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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

2.1 Deutsche Fassung

Staphylococcus aureus ist ein humanpathogenes Bakterium mit weltweiter
Verbreitung und der Fahigkeit der Kolonisation und der Invasion. Im Rahmen des
african-german-staphnet ~ Konsortiums  wurden in  einer  prospektiven
multizentrischen Studie kolonisierende und invasive Staphylococcus aureus
Isolate in Homburg/Deutschland und Ifakara/Tansania gesammelt und mittels

Mikroarray-Technologie (Identibac®) untersucht.

Anhand der ermittelten komplexen genetischen Information wurden unter anderem
Unterschiede in den Resistenzgenen untersucht. Neben der erhdhten
genotypischen Penicillinresistenz (blaz in 95% positiv) fiel eine erhdhte
genotypische Tetrazyklinresistenz (tetK in 28% positiv) in Tansania im Vergleich
zu deutschen Isolaten auf. Der Uberwiegende Teil der S. aureus Isolate war

Methicillin-sensibel (mecA in 2% positiv).

Ein weiterer Aspekt war die Untersuchung der Virulenzgene. Mit Ausnahme von
Exfoliativtoxin A mit héherer Pravalenz in Tansania, zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der klassischen Toxine, wie Entero-
und Exfoliativtoxine, zwischen den beiden geografischen Regionen.
Bemerkenswert war die Pravalenz der PVL-positiven Isolate in Tansania im

Vergleich zu den deutschen Isolaten.

Anhand der Verteilung der klonalen Komplexe konnten transkontinentale
phylogenetische Unterschiede nachgewiesen werden. In Homburg fanden sich am
haufigsten CC7, CC5 und CC45. In Tansania dominierten CC121, CC15 und CCS5,
wobei sich dort besonders die invasiven Isolate aus CC121 und ST152
rekrutierten. In den nasalen Isolaten herrschten die CC15, CC8 und CC45 vor.
Die Verteilung der Isolate nach ihrer Lokalisation, nasal oder invasiv, war in
Deutschland ausgeglichen, lediglich CC101 war haufiger in kolonisierenden

Isolaten zu finden.
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2.2 Abstract

Staphylococcus aureus is a worldwide human pathogen associated with
colonization and also severe invasive infections. Within the african-german-
staphnet consortium nasal and invasive Staphylococcus aureus isolates from
Homburg/Germany and Ifakara/Tanzania were collected and analyzed with

microarray technology (Identibac®) in a prospective multicenter study.

The comprehensive genetic data were used to analyze the resistance gene
repertoire. Apart from the increased genotypic penicillin resistance (blaZ in 95%
positive) there was an increased genotypic tetracycline resistance (tetK in 28%
positive) in Tanzania in contrast to german isolates. Most of the isolates were

methicillin sensitive (mecA in 2% positive).

Analyzing the virulence gene repertoire was a further aspect. No statistical
differences were detected between both geographic regions in the distribution of
the classical toxins like entero- or exfoliative toxins, except for exfoliative toxin A
with higher prevalence in Tanzania. The prevalence of PVL positive isolates was

significantly higher in Tanzania as compared to german isolates.

Transcontinental phylogenetic differences were revealed based on the distribution
of the clonal complexes. The most common CCs in Homburg were CC7, CC5 and
CC45. In Tanzania high abundance of CC121, CC15 and CC5 was detected
whereas the invasive isolates were dominated by CC121 and ST152. The
predominant CCs in nasal isolates were CC15, CC8 and CC45. In Germany the
CC distribution was similar between nasal and invasive isolates, except for CC101

which was more abundant in isolates of nasal origin.
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3 Einleitung

3.1 Staphylococcus aureus

Staphylokokken sind  grampositive  Kugelbakterien der Familie der
Staphylococcaceae, welche sich in allen Ebenen des Raumes teilen und somit zu
traubenférmigen Kolonien anordnen. Die fakultativ anaeroben Keime sind
unbeweglich, katalasepositiv und bilden keine Sporen [Schleifer and Bell, 2009].
Die grofte humanpathogene Bedeutung kommt der koagulasepositiven
Staphylococcus aureus Spezies zu. Sie bildet auf bluthaltigen N&hrbdéden
porzellanweilRe bis elfenbeinfarbige Kolonien, welche aufgrund der B-Hamolyse

von einer klaren Hamolysezone umgeben sind.

S. aureus kolonisiert die Haut und Schleimhaute von Saugern. Eine Nische bildet
insbesondere der Nasenvorhof von Erwachsenen [Aly and Levit, 1987,
Hoefnagels-Schuermans et al., 1999]. Die Pravalenz der gesunden Trager in der
Bevdlkerung wird auf 25 - 30% geschétzt [van Belkum et al., 2009; Wertheim et
al., 2005]. Der Nasenvorhof gilt als haufigster Kolonisierungsort, jedoch gibt es
auch extranasale Stellen, wie die Haut, der Pharynx und das Perineum, welche
gehaduft mit S. aureus besiedelt sind [Armstrong-Esther, 1976; Ridley, 1959;
Wertheim et al., 2005; Williams, 1963]. Der Anteil an Krankheitstragern variiert
zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen mit héheren Raten in der
weillen Bevolkerung [Cole et al., 2001; Wiliams, 1963] und mit der
Geschlechtszugehdorigkeit (Manner haufiger) [Eriksen et al., 1995; Herwaldt et al.,
2004; Williams, 1963] und dem Alter [Armstrong-Esther, 1976; Parnaby et al.,
1996; Peacock et al., 2003].

Jedoch kann S. aureus auch eine Vielzahl invasiver, z. T. lebensbedrohlicher
Erkrankungen verursachen, z. B. Haut- und Weichteilinfektionen (Furunkel,
Follikulitis), Blutstrominfektionen, infektiose Endokarditiden, Pneumonien und
Osteomyelitiden.
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Ferner spielen toxinbedingte Erkrankungen, wie das Toxic-Shock-Syndrom, das
Staphylococcal-Scalded-Skin-Syndrom oder Lebensmittelvergiftungen eine Rolle
[Que and Moreillon, 2009].

Unter bestimmten Voraussetzungen sind die Kolonisationsraten erhdht, wie z. B.
bei Diabetes mellitus Typ | [Tuazon et al., 1975], AIDS [Weinke et al., 1992], IVDA
[Tuazon and Sheagren, 1974], Hamodialyse [Yu et al., 1986], chirurgischen
Eingriffen [Kluytmans et al., 1995; Weinstein, 1959] sowie qualitativen und
guantitativen Defekten der Leukozyten [Que and Moreillon, 2009]. Auch adipdse
Patienten und solche, die einen Schlaganfall erlitten haben, [Herwaldt et al., 2004]
gelten als geféahrdet fir hohere Kolonisationsraten. Obwohl die Kolonisierung oft
asymptomatisch verlauft, haben nasale Trager ein erhohtes Risiko fur Infektionen
[Cavalcanti et al., 2005; Kluytmans et al., 1997; von Eiff et al., 2001]. Jedoch
haben sog. Nichtcarrier bei exogenen Bakteriamien mit S. aureus eine vierfach

erhohte Mortalitat im Vergleich zu den Carriern [Wertheim et al., 2004].

Das zirkular angeordnete Genom enthélt etwa 2,8 Millionen Basenpaare. Etwa
80% dieser DNA wird gebildet vom sog. core-genome mit den housekeeping
Genen. Der restliche Anteil entfallt auf das accessory genome mit mobilen DNA-
Elementen (MGE), die viele Pathogenitatsfaktoren und Resistenzfaktoren tragen
[Que and Moreillon, 2009]. Die Gene fur Virulenz- und Resistenzfaktoren befinden
sich sowohl auf dem Chromosom als auch auf extrachromosomalen Elementen
[Novick, 1990].

Zur Untersuchung der Phylogenie von S. aureus Isolaten, welche auf3erst klonal
sind, ist die Einteilung in klonale Komplexe (CC), basierend auf der Multi-Lokus-
Sequenz-Typisierung (MLST), eine bewahrte Methode. Anhand der Sequenzen
der housekeeping Gene konnen die Isolate zu Sequenztypen (ST) zugeordnet
werden. Nahverwandte Sequenztypen werden einem klonalen Komplex mit dem
jeweiligen Stammesvater zugeordnet. In den CC sind somit Abkbmmlinge eines
Klons zusammengefasst, die sich Uber eine gewisse Zeit entwickelt haben [Enright

et al., 2000]. Eine direkte Aussage Uber die Fahigkeit zur Invasion oder
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Kolonisation kann anhand der CC nicht getroffen werden [Feil et al., 2003]. Des
Weiteren koénnen sich die einzelnen Abkémmlinge in ihrer Ausstattung mit
Resistenz- und Virulenzgenen unterscheiden. Diese Gene werden gréf3tenteils
uber mobile Elemente vermittelt, wobei der Zugewinn als auch der Verlust dieser
Elemente zu rasch geschieht, um eine Veranderung des stabilen core-genome zu
bewirken [Feil et al., 2003].

3.2 Resistenzfaktoren

Im Jahre 1942 sind die ersten penicillinresistenten S. aureus Stamme entdeckt
worden [Rammelkamp and Maxon, 1942]. Schon Ende der 1960er Jahre waren
mehr als 80% der Staphylokokkenisolate, ob krankenhausassoziiert oder
communityassoziiert, resistent gegen Penicillin. Aktuell produzieren mehr als
90% der Isolate Penicillinasen [Lowy, 2003]. Erste methicillinresistente S. aureus -
Stdmme tauchen schon kurz nach der Einfihrung der Medikamente im Jahre 1961
auf [Jevons, 1961]. Die Zahl der resistenten S. aureus steigt seitdem immer weiter

an. Auch Resistenzen gegen Reservetherapeutika sind keine Seltenheit mehr.

