLEIFER, 1986).

Die TNase ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 17000 Dalton. Es handelt
sich um eine Endonuklease, die sowohl DNA als auch RNA spaltet. Die
enzymatische Aktivitat bleibt fir mindestens 1 Stunde auch bei 100 °C erhalten
(BRAKSTAD et al., 1992; MULLER, 1996).

Die TNase ist ein gut charakterisiertes Protein und ein enzymatischer Test fir die
TNase-Produktion wird in vielen Labors zur Identifizierung von S. aureus-Isolaten
genutzt. Das kodierende Gen (nuc) wurde sequenziert (BRAKSTAD et al., 1992). Der
Nachweis dieses fur die spezifische TNase von S. aureus kodierenden-Gens ist
durch molekularbiologische Methoden, wie z.B. PCR oder die DNA-Hybridisierung,
moglich (MULLER, 1996).

2.3.1.2 Koagulase

Die Koagulase ist ein bifunktionales Rezeptin mit der Fahigkeit, Fibrinogen Uber
verschiedene C-terminale Repeats zu binden und Blut und Plasma verschiedener
Saugetiere durch Umwandlung zu Fibrin zu verklumpen (BJERKETORP, 2004).
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 Fibrinmolekll zur Folge hat und durch
Polymerisation des Fibrinogens eine Koagulation des Plasmas bewirkt. Die Bildung
von Fibrinklumpen dient dem Schutz der Staphylokokken vor den
Abwehrmechanismen des Wirts, z. B. durch Phagozytose (BRUCKLER et al., 1994).
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Die Koagulasebildung ist ein wichtiges phanotypisches Identifizierungskriterium fir S.
aureus und hat auch Bedeutung fir die Virulenz. Die meisten der aus dem
Rindereuter isolierten S. aureus-Stdmme koagulieren bovines Plasma (SUTRA und
POUTREL, 1994).

BRUCKLER et al. (1994) beschreiben die Koagulase als extrazellulares Protein ohne
Enzymcharakter mit einem Molekulargewicht zwischen 5000 und 90000 Da und

einem isoelektrischen Punkt (pl) zwischen 4,5 und 5,85.

Die Koagulase kommt in acht verschiedenen Serovarietaten vor. Diese werden von
verschiedenen Allelen des Koagulasegens kodiert (TAKESHIGE et al., 1983).

Das Gen coa, welches die Koagulase kodiert, wurde von GOH et al. (1992)
sequenziert. Die Koagulase besteht am N-terminalen Ende aus einem die
Prothrombin-bindende Region beinhaltenden und als ,Chymotryptic*-43 kDa-
Fragment bezeichneten Abschnitts. Das C-terminale Ende besitzt einen konstanten
Anteil sowie eine variable Region, die fur die Prothrombin-Bindung nicht bendtigt zu
werden scheint. Diese variable Region besteht aus einer unterschiedlichen Anzahl
sich wiederholender Einheiten (Repeats; KAIDA et al., 1989). Studien an S. aureus-
Isolaten von Mensch und Tier haben gezeigt, dass, basierend auf der Anzahl an
Repeats, diese Isolate in mehrere Subtypen klassifiziert werden kénnen (GOH et al.,
1992; FRENAY et al., 1994; VIMERCATI et al., 2006).

Die Bedeutung der Koagulase fir die Virulenz von S. aureus wurde uUberwiegend
durch die Injektion von gereinigter Koagulase in das Gesauge von Mausen gepruft.
Dies fuhrte zur Phagozytose durch polymorphkernige neutrophile Granulozyten und
zur Hyperplasie von Alveolarepithelien (ANDERSON et al., 1982). Die Rolle der

Koagulase bei der intramammaren Infektion des Rindes ist bislang noch unklar.

2.3.2 Protein A

Protein A, eine erstmalig von JENSEN (1958) als Antigen A beschriebene Substanz,
ist ein konstantes Merkmal von fast allen S. aureus-Isolaten und gilt als ein
taxonomisches Merkmal dieser Bakterienart (MULLER et al., 1983). Protein A
reagiert mit dem Fc-Stiick von Immunglobin(lg)G (MULLER et al., 1983; GUSS et al.,
1984) und bindet 1gG-Molekile somit umgekehrt, so dass die Opsonierung und
Phagozytose unterbrochen wird.
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Neuere Untersuchungen zeigen eine Interaktion zwischen Protein A und
zellassoziierten Proteinen von Endothelzellen und aktivierten Blutplattchen. Diese
hochaffine Bindung kann entweder direkt oder Uber eine Fibrinogenbriicke erfolgen
(PEERSCHKE et al., 2006).

Protein A ist an der Zellwand der meisten S. aureus—Stamme nachweisbar. Der
Anteil positiver Isolate wird zwischen 58,6 und 100% angegeben (FORSGREN,
1970; BRUCKLER et al., 1981; VARSHNEY et al., 1993; SLOBODNIKOVA et al.,
1995). In der Milch gesunder Euterviertel ist die Konzentration von 1gG, dem
wichtigsten an der Opsonierung beteiligten Isotyp, sehr niedrig. Folglich spielt nach
SUTRA und POUTREL (1994) Protein A wahrscheinlich fur die Virulenz von S.
aureus in den frihen Stadien der intramammaren Infektion nur eine untergeordnete
Rolle.

MULLER et al. (1983) untersuchten das Bindungsverhalten zwischen Protein A und
IgG verschiedener Tierarten. Die Untersuchung anhand verschiedener humaner S.
aureus-lsolate ergab, dass IgG von Mensch, Schwein, Pferd, Hund, Kaninchen und
Meerschweinchen, nicht aber IgG von Végeln und niederen Tierarten gebunden

wurde.

Das chromosomal kodierte Protein besitzt eine einzelne Polypeptidkette, die aus 2
strukturell und funktionell verschiedenen Regionen besteht (GUSS et al., 1984).
Nach UHLEN et al. (1984) findet sich am aminoterminalen Ende eine Signalsequenz,
funf 1gG-bindende Einheiten (A, B, C, D und E) sowie die zellwandassoziierte X-
Region. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die IgG-bindenden Domanen
auch an andere Liganden binden, insbesondere an IgM der VH3-Subklasse, an den
von Willebrand-Faktor, an den Komplement-Rezeptor gC1gR und an den Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor-1 (HARTLEIB et al., 2000; NGUYEN et al., 2000; GOMEZ
et al., 2004). Die X-Region setzt sich aus einer unterschiedlichen Zahl von Repeats
und einem funktionell als Membrananker bezeichneten konstanten Anteil am C-
terminalen Ende zusammen. Die Anzahl von Repeats in der X-Region scheint
zwischen verschiedenen Stammen von 3 bis 15 zu variieren (FRENAY et al., 1994;
FRENAY et al., 1996).
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Second IgG-binding protein

Ein zweites IgG-bindendes Protein (second IgG-binding protein, SBI), welches aus
436 Aminosauren besteht und ein Immunglobulin-Bindungsverhalten ahnlich dem
von Protein A zeigt, wurde von ZHANG et al. (1998a) erstmals beschrieben. SBI
bindet IgG und beta2-Glykoprotein und wird durch das Gen sbi kodiert, welches von
ZHANG et al. (2000) und KARIN et al. (2003) bei S. aureus-Referenzstdmmen

nachgewiesen werden konnte.

Das Protein umfasst verschiedene spezifische Doméanen: am N-terminalen Ende
befinden sich 2 Domanen mit einer dhnlichen Sequenz wie bei den IgG-bindenden
Domanen des Protein A. Urspringlich wurde angenommen, dass nur eine dieser
Domanen an IgG bindet, aber jingste Untersuchungen lassen vermuten, dass beide
am Fc-Stuck mit hoher Affinitat binden. Auf diese Protein A—ahnlichen Domanen folgt
eine Doméne, die beta2-Glykoprotein-1 (Apolipoprotein H) bindet (ZHANG et al.,
1999).

2.3.3.1 Clumping factor

Die Adhéasions-Mechanismen von S. aureus sind komplex und schlielen zahlreiche
Proteine ein, die fahig sind, spezifische Komponenten auf der Wirtszelloberflache zu
erkennen, welche ihrerseits adhasive Matrixmolekile enthalten und die Verankerung

von Bakterien in normalem und entziindetem Gewebe ermdglichen.

Fast alle Koagulase-positiven Staphylokokken bilden den sogenannten Clumping
factor (CF). Der CF reagiert direkt mit Fibrinogen ohne Vermittlung eines
Plasmafaktors und fuhrt zur Verklumpung von Staphylokokkenkolonien. Der
Nachweis geschieht im Objekttragertest, indem Staphylokokkenkolonien von festen
Nahrbéden in unverdinntes Citratplasma vom Kaninchen eingerieben werden; im
positiven Fall kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer Verklumpung (BISPING
und AMTSBERG, 1988; WENDT et al.,, 1994). Diese makroskopisch erkennbare
Klumpenbildung beim Verreiben von S. aureus-Koloniematerial in Kaninchenplasma
wird durch direkte Bindung der zellwandstandigen Rezeptoren (Clumping factor) an
Fibrinogen hervorgerufen (MULLER, 1996).
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Dabei wird ein CF-A und ein CF-B unterschieden. Diese binden an verschiedenen
Orten am Fibrinogen: CF-A bindet an der gamma-Untereinheit, wahrend CF-B an die

alpha-Kette des Fibrinogens bindet.

Von CF-A wird angenommen, dass es ein Faktor ist, der zur Kolonisierung von
implantiertem Material oder beschadigten Endothelien fihren kann. Das clfA-Gen
wird in vivo exprimiert und wurde bei nahezu allen S. aureus-Isolaten des Menschen
gefunden (DOMANSKI et al., 2005).

Die pathogene Bedeutung des CF wahrend der Infektion wird damit begriindet, dai3
durch die Bindung von Fibrinogen eine ,Maskierung” der Erreger stattfindet, was zu
einer Beeintrachtigung der zellularen Abwehrmechanismen fiihrt (MULLER, 1996).
Laut MOREILLON et al. (1995) ist der CF an der Bakterienoberflache lokalisiert und
vermittelt direkt die Bindung an Fibrinogen oder Fibrin.

Uber die Bedeutung des CF fir die Virulenz von Feldisolaten aus bovinen Mastitiden
liegen in der Literatur wenige Angaben vor. MATSUNAGA et al. (1993) konnten CF-
positive S. aureus-lsolate vorwiegend aus chronischen Mastitiden und in geringerem
Umfang auch aus akuten Mastitiden isolieren. Nach RODER (1985) gehen Mastitiden
durch CF-negative S. aureus-Stamme mit niedrigeren Zellgehalten einher als
Mastitiden durch CF-positive Stamme. LAEVENS et al. (1996) konnten einen CF-
negativen S. aureus-Stamm in einer Herde Uber acht Monate verfolgen. Etwa ein
Viertel der Herde war mit diesem Stamm infiziert. Die Viertelinfektionsrate lag im
Verlauf des Beobachtungszeitraumes zwischen 7,5 und 17,7%. Mastitiden durch CF-
positive S. aureus-Feldstamme wurden nicht beobachtet.

In der Literatur werden die Bezeichnungen ,Koagulase“ (siehe 2.4.1.2) und
Clumping-factor, der Fibrinogen-bindenden Determinante an der Zelloberflache von
S. aureus, uneinheitlich verwendet. Sequenzanalysen der betreffenden Gene haben
aber ergeben, dass die Koagulase und der CF unterschiedlich sind. Es gibt Mutanten
von S. aureus, die keine Koagulase bilden, aber CF-Aktivitat zeigen, wahrend

ebenso CF-negative Mutanten Koagulase exprimieren (TODAR, 2005).

2.3.3.2 Fibronektin-bindendes Protein

Fibronektin ist eine Glykoprotein, welches in einer l6slichen Form im Serum und
anderen biologischen Flussigkeiten und in einer unloslichen Form im Gewebe
vorkommt (MINHAS et al., 1995). Fibronektin-bindendes Protein A und B (FnbPA und
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FnbPB) sind eng verwandte Proteine von S. aureus, die durch die Gene fnbpA und
fnbpB kodiert werden. Etwa 680 Bp hinter dem Translationsstopcodon des fnbpA-
Gens befindet sich nach JONSSON et al. (1991) ein zweites mit fnbpB bezeichnetes
Gen, dessen Genprodukt ebenfalls fibronektinbindende Aktivitat aufweist. Das offene
Leseraster fur fnbpB kodiert ein Protein von 940 Aminosauren. Ein Sequenzvergleich
von FnBPA- und FnBPB zeigt eine 94 %ige Aminosaureidentitat in den
carboxyterminalen Bereichen, die fir die Fibronektinbindung und die Verankerung in
der Zellmembran von Bedeutung sind (JONSSON et al., 1991).

Die Internalisierung von S. aureus in Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten oder
auch Drusenzellen hangt unter anderem von der Fibronektin-vermittelten Bindung
zwischen der Wirtszelle und FnbPA bzw. FnbPB an der Oberflache der
Staphylokokken ab (KATRI, 2004). In vitro-Studien haben gezeigt, dass S. aureus an
humanen Endothelzellen haftet und mit Hilfe von Fibronektin in sie eindringt (DEGO
et al.,, 2002). Eine weitere Absicherung dafir, dass FnbP fur die Adharenz und
Invasion einen Beitrag leistet, wurde durch weitere in vitro-Studien erbracht, in denen
demonstriert werden konnte, dass Adharenz und Invasion in verschiedene
Saugetierzellen reduziert werden konnte, wenn diese mit rekombinanten
synthetischen Fragmenten der FnbP-Bindungsstelle von FnbPA von S. aureus
vorbehandelt wurden (MENZIES et al., 2002). FnbpA oder fnbpB-defekte Mutanten
zeigen keine signifikante Reduzierung ihrer Adhasionsfahigkeit, wenn nur eines der
beiden Gene fehlt, wahrend Doppeldefektmutanten sich als unfahig zur Adhasion
erwiesen (GREENE et al., 1995).

Die meisten invasiven S. aureus-Stdmme binden Fibronektin und die Zahl der
gebundenen Fibronektin-Molekile ist nach DZIEWANOWSKA et al. (1999) korreliert
mit dem Umfang der Gewebsinvasivitdt. Verschiedene Studien haben
widersprichliche Ergebnisse bezuglich der Rolle von bakteriellen Proteinen im
Wirtsserum (inklusive des Fibronektins) bei der Vermittlung der Adhasion von
Staphylokokken erbracht (NAIDU et al., 1988; MINHAS et al., 1995). Lediglich Gene,
die fur Sialoproteinbindendes Protein des Knochens und FnbPB kodieren, waren
signifikant ~ haufiger  vertreten  bei  h&matogener  Osteomyelitis/Arthritis
beziehungsweise Endocarditis valvularis, was den Verdacht nahe legt, dass sie bei
hamatogenen Gewebsinfektionen eine Rolle spielen (TUNG et al., 2000; TRISTAN et

al., 2003). Die Rolle von FnbP fir die Virulenz von S. aureus bei der intramammaren
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Infektion ist noch nicht restlos geklart (MIEDZOBRODZKI et al., 1989; SUTRA und
POUTREL et al., 1994; DEGO et al., 2002).

2.3.3.3 Kollagen-bindendes Protein

Kollagen ist der Hauptbestandteil von Knorpel. Ein Kollagen-bindendes Protein (engl.
Collagen = Cn, CnBP) wird in der Regel von Staphylokokken exprimiert (JOSEPH et
al., 2004). Das Kollagen-bindende Protein CnBP ist das zweitwichtigste adhasive
Molekidl von S. aureus und wird durch das Gen cnb codiert. cnb ist das einzige
bekannte Gen, welches fur ein Adhasin codiert, das spezifisch an Kollagen bindet,
und es ist das einzige Adh&sionsprotein-Gen, welches nicht bei nahezu allen S.
aureus-Stammen vorkommt. Es scheint allerdings von geringerer Bedeutung fur die
Adhasion von S. aureus bei der bovinen Mastitis zu sein (PATTI et al.,, 1992;
SMELTZER et al., 2000; BOOTH et al., 2001).

Einige Stamme von S. aureus binden Kollagen mit einem hohen Grad an Spezifitat
und Affinitat. Die Fahigkeit von S. aureus an extrazellularem Matrixprotein zu binden
gilt als essentiell fur die Besiedlung und Etablierung einer Infektion. Diese Interaktion
ist moglicherweise ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der Osteomyelitis und der
infektiosen Arthritis. Der S. aureus-Stamm Cowan | bindet verschiedene Kollagene
mit einer mafigen Affinitat (PATTI et al., 1992). In einer Tierversuchsstudie
entwickelten alle Mause, die mit dem CnBP-positiven S. aureus-Stamm Phillips
infiziert wurden, eine septische Arthritis, wohingegen nur 50% der Mause, die mit
einer CnBP-defekten Mutante infiziert wurden, erkrankten (RYDING et al., 1997). Die
Bindung von S. aureus an Fibronektin und Kollagen wird reduziert durch eine
Vorbehandlung mit Trypsin, Pepsin und Proteinase K (DEGO et al., 1994).

Das S. aureus-Kollagen-Adhasin kommt in mindestens 4 verschiedenen Formen vor,
die sich in der Anzahl von B-Doméanen (1, 2, 3 oder 4) - welche aus 187
Aminosauren bestehen - unterscheiden (GILLASPY et al., 1997). Es werden nach
den Angaben von PATTI et al. (1992) Genabschnitte unterschieden, die die Signal-
Sequenz, den konstante Abschnitt mit einer Gré3e von 1700 Bp, die repetitiven
Abschnitte mit einer Groéf3e von 600 Bp je Repeat, sowie die Zellwanddomaéne,
Zellmembrandomane und C-Doméane kodieren. Die repetitiven Abschnitte,
bezeichnet als B-Doméane, kénnen sich bis zu vier Mal wiederholen (SNODGRASS et
al., 1999).
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2.3.4 Elastin-bindendes Protein

Elastin ist eine Bindegewebsprotein, welches in der extrazellularen Matrix der
meisten Gewebe von Wirbeltieren vorkommt. Die elastischen Fasern werden
aulBerhalb der Zelle zusammengesetzt und umfassen Elastin und mikrofibrillares
Protein (PARKS, 1997). Es handelt sich um ein Faser-bildendes Protein, welches
unldslich und stark hydrophob ist (KATRI, 2004). Die wichtigste Aufgabe des Elastins
ist es, Geweben und Organen die Eigenschaft der reversiblen Elastizitat zu verleihen.
Elastin und elastische Fasern sind deshalb in solchen Geweben von Saugetieren im
UbermaR vorhanden, die elastisch sein miissen, um ihre strukturelle Integritat zu
bewahren, und fir deren Funktion eine reversible Ausdehnung und Deformierbarkeit
erforderlich ist (SANDBERG et al., 1981). Daher ist die Expression von Elastin in der
Lunge, der Haut und den Blutgefal3en am grofdten (PARK et al., 1996; JOSEPH et
al., 2004).

Die Bindung von S. aureus an Elastin ist hochaffin, hoch spezifisch und reversibel
(JOSEPH et al., 2004).

2.3.5 Mikrokapsel-Gene

Bei der Bakterienkapsel handelt es sich nach BJERKETORP (2004) um eine die

Zellwand bedeckende Polysaccharid-Schicht.

KARAKAWA et al. (1988) berichteten, dass S. aureus-Kulturen vom Kapselserotyp 5
oder 8 antiphagozytare Eigenschaften besallen und der Phagozytose durch
menschliche polymorphkernige Leukozyten besser widerstanden als unbekapselte
Kulturen. Dagegen konnten XU et al. (1992) keine wesentlichen Unterschiede in der
Phagozytose mikrobekapselter und unbekapselter S. aureus-Kulturen beobachten.
Allerdings erschwert nach TODAR (2005) die Kapselbildung zum Beispiel auch die
Kolonisierung von beschadigten Herzklappen durch Bakterien, moglicherweise durch

die Maskierung von Adhéasinen.

Dass S. aureus eine Kapsel (CP) produziert, wurde erstmals von Gilbert 1931
beschrieben (RIORDAN et al.,, 2004). Durch Agglutination mit absorbierten
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Kaninchen-Antiseren und Prazipitation konnten in der Doppel-Immundiffusion 11 CP-
Serotypen unterschieden werden (POUTREL und SUTRA, 1993).

CP 5 und CP 8 scheinen die vorherrschenden Serotypen bei S. aureus isoliert vom
Menschen, zu sein (POUTREL und SUTRA, 1993; HAN et al.,, 2000). Nach
TOLLERSRUD et al. (2000) erwiesen sich die Ergebnisse Uber die Produktion einer
Kapsel bei S. aureus-Stammen von Wiederkduern als unterschiedlich. Die Existenz
einer Kapsel bei S. aureus aus intramammaren Infektionen beim Rind ist nach
SUTRA und POUTREL (1994) umstritten. SAU et al. (1997) isolierten hingegen bei
S. aureus, isoliert aus bovinen intramammaren Infektionen, 12 CP-Serotypen. Eine in
situ Expression von CP 5 und CP 8 wurde sowohl bei Kihen mit einer
experimentellen S. aureus-Mastitis nachgewiesen als auch in Milch von Kihen mit

einer natirlichen S. aureus-Infektion.

In Infektionsversuchen im Mausemodel erwies sich ein S. aureus-Stamm mit dem
Kapselantigen CP 5 (Stamm Reynolds CP 5) im Gegensatz zu Kapselantigen CP 8
(Stamm Reynolds CP 8) als virulenter (TUCHSCHERR et al., 2005).

In der Milchdrise war die Entzindungsreaktion dieser Stamme [Stamm Reynolds
(CP 5)] intensiver (WATTS et al., 2005).

CP 5 kommt bei bovinen Stammen haufiger vor als CP 8, nicht jedoch bei Isolaten
von Mensch, Schaf und Ziege (DEGO et al., 2002). Nach FATTOM et al. (1993)
kommen diese 2 Kapseltypen bei 80% der S. aureus-Isolate von Ziegen, Schafen

und Rindern mit Mastitis vor.

Die Gene, die in die Biosynthese der Kapsel von CP 5 und CP 8 involviert sind (cap5,
cap8), befinden sich als Allele auf dem Bakterienchromosom (SAU et al., 1997). Die
Mehrzahl der Kapselgene sind wahrscheinlich an der Synthese von Aminozuckern,
am Zucker-Transfer, der Regulation der Kettenverlangerung von Kapselmolekdlen,
der Polymerisation und dem Transport beteiligt (TOLLERSRUD et al., 2000).
BJERKETORP (2004) beobachtete bei der Mehrzahl der S. aureus-Isolate aus
klinischen Mastitiden die Bildung eines Oberflachenpolysaccharides, welches als
Mikrokapsel bezeichnet wurde. Die Bedeutung dieser Mikrokapsel fur die Virulenz

der S. aureus-Kultur ist allerdings bislang nicht klar.
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2.3.6 Hamolysine

S. aureus produziert verschiedene Exotoxine, die Gewebe zerstéren und das
Bakterium vor der Immunantwort des Wirtes schiitzen. Diese zytotoxischen Molekile
sind die 4 Hamolysine Alpha (a), Beta (B), Gamma (y) und Delta (8); DINGES et al.,
2000). a-Hamolysin (oder Alphatoxin) hat u.a. eine dermonekrotische und
neurotoxische Wirkung auf Saugetierzellen und fuhrt durch die Bildung von Poren in
der Zielzellmembran zur Zellyse. Insbesondere rote Blutzellen sind davon betroffen
(BHAKDI und TRANUM-JENSEN, 1991). Das p-Hamolysin wird als
Sphingomyelinase bezeichnet, da es sich bei diesem Toxin um eine Phospholipase
C handelt. Es fihrt zu einer Membranschadigung durch Freisetzen von
Phosphorylcholin aus dem Sphingomyelin der Erythrozytenmembran und wirkt somit
als Membrangift (FRITSCHE, 1970; THELESTAM, 1983; BOERLIN und NICOLET,
2002). y-Hamolysin besteht aus zwei Komponenten und hat neben Erythrozyten-
lysierender auch eine leukozytolytische Aktivitdt. &-Hamolysin wird eine Surfactant-
und Kanal-bildende Wirkung auf Zellmembranen zugeschrieben (DINGES et al.,
2000). Die Produktion eines oder mehrerer Hamolysine kann durch die Kultivierung
auf Blutagar nachgewiesen werden (siehe 2.2.2), wobei die Bildung der 3-Hamolyse
bei S. aureus-Isolaten vom Rind oft als diagnostisches Kriterium verwendet wird
(DVG, 2000).

Verschiedene jingere Studien mit experimenteller Inokulation von Kaninchen und
Mausen haben die Bedeutung insbesondere von a- und [B-Toxin bei der
intramammaren Infektion bestétigt (SUTRA und POUTREL, 1994). Die Anwesenheit
von -Toxin scheint typisch zu sein fur S. aureus-Stdmme, die aus Milch von bovinen
Mastitiden isoliert wurden (AARESTRUP et al., 1999; LARSEN et al., 2002).

2.3.6.1 Alpha-Toxin

Das a-Toxin ist das am intensivsten untersuchte Zytotoxin. Ein hoher Prozentsatz
von S. aureus-Stdmmen produziert dieses Toxin und es ist toxisch fur eine grol3e
Anzahl von Saugetier-Zellen (DINGES et al., 2000). Es handelt sich um ein Poren-
bildendes hamolytisches Toxin (NILSSON et al., 1999). Wahrend ihres Wachstums
im Eutergewebe produzieren 20 bis 50% der S. aureus-Stamme a-Toxin (SUTRA
und POUTREL, 1994; DEGO et al., 2002).
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Einige Virulenzfaktoren haben mehr als eine Funktion. Beispielsweise besitzt das a-
Hamolysin zusatzlich zu seiner Fahigkeit die Invasion durch Lyse von Gewebezellen
zu fordern, eine Aktivitdt gegen menschliche Monozyten und neutrophile
Granulozyten und wird darum auch als ,Immune Escape Factor® bezeichnet
(BHAKDI und TRANUM-JENSEN, 1991).

Das a-Toxin von S. aureus wird von dem hla-Gen kodiert und ist ein relativ kleines
Protein (293-Aminoséauren-Polypeptid) mit einem Molekulargewicht des Monomers
von 33 000 bis 34 000 kDa und einem Sedimentationskoeffizient von 3,3S (BHAKDI
et al., 1991). Es bindet als Monomer an die Zielzellen (Epithelzellen), wo es starken
Veranderungen der Konformation unterliegt und transmembrantse Poren bildet
(VANDANA et al.,, 1997). Diese Poren fuhren zu einer Leckage der Zelle fur
niedrigmolekulare Moleklle des Zytosols, was zum Tod der betroffenen Zelle fuhrt.
Die Injektion von gereinigtem a-Toxin in die Milchdrise eines Kaninchens verursacht
dort eine hamorrhagische Nekrose, deren Ausmald von der Dosis abhangt
(PEACOCK et al., 1999). Die sekretorischen Zellen der Milchdrise sind besonders
empfindlich gegeniber a-Toxin, wéhrend die Epithelzellen der Zitze resistenter sind
(DEGO et al., 2002).

2.3.6.2 Beta-Toxin

Das B-Toxin, welches von dem hlb-Gen kodiert wird, wird als Exotoxin in das
Kulturmedium sezerniert. Es hat ein Molekulargewicht von 35 000 kDa. Das hlb-Gen
kodiert ein aus 330-Aminosauren bestehendes Polypeptid (PROJAN et al., 1989;
DINGES et al., 2000).

NAIDU und NEWBOULD (1975) fuhrten Infektionsversuche am Rindereuter durch.
Sie infizierten Euter mit einem B-Toxin-bildenden Stamm und konnten dadurch eine
klinische Mastitis auslésen. Diese war durch eine deutliche Gewebsreaktion, ein
verandertes Sekret und ein gestortes Allgemeinbefinden gekennzeichnet. Die
Infusion von B-Toxin in ein Euterviertel bewirkte einen deutlichen Anstieg des
Gehaltes an somatischen Zellen verbunden mit entziindlichen Veranderungen des
Drusengewebes und Flockenbildung in der Milch. Das B-Toxin wird von 75 bis 100%
der S. aureus-Stdamme aus bovinen intramammaren Infektionen produziert (SUTRA
und POUTREL, 1994) und verursacht im Rindereuter Gewebeschaden und eine

verminderte sekretorische Aktivitdt des Alveolarepithels. Auch die Injektion von
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gereinigtem B-Toxin verursacht eine Entziindung und Odematisierung des Euters
(SUTRA und POUTREL, 1994).

Bei einigen S. aureus-Stdmmen, die aus Rindereutern mit subklinischer Mastitis
isoliert wurden, konnte kein hlb-Gen nachgewiesen werden. Mdglicherweise sind
diese Stamme nicht in der Lage, eine klinische Mastitis hervorzurufen, da das [-
Toxin eine wichtige Rolle bei der Gewebe-Penetration, Vermehrung der Erreger und
Induktion der Erkrankung spielt (DINGES et al., 2000).

Der genaue Produktionszeitpunkt der beiden Toxine (a, B) wahrend einer in vivo
Infektion ist nicht bekannt. Der durch die Toxine verursachte Gewebsschaden
ermoglicht den Bakterien bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Infektion die
Haftung am Milchdrisenepithel (DEGO et al., 2002).

