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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Fassung

Staphylokokken gehéren sowohl zur normalen Standortflora der Haut, haben aber
auch eine groBBe Bedeutung als klinisch relevante Krankheitserreger. Vor allem
Staphylococcus aureus ist ein sehr virulentes Pathogen. Aber auch die koagulase
negativen Staphylokokken, wie Staphylococcus epidermidis gewinnen im Zeitalter
zunehmender Antibiotikaresistenzen an Bedeutung. Verschiedene Faktoren
bestimmen hierbei die Pathogenitat eines Erregers. Hierzu gehdért unter anderem
die Fahigkeit eines Bakteriums, im Wirtsorganismus eine lange Zeit tberleben und
sich fortpflanzen zu kénnen. Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass ein
veranderter Stoffwechsel in Staphylococcus aureus positive Auswirkungen auf die
Persistenz haben kann. Diese Untersuchungen wurden bislang an Laborstdmmen
durchgefuhrt. Hier zeigte sich eine positive Korrelation zwischen einem
verminderten Acetatmetabolismus und einer verminderten Sensibilitat for
Vancomycin. In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob auch bei klinischen
Stdmmen ein verminderter Zitratzyklus vorliegt und ob dieser unter in vitro
Bedingungen Auswirkungen auf die Persistenz hat. Hierzu erfolgte zunachst ein
Screening der Staphylokokkenstamme am Universitatsklinikum des Saarlandes.
Die gesammelten Stdmme wurden unter streng aeroben Wachstumsbedingungen
flr 15 Stunden in TSB Medium inkubiert. Mittels des pH Indikator Phenolrot wurde
anschlieBen zwischen einem Medium mit niedrigem pH (hinweisend flir einen
normalen Zitratzyklus) und einem basischen pH (hinweisend flr einen
eingeschrankten Zitratzyklus, da hier kein Acetat produziert und ins Medium
ausgeschleust wurde) unterschieden. Bakterien, die im Screening durch einen
niedrigen pH Wert des Mediums auffielen wurden nachfolgend als IACS (Impaired
acetate catabolizing strain), solche mit einem hohen pH als ACS (Acetate
catabolizing strain) bezeichnet. In den nachsten Schritten erfolgte bei
ausgewahlten Stammen eine quantitative Bestimmung des Acetatgehaltes und der
Aconitase Aktivitdt, wodurch sich die Screeningergebnisse bestatigen lieBen.
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Weiter konnte gezeigt werden, dass sowohl bei S. aureus als auch bei S.
epidermidis, den in dieser Arbeit weitergehend untersuchten Spezies, in der IACS
Gruppe ein erhdhter Anteil vitaler Zellen in der spatstationdren Wachstumsphase
vorlag. Dies kdnnte bedeuten, dass es auch in in-vivo Bedingungen einen
Uberlebensvorteil fiir Staphylokokken mit einem eingeschrankten TCA-Zyklus gibt.
Da in der Literatur ein Zusammenhang zwischen Staphylococcus aureus
Stdmmen mit einer eingeschrankten TCA-Zyklus-Aktivitat und einer verminderten
Glykopeptid-Sensibilitat beschrieben wurde, flihrten wir in den einzelnen Stdmmen
eine MHK Bestimmung durch. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
in den beiden Gruppen. Allerdings fand sich in den untersuchten Stdmmen nur ein
VISA und kein VRSA Stamm, was mit bislang niedrigen Pravalenz dieser
Antibiotikaresistenz in unserem klinischen -Umfeld zu begrinden ist. Interessant
ware hier vor allem klinische Stdmme von S. aureus und CoNS mit einer
bekannten eingeschrankten Vancomycinempfindlichkeit auf einen
eingeschrankten Zitratzyklus hin zu untersuchen. Auch die Frage nach einem
Uberlebensvorteil des IACS Phanotyps in vivo gibt hier einen Anreiz fiir weitere

Untersuchungen.

1.2 Summary

Staphylococci are part of the human microbiome, but are as well of importance as
pertinent clinical pathogens. Especially Staphylococcus aureus is a highly virulent
pathogen. But in times of emerging antibiotic resistences, also coagulase negative
staphylococci, like Staphylococcus epidermidis, gain in importance. The
pathogenicity is determinated by numerous parameters. Amongst others there is
the ability of bacteria to survive in the host organism for a long term and to
reproduce. Previous studies showed, that a modified metabolism in
Staphylococcus aureus can have a positive influence on persistence. These
studies were performed in laboratory strains so far, in which a positive correlation
between an impaired acetate metabolism and an impaired susceptibility to
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vancomycine could be shown. Within the present work we wanted to examinate if
there is also an impaired acetate catabolism in clinical strains and if this
catabolism has an influence on persistence in vitro. So we performed a screening
for staphylococcal strains at the Saarland university hospital. The collected strains
were incubated under strict aerobic growth conditions in TSB. Afterwards, we
distinguished via the pH indicator phenolred between a medium with a low pH
(indicating a normal TCA Cycle) and a basic medium (indicating an impaired TCA
Cycle, because less acetate has been produced here and transported into the
medium) Bacteria which stood out by a low pH value will be named in the following
as IACS (Impaired acetate catabolizing strain), while such with an high pH value
will be called ACS (Acetate catabolizing strain). In the next steps we performed a
quantitative determination of acetate in the broth and aconitase activity of selected
strains, whereby we could confirm the screening findings. In addition it could be
shown, that in S. aureus as well as in S. epidermidis (the further investigated
species within this work) there is an increased amount of vital cells in the late
stationary phase within the IACS group. This could imply that also in vivo there
could be an enhanced survival. Previous works described a connection in
Staphylococcus aureus strains with an impaired TCA cycle activity and an
impaired glycopeptide susceptibility, so that we performed an MIC determination.
No significant differences could be found. However in the analyzed strain just one
VISA and no VRSA was determinated, which is based on still low prevalence of
the antibiotic resistance in our clinical environment. It would be interesting to
investigate further clinical strains with a known impaired vancomycine
susceptibility on an impaired TCA Cycle activity. Also the question about whether

there is an enhanced survival in vivo gives an incentive for further research.
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2 Einleitung

2.1 Die klinische Bedeutung von Staphylokokken

2.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein gram-positives Bakterium, das ein weites Spektrum von
Krankheiten verursacht. Die Bandbreite reicht dabei von einfachen lokalen
Weichteilinfektionen bis hin zu lebensbedrohlichen Septikdmien [6, 85] Dennoch
ist S. aureus kein obligat pathogenes Bakterium. Es lasst sich auch bei klinisch
vollig unauffélligen Personen nachweisen und besiedelt bei diesen vorrangig die
vorderen Nasenschleimhaute. Ca. 60% der Bevolkerung sind zumindest
intermittierend Keimtrager. Bei 20% lasst sich sogar immer S. aureus nachweisen.
Bei ca. 20% der Menschen gelingt der Nachweis dagegen nie [100]. Die
dauerhafte Besiedelung mit S. aureus stellt sogar einen Schutz vor dem Erwerb
anderer Pathogene, insbesondere auch wahrend einer Hospitalisierung, dar [59].
Dennoch handelt es sich bei S. aureus um ein bedeutendes Pathogen, das vor
allem bei immuninkompetenten Personen schwere Krankheitsverlaufe
verursachen kann. Ein wichtiger Grund fir die Pathogenitat von S. aureus ist die
Produktion verschiedener extrazellularer Virulenzfaktoren, deren
Expressionsmaximum unter in vitro Kultivierungsbedingungen vor allem wahrend

der postexponentiellen Wachstumsphase stattfindet [85].

2.1.1.1 Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Ein weiter wichtiger Grund flr die Bedeutung von S. aureus als Pathogen ist seine
Fahigkeit zur Resistenzbildung gegen viele gebrauchliche Antibiotika. Von
besonderer Relevanz ist dabei der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA). Dieser wurde erstmals 1961 in England nachgewiesen, wurde bis 1981
endemisch in praktisch allen Krankenhausern in den USA [3, 36]. und ist seither
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weltweit, mit Beginn der 80er Jahre auch mit zunehmenden Raten in vielen
europdischen Landern inkl. Deutschland verbreitet. Insbesondere bei der
Mortalitdt infolge einer Sepsis lieB sich in den folgenden 20 Jahren ein
signifikanter Anstieg von MRSA im Gegensatz zu den Methicillin sensiblen
Staphyloccocus aureus Stammen (MSSA) verfolgen [13]. Im Jahr 2005 konnten
allein in den USA etwa 18650 Todesfalle auf MRSA zurlickgefiihrt werden, womit
dies eine haufigere Todesursache darstellte als Erkrankungen infolge einer
Humanen Immundefizienz Virus (HIV)-Infektion, denen im gleichen Jahr etwa
17011 Todesfalle zugrunde lagen [72]. Seit Ende der 90er Jahre traten in den
USA vermehrt MRSA Falle auch ohne epidemiologischen Bezug auf
Krankenh&user oder das Gesundheitssystem auf. Diesem Ph&nomen zugrunde
liegen neue MRSA Klone mit einem offensichtlich zur Ubertragung zwischen
Gesunden besonders pradisponierenden Genotyp. In Konsequenz lassen sich
daher auch epidemiologisch zwei Formen unterscheiden: Der health care-
associated MRSA (HA-MRSA), der also eine im Krankenhaus erworbene Infektion
darstellt und der sogenannte community acquired MRSA (CA-MRSA), der nicht im
Krankenhaus erworben wurde [16].

2.1.1.2 Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus (VRSA) und
Vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA)

Bei Infektionen mit MRSA stellen seit geraumer Zeit Glykopeptide und
insbesondere Vancomycin die Therapie der Wahl dar [90]. Der vermehrte Einsatz
dieses Antibiotikums zur Behandlung von durch MRSA verursachter Infektionen
fihrte jedoch dazu, dass 1996 in Japan der erste Stamm mit einer intermediaren
Vancomycin-Resistenz (MHK 8 pg/ml) isoliert wurde [33]. Schon im folgenden
Jahr fand sich solch ein Stamm auch in den USA. Bei diesen sogenannten
,vancomycin intermediate Staphylococcus aureus® (VISA) Stdmmen liegt eine
physiologische Adaptation an Vancomycin Konzentration von bis zu 4ug/ml vor.
Davon abgegrenzt werden die sogenannten heterogenen Vancomycin-
intermediate S. aureus (hVISA), bei denen insgesamt eine MHK von 1-2 pg/ml
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vorliegt, wobei Subpopulationen von Tochterzellen auch bei 4 ug Vancomycin/ml
noch wachsen kénnen [1]. Sowohl bei den hVISA als auch bei den VISA Isolaten
beruht die eingeschréankte Empfindlichkeit gegeniber Vancomycin auf einer
dickeren Zellwand, einer erhohten Aktivierung der Zellwandsynthese und einer
reduzierten Autolyse [56]. Zudem wurden S. aureus Stamme beschrieben, die das
sogenannte vanA Gencluster besitzen, welches flir ein remodeliertes
Peptidoglycan kodiert, woraus eine ,high-Level-Resistenz“ fur Vancomycin
resultiert [56]. Dabei spricht man von VRSA Stdmmen, wenn die MHK fir
Vancomycin mehr als 16 ug/ml betragt. VanA kann dabei durch Transkonjugation
aus Enterokokken Ubernommen werden, der Transport erfolgt dabei auf dem

mobilen genetischen Element Tn 1546 [41]

2.1.2 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis ist in erster Linie als ein kommensaler Bewohner der gesunden
Haut mit einem eher geringen pathogenen Potenzial anzusehen, der nur sehr
selten zu Infektionen bei immunkompetenten Personen flhrt. Immer mehr jedoch
gewinnt das Bakterium an Bedeutung als wichtiger Verursacher von
nosokomialen, also im Rahmen eines stationaren Krankenhausaufenthaltes
aufgetretener Infektionen [46]. Dabei werden vor allem schwer kranke und lange
hospitalisierte Patienten infiziert. Mittlerweile wird S. epidermidis zusammen mit S.
aureus als Hauptverursacher von nosokomialen Infektionen angesehen [57]. Bei
Infektionen, die aufgrund der Besiedelung von medizinischen Kathetern auftreten,
stellt S. epidermidis sogar den haufigsten Erreger dar. Dies lasst sich unter
anderem darauf zurlickfiihren, dass das Bakterium, als ubiquitédrer Hautbewohner,
medizinisches Material schon beim Kontakt mit der Epidermis kontaminieren kann
und zusammen mit diesem in den Koérper eintritt [95]. Die Anzahl der Infektionen in
Verbindung mit Zentralvenenkathetern (ZVK) hat in den letzten Jahren analog zu
der haufigeren Implantation derselben zugenommen. So kam es bei 0,4-0,5% aller
ZVK Implantationen auf Intensivstationen der USA zu Septikdmien, die zu 22%
von S. epidermidis ausgeldst wurden [63]. Dabei kommt es allerdings nur sehr
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selten zu lebensbedrohlichen Infektionen. Treten diese jedoch auf, so sind sie
aufgrund von spezifischen Resistenzen und der starken Tendenz zur
Biofilmbildung dieses Erregers nur sehr schwer zu behandeln [73, 76]. Diese
Biofilmbildung in Zusammenhang mit der Resistenzlage erklart, dass die
Infektionen meist einen subakuten und chronischen Charakter besitzen [50]. Als
am haufigsten isolierter Keim menschlicher Epithelien besiedelt S. epidermidis vor
allem die Axilla, den Kopf und die Nasenldcher [40]. Er gehdrt zu den Koagulase-
negativen Staphylokokken (CoNS), die von den Koagulase- positiven
Staphylokokken abzugrenzen sind [64]. Die Bakterienart S. epidermidis besitzt
einen hohen Diversitatsgrad mit bislang 74 identifizierten Sequenztypen (STs)
[53]. Die meisten klinischen Isolate, wie auch der am haufigsten isolierte
Sequenztyp 2 (ST2), dessen lIsolate meistens eine in vitro Fahigkeit zur
Biofilmbildung besitzen, gehéren dabei zum sogenannten ,Klonalen Komplex 2°
(CC2) [45]. Einen Grund fur die Pathogenitat von ST2 S. epidermidis findet man
in der Tatsache, dass bislang alle Isolate Faktoren besitzen, die eine Invasivitat
beginstigen [21, 103]. Zudem beobachtet man in S. epidermidis eine insgesamt
heterogene Genexpression, was wahrscheinlich zu einer besseren Adaptation an
wechselnde Umweltgegebenheiten beitragt [105].

2.1.2.1 Die Wirtsabwehr in Bezug auf Staphylococcus epidermidis

Auf der menschlichen Haut selbst, die den Hauptlebensraum von S. epidermidis
darstellt, stehen dem Bakterium nur wenige Faktoren der Wirtsabwehr gegeniber.
Einer davon ist die Produktion von antimikrobiellen Peptiden (AMP) [31]. Nach
dem Eindringen in den Koérper finden sich jedoch eine Vielzahl von
Abwehrmechanismen. Die erste ,Verteidigungslinie“ bildet dabei das angeborene,
nicht spezifische Immunsystem, welches einen humoralen und einen zellularen
Anteil besitzt [64]. Von Bedeutung sind hierbei vor allem die neutrophilen
Granulozyten. Sie sind die anteilsmaBig haufigsten Leukozyten. Eindringende
Mikroorganismen werden anhand von Oberflachenstrukturen erkannt und in die
Zelle aufgenommen, wo sie anschlieBend durch reaktive Sauerstoffspezies
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zerstort werden [19]. Die nachste wichtige Saule in der Wirtsabwehr ist das
erworbene spezifische Immunsystem, welches auf einer antigenabh&ngigen
Expansion von B- und T-Zellen infolge der Stimulation durch Antigen-
prasentierende Zellen beruht und verzdgert ablauft. Das spezifische Immunsystem
setzt sich somit aus einem zellularen Anteil und einem humoralen Anteil
zusammen, der Antikérper-vermittelt ist [64]. Die Rolle des erworbenen
Immunsystems in Bezug auf S. epidermidis ist bislang nur wenig verstanden. Es
scheint nicht immer effizient gegen S. epidermidis Infektionen zu sein, da
Langzeitinfektionen, trotz einer ausreichenden Bildung von Antikérpern gegen S.
epidermidis, nicht hinreichend bekdmpft werden kénnen [68].

2.2 Persistenzmechanismen von Staphylokokken

2.2.1 Oxydativer Stress

Ein Nebenprodukt des oxidativen Stoffwechsels stellen die sogenannten reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) dar. Zu diesen gehdren das Superoxid-Anionenradikal
(O2), Wasserstoffperoxid (H-O.) und das Hydroxylradical (HO-"). Sie sind dabei in
die Initiation und die Ausbreitung der freien Radikalen Kettenreaktion involviert
[75]. Wasserstoffperoxid kann dabei z.B. mit intrazelluldrem Fe?* iber eine
Fenton-Reaktion zu hoch toxischen Sauerstoffradikalen reagieren [101].
Wasserstoffperoxid kann dabei z.B. mit intrazelluldrem Fe®* (iber eine Fenton-
Reaktion zu hoch toxischen Sauerstoffradikalen reagieren. Diese sind in der Lage,
Lipide, Proteine und Nukleinsduren zu schéadigen, was sowohl in eukariotischen
als auch in prokariotischen Zellen letztlich zu einem Alterungsprozess oder gar
dem Zelltod fahrt [88]. Auch die Exposition gegenuber bakteriziden Antibiotika, die
in unterschiedlichster Weise in den bakteriellen Stoffwechsel eingreifen kénnen,
fihrt zu einer erhéhten Produktion von ROS. Durch diese Mechanismen haben
Antibiotika auf indirektem Weg auch einen hemmenden Einfluss auf die TCA
Zyklus Aktivitat. Hierdurch kommt es zu einer Verminderung von NADH, was mit
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einem Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies einhergeht [101].

2.2.2 Virulenzfaktoren von S. epidermidis

S. epidermidis besitzt im Gegensatz zu S. aureus prinzipiell zwar nur ein geringes
Virulenzpotenzial und verfigt kaum Ober l6sliche und hoch aggressive
Virulenzfaktoren. Es ist daflr aber sehr gut mit Faktoren ausgestattet, die dem
Entgehen der Immunabwehr des Wirtsorganismus dienen [64]. Hier ist
insbesondere die Protease SepA zu nennen, welche antimikrobielle Peptide
(AMPs) durch Proteolyse eliminiert [44].