Staphylococcus aureus bedient sich den allgemeinen Resistenzmechanismen, wie
Veranderung der Zielstruktur, veranderter Zugang zu den Zielstrukturen und
enzymatische Inaktivierung der Antibiotika, wie sie bei Bakterien bekannt sind
[Bodmann K.-F., 2010]. Sie bilden B-Lactamasen, die die B-Lactamantibiotika
spalten und somit die Transpeptidasen (Penicillin-bindenden-Proteine) wieder frei
sind und die Zellwand weiter vernetzt werden kann. Die genetische Information zur
B-Lactamaseresistenz bei S. aureus liegt meist plasmidgebunden im blaz-Gen.
Induziert und begleitet wird blaZz von den Regulationsgenen blaR1 als

Membranrezeptor und blal als Genrepressor.

Bei der Methicillinresistenz wird eine neue Transpeptidase gebildet, PBP2A, die
fir die B-Lactamantibiotika nicht zugéanglich ist. Methicillin-resistente S. aureus
tragen die sog. staphylococcal chromosome casette (SCC) mec, ein exogener Teil
der DNA mit einer Grof3e zwischen 21 und 67kb [Hiramatsu et al., 2001]. SCCmec



Einleitung

bestent aus den Rekombinasen ccrA und ccrB, welche zur Mobilisierung
(Integration, Exzision) des Elementes beitragen und dem die Resistenz
vermittelten mecA-Gen. MecA kodiert fur das oben erwahnte PBP2A, welches fur
die Resistenz verantwortlich ist. Begleitet wird mecA, analog zu bla, von den
Regulatoren mecR1 und mecl. Je nach Struktur und Gréf3e der Rekombinasen
und des mecA-Gens existieren verschiedene SCCmec-Typen, die sich auch
verschiedenen MRSA zuordnen lassen. Beispielsweise sind sog. Healthcare-
assoziierte MRSA (HA-MRSA) klonal, tragen grof3e SCCmec-Elemente mit vielen
Resistenzgenen und sind schwer zu mobilisieren. Community-assoziierte MRSA
(CA-MRSA) sind in der Regel weniger klonal und tragen kleinere SCCmec-
Elemente, die leichter zu mobilisieren sind [Que and Moreillon, 2009]. Liegt eine
Resistenz gegen Methicillin vor, so besteht gleichermalRen eine Resistenz gegen

die anderen B-Lactame, wie Cephalosporine.

Resistenzen gegen Makrolide, Lincosamide und Streptogramine (MLS)
entstehen durch posttranskriptionelle Methylierungen, wie zum Beispiel die
Ribosomenmodifikation durch erm (Erythromycin Methylase), was die Anderung
der Zielstruktur bedingt [Weisblum, 1995]. Die Produktion durch erm ist
induzierbar und oftmals durch Medikamente getriggert. Es kommt dabei haufig zu
Kreuzresistenzen gegen andere Mitglieder dieser Gruppe, wie zum Beispiel
Ketolide und Lincosamide (induzierbare Clindamycinresistenz), was diagnostisch
uber den D-Diffusionstest messbar ist. Aktiver Efflux der Makrolide wird tGber die
msrA- und mefA-Gene vermittelt [Leclercq, 2002; Ross et al., 1995; Ross et al.,
1990].

Gegen Tetrazykline vermittelte Resistenzen sind in tetK, tetM, tetL und tetO
kodiert und entstehen durch Effluxpumpen, RNA-Modifikationen und verschiedene
Ribosom-schitzende Proteine [Roberts, 1996].

Die Vancomycinresistenz, urspringlich bei Enterokokken entdeckt, ist die Folge
zweier unterschiedlicher Mechanismen: einerseits existieren chromosomal

vermittelte intermediar resistente S. aureus, VISA, die aufgrund einer Anderung
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der Peptidoglycan-Biosynthese eine andere Konfiguration der Zellwand haben und
somit Vancomycin von freien D-Ala-Enden abgefangen wird, andererseits auf
einer Uber Konjugation des vanA-Operons vermittelten kompletten Resistenz,
VRSA, die in einer Anderung der Aminosauresequenz, aus D-Ala-D-Ala wurde D-
Ser/Lac-D-Ala, resultiert, sodass die Glycopeptide keinen Angriffsort mehr haben
[Lowy, 2003]. Bis zum aktuellen Zeitpunkt sind jedoch nur wenige klinische Falle
mit VRSA beschrieben [Rossi et al., 2014].

Eine Aminoglycosidresistenz entsteht aufgrund der Modifikation bestimmter
Enzyme, die zur Inaktivierung des Medikaments fuhrt. Vermittelt werden die
Mechanismen Uber Acetyltransferasen (AAC), Phosphotransferasen (APH),
Nucleotidyltransferasen (ANTS) uns Adenyltransferasen (AAD). Das haufigste
Aminoglycosid-modifizierende Enzym (AME) ist AAC-APH, kodiert im aac-aph-
Gen, welches die Resistenz gegen Gentamicin und Tobramycin vermittelt
[Liakopoulos et al., 2011; Schmitz et al., 1999].

Nach Einfiihren der Fluorchinolone 1980 sind rasch Resistenzen entstanden,
jedoch vermehrt unter MRSA als unter MSSA. Die Grundlagen der Resistenz sind
spontane Mutationen der Topoisomerase und Induktion einer Effluxpumpe [Lowy,
2003]. Mutmalflich mitverantwortlich fur eine Kolonisation mit resistenten Mutanten
sind untertherapeutische Konzentrationen der Medikamente, die einen

Selektionsdruck auf die Bakterien austiben [Hooper, 2002].
3.3 Virulenzfaktoren

Staphylococcus aureus ist in der Lage viele Oberflachenproteine und weitere
Proteine, die zur Wirtkolonisation und zu Erkrankungen beitragen, zu produzieren.
Die Regulation dieser Bildung geschieht gréf3tenteils Gber das sog. agr (accessory
gene regulator)-System, ein quorum-sensing-Regulationssystem, welches die
Genexpression anhand der Bakteriendichte steuert. Bei niederer Zelldichte in der
exponentiellen  Wachstumsphase werden Oberflachenproteine, die die

Kolonisierung erleichtern, in der postexponentiellen stationaren Wachstumsphase



Einleitung

mit hoher Zelldichte werden Exoproteine, die die Ausbreitung im Organismus
erleichtern, synthetisiert [Novick, 2003; Novick et al., 1993]. Es existieren vier
Typen des agr-Systems, | - IV. Auch weitere Regulationsmechanismen, wie DNA-
bindende Proteine und small regulatory RNA sind bekannt, welche u. a. auch
abhangig von den Umgebungsbedingungen teilweise direkt, aber auch indirekt
Uber das agr-System, die Bildung der Virulenzfaktoren kontrollieren [Novick,
2003].

Zytotoxine

Es existieren Zytotoxine, die in der Zielzelle Poren bilden kénnen und mit einer
Proinflammation zu einer Sepsis fuhren kénnen. Zu diesen Zytotoxinen zé&hlen
auch Hamolysine, bekannt sind die chromosomal gelegenen Hamolysine a, B, y
und &. Sie sorgen fiur die Lyse der Erythrozyten sowie weiterer eukaryoter Zellen.
Leukozidine lysieren Leukozyten, das Panton-Valentine Leukocidin (PVL) ist ein
leukozytolytisches Toxin, bestehend aus zwei Untereinheiten lukS-PV und [ukF-
PV [Lina et al., 1999]. Es ist ein potentes Toxin mit spezifischem Tropismus flr
humane neutrophile Granulozyten mit der Fahigkeit zur Hautnekrose, Lyse der
Granulozyten und verstarkten Adharenz der Keime an die extrazellulare Matrix
[Loffler et al., 2010]. Klinisch prasentieren sich PVL-tragende S. aureus besonders
als Ausloser von Haut- und Weichteilinfektionen und hé&morrhagischen
Pneumonien [Gillet et al., 2002; Lina et al., 1999]. Die Gene fur PVL liegen auf
einem mobilen Phagen (¢SLf), was den Transfer zwischen verschiedenen
Stdammen ermoglicht. Es steht hoch im Verdacht, besonders zur Ausbreitung
neuer MRSA-Klone beizutragen [Lina et al., 1999] und ist somit mindestens ein
relevanter Faktor, der verantwortlich fur die unterschiedliche klinische Prasentation
der CA-MRSA zu sein scheint [Herrmann et al., 2013].