2.3.7 Enterotoxin

Superantigene (SAg) sind eine Gruppe von strukturell und biologisch verwandten
Proteinen, die die Staphylokokken-Enterotoxine (SE), Enterotoxin-like Proteins (ELP)
und das Toxic-Shock-Syndrome-Toxin-1 (TSST 1) umfassen, welche tiefgreifende,
sowohl akute wie auch langanhaltende Effekte auf das Immunsystem des
Wirtsorganismus haben. Akute Effekte sind z. B. Lebensmittelvergiftungen,
hervorgerufen durch die orale Aufnahme von SEs. Langfristige Wirkungen von SAgs
sind die Beeinflussung des Immunsystems durch Stérung der Abwehmechanismen
des Wirts und damit ein Beitrag zu einer bakteriellen Persistenz (FUEYO et al., 2005;
VANCRAEYNEST et al., 2006).

Die Enterotoxine von Staphylokokken sind extrazellulare Proteine, die aus einzelnen
Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kDa bestehen
(MEHROTRA et al., 2000; DEGO et al.,, 2002). Neben den finf sogenannten
klassischen Enterotoxinen SEA bis SEE konnten weitere Enterotoxine (bzw.
Toxingene), die als SEG bis SEU bezeichnet wurden, beschrieben werden
(KURODA et al., 2001; YARWOOD et al., 2002; BABA et al., 2002; LETERTRE et
al., 2003; LOIR et al., 2003; OMOE et al., 2003; ORWIN et al., 2003; SMYTH et al.,
2005, HATA et al., 2006). Sie spielen eine herausragende Rolle in der Pathogenese
von Erkrankungen durch S. aureus, da sie beim Menschen nach oraler Aufnahme
gastrointestinale Symptome hervorrufen (MOREILLON et al.,, 1995). Die ersten

Studien Uber Staphylokokkenenterotoxine begannen mit Stammen von S. aureus, die
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bei Lebensmittelvergiftungen (staphylococcal food poisoning, SFP) gefunden

wurden.

Die Bildung der Enterotoxine SEA bis SEE durch S. aureus-Feldstamme, isoliert von
Tieren mit Mastitis, wurde in mehreren Studien untersucht (BAUTISTA et al., 1988;
MATSUNAGA et al., 1993; KENNY et al., 1993; ZSCHOCK et al., 2000 und 2005).

Die vom Menschen stammenden S. aureus-Kulturen sind zu einem noch héheren
Anteil Enterotoxinbildner (teilweise tUber 50% der aus klinischem Material isolierten
Stamme; BISPING und AMTSBERG, 1998). Verschiedene Arbeiten haben allerdings
beziglich der Haufigkeit von Enterotoxingenen bei S. aureus-Stdmmen aus
Rindermastitiden unterschiedliche Ergebnisse erbracht. Die Anzahl an SE-Gen-
positiven Isolaten variierte zwischen 0 und 100% innerhalb der Herden (KUZMA et
al., 2003). S. aureus aus Fallen von subklinischer Mastitis produzieren keines dieser
Toxine. Es wurden jedoch auch S. aureus-Stdmme aus Proben chronischer
Rindermastitiden isoliert, die ein oder mehrere pyrogene Toxine (PT), vor allem die
Enterotoxine C und D und das Toxic-Shock-Syndrome-Toxin (TSST) produzierten
(YOKOMIZO et al., 1994; FERENS et al., 1998; ZSCHOCK et al., 2005).

Die Thermostabilitdt der Enterotoxine und deren relativ hohe Resistenz gegenuber
proteolytischem Verdau fuhrt dazu, dass sie sowohl eine Hitzebehandlung im
Lebensmittel als auch die Magenpassage uUberstehen (CASMAN, 1965; ORWIN et
al., 2003). Falle von Lebensmittelvergiftungen durch Milch und Milchprodukte werden
regelmaRig berichtet. Tatsachlich ist Milch von Tieren mit Mastitis die Hauptquelle
von Lebenmittelvergiftungen durch Staphylokokken tierischen Ursprungs (ORDEN et
al., 1992).

Fur den Enterotoxinnachweis von S. aureus werden diese in geeigneten N&hrbdden
(z.B. Brain-Heart-Infusion-Bouillon) angeziichtet. Der Uberstand kann unmittelbar fuir
den immunologischen Toxinnachweis benutzt werden (BISPING und AMTSBERG,
1998). Neben der mitogenen wurde auch eine antiproliferative Wirkung der SE
beschrieben. Eine Immunsuppression durch SE ist unter anderem die Folge einer
Hemmung der Plasmazelldifferenzierung und dadurch der Antikdrperbildung. Eine
wichtige Rolle wird dabei der Wirkung von T-Suppressor-Zellen und y-Interferon
zugeschrieben (NILSSON et al., 1999). Die konventionelle Methode zum Nachweis
von Enterotoxinen und TSST-1 besteht in der Immundiffusion, Latex-Agglutination
oder einem ELISA aus dem Uberstand von Kulturmedien. Haufig erlauben diese

Methoden nicht den Nachweis von sehr geringen Konzentrationen der Toxine bzw.
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potentiell Toxin-produzierende Stamme werden nicht entdeckt (SCHMITZ et al.,
1998). Vor einigen Jahren wurden spezifische Oligonukleotidprimer fur die PCR
beschrieben, um — hauptséachlich in wissenschaftlichen Studien — Enterotoxingene
von S. aureus nachzuweisen (JOHNSON et al.,, 1991; BECKER et al.,, 1998;
SERGEEV et al., 2004). Dennoch besteht nach wie vor Bedarf an schnellen und
spezifischen Methoden zum Nachweis dieser Exotoxine von S. aureus fur
diagnostische und epidemiologische Zwecke, insbesondere auch fur den simultanen
Nachweis aller Exotoxine.

Die meisten Enterotoxin-Gene befinden sich auf mobilen Genelementen, wie
Prophagen, Plasmiden oder Pathogenitatsinseln. Dies ermoéglicht die horizontale
Ausbreitung dieser Toxingene auch innerhalb von Staphylokokken-Populationen
(HAWRYLUK et al., 2002).

Die SE-Bildung findet Uberwiegend in der postexponentiellen Wachstumsphase statt,
wobei ihre Expression durch drei unterschiedliche Regulationssysteme kontrolliert
wird. Jedes Toxin wird als Vorlaufer-Toxin in der Bakterienzelle gebildet und
zusatzlich mit einer Signalsequenz ausgestattet, welche beim Transport aus der Zelle
dann abgespalten wird (DINGES et al., 2000). Die SE-Produktion ist optimal bei
neutralem pH-Wert. Sie sinkt im sauren Bereich und wird bei einem pH unter 5 sogar
gehemmt (LOIR et al., 2003). Alle S. aureus-Enterotoxine sind hygroskopisch, leicht
l6slich in Wasser und Salzlésungen und resistent gegeniber Trypsin, Chymotrypsin
und Papain. Sie sind widerstandsfahig gegen radioaktive Bestrahlung (200 kGy) und
Hitzeeinwirkung, d.h. sie werden durch 121,1 °C oder 250 °F fir eine halbe Stunde
nicht inaktiviert (MARADONA, 1998).

Die meisten der enterotoxischen S. aureus-Stamme, die bei Ausbrichen von
Lebensmittelvergiftungen beim Menschen isoliert wurden, produzierten vor allem
SEA (TSEN et al, 1995; GOULOUMES et al, 1996). SEA stellt nach
Untersuchungen von BALABAN und RASOOLY (2000) mit 77% das im Rahmen von
Lebensmittelvergiftungen in  den USA am haufigsten nachgewiesene
Staphylokokkenenterotoxin dar, gefolgt von SED (37%) und SEB (10%). Laut
MONDAY und BOHACH (1999b) sowie UNTERMANN (1994) hat SEA eine
Molekilmasse von 27100 Da und einen isoelektrischen Punkt (pl) bei 6,8-7,3. Das
Gen fur SEA liegt auf einem Bakteriophagen, besteht aus 771 Bp und kodiert ein

Protein mit 257 Aminosauren. Die Expression des Gens sea wird, im Gegensatz zu
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der Expression der Gene seb, sec und sed, nicht von dem akzessorischen
Genregulator agr beeinflu3t (BALABAN et al., 2000).

SEB ist das am besten untersuchte Enterotoxin. Es hat ein Molekulargewicht von
28336 Da und einen pl von 8,6 (SVENSSON et al., 1997; MONDAY und BOHACH,
1999b). Das Gen seb war bei einigen klinischen S. aureus-lsolaten auf dem
Chromosom lokalisiert (SHAFER et al., 1978), es wurde allerdings bei anderen S.
aureus-Stammen auch auf einem 750-kb-Plasmid gefunden (LOIR et al., 2003). Es
besteht aus ca. 900 Bp und kodiert 267 Aminosauren (SVENSSON et al., 1997,
BALABAN et al., 2000).

In den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde SEB - unter dem Kirzel PG - in
den USA im Rahmen eines Programms fur biologische Waffen intensiv untersucht.
Das Toxin war insbesondere deswegen interessant, weil geringere Mengen
erforderlich waren, um den gewiinschten pharmakologischen Effekt zu erzielen, als
bei synthetischen Chemikalien (DINGES et al., 2000). SEB verursacht eine
Lebensmittelvergiftung bereits innerhalb von 1 bis 6 h nach der Aufnahme. Ein
Laborunfall, welcher zur Intoxikation durch Inhalation von SEB bei 9 Personen fihrte,
sowie verschiedene natirliche Ausbriche von Lebensmittelvergiftungen durch die
Aufnahme von SEB sind in der Literatur beschrieben (RUSNAK et al., 2004). Eine
Storung der Barriere-Funktion pulmonaler Endothelzellen des Rindes bzw. des
Menschen wird ebenfalls durch SEB verursacht (DINGES et al., 2000).

SEA und SEB binden aufgrund ihrer Eigenschaft als Superantigene sowohl an den
T-Zell-Rezeptor als auch an das ,major-histocompatibility-complex-class II-Molekul*
und sind deshalb in der Lage, die exzessive Produktion von Entziindungsmediatoren
sowie die Akkumulation von Leukozyten zu induzieren. SEA und SEB zeigen nur
eine strukturelle Homologie von ca. 31%. Auch ihre biologischen Effekte sind
verschieden. So ist die Leukozyten-Antwort auf SEA deutlich starker als auf SEB
(SCHRAMM und THORLACIUS, 2003).

Bei SEC handelt es sich um eine Gruppe hochkonservierter Proteine, die
immunologische Kreuzreaktionen aufweisen (BERGDOLL et al., 1965; SCHAD et al.,
1997). Es sind verschiedene Varianten von SEC (SEC;, SEC,, SEC3, SEC-povine,

SEC-ovine Und SEC-canine) beschrieben, die sich in ihrem Molekulargewicht und im pl
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unterscheiden (MARR et al., 1993; EDWARDS et al., 1997; MONDAY und BOHACH,
1999b; DINGES et al., 2000). Laut MONDAY und BOHACH (1999b) haben die SEC-
Subtypen ein Molekulargewicht von 27500 Da, ihre pl liegen zwischen 7,0 und 8,6
(MARR et al., 1993).

Das SEC 3-kodierende Gen sec besteht aus 801 Bp und kodiert ein Protein, das aus
267 Aminosauren aufgebaut ist. SEC2 und SEC3 unterscheiden sich in vier
Aminosauren, SEC3 und SECL1 in neun Aminosauren (FERENS et al., 1998).

SEC wird gewohnlich von invasiven S. aureus-Isolaten produziert, insbesondere von
Methicillin-resistenten S. aureus-Stammen (MRSA), und kann schwere Erkrankungen
verursachen. Viele der S. aureus-Isolate aus Milchproben von Rindern mit Mastitis
produzieren SEC. Dieses Toxin hat eine grofe 6konomische Bedeutung fur die
Gesundheitsvorsorge und die Molkerei-Industrie (EBLING et al., 2001; HOLECKOVA
et al., 2002). SEC wird auch von einigen Autoren als ein bedeutender Virulenzfaktor
bei der Mastitis des Rindes angesehen (FERENS et al., 1998, KUROISHI et al.,
2003). KOMINE et al. (2004) berichten, dass SEC Anzeichen einer Mastitis, wie die
Erhohung der Anzahl an Leukozyten im Euter, verursacht.

SED hat ein Molekulargewicht von 26360 Da und einen pl bei 7,4 (BALABAN und
RASOOLY, 2000). Es besteht aus 228 Aminosauren (SVENSSON et al., 1997).
SED-produzierende S. aureus besitzen alle ein relativ groRes sed-tragendes,
Penicillinase-kodierendes Plasmid (MONDAY und BOHACH, 1999a). Durch die
Sequenzierung dieses Plasmides piB485 konnte die Sequenz von sed ermittelt
werden, wobei ein weiteres, erstmalig von ZHANG et al. (1998b) beschriebenes
Enterotoxingen sej entdeckt wurde (JARRAUD et al., 2001).

In Fallen akuter Mastitis war SEC, bei chronischen Mastitiden jedoch SED héaufiger
nachweisbar (FITZGERALD et al., 2001).

Das Enterotoxin E hat ein Molekulargewicht von 26425 Da und einen pl bei 8,5.
Sequenzanalysen zeigten eine nahe Verwandtschaft (81%) zu SED und SEA
(COUCH et al., 1988; BUSSCHE VAN DEN et al., 1993; MONDAY und BOHACH,
1999a; BALABAN und RASOOLY, 2000).
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SEG weist ein Molekulargewicht von 27043 Da, SEI von 24928 Da auf. Dabei
ergeben Nukleotidsequenzanalysen fiur seg eine Grol3e von 777 Bp (JARRAUD et
al., 1999). Das SEG-Toxin besteht aus 258 Aminosauren. Das SEGv wurde als eine
Variante von SEG mit 233 Aminoséauren beschrieben und weist eine 97,7 %ige
Ahnlichkeit zu SEG auf (ABE et al., 2000). Das sei-Gen hat eine GroRRe von 726 Bp
und kodiert 242 Aminoséauren (JARRAUD et al., 1999 und 2001).

SEI hat emetische Effekte und ist ein Superantigen, wobei diese emetische Wirkung
deutlich geringer ist als die anderer SEs (LOIR et al., 2003).

Die entsprechenden Gene seg und sei befinden sich bei S. aureus auf einem 3,2 kd
DNA-Fragment (JARRAUD et al., 2001).

SEH wurde von SU und WONG (1995) weitergehend charakterisiert. Wie auch
andere SEs ist das Enterotoxin SEH Antigen-wirksam und hat emetische Wirkung.
Das Molekulargewicht betragt 28500 Da und der pl liegt bei 5,7. Durch Klonierung
und Sequenzierung des kodierenden Gens seh und durch Sequenzvergleich konnte
gezeigt werden, dass eine Ahnlichkeit mit den Staphylokokken-Enterotoxinen SEA
bis SEE besteht. SEH erwies sich als nédher verwandt mit SEA, SED und SEE. Es
zeigt mit SEE 38%, SEA 37%, SED 37%, SEB 33% und SEC 27%
Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz (REN et al., 1994; SU und WONG,
1995). Uber die &tiologische Bedeutung eines SEH-produzierenden Stammes bei
einer Lebensmittelvergiftung durch Staphylokokken wurde bereits berichtet (SU und
WONG, 1996). Die meisten seh-positiven Stdmme sind auch phanotypisch SEH-
positiv (LOIR et al., 2003). Das seh-Gen besteht aus 654 Bp und kodiert fur ein

Protein mit 218 Aminosauren.

Fur den Nachweis von SEH (SU und WONG, 1996) und fir SEG und SEI (OMOE et
al., 2002) wurde ein ELISA beschrieben.

Bei SEJ handelt es sich um ein aus 269 Aminosauren bestehendes Protein mit
einem Molekulargewicht von 31210 Da mit Ahnlichkeiten zu SEA, SEE und SED.
Dieses Toxin wird ebenso wie SED durch ein Plasmid kodiert, auf dem sed und sej
durch eine 895 Bp grof3e Region voneinander getrennt sind. Zwar werden beide
Gene von S. aureus exprimiert, scheinen aber einer unterschiedlichen Regulation zu
unterliegen. Durch Untersuchungen mittels PCR konnte bewiesen werden, dass alle

sed-tragenden Plasmide auch sej tragen (ZHANG et al., 1998a).
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Die Gen- und Proteinsequenz von SEK wurde erstmals von LINDSAY et al. (1998) im
Rahmen einer Untersuchung der TSST-1 Pathogenitatsinsel veréffentlicht. Eine
weitere Charakterisierung erfolgte durch ORWIN et al. (2001). SEK hat ein
Molekulargewicht von 26000 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 und SEI auf. SEK hatte Eigenschaften wie die Ubrigen
SE, erwies sich ebenso als pyrotoxisches Superantigen und konnte den letalen

Effekt von Endotoxinen verstarken.

In der Gendatenbank werden die von JARRAUD et al. (2001) beschriebenen Gene
sek und sel nunmehr als seo und sen gefiihrt. Das Gen sel kodiert nach
FITZGERALD et al. (2001) ein enterotoxindhnliches Toxin, welches mit tst, sec und
verschiedenen anderen Genen eine Pathogenitatsinsel.SaPlbov bildet. Dieses Gen
wurde ebenso nach Angaben von KURODA et al. (2001) als Element der
Pathogenitatsinsel SaPIn1/SaPIm1 aufgefuhrt. Bei Sequenzanalysen von SEK und
SEL konnte keine Zystinschleife nachgewiesen werden (ORWIN et al.,, 2001 und
2003). Untersuchungen mit rekombinantem SEL ergaben keine emetische Aktivitat
(ORWIN et al., 2003).

SEM wurde 2001 von JARRAUD et al. beschrieben. Im Gegensatz zu SEN und SEO
ist seine Benennung in der Publikation und der Gendatenbank einheitlich. SEM zeigt,
im Gegensatz zu SEN und SEO, Ahnlichkeiten mit der Basen- und

Aminosaurensequenz zu SEI.

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 bezeichnete dies als ,enterotoxin gene cluster” (egc). Innerhalb der neu
beschriebenen Enterotoxine G bis O scheint, obwohl hierzu bislang nur sehr wenige
Arbeiten vorliegen, insbesondere der egc-Genkomplex von besonderer Bedeutung
zu sein. Die Gene seg und sei treten dabei Uberwiegend gemeinsam, in einigen
Fallen aber auch alleine auf. Uber das ausschlieRliche Auftreten von sem, sen und
seo liegen bislang noch keine Ergebnisse vor. Der egc-Genkomplex bzw. die Gene
seg und sei konnten bislang bei S. aureus-Isolaten vom Tier nachgewiesen werden
(AKINEDEN et al., 2001).
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SEP wurde 2001 von KURODA et al. beschrieben. Das Gen sep ist 782 Bp grof3, es
gibt jedoch keine Angaben Uber das Molekulargewicht des zugehdrigen Proteins,
Uber den pl oder biologische Eigenschaften. ORWIN et al. berichteten 2003 Utber
SEQ, ein nicht emetisch wirksames Enterotoxin mit einem Molekulargewicht von
28200 kDa und einem pl von 7,5. Das zugehérige Gen ist 728 Bp grof3. SER hat ein
Molekulargewicht von dber 27000 kDa und das Gen hat eine Grof3e von 779 Bp
(OMOE et al., 2003). Von SEU gibt es in der Literatur Angaben zur Gengrof3e (785
Bp), genauso wie fur SEP und SER wird seine Existenz jedoch nur aufgrund
molekularbiologischer Untersuchungen postuliert, das Protein wurde bisher nicht
dargestellt (LETERTRE et al., 2003).

In den letzten Jahren wurde zusatzlich zu den bereits bekannten SEs (SEA, SEB,
SEC, SED und SEE) von der Existenz neuer Typen von SEs einschlie3lich der
.Enterotoxin-like Toxins* (SEG, SEH, SEI, SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO,
SEIP, SEIQ, SEIR und SEIU) berichtet. Diese neu beschriebenen SEs werden
aufgrund der Sequenz-Ahnlichkeiten mit den klassischen SEs zur Familie der
Staphylokokken-Enterotoxine gezahlt. Es gibt allerdings nur wenige Berichte, die das
Vorkommen aller neuer Typen (seg bis selr) bei Isolaten aus Mastitismilch von
Rindern beschreiben (HATA et al., 2006).

2.3.8 Superantigen-like-Protein

Bei den Exotoxin-ahnlichen Proteinen der Staphylokokken (SETs) handelt es sich um
eine Familie von Proteinen, die ebenfalls als bakterielle Superantigene identifiziert
wurden. Nach LINA et al. (2004) werden diese SET auch als Superantigen like
Protein (SSL) bezeichnet.

Die Erstbeschreibung dieser SETs bzw. SSL erfolgte durch WILLIAMS et al. (2000),
wobei funf Gene (set 1-5) nachgewiesen wurden. Die Gensequenzen der Gene flr
diese funf SET waren nur teilweise ahnlich mit denen anderer Staphylokokken- bzw.
mit Streptokokken-Exotoxinen sowie mit dem Toxic-Shock-Sydrome-Toxin (TSST-1,
siehe 2.4.10). Die Analyse von SET durch Gel-Filtrations-Chromatographie ergab ein
monomeres Protein von 23 bis 24 kDa (WILLIAMS et al.,, 2000). Nach
BESTEBROER et al., 2007 handelt es sich um eine Familie von 11 Exotoxinen mit

strukturellen Homologien zu Superantigenen, aber weitgehend unbekannten
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Funktionen. Die Sequenz-Homologien liegen in der Groéfenordnung von 25% mit
anderen etablierten Superantigenen (KURODA et al., 2001). Dementsprechend zeigt

die Sequenz der set-Gene auch eine gewisse Ubereinstimmung zum tst-Gen.

Die Ko-Expression vieler set-Gene wahrend einer Infektion des Menschen lasst eine
wichtige Rolle innerhalb der Wirt-Pathogen-Beziehungen vermuten (FITZGERALD et
al., 2003). AL-SHANGITI et al. (2004 und 2005) untersuchten die Interaktion von 2
SSLs (SSL7 und SSL9) mit Zellen des humanen Immunsystems. Sie stellten fest,
dass beide Proteine selektiv an Antigen-prasentierenden Zellen wie Monozyten und

dendritischen Zellen banden, was zu ihrer Aufnahme in diese Zellen fihrte.

2.3.9 Toxic-Shock-Syndrome-Toxin-1

Einige S. aureus-Kulturen haben die F&ahigkeit Toxic-Shock-Syndrome-Toxin-1
(TSST-1) zu bilden (DEGO et al., 2002).

Das Toxin gehort ebenfalls zu der gréReren Familie von pyrogenen Exotoxinen, die
von S. aureus (Enterotoxine) und Gruppe-A-Streptokokken (pyrogene Exotoxine)
produziert werden (TAKEUCHI et al., 1996).

Das TSST-1 wurde erstmals von TODD et al. (1978) beschrieben. Es wurde
ursprunglich Enterotoxin F oder pyrogenes Exotoxin C genannt und erst spater
umbenannt in Toxic-Shock-Syndrome-Toxin-1 (NOTERMANS et al., 1983; VALLE et
al., 1991; MATSUNAGE et al., 1993). TODD et al. (1978) beschrieben das toxische
Schock Syndrom (TSS) als eine schwere akute Erkrankung bei kleinen Kindern. Zwei
Jahre spater stellten SHANDS et al. (1980) fest, dass TSS geographisch weit

verbreitet auftritt bei jungen gesunden Frauen, die Tampons benutzen.

TSS ist charakterisiert durch hohes Fieber, Erythem, Bluthochdruck oder Schock,
unter Beteiligung zahlreicher Organe und Hautdesquamation (NOTERMANS et al.,
1983; MUSSER et al., 1990; SHIMAOKA et al., 1996).

Das Toxin TSST-1 hat ein Molekulargewicht von 25,14 Da und einen pl von 5,65
(REN et al., 1994). Das Toxin verursacht teilweise gleichartige Symptome wie die
Staphylokokken-Enterotoxine. Zwischen TSST-1 und den S. aureus-Enterotoxinen
bzw. den pyrogenen Exotoxinen der Streptokokken besteht teilweise eine Homologie
in der Aminosauresequenz (JOHNSON et al., 1991).
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TSST-1-positive S. aureus-Isolate werden weltweit nachgewiesen. Im Bereich der
Veterinarmedizin  liegen  entsprechende Berichte Uber Nachweise aus
Geflugelproben, Tupferproben von Dermatitis-bedingten Hautveranderungen an
Ziegeneutern, Nasentupferproben und aus Milchproben Mastitis-kranker Rinder und
Ziegen vor (VALLE et al., 1991; CARDOSO et al., 1999).

Nach Untersuchungen von LEE et al. (1992) ergaben Nukleotidsequenzanalysen von
TSST-1 und TSST-ovine 14 nicht Ubereinstimmende Nukleotide und daraus folgend
neun unterschiedliche Aminosauren. Im Weiteren reagiert TSST-ovine weniger stark
mit gegen TSST-1 gerichteten Antikérpern. LEE et al. (1992) konnten weiterhin
aufzeigen, dass sowohl TSST-ovine als auch TSST-1 mitogen sind, aber nur TSST-1
pyrotoxisch ist. TSST-ovine schien somit nicht in der Lage zu sein, einen toxischen
Schock zu induzieren.

Es wurde nachgewiesen, dass S. aureus-Stdmme, die eine gangrédntse Mastitis
verursachen, TSST-1 und SEC produzieren (KENNY et al., 1993). Auch andere
Studien mit Isolaten von S. aureus aus klinischen Rindermastitiden zeigten, dass
TSST-1 und SEC von Stammen aus perakuten Mastitiden vermehrt exprimiert
werden. Diese Toxine haben moglicherweise Einflul3 sowohl auf die Adhasion und
Invasion als auch auf eine verstarkte Euterpathogenitat von S. aureus (DEGO et al.,
2002). ZSCHOCK et al. (1998) konnten den fir TSST-1 bereits beschriebenen
Zusammenhang zwischen der Art des Mastitisgeschehens und dem Anteil an
Toxinbildnern auch fir die SE feststellen. Im Falle eines sporadischen
Infektionsgeschehens waren bis zu 38% SE-Bildner zu finden, unter denen SEC-
positive Isolate dominierten. Bei epizootischem Charakter des Mastitisgeschehens
war, wie im Falle des TSST-1, keines der untersuchten S. aureus-Isolate SE-positiv.
Von TSST-1 ist bekannt, dass es die Ausschittung von Entziindungsmediatoren wie
Alpha-Interferon und Interleukin-1 durch humane mononukleare Zellen induziert. Da
nach SUTRA und POUTREL (1994) intramammare Infektionen durch S. aureus-
Stdmme, die nicht TSST-1 produzieren, hervorgerufen werden kénnen, mufd die
Bedeutung des Toxins fur die Mastitis noch néher untersucht werden.

TSST-1-hat eine Wirkung auf Zellen des Immunsystems (KENNY et al.,, 1992;
BECKER et al., 1998). Die Aktivierung einer grof3en Zahl von T-Lymphozyten durch
TSST-1 ist in der Pathogenese des TSS und anderer Staphylokokken-Infektionen
bedeutend (SHIMAOKA et al., 1996).
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Die ldentifizierung von TSST-1 produzierenden Stammen ist nicht nur fur die
Untersuchung der Pathogenese einzelner S. aureus-Infektionen wichtig, sondern
ebenso fur die Reihenuntersuchung virulenter Stamme im klinischen Mikrobiologie-
Labor. Dazu sind verschiedene immunologische Nachweisverfahren entwickelt
worden: die Reversed Passive Latex Agglutination (RPLA) und ein ELISA mit TSST-
1 Antikorpern (SHIMAOKA et al., 1996). Auch ,Colony immunoblot assays” sind fur
die Charakterisierung von S. aureus-Isolaten, die TSST-1 produzieren, verwendet
worden. Diese Methoden setzen jedoch eine ausreichende Produktion des Toxins
bei Abwesenheit anderer beeinflussender bakterieller Produkte voraus (NEILL et al.,
1990).

2.3.10 Exfoliative Toxine

Nach 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. Einige Stamme
von S. aureus, die eines oder beide der immunologisch unterschiedlichen exfoliativen
Toxine (ETA oder ETB) produzieren, wurden mit Staphylokokken-Erkrankungen
assoziiert, bei denen Impetigo auftrat; diese Erkrankung wird auch "staphylococcal
scalded skin syndrome” (SSSS) genannt. Der Erkrankung liegt eine intradermale
Spaltbildung mit nachfolgendem Odem zwischen dem unteren Stratum spinosum und
dem oberen Stratum granulosum zugrunde.

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

Bisher wurden vier unterschiedliche exfoliative Toxine beschrieben: ETA, ETB, ETC
und ETD (YAMAGUCHI et al., 2002):

Laut JOHNSON et al. (1991) haben ETA und ETB identische biologische
Eigenschaften sowie Ahnlichkeiten in den Gensequenzen. Das Gen, welches fir ETA
kodiert, liegt chromosomal, wahrend jenes fur ETB an ein Plasmid gebunden ist.
PIEMONT (1999) beschrieb im Rahmen einer Sequenzanalyse eine 40%ige
Ubereinstimmung zwischen eta und etb, konnte jedoch keine Ahnlichkeit zu

Sequenzen anderer Bakterientoxin-Gene feststellen.
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ETC wurde erstmals von 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 als hitzempfindlich. Das etc-Gen hat zu den
Genen eta und etb eine Sequenzéahnlichkeit von 12% (YAMAGUCHI et al., 2002).
ETD beschrieben erstmals YAMAGUCHI et al. (2002) als Element einer ,S. aureus-
Pathogenitatsinsel“. ETD zeigte gleiche Eigenschaften wie die Toxine ETA und ETB.
Das etd-Gen wies mit den Genen eta, etb und etc eine Sequenzéhnlichkeit von 40%,
59% und 13% auf (YAMAGUCHI et al., 2002).