2.2.2.1 Biofilmbildung in Staphylococcus epidermidis — Schutz vor der
Wirtsabwehr

Eine der Hauptursachen flr die Pathogenitat von S. epidermidis ist seine Fahigkeit
zur Bildung von dicken Biofilmen. Die extrazellulare Matrix des Biofilms schitzt
das Bakterium physikalisch zum einen vor der Phagozytose durch Zellen der
Immunabwehr und zum anderen vor antimikrobiellen Peptiden [98]. Die Fahigkeit
zu Biofilmbildung ist bei Staphylokokken aus dem nosokomialen Bereich starker
ausgepragt, als bei solchen, die ambulant erworbene Infektionen verursacht
haben [27]. So finden Infektionen mit S. epidermidis vor allem bei hospitalisierten
Patienten statt. Sie stehen meist im Zusammenhang mit medizinischen
Hilfsmitteln, wie zum Beispiel intravendsen Kathetern, Herzschrittmachern oder
Blasenkathetern und einer Vielzahl weiterer Implantate aus Metall oder
Kunststoffen [104]. Unter einem Biofilm versteht man ein dichtes Konglomerat von
Bakterien, das durch Produktion einer extrazellularen Matrix, die die
Staphylokokken zudem vor Antibiotikaeinfliissen und dem Immunsystem schiitzt,
aneinander und auf einer Oberflache haften [14]. Protein- und Zellwandsynthese
werden dabei herabreguliert [102]. Die Bildung eines Biofilms gliedert sich dabei in

drei Hauptschritte auf: Zunachst erfolgt die Adhéasion des Bakteriums an die zu
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besiedelnde Oberflache, das ,primary attachment®, welches durch physikalische
und chemische Oberflacheneigenschaften vermittelt wird. Nun vermehren sich die
Bakterien. AnschlieBend erfolgt die Akkumulation mehrerer Zellen zu einer
mehrschichtigen Zellstruktur (accumulative phase) [27, 47, 48]. Im weiteren
Verlauf haben die meisten Bakterien nun keinen Kontakt zu der eigentlichen
Oberflache mehr. lhr Verbleiben im Biofilm wird Uber den Zell-Zell-Kontakt
gesteuert. Einen wichtigen Mediator hierflr stellt dabei das "polysaccharide
intercellular adhesin" (PIA) dar [49, 78]. Hierbei handelt es sich um ein positiv
geladenes Homoglykan aus [(-1,6 N-Acetylglucosamin (NAG) [49], das die
Hamagglutination und die Bakterienaggregation steuert. In Zusammenspiel mit der
poly-y-Glutaminsdure (PGA) wird so die Phagozytose und das Abtéten der
Bakterien durch neutrophile Granulozyten verhindert. Der PIA-Syntheseapparat
wird durch den icaADBC Genlocus codiert [32], welcher vor allem in klinischen
Isolaten weit verbreitet ist [21] und in bis zu 85 % der aus Blutkulturen isolierten S.
epidermidis-lsolate zu finden ist [106]. Besondere Bedeutung hat PIA dabei bei
der Reifung des Biofilms [32, 104] . Einen weiteren wichtigen Faktor bei der
Biofilmbildung bildet die interzellulare Kommunikation Uber ,quorum-sensing®
Systeme. Der ,accessory gene regulator® Lokus (agr), welcher hierfir die gréBte
Bedeutung in Staphylokokken besitzt, scheint allerdings keinen Einfluss auf die ica

Expression und die Produktion von PIA zu haben [62].

2.2.2.2 Multiresistenzen

Ein zweiter Hauptgrund fir die Bedeutung von S. epidermidis als nosokomialer
Erreger sind seine Resistenzen gegen verschiedene gebrduchliche Antibiotika,
insbesondere Methicillin. Letztere wird, analog zu S. aureus, tber das mecA Gen
vermittelt, welches fir ein Penicillin-bindendes Protein mit einer reduzierten
Affinitat fur B-Laktam Antibiotika kodiert, das eine Resistenz nicht nur gegen
Methicillin, sondern gegen alle B-Laktam Antibiotika wie Penicilline,
Cephalosporine, Carbapeneme und B-Laktamase-Inhibitoren vermittelt. Eine
Multiresistenz ist zudem so gut wie immer mit einer Methicillin-Resistenz
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vergesellschaftet [105]. Insgesamt findet man in 75-90 % aller klinischen CoNS
Isolate, vor allem in S. epidermidis, eine Methicillin Resistenz [65, 87]. Diese
erhebliche Pravalenz von multiresistenten Stdmmen ist - wohl durch verschiedene
nicht geklarte Selektionsvorgange ebenfalls beginstigt - besonders im klinischen
Bereich ausgepragt. Anndhernd 80% aller aus Katheter-assoziierten Infektionen
entnommenen Proben sind multiresistent. Dem gegenUber zeigen bei gesunden
Individuen isolierte S. epidermidis Stdmme meistens eine gute Empfindlichkeit
gegenlber den meisten Antibiotika [42]. Das mecA Gen inklusive seiner
Regulatoren liegt auf der sogenannten ,staphylococcal cassette chromosome
mec*“ (SCCmec), welche zudem Rekombinasen und verschiedene mobile DANN-
Elemente, wie Transponsons, Insertionssequenzen oder integrierte Plasmide
enthalten kann [34]. SCCmecs werden als mobile Elemente betrachtet, die dem
,gene shuffling” und der Rekombination dienen. Dabei ist nicht nur ein horizontaler
Transfer der Methicillin-Resistenz, sondern auch anderer Gene zwischen den
verschiedenen Staphylokokkenarten méglich [23]. Somit kénnen S. epidermidis
und auch andere Koagulase-negative Staphylokokken (CoNS) als Genreservoir
fur S. aureus dienen [105].

2.3 Metabolismus in Staphylokokken

S. aureus und S. epidermidis verfugen prinzipiell Uber die Fahigkeit,
Stoffwechselwege, wie etwa die Glykolyse, den Pentosephosphatweg und den
Tricarbonsaurezyklus zur Energiegewinnung ablaufen zu lassen. Wenn unter
aeroben Bedingungen gentigend schnell verstoffwechselbare Kohlenstoffquellen,
wie z.B. Glukose, fir das Bakterium verfligbar sind, so kommt es zum
exponentiellen Wachstum, wobei die hierfir bendtigte Energie vorrangig tUber die
Glykolyse bereitgestellt wird. Dabei werden pro Molekll Glukose jeweils zwei
Moleklle Pyruvat produziert und zwei Molekile NAD+ zu NADH reduziert. Die
vorherrschenden Wachstumsbedingungen sind verantwortlich fir den weiteren
Verlauf des Pyruvat-Katabolismus.

11
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Glukosestoffwechsels unter aeroben und anaeroben
Bedingungen in Staphylokokken [87]

Unter anaeroben Bedingungen wird es vor allem zu Laktat reduziert, wodurch
wiederum NADH reoxidiert wird, welches so wieder in der Glykolyse zur
Verfligung stehen kann [43]. Wenn ausreichend Sauerstoff vorhanden ist, wird das
Pyruvat enzymatisch Uber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zu Acetyl-CoA
und CO, verstoffwechselt [22]. Das weitere Schicksal des Acetyl-CoA ist nun
abhangig von der Zusammensetzung des umgebenden Mediums. Wenn sich noch
genugend schnell verstoffwechselbare Kohlenstoffe finden, wird es zur Herstellung
von Acetyl-Phosphat, einem Phosphatspender verwendet, welcher in der Substrat-
Level Phosphorylierung verwendet wird, um Essigsdure und ATP herzustellen.
Diese Phase entspricht der exponentiellen Wachstumsphase der Bakterien in
vitro. Die exponentielle Wachstumsphase endet schliel3lich, wenn die Menge der
schnell verstoffwechselbaren Kohlenstoffe zu gering fir ein schnelles Wachstum
ist. SchlieBlich geht das Ende der exponentiellen Wachstumsphase mit dem
Beginn der Acetatverstoffwechselung einher [87].

2.4 Die Bedeutung des Tricarbonsaurezyklus

Far eine groBBe Anzahl von Organismen ist der Tricarbons&ure (TCA)-Zyklus, auch
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Krebs- oder Zitratzyklus genannt, ein grundlegender Stoffwechselweg zur
Energiegewinnung und Produktion bedeutender Zwischenprodukte der
Biosynthese. Pathogene Organismen lassen sich bezlglich des TCA-Zyklus in
drei Gruppen einteilen: Zum einen gibt es Bakterien, wie zum Beispiel
Streptococcus pyogenes, die keinen TCA-Zyklus besitzen und daher abhangig
von ihrem jeweiligen Wirt sind, um Aminosduren oder andere wichtige
Stoffwechselzwischenprodukte zu erhalten. Andere Pathogene hingegen besitzen
einen nur unvollstdndigen TCA-Zyklus, der sie auxotroph flir verschiedene
Aminosauren macht. Zu dieser Gruppe gehéren unter anderem Yersinia pestis
und Haemophilus influenzae. Die dritte Gruppe setzt sich aus Organismen mit
einem kompletten TCA-Zyklus zusammen. Allerdings kénnen auch die Bakterien
in dieser Gruppe, abhangig von anderen limitierenden Faktoren, auxotroph flr
bestimmte Aminosauren sein [87]. Die transkriptionelle Regulation der Gene flr
den TCA-Zyklus ist dabei vor allem von der Verflgbarkeit von Sauerstoff und
Kohlenstoffquellen abhangig [28, 89]. In gram-positiven Bakterien kommt es unter
Anwesenheit von schnell verstoffwechselbaren Kohlenstoffquellen, wie zum
Beispiel Glukose und Glutamat, zu einer Unterdriickung der fir den Zitratzyklus
wichtigen Gene und somit des kompletten Zyklus. Der Metabolismus lauft hier
vorrangig Uber die Glykolyse und den Pentosephosphatweg ab [12]. Das Uber den
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex  produzierte  Acetyl-CoA wird in der
exponentiellen Wachstumsphase vorrangig zu Acetylphosphat umgewandelt, mit
welchem im Rahmen der Substrat-Level Phosphorylierung ATP hergestellt werden
kann. Dabei entsteht auch Acetat, welches aus der Zelle hinaus transportiert wird
[85, 86]. Wenn nun z.B. unter in-vitro Bedingungen alle schnell
verstoffwechselbaren Kohlenstoffquellen soweit aufgebraucht sind, dass ein
schnelles Wachstums nicht mehr gewéhrleistet ist, oder kommt es zu einer
Akkumulation von Moleklilen wie Laktat oder Acetat, die in hdéheren
Konzentrationen wachstumsinhibierend wirken, so fihrt dies im Rahmen der
postexpositionellen Wachstumsphase zur Aufhebung der Repression des TCA-
Zyklus und konsekutiv zu einem Rucktransport des Acetats in das Bakterium
hinein. Dabei wird das reimportierte Acetat in einem ersten Schritt mittels der
Acetyl-CoA-Synthetase (AcsA) in Acetyl-CoA umgewandelt. Dieses kann nun in
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den TCA-Zyklus einflieBen und zusammen mit Oxalacetat mit Hilfe des Enzyms
Zitratsynthase zu Zitrat umgewandelt werden. AnschlieBend wird das Zitrat durch
das Schlisselenzym des Zitratzyklus, der Aconitase, zu Isocitrat umgewandelt.
Die postexponentielle Wachstumsphase ist also abhangig von einem
funktionierenden TCA Zyklus und geht mit dem Katabolismus von nicht-
praferierten Kohlenstoffquellen wie z.B. Acetat einher [85, 87]. In dieser Wachs-
tumsphase produziert S. aureus auch die meisten extrazellularen Virulenzfaktoren.
Zur Synthese vieler Aminosduren werden oxidierte dinukleotide Cofaktoren wie
NAD+, FAD+ und NADP+ bendtigt. Durch den TCA-Zyklus werden reduzierte
Dinukleotide produziert, in der postexponentiellen Phase kommt es schlieBlich zu
einer erhdhten oxidativen Phosphorylierung, die so entstandenen oxidierten
Dinukleotide stehen nun der Aminoséuresynthese zur Verfligung [86].

2.4.1 Wachstum und Uberleben der Bakterien

Unter in wvitro Bedingungen zeigen die meisten Bakterien, so auch
Staphylokokken, in einem reichhaltigen N&hrmedium ein spezifisches
Wachstumsmuster. Dabei lassen sich vier verschiedene Wachstumsstadien
unterscheiden, deren jeweilige Dauer sowohl von AuBenfaktoren (z.B. der
Nahrstoffzusammensetzung im Kulturmedium, der Temperatur oder der Oxidation)

als auch von der Bakterienart abhangt.
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Abbildung 2: Aligemeine Wachstumskurve von Bakterien (nhach [29])

Direkt nach Einbringen der Bakterien in das Wachstumsmedium kommt es
zunachst zu keiner nennenswerten Wachstumsrate, die Zellanzahl bleibt
weitestgehend konstant, obwohl glinstige Wachstumsbedingungen vorliegen. Im
Rahmen dieser sogenannten Latenzphase (/lag-Phase) missen die von den
Bakterien bendtigten Enzyme, die zum Abbau der im jeweiligen Milieu befindlichen
Nahrstoffe im Sinne einer ,Enzyminduktion® erst synthetisiert werden.
AnschlieBend kommt es zur exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase), in
welcher die Vermehrungsgeschwindigkeit ihr Maximum erreicht und somit durch
eine sehr schnelle Zunahme der Bakteriendichte gekennzeichnet ist [29]. Diese
Phase dauert im TSB Medium bei einem Startinokulum mit einer ODgoo von 0,01
ungefahr bis zu einer Inkubationszeit von 8 Stunden. AnschlieBend kommt es zum
Eintritt in die stationdre Wachstumsphase, hier zeigt sich zunachst eine leichte
Abnahme der Bakteriendichte und anschlieBend, fiir etwa 72 Stunden, eine
konstante Bakteriendichte [7]. In Staphylokokken hat die Inaktivierung des TCA-
Zyklus dabei verschiedene Auswirkungen. So kommt es in Bakterien mit einem
,knock out“ der Aconitase zu einem verfriihten Eintritt in die stationare Phase. Die

Verdoppelungszeit und die Lange der exponentiellen Wachstumsphase
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entsprechen allerdings denen eines isogenen Wildtyps, was der physiologischen
Repression des TCA-Zyklus wahrend dieser Wachstumsphase zugrunde zu legen
ist. Interessanterweise flhrt dieser verfrihte Eintritt nicht zu einem vorzeitigen
Absterben der Bakterien mit einer Aconitase-Inaktivierung. Flr eine vollstandige
Zelllyse scheint sogar ein voll funktionsfahiger TCA-Zyklus notwendig zu sein,
denn anders als Wildtyp-Stdmme zeigen Aconitase-Mutanten eine signifikant
verlangsamte Abnahme an lebensfahigen Zellen in der spéatstationdren Phase
[85]. Auch in der BakteriengroBe selbst zeigen sich Unterschiede zwischen
Bakterien mit und ohne TCA-Zyklus. Normalerweise kommt es beim Ubertritt in die
stationare = Wachstumsphase zu einer signifikanten Verkirzung des
Bakteriendurchmessers. In TCA-Zyklus-defizienten Mutanten ist diese Verkirzung
dagegen nicht zu beobachten [85].

2.4.2 Regulation und Produktion von Virulenzfaktoren

Die Produktion von Virulenzfaktoren steht ebenfalls in Verbindung mit dem TCA-
Zyklus. Auch PIA, der wichtigste Virulenzfaktor in S. epidermidis [4, 42, 77],
unterliegt der Regulierung von nutritiven und Umweltsignalen [15, 17, 27, 70]. In
vitro zeigt sich bei der Produktion von Virulenzfaktoren ein Zusammenhang mit
dem Wachstumszyklus der Bakterien. So werden in der exponentiellen Phase vor
allem Oberflachenproteine wie z.B. Adhasionsproteine synthetisiert. Die
Expression der meisten Virulenzfaktoren, insbesondere der Exoproteine von
Staphylokokken, erreicht wahrend der postexponentiellen Wachstumsphase ihr
Maximum [9]. Die Transkription und Synthese der Virulenzfaktoren ist zudem von
der Umwelt und dem Nahrstoffangebot abhangig [85]. Ein wichtiger Regulator der
Toxinsynthese ist der ,accessory gene regulator® (agr) Lokus [86]. Es handelt sich
hierbei um ein Quorum-sensing System, das sowohl in S. aureus als auch in S.
epidermidis die Biosynthese verschiedener Exoproteine kontrolliert. Die
Genexpression wird dabei durch die Akkumulation eines autokrinen Pheromon-
Peptids gesteuert [66]. Der agr-Lokus besteht aus 2 divergierend transkribierten
Einheiten, die von den Promotern P2 und P3 kontrolliert werden [60], welche die
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Transkription von RNA Il und RNA Il steuern [9, 85] Hierbei handelt es sich auch
um Riboregulatoren [85]. RNA Il fungiert als Operon flir die vier Gene agrBDCA,
die bendtigt werden um das ,autoinducing peptide® (AIP) zu synthetisieren und die
Regulatorkaskade zu aktivieren [60]. Dabei ist AgrD das Vorlaufer-Peptid von AIP.
Bei AgrB handelt es sich um eine Membranendopeptidase, die zur Herstellung von
AIP bendtigt wird. AgrC und AgrA bilden schlieBlich ein Zwei-Komponenten
System mit AgrC als Membran-Histidin-Kinase und AgrA als Regulator [92]. Bindet
AIP an den extracytoplasmatisch lokalisierten Rezeptorpart von AgrC, so kommt
es zur Phosphorylierung von AgrA, welches seinerseits nun die P2-und PS3-
Promotoren aktiviert, was letztlich zur Autoaktivierung des agr-Systems und zur
Heraufregulierung der RNA [lI Transkription fuhrt [61]. Diese RNA Il erhdht die
Synthese von sekretorischen Virulenzfaktoren und unterdriickt die Produktion der
oberflachenassoziierten Proteine [71]. Dabei fungiert RNA Ill hauptsachlich als
,<antisense“-RNA, die an agr-regulierte RNAs, wie zum Beispiel hla, welches fur
das a-Hamolysin kodiert, bindet [5, 35]. Die Regulation von Genen durch das agr-
System kann auf verschiedene Arten geschehen, wie z.B. durch direkte AgrA
Bindung, eine positive RNA Ill Reaktion durch Bindung an Ziel mRNAs oder
indirekt durch RNA Ill vermittelte Inhibierung der Translation des ,repressor of
toxins® (Rot) [92]. RNA Il hat zudem eine weitere Funktion, sie kodiert zudem fir
das Delta Hamolysin [96]. Weitere wichtige regulatorische Faktoren der
Virulenzfaktorproduktion sind die ,staphylococcal accessory regulator® (sar) Loci
[10]. Dabei handelt es sich um eine Familie kleiner DNA-Bindeproteine, deren
wichtigster Vertreter SarA ist. Der sarA-Lokus beinhaltet drei Promotoren (P1, P2,
P3), von denen jeder ein Transkript von SarA herstellen kann, welches von groBBer
Bedeutung fur die Virulenzfaktor-Regulation ist. Die Inaktivierung von sarA fihrt zu
einer Hemmung der a-Hamolysin (hla)-Synthese und einer vermehrten Expression
von Protein A (spa) [10]. Weiterhin reguliert SarA auch die Transkription von
agrBDCA und der RNA llI [55]. Einen weiteren wichtigen Regulator in der SarA-
Familie stellt der zuvor erwahnte Regulator Rot dar. Rot hat unter anderem die
Fahigkeit, viele sekretierte Virulenzfaktoren, extrazellulare Proteasen, Ureasen
und Lipasen herunter zu regulieren. Andererseits wird die Transkription von

anderen Virulenzfaktoren, wie Protein A, Koagulase und dem Clumping Faktor B
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heraufreguliert [80, 93]. Des Weiteren hat Rot Einfluss auf viele andere Vorgénge
in der Zelle, wie dem Stofftransport, dem Aminosauremetabolismus und der
Zellwand-Biosynthese [18, 80]. In Staphylokokken gibt es zudem vier Sigma
Faktoren, welche als Untereinheit des RNA-Polymerase-Komplexes fir die
Erkennung von Promotoren und die Initiierung der Transkription von Bedeutung
sind. Dabei ist der ,house-keeping“ Sigmafaktor o verantwortlich fiir die
Transkription der meisten Gene, wahrend " fiir einige Kompetenzgene und o®,
welcher unter Stressbedingungen und Anderungen der Wachstumsphasen
aktiviert wird, fir die Regulation einer Reihe von Virulenzfaktoren von Bedeutung
ist [74]. Eine wichtige Rolle kommt aulRerdem dem ,catabolite control protein A"
(CcpA) zu, welches zur GalR—Lacl Repressor Familie gehoért. CcpA wird in in
Gegenwart von Glukose aktiviert [82], fUhrt zu einer verminderten Synthese der
Bakterienkapsel und férdert Uber die Repression des TCA-Zyklus die
Biofilmbildung [79]. Das Zwei-Komponenten System Sae reguliert die Expression
von vielen Exoproteinen, wie dem a—Hamolysin und der Koagulase. Bei den Zwei-
Komponenten Systemen, die typischerweise aus einer Sensor Histidinkinase (HK)
und einem ,response regulator protein“ (RR) bestehen, handelt es sich um
Signaltransduktionsmechanismen, durch die die Bakterien auf extrazellulare
Stress-Signale reagieren kénnen [91]. Abgesehen von den bisher genannten
Regulatoren wird die Virulenzfaktorproduktion auch zeitweise durch den globalen
Energiehaushalt des Bakteriums reguliert [60].