Proinflammatorische Toxine

Proinflammatorische Toxine fungieren als Superantigene oder Superantigen-

ahnliche Toxine und kénnen durch die massive Freisetzung u. a. von Zytokinen zu
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einer Uberschwemmenden Immunantwort fihren, welche in schockahnlichen
Zustanden enden kann. Zum Einen kann es durch das toxic shock syndrom-Toxin
(TSST-1) zu einem Toxic-Shock-Syndrom kommen. Bis zu 20% der Isolate
enthalten TSST-1 [Becker et al., 2003], jedoch tritt die Erkrankung viel seltener auf
[McCormick et al., 2001]. Zum Anderen exisiteren 15 hitzestabile Enterotoxine, die
zu einer Lebensmittelvergiftung mit typischen gastrointestinalen Symptomen, wie
Ubelkeit, Erbrechen, Bauchkrampfe und Durchfall fiihren kann [Dinges et al.,
2000]. Am haufigsten sind die Enterotoxine A, B und C. Durch die Exfoliativtoxine
A und B kommt es zur Epidermolyse, welche sich klinisch als Staphylococcal-
Scalded-Skin-Syndrom auf3ert. Die Exfoliativtoxine haben einen direkten Effekt auf

das Stratum granulosum, wo sie Desmoglein-1 hydrolysieren [Ladhani, 2003].
Katabole Enzyme

Viele Enzyme, wie Proteasen, Lipasen, Hyaluronidasen, Nucleasen sind zur
Ernahrung, Ausbreitung und Gewebszerstérung zustandig. Koagulasen starten die
Gerinnung. Sie eignen sich auch diagnostisch zur Diskriminierung der einzelnen
Staphylokokken zu Staphylococcus aureus. Die Staphylokinase ist ein
Plasminogenaktivator, der zum Uberleben im Nasenvorhof bei nasalen Tragern
beitragt [Wertheim et al.,, 2005]. Kodiert ist das 15,5kDa-Protein im sak-Gen
[Bokarewa et al., 2006; Ohlenschlager et al., 1998]. Durch Bindung an Defensine
schitzt Staphylokinase vor einer Defensin-vermittelten Bakteriolyse [Bokarewa et
al., 2006]. Das Chemotaxis-inhibierende Protein CHIPS ist ein im chps-Gen
kodiertes 14,1kDa grol3es Protein, welches in mehr als 60% der Isolate vorkommt.
Es bindet an Formylpeptidrezeptoren (FPR) und den Cb5a-Rezeptor der
neutrophilen Granulozyten und verhindert somit Chemotaxis [Foster, 2005]. Der
Staphylococcus complement inhibitor (SCIN) ist ein 9,8kDa grof3es Protein, kodiert
im scn-Gen, welches die Komplementkaskade inaktiviert [Rooijakkers et al., 2005]
und nebenbei auch die Phagozytose durch Neutrophile blockieren kann [Foster,
2005].
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Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMMS)

Oberflachenproteine fungieren als Adhasine. Wie schon in der Benennung
erkennen MSCRAMMSs Extrazellularmatrixmolekile und spielen somit eine Rolle in
der Kolonisierung des Wirtes [Patti et al., 1994]. Neben der Fahigkeit zur Adhasion
erfullen MSCRAMMSs weitere Funktionen, weshalb sie als Familie von Proteinen
mit strukturellen Gemeinsamkeiten sowie einem gemeinsamen Mechanismus der
Ligandenbindung zusammengefasst werden [Foster et al., 2014]. Als Prototyp der
Oberflachenproteine gilt das Protein A mit antiphagozytarer Aktivitat. Es bindet die
Fc-Region der Immunglobuline, fiihrt somit zur konsekutiven Inaktivierung der
Antikdrper [Crossley and Archer, 1997; Uhlen et al., 1984] und verhilft bei der
Immunevasion. Ebenfalls beteiligt an der Immunevasion sind die
Clumpingfaktoren cIfA und clfB, sie binden Fibrinogen und Thrombozyten, clfB
bindet zusatzlich an Zytokeratin 10 [O'Brien et al., 2002] und so an nasale
epitheliale Zellen [O'Brien et al., 2002; Roche et al, 2003]. Weitere
Oberflachenproteine, sas fir S. aureus surface Proteine, existieren. Unter
anderem bindet sasG an einen unbekannten Liganden und somit an nasale
epitheliale Zellen [O'Brien et al., 2002; Roche et al., 2003]. Kollagen-bindende
Proteine, wie das cna, binden wortgetreu Kollagen [Zong et al., 2005] und werden
in Zusammenhang mit Osteomyelitiden gebracht [Patti et al., 1994]. Das
extrazellulare Adharenzprotein EAP, auch MAP, wirkt immunmodulatorisch [Lee et
al., 2002], es verhindert die Leukozytenadhéasion, Diapedese und Extravasation
und inhibiert somit im Einklang mit den anderen Chemotaxis-inhibierenden
Proteinen die Rekrutierung der Granulozyten zum Ort der Entziindung [Foster,
2005]. Weitere Adhasionsfaktoren sind Fibronektin-bindende Proteine fnA und fnB
und Lactoferrin-bindende Proteine.

Kapsel und Biofilm

Ebenfalls zum Schutz vor Phagozytose dient die Bakterienkapsel. Aktuell sind elf

Kapseltypen bekannt, die von Staphylokokken gebildet werden, wovon die
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Kapseltypen 5 und 8 bei tber 75% der menschlichen Infektionen verantwortlich
sind [Lowy, 1998]. Staphylokokken sind auch in der Lage einen sog. Biofilm zu
bilden. Der Biofilm ist ein Netzwerk aus Polysacchariden und Proteinen, welches
dem Bakterium ein mechanisch stabiles Gerist zum Schutz vor
Abwehrmechanismen des Wirtes und antimikrobiellen Wirkstoffen bietet [Donlan
and Costerton, 2002]. Immer haufiger tauchen auch S. aureus mit Biofilm auf, der
zur Kolonisation und besonders zur Persistenz an amorphen Materialien, wie
Kathetern und Biomaterialien beitragt. Die Zellwand besteht aus Peptidoglycanen
und Lipoteichonsaure mit endotoxinartiger Aktivitat, die zur Zytokinfreisetzung,
Komplementaktivierung und Thrombozytenaggregation fuhrt [Lowy, 1998].

3.4 Typisierungsmethoden

Die verschiedenen phano- und genotypischen Methoden unterscheiden sich in
ihrer Genauigkeit, Trennscharfe und Reproduzierbarkeit [van Belkum et al., 2009;
Weller, 2000]. Im Folgenden werden hier die gangigen Methoden PFGE, spa-
Typisierung, MLST, Ganzgenomsequenzierung und die Mikroarray-Analyse

vorgestellt.

3.4.1 Pulsfeldgelelektrophorese

Zur Genotypisierung von S. aureus wurde die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
erstmals 1991 eingesetzt [Prevost et al.,, 1991]. Die DNA wird mit selten
schneidenden Restriktionsenzymen, in diesem Fall smal, in gro3e chromosomale
Abschnitte geschnitten. Im Anschluss erfolgt die Auftrennung der DNA mittels
Gelelektrophorese. Diese Methode hat sich aufgrund des hohen
Diskriminierungspotential und der guten Reproduzierbarkeit zum Goldstandard
entwickelt. Jedoch ist die PFGE, wie alle gel- und bildbasierten Verfahren, ein
subjektives Verfahren und schwierig zu standardisieren. Vergleiche zwischen
verschiedenen Laboren sind nicht moglich, auch fehlt die Méglichkeit zur

Etablierung einer Datenbank fur globale Analysen. Ebenfalls unvorteilhaft scheint
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die mangelnde Stabilitdt der Restriktionsstellen bei Verfolgen von S. aureus

Stammen Uber einen langeren Zeitraum zu sein [Hallin et al., 2007].

3.4.2 Staphylokokken Protein A (spa)-Typisierung

Das Protein A ist ein 42 kDa-Protein, das an der Zellwand von S. aureus verankert
ist. Es gehort zu den im Voraus erwdhnten Oberflachenproteinen. Das zugehdorige
etwa 2150bp lange Gen besteht aus verschiedenen Regionen: eine Fc-Region,
die das N-terminale Ende des Protein kodiert, welches mit den Immunglobulinen
bindet, eine Region X und eine Sequenz, die das C-terminale Ende des Proteins,
die Verankerung an der Zellwand, kodiert [Guss et al., 1984]. Die X-Region ist
eine hochpolymorphe, genetisch stabile Region, die aus einer variablen Anzahl an
24bp Repeats besteht [Uhlen et al., 1984]. Die Vielgestaltigkeit ist das Resultat der
unterschiedlichen Anzahl und der Sequenzabfolge dieser Repeats je nach Stamm
[Frenay et al.,, 1996]. Mittels PCR werden die Sequenzen der Region X
vervielfaltigt. Die Anzahl und Zusammenstellung der Repeats, mdgliche
Anderungen durch Punktmutationen oder Deletionen, sind fir jeden spa-Typ
charakteristisch. Mittels kommerzieller Software (Ridom StaphType) erfolgen die
genaue Zuordnung zum spa-Typ und Aufnahme in eine weltweite Datenbank. Die
Region X wurde erstmals 1984 durch Uhlen et al. sequenziert, 1994 untersuchte
Frénay erstmals die epidemiologische Bedeutung der spa-Typisierung [Frenay et
al., 1994; Uhlen et al., 1984]. Mittlerweile ist die Single-Locus-DNA-Sequenzierung
dieser hypervariablen Region ein fester Bestandteil der Diagnostik, insbesondere
aufgrund der schnellen und einfachen Durchfuhrbarkeit, der leichten und
objektiven Interpretation und dem Zugriff auf eine globale Datenbank [Harmsen et
al., 2003; Shopsin et al., 1999]. Weiterhin vorteilhaft ist, dass die spa-
Sequenzierung kostenginstig und reproduzierbar [Aires-de-Sousa et al., 2006] ist.
Sie eignet sich besonders fiir kurzzeitige Analysen von lokalen Ausbrichen.
Nachteilig ist jedoch, dass die Sequenzanderungen dazu fluhren kdnnen, dass
epidemiologisch verwandte Isolate als Isolate unterschiedlicher Abstammung

erscheinen kdénnen [van Belkum et al., 2009].
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3.4.3 Multi-Lokus-Sequenz-Typisierung

Anhand der im Kerngenom stabil verankerten housekeeping Gene ist Uber MLST
eine Zuordnung zu einer bestimmten Abstammungslinie méglich [Enright et al.,
2000; Maiden et al., 1998]. Sequenzen von sieben housekeeping Genen (arcC,
aroF, glpF, gmk, pta, tpi und ygiY) werden verglichen. Anhand derer kann man sie
entweder als Klon bezeichnen, wenn alle sieben gleich sind (ST fiur Sequenztyp),
zu einem klonalen Komplex zuordnen, wenn finf von sieben gleich sind (CC fir

klonaler Komplex) oder als nicht verwandt deklarieren.