ETs gelten als sehr spezies- und gewebespezifisch und reagieren ausschliel3lich mit
keratinisierten Epithelien, die vorzugsweise von neugeborenen Tieren bzw.
Menschen stammen. Sie spalten die Desmosomen, die normalerweise die Zellen des
Stratum spinosums der Haut verbinden, und vergré3ern somit die interzelluléaren
Zwischenraume (LADHANI et al., 1999).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Bakterienkulturen

3.1.1 Feldisolate

In die Untersuchung wurden insgesamt 325 S. aureus-Isolate aus 64 verschiedenen,
randomisiert Uber Hessen verteilten Milcherzeugerbetrieben einbezogen. Alle im
Rahmen dieser Untersuchung verwendeten S. aureus-Isolate stammten aus der
Mastitis-Routinediagnostik des Landesbetriebes Hessisches Landeslabor in Giel3en,
(LHL) die in Anlehnung an die Leitlinien zur Entnahme von Milchproben unter
antiseptischen Bedingungen und an die Leitlinien zur Isolierung und ldentifizierung
von Mastitiserregern (DVG, 2000) durchgefiihrt wurden. Die Bakterienkulturen lagen
in der Primarkultur auf Rinderblut-Askulinagar (siehe 3.2.1) Uberwiegend in
Reinkultur bei maRigem bis starkem Keimgehalt vor. Zur Absicherung der Diagnose
»S. aureus® wurde jedes Staphylokokkenisolat zuséatzlich mittels phanotypischem
Plasmakoagulasenachweis (siehe 3.3.1.3) gepriift.

Zu jedem S. aureus-Isolat wurde die Anzahl somatischer Zellen (Zellzahl) in der
zugehdrigen Viertelgemelksprobe (Ursprungsviertelgemelksprobe) als Ausdruck des
Grades der durch das betreffende Isolat hervorgerufenen entziindlichen Reaktion
vermerkt. Die Bestimmung der Anzahl somatischer Zellen erfolgte nach dem
fluoreszenzoptischen Prinzip mittels Fossomatik 5000.

In einem ersten Schritt erfolgte die Untersuchung von 7 bis 9 S. aureus- Isolaten pro
Betrieb (n = 34) gemaR den Angaben von SOMMERHAUSER et al. (2001) mittels
Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA (siehe 3.4.1) und durch Nachweis
von Koagulase- und Protein A-Gen-Polymorphismen (siehe 3.4.2). Traten bei
mindestens 6 S. aureus-Isolaten Homologien auf, wurde das betreffende Isolat als
.epidemisch* bewertet. Neben der Zellzahl der Ursprungsviertelgemelksprobe wurde
zusatzlich die durchschnittliche Zellzahl aller genotypisch identischen S. aureus-
positiven Viertelgemelksproben in dem betreffenden Betrieb (Durchschnittszellzahl)
durch Bildung des arithmetrischen Mittelwerts errechnet und vermerkt.

Einzelne Isolate der 34 Betriebe mit untereinander und von den ,epidemisch”

auftretenden S. aureus abweichenden Makrorestriktionsmustern (Unterschiede von
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mehr als drei Banden) sowie abweichenden Koagulase- bzw. Protein A-Gen-
Polymorphismen erhielten die Bezeichnung ,sporadisch I*.

S. aureus-lsolate aus Betrieben, die eutergesund waren bzw. deren
Eutergesundheitsproblem auf andere, unter Umstanden umweltassoziierte Erreger
zurtckzufihren war, wurden als ,sporadisch II* bezeichnet.

Auf diese Weise erfolgte die Auswahl von 34 S. aureus-Kulturen, die als
.epidemisch* klassifiziert wurden und von 12 als ,sporadisch [ bzw. 15 als
~Sporadisch 11* klassifizierten Feldstammen. Weitere 15 S. aureus-Isolate aus der
Routinediagnostik, die — im Gegensatz zu den ubrigen untersuchten Stammen —
keine Hamolyse ausbildeten und aus unterschiedlichen Milcherzeugerbetrieben (n =
15) stammten, wurden ebenfalls in die Untersuchung mit einbezogen.

Somit wurden von den urspringlichen 325 Isolaten insgesamt 76 genotypisch
charakterisierte, fur unterschiedlich befundene S. aureus-Kulturen in die weiteren
Untersuchungen einbezogen. Das Verfahren zur Vorauswahl der Feldisolate und die

weiterfihrenden Untersuchungen sind in Abb. 1 dagestellt.
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Abb. 1: Vorauswahl der 76 untersuchten S. aureus-Feldisolate und weiterfiihrende
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3.1.2 Referenzstamme

Als Referenzstamme aus der Stammsammlung des LHL, GieRen dienten die S.
aureus-Kulturen SEA (interne Nomenklatur: 619/93), SEB (243), SEC (1229/93),
SED (1644/93), SEE (FRI 918), SEG/SEI (Ly 990055), SEH (Ly 990552), TSST1
(161/93), ETA/ETB (114/98), die Streptococcus equi-Kultur ATCC 33398, die S.
aureus-Kultur ATCC 25923 und die S. epidermidis-Kultur ATCC 14990.

3.2 Anziuchtungsmedien und Konservierung der Kulturen

3.2.1 Anziuchtungsmedien

Die Erstanziichtung erfolgte auf Rinderblut-Askulin-Agar (siehe Anhang) mit

folgender Zusammensetzung:

23,0 g/l Spezial-N&hrsubstrat
1,0 g/l Starke
5,0 g/l Natriumchlorid

13,0 g/l Agar-Agar
0,5 g/l Askulin

1000 ml Aqua dest

Dem nach den Angaben des Herstellers gefertigten Medium wurde nach dem
Autoklavieren (15 min bei 121 °C) und Abkuhlen auf ca. 50 °C, 5% defibriniertes

aseptisch entnommenes Rinderblut (siehe Anhang) ohne Blasenbildung zugesetzt.

Die Anzichtung der zur weiteren Untersuchung ausgewahlten Subkulturen erfolgte
auf Columbia-Schafblutagarplatten (siehe Anhang) mit folgender Zusammensetzung:

20,0 g/l Nahrsubstrat (Herzextrakt und Peptone)
5,0 g/l Natriumchlorid
15,0 g/l Agar-Agar

1000 ml Aqua dest
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Dem nach den Angaben des Herstellers gefertigten Medium wurde nach dem
Autoklavieren (15 min bei 121 °C) und Abkuhlen auf ca. 50 °C, 5% defibriniertes
aseptisch entnommenes Schafblut (siehe Anhang) ohne Blasenbildung zugesetzt.

Die Inkubation der beimpften Nahrmedien wurde fiir 18-24 h bei 37 °C unter aeroben

Bedingungen durchgefihrt.

Die Anzuchtung der Bakterien in flissigem Medium erfolgte - wenn nicht anders

angegeben - in Staphylokokken-Anreicherungsbouillon (siehe Anhang) mit folgender

Zusammensetzung :

8,0 g/l Pepton aus Fleisch
2,0 g/l Pepton aus Casein
1,0 g/l Hefeextrakt

5,0 g/l Fleischextrakt

10,0 g/l Natriumpyruvat
12,0 g/l Glycin

50g/ Lithiumchlorid
1000 ml Aqua dest.

Das Medium wurde nach den Angaben des Herstellers angefertigt und autoklaviert
(15 min bei 121 °C). Nach Erkalten der Bouillon und Zusatz von 100 ml/l
Rinderserum (siehe Anhang) erfolgte zur Anziichtung der Bakterien eine Inkubation
der beimpften Kolben fir 18-24 h bei 37 °C auf einem Rundschilittler.

Die Bakterienkulturen wurden auf Columbia-Schafblutagarplatten angeztichtet, bei 4

°C aufbewahrt und im Abstand von ca. 6-8 Wochen subkultiviert.

3.2.2 Konservierung der S. aureus-Isolate

Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die mittels oben genannter Verfahren

identifizierten Isolate in 3 ml Rinderserum mit 6% Glukose suspendiert, in ein 5 ml-

Eppendorf-Gefald abgefillt und bei —20 °C gelagert.
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Die Wiederanzichtung der Isolate erfolgte nach dem Auftauen bei Raumtemperatur
durch Ausstreichen der Suspension auf Columbia-Schafblutagar und Bebritung fur
24 h bei 37 °C.

Die Isolate wurden durch eine fortlaufende Nummer, den Namen des Betriebes, die

Isolat-Nummer, die Kuh-Nummer und die Zellzahl gekennzeichnet.

3.3 Identifizierung der ausgewahlten S. aureus-Kulturen

3.3.1 Phanotypische Identifizierung

3.3.1.1 Hamolyseformen

Zur Beurteilung der Hamolyse und Koloniemorphologie wurden die Bakterienkulturen
auf Columbia-Schafblutagar (3.2.1) 24 h bei 37 °C angezichtet. Eine a-Hamolyse
zeigte sich als eine breite Zone vollstandiger Hamolyse, eine B-Hamolyse als eine
breite Zone unvollstandiger Hamolyse und eine d-Hamolyse als eine schmale Zone

vollstadndiger Hamolyse.

Die unterschiedlichen Hamolyseformen wurden im Weiteren nach der von SKALKA
et al. (1979) beschriebenen Methode untersucht. Dazu erfolgte eine strichférmige
Beimpfung einer nach 3.2.1 hergestellten Columbia-Schafblutagarplatte mit einer -
hamolysierenden S. aureus-Referenzkultur. Senkrecht dazu wurde die zu
untersuchende S. aureus-Kultur strichformig, bis ca. 5 mm an die Referenzkultur
heranreichend, ausgestrichen. Die Beurteilung der Hamolyse erfolgte nach einer
Inkubation von 18-24 h bei 37 °C. Eine a-Hamolyse stellte sich als eine im Bereich
des S. aureus-p-Hamolysins gehemmte Zone vollstandiger Hamolyse dar. Eine B-
Hamolyse zeigte sich als eine Zone unvollstdndiger Hamolyse um den Impfstrich.
Eine &-Hamolyse stellte sich im Bereich des S. aureus-B-Hamolysins als CAMP-
ahnliche Verbreiterung der Hamolyse sowie um den Impfstrich als schmale,
vollstdndige Hamolyse dar.

Wie bereits aufgefuhrt, wurden auch 15 nicht-hdmolysierende S. aureus-Stamme in
die Untersuchung miteinbezogen.
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3.3.1.2 Wachstum auf Baird-Parker-Agar

Zur Gattungsidentifizierung der Staphylokokken wurde zunachst das Verhalten der
Kulturen auf Staphylokokken-Selektivmedium (siehe Anhang) beurteilt (NISKANEN
und AALTO, 1978). Dazu erfolgte eine Beimpfung des Agars mit den S. aureus-
Kulturen und eine Bebritung unter aeroben Bedingungen bei 37 °C fur 24-48 h.

Das Selektivmedium hatte folgende Zusammensetzung:

40 g/l Baird-Parker-Agar
1000 ml Aqua dest.

Nach Autoklavieren bei 121 °C fur 15 min und anschlieendem Abkuhlen auf 50 °C
wurden dem Grundmedium 50 ml/l Eigelb-Tellurit-Emulsion (siehe Anhang) 20%
zugesetzt. Staphylokokken wachsen auf diesem Agar aufgrund einer positiven
Telluritreduktion innerhalb von 24-48 h bei 37 °C als kleine, schwarze, glanzende,
gewodlbte Kolonien mit einem Durchmesser von 1-5 mm. S. aureus-Kulturen waren
weiterhin bei einer positiven Eigelbreaktion, d.h. bei Lipolyse und Proteolyse, von

einem schmalen weil3en Ring umgeben.

3.3.1.3 Nachweis der Koagulasereaktion

Der Nachweis der Koagulasereaktion erfolgte mit Hilfe des Réhrchentests nach der
bei KLOOS und LAMBE (1991) beschriebenen Methode. Kaninchenplasma (siehe
Anhang; 250 pl, gewonnen aus sterilem Zitratblut) wurde mit 3 ml Aqua dest. und 8
ml (0,15 mol/l) NaCl versetzt und anschlieend in 0,3 ml Aliquots aufgeteilt. Je
Aliquot wurden 3-5 Kolonien der zu untersuchenden Bakterienkulturen
hinzugegeben. Die Beurteilung der Reaktion erfolgte nach einer Bebritung von 24 h
bei 37 °C. Eine positive Reaktion lag vor, wenn ein vollstandiges oder uberwiegend
zusammenhangendes Koagulum zu erkennen war.

Zur Uberprifung wurde fiir jeden Reaktionsansatz als Positivkontrolle S. aureus
ATCC 25923 und als Negativkontrolle S. epidermidis ATCC 14990 mitgefihrt.
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3.3.1.4 Nachweis des Clumping-Factors

Der Nachweis des zellgebundenen Clumping-Factors erfolgte als Objekttragertest
mit zitriertem Kaninchenplasma nach CADNESS-GRAVES et al. (1943). Dazu
wurden zwei bis drei Kolonien der zu untersuchenden Bakterienkulturen mittels einer
sterilen Ose in einem Tropfen NaCl-Lésung (0,4 mol/l) auf einem Obijekttrager
suspendiert und dann mit einem Tropfen unverdinntem zitriertem Kaninchenplasma
vermischt.

Die Beurteilung der Reaktion erfolgte bei indirekter Beleuchtung mit Hilfe eines
Lichtkastens. Eine positive Reaktion zeigte sich durch eine deutliche Verklumpung
der Bakterien innerhalb von 1-2 min im Plasmatropfen. Eine Kulturaufschwemmung
ohne Plasmazusatz diente als Kontrolle, um eine Selbstagglutination der
Staphylokokken auszuschliel3en. Als Positivkontrolle diente S. aureus ATCC 25923,
als Negativkontrolle S. epidermidis ATCC 14990

3.3.1.5 Identifizierung mittels MASTASTAPH-Kit

Eine weitere Identifizierung der Kulturen erfolgte mit Hilfe des kommerziellen
MASTASTAPH-Testkits (siehe Anhang).

Dieser Test diente zur Identifizierung der S. aureus-Kulturen durch den Nachweis
des Clumping-Factors und/oder von Protein A. Dazu wurden zwei bis drei Kolonien
der nach 3.2.1 angezlchteten Bakterien auf dem Testbereich der MASTASTAPH-
Testkarte in einem Tropfen des MASTASTAPH-Latex-Reagenz suspendiert. Nach
mehrmaligem langsamen Schwenken der Karte konnte das Ergebnis nach ca. 30 s
abgelesen werden. Eine deutlich sichtbare Verklumpung der Latexpartikel innerhalb
weniger Sekunden mit einem klaren Hintergrund galt als positives Ergebnis, eine
milchige Suspension ohne erkennbare Agglutination der Latexpartikel wurde negativ
gewertet. Als Positivkontrolle diente S. aureus ATCC 25923, als Negativkontrolle S.
epidermidis ATCC 14990.
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3.3.1.6 Weitere Enzymnachweise

3.3.1.6.1 DNase

Der Nachweis des Enzyms DNase erfolgte mit dem Fertigndhrmedium

DNaseTestagar (siehe Anhang), der sich wie folgt zusammensetzte:

20,0 g/l Tryptose

5,0 g/l Natriumchlorid

2,0 g/l Desoxyribonukleinsaure
15,0 g/l Agar-Agar

1000 ml Aqua dest.

Nach einer Inkubation von 18-24 h bei 37 °C wurde der DNase-Testagar mit 1 N HCI
uberflutet.

DNase-bildende Kolonien zeigten dabei einen klaren Hof um die Kolonien, wahrend
bei negativem Reaktionsausfall durch Préazipitation der nicht abgebauten DNA eine

vollstandige Tribung des Nahrmediums auftrat.

3.3.1.6.2 Hyaluronidase

Zur Uberprifung der Hyaluronidasebildung wurde der bei WINKLE (1979)
beschriebene Dekapsulationstest verwendet. Eine nach 3.2.1 hergestellte Columbia-
Schafblutagarplatte wurde S-formig mit einer mucoid wachsenden S. equi-Kultur
(3.1.2) 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 wachsenden Kolonien der ansonsten

mucoid wachsenden S. equi-Kultur in der Nahe des Staphylokokken-Impfstrichs.
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3.3.2 Biotypisierung

Zur Biotypisierung wurde das von DEVRIESE (1984) beschriebende Verfahren in
modifizierter Form angewandt. Dies beinhaltete die Koagulation von bovinem
Plasma, das Wachstum auf Kristallviolett-Agar und den Nachweis des p-Hamolysins
(3.3.1.2).

3.3.2.1 Nachweis der Koagulation von bovinem Plasma

Zur Gewinnung von bovinem Zitratplasma wurde einer klinisch gesunden Kuh unter
antiseptischen Bedingungen mittels eines Venenverweilkatheters 600 ml Blut aus der
Vena jugularis entnommen und mit 30 ml einer 10 %igen (w/v) Zitratlésung (siehe
Anhang) gemischt. Nach Zentrifugation des Zitratblutes fir 10 min bei 3000 U/min
und Entnahme des Uberstandes erfolgte eine zweite Zentrifugation. Der Uberstand
des zweiten Zentrifugationsschrittes wurde in  verschlieBbaren, sterilen
KunststoffgefalRen portioniert (25 ml) und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
Nach jedem Auftauen erfolgte zur Sterilitdtsprifung das Ausspateln von 0,1 ml
Plasma auf einem Rinderblut-Askulinagar (3.2.1) und eine Bebriitung des Ansatzes
aerob bei 37 °C fur 48 h. Bei Nachweis von Keimwachstum wurde die betroffene
Plasmaportion verworfen.

Zum Nachweis der Plasmakoagulase wurde 1 Teil Zitratplasma mit 3 (0,15 mol/l)
Teilen NaCl verdinnt. 0,5 ml dieses verdinnten Plasmas wurde in ein
Koagulaseréhrchen mit einem Durchmesser von 9 mm pipettiert und mit drei bis vier
Kolonien einer auf Rinderblut-Askulinagar fur 18-24 h bei 37 °C aerob bebriiteten S.
aureus-Kultur beimpft. Dieser Ansatz wurde fir 24 h bei 37 °C bebrutet.

3.3.2.2 Wachstum auf Kristallviolett-Agar

Tryptose-Agar (siehe Anhang) mit einem Kristallviolett-Gehalt (siehe Anhang) von 8
ug/ml wurde punktformig mit einer Ose Bakterienmaterial einer auf Rinderblut-
Askulinagar frisch subkultivierten S. aureus-Kultur (3.2.1) beimpft und bei 37 °C
bebritet, so dass Makrokolonien mit einem Durchmesser von etwa 5 mm

entstanden. Die Beurteilung erfolgte nach 24 und 48 h. Gelbe Kolonien mit violettem
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Rand wurden dem Kiristallviolett-Typ A zugerechnet, blaue oder violette Kolonien

dem Typ C und weil3e oder blaulich-weil3e Kolonien dem Typ E.

3.4 Auswahl der S. aureus-Kulturen

3.4.1 Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen DNA  mittels
Pulsfeldgelektrophorese

Die Erstellung eines ,DNA-Fingerprints” erfolgte durch Praparation der bakteriellen
DNA, Restriktionsverdau und anschlielender Auftrennung der Fragmente mittels
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE).

3.4.1.1 Praparation und Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

Die Praparation und der anschlielBende Restriktionsverdau erfolgte nach einer
modifizierten Methode von SOMMERHAUSER (2001).

Die Bakterien wurden 24 h in 5 ml Todd-Hewitt-Bouillon (siehe Anhang) angezichtet,
nach anschlieBendem Abzentrifugieren fir 10 min (9500 x g) zweimal in TE-Puffer
(siehe Anhang) gewaschen, in TE-Puffer resuspendiert und zuletzt photometrisch bei
600 nm auf eine Dichte von 5% Transmission eingestellt. Agarose [Pulsed Field
Certified (siehe Anhang); 1 %ige w/v in TE-Puffer] wurde bei 56 °C im Wasserbad mit
gleichen Teilen der Bakteriensuspension gemischt und in Gie3formen zu 100 pl
Bléckchen gegossen. Die Zellwandlysis erfolgte in 200 ml Lysispuffer (siehe
Anhang), 20 mg/ml Lysozym (siehe Anhang) und 5 U/ml Lysostaphin (siehe Anhang)
Uber Nacht bei 37 °C, eine Deproteinisierung durch Zugabe von 0,5 mg/ml
Proteinase K (siehe Anhang) und Inkubation, erneut Gber Nacht, bei 56 °C.

Die Agarosebldockchen wurden zweimal fir 30 min in 200ul TE-Puffer/Blockchen bei
Raumtemperatur gewaschen und zur Proteinase K-Inaktivierung mit 2 pl
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; siehe Anhang) zweimal fir 1 h bei 56 °C
inkubiert. Abschlieend wurden die Blockchen erneut zweimal fir 30 min bei

Raumtemperatur in 200 ul TE-Puffer/Bléckchen gewaschen.
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Die derart vorbereitete DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Smal (25 U pro
Blockchen; siehe Anhang) fiir 5 h bei 25 °C verdaut. Der Reaktionsansatz setzte sich

wie folgt zusammen:

DNA (1 Bloéckchen) ca. 1 g
Puffer J 20 pl
BSA 20 pl
Smal 2 ul
Aqua dest 158 pl

3.4.1.2 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Das Auftrennen der nach 3.4.1.1 praparierten DNA mittels PFGE erfolgte in einem 1
%igen Agarosegel. Dazu wurden 1,1 g Agarose in 55 ml Wasser und 55 ml 0,5 x
TBE-Puffer (siehe Anhang) in der Mikrowelle geschmolzen und in die vorbereitete
Gelkammer (13 x 14 x 0,55 mm Flachbettform; siehe Anhang) gegossen. Zuvor
wurden 2 bis 3 ml des Gels abgenommen und bei 56 °C gelagert. Dieses Gel diente
zum Verschluss der Geltaschen.

Nach der Restriktionszeit wurden die Blockchen in die Geltaschen eingefihrt (je nach
Kammgrofle % oder 1 ganzer Block). Nach Einsetzen der Bldckchen in die
Vertiefungen des Agarosegels und VerschlieBen der Vertiefungen mit flissigem 1
%igem Agarosegel in 0,5 x TBE-Puffer fand die Elektrophorese anschlie3end in
CHEF-DR II ,Pulse Field Electrophoresis System* (siehe Anhang) mit 2,5 | zuvor auf
14 °C gekiihltem 0,5 x TBE-Puffer als Laufpuffer unter den von SOMMERHHAUSER
(2001) beschriebenen Konditionen statt:

Laufprogramm Lauf | Lauf Il
Pulszeiten 0,1-11 s (linearer Gradient) 9-40 s (linearer Gradient)
Spannung 5V 6V
Temperatur 14 °C 14 °C
Dauer 8h 17 h

Als DNA-Langenstandard dienten Low PFG Marker Lambda Ladder PFGE Marker
(50-1000kb; siehe Anhang).
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3.4.1.3 Ethidiumbromidfarbung

Nach der Gelektrophorese erfolgte die Darstellung der DNA-Fragmente durch
Farbung des Gels fir 20 min in einer wassrigen Ethidiumbromid-Lésung (5 U/ul;
siehe Anhang), wobei sich das fluoreszierende Ethidiumbromid als interkalierende
Substanz in die Doppelstrange der DNA einlagert. Um den Uberschissigen Farbstoff
zu entfernen wurden die Gele in Aqua dest. gewaschen.

Die Auswertung und photographische Dokumentation erfolgte anschliel3end unter
UV-Licht mit Hilfe eines Gel-Videodokumentationssystems (siehe Anhang), wobei

sich die DNA-Fragmente als helle Banden vor dunklem Hintergrund darstellten.

3.4.1.4 Auswertung der PFGE-Muster

Die Analyse der PFGE-Muster erfolgte mittels Gel Compar-Software (Applied Maths,
Kortijk, Belgien) um den Grad der genetischen Verwandtschaft zu ermitteln und
visuell unter Berucksichtigung der Angaben von TENOVER et al. (1995). Die
Restriktionsmuster, die keinerlei Unterschied im Bandenmuster zeigten, wurden als
gleiche Muster beurteilt, solche mit zwei bis drei unterschiedlichen Fragmenten als
Subtyp und Restriktionsmuster 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.

3.4.2 Molekularbiologische Identifizierung und weitergehende

Untersuchung
3.4.2.1 Praparation der bakteriellen DNA
3.4.2.1.1 Vereinfachte Praparation der bakteriellen DNA
Die Aufbereitung der als ,Template” eingesetzten DNA erfolgte in modifizierter Form
nach der von FRENAY et al. (1996) beschriebenen Methode. Dazu wurden 4-6

Kolonien der zu untersuchenden und nach 3.2.1 auf Festmedium angeziichteten

Kulturen in ReaktionsgefaRe (2 ml Eppendorf) Gberflhrt, mit 100 uyl TE-Puffer
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suspendiert und nach Zusatz von 5 pl Lysostaphin (1,8 U/ul) fur 1 h bei 37 °C
inkubiert.

Zur Deproteinisierung erfolgte die Zugabe von 5 pl Proteinase K und eine Inkubation
fur 2 h bei 56 °C. Nach einer Inkubation fir 10 min bei 100 °C im Wasserbad zur
Inaktivierung der Proteinase K, Abkihlen fir 1 min auf Eis und Zentrifugation fir 2-3
min bei 14000 x g, konnte der Uberstand als ,Template* in der PCR eingesetzt

werden.

3.4.2.1.2 DNA-Praparation mit dem Qiagen Tissue Kit

Zur Praparation der bakteriellen DNA wurde weiterhin das DNeasy Tissue Kit (siehe
Anhang) verwendet. Dazu wurden 3 bis 4 Kolonien der zu untersuchenden Kulturen
in 180 ul TE-Puffer und 10 pl Lysostaphin (1,8 U/ul) gegeben und anschliel3end fir 1
h bei 37 °C inkubiert.

Nach Zugabe von 20 ul Proteinase K und Durchmischung des Reaktionsgemisches
fand eine weitere Inkubation fur 2 h bei 56 °C statt. Zur Inaktivierung der Proteinase
K erfolgte anschlieend die Zugabe von 200 pl Ethanol (99%). Nachfolgend wurde
das Reaktionsgemisch durch den DNeasy Filtereinsatz mit Silicamembran mittels
Zentrifugation fir 30 s bei 14000 x g in ein 2 ml Reaktionsgefal3 abfiltriert. Nach
zweimaliger Waschung der Membran mit je 500 pl AW-Puffer und jeweils
anschlieBender Zentrifugation bei 14000 x g fur 30 s wurde der DNeasy Filtereinsatz
mit Silicamembran in ein neues 2 ml-Reaktionsgefal verbracht. Das Eluieren der an
die Membran gebundenen DNA erfolgte mittels 200 ml AE-Puffer und
anschlieBender Inkubation fur 15 min bei Raumtemperatur. Das DNA-haltige Eluat
wurde bei 14000 x g abzentrifugiert und die so erhaltene DNA direkt in die PCR

eingesetzt oder bei —20 °C aufbewahrt.

3.4.2.2 Durchfihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl konventionelle Einzel-PCR als auch

~Multiplex-PCR* zum Nachweis bakterieller Gene durchgefuhrt.

Zur Durchfuhrung einer Einzel-PCR erfolgte die Erstellung eines ,Mastermix” mit

folgender Zusammensetzung je Reaktionsansatz:
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13,2 mi Aqua dest.
2,0 ul Inkubationspuffer (10 fach)
0,8 ul Magnesiumchlorid (25 mmol/l)
0,7 ul Primer 1 (10 pmol/ul)
0,7 ul Primer 2 (10 pmol/ul)
0,4 ul dNTP (10 mmol/pl)
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ pl)

Nach grundlicher Durchmischung des ,Mastermixes* wurden 18 pl in ein 500 pl
Reaktionsgefal3 tberfuhrt und mit je 2 ul der nach 3.4.2.1 praparierten DNA

vermischt.

3.4.2.2.1 Oligonukleotidprimer

Die verwendeten Oligonukleotidprimer und Thermocycler-Temperaturprogramme
einschlielBlich ihrer Erstbeschreibung sind in Tab. 1 zusammengestellt. Im
Thermocycler erfolgte fiur die Einzel-PCRs zunéchst jeweils eine initiale
Denaturierung der DNA fir 4 min bei 94 °C mit anschliel3enden, sich unterschiedlich
oft wiederholenden Zyklen zur Denaturierung, Primeranlagerung und
Polymerisierung. Den Abschluss bildete ein 5 min Extensionszyklus bei 72 °C,

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

3.4.2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der Amplikons erfolgte mittels eines 2 %igen Agarosegels. Dazu
wurden zunachst 0,7 g Agarose (Biozym LE, siehe Anhang) in 35 ml TBE 10 x-Puffer
unter Erhitzen gel6st und in eine Flachbettform gegossen. Nach dem Abkuhlen
konnte nun 12 pl des PCR-Produkts mit 3 pl Stop-Mix (siehe Anhang) vermischt und
in das erstarrte Agarosegel pipettiert werden. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte im Horizontalgel fur 1 h bei 120 V, wobei als Laufpuffer ebenfalls TBE-Puffer
diente. Eine Bestimmung der Grof3e der PCR-Produkte ermdglichte ein ebenfalls in
das Gel aufgetragener DNA-Langenstandard VI, Simplyload™ 100 Bp DNA Ladder
(siehe Anhang).
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3.4.2.2.3 Ethidiumbromidfarbung

Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Darstellung der DNA-Fragmente durch

Farbung des Gels nach 3.4.1.3

3.4.2.3 Koagulase-Gen-Polymorphismus

Zur Darstellung von Gen-Polymorphismen des coa-Gens erfolgte ein
Restriktionsverdau des amplifizierten  Koagulase-Genabschnitts mit  dem
Restriktionsenzym Alul (10 U/ul; siehe Anhang).