2.4.3 Small Colony Variants (SCV): Persistente Erreger mit einem defizienten
TCA-Zyklus

Small colony variants (SCV) einer Bakterienart zeichnen sich vor allem
morphologisch durch eine KoloniegréBe aus, die etwa einem Zehntel der
normalen GrdéBe entspricht. Erstmals wurden sie 1910, als eine aberrante Form
von Salmonella enterica beschrieben [69]. Seitdem wurde der SCV Phéanotyp bei
vielen verschiedenen Bakterienarten, so z.B. auch S. aureus und S. epidermidis,
nachgewiesen. Klinisch gesehen verursachen SCVs rezidivierende und
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persistierende Infektionen, die auch antibiotisch nur schwer anzugehen sind.
Klinische Isolate von S. aureus SCVs zeigen die Besonderheit, dass sie auxotroph
fir Substrate wie Menadion, Hamin, Thiamin oder Thymidin sind [69]. Eine
wichtige klinische Bedeutung kommt dabei den Thymidin-abh&ngigen SCVs (TD-
SCV) zu, die die haufigsten SCVs darstellen, die u.a. bei Mukoviszidose-Patienten
aus den Luftwegen isoliert werden kdnnen. Generell zeigen vor allem Kinder und
Jugendliche mit Cystischer Fibrose (CF) eine hohe Besiedelungsrate sowohl mit
der Wildtypform als auch der SCV-Form von S. aureus [38]. SCVs werden vor
allem deshalb mit persistierenden und rezidivierenden Infektionen in Verbindung
gebracht [69, 83], da sie ein erhdhtes intrazellulares Uberleben und ein
reduziertes Ansprechen auf antibiotische Therapie zeigen [2, 38, 97]. In vitro
zeigen SCVs ein deutlich reduziertes Wachstum im Vergleich zu isogenen
Bakterienstammen. Die Jag-Phase dauert bis zu 8 Stunden, was der
exponentiellen Phase normaler Bakterien entspricht. AnschlieBend kommt es auch
hier zu einer Zunahme der Zelldichte und der vitalen Zellen. Verglichen mit
morphologisch normalen S. aureus Stammen bleibt die Zelldichte im Medium
jedoch sehr gering. Trotz dieser anfanglichen Defizite im Wachstum besitzen
SCVs im Langzeitliberleben einen relativen Uberlebensvorteil um das 41-fache,
da sie ein verzdgertes Eintreten in die Absterbephase aufzeigen. Diese
Absterbephase ist bei S. aureus-Wildtypten nach einem etwa 24 stiindigem
Wachstum zu beobachten und hat ein rasches Abnehmen der lebensfahigen
Zellen zur Folge [7].

2.4.4 Morphologische und metabolische Besonderheiten von VRSA und
VISA

MRSA sind bedeutende Erreger von nosokomialen Infektionen, die standardmaRig
mit Vancomycin behandelt werden [90]. Die Effektivitat dieser Therapieoption
nimmt allerdings mittlerweile durch das Aufkommen von VISA und VRSA ab.
Glykopeptidantibiotika wie Vancomycin wirken bakterizid durch Hemmung der
Zellwandsynthese. Sie binden an das d-Alanyl-d-Alanin-Ende  von
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Pentapeptidvorlaufern des Peptidoglycans, dem sogenannten Lipid 2, wodurch es
zu einer Blockierung der Transglykosilierung und Transpeptidation kommt [67].
Die erhdhte Resistenz gegen Vancomycin ist dabei vergesellschaftet mit einer
Veranderung im Wachstumsprofil, der Physiologie [54] und der Morphologie [16,
84] der Bakterien. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass VISA Stamme
eine geringere Wachstumsrate und Zellgré3e besitzen, sowie eine dickere
Zellwand [16, 30, 84] als isogene Stdmme mit einer geringeren
Vancomycinresistenz [54]. Die dickere Zellwand resultiert dabei aus einer
verstarkten Biosynthese von Peptidoglykanen, die zu einer Zunahme von nicht
quervernetzten d-Alanyl-d-Alanin Seitenketten flhrt. Die Glykopeptide kénnen an
der AuBenseite der Zellwand an diese Ketten gebunden werden, sodass
letztendlich weniger Antibiotikum weiter nach innen diffundieren und sein
Zielmolekul an der Membran erreichen kann [20]. Die High-Level Vancomycin-
Resistenz bei den VRSAs wird hingegen durch das vanA-Gen vermittelt, welches
wahrscheinlich durch horizontalen Gentransfer aus Enterokokken aufgenommen
wurde [99]. In diesen Bakterien kommt es zur Produktion einer verédnderten
Peptidoglycan-Vorstufe, die mit d-Lac endet. Durch die Ligase VanA entstehen d-
Ala-d-Lac Depsipeptide, die die normalerweise vorkommenden d-Ala-d-Ala-
Dipeptide in der Peptidoglycan-Synthese ersetzen. Hierdurch wird die Affinitat der
spateren Peptidoglycan-Vorstufen fir Glykopeptide stark vermindert [67]. Die
Veranderungen der Morphologie bei den VISA Stdmmen entsprechen dem
Verhalten der Wildtypen von S. aureus nach Eintreten in die stationdre
Wachstumsphase, nachdem bestimmte Nahrungsquellen aufgebraucht sind [85].
Diese Wachstumsphase ist gewdhnlicherweise dadurch gekennzeichnet, dass der
TCA-Zyklus induziert wird und es zum Katabolismus von nicht bevorzugten
Kohlenstoffquellen kommt. Nelson und Kollegen [58] konnten anhand von
isogenen Stdmmen mit jeweils hoher und niedriger Vancomycinresistenz zeigen,
dass der Ubergang von einer niedrigen zu einer hohen Vancomycinresistenz mit
einer Abnahme der Aconitase-Aktivitadt assoziiert ist. Schon bei den parenteralen
Stdmmen mit einer intermedidren Vancomycinresistenz zeigte sich bei
verschiedenen Stdmmen eine deutliche Korrelation zwischen einem

eingeschrankten Acetatkatabolismus und des VISA Phanotyps [58]. So besitzt die
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Mehrzahl der VISA-Stdamme einen eingeschrankten Acetatkatabolismus. Dagegen
ist dies nur bei einem sehr geringen Anteil von Vancomycin-empfindlichen S.
aureus (VSSA) der Fall. Eine mdogliche Erklarung far den verminderten
Acetatkatabolismus von VISA-Isolaten findet sich in der bereits erwahnten
Veranderung der Morphologie dieser Stdmme. Besonders hervorzuheben ist hier
die bereits erwahnte Verdickung der Zellwand [16, 30, 84], die mit einer
vermehrten Expression von Genen flur die Zellwandsynthese und -regulation
einhergeht [52]. Infolgedessen besteht ein erhdhter Bedarf an N-Acetyl-
Glucosamin und N-Acetyl-Muramin, beides Bestandteile der Zellwand, die aus [3-
D-Fruktose-6-Phosphat, einem Zwischenprodukt der Glykolyse, synthetisiert
werden. Bei einem Mangel an Glukose kann [-D-Fruktose-6-Phosphat ebenfalls
im Rahmen der Glukoneogenese aus Oxalacetat, einem Zwischenprodukt des
TCA-Zyklus hergestellt werden. Dies hat allerdings zur Folge, dass Oxalacetat aus
dem Zitratzyklus abgezogen wird, wo es zur Umwandlung von Acetyl-CoA in Zitrat
bendtigt wird. Zur weiteren Aufrechterhaltung des Zyklus sind daher
anaplerotische, d.h. dem Zitratzyklus zuliefernde Reaktionen von Néten, die
limitierend wirken kénnen, wenn keine Kohlenstoffe mehr verfligbar sind. In
Abhangigkeit davon, wieviel Oxalacetat dem TCA-Zyklus noch zur Verfligung
steht, kommt es zu einer Verlangsamung oder sogar zu einem Sistieren des
Zitratzyklus [58, 85]. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass auch die
Transkription des cidABC-Operons, das von Bedeutung fir die Regulation der
Murein-Hydrolase-Aktivitat und die Penizillinempfindlichkeit ist, beeinflusst wird
[74] und dass die PIA-Produktion in Stammen mit einer hochgradigen

Vancomycinresistenz und einem vermindertem Acetatkatabolismus erhdht ist [58].

2.4.5 CIpC

Die ,caseinolytic peptidase” (Clp)-Proteasen spielen eine wichtige Rolle in der
Energie-abhangigen Proteolyse, einem Mechanismus, der besonders unter
Stressbedingungen fiir die intrazellulare Homoostase und Regulation von
Bedeutung ist [26]. Wahrend solchen Stressbedingungen, wie etwa einem
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niedrigem pH-Wert oder bei Hitze, kommt es oftmals dazu, dass sich Proteine
entfalten und aggregieren und so ihre Funktionalitédt verlieren [24]. Diesen
Prozessen wirken Bakterien unter anderem damit entgegen, dass sie unter
solchen Bedingungen Chaperone und Proteasen bilden, mit deren Hilfe entartete
Proteine zerlegt und neu gefaltet, aber auch vollstandig degradiert werden
kénnen, falls der Schaden am falsch gefalteten Protein zu grof3 ist. In diesem
Zusammenhang besitzen die Clp-ATPase/Clp-Protease-Komplexe die Funktion
der Qualitatskontrolle [8]. CIpC, ein Klasse Il Hitzeschockprotein, welches zur
Hsp100/ClpATPase-Familie gehort, stellt dabei ein wichtiges Element im System
der Stressantwort von S. aureus dar . So wurde gezeigt, dass ClpC die Aconitase-
Aktivitét in S. aureus stabilisiert; die Reduktion von funktionellen ClpC fiihrt dabei
zu einer Verminderung der Aconitase-Aktivitdt und zu einem verlangerten
Langzeitiberleben [6]. Die Familie der Clp Proteine lasst sich in 2 Klassen
einteilen. Zur Klasse | gehdren CIpA, ClpB, ClpC und ClpL, diese besitzen jeweils
zwei ATP Bindungsstellen, ATP-1 und ATP-2 und haben ein Gré3e von 70 bis 110
kDa. Die Klasse Il Clp-Proteine lassen sich in ClpX und ClpY unterteilen, sie sind
kleiner und besitzen nur eine ATP Bindungsstelle [81]. Der Clp-Proteinkomplex
besteht aus einer proteolytischen Untereinheit, dem ClpP, welches mit der Clp-
ATPase assoziert ist. Hierbei bilden 14 ClpP-Serinproteasen, die in 2
heptamerische Ringe aufgeteilt sind, den proteolytischen Kern, welcher wiederum
eine Kammer bildet, in dessen Inneren sich die aktiven Zentren befinden. Dieser
Aufbau ahnelt dem der eukariotischen Proteasomen [39]. Wenn die Clp-ATPase
nicht mit ClpP assoziert ist, besitzt sie eine substratspezifische Chaperonfunktion,
wohingegen erst durch das Zusammenspiel beider Proteine eine Protease-
Aktivitat entsteht. ClpP formt dabei zusammen mit ClpC die ClpC-Protease [94].

22



Einleitung

1.1.

Fragestellungen

. Lassen sich auch aus normalen klinischen Subpopulationen Bakterien mit

einer verminderten Aktivitdt des TCA-Zyklus isolieren und wie hoch ist ihr
Anteil an der Gesamtpopulation? Gibt es diesbezlglich Unterschiede

zwischen den einzelnen Staphylokokken-Spezies?

. Lassen sich diese Bakterien einer bestimmten Infektionsart oder einem

Infektionsort zuordnen?

. Zeigen Klinische Stdamme mit einer verminderten TCA Zyklus-Aktivitat

Anzeichen, die auf eine héhere Persistenz hindeuten?

. Zeigt sich bei diesen klinischen Stdmmen eine veranderte Vancomycin-

Empfindlichkeit?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Bakterienstamme
3.1.1.1 Staphylococcus aureus DSM 20231

Hierbei handelt es sich um einen Laborstamm, hinterlegt bei der ,Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH® in Braunschweig, von
dem bekannt ist, dass er gute Fahigkeiten zur Biofilmbildung besitzt. Zusatzlich
wurde eine clpC-Mutante dieses Stammes verwendet (PBM 001). Da es sich bei
diesen Stdmmen um ein isogenes Paar handelt und PBM 001 keine TCA-Zyklus-
Aktivitat besitzt, wurden sie fir die Vorversuche, insbesondere zur Austestung von
Phenolrot, als geeignetem Indikator, verwendet.

3.1.1.2 Staphylococcus aureus SH 1000

Bei diesem weiteren Laborstamm existiert ebenfalls eine clpC-Mutante (HCH 001).
Da es sich bei diesen Stdmmen auch um ein isogenes Paar handelt und HCH 001
ebenfalls eine verminderte TCA Zyklus Aktivitat besitzt, wurden sie fir die

Vorversuche als weitere Kontrolle verwendet.

3.1.1.3 Klinische Proben

Des Weiteren wurden diverse klinische Staphylokokken-Stamme, die am
Universitatsklinikum des Saarlandes im Zeitraum Februar 2008 bis August 2008
aus Patientenproben entnommen wurden, untersucht. Hierbei handelt es sich um
Blutkulturen, Wund- und Sekretabstriche.
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3.1.2 Verwendete RT-PCR Primer

Tabelle 1 zeigt die Verwendenden RT-PCR Primer

S. epidermidis

citB f1 5 CAC TCT TTACCA CAAGGC TCAACA3J
citB r1 5 CGA AGA ATT CAACAAATTTTC CAA 3
clpC 1 5 CAT TAG AAC GTC GTT TTC AAC CAA 3
clpC r1 5TGATGAGCCTCATAACGGTCACY?
acsA f1 5 AGAATG GACTCCACACCCACTTTZ
acsAri 5 TTA CAA ATG GCA CCAAAACATTG 3
gyrBf1 5 CTAATG CTG ATT TAC GAC GCG TAA 3’
gyrB i 5 TCT GTAGGACGC ATTATT GTT GAAA 3
S. aureus
citB f1 5 CAT TAC CAC AAGGCG CAACA3JZ
citB r1 5°‘GAA CTC CAC AAATTT ACCAACAACAz3
clpC f1 5 ‘GAA GAA GCAATT CGT TTAAATCATTCA ¥
clpCr1 5‘CTT TCT AAT ACTTTT GCAGCAATTCCTT 3
acsA f1 5‘AAG ATA TGC AAC GGT TAT CTAATAAAGCA 3’
acsAri 5 ‘AGG TGT ACG CGA CAT AAATAT AAATAC TCT 3’
gyrB f1 5'GAC TGATGC CGATGT GGA ¥

gyrBri

5 ‘AAC GGT GGC TGT GCA ATA 3’
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3.1.3 Chemikalien

Tabelle 2 zeigt eine Auflistung der verwendeten Chemikalien

Chemikalie

Phenolrot

KOH 1M

NaCl 0,9% in dest. Wasser

Bacto Tryptic Soy Broth (TSB)

Pankreatisch abgebautes Casein 17,0 g/l
Enzymatisch abgebautes Sojamehl 3,0 g/l
Dextrose 2,5 g/l

Natriumchlorid 5,0 g/I

Dikaliumphosphat 2,5 g/l

Tryptic Soy Agar (TSA) +5% Schafblut

Pankreatisch abgebautes Casein 15,0 g/l
Enzymatisch abgebautes Sojamehl 5,0 g/
Natriumchlorid 5,0 g/I

Gelose

Muller-Hinton Agar

Rindfleischextrakt 2,0 g/l
Hydolysiertes Casein 17,5 g/l
Starke 1,5 g/l

Agar 17,0 g/l

Hersteller

BD (Heidelberg)

BD

BD
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HPLC Wasser
BHI Medium

— Hirn-Herz-Infusion (Frischgewebe) 6,0 g/l
— Peptisch abgebautes Tiergewebe 6,0 g/l
— Pankreatisch abgebautes Casein 14,5 g/l
— Natriumchlorid 5,0 g/l

— Glucose 3,0 g/l

— Dinatriumhydrogenphosphat 2,5 g/l

RNAse freies Wasser

Fluorcitrat

RNeasy Mini Kit (50)

SYBR Green

RNase free DNase

Modified Lowry Protein Assay
Propidiumjodid

0,9% NaCl

Ethanol 100%

Ethanol 70 % zur Sprihdesinfektion

LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability Kit

BD

Quiagen

Quiagen

ABI

Quiagen

Invitrogen
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3.1.4 Laborgerate
3.1.4.1 Brutschrank

In einem Brutschrank (Typ 5000, Heraeus, Hanau) wurden die auf Blutagar, bzw.

die auf MH-Agar ausgestrichenen Kulturen bebritet.