Entwickelt wurde MLST zur Identifizierung hochvirulenter Neisseria meningitidis
[Maiden et al., 1998] und Streptococcus pneumoniae [Enright and Spratt, 1998].
Erstmals durch Enright et al. wurde 2000 eine Charakterisierung von S. aureus
publiziert [Enright et al., 2000]. Es ist eine hdchst diskriminative Methode, bei der
die Sequenzen der ca. 450bp grof3en Fragmente der housekeeping Gene via PCR
amplifiziert und mittels dieser den Sequenztypen oder klonalen Komplexen unter
Zuhilfenahme der Datenbank zugeteilt werden. Von Vorteil sind hier die eindeutige
Reproduzierbarkeit, die Vergleichbarkeit verschiedener Laboratorien und der
maogliche Austausch Uber Datenbanken im Internet zur epidemiologischen
Untersuchung. Unvorteilhaft sind die Kosten und die alleinige Verfugbarkeit in
geeigneten, spezialisierten Laboratorien. Eine Verwandtschaftsanalyse eignet sich
besonders bei langfristigen, globalen Studien [Feil and Enright, 2004; Hallin et al.,
2008]. Jedoch vermag es aufgrund der langsamen Akkumulation der genetischen
Variation in den housekeeping Genen zum mangelnden Diskriminierungspotential
bei epidemiologisch nicht verwandten Stammen kommen [Cooper and Feil, 2004].

Es eignet sich nicht bei lokalen epidemischen Ausbriichen von S. aureus.

3.4.4 Ganzgenomsequenzierung

Mithilfe der Ganzgenomsequenzierung ist es moglich, das komplette Genom
abzubilden. Man erhalt hiermit mehr Informationen als durch die anderen

Typisierungsmethoden. 1995 wurde erstmals das komplette Genom von
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Haemophilus influenzae entschlisselt [Fleischmann et al., 1995]. Eine
Sequenzierung des gesamten Genoms von S. aureus entdeckte einen wohl
gemeinsamen Ursprung mit Bacillus subtilis [Kuroda et al., 2001]. Bisher sind
einige komplette Genome von S. aureus sequenziert worden. Zur Erstellung von
Stammbaumen und Beobachtung der Bevolkerungsstruktur und -dynamik ist diese
Methode sehr geeignet [Owen, 2004]. Nachteilig sind die hohen Kosten und die

Bindung an spezialisierte Labore.

3.4.5 Mikroarray

Mithilfe von DNA-Mikroarrays lassen sich uber ein Hybridisierungsverfahren
beliebige Zielgene darstellen. Durch die Chiptechnologie wird gleichzeitig eine
gro3e Anzahl an molekularen Zielen detektiert. Im Falle des S. aureus-DNA-
Mikroarrays werden anhand von 334 Spots auf dem Chip 283 verschiedene Gene
analysiert. Zu den erfassten Genen gehdren Speziesmarker, sog.
Taxonomiemarker, Resistenzgene, Virulenzgene, Gene zur SCCmec-Typisierung,
zur agr-Typisierung, fur die Kapseltypen, den Biofilm, die MSCRAMMs und
weitere Adhasionsfaktoren, fur die Immunevasion, fur Enterotoxine und

Superantigen-ahnliche Proteine.

Anhand des Hybridisierungsprofils lassen sich auch Verwandtschaften zwischen
den einzelnen Stammen nachvollziehen [Monecke et al., 2008]. So kombiniert
diese Methode eine epidemiologische Untersuchung mit der Detektion klinisch

relevanter Faktoren.

Die Analyse basiert auf einer Hybridisierungsreaktion der, via linearer PCR, mit
Biotin markierten Einzelstrange mit den Spots des Arrays, welche mit Hilfe

kommerzieller Software, Iconoclust, sichtbar gemacht wird [Monecke et al., 2008].

Monecke et al. konnten zeigen, dass anhand des Hybridisierungsprofils eine
Zuordnung zu den MLST-basierten klonalen Komplexen mdglich ist [Monecke et

al., 2008]. Verwandte Stdmme tragen nicht immer z. B. die gleichen
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Resistenzfaktoren, lassen sich aber anhand bestimmter Hybridisierungsmuster
den jeweiligen Gruppen zuordnen. So ist es z. B. méglich, dass Elemente in einem
Komplex SCCmec oder PVL tragen und einige nicht. Das hohe
Diskriminierungspotential erhalt die Chiptechnologie vor allem durch Detektion der
Allelvarianten, gruppenspezifischer Gene, Genclustern, Gendeletionen und
Erkennen variabler Elemente. Besonders wertvoll fir die epidemiologische
Untersuchung ist diese Methode, da sich kurzlich aufgetretene Variationen in
bestimmten Genen, z. B. durch mobile Elemente Ubertragen wie SCCmec,
Plasmide oder Phagen, detektieren lassen, die Zuordnung in die Komplexe jedoch
unabhangig von diesen Faktoren bleibt. So kommt es zu keiner Verzerrung der
Verwandtschaftsanalyse, individuelle Unterschiede lassen sich weiterhin

darstellen.

Vorteil dieser Methode ist neben der einfachen Durchfiihrbarkeit, der
Objektivierbarkeit der Analyse und der Moglichkeit des Erstellens einer
Datenbank, die Fulle an Information, die man mit geringem Zeitaufwand erhalt.
Zudem ist sie im Gegensatz zur Ganzgenomsequenzierung gut in der klinischen
Routine zu etablieren. Von Nachteil ist die begrenzte Mdglichkeit, Mutationen zu
detektieren sowie die fehlende Aussage, ob die detektierten Gene exprimiert

werden.

3.5 Geographische Unterschiede (Deutschland/Afrika)

Die meisten Studien zur Epidemiologie von S. aureus stammen aus westlichen
Landern, so dass die bisher erhobenen Daten nicht verallgemeinert werden
konnen. Es existieren weiterhin mehrere Studien mit Probanden aus
Krankenh&usern. Aktuell mangelt es an Studien mit Isolaten aus der Gesellschaft
(community-based). Feil et al. haben keine signifikanten Unterschiede in den
Genotypen der invasiven und kommensalen Isolate gefunden [Feil et al., 2003].

In den Entwicklungs- und Schwellenl&dndern, besonders in Afrika, liegt das

Hauptaugenmerk auf den drei grofen tropischen Krankheiten HIV/AIDS,
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Tuberkulose und Malaria. Diese drei erhalten global mehr Aufmerksamkeit,
insbesondere im Hinblick auf Diagnostik, Therapie, Forschung und Pravention.
Jedoch existiert schon von der WHO eine Liste der sog. neglected tropical
diseases (NTD), die vernachlassigten tropischen Erkrankungen, denen wohl zu
wenig Aufmerksamkeit entgegengebracht wird. Herrmann et al. fordern,
Erkrankungen, die u. a. durch gram positive Kokken - hauptsachlich S. aureus -
hervorgerufen werden, ebenfalls zu diesen NTDs hinzuzuzahlen und ihnen eine
erhohte Aufmerksamkeit zu widmen [Herrmann et al., 2013]. Mit dem Einrichten
des african-german-staphnet, unter dem diese Arbeit hier entstanden ist, wurden
erste Schritte zur Verbesserung der Diagnostik und Therapie von S. aureus
Erkrankungen, die das Leben und die Gesundheit der Menschen in Afrika sehr
beeinflussen, eingeleitet. Die Inzidenzraten der Infektionen durch S. aureus sind
hoher als von den betroffenen Landern berichtet [Berkley et al.,, 2005].
Verschiedene Studien zeigen eine Préavalenz von 27-34% [Ateba Ngoa et al.,
2012]. In Tansania und benachbarten Landern werden vermehrt MRSA isoliert
[Herrmann et al., 2013], sowie vermehrte Resistenzen gegen gangige Antibiotika
wie Penicilline und Tetrazykline [Urassa et al., 1999]. Studien aus Uganda weisen
ebenfalls erhohte Raten an MRSA auf, die gegen viele Alternativpraparate
resistent sind und nach teureren Antibiotika, wie Glycopeptiden, verlangen
[Ojulong et al., 2009]. Weitere Studien Uber die Resistenzsituation in Afrika zeigen
eine hohe Préavalenz fir MRSA sowohl als HIV-Koinfektion [Cotton et al., 2008;
Heysell et al., 2011] als auch in Patienten mit nosokomialen Infektionen [Ojulong
et al.,, 2009]. Das Krankenhausumfeld an sich gilt als Risikofaktor fur die
Tragerschaft mit S. aureus, eine Unterbringung auf eine Intensivstation (ICU)
erhoht dieses Risiko [Cavalcanti et al., 2005]. Da in landlichen Regionen Afrikas
die Mittel zur Kontrolle nosokomialer Infektionen fehlen, ist dies in Afrika von
besonderem Interesse [Ako-Nai et al., 1991; Ghebremedhin et al., 2009].

Bisherige Studien zeigen, dass S. aureus neben Pneumokokken das h&aufigste
isolierte grampositive Bakterium ist [Berkley et al., 2005], bevorzugt assoziiert mit
unterernahrten Kindern [Collignon et al., 2006], wahrend der Neonatalperiode

[Mugalu et al., 2006; Ojukwu et al., 2006] bzw. sich ausweitend auf die gesamte
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Kindheit [Hill et al., 2007; Meremikwu et al., 2005; Srinivasan et al., 2009]. Im
Gegensatz zu entwickelten Landern betrifft ein Grof3teil der Bakteriamien in Afrika
Neugeborene und Kinder [Anah et al., 2008; Onipede et al., 2009]. In Mosambique
betragt die Inzidenz der Bakteriamien 425 auf 100.000 Einwohner [Herrmann et
al., 2013]. In Afrika insgesamt sind CA-S.aureus Bakteridmien mit 9,5% haufiger

anzutreffen als Meningokokkensepsis mit 1% [Herrmann et al., 2013].