Der Restriktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

12,0 pl PCR-Produkt
1,0 ul Enzym (Alul)

Der Restriktionsansatz wurde fur 24 h bei 37 °C inkubiert und anschlielend im
Agarosegel aufgetrennt (3.4.2.2.2).

3.4.2.4 Nachweis von Enterotoxingenen und weiteren Superantigen-

kodierenden Genen mittels ,,Multiplex-PCR*

Der gemeinsame Nachweis der Gene sea, seb, sed, see wurde hach MONDAY und
BOHACH (1999a) mittels ,Multiplex-PCR*" durchgefiihrt.

Die verwendeten Primersequenzen, die Amplifikatgré3en, die
Thermocyclerprogramme sowie die jeweiligen Referenzen der PCR-Methoden sind
in Tab. 1 zusammengestellt.

Zur Durchfuhrung dieser ,Multiplex-PCR* erfolgte die Erstellung eines ,Mastermixes*”

mit folgender Zusammensetzung je Reaktionsansatz:
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9,6 ul
2,0 ul
0,8 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,8 pl
0,8 pl
1,0 pl
1,0 pl
1,0 pl
1,0 ul
0,2 ul

Aqua dest
Inkubationspuffer (10 x)
dNTp (10 mmol/l)

sea Primer 1 (10 pmol/ul)
sea Primer 2 (10 pmol/ul)
seb Primer 1 (10 pmol/ul)
seb Primer 2 (10 pmol/ul)
sed Primer 1 (10 pmol/ul)
sed Primer 2 (10 pmol/ul)
see Primer 1 (10 pmol/ul)
see Primer 2 (10 pmol/ul)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

Der gemeinsame Nachweis der Gene sec und tst wurde ebenso nach MONDAY und
BOHACH (1999a) mittels ,Multiplex-PCR* durchgefuhrt. Zur Durchfiihrung der

~Multiplex-PCR*

erfolgte die Erstellung eines

Zusammensetzung je Reaktionsansatz:

12,4 ul
2,0 ul
0,8 ul
0,8 ul
0,8 ul
1,0 ul
1,0 ul
0,2 ul

Aqua dest
Inkubationspuffer (10 x)
dNTp (10 mmol/l)

sec Primer 1 (10 pmol/ul)
sec Primer 2 (10 pmol/pl)
tst Primer 1 (10 pmol/pul)
tst Primer 2 (10 pmol/pul)
Tag-Polymerase (5 U/ul)

;Mastermixes”

mit

folgender

Nach griindlicher Durchmischung des ,Mastermixes* wurden 19 pl davon in ein 500

pl ReaktionsgefalR Uberfihrt und mit je 1,0 ml der nach 3.4.2.1 praparierten DNA

vermischt.

Nach Einsetzen der Proben in den Thermocycler (siehe Anhang) erfolgte nach

3.4.2.2.1 eine

initiale Denaturierung der

DNA. Danach kam das folgende



3 Material und Methoden 50

Temperaturprogramm zur Anwendung, welches fir die ,Multiplex-PCR" sea, seb, sed

und see sowie fir sec und tst benutzt wurde:

30 Zyklen:  Denaturierungstemperatur 94 °C fur 2 min
Anlagerungstemperatur der Primer 55 °C fur 2 min
Verlangerungstemperatur der Primer 72 °C fur 1 min

1 Zyklus: Extensionszyklus 72 °C fur 10 min

Der Nachweis der bzw. des Amplikons erfolgte nach der unter 3.4.2.2.2

beschriebenen Methode.

Der gemeinsame Nachweis der Gene seg, seh, sei, sej sowie der 16S rDNA erfolgte
ebenfalls mittels ,Multiplex-PCR" nach MONDAY und BOHACH (1999a).

Das ,Mastermix“ setzte sich je Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

9,2 ul Aqua dest

2,0 ul Inkubationspuffer (10 x)

0,8 ul dNTP (10 mmol/l)

0,6 pl seg Primer 1 (10 pmol/ul)

0,6 ul seg Primer 2 (10 pmol/ul)

0,8 ul seh Primer 1 (10 pmol/ul)

0,8 ul seh Primer 2 (10 pmol/ul)

0,6 pl sei Primer 1 (10 pmol/pl)

0,6 ul sei Primer 2 (10 pmol/pul)

0,6 ul sej Primer 1 (10 pmol/pul)

0,6 ul sej Primer 2 (10 pmol/pl)

0,8 ul 16S rDNA Primer 1 (10 pmol/pl)
0,8 ul 16S rDNA Primer 2 (10 pmol/ul)
0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

Nach grindlicher Durchmischung des ,Mastermixes” wurde weiter verfahren wie

oben beschrieben.
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Nach Einsetzen der Proben in den Thermocycler erfolgte nach 3.4.2.2.1 eine initiale

Denaturierung der DNA. Danach kam das folgende Temperaturprogramm zur

Anwendung:

15 Zyklen:  Denaturierungstemperatur 95°Cfur60s
Anlagerungstemperatur der Primer 68 °C fur 45 s
Verlangerungstemperatur der Primer 72°Cfur60s

16 Zyklen:  Denaturierungstemperatur 95 °C fur 60 s
Anlagerungstemperatur der Primer 64 °C fur 45 s
Verlangerungstemperatur der Primer 72°Cfure0s

Nach der Elektrophorese wurden die Gele gefarbt und die Ergebnisse dokumentiert
(3.4.2.2.2).
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3.5 Analyse der mRNA-Expression mittels Reverser Transkriptions-PCR

Die Expression ausgewahlter mRNA in einem bestimmten S. aureus-Isolat wurde
mittels Reverser Transkription (RT) der Gesamt-RNA in cDNA mit anschlieRender
spezifischer Polymerasekettenreaktion fur einige Staphylokokken Virulenzfaktorgene

(sogenannte “two-step RT-PCR*) nachgewiesen.

3.5.1 Praparation der bakteriellen Gesamt-RNA

Die kulturelle Anziichtung der Isolate erfolgte in BHI-Medium (siehe Anhang) fur 24 h
bei 37 °C. Je 1 ml des bebriteten Nahrmediums wurde in ein steriles Reaktionsgefal}
gegeben und 10 min bei 4.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand dekantiert und die Reste des Mediums durch vorsichtiges Absaugen mit
einer Pipette entfernt. Das entstandene Bakterienpellet wurde zur Zellwandlyse in
100 pl TE-Puffer mit dem Zusatz von 20 mg/ml Lysozym und 3 pl Lysostaphin (1,8
U/ul) versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von

350 pl RLT-Puffer (RNeasy mini-Kit, siehe Anhang) und grindlicher Durchmischung
wurde das Reaktionsgemisch 2 min bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde

mit 250 pl Ethanol (96-99%) versetzt und der Ansatz griindlich gemischt.

Die bakterielle Gesamt-RNA wurde nun mit Hilfe eines kommerziellen Testkits

(RNeasy mini-Kit) entsprechend den Herstellerangaben isoliert.

Das gesamte Lysat (ca. 700 ul) wurde auf eine RNeasy-Saule aufgetragen und 15 s
bei 8.000 x g zentrifugiert. Zum Waschen wurde 350 pl Puffer RW1 in die Saule
pipettiert und diese 15 s bei 6.000 x g zentrifugiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
von 40 yl DNase-I-Mischung (2,5 Kunitz-Einheiten/pl) auf die RNeasy-Saule und eine
Inkubation fir 30 min bei 37 °C. Erneut wurden 350 pl Puffer RW1 in die RNeasy-
Saule pipettiert und fur 15 s bei 6.000 x g zentrifugiert. Anschlie3end wurde als
Waschschritt 500 ul Puffer RPE in die RNeasy-Saule pipettiert und 15 s bei 6.000 x g
zentrifugiert. Die Elution erfolgte durch die Zugabe von 50 ul RNase-freiem Wasser
direkt auf die RNeasy-Saule und Zentrifugation fir 1 min bei 10000 x g. Danach
erfolgte zur Inaktivierung der DNase eine Inkubation fir 10 min bei 70 °C. Die RNA-

haltigen Eluate wurden anschliel3end bei —80 °C gelagert.
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3.5.2 Durchfuhrung der Reversen Transkriptions-PCR

Zum Ausschluss einer Kontamination der RNA-Préparationen mit chromosomaler
DNA, die zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren kénnte, wurde zunéachst eine
PCR mit den Oligonukleotidprimern nuc-1 und nuc-Il unter Verwendung des in Tab. 1
angegebenen Temperaturprogramms durchgefihrt. Bei negativem Ergebnis fand

eine reverse Transkribierung statt.

Die reverse Transkribierung der RNA zu cDNA erfolgte unter Verwendung
sogenannter Zufallsprimer (Random Hexamer Primer; siehe Anhang) und eines
kommerziellen Systems (Omniscript™ RT Kit; siehe Anhang) entsprechend den

Herstellerangaben.

Zunéchst wurden je Transkribierungsansatz 1,0 pl des Extraktes der Gesamt-RNA,
3,0 pl RNase-freies Wasser und 1,0 pl Zufallsprimer zusammengemischt und 10 min
bei 70 °C zur Denaturierung der RNA inkubiert. AnschlieRend wurden (auf Eis) 15 ul
eines RT-Reaktionsgemisches zugegeben, das sich wie in Tab. 2 angegeben

zusammensetzte.

Tab. 2: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches zur Durchfiihrung der RT-PCR

Substanz Volumen je Testansatz
RNase-freies Wasser 9,0 ul
Reaktionspuffer (5 fach) 2,0 ul
dNTP Mix (je 5 mmol/l) 2,0 ul
RNasin Inhibitor (40 U/pl) 1,0 pl
RT Polymerase (4 U/ul) 1,0 pl

AnschlieRend wurde dieser Reaktionsansatz zur Primeranlagerung zunachst fir 5
min bei 25 °C inkubiert. Die cDNA-Synthese erfolgte anschliel3end bei 42 °C fur

60 min.
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Die so erhaltene cDNA diente nun als ,template” in den folgenden spezifischen PCR-
Reaktionen zum Nachweis von SE-Genen bzw. wurde bis zur jeweiligen

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zum Nachweis eines spezifischen SE-Transkripts wurde die in 3.4.2.2 beschriebene
PCR angewendet. Die Amplifizierung der cDNA erfolgte unter Verwendung von 2,5 pl
des unter 3.5.1 erhaltenen cDNA-Ansatzes mit den in Tab. 1 aufgefihrte Primern.
Die PCR-Bedingungen fur diese Primerpaare (Anlagerungstemperatur, MgCl,-
Konzentration, Anzahl der Zyklen usw.) entsprachen denjenigen im unter 3.4.2.2
beschriebenen Protokoll.

Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte wie in 3.4.2.2.2 beschrieben.

3.6 Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und -auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen
Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung
des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en. Die
statistischen Auswertungen wurden unter Verwendung des Statistikprogrammpakets
BMDP/Dynamic, Release 7.0, (DIXON, 1993) durchgefuhrt. Die Untersuchung der
Zusammenhange erfolgte bei den quantitativen Merkmalen Zellzahl, Protein A-
Repeats und Koagulase-Repeats mit Hilfe von  Korrelations- und
Regressionsanalysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe des
Korrelationskoeffizienten (r) und der Regressionsgeraden (y = m - x + b) bzw. bei
semiquantitativen Variablen mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearmann
(rs). Da die statistische Verteilung der Zellzahl wie gewohnlich eine rechtsschiefe
Form aufwies, wurde hier eine logarithmische Transformation der Daten
durchgefiihrt. Bei den quantitativen Merkmalen kam beim Gruppenvergleich der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test bzw. bei mehr als 2 Gruppen der Kruskal-Wallis-Test
unter Verwendung des Programms BMDP3S zum Einsatz. Fir die
Gegenuberstellung qualitativer Merkmale wurden zweidimensionale
Haufigkeitstabellen mit dem Programm BMDP4F erzeugt und mit dem
verallgemeinerten Fisher-Test bzw. dem Chi-Quadrat-Test auf signifikante
Zusammenhange geprift. Hier kam ein Eigenprogramm der AG Biomathematik und

DV (Justus-Liebig-Universitat Giel3en) zum Einsatz.
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Zusatzlich wurde eine multivariante Auswertung im Rahmen einer explorativen
Datenanalyse vorgenommen, um die wichtigen Virulenzfaktorgene im Hinblick auf
die ZielgroRen zu erkennen. Fir die qualitativen Zielgré3en geschah dies mit einer
multiplen schrittweisen Diskriminanzanalyse mit dem Programm BMD87M, wahrend
fur die quantitativen ZielgroBen (Zellzahl und Repeats) eine multiple schrittweise
lineare Regressionsanalyse (Programm BMDP2R) zum Einsatz kam. Bei der
Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau p = 0,05
zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant

angesehen. Zusatzlich wird — wenn moglich — der exakte p-Wert angegeben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 S. aureus-ldentifizierung

In die vorliegende Untersuchung wurden 325 S. aureus-Feldisolate mit einbezogen.
Diese Stamme wurden durch Uberpriifung der Koagulase-Aktivitat und durch den
Nachweis des Thermonuclease-, des Koagulase- und des Protein A-Gens als S.

aureus identifiziert.

41.1 Koagulaseaktivitat

Die Koagulaseaktivitat wurde mittels Rohrchentest (3.3.1.3) untersucht. Alle 325
untersuchten Kulturen zeigten innerhalb von 24 h eine Koagulation des

Kaninchenplasmas und somit eine positive Reaktion.

4.1.2 Nachweis des Thermonuklease-Gens (nuc)

Im Weiteren erfolgte die Amplifizierung des Thermonuklease-Gens nuc mittels der in
Kapitel 3.4.2.2 beschriebenen PCR. Dies ergab bei allen 325 untersuchten Kulturen
ein Amplikon mit der zu erwartenden einheitlichen Grof3e von 280 Bp (Abb. 2).

Bp
800-
500-

300-
200-

M 1 2 3 4 5 6 M

Abb. 2: Typisches Amplikon des nuc-Gens; 1 — 4 = untersuchte S. aureus-Kulturen
(Feldisolate); 5 = positive Kontrolle - S. aureus ATCC 25923; 6 = negative
Kontrolle - S. epidermidis ATCC 14990; M = Marker, Simplyload™ 100 Bp
DNA Ladder



4 Ergebnisse 60

4.1.3 Nachweis des Koagulase-(coa) und des Protein A-Gens (spa)

Die Gene coa und spa waren bei allen 325 untersuchten Feldisolaten nachweisbar.
Entsprechend der Anzahl der vorhandenen Repeats wurden Amplifikate im
GroRRenbereich von 500, 560, 620, 700, 800, 900 und 970 Bp mit Repeatanzahlen
von 2 bis 8 (coa) bzw. in der Gr63e von 100, 120, 150, 170, 200, 220, 240, 270, 290,
320 und 350 Bp mit Repeatanzahlen von 2 bis 12 (spa) nachgewiesen. Die
durchgefiihrten PCR-Untersuchungen wurden zur Speziesidentifizierung und auch

zur Stammtypisierung (4.5) genutzt. Die Resultate sind eingehend in Tab. 3 und 4

dargestellt.

4.2 Phanotypische Hamolyse

Bei 310 der 325 S. aureus-Feldisolate war nach Anzichtung auf
Schafblutagarplatten eine Hamolyse feststellbar, 15 Stamme erwiesen sich als
anhamolysierend. Die 310 hamolysierenden Isolate wurden fur weiterfihrende

Untersuchungen herangezogen (Kapitel 4.3 bis 4.5)

4.3 Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse

Nach Restriktionsanalyse der chromosomalen DNA der 310 S. aureus-Kulturen unter
Verwendung der PFGE konnten nach der Fragmentauftrennung insgesamt 15 DNA-
Restriktionsmuster (Muster A bis O) differenziert werden. Dabei waren in der
Elektrophorese zwischen 9 und 15 Banden darstellbar. Die Restriktionsmuster
wurden visuell beurteilt (3.4.1.4). Die Verteilung der verschiedenen Muster auf die

einzelen Betriebe ist in Tab. 5 dargestellt.

Abb. 3 und Abb. 4 zeigen beispielhaft die Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse

von S. aureus-Feldstammen zweier Betriebe.
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Abb. 3: Makrorestriktionsanalyse von 9 S. aureus-Kulturen (1 bis 9) aus dem Betrieb
Nr. 23. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, liessen sich die untersuchten
Isolate den 2 Fragmentmustern A (1, 2, 4, 6 bis 9) und F (3 und 5) zuordnen;
M = Lambda Ladder PFGE Marker (50-1000 Kb)
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Kb

388-

291-
242,5-

145,5-

Abb. 4: Makrorestriktionsanalyse von sieben S. aureus-Kulturen (1 bis 7) aus dem
Betrieb Nr. 29. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, konnten alle 7
Feldisolate dieses Betriebes einem Fragmentmuster (Muster B) zugeordnet
werden; M = siehe Abb. 3
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4.4 Ergebnisse der Untersuchung des Koagulase-Gen-Polymorphismus

Nach Amplifizierung mit der unter 3.4.2.2.1 beschriebenen PCR wurde bei einem Teil
der S. aureus-Stamme (Herkunft aus unterschiedlichen Betrieben) mit identischen
PFGE-Muster und gleicher Grol3e des coa-Amplikons ein Restriktionsverdau mittels
Alul (3.4.2.3.) durchgefuihrt. Diese Stamme sind in Tab. 3 gesondert gekennzeichnet.
Waren unterschiedliche Amplikons nachweisbar, wurde kein Restriktionsverdau
durchgefuhrt.

Der Nachweis unterschiedlicher Koagulase-Gen-Muster erfolgte somit anhand der
GroRRe der Amplifikate bzw. der Genfragmente nach Alul-Behandlung. Insgesamt
lieBen sich mittels dieser Methode 16 Koagulase-Gen-Typen differenzieren. Die
GroRRe der Amplikons betrug 500, 560, 620, 700, 800, 900 bzw. 970 Bp.

Im Einzelnen waren bei 9 Kulturen ein Amplikon in der GroRe von 500 Bp,
entsprechend 2 Repeats, bei 9 Kulturen ein Amplikon in der Gréf3e von 560 Bp,
entsprechend 3 Repeats, bei 89 Kulturen ein Amplikon in der Gré3e von 620 Bp,
entsprechend 4 Repeats, bei 31 Kulturen ein Amplikon in der Grdl3e von 700 Bp,
entsprechend 5 Repeats, bei 5 Kulturen ein Amplikon in der Grof3e von 800 Bp,
entsprechend 6 Repeats, bei 29 Kulturen ein Amplikon in der Grof3e von 900 Bp,
entsprechend 7 Repeats und bei 138 Kulturen jeweils ein Amplikon in der Gré3e von
970 Bp, entsprechend 8 Repeats, nachweisbar. Die Grol3e der Fragmente nach Alul-

verdau sind in Tab. 3 dargestellt.

Von den insgesamt 16 ermittelten Koagulase-Gen-Typen kamen 10 in
unterschiedlichen Betrieben gleichzeitig vor. Die tbrigen Typen waren in jeweils nur
einem Bestand nachzuweisen.

Der haufigste Typ 1 war bei 83 Isolaten (26,8%) aus 16 Bestanden nachweisbar. Typ
5 wurde 39 Isolaten (12,6%) aus 12 Bestanden zugeordnet.

Auf diese beiden Typen entfielen 39,4% der untersuchten lIsolate, wahrend die

Ubrigen Koagulase-Gen-Typen nur bei jeweils wenigen Isolaten nachweisbar waren.

In Tab. 3 sind die Ergebnisse der Koagulase-Gen-Polymorphismus-Untersuchung
und in Abb. 5 typische Amplifikate des Koagulase-Gens dargestellt. Die Abb. 6 und
Abb. 7 zeigen unterschiedliche Fragmente der Koagulase-Gen-Amplifikate nach Alul
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Restriktionsverdau. Es handelt sich jeweils um identische Koagulase-Gen-Typen aus

jeweils einem Milcherzeugerbetrieb.

Tab. 3: GroRe und Haufigkeit der Amplifikate bzw. der Restriktionsfragmente der

Koagulase-Gen-PCR

Amplikons Fragment- Anzahl der
Typ Bp Repeats grol3e Betrieb Nr. (Anzahl der Isolate) S. aureus
1(9), 8(9), 13 (9), 14(8), 30(9), 33(8),
22(2), 37(1), 50(1), 27(1), 17(7), 26 (8),
1 970 8 970 34(1), 24(8), 15 (1), 3(1) 83!
2 970 8 480-320-160 2(8), 18(8) 16°
3 970 8 380-240 21(8), 19(9) 17°
4 970 8 480-320 23(7), 28(8), 5(7) 22°
3(8), 11(9), 14(1), 15(7), 23(2), 24(1),
5 620 3 620 31(7), 36(1), 41(1), 42(1), 51(1) 39°
6 620 3 620-400-230 4(9) 9°
7 620 3 480-400 6(7) 7’
8 620 3 620-400 12(8), 27(8), 32(9) 25°
9 620 3 620-320 16(9) 9°
10 500 2 500 7(9) 9%
11 560 3 560 34(8), 49(1) o't
2(1), 9(9), 10(8), 28(1), 39(1), 40(1),
12 700 4 700 46(1), 47(1), 20 (1) 2412
13 700 4 400-320-220 29(7) 7
14 800 6 800 38(1), 43(1), 45(1), 48(1), 52(1) 513
5(1), 6(2), 20(7), 25(9), 21(1), 35(1),
15 900 7 900 44(1), 221
16 900 7 500-220 22(7) 75
Insgesamt 310

Ein Alul- Restriktionsverdau wurde bei: 31, 216, 317, %22, ®21, ®9, 77, 825, %9, 199 g

128 135 147 ynd **7 Stammen durchgefiihrt
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Bp

1033-

653-
517-

298-

154-

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Abb. 5: Typische Amplikons des Koagulase-Gens coa von 10 S. aureus-Kulturen mit
GroRRen von 500 Bp (3), 620 Bp (1, 6 und 8), 700 Bp (2), 900 Bp (5), 970 Bp
(7); 9 = positive Kontrolle-S. aureus ATCC 25923; 4 = negative Kontrolle-S.
epidermidis ATCC 14990; 10 = Leerwert; M = Marker, DNA-Langenstandard
\Y,

Bp

1230-

o17-
298-

154-

M 1 2 3 4 5 6 M

Abb. 6: Fragmente der Koagulase-Gen-Amplifikate von sechs Isolaten aus Betrieb

Nr. 5 nach Verdau mit dem Restriktionsenzym Alul (1 - 6); M = siehe Abb. 5
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Abb. 7: Fragmente von acht Koagulase-Gen-Amplifikaten aus Betrieb Nr. 18 nach
Restriktionsverdau mit Alul (1 - 8); M = siehe Abb. 5

4.5 Ergebnisse der Untersuchung des Protein A-Gen-Polymorphismus

Bei allen 310 hdmolysierenden S. aureus-Kulturen wurde zum Nachweis des Protein
A-Gens eine PCR durchgefuhrt (3.4.2.2). Die Amplifizierung des die X-Region
kodierenden  Teils erfolgte mit den unter 3.4.2.2.1 beschriebenen
Oligonukleotidprimern unter Verwendung des dort beschriebenen Thermocyler-
Temperaturprogrammes.

Bei allen 310 untersuchten S. aureus-lsolaten war jeweils ein Amplifikat
nachweisbar, deren GroRe von 100 bis 350 Bp variierte. In Abb. 8 sind einige
typische Amplikons dargestellt. Insgesamt lieRen sich 11 Typen unterscheiden. Nach
ANNEMULLER (1999) und SOMMERHAUSER (2001) wurde die Anzahl der Repeats
mathematisch bestimmt. Die 11 unterschiedlichen Protein A-Typen entsprachen 2 bis
12 Repeats. Am haufigsten nachweisbar war der Protein A-Typ 1 (n = 59). In 33
Betrieben fand sich lediglich ein Protein A-Gen-Typ. In 18 Betrieben waren 2 Typen

nachweisbar. In nur einem Betrieb konnten 3 Gentypen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Protein A-Gen-Typisierung sind zusammenfassend in Tab. 4

dargestellt.
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Tab. 4: Haufigkeit der ermittelten Protein A-Typen

Amplikons Anzahl der
Typ Bp Repeats Betrieb Nr. (Anzahl der Isolate) S. aureus
3(4), 8(3), 10(8), 12(2), 13(2), 16(2), 17(7), 18(1),
20(2), 21(8), 27(8), 29(7), 32(2), 37(1), 40(1),
1 100 2 42(1), 46(1), 49(1), 50(1) 59
9(1), 13(7), 15(8), 20(5), 22 (1), 24(8), 28(8),
2 120 3 34(1), 35(1), 36(1), 43(1), 44(1), 47(1), 48(1),52(1) 46
3 150 4 22 (8), 26 (8), 31(7), 45(1) 24
4 170 5 1(1), 3(5), 5(8), 21(1), 24(1), 30(9), 11(9), 41(1) 35
5 200 6 2(1), 7(2), 16(8), 14(9), 20(2), 27(1) 22
6 220 7 32(7) 7
7 240 8 2(8), 1(8), 18(7), 19(9), 23(9), 41
8 270 9 7(8), 8(6), , 28(1), 38(1) 16
9 290 10 4(9), 6(9), 9(8), 12(7), 25(9), 34(8), 50
10 320 11 39(1), 51(2) 2
11 350 12 33(8) 8
Insgesamt 310
653-
394-
220-
154-
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

Abb. 8: Typische Amplikons des die X-Region kodierenden Teils des Protein A-Gens
spa von 11 S. aureus-Kulturen mit Gréf3en von 100 Bp (1), 120 Bp (2), 150
Bp (3), 170 Bp (4), 200 Bp (5), 220 Bp (6), 240 Bp (7), 270 Bp (8), 290 Bp
(9), 320 Bp (10), 350 Bp (11); M = siehe Abb. 5
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4.6 Zusammenfassung der Genotypisierung

Bei der Kombination aller 3 angewandten molekularen Typisierungsverfahren
(Makrorestriktionanalyse, Koagulase-Gen- und Protein A-Gen-Polymorphismus)
waren insgesamt 61 S. aureus-Typen unterscheidbar. Die Typenbezeichnung
erfolgte durch fortlaufende Nummerierung (1 - 61). In Tab. 6 sind alle
unterscheidbaren S. aureus-Typen und ihre genotypischen Eigenschaften aufgefihrt.
Trat das betroffene S. aureus-Isolat bei 7 bis 9 untersuchten Kulturen pro Betrieb
mindestens 6 Mal auf, wurde das betreffende Feldisolat als ,,epidemisch” gewertet.
Vereinzelt auftretende Genotypen innerhalb eines epidemischen
Infektionsgeschehens wurden als ,sporadisch I“ bezeichnet.

Einzelisolate aus Bestanden ohne S. aureus-bedingte Eutergesundheitsstérungen
bzw. eutergesunder Betriebe wurden als ,sporadisch II* klassifiziert. Alle
weitergehenden phénotypischen und genotypischen Untersuchungen, sowie die
Untersuchungen auf Gene mutmallicher Virulenzfaktoren wurden ausschlief3lich auf
der Basis dieser 61 genotypisch unterschiedlichen Isolate sowie der 15

anhamolysierenden Stamme (n = 76) durchgefihrt.

In den 34 S. aureus-Problembetrieben mit Verdacht auf ein epidemisches
Infektionsgeschehen (,epidemische” S. aureus) sowie bei einzelnen sporadisch
auftretenden S. aureus dieser Betriebe (,sporadisch 1) waren insgesamt sieben
Makrorestriktionsmuster (Muster A bis G) unterscheidbar. Die
Makrorestriktionsanalyse der aus 15 verschiedenen Betrieben stammenden
.Sporadisch II* S. aureus-Isolate ergaben 8 davon unterschiedliche Muster (Muster H
bis O).

Bei den als ,epidemisch* klassifizierten Isolaten verteilten sich die Muster wie folgt:
Muster A: 5 Isolate (14,7%); Muster B: 3 Isolate (8,8%); Muster C: 7 Isolate

(20,6%); Muster D: 4 Isolate (11,8%); Muster E: 5 Isolate (14,7%); Muster F: 4 Isolate
(11,8%) und Muster G: 6 Isolate (17,6%).
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Fur die “sporadisch I"-Isolate fand sich folgende Verteilung:
Muster B: 1 Isolat (8,3%); Muster C: 3 Isolate (25%); Muster D: 3 Isolate (25%);
Muster F: 2 Isolate (16,7%) und Muster G: 3 Isolate (25%).