3.1.4.2 Schiittler

Die Kulturen fur das Screening und die Versuchskulturen wurden in einem
Schuttelinkubator System (Multitron Il, Infors, Einsbach) inkubiert.

3.1.4.3 Photometer

Die Bestimmung der optischen Dichte der Ubernacht- und Versuchskulturen und
der Bestimmung der RNA-Menge erfolgten mit dem Photometer Gene Quant Pro

der (Amersham, Freiburg).

3.1.4.4 Zentrifuge

Die Zentrifugation der Proben erfolgte in dem Modell Z233 Mk-2 (Hermle).

3.1.4.5 Vortexer

Zum Mischen der Proben wurde der Vortex Genie (Beender&Hobein Ag)

verwendet.
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3.1.4.6 Steril-Werkbank

Die Versuche fanden unter sterilen Bedingungen unter Nutzung der Steril-
Werkbank Hera Safe (Heraeus) statt.

3.1.4.7 PCR-Gerat

Die Umschreibung von RNA in cDNA wurden im Gene Amp PCR System 9700
(Applied Biosystems) durchgeflhrt.

3.1.4.8 Real Time PCR Gerat

Die Expressionsanalyse erfolgte in dem RT-PCR System ABI 7000 (Applied

Biosystems).

3.1.4.9 Fluoreszenzmikroskopie

Als Mikroskop diente das Modell Axioskop (Zeiss).

3.2 Methoden

3.2.1 Screening
3.2.1.1 Anzuchten der Bakterien

Die Kulturen wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C auf Blutagar
angezichtet.
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3.2.1.2 Phenolrot-Screening

Phenolrot, bzw. Phenolsulfonphthalein gehért zur Gruppe der Sulfonphthaleine. Es
ist ein wasserléslicher, kristalliner pH Indikator, der bei einem pH Wert <6,6 gelb,

bei einem pH zwischen 7,4 und 8,0 rot und ab einem pH>8,0 violett erscheint.

(=g == = =y

pH 2 pH 3 H4 pHS5 pH7 pH8 pHY9 pH10

Abbildung 3: Darstellung des Farbspektrums von Phenolrot bei aufsteigenden pH Werten

Das Phenolrot Screening ist eine von Somerville et al. [36] etablierte und von uns
modifizierte Methode. Alle Bakterienkulturen wurden in diesem Assay in Tryptic
Soy Broth (TSB) mit 0,1% Phenolrot angeziichtet. Zum Erreichen von aeroben
Wachstumsbedingungen erfolgten die Versuche stets unter einem Medium-Gefal
Verhéaltnis von 1:10. Mit einer sterilen Plastikdse wurde eine Kolonie von der
entsprechenden Blutagarplatte abgetragen und in das Medium eingerihrt. Die
Bakterienkulturen wuchsen fur 15 Stunden im Schattler bei 37°C und 230 rpm.
AnschlieBend wurde fir jeden Stamm einmalig die optische Dichte gemessen und
der Farbumschlag dokumentiert. Der Farbumschlag kommt dabei durch eine
Anderung des pH Wertes im Medium zu Stande. Zu Beginn hat das Medium einen
neutralen pH Wert und damit eine roétliche Verfarbung. Im weiteren
Wachstumsverlauf kommt es zunachst einer Ausschleusung des wéahrend der
Glykolyse entstandenen Acetat ins Medium, wodurch es zu einem pH-Abfall und
damit zu einer gelblichen Farbung des Mediums kommt. In Stdmmen mit einem
funktionsfahigen TCA-Zyklus kommt es nach etwa 6 Stunden, wenn die

praferierten Kohlenstoffquellen verbraucht sind, zu einem RdUcktransport des
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Acetats in das Bakterium. Infolgedessen resultiert ein pH Anstieg und eine rot-
violett Verfarbung des Mediums. Der im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt héhere
pH-Wert kommt zudem auch durch Abfallprodukte des Zitratzyklus wie Ammoniak
zustande. In Stdmmen mit einem verminderten oder sogar nicht vorhandenen
Zitratzyklus ist nach 15 Stunden Wachstumszeit noch eine groBe Menge Acetat im

Medium. Dieses bleibt aufgrund des niedrigen pH Wertes gelb.

3.2.1.3 Archivieren der gesammelten Bakterienstamme

Gleichzeitig mit dem Phenolrot-Screening wurde jeweils von einer Blutagarplatte
eine Kolonie in 2 ml TSB in 15 ml Glasréhrchen inkubiert. Auch hier erfolgte das
Wachstum im Schattler far 15 h bei 37°C und 230 rpm. AnschlieBend wurden
100pl der Kultur zusammen mit 900 pl BHI/20% Glycerin in ein Kryo-Tube
gegeben und bei -70°C eingefroren.

3.2.2 Bakterienkulturen
3.2.2.1 Anzichten der Bakterien aus der Glycerin-Kultur

Die bendétigten Bakterien wurden mit einem sterilen Glasstab aus der Glycerin-
Kultur entnommen und mittels 3-Osen-Ausstrich auf eine Blutagarplatte

aufgetragen. Das Anzlichten erfolgte Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

3.2.2.2 Herstellen einer Bakteriensuspension

Um die Anzahl von Transfers und damit mdglicherweise einhergehenden
Anderungen des Phanotyps méglichst gering zu halten, wurde auf das Anlegen
einer Ubernachtkultur verzichtet. Ca. 10 Kolonien wurden mit einer sterilen Plastik-
Ose von der Blutagarplatte entnommen und in 1 ml TSB in 2 ml Reaktionsgefal3e
eingerthrt, fir ca. 1 Minute auf hdchster Stufe gevortext und anschlieBend die
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optische Dichte mit Hilfe des Photometers bei einer Verdiinnung von 1:10 mit TSB

bestimmt. Zuvor erfolgte die Eichung des Photometers mit 1 ml TSB bei 600 nm.

3.2.2.3 Anlegen einer Versuchskultur

10 ml TSB wurden in einen 100 ml Kolben gegeben. Nach Berechnung der
notwendigen Menge an Bakteriensuspension, die dem oben genannten Volumen
zugegeben werden muss, um eine optische Dichte bei 600 nm (OD go0) von 0,01
zu erreichen, wurde diese in den Kolben gegeben und im Schuttler bei 230 rpm
und 37°C fur 30 Stunden inkubiert.

3.2.3 Bakterienwachstum

Waéhrend der ersten 12 Wachstumsstunden wurden alle 2 Stunden unter sterilen
Bedingungen 100 ul Bakteriensuspension aus der Versuchskultur entnommen.
Diese wurden zusammen mit 900 pl TSB in ein Reaktionsgefal3 gegeben und fir
ca. 15 Sekunden auf héchster Stufe gevortext. Die so erstellte Suspension wurde
in eine Plastikkivette pipettiert und im Photometer im Zellkulturprogramm bei
einem Verdinnungsfaktor von 1:10 und einer Wellenlange von 600nm gemessen.

Vor der eigentlichen Messung erfolgte die Kalibrierung des Gerates mit 1 ml TSB.

3.2.4 CFU-Determination
3.2.4.1 Verdunnungsreihe

Aus der Versuchskultur wurden zu den Zeitpunkten 6, 10 und 30 Stunden unter
der Sterilbank jeweils 1 ml Bakteriensuspension enthommen. Diese wurden fir ca.
1 Minute auf hdchster Stufe gevortext, dann erfolgte unter sterilen Bedingungen
die Erstellung einer Verdinnungsreihe. Hierfir wurden aus dem Reaktionsgefai
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100 pl entnommen und in ein neues ReaktionsgefaB mit 900 ul TSB gegeben.
Nach erneutem Vortexen fur ca. 1 Minute wurden aus diesem wiederum 100 pl
entnommen und in 900 pl TSB pipettiert. Dieser Vorgang wiederholt man, bis fir

jeden Bakterienstamm die Verdiinnungsstufen 10°® bis 10 erreicht wird.

3.2.4.2 Ausstreichen auf Agar

Nach Erstellen der Verdinnungsreihe und erneutem Vortexen der
ReaktionsgefaBe wurden pro Verdlinnungsstufe jeweils 100 pl der
Bakteriensuspension auf eine Mduller-Hinton-Agar-Platte pipettiert und somit die
Verdiinnungsstufen 107 - 10° erzielt. AnschlieBend erfolgte mittels eines
Glasstédbchens das Ausstreichen der jeweiligen Verdinnungsstufen. Die Platten
wurden anschlieBend Uber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

3.2.4.3 Bestimmung der Bakterienzahl

Die Bestimmung der Keimzahl erfolgte nach 24 Stunden durch Auszdhlen der
Kolonie-bildenden Einheiten pro ml (CFU/ml) auf den Agarplatten. Aus den drei
Verdinnungsstufen wurde abschlie3end ein Mittelwert gebildet.

3.2.5 ,Life-Death-Stain*“

Nach 30 Stunden Wachstum wurden aus der Versuchskultur 200 pl entnommen
und in ein Reaktionsgefal3 pipettiert, bei hdchster Geschwindigkeit fir 1 Minute
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 300
steriler 0,9% NaCl Lésung resuspendiert und fir eine Minute auf héchster Stufe
gevortext. Nun erfolgte die Zugabe von jeweils 0,3 pl Propidiumjodid und SYTO®
9, einem grun fluorezierendem Nukleinsaurefarbstoff, gefolgt von einem kurzen
Vortexen fir 5 Sekunden. Die Bakterien wurden anschlieBend fir 10 Minuten im
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Dunklen inkubiert, bevor 10 ul der Suspension auf einen Glasobjekttager
aufgetragen und mit einem Deckplattchen abgedeckt wurden. Bei einer 1000-
fachen VergréBerung erfolgten im Fluoreszenzmikroskop bei verschiedenen
Wellenldangen (500 nm fir SYTO 9 und 635 nm fir Propidiumjodid) die
Photodokumentation und das anschlieBende Auszahlen der toten und vitalen
Zellen. Dabei erschienen die toten Zellen rot und die lebenden Zellen grin
eingeférbt. Je Probe wurden dabei 2 Sichtfelder ausgewertet.

3.2.6 Gen-Expression
3.2.6.1 RNA-Extraktion

Aus der zuvor beschriebenen Versuchskultur wurden jeweils zu den Zeitpunkten 6
und 10 Stunden unter sterilen Bedingungen 2 ml Bakteriensuspension entnommen
und in sterile 2 ml Reaktionsgefalie pipettiert. Diese wurden sofort auf Eis gekuhlt
und bei 4°C und 6000xg fur 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Bakterientberstand vorsichtig abpipettiert und das verbliebene Pellet in 1,2ml
RLT-Puffer mit 1% B-Mercaptoethanol durch Pipettieren resuspendiert. Dieser
wurde anschlieBend in RNAse freie Réhrchen mit Zink-Silizium (ZiSi) Kigelchen
(Fast Prep FP120 instrument, Qbiogene, Heidelberg) gegeben, die der
mechanischen Destruktion der Zellwand dienen. Das AufschlieBen der
Bakterienzellwand erfolgte im Ribolyser bei einer Geschwindigkeit von 6,5 fur 35
Sekunden. Die Réhrchen wurden anschlieBend wieder umgehend auf Eis gelagert
und bei maximaler Geschwindigkeit fur 1 Minute zentrifugiert. AnschlieBend
wurden 700 pl des zellfragmentfreien Uberstands vorsichtig in ein RNAse-freies
Reaktionsgefal3 pipettiert und die gleiche Menge an Ethanol hinzugefligt. Nach ca.
15 Sekunden vortexen wurden 700 pl der Losung in ,spin columns® der Firma
Quiagen pipettiert und fiir 15 Sekunden bei >8000xg bei 4°C zentrifugiert. Der im
2 ml Sammelrohr aufgefangene Durchfluss konnte verworfen werden, die
restlichen 700 ul wurden in die ,spin columns® pipettiert und der vorherige Schritt
wiederholt. AnschlieBend wurden zum Waschen zunachst 700 ul RW1 Puffer auf
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das Saulchen pipettiert, dieses dann fir 15 Sekunden bei mindestens 8000xg
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Nach Austausch des Auffangréhrchens
wurden 500 pl RPE Puffer in die spin columns pipettiert, die Réhrchen bei
mindestens 8000xg fur 1 Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser
Schritt wurde mit einer Zentrifugationsdauer von 2 Minuten wiederholt und die
Saulchen anschlieBend in neuen Auffangréhrchen gesteckt und fir 1 Minute
zentrifugiert, um sicherzustellen, dass kein Puffer mehr an den S&ulchen
anhaftete. Die S&ulchen wurden abschlieBend in neue RNase-freie 1,5 ml
ReaktionsgefaBe gesetzt und 50 pl RNAse-freies Wasser auf die Saulchen
pipettiert und fir 1 Minute bei 8000xg zentrifugiert. Um die im Wasser gelbste
RNA Menge zu vergroBern, wurde der Durchfluss erneut auf das S&ulchen
pipettiert und far 1 Minute zentrifugiert. Die geléste RNA wurde bei -70°C

eingefroren.

3.2.6.2 Verdau von gDNA

Die zuvor extrahierte RNA taute auf Eis langsam auf. In jedes Reaktionsgefal3
wurden nun 20 pl RDD Puffer und 5 pl DNAse | hinzugefigt. Um eine
Gesamtmenge von 100 pl zu erreichen, wurden zuséatzlich noch 25 pl RNAse-
freies Wasser gegeben und durch vorsichtiges Pipettieren miteinander vermischt.
Nun erfolgte bei Raumtemperatur eine Inkubation fir 2 Stunden, bevor 350 pl
RLT-Puffer hinzugefagt wurden. Nach kurzem Vortexen erfolgte die Zugabe von
250 ul Ethanol und das Gemisch wurde durch vorsichtiges Pipettieren vermengt.
Die jeweiligen Gesamtmengen von 700 pl wurden zigig in ,spin columns®
gegeben und fir 1 min bei 4°C und mindestens 8000xg zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und 500 ul RPE Puffer auf die Saulchenmembran
gegeben und anschlieBend 1 Minute bei 8000xg zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Durchfluss erneut verworfen und der Schritt mit 2-mindtiger Zentrifugation
wiederholt. Nach diesem Schritt wurde das S&ulchen in ein neues 2 ml
Auffangréhrchen gesteckt und fir 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert, damit keine Pufferriickstande am S&ulchen verbleiben. AbschlieBend
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wurde das Saulchen in ein 1,5 ml RNAse-freies Reaktionsgefal3 gesteckt, 50 ul
RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert und fir 1 Minute bei 8000xg
zentrifugiert. Der Durchfluss konnte anschlieBend erneut auf die Membran
pipettiert und zentrifugiert werden. Das S&ulchen wurde nach diesem Schritt
entfernt und die in Ldésung befindliche RNA im Reaktionsgefa bei -70°C

eingefroren.

3.2.6.3 Screening nach genomischer DNA zur Verifizierung der Reinheit der
RNA

Nach dem DNA Verdau, wurden jeweils 2,5 pl der RNA Proben in einem ABI
PRISM® 7000 SDS unter Verwendung des SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Weiterstadt) und gyrB Primern amplifiziert und somit die

Abwesenheit von DNA Uberpriift. Die Geréateeinstellungen waren dabei wie folgt:

95°C 10 min
40 Zyklen 95°C 15s
60°C 1 min
Schmelzkurve 95°C 15s
60°C 20 s
95°C 15s

3.2.6.4 Bestimmen des RNA-Gehaltes

Zur Bestimmung des RNA-Gehaltes wurden 2 pl der Probe in 78 pl RNAse-freies
Wasser geben und durch Pipettieren vermischt. Die Lésung wurde anschlie3end
in eine Glasklvette zur RNA Bestimmung gegeben und mit dem Photometer unter
dem RNA-Programm und einem Verdinnungsfaktor von 1:40 gemessen. Zuvor

36



Material und Methoden

erfolgten die Reinigung der Kivette mit EDTA und die Kalibrierung mit 80 pl

RNAse-freiem Wasser.

3.2.6.5 Umschreiben in cDNA

Zur Herstellung der cDNA wurden fir jede Probe 2 ug RNA in 25 pl HPLC-Wasser
in Reaktionsgefalie pipettiert. Die genaue ul Menge ergab sich durch Umrechnen
der zuvor gemessenen RNA Menge. Die Mischung wurde dabei kontinuierlich in
einer Eisbox gekuhlt und anschlieRend 25 pl eines Mastermix bestehend aus

folgenden Komponenten hinzugefligt:

10x RT-Puffer 25
25x dNTP 1 ]
10 Random Hexamer 25
RNAse out 0,3
MS-Reverse Transkriptase 1,25 pl
RNAse freies Wasser 4,94 ul

Das Endvolumen betrug somit 50 uyl und wurde durch vorsichtiges Pipettieren

vermischt.

3.2.6.6 Real-Time PCR

Die cDNA wurde zur real-time Amplifikation mit spezifischen Primern (Tabelle 1)

verwendet. Die Gerateeinstellungen waren dabei wie folgt:

95°C 10 min
40 Zyklen 95°C 15s
60°C 1 min
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Schmelzkurve 95°C 15s
60°C 20s
95°C 15s

Der Level der mRNA Expression wurde gegen die interne Kontrolle, das Gen
gyrB, welches konstitutiv expremiert wird , normalisiert. Die Menge der
verschiedenen Transkripte wurde als die n-fache Differenz in Relation zum

2-ACT

Kontrollgen ausgedrlckt ( , wobei ACT den Unterschied im Schwellenwert fir

den Zyklus zwischen Ziel- und Kontrollgenen darstellt)

3.2.7 Bestimmen von Metaboliten im Bakterientiberstand
3.2.7.1 Vorbereitung der Versuchslésung

Aus der Versuchskultur wurden jeweils nach 6, 10 und 12 Stunden Wachstum 1
ml Bakteriensuspension enthnommen und in ein Reaktionsgefal3 pipettiert. Danach
erfolgte die Zentrifugation bei max. Geschwindigkeit fir 1 Minute. Der
Bakterientberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefai
Uberfiihrt. Der pH-Wert des Uberstandes wurde mittels pH-Messstibchen
bestimmt und durch Zugabe von KOH oder NaCl auf einen Bereich von 8,0-9,0
eingestellt. AnschlieBend wurden jeweils 10 pl der Probe in 990 pul HPLC Wasser
in ein Reaktionsgeféd3 gegeben und anschlieBend gevortext, um einen
Verdinnungsfaktor von 1:100 zu erreichen.