In afrikanischen S. aureus Isolaten finden sich haufiger PVL-positive Isolate,
sowohl in klinischen als auch in nasalen Isolaten [Breurec et al., 2011; Okon et al.,
2009; Ramdani-Bouguessa et al., 2006; Schaumburg et al., 2011].

Bisher fehlen noch eindeutige Ergebnisse aus geplanten und organisierten
Studien bezlglich der epidemiologischen Zusammenhange in afrikanischen

Isolaten.

3.6 Zielsetzung

Vornehmliche Zielsetzungen dieser Studie waren die Aufdeckung der
Unterschiede zwischen kolonisierenden und invasiven S. aureus Isolaten sowie
der Vergleich der Isolate aus Deutschland (Homburg/Saar) und Tansania
(Ifakara). Hierfur erfolgte im Rahmen des african-german-staphnet prospektiv eine
Sammlung invasiver und kolonisierender S. aureus. Mittels Mikroarray Analyse
(Identibac®) sollten anhand der 283 Genloci verschiedene Teilaspekte untersucht
werden: 1. Die Phylogenie anhand der klonalen Komplexe, 2. das genetische
Repertoire der gesamten Isolate an Resistenzfaktoren und 3. an Virulenzfaktoren
mit besonderer Bericksichtigung der klassischen Toxine, des PVL-Toxins und der
Adhéasine. Basierend auf den Genmustern sollten geographische Unterschiede als
auch Unterschiede zwischen kolonisierenden und invasiven Stdmmen untersucht

werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Probanden

100 gesunde Probanden aus Homburg und Umgebung mit kommensaler
Besiedlung des Nasenvorhofs durch Staphylococcus aureus bildeten unsere
Gruppe der Nasenabstriche aus Homburg/Saar, im Weiteren bezeichnet als HS-N.
Eingeschlossen in diese Studie wurden Teilnehmer, die innerhalb der letzten vier
Wochen weder antibiotisch noch antituberkulotisch behandelt wurden und zudem

nicht in einem Krankenhaus stationar aufgenommen wurden.

Die 100 nasalen Abstriche aus Ifakara/Tansania (IT-N) wurden gemafl den
Richtlinien des Konsortiums vor Ort gesammelt und uns zur weiteren Diagnostik

zur Verfigung gestellt.

4.2 Patienten

100 Patienten mit ambulant erworbenen Staphylococcus aureus Infektionen
bildeten unsere Gruppe der klinischen Abstriche aus Homburg/Saar, im Weiteren
bezeichnet als HS-O flr sog. ,other“-Proben, aus Wunden isolierte S. aureus
Stdmme, und HS-B fur Bakteridamien mit S. aureus. Eingeschlossen wurden hier
Isolate, die innerhalb 48 Stunden nach Aufnahme in das Krankenhaus
(,community-onset disease“) gesammelt wurden. Nasen- und Rachenabstriche
wurden ausgeschlossen. Die Isolate wurden in der Krankenhausroutinediagnostik
nach den entsprechenden Standards (MIQ - mikrobiologisch-infektiologische

Qualitatsstandards) kultiviert und identifiziert.

Die 100 Klinischen Isolate aus Ifakara/Tansania (IT-O und IT-B) wurden gemalf
den Richtlinien des Konsortiums vor Ort gesammelt und uns zur weiteren

Diagnostik zur Verfiigung gestellt.
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4.3 Probandendaten/Patientendaten

Die Studie wurde nach den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki
durchgeftihrt und von der Ethikkommission des Saarlandes (federfihrende

Ethikkommission) und Tansanias genehmigt. Die Kennnummer lautet: 19/09.

Voraussetzung fur die Studienteilnahme war das schriftliche Einverstandnis der
Probanden und Patienten. Die Erfassung der Probanden- und Patientendaten
erfolgte mit standardisierten Fragebdgen des african-german-staphnet. Es wurden
allgemeine Daten zur Person, wie Geschlecht und Geburtsdatum, sowie
demographische Daten, wie Geburtsort, ethnische Zugehorigkeit und aktueller
Wohnort gesammelt. In beiden Untergruppen wurden spezifische Risikofaktoren,
wie z. B. intravendser Drogenabusus, intravaskulare und andere Fremdkérper und
eine bestehende HIV-Infektion, Komorbiditaten, entsprechend des Charlson-
Komorbiditaten-Scores, sowie zugrundeliegende Krankheiten, entsprechend des
McCabe-Prognosescores, abgefragt.

Es wurde weiterhin erfragt, ob die Patienten im letzten halben Jahr stationar
waren, an welchen Erkrankungen sie litten und ob sie in einer Pflegeeinrichtung

lebten.

Die Patienten wurden nach Krankenhausaufenthalten in den letzten sechs
Monaten, engem Kontakt zu Gesundheitseinrichtungen innerhalb des letzten
Monats, Leben in Pflegeeinrichtungen, Tuberkuloseanamnese, sowie
Medikamentenanamnese bezlglich antibiotischer und antituberkulotischer
Therapie innerhalb der letzten vier Wochen befragt. Von Interesse war auch die
klinische Prasentation der Infektion, also Lokalisation und Auftreten einer Sepsis
oder eines septischen Schocks. Dokumentiert wurde die antibiotische Therapie,
die die Patienten im UKS aufgrund der Erkrankung erhielten und ob ein
chirurgischer Eingriff zur Infektsanierung durchgefuhrt wurde. Die Art des

chirurgischen Eingriffs wurde ebenfalls festgehalten.

Die Fragebtgen wurden in der Datenbank des IBMT aufgenommen, so dass alle

Kooperationspartner des african-german-staphnet darauf Zugriff haben.
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4.4 |dentifikation

Nach Abstreichen des Nasenvorhofs der Probanden mittels eSwab wurden diese
innerhalb kirzester Zeit mit einem 3-Impfosen-Ausstrich auf TSA-Platten
ausplattiert. Nach 24-48 Stunden Wachstum bei 37°C wurden die Isolate mit
typischer S. aureus Morphologie und p-Hamolyse in Reinkultur isoliert. Nach
weiterer Selektion mittels des Latex-Agglutinationstests wurden die Reinkulturen
mittels MALDI-TOF Analyse identifiziert. Die Isolate wurden mehrfach im IBMT bei
-200°C kryokonserviert.

4.5 Antibiotikaresistenztestung

Die durchgefiihrten Empfindlichkeitsprifungen erfolgten nach der Bauer-Kirby-
Methode (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute). Nach Inokulation
einer Kolonie in 2,5ml H,O und einem McFarland von 0,5 erfolgte ein 3-Ebenen-
Ausstrich auf Mduller-Hinton-Agar. Nach Aufbringen der Testplattchen mittels
Antibiotika-Stempel erfolgte eine Ubernachtbebriitung bei 37°C. Am néachsten Tag
wurden die Durchmesser der Hemmhofe gemessen und die Resistenzen

bestimmt:

Tabelle 1: Hemmhofkriterien nach Bauer-Kirby-Methode (CLSI, M100-S16, 2006) [mm]

R (resistent) | (intermediar) S (sensibel)
Penicillin (P) <28 - =29
Oxacillin (OX) <10 11-12 >13
Clindamycin (CC) <14 15-20 2 21
Erythromycin (E) <13 14 - 22 =23
Doxycyclin (D) <12 13-15 =16
Gentamicin (GM) <12 13- 14 =15
Chloramphenicol (C) <12 13-17 =18
Cotrimoxazol (SXT) <10 11-15 > 16
Cefoxitin (FOX) <19 - =20
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Oxacillin wurde nur bei den ersten 49 HS-N-Isolaten eingesetzt, da Cefoxitin zur
MRSA-Detektion ausreicht. Die klinischen Isolate wurden in der Routinediagnostik
im VITEK der Resistenzprifung unterzogen. Chloramphenicol wurde separat Uber

die Bauer-Kirby-Methode getestet.

D-Tests fuhrten wir bei Isolaten (HS-N), die Erythromycin intermediar oder
resistent waren, zur Uberprifung einer induzierbaren Clindamycinresistenz,
durch.

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) wurde fur MRSA-positive Proben flr
folgende Antibiotika bestimmt: Linezolid, Daptomycin, Cefoxitin, Clindamycin,

Vancomycin, Tigecyclin.

4.6 Kulturelle Anzucht

Zur Praparation der DNA wurden die Isolate am Vortag aufgetaut. Daftr wurden
zwei beads der Cryobankréhrchen auf einer Seite der TSA-Blutplatte ausgelegt,
um danach einen 3-Impfdsen-Ausstrich anzuschlieRen. Sie wurden tber Nacht bei
37°C bebrutet.

4.7 DNA-Aufreinigung

Die DNA-Aufreinigung erfolgte entsprechend der Herstellerinformation des Qiagen
DNeasy® Blood&Tissue Kits(250) mit spezifischen Modifikationen des Identibac®
S. aureus Genotyping-Protokolls.