In den 15 Herden mit Nachweis von S. aureus-Stammen der Gruppe ,sporadisch 11
war folgende Verteilung nachweisbar:

Muster B: 1 Isolat (6,7%); Muster D: 1 Isolat (6,7%); Muster F: 2 Isolate (13,3%);
Muster H: 2 Isolate (13,3%); Muster I: 1 Isolat (6,7%); Muster J: 2 Isolate (13,3%);
Muster K: 1 Isolat (6,7%); Muster L: 1 Isolat (6,7%); Muster M: 2 Isolate (13,3%);
Muster N: 1 Isolat (6,7%) und Muster O: 1 Isolat (6,7%).

Eine  zusammenfassende  Darstellung der Betriebe, der ermittelten
Makrorestriktionsmuster sowie der Anzahl identischer Isolate/Herde wird in Tab. 5

dargestellt.

Tab. 5: Beziehung zwischen Genotyp und Herkunft der S. aureus-Isolate

PFGE- »epidemische* »Sporadische* Isolate
Genotyp Betriebe Betriebe
“epidemische” | “sporadisch I” | “sporadisch II” n %

A 5 - - 40 12,9
B 3 1 1 27 8,7
C 7 3 - 61 19,7
D 4 3 1 45 14,5
E 5 - - 42 13,6
F 4 2 2 32 10,3
G 6 3 - 51 16,6
H - - 2 2 0,6
I - - 1 1 0,3
J - - 2 2 0,6
K - - 1 1 0,3
L - - 1 1 0,3
M - - 2 3 1,0
N - - 1 1 0,3
O - - 1 1 0,3
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Tab. 6: Zusammenfassende Darstellung der 61 S. aureus-Typen

PFGE |Koagulase-| Protein A- PFGE |Koagulase-| Protein A-
Typ| Typ Typ Typ Typ Typ Typ Typ
1 A 1 7 32 E 11 9
2 A 3 7 33 F 12 10
3 A 2 7 34 F 12 7
4 A 15 9 35 F 5 7
5 A 4 7 36 F 15 2
6 B 8 1 37 F 16 3
7 B 12 1 38 F 5 3
8 B 13 1 39 F 1 1
9 B 9 1 40 F 3 1
10 B 1 1 41 F 5 1
11 C 5 4 42 G 5 4
12 C 1 4 43 G 1 8
13 C 15 4 44 G 10 8
14 C 1 3 45 G 2 7
15 C 5 5 46 G 15 5
16 C 4 2 47 G 1 11
17 C 12 2 48 G 1 2
18 C 1 2 49 G 15 4
19 C 5 2 50 G 15 9
20 D 14 8 51 H 5 2
21 D 9 5 52 H 15 2
22 D 1 5 53 I 12 1
23 D 4 4 54 J 12 2
24 D 8 6 55 J 14 2
25 D 1 2 56 K 14 2
26 D 1 4 57 L 11 1
27 D 1 1 58 M 14 2
28 E 12 9 59 M 14 1
29 E 7 9 60 N 5 1
30 E 6 9 61 O 15 2
31 E 8 9
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4.7 Ergebnisse der phanotypischen Charakterisierung

Die 76 ausgewahlten S. aureus-Isolate (61 hamolysierende, 15 anhamolysierende)

wurden zunachst phanotypisch eingehender charakterisiert.

4.7.1 Hamolyseformen

Die Beurteilung der Hamolyseform der 76 S. aureus-Kulturen erfolgte nach
Anzlchtung auf Columbia-Schafblutagar (3.3.1.1).

Hierbei zeigten von den 34 ,epidemischen”-Stammen 9 (26,5%) eine B-, 11 (32,3%)
eine a-, 4 (11,8%) eine aB- und 10 (29,4%) eine &-Hamolyse. Von den 12
»Sporadisch I“- Stammen waren 4 (33,3 %) B-, 1 (8,3%) a- und 7 Stimme (58,4%) af-
hamolytisch. Bei den 15 ,sporadisch 1I“-Stammen war bei 7 (46,7 %) eine B-, bei 2
(13,3%) eine a-, bei 5 (33,3%) eine aB- und nur bei einem Stamm (6,7%) eine o-
Hamolyse nachweisbar. Bei den anhamolysierenden Isolaten konnte auf Columbia-
Schafblutagar keine Hamolyse nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der

Bestimmung der Hamolyseform sind in Tab. 7 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 7: Hamolyseformen der 76 untersuchten S. aureus-Kulturen

Gruppe Anzahl Hamolyseform
o B ap o)
epidemisch 34 11 9 4 10
sporadisch | 12 1 4 7 0
sporadisch Il 15 2 7 5
anhamolytisch 15 - - - -

4.7.2 Wachstum auf Baird-Parker-Agar

Alle 76 S. aureus-Kulturen wurden im Weiteren auf ihr Wachstum auf dem in 3.3.1.2
beschriebenen Staphylokokken-Selektivmedium (Baird-Parker-Agar) gepruft. Alle 76
untersuchten S. aureus-Isolate wuchsen in kleinen, schwarzen und glanzenden

Kolonien mit klaren Lysishéfen, was auf das Lipolysevermégen der Kulturen hinweist.
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Der Durchmesser der Kolonien betrug ca. 1 bis 5 mm. Nach 24 h war der Lysishof

bei 65 Kulturen erkennbar, bei 11 Kulturen trat der Lysishof erst nach 48 h auf.

4.7.3 Clumping-Factors

Zusatzlich erfolgte die Bestimmung des Clumping-Factors (3.3.1.4). Alle 76
untersuchten Kulturen zeigten unter Verwendung von Kaninchenplasma eine positive
Clumping-Factor-Reaktion.

4.7.4 Untersuchung mittels MASTASTAPH-Testkit

Die Untersuchung erfolgte wie bei 3.3.1.5 beschrieben. Alle 76 Kulturen reagierten
im MASTASTAPH-Test positiv.

4.7.5 DNase

Mit dem unter 3.3.1.6.1 beschriebenen DNase-Testagar war der Enzymnachweis bei

allen 76 untersuchten Kulturen positiv.

4.7.6 Hyaluronidase

Der Hyaluronidase-Nachweis (3.3.1.6.2) war ebenso bei allen 76 Kulturen positiv.

Alle 76 ausgewahlten S. aureus-Kulturen zeigten nach der phanotypischen Priufung
typische Eigenschaften von S. aureus. Die Ergebnisse der phanotypischen

Untersuchung sind in Tab. 8 zusammengestellt.

Tab. 8: Ergebnisse der phénotypischen Untersuchung der ausgewahlten S. aureus-
Isolate (n = 76)

Eigenschaft Isolate mit positiver Reaktion
Clumping-Factors 76
MASTASTAPH-Testkit 76
DNase-Nachweis 76
Hyaluronidase 76
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4.8 Biotypisierung

Die Biotypisierung (3.3.2) der 76 S. aureus-Isolate erfolgte durch den Nachweis der
Fahigkeit zur Koagulation von bovinem Plasma (3.3.2.1), dem Wachstumsverhalten
auf einem Kristallviolett-haltigen Agar (3.3.2.2) und dem Nachweis des B-Hamolysins
(3.3.1.1).

Dabei wiesen 39 (51,3%) der 76 S. aureus-Isolate eine Koagulation von bovinem
Plasma auf. 67 Isolate (88,2%) liel3en sich dem Kristallviolett-Typ A und 9 Isolate
(11,8%) dem Typ E zuordnen. Kristallviolett-Typ C war nicht nachweisbar. Nach
DEVRIESE (1984) liegt das Okovar bovis vor, wenn Rinderplasma nach 4 h
koaguliert wird, der Kristallviolett-Typ A vorliegt und das B-Hamolysin gebildet wird.
Lediglich 19 der 76 untersuchten Stamme konnten dem Biotyp bovis zugeordnet
werden. Die weitaus groRte Anzahl der lIsolate (n = 57) wurde den nicht

wirtspezifischen Biotypen 2 - 7 (,sonstige®; Tab. 9) zugeordnet.

Tab. 9: Merkmale der ermittelten sieben Biotypen

Biotyp | Koagulation von | Kristallviolett- B- Anzahl Okovar
bovinem Plasma Typ Hamolysin n %

1 + A + 19 25 bovis
2 + A - 18 23,7 | sonstige
3 - A + 16 21,1 | sonstige
4 - A - 14 18,4 | sonstige
5 + E - 2 2,6 | sonstige
6 - E + 1 1,3 | sonstige
7 - E - 6 7,9 | sonstige
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4.9 Nachweis S. aureus-spezifischer Gene bzw. Genabschnitte mittels
PCR

Eine weitergehende Identifizierung und Charakterisierung der 76 untersuchten
Kulturen erfolgte  durch  PCR-vermittelten  Nachweis speziesspezifischer
Genabschnitte (3.4.2.2).

4.9.1 Nachweis des S. aureus-spezifischen Abschnitts des 23S rRNA-Gens

Die Amplifizierung eines S. aureus-spezifischen Abschnitts des 23S rRNA-Gens mit
den unter Tab. 1 beschriebenen Oligonukleotidprimern ergab fir alle 76 untersuchten
Kulturen ein Amplikon mit einer einheitlichen Groé3e von 1250 Bp (Abb. 9).

Bp

1033-
653-

394-

154-

Abb. 9: Typisches Amplikon des S. aureus-spezifischen Abschnitts des 23S rRNA-
Gens; 1 - 4 = untersuchte S. aureus-Kulturen (Feldisolate); 5 = positive
Kontrolle - S. aureus ATCC 25923; 6 = negative Kontrolle - S. epidermidis
ATCC 14990; M = siehe Abb. 5
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4.9.2 Nachweis des Clumping-Factor-Gens

Alle 76 Kulturen zeigten mit der unter 3.4.2.2 beschriebenen konventionellen PCR

S. aureus-spezifische clf-Gen-Amplifikate.

Bei 32 (94%) der ,epidemischen” Stamme zeigten sich Amplifikate mit einer GroR3e
von ca. 1000 Bp. Lediglich bei 2 (5,9%) der untersuchten ,epidemischen* Stdmme
ergab sich ein Amplifikat von ca. 900 Bp. Bei den ,sporadisch I“-, ,sporadisch II*- und
anhamolysierenden Stdmmen hatten alle Amplifikate (100%) eine GrofR3e von ca.
1000 Bp (Abb. 10).
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Abb. 10: Amplikons des Clumping-Faktor-Gens mit Gré3en von ca. 1000 Bp (1, 2, 4,
6) und von ca. 900 Bp (3 und 5); 1 - 7 = untersuchte S. aureus-Kulturen
(Feldisolate); 7 = positive Kontrolle - S. aureus ATCC 25923; 8 = negative
Kontrolle - S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 5
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4.10 Nachweis von mutmaldlichen Virulenzfaktorgenen

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Untersuchung der 76 ausgewahlten
S. aureus-Kulturen hinsichtlich des Vorkommens von  mutmallichen
Virulenzfaktorgenen zusammengestellt. Zur Ubersichtlichen Darstellung sind die
Ergebnisse getrennt nach den unterschiedlichen Virulenzfaktorgruppen in
Tabellenform aufgefuhrt.

4.10.1 1gG-bindende-Region kodierender Teil des Protein A-Gens spa

Bei der Amplifizierung des die 1gG-bindende-Region kodierenden Teils des Protein
A-Gens spa wiesen bei der ,epidemischen* Gruppe 30 (88,3%) der untersuchten
Kulturen ein Amplikon mit einer Grof3e von 920 Bp auf, 3 Kulturen (8,8%) Amplifikate
in der GroRRe von 560 Bp und 1 Kultur (2,9%) ein Amplikon in der Gréf3e von 380 Bp
auf. Bei ,sporadisch I waren 11 Amplifikate (91,7%) 920 Bp und ein Amplikon (8,3%)
380 Bp grol3. Bei ,sporadisch II* waren 13 Amplifikate (86,7%) mit einer Grol3e von
920 Bp und zwei Amplifikate (13,3%) mit einer Grof3e von 380 Bp nachweisbar.
Innerhalb der anhamolysierenden S. aureus wurden bei 13 Kulturen (86,7%)
Amplifikate mit einer Grol3e von 920 Bp und bei zwei Kulturen Amplifikate in der
Grol3e von 560 (13,3%) Bp gefunden (Abb. 11).

Bp

Abb. 11: Typische Amplikons des die 1gG-bindende Region kodierenden Teils des
Protein A-Gens spa von funf S. aureus-Isolaten (Feldisolate) (1 = 380 Bp, 2
=560 Bp, 3 - 5 =920 Bp); 6 = Leerwert; M = siehe Abb. 5
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4.10.2  Second IgG-binding Protein

Das sbi-Gen wurde wie unter 3.4.2.2. beschrieben mittels PCR nachgewiesen. In
Abb. 12 sind typische Amplikons des sbi-Gens von 4 untersuchten S. aureus-
Kulturen dargestellt. Das Amplikon hat eine Grol3e von ca. 950 Bp.

Von 76 untersuchten S. aureus-Kulturen konnte bei 21 (27,6%) Stammen das sbi-

Gen nachgewiesen werden.

Abb. 12: Typisches Amplikon des shi-Gens von vier S. aureus-Kulturen mit einer
GroRe von ca. 950 Bp (1 - 4); 5 = shi-negative Kultur; M = siehe Abb. 5

4.10.3  Anheftungsfaktoren-kodierende Gene

Zum Nachweis von S. aureus-spezifischen Genen die Anheftungsfaktoren kodieren,
wurde jeweils ein Einzel-PCR-System angewendet. Die Ergebnisse sind in Tab. 10

zusammengestellt.
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4.10.3.1 Fibronektin-bindendes Protein A und B

Zum Nachweis der fnb-Gene A und B wurde die bei 3.4.2.2 beschriebene PCR-
Technik angewendet. Im Falle des Nachweises entsprechender Gene ergaben sich
die in Abb. 13 und Abb. 14 dargestellten Amplifikate mit einer Gré3e von ca. 1280 Bp

(fnbA) bzw. von ca. 810 Bp (fnbB). Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tab. 10
und Tab. 11 zusammenfassend dargestellt. Die statistische Auswertung der
Einzelergebnisse ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem fnbB-
Gennachweis, der phanotypischen Ausbildung einer 8-Hamolyse und dem bovinen
Biotyp. Alle Gbrigen Ergebnisse erwiesen sich als statistisch nicht signifikant.

Bp
2716-
1230-

453-

220-
154-

Abb. 13: Amplikons des FnBp-kodierenden Gens fnbA einiger S. aureus-Kulturen mit
einer Grol3e von ca. 1280 Bp (1 - 4); 5 = positive Kontrolle - S. aureus ATCC
25923; 6 = negative Kontrolle - S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb.
5



4 Ergebnisse 79
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Abb. 14: Amplikons des FnBp-kodierenden Gens fnbB einiger S. aureus-Kulturen
mit einer Grol3e von ca. 810 Bp (1 - 4); 5 = fnbB-negative Kultur; M = siehe
Abb. 2

4.10.3.2 Kollagen-bindendes Protein

Mittels der bei 3.4.2.2 beschriebenen PCR-Technik wurden die 76 S. aureus-
Kulturen im Weiteren auf die cna-Genabschnitte A und B untersucht. In Abb. 15 ist
ein typisches Amplikon des cnaA-Genabschnitte mit einer GréRe von 1600 Bp
dargestellt. Ein typisches Amplifikat des cnaB-Genabschnitte ist in Abb. 16 zu sehen.
Auf Grund von Genpolymorphismen sind Amplifikatgré3en von 640 Bp und 1200 Bp
als spezifisch zu werten. Eine zusammenfassende Darstellung des cna-Gen-
Nachweises der 76 Feldisolate ist in Tab. 10 dargestellt. Tab. 11 zeigt die
Zusammenhange zwischen dem positiven cna-Nachweis, der durchschnittlichen

Zellzahl und der durchschnittlichen Anzahl der coa/spa-Gen-Repeats.
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Bp
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Abb. 15: Typische Amplikons des Abschnittes A des CNA-kodierenden Gens cnaA
einiger S. aureus-Kulturen mit einer Groél3e von ca. 1600 Bp (1 - 4);

5 = cna-negative S. aureus-Kultur; M = siehe Abb. 5

Abb. 16: Typische Amplikons des Abschnittes B des CNA-kodierenden Gens cnaB
einiger S. aureus-Kulturen mit Grof3en von ca. 640 Bp (1, 2 und 5) und
1200 Bp (3); 4 und 6 = cna-negative S. aureus-Kulturen; M = siehe Abb. 5
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Tab. 10: Statistische Korrelation von  epidemiologischem  Verhalten,
Hamolyseverhalten und Biotyp der 76 S. aureus-lsolate mit dem Nachweis

verschiedener Anheftungsfaktor-Gene.

Anheftungsfaktor-Gene

fnbA fnbB cnaA cnaB
S. aureus-Gruppe |untersucht | + - + - + - + -
Gesamt 76 76 | 0 38 38 | 12 | 64 12 64
Epidemiologisches Verhalten (n = 61)
Epidemisch 34 34| 0 15 19 3 | 31 3 31
Sporadisch 27 27 | O 13 14 7 | 20 7 20
I 12 12 | O 7 5 4 8 4 8
Il 15 15| 0 6 9 3 | 12 3 12
Hamolyseverhalten (phanotypisch) (n = 76)
Anhamolysierend 15 15| 0 10 5 2 13 2 13
Hamolyse 61 61| O 28 33 | 10 | 51 | 10 51
a 14 14 | O 5 9 2 | 12 2 12
B 20 20| O 6 14 4 | 16 4 16
of 16 16 | O 6 10 4 | 12 4 12
S 11 11 | O 11* 0 0 | 11 0 11
Biotypisierung (n = 76)
Boviner Biotyp 19 19 | O 8* 11 6 13 6 13
Nicht-boviner Biotyp 57 57 | 0O 30 27 6 | 51 6 51

* statistisch signifikant

Tab. 11: Statistische Korrelation zwischen durchschnittlicher Zellzahl (Betrieb,
Viertel), durchschnittlicher Anzahl an Repeats (coa, spa) und dem Nachweis

verschiedener Anheftungsfaktor-Gene

Anheftungsfaktor-Gene
Durchschnitt fnbB cnaA cnaB
positiv | negativ | positiv | negativ | positiv | negativ
ZZ Betrieb @ 1249 1334 1243 1334 1243 1334
ZZ Viertel @ 959 1177 1169 1022 1169 1022
coa-Repeats @ 6 4 5 4 5 4
spa-Repeats @ 5 4 6 4 6 4
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411 Elastin-bindendes Protein

Die Untersuchung der 76 ausgewahlten S. aureus-Kulturen auf Anwesenheit des
epbS-Gens wurde wie unter 3.4.2.2 beschrieben ebenso mittels PCR durchgefihrt.

In Abb. 17 sind typische Amplifikate bei positivem Gennachweis dargestellt.

Alle 76 untersuchten S. aureus-Kulturen wiesen ein Amplikon in der Gro3e von ca.
1330 Bp auf.

Bp
2716-
1230-
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Abb. 17: Typische Amplikons des Gens ebpS einiger S. aureus-Kulturen aus der
Lepidemischen” Gruppe mit einer GrofRe von ca. 1330 Bp (1 - 4); 5 =
positive Kontrolle - S. aureus ATCC 25923; 6 = negative Kontrolle - S.
epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 5
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4.12 Ergebnisse der Untersuchung auf Mikrokapsel-Gene

Entsprechend den Angaben unter 3.4.2.2.1 wurden die 76 ausgewdahlten S. aureus-
Kulturen ferner auf die Anwesenheit der Mikrokapselgene cap5 und cap8 untersucht.
In Abb. 18 und in Abb. 19 sind Ergebnisse typischer PCR-Laufe mit Nachweisen des
cap5- bzw. cap8-Gens dargestellt. Das spezifische Amplikon hat eine Grol3e von ca.
880 Bp bei cap5 bzw. von ca. 1140 Bp bei cap8.

Tab. 12 zeigt zusammenfassend die Resultate der beiden PCR-Untersuchungen.
Alle untersuchten Kulturen wiesen entweder das cap5- oder das cap8-Gen auf. Das
cap5-Gen wurde insgesamt 23 mal nachgewiesen, das cap8-Gen war mit 53
Nachweisen am haufigsten vorhanden.

In der Erregergruppe ,sporadisch II* trat das cap5-Gen nicht und demzufolge das
cap8-Gen zu 100% auf. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
Mikrokapsel-Gennachweis und epidemiologischem Verhalten liel3 sich nicht
nachweisen.

Bei den anhamolysierenden Feldisolaten trat das cap5-Gen signifikant haufiger auf.
Hamolysierende Feldisolate waren signifikant haufig cap8-Gen positiv. Vergleichbare
signifikante Beziehungen ergaben sich fur den bovinen Biotyp der haufig cap8-Gen
positiv war, bzw. fir den nicht-bovine Biotyp der héufig cap5-Gen positiv war.(Tab.
12)

Bp
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Abb. 18: Amplikons des Polysaccharidkapsel Typ 5-kodierenden Gens cap5 einiger
S. aureus-Kulturen (n = 4) aus der anhamolysierenden S. aureus-Gruppe mit
einer Gré3e von 880 Bp (1 - 4); 5 = cap5-negative Kultur; M = siehe Abb. 5
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Abb. 19: Amplikons des Polysaccharidkapsel Typ 8-kodierenden Gens cap8 einiger
S. aureus-Kulturen aus der ,sporadisch II“-Gruppe mit einer Grol3e von ca.
1140 Bp (1 - 4); 5 = cap8-negative Kultur; 6 = fehlende Reaktion des
Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 5

Tab. 12: Statistische Korrelation zwischen epidemiologischem Verhalten,

Hamolyseverhalten, Biotypisierung und dem Nachweis der Kapselgene cap5

und cap8.
Mikrokapsel-Gene
cap5 cap8
S. aureus-Gruppe |untersucht | positiv | negativ | positiv | negativ
Gesamt 76 23 53 53 23
Epidemiologisches Verhalten (n = 61)
Epidemisch 34 8 26 26 8
Sporadisch 27 2 25 25 2
I 12 2 10 10 2
Il 15 0 15 15 0
Hamolyseverhalten (n = 76)
Anhamolysierend 15 13* 2 2 15
Hamolyse 61 10 51 51* 10
o 14 5 9 9 5
B 20 1 19 19 1
of 16 2 14 14 2
S 11 2 9 9 2
Biotypisierung (n = 76)
Boviner Biotyp 19 0 19 19* 0
Nicht-boviner Biotyp 57 23* 34 34 23

*= gtatistisch signifikant
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In Tab. 13 sind die durchschnittlichen Zellzahlen (Betriebs- und Viertelzellzahl) sowie
die durchschnittiche Anzahl der coa- bzw spa-Repeats zusammengestellt. Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang war zwischen dem Auftreten der Kapselgene

und der Anzahl an spa-Repeats nachweisbar.

Tab. 13: Statistische Korrelation zwischen durchschnittlicher Zellzahl (Betrieb,
Viertel), durchschnittlicher Anzahl an Repeats (coa, spa) und dem Kapselgen-

Nachweis cap5 und cap8

Mikrokapsel-Gene
Durchschnitt cap 5 cap 8
positiv | negativ | positiv negativ
ZZ Betrieb @ 1762 1236 1236 1762
ZZ Viertel @ 1036 1049 1049 1036
coa-Repeats @ 4 4 4 4
spa-Repeats @ 8* 3 3* 8

*= gtatistisch signifikant

4.13 Hamolysin-Gene
Die Untersuchung auf unterschiedliche Hamolysin-Gene wurde ebenfalls mittels der

in 3.4.2.2 beschriebenen konventionellen PCR-Technik durchgefihrt.

Entsprechend der phanotypischen Resultate zeigte jedes der 61 untersuchten S.

aureus-lsolate mindestens ein Hamolysin-Gen. Bei den 15 phanotypisch
anhamolysierenden S. aureus wurde jedoch auch mindestens ein Hamolysin-Gen
gefunden. In den Abb. 20 bis Abb. 23 sind Hamolysin-Gen-typische Amplifikate
dargestellt. Die Grol3e der betreffenden Amplikons betrug fur hla ca. 530 Bp, fur hlb
ca. 830 Bp, fur hld ca. 110 Bp und fur hlg ca. 930 Bp. Die Resultate fur den
Nachweis von hla, hlb, hld und hlg sind zusammenfassend in Tab. 14 dargestellt.
Statistisch  signifikante Zusammenhange bestanden sowohl zwischen dem
phanotypischen Merkmal Biotyp (boviner Biotyp) und dem Hamolysegen hlb, als
auch zwischen den als ,sporadisch” klassifizierten S. aureus und dem Hamolysegen

hig.
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Abb. 20: Typische Amplikons des Gens hla einiger S. aureus-Kulturen mit einer
GrofR3e von ca. 530 Bp (1 - 4); 5 = negative Kontrolle - S. epidermidis ATCC
14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 21: Typische Amplikons des Gens hlb einiger S. aureus-Kulturen mit einer
Grof3e von ca. 830 Bp (1 - 4); 5 = negative Kontrolle - S. epidermidis ATCC
14990; M = siehe Abb. 5
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Abb. 22: Typische Amplikons des Gens hld einiger S. aureus-Kulturen mit einer
GroRRe von ca. 110 Bp (1 - 4); 5 = fehlende Reaktion des Kontrollstamms S.
epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 23: Amplifikate des Gens hlg einiger S. aureus-Kulturen mit einer Grol3e von
ca. 930 Bp (1 - 4); 5 = negative S. aureus-Kultur; M = siehe Abb. 5
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Tab. 14: Zusammenhang zwischen dem Auftreten verschiedener Hamolysin-Gene,

dem epidemiologischen Verhalten, der Hamolyse und dem Biotyp

Hamolysin-Gene

hla hlb hid hig
S. aureus-Gruppe untersucht | + - |+ | - + - + -
Gesamt 76 72| 4160|1676 | O | 70| 6
Epidemiologisches Verhalten (n = 61)
Epidemisch 34 32 | 212519 |34 ] 0]29] 5
Sporadisch 27 27 1 0 |20 7 | 27 | O |27 O
I 12 12 0| 8|4 |12 | 0 |12 O
Il 15 15/ 0 ]12] 3 |15 ] 0 |15] O
Hamolyseverhalten (n = 76)
Anhamolysierend 15 13| 2 (15| 0 | 15 | 0 |14 | O
Hamolyse 61 50 | 2 |45|16| 61 | O |56 | O
a 14 12| 2 | 8| 6 |14 |0 |13 | 0
B 20 200 0 |16 4 | 20 |0 |18 | O
of 16 16 | 0 |14 2 | 16 | 0 |16 | O
S 11 11074 |11 | 0] 9 0
Biotypisierung (n = 76)
Boviner Biotyp 19 19 ( 0 (19| 0 | 19 | O |14 | 5
Nicht-boviner Biotyp 57 53 | 4 |41|16| 57 | 0 |56 | 1

*= statistisch signifikant

Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten verschiedener Hamolysin-Gene und
der durchschnittlichen Betriebs- bzw. Viertelzellzahl sowie der durchschnittlichen
Repeatzahl des coa/spa-Gens ist in Tab. 15 dargestellt. Statistisch signifikante
Zusammenhange ergaben sich zwischen dem hla-Gen und der Anzahl der coa/spa-

Repeats, sowie dem Auftreten des hlg-Gens und der Anzahl an spa-Repeats.

Tab. 15: Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Hamolysin-Gene und der
durchschnittlichen Zellzahl (Betrieb/Viertel) bzw. der durchschnittlichen Anzahl von

Repeats (coa/spa)

Hamolysin-Gene
Durchschnitt hla hlb hlg
pos neg pos neg pos neg
ZZ Betrieb@ | 1271 2019 1280 | 1508 1280 1305
ZZ Viertel @ | 1052 1468 1010 | 1677 1066 1002
coa Repeats @ o* 3 4 7 4 6
spa Repeats @ | 4.5* 6.5 5 3 o* 3

*= gtatistisch signifikant
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4.14 Leukotoxin (luk E/D)

Die Untersuchung der 76 ausgewahlten S. aureus-Kulturen auf Anwesenheit des luk
E/D-Gens wurde wie unter 3.4.2.2 beschrieben durchgefihrt.

In Abb. 24 sind typische Amplifikate bei positivem Gennachweis dargestellt.

Alle 76 ausgewahlten S. aureus-Kulturen wiesen in der konventionellen PCR ein
Amplikon in der Grof3e von ca. 260 Bp auf.
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Abb. 24: Ergebnisse der Amplifizierung des luk E/D Gens von vier S. aureus-Isolaten
mit einer Grofle von ca. 260 Bp (1 - 4); 5 = fehlende Reaktion des
Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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4.15 Ergebnisse des Nachweises von Enterotoxin-Genen

Der Nachweis der Gene fiur die Enterotoxine erfolgte wie unter 3.4.2.2 beschrieben
mittels Einzel-PCR bzw. ,Multiplex-PCR*.

4.15.1 Nachweis der Enterotoxin-Gene sea, seb, sed und see

Abb. 25 zeigt das Ergebnis eines PCR-Laufes der ,Multiplex-PCR" zum Nachweis
der Gene sea, seb, sed und see unter Verwendung von Referenzkulturen. Die
Amplifikate fur die einzelnen Enterotoxingene sea (ca. 210 Bp), seb (ca. 470 Bp), sed
(ca. 310 Bp) und see (ca. 160 Bp) lassen sich eindeutig voneinander unterscheiden.