3.2.7.2 Acetat-Assay

Die Bestimmung der Acetatkonzentration aus dem oben erzeugten Uberstand
erfolgte mit einem Acetat UV-Test der Firma r-Biopharm. Diesem Test liegt
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folgendes Prinzip zugrunde: Acetat wird in Gegenwart des Enzyms Acetyl-CoA-
Synthetase (ACS) und Adenosin-5‘-triphosphat (ATP) mit Coenzym A (CoA) zu
Acetyl-CoA umgesetzt. Acetyl-CoA reagiert mit Oxalacetat bei Anwesenheit von
Citrat-Synthase (CS) zu Citrat. Das, fir diese Reaktion bendétigte Oxalacetat wird
in einer vorgeschalteten Indikatorreaktion aus L-Malat und Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NAD) in Gegenwart von L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) gebildet.
Dadurch wird NAD zu NADH reduziert. Die wéahrend dieser Reaktion umgesetzte
Menge an NADH ist &quivalent zur Acetatmenge im Medium. Daher fungiert
NADH, das aufgrund seiner Absorption bei 340 nm bestimmt werden kann, als
MessgréBe. Zunachst wurde das Photometer mit 3 ml HPLC Wasser bei einer
Wellenlange von 340 nm kalibriert. In 3 ml Kuvetten wurden je Probe 1,9 ml HPLC
Wasser und 100 pl der oben vorbereiteten Versuchslésung pipettiert. AuBerdem
wurde eine Klvette, die spater als Leerwert fungierte, mit 2 ml HPLC Wasser
gefullt. Nach Zugeben von 1 ml Triethanolamin-Puffer und 200 ul Lyopholisat (280
mg enthalten ca. 175 mg ATP, ca. 18 mg CoA und ca. 86 mg NAD) zu jeder
Probe, erfolgte eine erste Messung der Extinktion (Ey). AnschlieBend wurde 10 pl
einer Suspension aus L-MDH und CS hinzugegeben und nach dem Mischen
erneut die Extinktion gemessen (E1). AbschlieBend erfolgte 15 Minuten nach
Zugabe von ACS die letzte Extinktionsmessung (E»). Fir Probe und Leerwert
wurden die Extinktionsdifferenzen (E+-Eo) und (E2-Ep) berechnet. Zur Berechnung
der AEacetat diente folgende Formel flr vorgeschaltete Indikatorreaktionen, die von

rBiopharm empfohlen wird.

(El - EO)lZ,eerwert

(EZ - EO)Leerwert

(El - EO)IZDrobe

AE = |(E; — Ey)Probe —
! 0 (EZ - EO)Probe

l - l(Ez - EO)Leerwert -
Nach der allgemeinen Berechnungsformel fur die Bestimmung der Konzentration ¢
gilt nun:

_ VxXMG
T e xdxv x1000

V = Testvolumen (ml)
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v = Probevolumen (ml)

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz (g/mol)

d = Schichtdicke (cm)

¢ = Exstinktionskoeffizient fiir Acetat bei 340 nm (I x mmol™ x cm™)

Daraus ergibt sich fir die vorliegende Versuchsanordnung folgende Formel,
anhand derer die Acetatkonzentrationen fir alle Werte berechnet wurden:

3,230 x 60,05
c= 63 x 1 x0,1 x 1000 X lAEJ[gAcetat/l Probelésung]

3.2.8 Aconitase Aktivitatsbestimmung
3.2.8.1 Enzymextraktion

Nach Ablauf von 6 und 10 Stunden wurden jeweils aus einer Versuchskultur an
einer Sterilbbank 2 ml Bakteriensuspension entnommen und in 2 ml
Reaktionsgefal3e gefullt. Die Proben wurden umgehend auf Eis gelagert und far
10 Minuten bei 8000xg zentrifugiert. Nach Abpipettieren und Verwerfen des
Uberstandes wurde das Bakterienpellet in 850 ul ACN Puffer resuspendiert, fiir ca.
15 Sekunden auf maximaler Stufe gevortext und in Zink-Silizium (ZiSi) Réhrchen
Uberfihrt. Hierbei diente das im ACN Puffer enthalten Fluorcitrat der vollstandigen
Blockierung der Aconitase. AnschlieBend erfolgte das AufschlieBen der Zellen im
Ribolyser fir 30 Sekunden bei einer Geschwindigkeit von 6,0. Die Rdhrchen
wurden sofort auf Eis gelagert und bei 4°C fir 1 Minute mit max. Geschwindigkeit
zentrifugiert. 400 pl des Uberstandes wurden jeweils vorsichtig in ein neues
Reaktionsgefaf pipettiert und bei 4°C gelagert.

3.2.8.2 Enzymaktivitatsbestimmung

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte auf Grundlage einer Anderung der
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ODg24o bei Umwandlung von lIsocitrat zu Citrat. Zunachst wurde jeweils ein
Mastermix flr Probevolumina von 50 pl und 100 pl hergestellt. Hierzu wurden je
Probe 90 pl 1M Tris (pH8), 200 ul 100mM Isocitrat und 610 pl HPLC Wasser fir
die 100 pl Probe (bzw. 660 pl fir die 50 pl Probe) in ein Gefal3 pipettiert und fir
ca. 1 Minute auf héchster Stufe gevortext. AnschlieBend wurden von dem 100 pl
Mastermix 900 pul in ein steriles Reaktionsgefal3 gegeben und 100 pl des zellfreien
Lysates aus dem Kuhlschrank hinzugefligt. Das Gefal3 wurde fir ca. 10 Sekunden
gevortext und der Inhalt dann sofort in eine UV-Klvette gegeben. Das im
Mastermix enthaltene Isocitrat diente hierbei dazu, das Fluor-Citrat aus seiner
Bindung mit der Aconitase zu verdrangen. AnschlieBend erfolgte die Messung im
Photometer bei einer OD240. Dazu wurde zunachst der Anfangswert notiert und die
Probe dann fir 10 Minuten gemessen und jede Minute der jeweilige Wert notiert.
Zur Berechnung der Enzymaktivitdt wurde anschlieBend Uberpruft ob die
Anderung Uuber die 10 Minuten konstant war. War dies der Fall, so wurde der
Mittelwert der jeweiligen Messdifferenzen ermittelt, indem die Absorption bei
t=0"Minuten von der Absorption von t=10 Minuten subtrahiert und anschlieBend
durch 10 dividiert wurde. Da fiir diesen Essay eine Unit (U) als eine Anderung der
Absorption von 0,0033 definiert ist, wurde das so errechnete Ergebnis durch

0,0033 dividiert um die Enzymaktivitat zu berechnen.

3.2.8.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Enzymaktivitat pro mg Protein bestimmen zu kénnen, war es erforderlich,
die Proteinkonzentration im Lysat zu bestimmen. Dies erfolgte mittels des
modifizierten Lowry Protein Assays. Zunachst wurde eine Standardkurve mittels
einer Verdiinnungsreihe mit BSA in Tris 90 mM angefertigt. Jeweils 200 pl jeder
Verdinnung, sowie ein Leerwert (Tris 90 mM) wurden in ein Reaktionsgefal
gegeben. Dann erfolgten die Zugabe des ,modified Lowry Reagent und die
anschlieBende Inkubation von exakt 10 Minuten. Nach Ablauf dieser Zeit wurden
pro Reaktionsgefa3 100 ul 1xFolin-Ciolteu Lésung hinzugegeben. Nach ca. 15 s
Vortexen auf hoéchster Stufe erfolgte eine weitere Inkubation im Dunklen bei
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Raumtemperatur flr 30 Minuten. AnschlieBend wurden die Proben im zuvor mit
HPLC Wasser kalibriertem Photometer bei 740 nm gemessen. Die eigentlichen
Proben wurden jeweils im Verhaltnis 1:10, 1:20 und 1:40 mit Tris 90 mM verdinnt
und genau wie die Proben der Verdunnungsreihe behandelt. Von allen
gemessenen Extinktionen wurde die Differenz zum Leerwert gebildet. Die flr die
Standardkurve ermittelten Werte wurden in ein Koordinatensystem eingetragen
und eine Regressionsgrade ermittelt. Anhand der Regressionsgrade erfolgte die
Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben.

3.2.9 MHK-Bestimmung von Vancomycin

Die MHK-Bestimmung erfolgte mittels eines E-Tests der Fa. BioMérieux. Die
Stamme wurden hierzu zunachst auf Blutagar ausgestrichen und Uber Nacht
wachsen gelassen. AnschlieBend wurde eine Bakteriensuspension in 0,9% NaCl
hergestellt und diese auf eine MacFarland Einheit von 2 eingestellt. Mittels eines
sterilen Tupfers erfolgte das Ausstreichen auf BHI Agar. AbschlieBend wurde mit
einer sterilen Pinzette ein Teststreifen aufgelegt. Nach der Inkubation bei 37°C
uber Nacht wurden die Werte abgelesen.

3.2.10 Statistische Auswertung

Die Auswertung der gesammelten Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft
Excel 2007 fir die Tabellenkalkulation und SPSS 15 fir die statistische
Auswertung. Diese geschah mit Hilfe des Mann-Whitney-U Tests. Als statistisch
signifikant wurden dabei P-Werte <0,05 und als statistisch hoch signifikant P-
Werte <0,001 gewertet. Die Berechnung einer Korrelation erfolgte mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch: Uberpriifen der Verwendbarkeit des
Phenolrotfarbstoffes

In Vorversuchen sollte geklart werden, ob und inwiefern der Phenolrotfarbstoff und
somit auch der pH Wert als Indikator fir einen reduzierten Acetatkatabolismus
geeignet sind. Hierzu wurden die Laborstimme SH 1000 und DSM 20231
inklusive ihrer jeweiligen clpC Mutanten HCH 001 (SH1000 Ac/pC) und PBM 001
(DSM 20231 AclpC) verwendet, da bei Bakterien mit einem clpC Knockout ein
eingeschrankter Acetatkatabolismus bekannt ist [1]. Als Versuchsmedien fir die
Flussigkultur wurden zunachst Brain Heart Infusion (BHI) und Tryptic Soy Broth
(TSB) verwendet, wobei sich im Laufe der Versuchsreihen BHI als ungeeignet far
das Phenolrotscreening erwies, da es aufgrund des hohen Gehaltes an
Aminosauren in diesem Medium auch bei einem verminderten Katabolismus von
Acetat zu einer so starken Alkalisierung des Mediums kam, sodass daraus
generell eine Rotverfarbung resultierte. Daher konnte anhand der Farbung des
Mediums hier kein Riickschluss auf den Acetatstoffwechsel gezogen werden. TSB
hingegen erwies sich in den Vorversuchen (Versuchsbedingung siehe 3.2.1.2) als
geeignet. Im Verlauf des Wachstums kam es hier zunachst bei allen Stdmmen zu
einer Gelbfarbung des Mediums; analog zur Ansammlung des unter aerobem
Wachstums hergestellten Acetats im Rahmen des Glukose-Katabolismus. Im
weiteren Wachstumsverlauf kam es nach 3 Tagen zu einer Rot/Pink-Verfarbung
des Bakterienmediums der Stdmme DSM 20231 und SH 1000. Das Medium der
ClpC Mutanten hielt dagegen seine Gelbverfarbung wahrend des gesamten
Versuchsaufbaus Uber eine Woche hinweg bei. AbschlieBend soll erwahnt
werden, dass diese Stamme insgesamt einen langsameren Katabolismus besitzen

als die im Folgenden aufgeftihrten klinischen Stamme.
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4.2 Screening

4.2.1 Ubersicht iiber die verschiedenen Staphylokokkenarten an der
Universitatsklinik des Saarlandes (UKS) (Versuchsaufbau siehe 3.2.1.1)

In Rahmen dieser Versuche sollte die Verteilungshaufigkeit der einzelnen, am
Universitatsklinikum des Saarlandes isolierten Staphylokokkenarten evaluiert
werden. Die hierfir bendtigten Informationen wurden anhand der in der Datenbank
der Diagnostischen Abteilung hinterlegten Artbestimmung der einzelnen
Bakterienproben erlangt. Die Identifizierung der Bakterien erfolgte hierbei mit

einem in der Routinediagnostik  verwendeten WalkAway®  System

102 (15%)

O S. aureus
OMRSA

O S. epidermidis
oConS

328 (49%)

220 (33%)

26 (4%)

Abbildung 4: Relative Verteilung der im Zeitraum Februar 2008 bis August 2008
gesammelten Staphylokokkenproben an der UKS. Die Koagulase-negativen Staphylokokken
(ausgenommen S. epidermidis) wurden zur besseren Ubersicht in dieser Graphik
zusammengefasst. Die Zahlen geben die absoluten Anzahl der jeweiligen Staphylokokkenarten an,
in Klammern findet sich der relative Anteil.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die verschiedenen Koagulase-negativen Staphylokokkenarten an
der Universitatsklinik des Saarlandes. Die Staphylokokkenisolate entstammen aus Blutkulturen,
Wundabstrichen sowie Sekreten und Urin. Der Anteil an der Gesamtpopulation ist als absolute
Zahl und als relativer Anteil angegeben.

Spezies Absolute Anzahl Prozentualer Anteil (%)
S. epidermidis 220 32,54
S. haemolyticus 35 5,18
S. hominis 11 1,63
S. capitis 16 2,37
S. lugdunensis 4 0,59
S. auricularis 4 0,59
S. simulans 2 0,30
S. warneri 1 0,15
S. xylosus 1 0,15
S. saprophyticus 1 0,15
S. intermedius 1 0,15
Ubrige CoNS 26 3,85

ErwartungsgemaB machte S. aureus (inklusive MRSA) mit 48,52% den gréfBten
Anteil der Staphylokokkenpopulation aus. Der Anteil an MRSA betrug dabei 7,93%
bezogen auf die Gesamtmenge an S. aureus und 3,85% in Bezug auf alle
gescreenten Bakterien. S. epidermidis hatte einen Anteil von 38,54 % an der
Gesamtanzahl, und stellt damit den weitaus bedeutendsten Vertreter der
Koagulase-negativen Staphylokokken dar.
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4.2.2 Unterschiede im Wachstum bei den haufigsten Staphylokokkokenarten

Erganzend zu den Untersuchungen beziglich der Verteilungshaufigkeit der
verschiedenen Staphylokkenarten sollten im Rahmen dieser Versuchsreihe die
Unterschiede im Bakterienwachstum eruiert werden. Hierfir wurde die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Als Messzeitpunkt wurden 15
Stunden nach Ansetzen der Kultur gewahlt, da sich die Bakterien zu dieser Zeit
bereits in der stationdren Wachstumsphase befinden.
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Abbildung 5 Absorptionen nach 15 Stunden Wachstum in TSB bei einer Wellenldnge von
600 nm (ODgq) bei den haufigsten, im Laufe dieser Arbeit, isolierten Staphylokokkenarten.
Dabei wurden diejenigen Arten berlcksichtigt, die einen Anteil von mindestens 1% an der
erhobenen Gesamtpopulation hatten. Die Darstellung entspricht den jeweiligen Mittelwerten und

den Standartfehlern.

Zwischen Methicillin-empfindlichen S. aureus und MRSA war nach 15 Stunden
kaum ein Unterschied in der Bakteriendichte feststellbar. Die Koagulase-negativen
Stamme zeigten dagegen durchweg ein geringeres Wachstum. Allerdings war bei
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allen Stdmmen eine gewisse Streubreite im Wachstum zu verzeichnen, als
Hinweis auf unterschiedliche genetische Hintergriinde und Diversitéat auch
innerhalb der Arten.

4.2.3 Phenolrotscreening zur Identifikation von Stammen mit einem

eingeschrankten Acetatkatabolismus (Versuchsdurchfiihrung siehe 3.2.1.2)

Im Rahmen dieser Versuche sollte festgestellt werden, ob es in den
Staphylokokkenisolaten, die wahrend des oben genannten Zeitraumes am UKS
gesammelt wurden, Bakterienstamme gab, die einen verminderten
Acetatkatabolismus besaBen. Als Screeningparameter wurde hierfir der pH-Wert
des Mediums nach 15 Stunden Wachstum in TSB unter aeroben Bedingungen
verwendet, da eine fehlende Ruickresorption des Acetats aus dem Medium zu
einer dauerhaften Ansauerung fuhrt. Dadurch kommt es zu einer gelblichen
Verfarbung des Mediums. Diejenigen Stdmme, bei denen solch eine Gelbfarbung
des Mediums zu verzeichnen war, wurden im Folgenden als IACS (impaired
acetate catabolizing strain) bezeichnet. Bei einem normalen Acetat-Katabolismus
kommt es im verwendeten TSB Medium nach der vollstidndigen
Verstoffwechselung der primaren Kohlenstoffquelle (Glukose), aufgrund der
Ruckresorption des Acetats und der aus der Metabolisierung dieser Substanz
entstehenden Stoffwechselprodukte zu einer Alkalisierung des Mediums, die zu
einer Rotfarbung des pH-Indikators flihrt. Diese Stamme wurden im Folgenden als
ACS (acetate catabolizing strain) bezeichnet. Als Cut-Off Point zur Entscheidung,
welcher Gruppe ein Bakterienstamm zuzuordnen war, wurde eine Wachstumszeit
von 15 Stunden bei hoch aeroben Bedingungen gewahlt. Der Zeitraum entsprach,
stationdren Wachstumsphase, in der man bereits einen Acetat-Katabolismus in
den Wildtypstdmmen erwartet.
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Abbildung 6: Ergebnisse des Phenolrot-Screenings (Wachstumszeit 15 Stunden bei 230rpm,
37°C): Prozentualer Anteil von IACS und ACS an der Grundgesamtheit der jeweiligen
Bakterienarten.

Bei S. aureus zeigten nur ca. 1% (n=4) der gescreenten Stdmme einen IACS
Phanotyp nach 15 Stunden Wachstum. Bei MRSA dagegen hatten ca. 12 % (n=3)
einen Phanotyp, der auf einen verminderten Acetat-Katabolismus hinwies. Die
Koagulase-negativen Staphylokokken (CoNS) zeigten eine héhere Anzahl an
Stammen mit einem IACS Phanotyp. So fand sich bei S. epidermidis in ca. 22%
(=48) der Stamme ein IACS Phanotyp. Bei S. haemolyticus waren es 11% (n=4)
und bei S. capitis 13% (n=2) Bei S. hominis wiesen sogar 73% (n=8) der

gescreenten Stamme einen verminderten Acetatkatabolismus auf.