Zur Vorbereitung wurde zu Beginn flr jedes aufzureinigende Isolat ein
Eppendorfreaktionsgefald A2 mit Lyseverstarker aus dem Identibac® S. aureus
Genotyping-Kit fir eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit (13000U/min)
zentrifugiert. 200ul des Lysepuffers Al, ebenfalls aus dem Identibac® S. aureus
Genotyping-Kit, wurden in die A2-Eppendorfreaktionsgefal3e vorgelegt und nach
dem Vortexen fur finf Minuten bei Raumtemperatur gelést. In diesen Enzym-Mix

wurde eine volle 2ul Impfése der S. aureus Kolonien eingerihrt, bis keine soliden
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Bestandteile mehr sichtbar waren und sich die Lésung deutlich getriibt hat. Diese
Suspension wurde flr eine Stunde bei 37°C und 550rpm im Thermoruttler
inkubiert. 200ul Lysepuffer AL und 40ul Proteinase K wurden nach dieser Stunde
hinzupipettiert. Der Ansatz wurde gevortext und fur eine weitere Stunde bei 56°C
und 550rpm inkubiert. Darauf folgte ein kurzer Anzentrifugationsschritt. Zur DNA-
Ausféallung wurde im nachsten Schritt 200ul Ethanol 100% hinzugegeben. Die
gesamte Flussigkeit wurde auf die Qiagen-Kit-Saule aufgetragen, welche bei
6000g fur eine Minute zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saule auf ein neues Tube gesetzt. Als Nachstes folgten die Waschschritte mit
500ul Waschpuffer AW1, eine Minute Zentrifugieren bei 6000g und Verwerfen des
Durchflusses. Nach Aufsetzen auf ein neues Tube wurden 500ul AW2-
Waschpuffer auf die Saule aufgetragen und bei maximaler Geschwindigkeit drei
Minuten zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und die S&ule
nochmals fir eine Minute auf hoéchster Stufe zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule auf ein autoklaviertes Eppendorfreaktionsgefald gesetzt.
Auf die Saule wurde 40ul Elutionspuffer AE pipettiert. Nach drei Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Reaktionsgefaf3e mit der S&ule fur
eine Minute bei 60009 zentrifugiert. Die isolierte DNA befand sich nun im Eluat.

4.8 Messung der DNA-Konzentration

Die isolierte DNA wurde mit NanoDrop2000 spektralphotometrisch gemessen.
Nach Reinigung der Linsen und Blanken mit 2pl des Elutionspuffers AE wurden
jeweils 2ul der isolierten DNA eines aufgereinigten Isolates gemessen. DNA-
Konzentrationen tber 80ng/ul mit einem Reinheitsquotienten (OD260/0D280) von
1,8 bis 2,0 wurden verwendet. Fur die lineare PCR wurde eine DNA-Konzentration

von 0,5-1,5ug/5ul bendétigt.

4.9 DNA-Markierung (PCR)

Das Protokoll entsprach den Herstellerangaben des Identibac® S. aureus

Genotyping-Kits.
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Zur weiteren Analyse wurde eine lineare PCR durchgefihrt und die Einzelstrange
mit Biotin-dUTP markiert. Fir die PCR wurde ein Mastermix mit jeweils 4,9ul
Markierungspuffer B1 (Identibac®) und 0,1yl DNA-Polymerase B2 (ldentibac®)
pro Probe angesetzt und auf Minireaktionsgefal3e verteilt. Das Endvolumen im
PCR-Gemisch musste 10ul sein, bestehend aus 5pl Mastermix und 5ul DNA (ggf.
mit H,O verdinnt). Nach Mischen und kurzer Zentrifugation wurde die 96-mintitige
PCR gestartet. Einzelne PCR-Schritte im Thermocycler waren ein Aufheizen des
Deckels auf 105°C, gefolgt von 300 Sekunden Denaturierung bei 96°C. Es folgten
45 Zyklen mit jeweils 20 Sekunden bei 50°C zum Primerannealing, 30 Sekunden
bei 72°C zur Elongation und 20 Sekunden bei 96°C zur erneuten Denaturierung.

Nach Ende der Amplifikation und Markierung kiihlte der Thermocycler auf 4°C ab.

4.10 DNA-Hybridisierung Mikroarray

Nach der PCR wurde in jedes Reaktionsgefald 90ul des Hybridisierungspuffers C1
hinzupipettiert.

Die ArrayStrips wurden mit 200ul RNase-freiem A. dest. gespuilt. Zur
Hybridisierung wurden 200ul C1 in die freien ArrayStrips pipettiert, welche
anschlieBend bei 55°C und 550rpm fur zwei Minuten im Thermocycler inkubiert
wurden. Im Anschluss wurde das gesamte Volumen abgezogen und der komplette
PCR-Mix in die ArrayStrips Ubertragen. Die ArrayStrips wurden nun mit einem
Deckel verschlossen und fur eine Stunde bei 55°C und 550rpm im Thermomixer

inkubiert.

Zur Vorbereitung der Farbereaktion wurden pro Probe 1ul des Horseradish-
Peroxidase-Konjugates C3 (Identibac®) und 99ul des Konjugatpuffers C4
(Identibac®) gemischt.

Nach Ende der Inkubation wurde alle Flussigkeit aus den Streifen abgezogen und
drei sich wiederholende Waschschritte mit jeweils 200ul des Waschpuffers C2
ausgefuhrt. AnschlieRend wurden je 100ul des Peroxidase-Mixes C3/C4 in die
Streifen pipettiert und ohne Deckel fir zehn Minuten bei 30°C bei 550rpm im
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Thermomixer inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Mix abpipettiert und die
ArrayStrips zweimal mit jeweils 200ul des Waschpuffers C5 gewaschen. Zum
Schluss wurden 100ul des zentrifugierten und auf Raumtemperatur erwarmten
Horseradish-Peroxidase-Substrates D1 in die Arrays Uubertragen und bei
Raumtemperatur fur funf Minuten unter Abdunkelung inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die komplette Flissigkeit abgezogen und der
ArrayStripFrame zur Analyse im ArrayMate-Reader eingesetzt. Der Reader lieferte

uns neben der Fotodatei HTML-Output-Dateien mit den Hybridisierungssonden.

4.11 Spa-Typisierung

Die DNA-Gewinnung erfolgte durch Einrlhren einer S. aureus Kolonie in 200l
oder 250ul Aqua dest. und nachfolgendem Kochen bei 95°C fur zehn Minuten bei
550rpm. AnschlieBend wurden die Proben bei 13000U/min fur drei Minuten
zentrifugiert. Im Uberstand befand sich nun die DNA.

2,5ul DNA wurden in folgenden Reaktionsansatz pipettiert und in einer PCR
amplifiziert:

10pl H.O

12,5ul PCR — Mix (peqGOLD Hot-Start-Mix Y)

0,25ul Primer forward

0,25ul Primer revers

Einzelne Schritte der PCR waren eine initiale funfminlitige Denaturierung bei
80°C, gefolgt von 35 Zyklen von Denaturierung (45 Sekunden bei 94°C), Anlagern
(45 Sekunden bei 60°C) und Verlangerung (90 Sekunden bei 72°C) mit einer

letzten Verlangerung tber zehn Minuten bei 72°C.

Das PCR-Produkt wurde anschlielend verdaut (zum Abverdau der Primer). 5ul
des zentrifugierten EX0SAP-IT und 5ul des Amplifikates wurden in ein
Reaktionsgefald pipettiert, griindlich gemischt und nochmals zentrifugiert. Es
folgten 15 Minuten Inkubation im Thermoruttler bei 37°C und 15 Minuten
Inkubation bei 65°C.
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DNA-Analyse mittels Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefuhrt. Fur ein 1%-
iges Agarosegel mit 80 Taschen wurden 2g Agarose in 200ml TBE-Puffer in einem
Erlenmeyerkolben durch mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle ohne
Uberkochen gelost. Nach Abkihlen des fliissigen Agarosegels wurde das Gel in
eine austarierte Gelform gegossen. Nach circa einer halben Stunde wurde das

feste Gel in eine mit TBE-Puffer beflllte Kammer eingelegt.

Im Anschluss an die PCR wurde pro PCR-Produkt jeweils 2ul Ladepuffer auf
Parafilm vorgelegt, mit jeweils 3ul Amplifikat gemischt und auf das Gel

aufgetragen.

Die Negativkontrolle und einen Ladder lieRen wir zusatzlich mitlaufen. Der Gellauf

erfolgte bei einer konstanten Spannung von 150V fir 35 Minuten.

4.12 Statistische Methoden und Auswertung

Im Mikroarray wurden 283 Genloci detektiert (s. Liste im Anhang der Genloci mit
Beschreibung und Abklrzungen). Alle beschriebenen Isolate wurden mit der
Softwareversion 2009-07-09 gemessen. Die statistische Untersuchung erfolgte bei
Genen, die sich in ihrem Vorkommen in Homburg und Ifakara um mehr als 5%
unterschieden. Die Daten wurden als absolute und relative Haufigkeiten beurteilt.
Zum Ermitteln signifikanter Unterschiede zwischen beiden Standorten (Homburg,
Tansania) und beiden Isolaturspringen (kolonisierend, invasiv) wurde der exakte
Fisher-Test verwendet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 definiert.
Unbertcksichtigt blieben die Speziesmarker und regulatorischen Gene, da sie als
Taxonomiemarker naturgemald bei allen Staphylococcus aureus vorkommen.
Ebenfalls unberiicksichtigt blieben einzelne Allele zu bestimmten Genen (Bsp:
clfA-COL+RF122, clfA-MRSA252, clfA-Mu50/MW2), wenn die Gene in ihrer
Gesamtheit (Bsp: clfA-all) detektiert wurden. Auch bei den Kapseltypen wurde auf
die den unterschiedlichen Kapseltypen zugehorigen Enzyme und Proteine

verzichtet. Der Einfachheit und besseren Ubersichtlichkeit wurde bei der
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Betalaktamase- und Tetrazyklinresistenz jeweils nur ein Locus (blaZ und tetK)
ausgewahlt. Beim ACME-Lokus wurde der ACME-Lokus selbst, nicht die 4
einzelnen Loci, betrachtet. Nicht in Betracht gezogen wurden aufR3erdem einzelne
Gene, die in unserer Auswertung als nicht reliabel aufgefallen waren. Die Gene,
die in mehr als 10% der Falle ambiguous Signale (Q2YUB3 und ccrB-1) lieferten
oder sich in Wiederholungen ein und desselben Keimes um = 20% (ccrB-
1,Q2YUBS, entD, xyIR, dfrA, entB, sasG, entO und aur) &nderten, wurden als nicht

zuverlassig betrachtet.