Mit der angewandten PCR-Technik konnten bei den 76 untersuchten Feldstdmmen
lediglich in 3 Fallen (3,9%) das sed-Gen nachgewiesen werden (Abb. 26), eine Kultur
(1,3%) war see-Gen positiv (Abb. 27). Die Gene fir sea und seb konnten bei keiner
der untersuchten Kulturen nachgewiesen werden. Eine zusammenfassende

Darstellung der Ergebnisse der ,Multiplex-PCR" ist in Tab. 16 wiedergegeben.
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Abb. 25: ,Multiplex-PCR* zum Nachweis der Gene sea, seb, sed und see;
1 = Amplikon (ca. 210 Bp) des sea-Gens (SEA-Referenzstamm 619/93)
2 = Amplikon (ca. 470 Bp) des seb-Gens (SEB-Referenzstamm 243)
3 = Amplikon (ca. 310 Bp) des sed-Gens (SED-Referenzstamm 1644/93)
4 = Amplikon (ca. 160 Bp) des see-Gens (SEE-Referenzstamm FRI 918)
5 = Amplikons des DNA-Gemisches von SEA-, SEB- und SEE-
Referenzstammen
6 = Amplikon des DNA-Gemisches von SEA, SEB, SED und SEE-

Referenzstammen
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Abb. 26: Typische Amplikons des Enterotoxin D-kodierenden Gens sed einiger S.
aureus-Kulturen mit einer Grof3e von ca. 310 Bp; 1 und 2 = ,epidemische”
S. aureus-Feldisolate; 3 = sed-positiver Referenzstamm S. aureus 1644/

93; 4 = sed-negativer Kontrollstamm S. epidermidis ATCC 14990; M =
siehe Abb. 2
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Abb. 27: Typische Amplikons des Enterotoxin E-kodierenden Gens see einiger S.
aureus-Kulturen mit einer Gro3e von ca. 160 Bp; 1 = see-positive
.Sporadisch 1 S. aureus-Kultur; 2 = see-positiver Referenzstamm S.

aureus FRI 918; 3 = see-negativer Kontrollstamm S. epidermidis ATCC
14990; M = siehe Abb. 2
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4.15.2  Nachweis der Enterotoxingene sec und tst

Der Nachweis sec- bzw. tst-Gen-positiver S. aureus-Kulturen erfolgte mit der unter
3.4.2.2 beschriebenen Methodik ebenfalls mittels ,Multiplex-PCR"-Technik. Abb. 28
zeigt typische Amplifikate bei positivem Gennachweis. Diese haben eine Grol3e von
ca. 250 Bp (sec) bzw. von ca. 340 Bp (tst). Das Ergebnis dieser ,Multiplex-PCR*-
Untersuchung der ausgewahlten 76 Feldisolate ist in Tab. 16 zusammengestellt. Das
sec-Gen lie3 sich insgesamt bei 14 Kulturen nachweisen, das tst-Gen wurde
insgesamt 13 mal gefunden. Die Verteilung der Gen-Nachweise auf die
entsprechenden Erreger-Gruppen sind in Tab. 16 zusammengestellt. Statistisch
signifikante Zusammenhénge fanden sich zwischen dem Nachweis von sec, tst und
dem Auftreten einer Hamolyse, insbesondere der B-Hamolyse.

In Abb. 29 und 30 sind die Einzel-PCR-Ergebnisse fur den Nachweis von sec und tst

dargestellt, die zur Kontrolle durchgefihrt wurden.
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sec
200-
100-

M 1 2 3

Abb. 28: ,Multiplex-PCR"* zum Nachweis der Gene sec und tst; 1 = sec-positiver
Referenzstamm S. aureus 1229/93; 2 = tst-positiver Referenzstamm
161/93; 3 = sec- und tst-positives ,epidemisches* S. aureus-Feldisolat; 4 =
negative-Kontrolle - S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 29: Typische Amplikons des sec-Gens von zwei ,epidemischen” S. aureus-
Feldisolaten mit einer Grof3e von ca. 250 Bp (1 und 2); 3 = sec-positiver
Referenzstamm S. aureus 1229/93; 4 = fehlende Reaktion des negativen
Kontrollstamms S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 30: Typische Amplikons des tst-Gens von zwei ,sporadischen“ S. aureus-
Feldisolaten mit einer Grol3e von ca. 340 Bp (1 und 2); 3 = Amplikon des
tst-Gen-positiven  Referenzstammes  161/93; 4 =  tst-negativer
Kontrollstamm S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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4.15.3  Nachweis der Enterotoxine seg, seh, sei, sej und des 16S rDNA-Gens

Der Nachweis der Enterotoxin-Gene seg, seh, sei und sej wurde gemeinsam mit dem
16S rDNA-Gen-Nachweis wie unter 3.4.2.2 beschrieben mittels ,Multiplex-PCR"
durchgefuhrt. Dabei diente der 16S rDNA-Nachweis als interne Kontrolle fur das
Vorhandensein von DNA.

Abb. 31 zeigt das Ergebnis eines PCR-Laufes unter Verwendung der
entsprechenden Referenzkulturen. Alle eingesetzten Kontrollstdmme zeigten das S.
aureus-spezifische Amplifikat des 16S rDNA-Gens in der GroRRe von ca. 220 Bp.

Der seg-positive Referenzstamm zeigte zuséatzlich ein seg-spezifisches Amplikon in
der Grof3e von ca. 640 Bp, der seh-positive Referenzstamm ein Amplikon in der
GroRe von ca. 370 Bp. Der sei- bzw. der sej-positive Kontrollstamm ergab
Amplifikate in der GroRe von ca. 570 Bp bzw. von ca. 140 Bp. Konnten in der
-Multiplex-PCR" die Enterotoxin-Gene nachgewiesen werden, wurde zur
Uberprufung des Ergebnisses zusétzlich eine Einzel-PCR durchgefiihrt. Die
Ergebnisse solcher Einzel-PCR sind in den Abb. 32 bis Abb. 35 dargestellt.

Am haufigsten wurde die Genkombination seg und sei nachgewiesen. Diese wurde

bei insgesamt 24 Kulturen (31,6%) gefunden. Das sej-Gen fand sich 3 mal (3,9%)
und immer im Kombination mit sed-Gen, das seh-Gen 5 mal (6,6%). Die Verteilung
der Gen-Nachweise auf die entsprechenden epidemiologischen Gruppen ist in Tab.

16 zusammengestellt.
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sei
seh

Abb. 31: ,Multiplex-PCR" zum Nachweis der Gene seg, seh, sei, sej und des 16S
rDNA-Gens von S. aureus; 1 = seg- und sei-positiver Referenzstamm S.
aureus Ly-990055; 2 = seh-positiver Referenzstamm S. aureus Ly-990552;
3 = ,epidemisches” S. aureus-lsolat mit Enterotoxingen sej; 4 und 5 =
Amplikons des Gemisches der DNA seg- seh-, sei- und sej-positiver

Referenzstamme; M = siehe Abb. 2
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Abb. 32: Typische Amplikons des Enterotoxin H-kodierenden Gens seh einiger S.
aureus-Kulturen mit einer Groéf3e von ca. 370 Bp; 1 und 2 = S. aureus-
Feldisolate; 3 = seh-positiver Referenzstamm S. aureus Ly990552; 4 =

seh-negatives S. aureus-Feldisolat ,sporadisch II*; M = siehe Abb. 2
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Abb. 33: Typische Amplikons des Enterotoxin G-kodierenden Gens seg einiger S.
aureus-Kulturen mit einer Grof3e von ca. 640 Bp; 1 und 2 = seg-positive
.epidemische* S. aureus-Feldisolate; 3 = Referenzstamm S. aureus

Ly990055; 4 = negativer Kontrollstamm S. epidermidis ATCC 14990; M =
siehe Abb. 2



4 Ergebnisse 98

Bp

1000-

600-
400-

200-
100-

Abb. 34: Typische Amplikons des Gens sei von zwei ,epidemischen” S. aureus-
Feldisolaten mit einer Gro3e von ca. 570 Bp (1 und 2); 3 = sei-positiver
Referenzstamm S. aureus Ly990055; 4 = negative Kontrolle - S.
epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 35: Typische Amplikons des Gens sej von zwei ,epidemischen” S. aureus-
Feldisolaten mit einer Gréf3e von ca. 140 Bp (1 und 2); 3 = sej-negatives
Feldisolat; M = siehe Abb. 2
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4.15.4  Nachweis der Enterotoxingene sem, sen, seo und des Superantigen-
like-Protein kodierenden Gens ssl7

Die Enterotoxingene sem, sen und seo sowie das Superantigen-like-Protein
kodierende Gen ssl7 wurden wie bei 3.4.2.2 beschrieben mittels Einzel-PCR
nachgewiesen.

Typische Amplikons sind jeweils in Abb. 36 bis Abb. 39 dargestellt. Das sem-Gen
ergab im Falle eines positiven Nachweises ein Amplifikat in der Grof3e von ca. 470
Bp (Abb. 36), das sen-Gen ein 290 Bp grofes Amplikon (Abb. 37) und das seo-Gen
ein 240 Bp groRes Amplikon (Abb. 38).

Die Ergebnisse der Untersuchung der 76 ausgewahlten S. aureus-Kulturen
hinsichtlich der genannten Gene sind in Tab. 16 zusammengestellt. Die Gene sem,
sen und seo traten immer in Kombination auf, insgesamt waren 24 (31,6%) Isolate
positiv. Das ssl7-Gen war bei insgesamt 62 (81,6%) der untersuchten Feldstamme
nachweisbar.

Die statistische Auswertung ergab einem signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Nachweis von seg, seh, sei, sem, sen, seo und der phéanotypischen Ausbildung
einer B-Hamolyse. AuRerdem wurden diese Toxine signifikant haufiger als bei

~Sporadisch” klassifizierten Stdmmen nachgewiesen.
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Abb. 36: Typische Amplikons des Enterotoxin M-Gens sem von drei S. aureus-
Feldisolaten (1 bis 3); 4 = Referenzstamm S. aureus Ly990055, 5 =
negativer Kontrollstamm S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 37: Typische Amplikons des Enterotoxin N-Gens sen von drei S. aureus-
Feldisolaten (1 bis 3); 4 = Referenzstamm S. aureus Ly990055; 5 =
negative Kontrolle - S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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Abb. 38: Typische Amplikons des Enterotoxin O-Gens seo von zwei S. aureus-
Feldisolaten (1 und 2); 3 = Referenzstamm S. aureus Ly990055; 4 = seo

negatives S. aureus-Feldisolat; M = siehe Abb. 2
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Abb. 39: Typische Amplikons des Superantigen-like-Protein kodierenden Gens ssl7
einiger S. aureus-Feldisolate (1 bis 4); 5 = ssl-negatives Feldisolat; M =
siehe Abb. 2
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Die Zusammenhdnge des Auftretens der nachgewiesenen Enterotoxin- und der
weiteren Toxin-Gene, der durchschnittlichen Zellzahl auf Betriebs- bzw. Viertelebene

sowie die durchschnittliche Anzahl der coa/spa-Gen-Repeats sind in Tab. 17a und b

dargestellt. Statistisch signifikante Zusammenhange ergaben sich zwischen dem
Nachweis von sec und der Zellzahl auf Betriebsebene sowie zwischen dem
Nachweis von seg, sei, sem, sen und seo und der Zellzahl auf Viertelebene.
Ebenfalls statistisch signifikant war der Nachweis von seg, sei, sem, sen und seo und

die Anzahl der coa-Gen-Repeats bzw. spa-Gen-Repeats.
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4.16 Nachweis der Gene der Exfoliativen Toxine

Die Untersuchung der Gene die die exfoliativen Toxine A und B (eta und etb)
kodieren wurde nach 3.4.2.2 mittels Einzel-PCR durchgefihrt.

Abb. 40 zeigt die Gen-typischen Amplifikate in den Grof3en von ca. 120 Bp (eta) bzw.
200 Bp (etb) bei Untersuchung der Referenzstdmme. Alle 76 untersuchten S.

aureus-Kulturen waren eta- bzw. etb—negativ.

Bp

1000-
800-

600-
400-

eth
200- —

100- eta

Abb. 40: Amplikons der Exfoliativen Toxin-Gene eta und etb von S. aureus 114/98 (4
und 5) mit einer Grol3e von 120 bzw. ca. 200 Bp; 1 bis 3 = fehlende
Amplifikate ,epidemischer* S. aureus-Isolate; 6 = negativer Kontrollstamm
S. epidermidis ATCC 14990; M = siehe Abb. 2
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4.17 Ergebnisse der explorativen statistischen Auswertung

Zur explorativen statistischen Auswertung wurden die erhaltenen PCR-Resultate der
76 ausgewahlten S. aureus-Feldisolate den phanotypischen Merkmalen
epidemiologisches Verhalten, Hamolyseverhalten, Biotyp und Zellzahl, sowie zwei
genotypischen Parametern (Koagulasegen, Protein A-Gen-Repeats)
gegenubergestellt.  Ziel dieser Auswertung war, statistisch  signifikante
Zusammenhange zu erkennen. Die dabei angewandten statistischen Methoden sind

in Kapitel 3.6 eingehend beschrieben.

Beziglich des epidemiologischen Verhaltens (,epidemisch®, ,sporadisch I“ und
~Sporadisch II“) ergaben sich unter Verwendung des Fischer-Tests gegentber den
Enterotoxingenen seg, sei, sem, sen und seo sowie dem Hamolysegen hlg
signifikante Zusammenhange. Unter Verwendung des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests
wurden beim epidemiologischen Verhalten statistisch signifikante Zusammenhénge
zwischen dem Auftreten der Enterotoxingene (p = 0,034), der Anheftungsfaktorgene

(p = 0,0041) und der Anzahl der spa-Gen-Repeats (p = 0,0088) nachgewiesen.

Bezuglich der Zellzahl auf Betriebsebene ergaben sich signifikante Zusammenhénge
zu dem Enterotoxingen sec (p = 0,0459) unter Verwendung des Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests. Bei der Betrachtung der Summe der Virulenzfaktorgruppen und der
Zellzahl auf Betriebsebene ergaben sich unter Verwendung des Speerman-Tests
bzw. des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests keine signifikanten Zusammenhéange.

Die Auswertung der Viertelgemelkszellzahl erbrachte Zusammenhdnge bei den
Enterotoxingenen seg, sei, sem, sen und seo (p = 0,0479). Bei den Uubrigen
Virulenzfaktorgenen und der Viertelgemelkszellzahl waren unter Verwendung des
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests keine statistisch signifikanten Zusammenhénge
nachweisbar. Die Zusammenhangsbetrachtung der Virulenzfaktor-Gen-Gruppen
ergab bei der Viertelgemelkszellzahl lediglich bei der Anzahl der spa-Gen-Repeats (p
= 0,0473) ein statistisch signifikantes Ergebnis. Bei der schrittweisen
Diskriminanzanalyse bzw. Regression waren Kkeine statistisch signifikanten

Zusammenhange nachzuweisen.
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Weiterhin erfolgten Prifungen auf statistische Signifikanz  zwischen der
phanotypischen Hamolyseeigenschaft und den unterschiedlichen untersuchten
Virulenzfaktorgenen. Auch hierbei ergaben sich im exakten Fischer-Test statistisch
signifikante Zusammenhange bei einigen Enterotoxingenen. Statistisch hoch
signifikant war ebenso das Auftreten des Anheftungsfaktorgens fnbB (p = 0,0007)
sowie der Mikrokapselgene cap5 bzw. cap8 (p < 0,0001). Bei den Summen der
einzelnen Virulenzfaktorgengruppen waren die Enterotoxingene (p = 0,039),
Anheftungsfaktorgene (p = 0,023) und die Anzahl der coa-Gen-Repeats (p = 0,0051)
signifikant, die Mikrokapselgene (p < 0,0001), die Anzahl der spa-Gen-Repeats (p =
0,0002) sowie die Summe aller Virulenzfaktoren (p = 0,0003) hoch signifikant.
Statistisch signifikante Zusammenhéange bei der schrittweisen Diskriminanzanalyse

und Regression waren bei den Genkombinationen sbi, hlb und sec nachzuweisen.

Statistisch signifikante Zusammenhange zwischen den Virulenzfaktorgenen und dem
phanotypischen Merkmal ,Biotyp* lieRen sich mit dem Hamolysegen hlb (p = 0,0049)
herstellen. Bei Betrachtung der Virulenzfaktorgensummen waren statistisch
signifikante Zusammenhénge zu den Mikrokapselgenen (p = 0,031) und den coa-

Gen-Repeats (p = 0,0016) nachweisbar.

Die Zusammenhangsanalyse zwischen dem genotypischen Merkmal coa-Repeat-
Anzahl ergab eine statistisch signifikante Korrelation mit den Enterotoxintypen seg,

sei, sem, sen, seo (p = 0,0397) und dem Hamolysingen hla (p = 0,021).

Bei den spa-Gen-Repeats gab es einen statistisch hoch signifikanten
Zusammenhang zu den Mikrokapselgenen (p = 0,0009). Statistisch signifikant waren
die Korrelationen zu den Enterotoxingenen seg, sei, sem, sen und seo (p = 0,0316).
Mittels der schrittweisen Diskriminanzanalyse lie3en sich der Genkombination hlb,
hlg, sbi, seg, sei, sem, sen und seo statistisch signifikante Vorhersagewerte

zuordnen.
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4.18 Analyse der mRNA-Expression mittels RT-PCR

Zur Uberprifung der phanotypischen Genexpression wurde bei einer begrenzten
Anzahl von S. aureus-Kulturen und ausgewahlten Virulenzfaktorgenen (iberwiegend
Enterotoxingene) die mRNA-Expression mittels RT-PCR gepriift.

Die insgesamt 29 untersuchten Feldisolate wurden mittels der unter 3.5
beschriebenen Untersuchungstechnik bearbeitet und auf die Expression der Gene
sec, tst, seg, sei, sem, sen, seo sowie das Fibronektin-bindende Protein A—Gen fnbA
und Leukotoxin E/D-Gen luk E/D untersucht.

Die Etablierung der RT-PCR erfolgte zunachst unter Verwendung der

entsprechenden Referenzstdmme (3.1.2).

Nach Durchfiihrung der Reversen Transkription und der Amplifizierung mittels der in
Tab. 1 beschriebenen Enterotoxingen-spezifischen Primer in der PCR (3.4.2.2)
konnten bei den Referenzstammen stets die erwarteten DNA-Amplifikate fir die oben
angegebenen Gene nachgewiesen werden. In den Abb. 41 bis Abb. 45 sind jeweils

typische Ergebnisse nach RT-PCR dargestellt.
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Abb. 41: Typisches Ergebnis der PCR mit den Oligonucleotidprimern nucA-1 und
nucA-2 zur Kontrolle der DNA-Kontamination nach der RNA-Extraktion
ohne RT-Schritt; 2 und 3 = RNA ohne RT-Schritt des TSST-1
Referenzstammer 161/93; 1 und 4 = DNA des Kontrollstammes [280 Bp
Amplikon des nucA-Gens]; M = siehe Abb. 2
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sec tst seg sei

Abb. 42: Typische Amplikons der transkribierten sec-, tst-, seg- und sei-Gene von S.
aureus-Referenzstammen mittels RT-PCR; 1 = sec-cDNA des S. aureus-
Referenzstammes 1229/93, (sec-positiv); 2 = RNA des Referenzstammes
1229/93 ohne RT-Schritt; 3 = Leerwert; 4 = tst-cDNA des S. aureus-
Referenzstammes 161/93, (tst-positiv); 5 = RNA des Referenzstammes
161/93 ohne RT-Schritt; 6 = Leerwert; 7 = seg-cDNA des S. aureus-
Referenzstammes LY990055, (seg- und sei-positiv); 8 = RNA des
Referenzstammes LY990055 ohne RT-Schritt; 9 = Leerwert; 10 = sei-cDNA
des S. aureus-Referenzstammes LY990055, (seg- und sei-positiv); 11 =
RNA des Referenzstammes LY990055 ohne RT-Schritt; M = siehe Abb. 5
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Abb. 43: Typische Amplikons der transkribierten sem-, sen- und seo-Gene eines S.
aureus-Referenzstammes mittels RT-PCR; 1, 4 und 7 = sem-, sen- und
seo-cDNA des S. aureus-Referenzstammes LY990055, (seg- und sei-
positiv); 2, 5 und 8 = RNA des Referenzstammes LY990055 ohne RT-
Schritt; 3, 6 und 9 = Leerwert; M = siehe Abb. 5
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Abb. 44: Typisches Amplikon des transkribierten fnbA-Gens des S. aureus-
Referenzstammes ATCC 25923 mittels RT-PCR; 1 = cDNA der S.
aureus-Kultur; 2 = RNA ohne RT-Schritt; 3 = Leerwert; M = siehe Abb. 5
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Abb. 45: Typisches Amplikon des transkribierten Leukotoxin E/D-Gens des S.
aureus-Referenzstammes ATCC 25923 mittels RT-PCR; 1 = cDNA der S.
aureus-Kultur; 2 = RNA des selben Stammes ohne RT-Schritt; 3 =
Leerwert; M = siehe Abb. 2
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Der Ergebnisvergleich der RT-PCR mit der konventionellen PCR zum Nachweis der
hier untersuchten Gene ergab eine vollstandige Ergebnisibereinstimmung beider
Verfahren. Bei allen 7 untersuchten sec- bzw. tst-Gen-positiven Kulturen konnte das
Transkript in der erwarteten Grolie nachgewiesen werden. ldentische Ergebnisse
wurden bei der Untersuchung weiterer Enterotoxin-Gene (seg, sei, sem, sen und
seo) bei insgesamt 10 Feldisolaten erhalten

Der Nachweis der Transkription der Gene fnbA bzw. luk E/D ergab bei 12
untersuchten Feldstammen ebenfalls ein positives Ergebnis. Die Resultate der
Analyse der mRNA-Expression mittels RT-PCR sind zusammenfassend in Tab. 18

dargestellt.

Tab. 18: Vergleich von PCR- und RT-PCR-Ergebnissen zum Nachweis der Gene
sec, tst, seg, sei, sem, sen, seo, fnbA, und luk E/D

Anzahl untersuchter PCR-Ergebnis
Virulenzgen Isolate konventionell RT-PCR

sec 7 + +

tst 7 + +
seg 10 + +

sei 10 + +
sem 10 + +
sen 10 + +
seo 10 + +
fnbA 12 + +

luk E/D 12 + +
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4.19 Ergebnisse des genotypischen Nachweises von

Resistenzdeterminanten

Zur Uberpriifung der Expression der Resistenzgene blaZ (Penicillin-Resistenz) und
mecA (Oxacillin-Resistenz) wurde bei 76 S. aureus-Feldstdmmen die in (3.4.2.2)
beschriebene PCR durchgefiihrt.

4.19.1 Penicillin-G-Resistenzgen

In Abb. 46 ist das Ergebnis einer PCR zum Nachweis des blaZ-Gens dargestellt. Bei
positivem Nachweis lie3 sich ein ca. 170 Bp grofes Amplikon detektieren. Die
Ergebnisse der Untersuchung ausgewahlter Feldisolate sind in Tab. 19
zusammengestellt. Bei 45 der 76 untersuchten Isolate verlief der blaZz Nachweis

positiv.

4.19.2 Methicillin-(Oxacillin-) Resistenzgen

Abb. 47 zeigt das typische Amplikon des mecA-Gens des S. aureus-
Referenzstammes 1150/29. Das spezifische Amplifikat zeigt eine Grof3e von ca. 530
Bp. Alle ausgewahlten Feldstdmme erwiesen sich als mecA-Gen-negativ.

Tab. 19: Nachweis der Resistenzgene mecA und blaZ bei den verschiedenen

epidemiologischen Gruppen

Gruppe mecA- Nachweis blaZ- Nachweis
epidemisch (34) - 21 61,8%
sporadisch | (12) - 7 58,3%
sporadisch 1l (15) - 9 60,0%

anhamolysierend (15) - 8 53,3%
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Abb. 46: Typische Amplikons des blaZ-Gens mit einer Grof3e von ca. 170 Bp (1 bis
3); 4 = S. aureus-Referenzstamm ATCC 25923; 5 = blaZ-negative S.

aureus Kultur; M = siehe Abb. 2
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Abb. 47: Typisches Amplikon des mecA-Gens mit einer Grol3e von ca. 530 Bp; 1 bis
3 = mecA-negative Kulturen (Feldisolate); 4 = Referenzstamm S. aureus
1150/29 (mecA-positiv); 5 = Leerwert; M = siehe Abb. 2
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5 DISKUSSION

5.1 S. aureus-ldentifizierung

Alle 325 untersuchten Kulturen zeigten in dem nach KLOOS und LAMBE (1991) zum
Nachweis der Koagulase durchgefuhrten Ro6hrchentest innerhalb von 24h eine
Koagulation des Kaninchenplasmas. Die Koagulasereaktion diente zum Nachweis
der extrazellularen Substanz Koagulase, um die zu untersuchenden Stamme der
vorliegenden Arbeit zunachst phanotypisch als S. aureus zu identifizieren. Die
Fahigkeit, Koagulase zu bilden, ist eine charakteristische Eigenschaft von S. aureus
und mit Einschrankungen von S. hyicus, S. intermedius und S. delphini (BRUCKLER
et al., 1994)

In der vorliegenden Arbeit konnte aul3erdem das Thermonuclease-Gen nuc bei allen
325 S. aureus-Kulturen mit einer einheitlichen GréR3e von 280 Bp nachgewiesen
werden. Dies erfolgte mit den von BRAKSTAD et al. (1992) entwickelten nuc-
spezifischen Oligonukleotidprimern. BRAKSTAD et al. (1992) konnten bereits zeigen,
dass sich der Nachweis des nuc-Gens zur molekularen Identifizierung von S. aureus

eignet.

Der Koagulasenachweis dient im mikrobiologischen Labor als ein Hauptkriterium zur
Differenzierung von S. aureus von Koagulase-negativen Staphylokokken. Unter
Verwendung der von HOOKEY et al. (1998) beschriebenen Oligonukleotidprimer
coa-l und coa-ll konnte zunachst bei allen 325 S. aureus-Kulturen dieser Arbeit das
coa-Gen amplifiziert werden. Dabei wurden sieben unterschiedliche Amplikongrof3en
von 500, 560, 620, 700, 800, 900 und 970 Bp gefunden. Dies entsprach rechnerisch
zwei, drei, vier, funf, sechs, sieben und acht Einheiten (Repeats). Laut SCHMITZ et
al. (1998) kann bei S. aureus die Anzahl der 81 Bp grofien Repeats zwischen vier
und acht variieren. Zahlreiche Autoren [ANNEMULLER et al. (1999); CABRAL
(2003); KATSUDA et al. (2005); ZECCONI et al. (2005); VIMERCATI et al. (2006);
REINOSO et al. (2007)] untersuchten S. aureus-Isolate oder verschiedene andere

Staphylokokkenspezies auf das Vorkommen des coa-Gens und die Anzahl an
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Repeats. Die Bedeutung der unterschiedlichen Anzahl an Repeats fur die Virulenz

einzelner S. aureus ist bislang noch nicht geklart.

Bei dem Protein A von S. aureus handelt es sich um einen Zellwandbestandteil, der
unter anderem die Eigenschaft besitzt, das Fc-Fragment des IgG-Molekils zu
binden. Am C-terminalen Ende des Protein A befindet sich die als X-Region
bezeichnete zellwandbindende Region, welche keine Bindungsaffinitat fur das Fc-
Stiick des IgG-Molekiils besitzt (UHLEN et al., 1984). Nach FRENAY et al. (1994)
besteht die X-Region des Protein A-Gens (spa) aus einem konstanten Bereich sowie
aus unterschiedlich vielen, sich wiederholenden Repeats. In der vorliegenden Studie
ergab die Amplifikation des die X-Region-kodierenden Abschnitts des Protein A-Gens
bei allen 325 S. aureus-Stammen ein positives Ergebnis. Dabei waren 11
unterscheidbare Amplikongréf3en (100, 120, 150, 170, 200, 220, 240, 270, 290, 320
und 350 Bp) mit einer ebenfalls rechnerisch ermittelten Anzahl von Repeats
zwischen 2 und 12 nachweisbar.

Auch fur das Protein A-Gen gibt es zahlreiche Untersuchungen, die sich mit dem
Polymorphismus dieses Genabschnittes beschaftigten [TOSHKOVA et al. (1997);
ANNEMULLER et al. (1999); DALLA POZZA et al. (1999); AKINEDEN et al. (2001,
2006); HASSAN (2002); CABRAL (2003); VIMERCATI et al. (2006); REINOSO et al.
(2007); ZECCONI et al. (2005, 2006)].

Anhand von Wiederholungsuntersuchungen nach zahlreichen Subkultivierungen der
uberpriften Isolate konnten DALLA POZZA et al. (1999) die Reproduzierbarkeit der

Methoden und die Stabilitat des Protein A-Gens nachweisen.

5.2 Hamolysenachweis

Die Beurteilung der Hamolyse erfolgte nach Anzichtung der Bakterien auf
Schafblutagarplatten und nach der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen
Ausstrichmethode.