4.2.4 Unterschiede im Wachstum verschiedener Bakterienarten mit
eingeschranktem Acetatkatabolismus versus normalem Katabolismus

Im Rahmen dieser Versuche sollte Uberprift werden, ob es nach 15 Stunden
Wachstum generell einen Unterschied in der Bakteriendichte zwischen den
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Stdmmen mit eingeschranktem und normalem Acetatkatabolismus gab. Zusatzlich
wurde der gleiche Sachverhalt fur die 6 in dieser Arbeit haufigsten Bakterienarten.
Abbildung 7 veranschaulicht die Unterschiede in den jeweils gemessenen

Bakterienkonzentrationen.
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Abbildung 7 Unterschiede in der Bakteriendichte nach 15 Stunden Wachstum (ODgq).

Angabe der Werte als Mittelwerte und Standardfehler.

Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Bakterienarten zeigte sich durchgéngig eine
héhere Bakteriendichte in den Stdmmen vom ACS Phanotyp. Der Unterschied in
der Bakteriendichte war abgesehen von S. hominis in allen anderen
Bakterienarten statistisch signifikant, wie in der folgenden Tabelle zu enthehmen
ist.
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Tabelle 4: Vergleich der Bakteriendichte nach 15 Stunden Wachstum bei stark aeroben

Bedingungen (230 rpm, 37°C)

Ergebnisse

Zeit Mittelwert (OD 600) 1 p-Wert
ACS IACS

S. aureus 5,62 £ 0,05 4,07 £ 0,20 <0,001
MRSA 5,91 +0,14 4,30 £ 0,62 0,017
S. epidermidis 4,95 + 0,07 3,54 +£0,15 <0,001
S. haemolyticus 5,63 +0,09 1,88 + 0,23 0,005
S. hominis 5,78 £ 1,21 4,00 £ 0,41 0,143
S. capitis 5,64 £ 0,23 2,79 £1,34 0,030

1Angabe der Werte als Mittelwerte und Standardabweichung vom Mittelwert, jeweils fUr die
Grundgesamtheit der untersuchen Stdmme einer Bakterienspezies und ihres Phanotyps. Die
Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests beruhend auf
dem Vergleich von ACS vs. IACS.

4.2.5 Herkunft der Bakterien

In den Methicillin-empfindlichen S. aureus (MSSA) zeigte sich insgesamt ein
niedriger Anteil an IACS Stammen. Bei den MRSA bestand ebenfalls ein geringer
Anteil an ACS Stammen, unabhangig von der Materialquelle. Allerdings lieBen
sich aus Urinproben keine IACS Stamme isolieren. Bei S. epidermidis bestand wie
bei den Gbrigen CoNS zwar ein héherer Anteil an IACS, allerdings féallt auch bei
diesen Arten auf, dass sich aus Urinkulturen nur Bakterienstimme vom ACS
Phénotyp isolieren lieBen. AuBerdem zeigten sich hier die gréBten Haufigkeiten
von IACS bei Isolaten aus Blutkulturen oder Wundabstrichen. S. haemolyticus, S.
hominis und S. capitis fanden sich im Rahmen dieses Screenings nicht in Material
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aus dem Respirationstrakt.

Tabelle 5 Anteil der Bakterien mit einem IACS Phéanotyp bezogen auf die Bakterienquelle.

Angabe der Werte als Prozentualer Anteile der Grundgesamtheit.

Zeit Anteil des IACS Phanotyps (%)
Blutkultur Wunde Respiration Urin
S. aureus 1,36 1,46 2,78 0,00
MRSA 0,00 6,25 3,34 n.m.
S. epidermidis 23,21 22,38 25,00 0,00
S. haemolyticus 0,00 19,05 kein Material 0,00
S. hominis 75,00 100,00 kein Material 100,00
S. capitis 66,67 0,00 kein Material 0,00
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4.3 Acetat Katabolismus

4.3.1 Acetat im Medium

Im Rahmen dieser Versuche wurde der Acetatgehalt im Medium bestimmt. Es
sollte gezeigt werden, dass der verzeichnete Farbumschlag des Phenolrots,
einhergehend mit einer pH Anderung des Mediums, tatsachlich mit einem
unterschiedlichen Acetatgehalt in den beiden, mittels Screening bestimmten
Varianten korrelierte. Hierzu wurden Stdmme der ACS- und IACS-Varianten
ausgewahlt, die sich bei wiederholtem Wachstum fir 15 Stunden als stabil
erwiesen hatten. Der Acetatgehalt im Medium wurde hier in 3 verschiedenen
Wachstumsphasen bestimmt, um den Verlauf des Katabolismus besser beurteilen
zu kénnen. Der erste Messzeitpunkt wurde nach 6 Stunden festgesetzt, da sich
die Bakterien zu diesem Zeitpunkt am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
befanden, und die Verstoffwechselung von Glukose beendet ist, es aber noch
nicht zu einem starken Verbrauch des im Medium befindlichen Acetats gekommen
ist. Zu diesem Zeitpunkt ist bei den ACS-Varianten ein Maximum des
Acetatgehalts im Medium zu erwarten. Die beiden spaten Messzeitpunkte spiegeln
die stationare Wachstumsphase wieder, in der zu erwarten ist, dass das
Bakterium Acetat als Kohlenstoffquelle verwendet und dieses somit aus dem

Medium zurickgewinnt.
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Abbildung 8: Acetatmenge im bakterienfreien Fliissigmedium. Staphylococcus epidermidis.
Verglichen wurden jeweils die IACS-(n=24) und ACS-(n=26) Phanotypen zu drei verschiedenen
Zeitpunkten (6,10 und 12 Stunden).Fir jeden Stamm wurde zu jedem Zeitpunkt ein Messwert
bestimmt. Das Wachstum erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 230 rpm und 37° C. Die
Darstellung der Werte erfolgt als Boxplot. Dargestellt werden der Median (—), der
Interquartilsabstand  (25%-75%) (o), Wisker mit Werten innerhalb des 1,5 fachen
Interquartilsabstand ( L+ T ) und Ausreiller, groRer als der 1,5 fache Interquartilsabstand (o).Die
Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe eines Mann-Whitney-U-Test beruhend auf
dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001)

Die Abbildung 8 zeigt die Acetatmenge im bakterienfreien Medium der S.
epidermidis Kulturen. Nach 6 Stunden Wachstum waren die Acetatmengen in
beiden Phanotypen nahezu gleich, ein signifikanter Unterschied der OD war nicht
vorhanden (p=0,639). Nach 10 Stunden Wachstum hingegen zeigte sich, dass in
den ACS-Varianten eine groBe Menge an Acetat aus dem Medium
verstoffwechselt wurde. Der Unterschied im Acetatgehalt des Mediums zwischen
den beiden Phanotypen zu diesem Zeitpunkt war hoch signifikant (p<0,001).
Zudem ist zu erkennen, dass die Acetatmenge im weiteren Wachstumsverlauf

zwischen 10 und 12 Stunden weiter abnahm. Bei den IACS Phanotypen dagegen
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zeigte sich zunéachst noch ein weiterer Anstieg der Acetatmenge. Auch in den
IACS Stammen zeigte sich zwischen 10 und 12 Stunden ein leichter Abfall der
sich im Medium befindenden Acetatmenge. Dennoch bestand auch nach 12
Stunden ein hoch signifikanter (p<0,001) Unterschied im Acetatgehalt der beiden

Phanotypen.
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Abbildung 9 Acetatgehalt im Medium von S. aureus (inklusive MRSA). Darstellt sind jeweils
die Acetatgehalte nach 6 und 10 Stunden Wachstum. Hierbei entspricht einem Bildpunkt dem in
einer Probe pro Stamm gemessenen Wert. Abbildungsbedingt kénnen nahe beieinander liegende
Werte als ein Bildpunkt erscheinen. (Auf eine Boxplot Darstellung wurde aufgrund des kleinen

Stichprobenumfangs verzichtet).

Die Abbildung 9 zeigt die Acetatmenge im Bakterien-freien Medium von S. aureus
Kulturen. Auch hier fanden sich nach 6 Stunden Wachstum &hnliche
Acetatmengen. Zum Zeitpunkt t=10 Stunden zeigten sich bei allen Stammen
deutliche Unterschiede zwischen den beiden Phanotypen. Auch die
Streuungsbreite der gemessenen Werte war, bei einer allerdings geringeren
Stichprobe, nicht so ausgepragt wie bei S. epidermidis.
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4.3.2 Vergleich der Aconitase-Aktivitat von IACSs und ACS

In diesem Versuchsaufbau sollte gezeigt werden, dass tatsédchlich eine
verminderte Aconitase-Aktivitat und damit einhergehend ein verringerter TCA-
Zyklus ursachlich fir den erhdhten Acetatgehalt im Medium der IACSs ist. Zur
Bestimmung der Enzymaktivitdt wurden wiederum die Zeitpunkte 6 Stunden fir
die exponentielle Wachstumsphase und 10 Stunden fir die friihe stationare Phase
gewahlt. Die Aconitase-Aktivitdt zum Zeitpunkt 10 Stunden hatte dabei
Auswirkungen auf den Acetatgehalt im Medium zu einem spateren Zeitpunkt (12
Stunden).
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Abbildung 10: Staphylococcus epidermidis Aconitase Aktivitat Verglichen wurden jeweils die
IACS- (n=24) und ACS- (n=26) Ph&notypen an zwei verschiedenen Zeitpunktion (6 und 10
Stunden).Fir jeden Stamm wurde zu jedem Zeitpunkt ein Messwert bestimmt. Das Wachstum
erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 230 rpm und 37° C. Die Darstellung der Werte erfolgte als
Boxplot. (Die Symbole entsprechen Abb. 7). Die Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests beruhend auf dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p <
0.01, ™ p < 0.001) an verschiedenen Zeitpunkten bei den jeweiligen Phanotypen von S.
epidermidis.

55



Ergebnisse

Im Vergleich der Aconitase-Aktivitaten der beiden Phanotypen zeigte sich nach 6
Stunden Wachstum zwar eine etwas hdhere Aktivitat bei den ACS-Varianten, die
jedoch nicht statistisch signifikant war. Bei beiden Varianten waren zum spateren
Messzeitpunkt hohere Enzymaktivitdten zu beobachten, wobei die Aconitase-
Aktivitdten zum Zeitpunkt 10 Stunden in den ACSs im Gegensatz zu den IACSs
deutlicher zunahm. So zeigte sich zu diesem Zeitpunkt ein hoch signifikanter
Unterschied in den Enzymaktivitdten der beiden Phanotypen (p<0,001). Dennoch
war auch hier eine grof3e Streubreite in den einzelnen Messungen vorhanden.
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Abbildung 11: Staphylococcus aureus Aconitase-Aktivitat (inkl. MSRA) zu verschiedenen
Zeitpunkten. Dargestellt ist jeweils die Aconitase Aktivitdt nach 6 und 10 Stunden Wachstum.
Hierbei entspricht ein Bildpunkt dem, in einer Probe pro Stamm gemessenen Wert.

Abbildungsbedingt kbnnen nahe beieinander liegende Werte als ein Bildpunkt erscheinen.

Analog zum starkeren Wachstum bei S. aureus im Gegensatz zu S. epidermidis
zeigten sich bereits nach 6 Stunden hohe Aconitase-Aktivitdten in den ACS-
Varianten, die auch zum spaten Messzeitpunkt &hnlich hoch zu verzeichnen
waren. Die Aconitase-Aktivitdten in den IACSs blieb sowohl nach 6 Stunden als
auch nach 10 Stunden in allen Stdmmen niedriger als in der ACS Gruppe.
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4.3.3 Korrelation zwischen dem Acetatgehalt und der Aconitase-Aktivitat
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Abbildung 12: Korrelation zwischen der Aconitase-Aktivitdt und der Acetatmenge bei S.
epidermidis. Gezeigt werden hier die nach 10 Stunden gemessenen Werte. Ein Bildpunkt
entspricht dabei einem pro Stamm gemessenen Wert (n=48)

Vergleicht man die Acetatgehalte der Isolate in der frihen stationdren
Wachstumsphase (Messzeitpunkt 10h) mit den entsprechenden Aconitase-
Aktivitadten, so erhadlt man eine Korrelation nach Pearson von -0,314, entsprechend
Signifikanz von p=0,030. Damit liegt eine Korrelation zwischen dem Acetatgehalt
und der Aconitase-Aktivitat vor. Ein hoher Acetatgehalt im Medium korreliert dabei
mit einer eher niedrigen Aconitase-Aktivitat.
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Abbildung 13 Korrelation zwischen der Aconitase Aktivitdt und der Acetatmenge bei S.
aureus. Gezeigt werden hier die nach 10 Stunden gemessenen Werte. Ein Bildpunkt entspricht
dabei einem pro Stamm gemessenen Wert (n=8)

Auch beim Vergleich der Aconitase-Aktivitdten mit dem Acetatgehalten im Medium
in der stationdren Phase in den S. aureus Stdmmen erhalt man, trotz des geringen
Stichprobenumfangs von n=8, eine Korrelation nach Pearson von -0,805,

entsprechend einer Signifikanz von 0,016.

4.4 Gen-Expression (Versuchsdurchfiihrung siehe 3.2.6)

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen flr S. epidermidis
dargestellt.
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Abbildung 14: Relative Gen-Expression bei S. epidermidis. Verglichen wurden jeweils die IACS-
(n=24) und ACS- (n=26) Phanotypen. Nach 6 und 10 Stunden wurde pro Stamm eine Probe fiir die
RNA lIsolation entnommen. Es wurde die relative Gen Expression von citB (A), ascA (B) und clpC
(C) bestimmt. Die Darstellung der Werte erfolgt als Boxplot. (Symbole siehe Abb. 7).Die
Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe eines Mann-Whitney-U-Tests beruhend auf
dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p £ 0.01, ** p < 0.001) zu verschiedenen
Zeitpunkten bei den jeweiligen Phanotypen von S. epidermidis.

Bei der Transkription des fir die Aconitase kodierenden citB Gens zeigte sich zum
frihen Messzeitpunkt eine tendenziell h6here Expression in den ACSs. Diese war
jedoch nicht signifikant (p=0,208). Zum spateren Messzeitpunkt (10 Stunden) fand
sich nahezu kein messbarer Unterschied mehr in der Transkription von citB
(p=0,944). Bei der Transkription von acsA (kodiert fir die Acetyl-CoA Synthetase)
zeigte sich hingegen an beiden Zeitpunkten eine héhere Expression in den IACSs,
die sowohl in der 6 Stunden Kultur (p=0,037) als auch nach 10 Stunden (p=0,04)
signifikant war. Die clpC-Transkription war nach 6 Stunden Wachstum bei den
IACS Varianten héher als bei den ACS, zeigte allerdings eine sehr groBe
Streubreite und war nicht signifikant (p=0,909). Dies war nach 10 Stunden
Wachstum sogar noch etwas deutlicher.
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Die folgenden Graphiken stellen die relative Gen Expression bei S. aureus dar.
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Abbildung 15 Relative Gen Expression in S. aureus. Dargestellt ist jeweils die relative Gen
Expression nach 6 und 10 Stunden Wachstum. Hierbei entspricht einem Punkt dem, in einer Probe
pro Stamm gemessenen Wert. Abbildungsbedingt kénnen nahe beieinander liegende Werte als ein
Bildpunkt erscheinen.

In S. aureus ist die citB-Transkription wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase in der ACS-Gruppe hdher als bei den IACSs (p=0,081). Nach
10 Stunden Wachstum né&herten sich die Werte dagegen an. Bei der acsA
Transkription wurde zu beiden Messzeitpunkien kein deutlicher Unterschied
festgestellt. Die Transkription von clpC wiederum war nach 6 Stunden Wachstum
in der IACS-Gruppe gegenuber der ACS-Gruppe erhéht. Nach 10 Stunden
Wachstum war die Genepression hier geringer als zum friilhen Messzeitpunkt.
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4.5 Vitalitatsanalysen

4.5.1 Vergleich des Bakterienwachstums (Versuchsdurchfiihrung siehe
3.2.3)
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Abbildung 16: Wachstumskurve S. epidermidis. Darstellung der Werte als Mittelwert und
Standartfehler. (o).Die Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-U-
Tests beruhend auf dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001) zu
verschiedenen Zeitpunkten bei den jeweiligen Ph&notypen von S. epidermidis.

Bei den Versuchen zeigte sich in der frihen Wachstumsphase bis zu 8 Stunden,
also in etwa der Zeit, in der Glukose verstoffwechselt wird, ein leicht starkeres
Wachstum in den ACS. In der spateren Wachstumsphase zeigte sich sogar ein
signifikanter Unterschied in der Bakteriendichte (10 Stunden (p=0,009) 12 Stunden
(p=0,002))
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Abbildung 17: Wachstumskurve S. aureus. Darstellung der Werte als Mittelwert und jeweiliger
Standartfehler. Verglichen wurden IACS (n=4) und ACS (n=4).

Auch bei S. aureus bestand in der frihen Wachstumsphase kein deutlicher
Wachstumsunterschied zwischen den beiden Gruppen. Nach 8 Stunden fand sich
jedoch ein héheres Wachstum im ACS-Phanotyp. Nach 10 und 12 Stunden wurde
dieser Wachstumsunterschied noch deutlicher.

4.5.2 CFU Determination und Anteil lebender/toter Zellen

Zur Uberlebensanalyse wurde zundchst die Menge der Kolonie-bildenden
Einheiten (CFU), also der Bakterien einer Kultur, die zur Vermehrung fahig sind,
bestimmt. Dies erfolgte nach 6 (exponentielle Wachstumsphase), 10 (stationare
Phase) und nach 30 Stunden (spatstationare Wachstumsphase).
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Abbildung 18: CFU/ml in S. epidermidis. Die Darstellung der Werte erfolgt als Boxplot.
Dargestellt werden der Median (—), der Interquartilsabstand (25%-75%) (o), Wisker mit Werten
innerhalb des 1,5 fachen Interquartilsabstand ( T+ L ) und AusreiRer, groRer als der 1,5 fache
Interquartilsabstand (o).Die Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests beruhend auf dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p £ 0.01, *™* p <
0.001) zu verschiedenen Zeitpunkten bei den jeweiligen Phanotypen von S. epidermidis.

Nach 6 Stunden Wachstum zeigte sich in den beiden Ph&notypen kein statistisch
erfassbarer Unterschied in der Anzahl vermehrungsféhiger Bakterien (p=0,386).
Nach 10 Stunden Wachstum bestand ein gréBerer Unterschied im Sinne eines
héheren CFU-Wertes in der ACS Gruppe (p=0,095). In der spatstationdren
Wachstumsphase (nach 30 Stunden) zeigte sich dagegen kein signifikanter
Unterschied mehr (p=0,702). Allerdings war trotz des geringen Unterschiedes zu
den einzelnen Zeitpunkten festzustellen, dass bei den ACS Stdmmen eher die
Tendenz zu einem Abfall der CFU im spateren Zeitverlauf bestand, wahrend die
IACS Stdmme hier eine gréBere Stabilitdt aufwiesen. Im Vergleich der CFU
Werte nach 10 Stunden und 30 Stunden zeigte sich ein Abfall der Werte

zum spateren Zeitpunkt, der allerdings nicht signifikant war (p=0,060).
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In der IACS Gruppe war kein Unterschied erruierbar (p=0,410)
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Abbildung 19: CFU/ml in S. aureus. Darstellt ist jeweils die CFU nach 6, 10 und 30 Stunden
Wachstum. Hierbei entspricht einem Punkt dem, in einer Probe pro Stamm gemessenen Wert.