Fur die globale Analyse der Mikroarraydaten in den Kapiteln 5.3.2, 5.4 und 5.5
wurden alle 283 Genloci berlcksichtigt. Die Auswertung der agglomerativen
hierarchischen Clusteranalyse erfolgte in Kooperation mit dem Zentrum fur
Bioinformatik der Universitat des Saarlandes (Prof. Dr. Volkhard Helms, Ruslan
Akulenko).

26



Material und Methoden

4.13 Materialnachweis

Gerate Firma, Sitz
Brutschrank Heraeus, Langenselbold/Deutschland
Mikro 20 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen/Deutschland

Thermomixer comfort

Minizentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg/Deutschland

Vortex Genie

Scientific Industries, New York/USA

Nano Drop ™ 2000

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen/Deutschland

Biometra UNO Thermoblock

Biometra GmbH, Gottingen/Deutschland

FlexCycler

Analytik Jena AG, Jena/Deutschland

ArrayMate™ Reader

Alere GmbH, Kdéln/Deutschland

Power Pac 1000
Molecular Imager® GelDoc XR*

Agarosegelelektrophoresekammer

Bio-Rad, Miinchen/Deutschland

Antibiotikastempel

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/Deutschland

VITEK® 2

Photometer fir McFarland

BioMérieux, Marcy-I'Etoile/Frankreich

MALDI-TOF MS

Bruker, Billerica/USA

Kits

Firma, Sitz

Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit (250)

Qiagen GmbH, Hilden/ Deutschland

Identibac® S.aureus Genotyping

Alere GmbH, Kdéln/Deutschland

Chemikalien/Reagenzien

Firma, Sitz

peqGOLD Hot Start-Mix Y

PEQLAB, Erlangen/Deutschland

Nuclease-Free Water

Promega, Mannheim/Deutschland

USB® EXxoSAP-IT

Affymetrix, Inc., Ohio/USA

SybrGold

Invitrogen, Oregon/USA

Primer

Sequenz

Primer 20 (spa-1113f)

TAA AGA CGATCC TTC GGT GAG C

Primer 21 (spa-1514r)

CAG CAG TAG TGC CGTTTG CTT
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Software

Firma, Sitz

Iconoclust

Alere GmbH, KdIn/Deutschland

NanoDrop 2000/2000c

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen/Deutschland

RidomStaphType Ridom GmbH, Munster/Deutschland

ImageLab™ Bio-Rad, Miinchen/Deutschland

Word/Excel Microsoft, Redmond/USA

M/Lab Dorner GmbH & Co. KG, Mullheim (Baden)/ Deutschland

Acrobat Reader

Adobe, Dublin/Irland

Laborbedarf

Firma, Sitz

eSwab collection & preservation

COPAN ltalia S.p.A., Brescia/ltalien

Trypticase™ Soy Agar (TSA) Il with 5% sheep
blood - BD BBL™ Stacker™ Plates

Muller-Hinton-Agar
Antibiotika Testplattchen BD Sensi-Disc

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/Deutschland

Pastorex ™ Latex Test

Bio-Rad, Marnes-la-Coquette/Frankreich

Cryobank™

Mast  Diagnostica  Laboratoriumspraparate =~ GmbH,

Reinfeld/Deutschland

MIC Test-Strips (E-Test)

Liofilchem® s.r.l., Roseto degli Abruzzi (Te)/ltalien

Costar Mehrkanalpipette

Corning Incorporated, Corning/USA

Transferpipette ®S -8/-12

Brand GmbH &Co KG, Wertheim/Deutschland

Pipettenspitzen, Impfésen

Sarstedt, Nurmbrecht/Deutschland

Zellkulturtestplatte 96F TPP

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen/Schweiz
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5 Ergebnisse

5.1 Studienteilnehmer

Innerhalb eines Zeitraumes von zwei Monaten wurden von 285 gesunden
Freiwilligen aus Homburg und Umgebung Abstriche entnommen. 105 gesicherte
kommensale Staphylococcus aureus Isolate waren das Ergebnis. Dies entsprach
einer Pravalenz von 36,84%. Die Gruppe der klinischen Isolate bestand ebenfalls
aus 105 Patienten, davon 98 Wundabstriche und sieben Isolate aus Bakteriamien.

Die im Folgenden besprochenen Mikroarraydaten wurden von jeweils 100
kommensalen und invasiven Isolaten aus beiden Standorten Homburg und

Tansania untersucht, sodass letztlich 400 Isolate analysiert wurden.

5.2 Genubersicht Mikroarray

Zwischen beiden Standorten zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede fir
die in Tabelle 2 aufgelisteten Gene. In Tabelle 2a wurden die Gene, die statistisch
signifikant haufiger in Ifakara vorkamen, in Tabelle 2b die Gene, die statistisch
signifikant h&ufiger in Homburg vorkamen, aufgelistet. Wie zu sehen, zeigten sich
mehr Gene statistisch signifikant haufiger in Tansania. Die Unterschiede zeigten
sich hauptséchlich bei den Genen fir Resistenzfaktoren, Virulenzfaktoren,

MSCRAMMSs und Superantigen- und Enterotoxin-ahnliche Proteine.
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Tabelle 2a: Gene mit signifikant haufigerem Vorkommen in Ifakara. Die statistische
Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test.
Gene Abk. Homburg (D) | Ifakara (TZ) p - Wert
Beta-Laktamase blaz 122 (61%) 190 (95%) p < 0,0001
g Macrolide/Clindamycin Resistance ermC 18 (9%) 33 (16,5%) p = 0,0350
g Tetracycline tetK 4 (2%) 56 (28%) p <0,0001
§ Putative Marker for Fosfomycin, Bleomycin fosB 122 (61%) 144 (72%) p =0,0259
Mercury resistance operon mrl 1 (0,5%) 15 (7,5%) p = 0,0004
Pantone-Valentine Leukocidin PVL 6 (3%) 75 (37,5%) p < 0,0001
Leukocidin D Component lukD 122 (61%) 147 (73,5%) p =0,0104
Leukocidin E Component lukE 110 (55%) 154 (77%) p < 0,0001
< Leukocidin/Haemolysin Toxin Fam. Protein lukY-varl 154 (77%) 179 (89,5%) p =0,0012
%:; Staphylokinase sak 149 (74,5%) 173 (86,5%) p = 0,0035
é Staph. Complement Inhibitor (SCIN) scn 186 (93%) 199 (99,5%) p = 0,0008
g Exfoliative Toxin A etA 3 (1,5%) 13 (6,5%) p =0,0188
Epidermal cell differentiation inhibitor B edinB 4 (2%) 21 (10,5%) p = 0,0006
Serine Protease A SplA 122 (61%) 142 (71%) p = 0,0447
Serine Protease B spiB 123 (61,5%) 162 (81%) p <0,0001
s Accessory Gene Regulator - Type 3 agrlll 23 (11,5%) 45 (22,5%) p = 0,0049
: Accessory Gene Regulator - Type 4 agrlv 44 (22%) 79 (39,5%) p = 0,0002
g Signal Transducer Protein MecR1 mecR 9 (4,5%) 26 (13%) p = 0,0041
U§) Mercuric Reductase (SCCmec type Ill) merA 0 (0%) 10 (5%) p =0,0017
Alkylmercury Lyase (SCCmec type Ill) merB 1 (0,5%) 15 (7,5%) p = 0,0004
é Bone Sialoprotein-Binding Protein bbp 171 (85,5%) 185 (92,5%) p = 0,0368
% Fibrinogen Binding Protein fib 144 (72%) 165 (82,5%) p =0,0168
2 van Willebrand Factor-Binding Protein vwb 179 (89,5%) 194 (97%) p = 0,0044
é § Defensin Resistance mprF 170 (85%) 194 (97%) p < 0,0001
Staph. Superantigen-Like Protein 8/SSL3 set8/sslI3 143 (71,5%) 165 (82,5%) p =0,0123
Staph. Superantigen-Like Protein 3/SSL5 set3/ssl5 146 (73%) 164 (82%) p =0,0414
Staph. Superantigen-Like Protein 21/SSL6 set21/ssl6 69 (34,5%) 91 (45,5%) p =0,0319
g Staph. Superantigen-Like Protein 12/SSL8 setl2/ssl8 141 (70,5%) 165 (82,5%) p = 0,0065
8 Staph. Superantigen-Like Protein 5/SSL9 set5/ssl9 143 (71,5%) 165 (82,5%) p =0,0123
Staph. Superantigen-Like Protein B3 setB3 141 (70,5%) 179 (89,5%) p < 0,0001
Staph. Superantigen-Like Protein B2 setB2 130 (65%) 177 (88,5%) p < 0,0001
Staph. Superantigen-Like Protein B1 setB1 169 (84,5%) 187 (93,5%) p =0,0061
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Tabelle 2b: Gene mit signifikant haufigerem Vorkommen in Homburg. Die statistische

Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test.