Zur Unterscheidung der a-, B- und d-Hamolyse beschrieben SKALKA et al. (1979)
sowie HERBERT und HANCOCK (1985) antagonistische bzw. synergistische
Reaktionen dieser Hamolysine mit dem Staphylokokken-B-Hamolysin. Hierbei

wurden die zu prifenden Kulturen im 90°-Winkel zu einer [(-Hamolysin-
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produzierenden Staphylokokkenkultur auf Schafblutagarplatten ausgestrichen und
bebritet. Eine a-Hamolyse zeigt sich dabei auf Schafblutagar als vollstandige
Hamolyse um den Staphylokokkenimpfstrich, die aber im Bereich des B-Hamolysins
gehemmt wird. Eine B-Hamolyse ist durch eine unvollstandige Hamolysezone um
den Staphylokokkenimpfstrich gekennzeichnet. Eine &-Hamolyse zeigt sich als
halbmondférmige Zone einer vollstandigen Hamolyse in der Berlhrungsstelle des zu

untersuchenden Stammes und des 3-Hamolysin produzierenden S. aureus.

Von den 325 Isolaten zeigten 310 eine Hamolyse, 15 Isolate waren nicht-

hamolysierend.

53 Restriktionsverdau der Gesamtzell-DNA

Das ,DNA-Fingerprinting* mittels PFGE beruht auf der Spaltung der chromosomalen
DNA durch sogenannte ,selten schneidende” Restriktionsendonukleasen und der
Auftrennung der entstandenen Fragmente im elektrischen Wechselfeld. Dieses
Verfahren wurde 1982 zuerst von SCHWARTZ et al. beschrieben. Die
Makrorestriktionsanalyse der Gesamt-DNA der S. aureus-Kulturen ergab in der
vorliegenden Arbeit 15 unterscheidbare DNA-Restriktionsmuster. Die Auswertung
dieser in der Elektrophorese dargestellten Bandenmuster war visuell méglich. In 17
Betrieben waren S. aureus-Kulturen mit einem identischen Bandenmuster vertreten.
In 16 anderen Betrieben waren zwei unterschiedliche PFGE-Muster und in nur einem
Betrieb waren S. aureus-Kulturen mit drei unterschiedlichen PFGE-Mustern
nachweisbar. Der Vergleich der Fragmente, insbesondere die Auswertung der
Fragmentlangenmuster, erfordert eine reproduzierbare und vergleichbare kolineare
Auftrennung in allen Spuren des Gels (Abb. 48). Ein Vorteil dieses Systems ist, dass
mehrere Proben in einem Gel parallel bearbeitet werden kénnen. ROMLING et al.
(1995) stellten fest, dass der visuelle Vergleich der Fragmentlangenmuster in der
Regel ausreichte, wenn alle Stamme auf einem einzigen Gel analysiert werden
konnten. Der Vergleich von Mustern verschiedener Gele erfordert eine sorgfaltige
Kontrolle. Die experimentellen Bedingungen sollten so weit wie moglich

standardisiert werden, um Inhomogenitaten des elektrischen Felds zu vermeiden.
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Abb. 48: Schema zur Funktionsweise der PFGE (CHEF-System) nach LAl et al.
(1989)

Die von TENOVER et al. (1995) beschriebene, allgemein giltige
Verfahrensanweisung fur den Vergleich von PFGE-Fragmentmustern gibt an, dass
Isolate, die in bis zu drei Bandenpositionen differieren, aus einem einzigen
genetischen Vorfall entstanden sein konnen. Kulturen, die in mehr als drei Positionen
differieren, konnen, nach TENOVER et al. (1995), ebenfalls miteinander verwandt
sein, wobei die verwandtschaftlichen Beziehungen der entsprechenden Kulturen
jedoch nicht so eng sind (Tab. 20).

In Untersuchungen von TENOVER et al. (1994) und SCHMITZ et al. (1997) zeigte
die PFGE bei mutmalllichen epidemiologischen Zusammenhangen die beste
Diskriminierungsfahigkeit. In Untersuchungen von DEGENER et al. (1994) und
KLUYTMANS et al. (1998) hat sich ebenfalls die PFGE als ,Mittel der Wahl* zum
Nachweis verwandtschaftlicher Beziehung auch bei Koagulase-negativen

Staphylokokken (KNS) erwiesen.
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Tab. 20: Schema zur Beurteilung von PFGE-Gelen nach TENOVER 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

Die starkste Diskriminierungsfahigkeit (D = 0,915) ergab sich in Ubereinstimmung mit
verschiedenen Literaturangaben  aus der  Kombination  verschiedener
Typisierungsmethoden (TENOVER et al., 1994; AARESTRUP et al., 1995; SCHMITZ
et al., 1997).

ANNEMULLER et al. (1999), ZSCHOCK et al. (2000a), ZADOCKS et al. (2000),
AKINEDEN et al. (2001) und SOMMERHAUSER et al. (2003) untersuchten S.
aureus-Stamme, isoliert von boviner Mastitis, mittels PFGE-Analysen unter
Verwendung der Restriktionsendonuklease Smal. Nur wenige Bakterienklone waren
innerhalb der Betriebe, teilweise auch betriebsibergreifend, fur die Mastitissituation
verantwortlich. Die Untersuchungen bestatigten damit die Kontagiositat dieses
Mastitiserregers. HATA et al. (2006) fanden bei 231 S. aureus-Isolaten, isoliert von
boviner Mastitis aus 214 verschiedenen Betrieben in 8 Distrikten, 16 unterscheidbare
DNA-Bandenmuster (A bis P).

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der als ,Goldstandard® bekannten
Makrorestriktionsanalyse mittels PFGE unter Verwendung des Restriktionsenzyms
Smal zusatzlich die Typisierung mittels coa- bzw. spa-Gen-Polymorphismen zur
Vorauswahl der im Weiteren verwendeten Stamme angewendet.

Nach SCHLICHTING et al. (1993) und NADA et al. (1996) erreichte die
Makrorestriktionsanalyse die héchste Diskriminierungsrate. Mittels Protein A-Gen-
Polymorphismus bzw. Koagulase-Gen-Polymorphismus wurden vergleichsweise

geringe Diskriminierungsraten erzielt.

Der hochstmdgliche Grad des Nachweises der genetischen Diversitat wurde durch

die Kombination aller 3 vorgenannten Verfahren erreicht. Diese Verfahrensweise
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wurde in der vorliegenden Arbeit gewahlt, um die Sicherheit der genetischen
Verschiedenartigkeit — ausgewahlter  Feldisolate  fir alle  weitergehenden
Untersuchungen, insbesondere dem PCR-Nachweis von Virulenzgenen, zu

gewahrleisten.

Der im Rahmen der coa-Gen-Polymorphismus-Untersuchung durchgefihrte
Restriktionsverdau mittels Alul ergab bis zu 3 Fragmente. Ebenso traten Isolate auf,
deren Amplifikate durch Alul nicht geschnitten wurden. Bei dem Alul-Verdau von 116
PCR-Produkten des Koagulase-Gens fanden VIMERCATI et al. (2006) 1 bis 4
verschiedene Fragmente mit einer Grof3e von ca. 80 bis 600 Bp. MOON et al. (2007)
untersuchten 696 S. aureus-Isolate aus boviner Mastitis. Durch den Alul-Verdau der
PCR-Produkte konnten sie 1 bis 4 verschiedene Fragmente mit einer Grol3en von
126 bis 670 Bp nachweisen.

Die Voruntersuchungen zur Typisierung mittels der vorgenannten Methoden dienten
jedoch auch einer epidemiologischen Kategorisierung einzelner S. aureus-
Feldstamme. So wurden bei mindestens 6-fachem Auftreten eines S. aureus-Isolates
mit identischem Typisierungsmuster innerhalb eines Milcherzeugerbetriebes der
betreffende Stamm als ,epidemisch* eingestuft. Im Gegensatz dazu erfolgte die
Einordnung einzelner S. aureus-Isolate in eutergesunden bzw. durch andere
Leitkeime gekennzeichneten Betrieben als ,sporadisch®.

Im Verlauf dieser Arbeit erwies sich diese Vorgehensweise jedoch als
aulRerordentlich schwierig. Nur wenige S. aureus-Kulturen erfullten die fir die
sporadischen Stamme geforderten Voraussetzungen. Daher wurden zusétzlich S.
aureus-Feldisolate, die innerhalb eines epidemischen Infektionsgeschehens isoliert
worden waren, die jedoch ein von dem dominierenden Stamm abweichendes
Typisierungsmuster zeigten, als ,sporadisch I“-Isolate bezeichnet, wéhrend Isolate
aus dem oben beschriebenen Betrieben mit ,sporadisch II* benannt wurden. Dies

fuhrte zur Auswahl von 76 S. aureus-Kulturen.
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5.4 Weiterfihrende Untersuchung ausgewabhlter S. aureus-Stamme

Die in der vorliegenden Arbeit fur weiterfhrende Untersuchungen ausgewahlten 76
Kulturen konnten, wie im Folgenden aufgefuhrt, aufgrund ihrer kulturellen,
biochemischen und molekularen Eigenschaften als S. aureus identifiziert werden.

Somit wurden die Ergebnisse der Vorauswahl (5.1) bestatigt.

5.4.1 Phanotypische Charakterisierung ausgewahlter S. aureus-Isolate

Zur phéanotypischen Charakterisierung wurden das Hamolyseverhalten, die
Anzlchtung auf Staphylokokken-Selektivnahrmedium, der Clumping-Factor-Test, das
kommerzielle MASTASTAPH-Testsystem sowie der Nachweis der Enzyme DNase

und Hyaluronidase herangezogen.

In der vorliegenden Arbeit war eine alleinige a-Hamolyse bei 14 (18,4%), eine [3-
Hamolyse bei 20 (26,3%) und eine oaf-Hamolyse bei 16 Kulturen (21,1%)
nachweisbar. Das a- und B-Hamolysin sind die am besten charakterisierten
Hamolysine. Nach JONSSON et al. (1985) gehort das a-Hamolysin zu den
bedeutendsten Virulenzfaktoren von S. aureus und kommt bei Tierisolaten h&ufig
gemeinsam mit dem B-Hamolysin vor. JONSSON und WADSTROM (1993) wiesen
das R-Hamolysin bei den meisten S. aureus-Stammen, isoliert von Rindermastitiden,
weniger jedoch bei S. aureus-Stammen von Menschen, nach. Die Wirkung des B-
Hamolysins in vitro wurde von CIFRIAN et al. (1996) geprift. Diese Autoren zeigten,
dass das B-Hamolysin nicht nur Drisenzellen des Euters schadigt, sondern auch die
schadigende Wirkung des a-Hamolysins verstarkt, eine vermehrte Adhérenz an
Drusenzellen férdert und auch eine Proliferation von S. aureus begunstigt.

In den vorliegenden Untersuchungen zeigten 11 (14,5%) Kulturen nach der
urspringlich von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode eine &-Hamolyse.
Das &-Toxin von S. aureus hat sehr starke Oberflachenaktivitat und auf biologischen
Membranen Detergentien-ahnliche Wirkung (SOMERVILLE et al., 2003).

Laut CLYNE et al. (1992) hemmen die in Blutagarplatten mdglicherweise enthaltenen

sulfonierten Polymere (Agar, Heparin, Dextran-Sulfat) bzw. Lipide (Phospholipide,
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Fettsauren und Cholesterol) das y-Hamolysin, weshalb sein Vorkommen in der

vorliegenden Arbeit nicht Uberprift werden konnte.

Als phanotypischer Marker bietet sich das Hamolyseverhalten an, da sich ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zu einigen Virulenzfaktorgenen ergab.
Ebenfalls statistisch signifikant erwies sich der Zusammenhang zwischen Hamolyse

und den genotypischen Markern coa-Repeats und spa-Repeats.

Zum Nachweis der Eigenschaften ,Telluritreduktion® und ,Lipolyse® erfolgte die
Anzichtung der Kulturen auf dem Staphylokokken-Selektivnahrmedium (3.3.1.2)
nach Baird-Parker (BAIRD-PARKER, 1962). Das Baird-Parker-Medium enthalt neben
Tellurit und Lithiumchlorid zur Hemmung der Begleitflora auch Pyruvat und Glycin,
welche auf Staphylokokken selektiv wachstumsférdernd wirken. Durch Lipolyse und
Proteolyse kommt es zu der charakteristischen Hof- und Ringbildungen, sowie

infolge Reduktion des Tellurits zu Tellur zu einer Schwarzfarbung.

Der Nachweis des Clumping-Factors (CF) im Objekttragertest war bei allen 76
untersuchten Kulturen der vorliegenden Arbeit mdglich. Der Nachweis des CF auf
dem Objekttrager stellt gegeniber dem Koagulase-Test eine wesentlich einfacher
durchfuihrbare Methode zur Identifizierung von S. aureus dar (CADNESS-GRAVES et
al., 1943). Der CF gilt dariber hinaus als taxonomisches Kriterium flr S. aureus
(KLOOS und SCHLEIFER, 1986) und mit Einschrdnkung auch fir S. intermedius, S.
hyicus (DEVRIESE und HAJEK, 1980; LAMMLER et al., 1985), S. lugdunensis und
S. schleiferi (KLOOS und LAMBE, 1991). Es mussen jedoch nicht alle S. aureus-
Stamme, besonders diejenigen bovinen Urspunges, CF positiv sein. Ein hoher
Prozentsatz von Koagulase-positiven S. aureus-Stammen des Menschen ist
allerdings auch gleichzeitig CF positiv (DUTHIE, 1954; HAJEK und MARSALEK,
1969). Bei bekapselten S. aureus-Stdammen kénnen nach BLACKSTOCK et al.
(1968) z.B. uberlagernde Polysaccharide den CF abdecken.

Mit dem kommerziellen Nachweisverfahren MASTASTAPH-Testsystem war bei allen
76 untersuchten S. aureus-Kulturen eine positive Reaktion zu beobachten. Eine
Identifizierung von S. aureus mit dem MASTASTAPH-Testsystem zeigte bei anderen
Autoren eine variable Sensibilitdt von 98% bis 100% und eine Spezifitat von 93,4%
bis 96,2% (VAN GRIETHUYSEN et al., 2001; ZSCHOCK et al., 2005a).
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Bei den 76 Kulturen der vorliegenden Arbeit wurde ferner das Enzym DNase
nachgewiesen. Das Vorhandensein dieser Enzyme wurde mit Hilfe des
Fertignahrmediums DNase-Testagar (3.3.1.6.1) untersucht. BOCKLISCH und
WORBES (1993) untersuchten in einem Zeitraum von funf Jahren 849 Milchproben
von mastitiskranken Schafen, und wiesen darin nur S. aureus-Kulturen nach, die

DNase positiv waren.

Ubereinstimmend mit BRUCKLER et al. (1994) konnte bei allen untersuchten 76
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.

5.4.2 Biotypisierung

Mittels Biotypisierung konnten insgesamt sieben Biotypen unterschieden werden, von
denen nur ein Biotyp dem Okovar bovis zugeordnet werden konnte. Das Okovar
bovis (Biotyp 1) trat bei 25% aller Isolate auf. Die meisten Isolate waren jedoch
keinem Okovar zuzuordnen und gehorten somit den Biotypen 2 bis 7 an. Diese
Verteilung entspach weitgehend den Ergebnissen anderer Autoren. Auch hier
konnten die meisten S. aureus-Isolate, isoliert von bovinen Mastitiden, keinem
Okovar zugeordnet werden. So wiesen HUMMEL et al. (1992) S. aureus-Isolate des
Okovars bovis mit einem Anteil von 22 - 38,3% nach. AARESTRUP et al. (1995)
konnten dagegen unter 105 Isolaten das Okovar bovis nicht nachweisen.
SOMMERHAUSER (2001) fand bei 110 S. aureus-Kulturen in 32,7% der Falle das
Okovar bovis, bei 7,3% das Okovar ovis und bei 4,5% das Okovar hominis. 55,4%

der Isolate waren nicht wirtsspezifisch.

5.4.3 Nachweis S. aureus-spezifischer Gene mittels PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde im Weiteren das 23S rRNA-Gen zur molekularen
Identifizierung von S. aureus verwendet. Unter Nutzung der von STRAUB et al.
(21999) beschriebenen Oligonukleotidprimer konnten alle 76 untersuchten Isolate als
S. aureus identifiziert werden. LAMMLER et al. (2000), AKINEDEN et al. (2001) und
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auch CABRAL (2003) verwendeten ebenfalls die von STRAUB et al. (1999)
beschriebenen Oligonukleotidprimer zur Identifizierung von S. aureus-Kulturen,
isoliert aus Milchproben von Kihen mit subklinischer Mastitis. HASSAN (2002)
konnte zeigen, dass diese Oligonukleotidprimer zu keinen Kreuzreaktionen mit

anderen Staphylokokkenkontrollstammen fuhrten.

Die Amplifizierung des Clumping-Factor-kodierenden Gens clf mit den nach
STEPHAN et al. (2000) beschriebenen Oligonukleotidprimern ergab bei 74 Kulturen
ein Amplikon mit einer Gréf3e von 1000 Bp und bei zwei Kulturen ein Amplikon in der
Grol3e von 900 Bp. AKINEDEN et al. (2001) verwendeten bei der Untersuchung von
103 S. aureus-Isolaten aus Rindermastitiden ebenfalls die genannten clfA-
spezifischen Oligonukleotidprimer und erhielten AmplikongréRen von 940 und 1000
Bp. STEPHAN et al. (2000) hingegen fanden bei allen 34 untersuchten S. aureus-
Stdmmen eine einheitliche AmplikongroRe des clfA-Gens mit 1000 Bp. Auch in
Untersuchungen anderer Autoren wurden tUberwiegend clfA-Gene in der Grof3e von
1000 Bp nachgewiesen [CABRAL (2003); REINOSO et al. (2007); AKINEDEN
(2006)].

Der Nachweis des Gens clf erwies sich somit ebenso als konstante Eigenschaft von

S. aureus und als weitere Moglichkeit zur Identifizierung dieser Spezies.

544 Nachweis von mutmallichen Virulenzfaktorgenen mittels PCR

Bei der Amplifizierung des die IgG-bindende-Region kodierenden Teils des spa-Gens
wiesen 88,2% der untersuchten 76 Isolate ein Amplikon mit einer Grof3e von 920 Bp,
6,6% der Isolate ein Amplikon mit einer Gro3e von 560 Bp und 5,2% der Kulturen ein
Amplikon mit einer GréRe von 380 Bp auf. STEPHAN et al. (2000), AKINEDEN et al.
(2001) und HASSAN (2002) fanden bei den meisten untersuchten S. aureus-Kulturen
ebenfalls eine Amplikongré3e von 920 Bp. AKINEDEN fand bei einer Untersuchung
in 2006 drei AmplikongréRRen (920, 750, 580 Bp) mit 5, 4 und 3 Repeats.

Bei der Amplifizierung des second IgG-binding protein-Gens sbi waren nur 21
(27,6%) der 76 S. aureus-Kulturen positiv. Das sbi-Gen war bei zwei (5,9%)
Stdmmen aus der ,epidemischen” Gruppe, bei 8 (66,7%) ,sporadisch I“-Stammen,
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bei 10 (66,7%) ,sporadisch II“*-Stdmmen und bei nur einem anhamolysierenden
(6,7%) S. aureus-Stamm nachweisbar. EI-SAYED et al. (2006) hingegen konnte bei
40 S. aureus-Isolaten aus klinischen und subklinischen Rindermastitiden das shi-Gen
gar nicht nachweisen. Dennoch ist die Fahigkeit, IgG zu binden, unter den
Staphylokokken und Streptokokken weit verbreitet, was die Vermutung zulasst, dass
diese Fahigkeit fur die Pathogenese von Bedeutung sein kdonnte (ZHANG et al.,
1998a).

Weiterhin wurde in der vorliegenden Studie das fur das Fibronektin-bindende Protein
A (FnBPA) kodierende Gen fnbA bei allen 76 untersuchten S. aureus-Kulturen
nachgewiesen. Bei der Amplifizierung des FnBPB-kodierenden Gens fnbB waren nur
38 (50%) der S. aureus-Kulturen positiv. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den
Ergebnissen von CABRAL (2003), der bei allen S. aureus-Kulturen fnbA nachwies,
fnbB jedoch nur bei 37 (42,5%) von 87 S. aureus-Kulturen. EI-SAYED et al. (2006)
fanden das Gen fnbA bei allen S. aureus-Stammen, das fnbB-Gen mit einer
AmplikongroRe von 820 Bp jedoch nur bei 18 (75%) bzw. 6 (37,5%) S. aureus-
Stdmmen aus Kklinisch bzw. subklinisch erkrankten Tieren. Bei der explorativen
statistischen Analyse fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem fnbB-
Gen Nachweis, der phanotypischen Ausbildung einer 6-Hamolyse und dem bovinen

Biotyp.

Nach Angaben zahlreicher Autoren (BOOTH et al.,, 2001; MOORE und LINDSAY,
2001) ist das Gen cna des Kollagen-bindenden Proteins nur vereinzelt bei S. aureus
feststellbar. Korrespondierend zu diesen Angaben wurde dieses Gen mit den
Genabschnitten cnaA und cnaB in der vorliegenden Arbeit bei nur insgesamt 12
Kulturen nachgewiesen. Bei der Amplifizierung des cna-Gen-Abschnitts A war eine
Amplikongrof3e von 1600 Bp und bei cnaB Amplikongrof3en von 1200 und 640 Bp
nachweisbar. Vergleichbare Ergebnisse erzielten in ihren Untersuchungen auch
CABRAL (2003), ZECCONI et al. (2005), EL-SAYED et al. (2006) und REINOSO et
al. (2007). Nach SNODGRASS et al. (1999) sind Genmutanten, die keinen B-
Abschnitt des cna-Gens besitzen, trotzdem fahig, Kollagen zu binden. Da dieses
adhasive Gen nicht bei allen S. aureus-Stammen vorkommt, ist es moéglicherweise
fur die Virulenz einzelner Stamme dieser Spezies von Bedeutung (BOOTH et al.,
2001; MOORE et al.,, 2001). Bei der explorativen statistischen Auswertung der



5 Diskussion 126

vorliegenden Arbeit ergaben sich gegeniber dem epidemiologischen Verhalten
sowie der Hohe der Zellzahl als Entzindungsparameter sowohl auf Viertel- als auch
auf Betriebsebene keine statistisch signifikanten Zusammenhéange. Diese und die
Ergebnisse aus der Literatur kbnnten darauf hinweisen, dass dieses Bindungsprotein
keine oder nur eine untergeordnete Bedeutung bei der bovinen S. aureus-Mastitis
hat.

Das Elastin-bindende Protein kodierende Gen ebpS konnte in der vorliegenden
Untersuchung bei allen 76 S. aureus-Kulturen mit einer einheitlichen Grofl3e von 1330
Bp nachgewiesen werden. Dies entspricht Untersuchungsergebnissen von EL-
SAYED et al. (2006), die ebenfalls bei allen untersuchten S. aureus-Stammen ebpS
nachweisen konnten. Aufgrund des universellen Auftretens des ebpS-Gens bei allen
untersuchten S. aureus-Kulturen scheint auch dieses Gen fiir das epidemiologische

Verhalten eines Isolates eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

In 23 (30,3%) der 76 S. aureus-Kulturen wurde das Mikrokapsel Typ 5-kodierende
Gen cap5 gefunden, 53 (69,7%) der untersuchten Kulturen waren positiv fur das
Mikrokapsel Typ8-kodierende Gen cap8. Zu &hnlichen Nachweisraten von cap8
kamen auch MOORE und LINDSAY (2001), CABRAL (2003) und HATA et al. (2006).
Auch bei Kulturen aus den USA fand POOLMAN (1990) 15% der Kulturen positiv fur
Serotyp 5 und 27% der Kulturen positiv fur Serotyp 8. REINOSO et al. (2007)
dagegen wiesen bei 21 (47%) S. aureus-Kulturen cap5 (11 humane, 9 bovine
Stdmme und ein Stamm aus einem Lebensmittel) nach, nur 7 (15%) S. aureus-

Isolate waren positiv fur cap8 (4 vom Menschen und 3 aus einem Lebensmittel).

Die im Hinblick auf das epidemiologische Verhalten und die Zellzahl explorativ
ausgewerteten Nachweisraten der Mikrokapselgene ergaben in dieser Untersuchung
jedoch keine statistisch signifikanten Zusammenhange. Somit ist die Bedeutung der
Mikrokapselgene fir das epidemiologische Verhalten bzw. die Zellzahl nach den

Ergebnissen der vorliegenden Studie ebenfalls unwesentlich.

Der genotypische Nachweis der Hamolysin-Gene ergab in der vorliegenden
Untersuchung 72 (94,7%) hla-positive und 60 (78,9%) hlb-positive S. aureus-
Kulturen. Alle 76 untersuchten Stdmme waren positiv fur hid und 70 (92,1%) waren
positiv fur hlg. Die Verteilung auf die epidemiologischen Gruppen ,epidemisch®,

»Sporadisch | und II“ sowie ,anhamolysierend” war unterschiedlich.
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CABRAL (2003) fand fur hla bei 86 (98,9%) und fur hlb bei 84 (96,6%) der
untersuchten Kulturen eine positive Reaktion, ANDO et al. (2004) beschrieben bei
109 MRSA-Isolaten 89 (81,7%) als hla-positiv und 73 (67%) als hlb-positiv. FUEYO
et al. (2005) fanden bei 84 S. aureus-Isolaten aus subklinischer Mastitis 100% positiv
fur hla und hlg, 81 (96,4%) hld-positiv und 76 (90,5%) hib-positiv.

Phanotypisch war in der vorliegenden Untersuchung eine a-Hamolyse sowohl nach
der von SKALKA et al. (1979) beschriebenen Methode zur Unterscheidung der
Hamolyseformen als auch auf Columbia-Blut-Agarplatten (siehe 3.3.1.1)
nachweisbar. Das hla-Gen war bei 72 (94,7%) Kulturen nachweisbar, phanotypisch
zeigte sich eine a-Hamolyse jedoch nur bei 30 (39,5%) Kulturen. Ebenso fanden sich
24 (31,5%) hlb-positive Kulturen, die phanotypisch B-Hamolysin negativ waren.

Eine Erklarung konnte sein, dass das jeweilige Hamolysin-Gen unter den gegebenen
Bedingungen kein Hamolysin exprimiert. Das Auftreten einer a- und (- sowie auch
eine d-Hamolyse scheint, nach den Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen,
typisch fur S. aureus aus Mastitismilchproben zu sein.

Der genotypische Nachweis der a- und B-Hamolysin-Gene scheint in der Praxis
relativ. wenig Aussagekraft zu besitzen wie die festgestellten, deutlichen
Diskrepanzen zwischen dem Nachweis von hla, hlb und dem tatsachlichen
Hamolyseverhalten zeigten. Dies wurde fir die S. aureus-Hamolysine auch von
CABRAL (2003) beschrieben.

Bezlglich der explorativen statistischen Analyse des Auftretens der verschiedenen
Hamolysingene ergab sich lediglich ein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Auftreten von hlg und dem epidemiologischen Verhalten.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte im Weiteren bei allen 76 untersuchten
S. aureus das ED-Leukotoxin (luk E/D) nachgewiesen werden. Nach GRAVET et al.
(1999) wurde dieses Leukotoxin (lukE-lukD) von 93,6% der 47 reprasentativ
ausgewahlten S. aureus-Stdmme produziert. In einer Arbeit aus dem Jahre 2001
fanden GRAVET et al. 66 von 83 (75%) S. aureus-Isolaten positiv fir LUKE-LukD.
FUEYO et al. (2005) fanden bei 84 S. aureus-Kulturen, isoliert von subklinischen
bovinen Mastitiden, 83 (98,8%) luk E/D-positiv-Kulturen, ein Isolat war negativ.

Aufgrund des generellen Auftretens des Gens scheint der Einflud auf das
epidemiologische Verhalten bzw. die H6he des Zellzahlniveaus gering oder nicht

vorhanden zu sein.
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Die S. aureus-Kulturen der vorliegenden Arbeit wurden weiterhin auf das Vorkommen

von Enterotoxin- und von anderen Toxingenen untersucht.

Mittels PCR waren die Toxingene relativ einfach nachweisbar. Anhand der PCR-
Ergebnisse konnten die Isolate 12 verschiedenen Toxingenprofilen zugeordnet
werden. Insgesamt konnten bei 39 (51,3%) S. aureus-Isolaten ein oder mehrere

Toxingene nachgewiesen werden.

Um den Arbeitsaufwand beim routinemafiigen Nachweis der Enterotoxingene zu
reduzieren, wurde versucht, eine ,Multiplex-PCR* flir mdglichst viele Toxingene zu
entwickeln. Zunachst wurden alle Enterotoxin-Referenzstamme und alle 76 S.
aureus-lsolate der vorliegenden Studie mittels drei verschiedener ,Multiplex-PCR*-
Protokolle auf das Vorkommen von Enterotoxingenen untersucht. Konnte in der
»Multiplex-PCR* ein Enterotoxingen nachgewiesen werden, wurde das Ergebnis mit
einer Einzel-PCR nochmals Uberprift. Die ,Multiplex-PCR* erzielte dabei in Bezug
auf die Toxingene eine vollstandige Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Einzel-PCR. Auch andere Autoren berichteten tber den Einsatz der ,Multiplex-PCR*
zum Nachweis von Enterotoxingenen. TAMARAPU et al. (2001) beschrieben eine
~Multiplex-PCR* fur den schnelleren Nachweis von Enterotoxingenen bei S. aureus in
Milchprodukten. NAJERA-SANCHEZ et al. (2003) untersuchten Enterotoxinogene
von S. aureus-lsolaten aus Fleisch und Milchprodukten und entwickelten zwel
»Multiplex-PCR* zum gleichzeitigen Nachweis der Staphylokokkenenterotoxingene A
bis E.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Nachweises der einzelnen

Enterotoxingene bzw. anderer Toxingene diskutiert:

Bei keiner der untersuchten S. aureus-Kulturen konnten die Gene sea, seb, eta und

etb nachgewiesen werden.