Abbildungsbedingt kdnnen nah beieinander liegende Werte als ein Bildpunkt erscheinen.

Auch in S. aureus zeigte sich nach 6 Stunden Wachstum eine leicht héhere
Anzahl an Kolonie-bildenden Einheiten. Nach 10 Stunden Wachstum kam es hier
in den ACS-Phéanotypen zu einem ausgepragteren Anstieg der CFU im Vergleich
zu den |ACS-Phéanotypen in S. epidermidis. Zu diesem Zeitpunkt bestand nun
auch ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Phéanotypen. In S. aureus
zeigte sich nach 30 Stunden Wachstum bei den ACS-Stdammen wiederum ein
signifikanter Abfall in den CFU gegeniber dem Wert, der nach 10 Stunden
Wachstum vorlag (p=0,033). Dieser Abfall war in den IACS Stdmmen weniger
deutlich ausgepragt.
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4.5.3 Anteil lebender Zellen nach 30 Stunden Wachstum

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollte das tatsdchliche Verhaltnis lebender zu
toten Zellen ermittelt werden. Hierzu wurden die Bakterien erneut fiir 30 Stunden
wachsten gelassen. Anschlielend erfolgte eine ,live-death-staining” Aufgrund der
geringen Anzahl an S. aureus und einer demzufolge niedrigen Aussagekraft

wurden hier nur die S. epidermidis Stamme untersucht.
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Abbildung 20: Anteil lebender Zellen nach 30 Stunden Wachstum in S. epidermidis. ACS
n=24 und IACS n=24).Die Berechnung der p-Werte (zweiseitig) erfolgte mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Tests beruhend auf dem Vergleich von ACS vs. IACS. (* p< 0.05, ** p < 0.01, ** p <
0.001) zu verschiedenen Zeitpunkten bei den jeweiligen Phanotypen von S. epidermidis.
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In der IACS-Gruppe zeigte sich im Mittel ein Anteil von 88,3% an lebenden
Bakterien. Bei der ACS-Gruppe dagegen belief sich der mittlere Anteil der
lebenden Bakterien auf 66,87%. Damit ergab sich nach 30 Stunden Wachstum ein
signifikant hdheres Uberleben in der IACS Gruppe (p=0,014)

4.5.4 Vergleichende Vitalitatsanalysen in der stationaren Phase

Im Rahmen dieser Versuche sollte untersucht werden, ob die Stdmme mit einem
IACS-Phéanotyp in den spateren Wachstumsphasen im Gegensatz zu den ACS-
Stammen eine erhéhte Anzahl an vitalen Zellen besaBen. Hierzu wurden bei S.
aureus und S. epidermidis jeweils ein Stamm mit hoher Stabilitat ausgewahlt.
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Abbildung 21 Life-Death Stain in S. aureus

Die Abbildung zeigte Overlay- Aufnahmen eines Fluoreszenzmikroskops. Lebende Zellen zeigen

sich griin angefarbt. Tote Zellen sind rot dargestellt.
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Abbildung 22: Life-Death Stain in S. aureus

Die Abbildung zeigte Overlay- Aufnahmen eines Fluoreszenzmikroskops. Lebende Zellen zeigen

sich griin angefarbt. Tote Zellen sind rot dargestellt.
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Abbildung 23: Anteil der lebenden Bakterien eines Stammes in der spétstationdren
Wachstumsphase (Zeitpunkt der Beobachtung 3-6 Tage) S. epidermidis: CS 630 (ACS), CS 699
(IACS), S. aureus: CS 313 (ACS), CS 608 (IACS)

In dieser Versuchsreihe zeigten sich bei der IACS-Gruppe sowohl in S. aureus als
auch in S. epidermidis durchgangig bedeutend hdéhere Anteile an lebenden
Bakterien als in der ACS Gruppe. Bei CS 699 betrug der Anteil vitaler Zellen sogar
durchgangig bis zum Ende der Messung mehr als 90%. Auch CS 608 zeigte bis
zum 6. Wachstumstag einen hohen Anteil lebender Zellen. Analog zu dem hohen
Anteil bei den beiden ausgewahlten Stammen der IACS Gruppe lagen bei CS 313
und bei CS 630 ein sehr niedriger Anteil an lebenden Zellen vor. In CS 630 nahm
der Anteil nach 4 Tagen sogar noch weiter leicht ab. Bei CS 313 war die Menge
der lebenden Zellen dagegen konstant bis leicht ansteigend.
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4.6 Vancomycin Resistenz

Im Rahmen dieser Versuchsreine wurden mittels eines E-Tests die MIC der
einzelnen Bakterienstamme untersucht, um herauszuarbeiten, ob hier

Unterschiede zwischen den IACS und den ACS Phanotypen bestanden.
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Abbildung 24: Vergleich der mittleren MIC-Werte fiir Vancomycin Die Berechnung der p-Werte
(zweiseitig) erfolgte mit Hilfe eines Mann-Whitney-U-Tests beruhend auf dem Vergleich von ACS
vs. IACS. (* p< 0.05, ** p < 0.01, *™* p < 0.001) zu verschiedenen Zeitpunkten bei den jeweiligen
Phanotypen von S. epidermidis

Bei S. epidermidis zeigte sich zwischen beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied in der MIC fiir Vancomycin. Interessanterweise lagen generell hdhere
MIC in allen getesteten Stdmmen vor. Die Werte rangierten im Bereich zwischen
einer MIC von 1 pg/ml und 2,5 ug/ml. In der S. aureus Population besal3 ein
Stamm eine MIC von 6 pl und wurde somit als VISA klassifiziert.

72



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Unterschiede zwischen den verschiedenen
Staphylokokkenarten

Grundlage fir die vorliegende Arbeit war die Veréffentlichung von Nelson et al.
[58], die sich mit einem vermindertem Acetatkatabolismus bei VISA und VRSA
Stammen beschaftigten. Bei den dort verwendeten Bakterien handelte es sich
allerdings um Laborstdmme, bei denen sich innerhalb der VISA/VRSA Gruppe ein
signifikant hoherer Anteil an Bakterien mit einem verminderten Acetatkatabolismus
zeigte. Die Autoren beobachteten in dieser Studie, dass ebenfalls der Ubergang
von einer Niedrig-Resistenz zu einer Hoch-Resistenz mit einer Verminderung im
Acetatstoffwechsel einherging. Hierbei wurden je 2 VISA Stdmme und zwei VRSA
Stdmme miteinander verglichen, also eine sehr geringe Anzahl, sodass keine
gultige Aussage zur Signifikanz getroffen werden kann [58]: Daher entschieden wir
uns dazu ein Screening an klinischen Staphylokokken Stdmmen durchzufiihren
um zu eruieren ob es auch bei klinischen S. aureus Stdmmen und anderen
Staphylokokken einen eingeschrankten Zitratzyklus gibt, wie hoch der Anteil an
der Grundgesamtheit ist und ob er in Zusammenhang mit einer verminderten
Vancomycinempfindlichkeit steht. Analog zu den Ergebnissen von Nelson und
Kollegen lag beim Screening in unserem klinischen Hintergrund nur bei einem
geringen Anteil der S. aureus-Population (MSSA und MRSA) ein eingeschrankter
Acetatstoffwechsel vor. In denen von Nelson und Kollegen durchgefiuhrten
Versuchen mit Laborstdmmen fand sich in 8% der VSSA Stamme ein
eingeschrankter Acetatkatabolismus, in unserem Screening lag die Menge mit 1 %
bei den MSSA noch deutlich tiefer, in den MRSA haben wir mit einer Haufigkeit
von 13% dagegen sogar einen héheren Anteil an IACS gefunden. Leider wurde in
der Arbeit von Nelson und Kollegen nicht angeben ob es sich bei den VSSA um
MRSA oder MSSA handelte, weswegen hier eine genauer Vergleich mit unseren
Ergebnissen nicht mdglich ist. Die Gesamtzahl von untersuchten Stdmmen ist in

unser Arbeit zudem héher als bei Nelson und Kollegen, wo lediglich 7 VISA
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Stdmme mit 25 VSSA Stammen verglichen wurden [58]. Interessanterweise
fanden wir bei den Koagulase-negativen Bakterien jedoch generell einen deutlich
héheren Anteil an IACSs, als in der S. aureus Population. In den von uns
untersuchten Stdmmen fand sich nur ein Stamm, der als VISA klassifiziert werden
konnte und kein VRSA. Auch wenn wir daher keine Aussage zwischen einer
eingeschréankten Vancomycinempfindlichkeit treffen konnten, so decken sich diese
Daten doch gréBtenteils damit, dass weder VISA noch VRSA Stdmme bisher in
Europa endemisch sind [37]. Allerdings wurden durchgehend MHK-Werte von
mehr als 1 pg/ml ermittelt. Bei einzelnen Stammen wuchsen einzelne
Tochterkolonien auch bei einer Antibiotikakonzentrationen von 23 pg/. Ein
einzelner S. epidermidis Stamm der ACS Gruppe konnte aufgrund seiner MHK
von 6 pg/ml als VISA eingestuft werden. Dies zeigt, dass zukinftig auch in
unserem klinischen Umfeld das Problem von Vancomycinresistenzen auftreten
kann. Aufgrund der besonderen klinischen Bedeutung von S. aureus und S.
epidermidis haben wir uns dazu entschieden, diese beiden Staphylokokkenarten

naher zu untersuchen.

5.2 Anwendbarkeit von Phenolrot als Indikator fir das Screening

auf einen verminderten Acetatkatabolismus.

Auch wenn sich vorhergehende Veréffentlichungen bereits mit der mdglichen
klinischen Bedeutung von Staphylokokken mit einem eingeschrankten Zitratzyklus
befasst haben, wobei hier insbesondere das verlangerte Langzeitiberleben von
Laborstdmmen [85] und die erhdhte Resistenz gegeniber B-Laktam Antibiotika
[11] von Bedeutung ist, so wurde bislang noch keine Methode vorgeschlagen,
diese Stdmme im klinischen Alltag detektieren zu kénnen, sodass wir im Rahmen
unserer Arbeit feststellen wollten ob sich ein Screening mittels Farbindikator
eignet. Phenolrot unterliegt als pH-Indikator bereits vielfaltigen Anwendungen in
der Routinediagnostik. Beim Wachstum in Medien mit Glukose oder anderen
schnell verstoffwechselbaren Kohlenstoffquellen gilt ein saurer pH-Wert als
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Indikator flir die Acetatproduktion wahrend des normalen aeroben Wachstums von
S. aureus [22, 25, 87]. Aufgrund der Veranderungen im Wachstumsverlauf kann
man den pH-Wert und somit auch Phenolrot als Indikator fir die jeweilige
Wachstumsphase und auch fur die als Screening Methode fir die Aktivitat des
TCA-Zyklus nutzen [25]. Hierbei ist es von groBer Bedeutung, dass ausreichend
aerobe Bedingungen vorliegen, um sicherzustellen, dass der zu messende saure
pH-Wert auf Acetat zurlckzufihren ist, und nicht auf das bei anaeroben
Verhéltnissen moglicherweise produzierte Laktat. Unter streng aeroben
Bedingungen konnten wir durchgehend eine Korrelation der Farbe und somit des
pH-Wertes des Mediums mit einem hohen oder niedrigen Acetatgehalt gezeigt
werden, womit auch die Aconitase Aktivitdt umgekehrt proportional korrelierte.
Generell ergibt sich allerdings das Problem, dass Bakterienstdmme, die allgemein
ein langsameres Wachstumsmuster besitzen (z.B. bedingt durch die grof3e
Variabilitdt innerhalb der S. epidermidis Population), falschlicherweise als IACS-
Stamme identifiziert werden kénnen. Um diese Anzahl mdglichst gering zu halten,
wurde daher in unseren Screening Untersuchungen eine Wachstumszeit von 15
Stunden gewahlt, auch wenn bei den meisten Stdmmen schon nach 10-12
Stunden eine Zuordnung mdoglich war, wie die quantitative Bestimmung des
Acetatgehaltes im Medium zeigte, die bei S. aureus bei 10 Stunden und bei S.
epidermidis aufgrund des generell langsameren Wachstums nach 10 und 12
Stunden vorgenommen wurde. Einzelne Stdmme zeigten nach 15 Stunden einen
unklaren orangenen Farbumschlag, sodass eine Einordnung in die oben
genannten Gruppen rein optisch schwierig war, diese zeigten jedoch eine nicht
erniedrigte Aconitase-Aktivitat. Der etwas niedrigere pH-Wert schien in diesem
Fall einem insgesamt etwas langsameren Wachstumsmuster dieser Isolate
geschuldet zu sein. Stamme mit einer nicht eindeutig gelben Farbung, wurden in
der Folge von uns dem ACS Phénotyp zugeordnet. Diese Probleme sind
allerdings nicht in der Anwendung von Phenolrot an sich begrindet, sondern
wlrden auch auftreten, wenn man den tatsachlichen Acetatgehalt messen wirde.
Letztlich eignet sich der Phenolrotfarbstoffe aufgrund seiner unkomplizierten
Anwendung und des gunstigen Preises also auch fir das Screening klinischer

Staphylokokken Stdmme, solange ein festgelegter Messzeitpunkt nach 12-15
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Stunden eingehalten wird, es sollten allerdings zur Bestatigung weitere genauere
Untersuchungen durchgefihrt werden, um falsch positive Ergebnisse zu
eliminieren. Die entsprdche insgesamt dem im Klinischen Alltag etablierten
Systemen von Suchtests mit einer hohen Sensitivitdt und niedrigen Spezifitat, bei
denen, im Falle eines positiven Ergebnisses ein Bestatigungstest durchgefiihrt

wirde.

5.3 Wachstum und Metabolismus

Wir konnten die Ergebnisse von Somerville et. al [87], in denen gezeigt wurde,
dass bei Laborstammen von S. aureus ein geringeres Wachstum vorliegt als bei
dem jeweiligen Wildtyp auch an klinischen Stdmmen und anderen
Staphylokokkenarten, insbesondere bei Staphylokokkus epidermidis bestatigen.
Bei uns zeigte sich allerdings ein signifikanter Unterschied im Wachstum erst nach
6 Stunden, dem Zeitpunkt zu dem bei unseren Stammen der Glukosestoffwechsel
beendet war. Wobei wir somit auch zeigen werden konnten, dass die niedrige TCA
Zyklus Aktivitat nicht sekundar aufgrund eines generell erniedrigten Wachstums
zustande kommt, da hier schon vor Ablauf der 6 Stunden ein
Wachstumsunterschied bestanden hatte. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
Nelson und Kollegen zumindest in dem Vergleich von VISA und VRSA Stamme
auch vor 6 Stunden ein Unterschied im Wachstum. Da hier aber auch schon friher
Acetat im Medium nachweisbar war, begann die stationare Wachstumsphase hier
am ehesten friher als bei unseren Stammen [58]. In einer Verdffentlichung von
2002 hatten Somerville und Kollegen bereits einen S. aureus Stamm und die
dazugehdrige Mutante mit einem mit einem Aconitase knock out untersucht. Hier
konnte bis zu 6 Stunden sogar ein identisches Wachstum beobachtet werden und
dann erst ein schwéacheres Wachstum in der Mutante [85]. Auch bei uns zeigte
sich ab diesem Zeitpunkt, der den Beginn der stationdren Wachstumsphase
kennzeichnet eine signifikant héhere Bakteriendichte bei dem ACSs, die bis zum
Ende der Messungen (12 Stunden) erhalten blieb. Erwartungsgeman fand sich
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auch zu den separat durchgefiihrten Messungen zum Zeitpunkt 30 Stunden eine
héhere Bakteriendichte bei diesem Phéanotyp. Alle diese Beobachtungen
bestatigten also ein niedrigeres postexponentielles Wachstum bei klinischen IACS
Stdmmen. Somerville und Kollegen konnten allerdings bei den oben genannten
Laborstdmmen durch eine CFU Determination Uber 200 Stunden zeigen, dass mit
einem TCA Zyklus ab etwa 70 Stunden eine konstante Abnahme an vitalen Zellen
zu verzeichnen war, wahrend die Anzahl in der Mutante konstant blieb [85].
Betrachtete man auch in unserer Arbeit die Menge der tatsachlich vitalen und
teilungsfahigen Bakterien, so fanden sich ebenfalls klare Unterschiede in den
beiden Gruppen im Verlauf. Nach 10 Stunden Wachstum, in der stationaren
Phase, war die Anzahl an Kolonie-bildenden Zellen in der ACS Gruppe noch
héher. Nach 30 Stunden, in der spatstationdaren Phase, zeigte sich allerdings in
der IACS Gruppe kein signifikanter Unterschied im Anteil an teilungsfahigen Zellen
zu den vorherigen Zeitpunkten, wobei bei den ACSs eine klare Abnahme der CFU
im Vergleich zu den vorhergehenden Messzeitpunkten zu erkennen war. Eine
Aussage zu der tatsachlich vorhandenen Anzahl lebender Bakterien kann in dieser
spaten Wachstumsphase zumindest fir die vorliegenden klinischen Stamme
mittels der Messung der optischen Dichte nicht getroffen werden, da auch
abgestorbene Zellen zu einer Anderung der Dichte fiihren. Dies zeigt sich
besonders deutlich, wenn man das tatséchliche Verhaltnis lebender zu toter
Bakterien betrachtet. Trotz einer groBen Heterogenitat war der Anteil lebender
Zellen in den Stammen, die dem ACS Typ zugehérten, deutlich niedriger als bei
denen vom |IACS Typ. Bei der ACS-Gruppe kam es im weiteren
Wachstumsverlauf weiter zu einer kontinuierlichen Abnahme des Anteils lebender
Zellen. Da in unserer Arbeit zur Beurteilung des Langzeitiberlebens ein ,Life-
Death Stain“ verwendet wurde, lassen sich die Ergebnisse nur bedingt mit denen
von Somerville und Kollegen vergleichen, da hier lediglich die CFU bestimmt
wurde [85]. Letztlich konnten wir zeigen, dass bereits ein eingeschrankter
Tricarbonsaurezyklus bei klinischen Stammen schon zu einem erhdhten
Langzeitiberleben fihrt. AuBerdem konnten feststellen, dass sich auch in S.
epidermidis ein eingeschrankter TCA-Zyklus positiv auf die bakterielle Persistenz
auslbte. Eine Ursache hierfir kdnnte sein, dass in Zellen mit verminderter TCA-
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Zyklusaktivitdt ~ weniger  potenziell  zellschadigende  Stoffe, wie z.B.
Sauerstoffradikale entstanden, als es in Bakterien mit einem normal ablaufenden
Zitratzyklus der Fall gewesen wére [101].