Das sed-Gen war bei 3 der 76 (3,9%) S. aureus-Kulturen, immer gemeinsam mit dem
sej-Gen nachweisbar, see konnte nur bei einer (1,3%) S. aureus-Kultur, sec bei 14
(18,4%) und tst bei 13 (17,1%) Stammen nachgewiesen werden. Sec kam bei 13
Kulturen gemeinsam mit tst vor. Bei einem Isolate konnte das sec-Gen jedoch nur
alleine nachgewiesen werden. Aus den Untersuchungen von FITZGERALD et al.
(2001) geht hervor, dass das gemeinsame Auftreten der beiden Toxinegene sec und

tst auf das Vorhandensein der mutmalRlichen Pathogenitatsinsel SaPlbov
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zurlickzufiihren ist, welche die Gene tst und sec-bovine, sowie das Enterotoxin-
ahnliche Gen sel Dbeinhaltet. Der fiur tst-kodierende Abschnitt dieser
Pathogenitatsinsel stimmt laut FITZGERALD et al. (2001) in der Sequenz mit der
bereits 1998 von LINDSAY et al. beschriebenen Staphylokokken-Pathogenitéatsinsel
SaPI1 Uberein, welche die Gene tst und ent, getrennt von einem 10234 kb grofRen
Bereich, beinhaltet. Der Nachweis von sec und tst war statistisch signifikant korreliert
mit dem phé&notypischen Merkmal Hamolyse, insbesondere mit dem Auftreten des -

Hamolysins.

In der vorliegenden Arbeit wurden vermehrt die haufig gemeinsam auftretenden
Toxingene seg, sei, sem, sen und seo gefunden. JARRAUD et al. (2001) stellten im
Rahmen von Sequenzanalysen fest, dass seg, sei, sem, sen (ehemals sek) und seo
(ehemals sel) gemeinsam auf einem 3,2 kb grof3en DNA-Fragment liegen und
bezeichneten dieses Fragment als ,enterotoxin gene cluster” (egc). Die Gene seg,
sei, sem, sen und seo traten, wie aufgrund des gemeinsamen Vorkommens dieser
Gene auf einer Pathogenitatsinsel zu erwarten war, in den vorliegenden
Untersuchungen immer gemeinsam auf. Dies bestatigte die
Untersuchungsergebnisse von JARRAUD et al. (1999 und 2001). HATA et al. (2006)
fanden bei 231 S. aureus-Kulturen 167 mal seg, 161 mal sei, 29 mal sen, 14 mal seo
und 8 mal sem. ZECCONI et al. (2006) wiesen bei 50 untersuchten S. aureus isoliert
von boviner Mastitis 35 mal seg (70%) und 50 mal sei (100%) nach. VIMERCATI et
al. (2006) fanden bei 51 S. aureus-Kulturen aus boviner Mastitis seg 3 mal (6%) und
sei 2 mal (4%).

Das Toxingen seh war in dieser Arbeit nur bei funf (6,6%) Kulturen nachweisbar.
OMOE et al. (2002) untersuchten 146 S. aureus-Kulturen, isoliert vom Menschen und
aus Milchproben, und konnten bei 21 (14,4%) Isolaten das Gen seh und bei 20
(13,7%) Isolaten auch die Expression von SEH nachweisen. HATA et al. (2006)
wiesen bei 231 untersuchten S. aureus-Kulturen nur vier seh-positive Stamme nach.
VIMERCATI et al. (2006) fanden bei 51 S. aureus-Kulturen aus boviner Mastitis nur
einen Stamm (2%), der seh positiv war.
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Das Toxingen sej war in dieser Untersuchung bei drei (3,9%) Kulturen nachweisbar.
sej wurde, wie bereits beschrieben, immer gemeinsam mit dem sed-Gen
nachgewiesen. 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.,
1998b). Mehrere andere Autoren beschrieben die vergleichbare Ergebnisse
(AKINEDEN et al., 2001; FUEYO et al., 2005; VIMERCATI et al., 2006; ZECCONI et
al., 2006).

KATSUDA et al. (2005) fanden bei 270 S. aureus-Kulturen aus bovinen Mastitiden
183 (67,8%) positiv fur ein oder mehrere Toxingene. Es wurden 5 Gruppen
unterschieden, je nach Vorkommen der Gene: 2 Stamme waren positiv fur seh, 151
fur sec, seg, sei und tst, 21 fir seg und sei, 6 fir sec, sed, seg, sei, sej und tst und 3
fur sec und tst. ZSCHOCK et al. (2005) wiesen mittels PCR bei 104 S. aureus-
Kulturen aus boviner Mastitis bei 61 (58,7%) ein oder mehrere der ,neuen”
Enterotoxingene nach: bei 36 Kulturen war seg nachweisbar, bei 22 Kulturen sei, bei
23 Kulturen sej und bei 37 von 61 S. aureus-Stammen wurde ein Kombination von
Gene, die fur die Enterotoxin-Typen A-E oder TSST1 kodieren, nachgewiesen. HATA
et al. (2006) untersuchten 231 S. aureus-Kulturen, isoliert aus bovinen Mastitiden,
und wiesen bei 3 Kulturen seb, bei 109 Kulturen sec und tst nach. ZECCONI et al.
(2006) fanden bei 50 S. aureus-Kulturen aus bovinen Mastitiden sea 9 mal (18%),
sec 22 mal (44%), sed 31 mal (62%) und see nur einmal (2%). VIMERCATI et al.
(2006) fanden bei 116 S. aureus-Stammen (51 Stamme aus bovinen Mastitiden) sea
in 22 (43%) Fallen, sec in 2 (4%) Fallen und sed in 26 (51%) Fallen.

Statistisch signifikante Zusammenh&nge zwischen dem epidemiologischen Verhalten
und dem Auftreten einzelner Enterotoxingene waren bei der als Enterotoxingen-
Cluster (egc) bezeichneten Pathogenitatsinsel, die die Gene seg, sei, sem, sen und
seo beinhalten, gegeben. Auch bezlglich der Zellzahl auf Viertelgemelksproben-
Ebene war ein statistisch signifikanter Zusammenhang nachweisbar. Dem
Enterotoxingen-Cluster scheint somit beziglich der pathogenen Eigenschaften des

S. aureus eine Bedeutung zu zukommen.
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Die S. aureus-Kulturen wurden ferner hinsichtlich des Gens ssl7 (setl), das ein SSL
kodiert, untersucht, wobei 62 (81,6%) Kulturen positiv und 14 (18,4%) Kulturen
negativ waren. CABRAL (2003) beschrieb von 87 S. aureus-lsolaten 85 (97,7%)
Kulturen als positiv fur ssl7 und nur zwei (2,3%) als negativ. EL-SAYED et al. (2006)
wiesen bei allen 24 S. aureus-lsolaten (100%) das ssl7-Gen nach. Die ssl7-Gene
konnen mit Zahlreichen Variationen auf einer Pathogenitatsinsel vorkommen
(KURODA et al., 2001). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Auftreten des Gens, dem epidemiologischen Verhalten und der Zellzahl war nicht
nachweisbar. Die Bedeutung dieses Virulenzfaktors fur die S. aureus-Mastitis ist

unklar.

5.5 Reverse Transkriptions-PCR

Die RT-PCR diente in den vorliegenden Untersuchungen als Methode zum Nachweis
der Genexpression. Damit sind zwar keine definierten Aussagen zur ,Produktivitat®
eines Isolates moglich, es kann im Gegensatz zur DNA-PCR jedoch zumindest die
tatsachliche Bildung des entsprechenden Proteins als wahrscheinlich angesehen
werden. Bisher wurde diese Technik erst sporadisch fir einzelne Toxingene
eingesetzt (JARRAUD et al., 1999; OMOE et al., 2002).

Die genomische DNA und die mRNA der Toxine sind mit RT-PCR nicht zu
unterscheiden, da RNA-Praparationen geringe Mengen genomischer DNA enthalten.
Daher musste zunachst ein DNAse-Verdau vor der eigentlichen RT-PCR
durchgefiihrt werden. Die vollstandige DNA-Elimination wurde mit einer
Kontrollreaktion nachgewiesen. Zu den weiteren Kontrollen gehérte eine
Negativkontrolle zum Auschluss von DNA-Kontaminationen der Reagenzien und eine

Positivkontrolle zur Funktionsprifung der PCR.

Im Rahmen der Optimierung erwiesen sich die DNAse-Behandlung und die Reverse
Transkription als kritische Schritte, wahrend die eigentliche PCR relativ leicht zu
etablieren war. Zur Uberpriifung, ob die RT-PCR die richtigen Amplifikate nachwies,
wurden diese mit der bei jeder PCR mitgefuhrten DNA-Probe des jeweiligen

Referenzstammes verglichen.
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In dieser Arbeit gelang es erstmals, eine RT-PCR flir fast alle bekannten Toxingene
(sec, tst, seq, sei, sem, sen, seo) sowie fur die Gene fnbA und luk E/D zu entwickeln

und zu etablieren.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten, dass die nachgewiesenen und anschlielend

untersuchten Gene auch tatsachlich exprimiert wurden.

AKINEDEN (2006) konnte mit Hilfe der RT-PCR, mit Ausnahme von seo, alle
Toxingene nachweisen. Eine quantitative Aussage zur Menge an gebildetem Protein
war aus oben erwahnten Grinden nicht méglich. Dennoch zeigen die Ergebnisse,
dass neben den klassischen Enterotoxinen SEA-SEE auch mit der Expression der

.,neuen“ Toxine gerechnet werden muss.

Die exemplarisch anhand von 10 Feldisolaten durchgeflihrten Untersuchungen
ergaben, dass fur die nachgewiesenen Enterotoxingene, denen offensichtlich eine
besondere Bedeutung innerhalb der Pathogenese der S. aureus-Mastitis zukommt,

eine Expression stattfindet.

5.6 Antibiotische Resistenzgene

Penicillin gehort zur Gruppe der [-Lactamantibiotika und wirkt bakterizid auf
proliferierende Keime. lhr B-Lactam-Ring reagiert mit der Mureintranspeptidase,
einem fur den Aufbau der Bakterienzellwand wichtigen Enzym. Einige Bakterien,

insbesondere S. aureus, sind in der Lage, [3-Lactamasen zu bilden (KROKER, 1997).

Von den 76 untersuchten S. aureus-Kulturen der vorliegenden Untersuchung
erwiesen sich 45 (59,2%) Stamme als resistent gegentber Penicillin. Die Ergebnisse
mehrerer Studien (ERSKINE et al., 2002; GUERIN-FAUBLEE et al., 2003; VINTOV
et al., 2003; RABELLO et al., 2005) zeigten, dass ca. 30 bis 70% der Mastitis-
auslosenden S. aureus vom Rind Penicillin-resistent waren. BOERLIN und NICOLET
(2002) beschrieben fur S. aureus eine seit den achtziger Jahren zunehmende
Resistenz gegeniber Penicillinen. So fanden @STERAS et al. (2006) bei 11,4% der
insgesamt 1155 von diesen Autoren untersuchten S. aureus-Kulturen, isoliert von
Rindermastitiden, Antibiotikaresistenzen, dies insbesondere gegenuber Penicillinen.
Auch ROESCH et al. (2006) untersuchten S. aureus aus Rindermastitiden und
fanden 16% der Stdmme resistent gegeniber Penicillin. BENNEDSGAARD et al.
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(2006) wiesen bei 74 (10%) S. aureus-Isolaten aus Rindermastitiden aus Danemark
eine Penicillin-Resistenz nach. ANDERSON et al. (2006) fanden bei 357 S. aureus-
Isolaten aus Milchproben vom Rind 46 Stamme (13%) resistent gegenuber Penicillin.

Das Resistenzverhalten gegentber Penicillinen entspricht weitgehend dem in der
Literatur beschriebenen, wobei die in der Humanmedizin haufig zu beobachtende
Resistenz gegenuber synthetischen Penicillinen bei bovinen S. aureus-Stammen aus

Mastitisfallen nicht nachweisbar war.

In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich alle 76 Kulturen als empfindlich gegeniber
Methicillin. Methicillin war das zuerst in die Therapie eingefihrte 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 abgeldst (SIMON und STILLE, 2000).

mecA kodiert fur das Penicillin-bindende-Protein PBP2a. Laut BRANDER et al.
(1991), GRAFE (1992) sowie BRAKSTAD und MAELAND (1997) fuhren
Modifikationen der penicillinbindenden Proteine (PBPs) zu Resistenzen von

Staphylokokken gegeniber 3-Lactamantibiotika.

Staphylokokken besitzen funf verschiedene membrangebundene Penicillin-bindende
Proteine, die die Quervernetzung der Peptidglykanschichten der Zellwand durch eine
Transpeptidation bewirken (PINHO et al., 2001; WALTHER et al., 2006).

MOON et al. (2007a) fanden bei insgesamt 835 S. aureus-Isolaten von boviner
Mastitis in Korea 21 (2,8 %) Methicillin-resistente S. aureus (MRSA), das mecA-Gen
wurde bei 13 der 21 MRSA gefunden. Das mecA-Gen wurde von diesen Autoren bei
MRSA mit einer minimalen Hemmkonzentration (MHK) fur Methicillin von = 16ug / ml
haufiger gefunden als bei solchen mit einer MHK < 8ug / ml. Bei den 8 mecA-
negativen S. aureus war die MHK < 32ug / ml.

Nach den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen sowie der Literatur scheint

MRSA im Bereich der bovinen Mastitis keine Bedeutung zuzukommen.
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5.7 Beurteilung der phé&notypischen und genotypischen Marker

Neben der Beurteilung der Virulenzeigenschaften sollten einzelne phanotypische und
genotypische Marker dahingehend geprift werden, inwieweit eine prospektive
Aussage bezuglich der Virulenz einzelner S. aureus-Stamme bei der bovinen S.
aureus-Mastitis gemacht werden kann.

Als wichtige, in der Routinediagnostik einfach detektierbare ph&notypische Marker
wurden das Hamolyseverhalten und der Biotyp ausgewahlt. Wie oben bereits
ausgefihrt, kann der Biotyp durch Beurteilung der Koagulaseaktivitdt gegentber

Rinderplasma labortechnisch relativ leicht bestimmt werden.

Bezlglich der phanotypischen H&amolyseeigenschaften ergaben sich bei der
explorativen statistischen Auswertung signifikante Zusammenhange zum Auftreten
der im egc-Genkomplex vertretenen Gene (seg, sei, sem, sen, seo) sowie zu hlb, sec
und tst. Weiterhin bestand ein signifikanter Zusammenhang zum Auftreten von fnbB
und den Mikrokapselgenen cap5 und cap8. Statistisch signifikant waren ebenfalls
das phanotypische Hamolyseverhalten und die Summe der Enterotoxingene, die
Summe der Anheftungsfaktorengene und die Anzahl der coa-Repeats. Statistisch
hoch signifikant waren die Summe der Mikrokapselgene, die Summe aller
Virulenzfaktorgene und die Anzahl der spa-Repeats.

VANCRAEYNEST et al. (2006) fanden bei 2 Typen von S. aureus-Infektionen
signifikante Zusammenhange zwischen dem Krankheitsbild (Pododermatitis,
subkutane Abszesse und Mastitis bei Kaninchen) und der genetischen Ausstattung
der verursachenden Stamme: Typ 1 (Low virulence, LV) war negativ flr egc,
wéhrend Typ 2 (high virulence, HV) positiv flr egc war.

WILLEM et al. (2005) wies das Gen tst statistisch signifikant haufiger nach sowohl
bei Stammen tierischen Ursprungs (p < 0,0001) als auch bei Stammen aus Mastitis-

geschehen (p < 0,0001) im Vergleich zu humanen Isolaten.

Der bovine Biotyp scheint im Vergleich zum Hamolyseverhalten die
Virulenzeigenschaften weniger zuverlassig vorauszusagen. Signifikante
Zusammenhange ergaben sich bezuglich der Summe der Virulenzfaktorgene, den

Mikrokapselgenen sowie zur Anzahl der coa-Repeats.
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Neben den labortechnisch relativ einfach nachzuweisenden phanotypischen
Eigenschaften sollten auch genotypische Marker, namlich die Anzahl der coa- und
spa-Repeats auf ihre Eignung zur  prospektiven  Beurteilung  der
Virulenzeigenschaften eines S. aureus-lsolates geprift werden. Die explorative
statistische Auswertung ergab bei den coa- bzw. spa-Repeats signifikante
Zusammenhange zum egc-Genkomplex sowie zum hla-Gen. Bei den spa-Repeats
waren zusatzlich hoch signifikante Zusammenhénge zu den Mikrokapselgenen cap 5
und 8 sowie zur Summe der Mikrokapselgene nachweisbar. FRENAY et al. (1994)
fand bei den meisten epidemischen MRSA-Isolaten (24 von 33) mehr als 7 spa-
Repeats, wahrend die meisten nicht-epidemischen MRSA-Stamme (10 von 14) 7
oder weniger spa-Repeats enthielten. Auch ZECCONI et al. (2006) stellten einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen S. aureus-Stammen mit mehr als

9 spa-Repeats und der Anzahl somatischer Zellen bei der bovinen Mastitis.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich bei der S. aureus-Mastitis des
Rindes Feldstamme mit unterschiedlichem Spektrum mutmallicher Virulenzfaktoren
nachweisen lassen. Nach stichprobenartiger Uberprifung scheinen die
nachgewiesenen Gene auch aktiv exprimiert zu werden. Dabei sind zum Tell
statistisch signifikante Zusammenhange zum epidemiologischen Verhalten des
betroffenen Stammes und der Anzahl somatischer Zellen gegeben.

Die vorgestellten Ergebnisse konnten zur Entwicklung einer universellen, in jeder
Herde einsetzbaren Vakzine unter Verwendung haufig vorkommender
Virulenzfaktoren beitragen. Ebenso koénnte durch die vorgestellten Verfahren die
Auswahl eines dominierenden und damit fur die Eutergesundheit entscheidenden

Erregerstammes zur Herstellung einer stallspezifischen Vakzine unterstitzt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In den vorliegenden Untersuchungen wurden insgesamt 325 prasumtiv identifizierte
bovine S. aureus-Kulturen aus Viertelgemelksproben der Routinediagnostik des LHL,
Giel3en verwendet. Die Isolate stammten aus unterschiedlichen Regionen in Hessen
aus Betrieben mit zum Teil hochgradigen Eutergesundheitsstérungen.

310 Stamme zeigten phanotypisch eine Hamolyse, 15 waren anhamolysierend.

Unter Verwendung verschiedener Genotypisierungsverfahren
(Makrorestriktionsanalyse, coa-/spa-Gen-Polymorphismus) erfolgte unter den
hamolysierenden Stdmmen eine Auswahl von 61 genetisch differenten S. aureus-
Isolaten fur die weitergehenden Untersuchungen. Erganzt wurden diese durch die 15

anhamolysierenden S. aureus-Kulturen.

Traten genotypisch identische S. aureus-Feldisolate in einem Betrieb mehrfach (= 6
Kulturen) bei verschiedenen Kihen auf, wurde das betreffende Isolat als

.epidemisch* gewertet. Nur vereinzelt auftretende Genotypen galten als ,sporadisch®.

Alle 76 ausgewahlten Feldstamme wurden nach eingehender kultureller,
biochemischer und molekularbiologischer Speziesidentifizierung hinsichtlich
mutmallicher Virulenzfaktorgene, wie z.B. Anheftungsfaktor-, Mikrokapsel-,

Hamolysin- und weiterer Toxingene untersucht.

Zur Beurteilung des krankmachenden Potentials erfolgte eine Zuordnung der Zellzahl
der Ursprungsviertelgemelksprobe zu Eigenschaften von jedem dieser ausgewéhlten
S. aureus-Feldisolate (Viertel-Zellzahl), ebenso wie eine Zuordnung der
durchschnittlichen Zellzahl der Viertelgemelksproben der untersuchten Viertel eines
Betriebes, die positiv fur die genotypisch identischen S. aureus-lsolate waren
(Betriebs-Zellzahl).

Die anschlieend durchgefiihrte explorativ-statistische Auswertung ergab signifikante
Zusammenhange zwischen dem epidemiologischen Verhalten und dem Auftreten der
im egc-Gencluster zusammengefassten Enterotoxingene seg, sei, sem, sen und seo.
Ebenso war das phénotypische Hamolyseverhalten statistisch signifikant mit dem
Auftreten des egc-Genclusters verbunden. Bezuglich der genetischen Marker coa-
und spa-Gen war die Repeat-Anzahl ebenfalls statistisch signifikant mit dem
Auftreten des egc-Genclusters korreliert. Und schlief3lich ergab sich ein signifikanter

Zusammenhang zwischen der Zellzahl der Ursprungsviertelgemelksprobe und dem
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egc-Gencluster. Zusatzlich erwies sich der Zusammenhang zwischen Zellzahl und

der Anzahl der spa-Gen-Repeats als statistisch signifikant.

Das Auftreten des sbhi-Gens innerhalb der Gruppe der ,sporadischen* S. aureus-
Kulturen erwies sich als hochsignifikant. Weitere Signifikanzen ergaben sich bei den
.Sporadische® S. aureus gegentber der Summe der Enterotoxin-, der
Anheftungsfaktorgene und der Anzahl der spa-Repeats. Die Summe aller

Virulenzfaktoren erwies sich ebenfalls als statistisch hochsignifikant.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das egc-Gencluster und die
Anzahl der spa-Gen-Repeats in der Pathogenese der durch S. aureus
hervorgerufenen Mastitis offensichtlich eine Rolle spielen. Dabei scheint allgemein
den phéanotypisch B-h&molysierenden Stdmmen eine grof3ere Bedeutung
zuzukommen, da die betreffenden Feldstamme ein statistisch signifikant hoheres
Virulenzpotential aufwiesen. Auch die Anzahl an spa-Gen-Repeats kodnnte als
genetischer Marker eingesetzt werden, da diese mit dem Auftreten verschiedener
Virulenzgene positiv assoziiert sind.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen und Verfahren konnten die
Auswahl des fur das Eutergesundheitsproblem des Betriebes entscheidenden S.
aureus-Stammes erleichtern und die Herstellung einer stallspezifischen Vakzine

unterstitzen.
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7 SUMMARY

In the present study 325 presumptively identified S. aureus-strains from routine
diagnostic of bovine quarter-milk samples of LHL, Giessen were used. The isolates
were obtained from farms all over Hessia, Germany, with partly severe mastitic

problems.
310 strains were phenotypically hemolytic, 15 were non-hemolytic.

Using different methods of genotyping (PFGE analysis, coa/spa-gene polymorphism)
among the hemolytic strains 61 genetically different S. aureus isolates were selected
for further investigations. Additionally, the 15 non-hemolytic S. aureus-strains were

used.

If genotypically identical S. aureus field-strains were found several times in different
cows of one farm (= 6 cultures) these isolates were classified as “epidemic”. Single

genotypes were called “sporadic”.

The species identity of the 76 field-strains was confirmed by cultural, biochemical and
molecular methods. The 76 strains were additionally investigated for the presence of
genes encoding potential virulence factors such as bindingproteins, microcapsule,

hemolysins, and other toxins.

To evaluate the potential of causing sickness the properties of each of the selected
S. aureus field-isolates was related to the number of somatic cells of the original
guater-milk-sample as well as to the average cell count of all investigated quater-

milk-samples of the same farm with genotypically identical S. aureus isolates.

In an additionally performed explorative-statistical evaluation significant correlations
were found between epidemiological behaviour and the egc-gencluster (this is the
gencluster with the combined enterotoxin genes seg, sei, sem, sen and Seo).
Furthermore there was a statistically significant correlation between the phenotypic
property B-hemolysis and the egc-gencluster. The number of repeats of the genetic
marker “coa’- and “spa’-gene was statistically significant correlated with the egc-
gencluster. In addition there was a significant correlation between cell count of the
original quarter-milk sample and the egc-gencluster. Additionally the number of spa-
repeats was statistically significant and the presence of sbi-gene was highly
significant in the group of sporadic S. aureus. Further significant correlations were
found in the total of the genes encoding enterotoxins, bindingproteins and the
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number of spa-repeats. The total of all virulence factors was statistically highly
significant.

In summary it can be concluded that the presence of the egc-gencluster and the
number of spa-gene-repeats has obviously an importance in the pathogenesis of
mastitis caused by S. aureus. It appears that the presence of phenotypically B-
hemolytic strains seems to be more important, as these field-strains had a significant
higher virulence potential. The spa-gene-repeats can also be used as genetic
markers as their number was positively associated with different virulence genes.

The results of the present study can help to select a S. aureus strain mainly involved
in mastitic problems of a single farm. This strain could subsequently be used for

production of a farm specific vaccine.
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Chemikalien, Biochemika und Verbrauchsmaterial

2-Propanol

Agarose

-Biozym LE Agarose

-Pulsed Field Certified Agarose
Bovine Serum, Albumin (BSA)
EDTA-Kaninchenplasma
Ethanol (96-99%)
Ethidiumbromid-Farbung (1%)
Lysostaphin(1 mg/ml)
Magnesiumchlorid (25 mmol/l)
Mercaptoethanol (14,3 mol/l)
Phenylmethan-Sulfonylfluorid
Proteinase K

RNase-Free DNase Set

Losungen und Puffer
Buffer J

Lysispuffer:

-0,5 g Polyoxyethylene
-0,2 g Deoxycholic Acid
-0,5 g N-Lauroylsarcosine
-72,6 mg Tris

-3,722 g EDTA

-5,86 g Natriumchlorid

(Merck, Darmstadt, 1.69634.1000)

(Biozym, Hess-Oldendorf, 840004)
(Bio-Rad, Minchen, 162.0137)
(Promega, Mannheim, 198313)
(Merck, 1.13306)

(Merck, 1.00986)

(Merck, 1.11615)

(Sigma, Deisenhofen, L 2898)
(Sigma, M.8787)

(Merck, 1.15433)

(Merck, 1.07349)

(Qiagen, Hilden, 11867837)
(Promega, 215252)

(Promega, 15308010)

(Sigma, P-5759)
(Sigma, D-2510)
(Sigma, L.5000)
(Merck, 1547)

(Merck, 1.00944)
(Merck, 1.06404)

Die Chemikalien werden in ca. 450 ml deionisiertem Wasser gelést und auf einen

pH-Wert von ca. 8,00 eingestellt. Danach wird auf 500 ml aufgeflllt und autoklaviert.

Kristallviolett-Losung

(Sigma, 026K4343)
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Stop-Mix:
-0,083 g Bromphenolblau Natriumsalz 0,25%
-0,083 g Xylene Cyanol 0,25%

(Serva, Heidelberg, 15375)
(ICN Biomedicals Ohio, USA,

-10 ml Glycerin 30%
-23,3 ml Aqua dest

TBE 10 x:
121,1 g Tris Base 1M
61,8 g Borsaure 1M
5,845 g 1 mM EDTA

TE-Puffer
1,211 g/l 10 mM Tris-HCI
5,845 g/l 1 mM EDTA

Zitratlésung

Nahrmedien und Zuséatze

Askulin

Baird-Parker Agar
BHI-Puffer:

-47 g/l Brain Heart Infusion Agar
-1000 ml

Blutagar-Basis

Columbia Agar

DNase Testagar
Eigelb-Tellurit-Emulsion 20%
Né&hrbouillon

Rinderserum

Rinderblut

Schafblut

806801)
(Serva, 23175)

(Merck, 1.51047)
(Merck, 1.00162)
(Merck, 1.00944)

(Merck, 1547)
(Merck, 1.00944)

(Sigma, 915-50 ml)

(Merck, 100842).
(Merck, 1.05406)

(Oxoid, Wesel, B. 292495)
Aqua.dest

(Merck, 1. 10886)

(Merck, 110455)

(Merck, 1. 10449)

(Merck, 1.03785)

(Merck, 1.07882)

(Fiebig, 64000100)
(Fiebig, 65510)

(Fiebig, ldstein, 65510)
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Staphylokokken-Anreicherungsbouillon (Merck, 1.07899)
Todd-Hewitt Bouillon:

-6,4 g/l Todd-Hewitt Medium (Oxoid, CM 189)

-1000 ml Aqua dest

Tryptose Agar (Merck, 1.10237)

Marker

DNA-Lé&ngenstandard 1V (Roche, Mannheim )
Lambda Ladder PFGE Marker (Bio-Rad, 170-3635)
Simplyload™ 100 Bp DNA Ladder (Biozym, 850327)

Kits

DNeasy Tissue Kit (Qiagen, 69506)
MASTASTAPH-Kit (Mast Diagnostics, 199139)
Omniscript RT Kit (10) (Qiagen, 205110)

QIAamp DNA mini Kit (Qiagen, 51306)

RNeasy Mini Kit (50) (Qiagen, 74104)

Gerate

BIO Photometer (Eppendorf, Hamburg)
Chef DR II-Elektrophoresegeréat (Bio-Rad)
Elektrophoresekammer Blue Marine 200 BM  (Bio-Rad)
Elektrophoresekammer BM 100 (Boehringer, Mannheim)
Fossomatic 5000 (Foss Electric, Danemark; IDF, 1995)
T3 Thermocycler (Biometra, Gottingen)

UV-Licht Gel-Videodokumentationssystem-
Image Master, VDS (Pharmacia Biotech)
Zentrifuge 5417 C (Eppendorf)
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