5.4 Mogliche Grundlagen der verminderten Aconitase-Aktivitat

Untersuchungen zu der Bedeutung des TCA-Zyklus fanden sich bislang vorrangig
bei Laborstammen [58, 85, 87]. Hierbei wurden insbesondere Bakterien mit einem
Knock out flr das Schlisselenzym des Zitratzyklus, der Aconitase untersucht.
Auch bei einer Inaktivierung des Hitzeschockproteins ClpC kommt es zu einer
starken Verringerung des TCA-Zyklus, weshalb wir uns dazu entschlossen haben,
auch die Expression dieses Proteins in ausgewahlten Isolaten zu quantifizieren. In
dieser Arbeit konnte jedoch kein Stamm mit véllig aufgehobener TCA-Zyklus-
Aktivitat identifiziert werden. Vielmehr fanden sich erniedrigte, jedoch verschieden
starke Aktivitaten in der IACS Gruppe. Auch in der ACS-Gruppe zeigte sich eine
hohe Varianz in der Aconitase-Aktivitdt. Der Grund daflr findet sich in den
verschiedenen genetischen Hintergriinden bei klinischen Stdmmen. So zeigten
sich in der exponentiellen Wachstumsphase schon Unterschiede im
Wachstumsverhalten innerhalo  der jeweiligen Gruppen, die nicht in
Zusammenhang mit der TCA-Zyklus Aktivitdt stehen kénnen. Bei den zuvor
untersuchten Laborstamme mit der jeweiligen knock out Mutante, war das
Wachstum bis zu diesem Zeitpunkt dagegen identisch [85]. Bei den hier
untersuchten Isolaten war allerdings kein signifikanter Unterschied in der
Transkription, des fir die Aconitase kodierende citB zu erkennen, nur zu Beginn
der stationaren Wachstumsphase zeigten sich in der ACS Gruppe hoéhere
Transkriptmengen dieses Gens. Wenn man S. aureus und S. epidermidis
betrachtet, gab es interessanterweise Unterschiede im Expressionsverhalten von
clpC. In S. epidermidis lag zu allen Messzeitpunkten eine hdhere clpC-
Transkription in der IACS-Gruppe vor. Auch dort war allerdings bei beiden
Phanotypen eine groBe Streubreite der Werte zu beobachten. Die hdhere
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Expression von clpC in S. epidermidis, unterstitzte zusammen damit, dass es
keinen Signifikanten Unterschied in der citB Transkription gab, wiederum die
These, dass die erniedrigte TCA-Zyklus Aktivitdt auf Defekte in den
entsprechenden Enzymen zurlickzufiihren ist. Um die Enzyme vermehrt abbauen
zu kdnnen, ist im Allgemeinen eine erhdhte Produktion von Hitzeschockproteinen,
wie zum Beispiel ClpC, von Néten. Zudem fand sich auch ein Anstieg der clpC
Expression im Zeitverlauf. Auch dies lie auf eine steigende Akkumulation von
defekten Enzymen schlieBen, die abgebaut werden mussten. Bei S. aureus
hingegen konnte zum frhen Messzeitpunkt (6 h) eine signifikant héhere clpC
Expression in der ACS Gruppe beobachtet werden, wahrend zu den spateren
Messzeitpunkten (10 und 12 h) dagegen keine klaren Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen festzustellen waren. Zumindest der starke Anstieg der clpC
Expression im Wachstumsverlauf in der IACS Gruppe passte jedoch zu der
Hypothese des hoheren Bedarfs an Hitzeschockproteinen wahrend den spéteren
Zeitpunkten. Allgemein bestand bei der S. aureus Gruppe allerdings das Problem
der kleinen Probenzahl (n=4), die der niedrigen Pravalenz des IACS Phénotyps in
dieser Spezies geschuldet ist. Die allgemein hohe Expression von acsA lief3
zusatzlich darauf schlieBen, dass der erniedrigte Acetatkatabolismus nicht das
Resultat eines verminderten Acetattransports in die Zelle ist. Letztlich bleibt die
Frage, wie es nun zu der erniedrigten Aconitase Aktivitdt kommt. Hier sind
insbesondere zwei Mdoglichkeiten denkbar. Zum einen kann es zu
Punktmutationen innerhalb des entsprechenden Gens gekommen sein, wodurch
auch die erhdhte ClpC Aktivitat zu erklaren ware, andererseits kann es sich hierbei
auch um spezielle Eigenschaften der jeweiligen Sequenztypen handeln. Welcher
dieser Falle nun zutreffend ist, kbnnte in Zukunft durch Typisierung/Sequenzierung
der vorliegenden Stamme gesichert werden. Natirlich ist es auch méglich, dass
es generell verschiedene Ursachen fir den verminderten Acetatkatabolismus gibt.
Dies wirde insbesondere die groBe Streubreite der Ergebnisse in der Analyse der
Genexpression erklaren. Auch Chittezham und Kollegen haben im Jahr 2013 ein
Screening auf einen eingeschrankten Actetatkatabolismus in S. epidermidis
durchgefihrt. Dort wurde nach 24 Stunden der Acetatgehalt im Medium von 126

klinischen Stammen bestimmt, wobei 14% als Stamme mit einem stark
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eingeschrankten Tricarbonsaurezyklus gesehen wurden. In unserem Screening
konnten wir dagegen 22% der Stamme als IACS einordnen. Dies kann zum einen
in den unterschiedlichen Messmodalitaten liegen. Wie oben beschrieben wirden
wir einen Messzeitpunkt von 12-15 Stunden bevorzugen. AuBerdem wurde im
Gegensatz zu unserer Arbeit bei Chittezham und Kollegen nur die Acetatmenge
nicht aber die tatsachliche Aktivitdt des TCA —Zyklus bestimmt. Eine andere
Ursache fur die verschiedenen Werte kann allerdings auch in den verschiedenen
klinischen Hintergriinden liegen, da das Screening von Thomas et a. in den USA
durchgefahrt wurde [11].

5.5 Uberlebensvorteile und Antibiotika Resistenz

Insgesamt war der Anteil des IACS-Phanotyps innerhalb der Koagulase-negativen
Staphylokokken Uberraschend hoch, wenn man die die Ergebnisse von Nelson
und Kollegen zugrunde legt, wo ja nur ein geringer Anteil der VSSA einen solchen
Phanotyp aufwies [58]. Prinzipiell wirde man erwarten, dass Stamme vom ACS-
Phanotyp aufgrund des schnelleren Wachstums deutlich im Vorteil waren. Auch
die Produktion der sekretorischen Virulenz Faktoren ist in hohem MafBe eng an
einen funktionierenden TCA Zyklus gekoppelt und hat ihr Produktionsmaximum
dementsprechend in der stationaren Wachstumsphase, wenn eine hohe
Zitratzyklusaktivitat vorhanden ist. Allerdings besitzt z.B. S. epidermidis ein viel
geringeres Arsenal an Virulenz Faktoren als S. aureus [64]. Gleichzeitig ist bei S.
aureus der Anteil von IACS viel geringer. Mdéglicherweise ist das also darin
begrindet, dass in S. aureus Stammen die verminderte Produktion von
sekretorischen Virulenz Faktoren ein Grund fur den fehlenden ,Erfolg“ von IACSs
Stammen darstellt, diese also nicht konkurrenzfahig genug sind. Im Gegensatz
dazu ist S. epidermidis ein lberwiegend komensales Bakterium. Hier scheint eine,
im Zuge einer verringerten TCA-Zyklus-Aktivitdt konsekutiv verminderte Virulenz
Faktor Produktion nicht nachteilig zu sein bzw. kénnten eventuelle Vorteile, die ein
verminderter Zitratzyklus mit sich bringt und das damit verbundene langsame
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Wachstum Uberwiegen. Der Zusammenhang zwischen einem fehlenden
Acetatkatabolismus und einem verbessertem Wachstum in Anwesenheit von B3-
Laktam Antibiotika konnte kirzlich von Chittezham und Kollegen gezeigt werden.
Wobei dieser Vorteil bei anderen untersuchten Antibiotika nicht zu sehen war. Als
mogliche Ursache wurde dabei eine erhohte Toleranz gegentber oxidativem
Stress, verminderte Bildung von freien Radikalen und eine verminderte
Empfindlichkeit gegenutber Autolysinen gesehen [11]. Dieser beschriebene
Wachstumsvorteil in Anwesenheit von B-Laktam Antibiotika kann eine Erklarung
fr den in unserem Screening hohen Anteil an IACS bei den Koagulase negativen
Staphylokokken darstellen. Auch Chittezham und Kollegen waren der Meinung,
dass klinische Stamme mit einem verminderten Acetatkatabolismus bei dem
umfangreichen Einsatz von B-Laktam Antibiotika im klinischen Alltag einen
Wachstumsvorteil besaBen. Allerdings wurden ihrer Arbeit Kollegen die Versuche
vor allem bei Antibiotikakonzentrationen unterhalb der MIK bei Laborstammen
durchgefihrt [11]. Wir konzentrierten uns in der vorliegenden Arbeit allerdings auf
die Empfindlichkeit gegeniber Vancomycin, konnten aber bei den untersuchten
Bakterienstimmen sowohl bei S. epidermidis als auch bei S. aureus keine erhdhte
Vancomycin-Resistenz bei der IACS Gruppe feststellen. Die verminderte
Zitratzyklusaktivitdt kann somit nicht die alleinige Ursache flir eine erhdhte
Vancomycin-Toleranz sein. Auch Nelson und Kollegen fanden ja bereits in der
VSSA Gruppe Stdmme mit einem eingeschrankiem Acetatkatabolismus [58].
Interessanterweise zeigte sich in unserer Arbeit weitaus geringerer Anteil an
IACS-Stdmmen bei den MSSA als bei den MRSA. Dies ist im gewissen MafR3e
koharent zu den zuvor erwahnten Ergebnisse von Chittezham und Kollegen [11].
Es schein also so, dass der Anteil des IACS-Phanotyps an der Grundgesamtheit
scheint also mit dem Ausmal3 an Resistenzen gegenlber Betalaktam-Antibiotika
zuzunehmen. Hiermit wirde sich auch der hohe Anteil von Stdmmen mit dem
entsprechenden Metabolismusverhalten bei S. epidermidis erklaren. Bei einem
groBBen Anteil der klinischen S. epidermidis-Stdmme fanden sich namlich multiple
Resistenzen, insbesondere wie in unserem Screening festgestellt werden konnte,
auch gegen das zuvor erwahnte Methicillin. Interessant ware daher in der Zukunft
klinische S. epidermidis Stamme hinsichtlich ihres Antibiotikaprofils und eines
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eingeschrankten Acetatkatabolismus zu untersuchen

5.6 Wachtumsbedingungen

Die in dieser Arbeit durchgefiihnrten Versuche kénnen nur Aussagen Uber das
Bakterienverhalten in vitro und unter den oben genannten festen Bedingungen
beim Wachstum in einem Kulturmedium treffen. Im Wirtsorganismus kénnen
dagegen ganz unterschiedliche Gegebenheiten vorherrschen. Innerhalb von
abgekapselten Abszessen finden sich Wachstumsbedingungen, die dadurch
gekennzeichnet sind, dass eine bestimmte, endliche Menge an N&hrstoffen
vorhanden ist, sodass es im Verlauf zu einer Verminderung dieser N&hrstoffe und
einer Ansammlung bestimmter Metaboliten kommt. Im Gegensatz dazu entspricht
der Blutkreislauf einem FlieBsystem mit einem stetigen An- und Abtransport von
Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten. In solch einer Umgebung, wo schnell
verstoffwechselbare Kohlenstoffquellen wie Glukose vorhanden sind, kommt es
physiologischer weise schon zu einer Suppression des Zitratzyklus durch
Kohlenstoffmetabolit-beeinflusste  Regulatoren wie dem Kohlenstoffkatabolit
Protein A (CcpA), so dass es in diesem Milieu wahrscheinlich keinen Unterschied
im Metabolismus zwischen den beiden untersuchten Gruppen gibt. Ein wichtiger
Faktor - wenn es um die Persistenz eines Krankheitserregers geht — ist im
menschlichen Koérper nun auch seine Fahigkeit, in Wirtszellen zu internalisieren
und in diesen intrazellular zu Oberleben. Sowohl fur S. aureus als auch flr S.
epidermidis konnte ein solcher Internalisierungs- und Persistenzmechanismus
gezeigt werden. Inwieweit diese ---Mechanismen in klinischen Stdmmen durch
eine Verminderung der TCA-Zyklusaktivitdt verandert werden, muss zukilnftig
noch geklart werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter in vitro
Bedingungen Staphylokokken Stdmme mit einem IACS-Phénotyp ein hdheres
Langzeitiberleben im Vergleich zu Bakterien ohne Einschrankung im
Acetatkatabolismus zeigen. Letztlich stellt sich allerdings die Frage, ob und
inwieweit ein Phanotyp, der durch einen verminderten Acetatkatabolismus
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gekennzeichnet ist, auch in vivo einen Uberlebensvorteil besitzt. Hierzu gibt es
bislang nur wenige Daten. So konnte allerdings in der Zellkultur gezeigt werden,
dass ein verminderter TCA-Zyklus in S. aureus scheinbar Auswirkungen auf die
Produktion von NO von Phagozyten hat, was zu einem verlangerten Uberleben
der Bakterien flihrt [51]. Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass eine verminderte
TCA-Zyklusaktivitat unter bestimmten Wachstumsbedingungen, insbesondere in
Hinblick auf den Kampf gegen das Wirtsimmunsystem, von Nachteil sein kann.
Die niedrige Pravalenz des IACS Phanotyps in S. aureus, der im Gegensatz zu
den Koagulase-negativen Staphylokokken sein pathogenes Potenzial vermehrt
der Produktion einer Vielzahl von Virulenzfaktoren verdankt, deren Expression in
Zusammenhang mit dem TCA Zyklus steht [86], liefert einen Hinweis darauf. Die
ist durch den, in einem offenen FlieBsystem, wie dem Wirtskdrper, vorhanden

Selektionsdruck, zu begriinden.

5.7 Zusammenfassung

Es gibt zwar bislang schon diverse Untersuchungen, die sich mit dem
Auswirkungen des Zitratzyklus, auf das Uberleben der Bakterien [85], Anderungen
im Wachstumsverhalten [87], der Produktion von Virulenzfaktoren [86] und
mogliche Antibiotikaresistenzen [11, 58] beschaftigten. Doch alle diese
Untersuchungen wurden bislang nur an Laborstdmmen durchgefihrt, bei denen
ein kompletter ,Knock-out* der Aconitase vorlag. Chittezham und Kollegen haben
zwar auch ein kleiner angelegtes Screening flur einen eingeschrankten
Acetatkatabolismus in S. epidermidis durchgefihrt [11]. Weitergehende
Untersuchungen vor allem hinsichtlich des Langzeitiberlebens in solchen
Stdmmen wurden bisher noch nicht veréffentlicht. Zusammenfassend kann
festgehalten werden, dass sich auch im klinischen Umfeld Staphylokokken-Isolate
mit einem verminderten Acetatkatabolismus finden. Allerdings zeigten die meisten,
der hier untersuchten Stamme eine stark unterschiedliche Auspragung im
Acetatkatabolismus, was moglicherweise durch eine groBe genetische
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Heterogenitat - insbesondere bei den Koagulase-negativen Stdmmen - bedingt
war. Dennoch lieBen sich mit Hilfe des Phenolrotscreenings zuverlassig Stamme
mit einer eingeschrankten Aktivitat identifizieren. Im Gegensatz zu den bisherigen
Arbeiten, bei denen Laborstdmme betrachtet wurden, zeigten sich bei den
diesbezlglich untersuchten klinischen IACS Isolaten nur eine schwach
verminderte Expression der Aconitase, so dass die Ursache fuar den
eingeschrankten Acetatmetabolismus hier (vermutlich) nicht in einer verminderten
Genexpression der TCA Zyklus-Komponenten zu suchen ist. Auch, wenn die
genaue Ursache fur die verminderte TCA Zyklus-Aktivitat der IACS in dieser Arbeit
nicht eruiert werden konnte, legen die Transkriptionsdaten nahe, dass das Enzym
in ausreichender Menge exprimiert wurde, die Aktivitat pro Mol allerdings
eingeschrankt ist. Dies kann z.B. aufgrund von Punktmutationen geschehen sein,
die in der Synthese eines leicht fehlerhaften Enzyms enden. Alternativ kbnnen
durch eine veranderte Translation Unterschiede in der Stabilitdt des Enzyms
entstehen, die dazu fihren, dass die IACSs eine verminderte Aconitase-Aktivitat
aufwiesen. Die enge Korrelation der Aconitase-Aktivitdten mit den Acetatmengen
in den Uberstanden der Staphylokokken-Kulturen lasst jedoch darauf schlieBen,
dass Unterschiede in der Wiederaufnahmefahigkeit von Acetat sehr
wahrscheinlich nicht flr die verminderte Tricarbonsaurezyklus-Aktivitat in den
IACS ursachlich ist. Die verminderte TCA-Aktivitdt in IACS hingegen kénnte mit
einem deutlich hdheren Langzeitiberleben der Vertreter dieses Phanotyps
korreliert werden. Es bleibt jedoch bislang unklar inwieweit der IACS Phanotyp
eine tatsachlich klinische Bedeutung hat. Weitere Untersuchungen bezlglich einer
veranderten Persistenz der Staphylokokken mit einer verminderten TCA-Zyklus
Aktivitat, insbesondere in Hinblick auf ein verlingertes intrazellulares Uberleben
des Pathogens, sind ebenfalls notwendig, da Isolate mit IACS Phanotyp aufgrund
ihrer  verbesserten  Langzeitliberlebensféhigkeit ~mit  einer  erhdhten
Reinfektionsrate korreliert sein kdnnen und eventuell eine verbesserte in vivo
Antibiotikaresistenz aufweisen. Des Weiteren waren langfristig auch klinische
Studien sinnvoll, bei denen der tatsachliche Krankheitsverlauf von Infektionen
beobachtet werden kann, von denen bekannt ist, dass das Pathogen einen

verminderten Acetatkatabolismus aufweist. Das Phenolrotscreening wirde hierbei
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- bei einer gesicherten Staphylokokken Infektion - ein gutes diagnostisches
Werkzeug darstellen. Dies ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da die
bisherigen Daten auf eine nicht geringe Kklinische Bedeutung von einem
eingeschrankten  Tricarbonsaurezyklus, insbesondere im  Hinblick auf
persistierende Infektionen und mangelndem Ansprechen auf eine antibiotische

Therapie.
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