Gene Abk. Homburg (D) | Ifakara (TZ) p - Wert
5 2 Macrolide/Clindamycin Resistance ermA 17 (8,5%) 0 (0%) p < 0,0001
g 8
, Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein | lukX 192 (96%) 168 (84%) p <0,0001
N g
o 5 . . . . _
">§ % Hypothetical Protein similar to Haemolysin hl 199 (99,5%) 186 (93%) p = 0,0008
Serine Protease E splE 108 (54%) 82 (41%) p =0,0122
2 Accessory Gene Regulator - Type 2 agrll 66 (33%) 47 (23,5%) p = 0,0453
3 E
g8 5 | Intercellular Adhesion Protein C icaC 200 (100%) 182 (91%) p <0,0001
N o
2 MHC Class Il Analog Protein map 193 (96,5%) 177 (88,5%) p = 0,0037
s
& Fibrinogen-, Bone Sialoprotein-Binding
3 ) sdrC 199 (99,5%) 185 (92,5%) p = 0,0004
= Protein
s 5
E g Hypothetical Protein Next To entG Q7A4X2 124 (62%) 88 (44%) p = 0,0004
= ]
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5.2.1 Resistenzgene

Insgesamt zeigte die Analyse der Resistenzgene beider Populationen Resistenzen
gegen nur wenige Antibiotikaklassen (Abbildung 1). Statistisch signifikante
Pravalenzunterschiede gab es flr Resistenzgene gegen Betalaktame,
Makrolide/Clindamycin, Tetrazykline und Fosfomycin/Bleomycin. Andere
Resistenzgene wurden, wie gegen Glycopeptide (vanA, vanB, vanZ), entweder
nicht gefunden oder kamen, wie gegen Aminoglycoside (aacA-aphD, aad, aphA),
nur vereinzelt vor. Signifikante Unterschiede zwischen Homburg und Tansania
(HS vs. IT) ergaben sich fur blaZ (61 % vs. 95%), ermA (8,5% vs. 0%), ermC (9%
vs. 16,5%), tetK (2% vs. 28%) und fosB (61% vs. 72%), wovon bis auf ermA alle
genannten Gene in Afrika haufiger pravalent waren. Aus allen 400 Isolaten wurden
nur acht MRSA (mecA positiv) ermittelt, wovon drei in Deutschland und funf in
Afrika vorkamen. Aufgrund der geringen Anzahl an MRSA wurde auf die
Darstellung der SCCmec-Elemente verzichtet.

HER

® Homburg (D)

u [fakara (TZ)

relative Haufigkeit [%]

N<oo<ag<ggsS<O o200 <EEQEYE R Em < @aNTLQ
IER RSN A TR R R AR R RENES RN ANE RN REY
£ o 0 O E E 8 > T © @ O E b = > > > T o
£ 0
P e
(1]

Abbildung 1: Relative Haufigkeit der Resistenzgene in Homburg und Ifakara. Die statistische
Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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5.2.2 Virulenzgene

Wie in der Abbildung 2 dargestellt wurde, waren die Gene flur Virulenzfaktoren
insgesamt pravalenter als diejenigen der Resistenzfaktoren. Die klassischen
Toxine, in Abbildung 2A gezeigt, waren in beiden Regionen in der Regel ohne
statistisch signifikanten Unterschied aufgetreten. Einzige Ausnahme war das
vermehrte Vorkommen von Exfoliativtoxin A in Ifakara (1,5% vs. 6,5%).
Enterotoxin G war als haufigstes dieser Toxine nur in knapp der Halfte aller
Isolate, auch auf die Standorte bezogen, vertreten. In mehr als 25% der Isolate
beider Standorte vertreten waren die Gene fir Enterotoxin A, Enterotoxin G,
Enterotoxin |, Enterotoxin M, Enterotoxin N, Enterotoxin U sowie das egc-Cluster.

Die Pravalenz der tbrigen Gene lag in beiden Standorten unter 15%.

Bei insgesamt hoher Pravalenz der Virulenzgene in Abbildung 2B in beiden
Standorten, bildeten die Gene fur die epidermalen Zelldifferenzierungsinhibitoren
edin A-C, das bovine Leukozidin lukM/lukF-P83 und das untruncated-Hamolysin B
sowie der ACME-Lokus eine Ausnahme mit einer Pravalenz unter 15% in beiden
Standorten. Die restlichen Virulenzgene, darunter die Leukozidine, Hamolysine
und Proteasen, wurden in der Regel in mehr als 50% der Isolate gefunden.
Sonderféalle waren die Gene der Serinprotease E, splE, mit einer Pravalenz von
47,5% und PVL mit nur 20,25%. Besonders auffallend war auch die Verteilung von
PVL, welches signifikant haufiger in Isolaten aus Tansania vorkam (3% vs.
37,5%). Leukocidin lukD (61% vs. 73,5%), Leukocidin IukE (55% vs. 77%) und das
Gen fur das Leukocidin/Hamolysin Toxin Family Protein, lukY-var 1 (77% vs.
89,5%), waren in tansanischen Proben vermehrt aufgetreten. Deutlich erkennbar
bestanden die unterschiedlichen Pravalenzen der Serin Proteasen, wobei die
Gene der Serin Proteasen splA (61% vs. 71%) und spIlB (61,5% vs. 81%) in
afrikanischen Proben und die der Serin Protease splE (54% vs. 41%) in deutschen
Proben vermehrt zu finden war. Die Gene fur die Staphylokinase sak (74,5% vs.
86,5%), den Staphylokokken-Komplement-Inhibitor scn (93% vs. 99,5%) und den
Immunevasionsfaktor mprF (85% vs. 97%) kamen mehr in den afrikanischen

Isolaten vor.
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Abbildung 2: Relative Haufigkeit der Gene fir klassische Toxine (A) und weitere

Virulenzfaktoren (B) in Homburg und Ifakara. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem

exakten Fisher-Test: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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5.2.3 Accessory Gene Regulator-Typen

Wie in Abbildung 3 gezeigt, entsprachen in beiden Standorten die globalen
Regulationsfaktoren des agr-Systems in ~50% der Isolate dem Typ 1.
Unterschiedliche Pravalenzen in den Regionen bestanden bei den Typen 3 und 4
mit eindeutiger Neigung zu afrikanischen Isolaten und fur Typ 2 mit dem
vermehrtem Auftreten in deutschen Isolaten.
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Abbildung 3: Relative Haufigkeit der vier verschiedenen Genregulatortypen (accessory gene
regulator) in Homburg und Ifakara. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem exakten
Fisher-Test: * p<0,05, ** p<0,01, ***p=<0,001

35



Ergebnisse

5.2.4 Kapsel- und Biofilmgene

Der haufigste Kapseltyp war Typ 8 mit einer Pravalenz von 64% in Homburg und
66% in Ifakara, der zweithaufigste Typ 5 (Abbildung 4). Vernachlassigend selten
war Typ 1 vorhanden. Zwischen beiden Regionen bestanden keine
nennenswerten Unterschiede. Wie in Abbildung 4 demonstriert wurde, waren die
Gene zur Bildung des Biofilms bei annahernd allen Isolaten vorhanden. Das
Interzellulare Adhasionsprotein icaC war mit 100% vs. 91% in afrikanischen

Isolaten etwas seltener zu finden.
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Abbildung 4. Relative Haufigkeit der Kapseltypen und Gene flir den Biofilm in Homburg und
Ifakara. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test: * p<0,05,
** p<0,01, **p=<0,001
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5.2.5 Adhé&sionsgene

Bei insgesamt sehr hoher Préavalenz der Adhasionsgene in beiden Regionen
fanden sich geringe statistisch signifikante Unterschiede fir Gene des Bone-
Sialoprotein-Bindungsproteins bbp (85,5% vs. 92,5%), des Fibrinogen-
Bindungsproteins fib (72% vs. 82,5%) und des van-Willebrand-Faktor-
Bindungsproteins vwb (89,5% vs. 97%) mit vermehrtem Vorkommen in
afrikanischen Isolaten. In deutschen Isolaten haufiger nachgewiesen wurden die
Gene map (96,5% vs. 88,5%) und sdrC (99,5% vs 92,5%). Nahezu alle Isolate
enthielten die Gene fur die Clumpingfaktoren clfA und clfB, fir Zellwand- und
Zelloberflache-assoziierte Bindungsproteine, wie ebh und ebpS, fur die Enolase

eno und fur das Fibronectin-Bindungsprotein A fnbA.
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Abbildung 5: Relative Haufigkeit der Gene fir Adhasionsfaktoren in Homburg und Ifakara.
Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test: * p<0,05, ** p<0,01,
***p=<0,001
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5.2.6 Superantigen- und Enterotoxin-ahnliche Gene

Die Gene fir die verschiedenen Superantigen- und Enterotoxin-&hnlichen Toxine
waren ebenfalls bei einem grol3en Anteil aller Isolate vertreten, wobei die
afrikanischen Isolate haufiger starker mit diesen ausgestattet waren als die
deutschen Isolate. Wie in Abbildung 6 demonstriert wurde, ergaben sich statistisch
signifikante Unterschiede fur die Gene set8/ssl3, set3/ss|5, set21/ssl6, set12/ssl8,
set5/ssl9, setB1, setB2 und setB3.
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Abbildung 6: Relative Haufigkeit der Superantigen-like und Enterotoxin-like Gene in
Homburg und Ifakara. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test:
* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
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5.3 Clonal Complex-Analyse

Unter den 400 untersuchten Isolaten wurden 24 verschiedene klonale Komplexe
(CC) detektiert. Nur ein Isolat lie3 sich mithilfe des Mikroarrays keinem der aktuell

bekannten klonalen Komplexe zuordnen (,none®).

50
IT-OB
45
mIT-N
40
HS-OB
35 -
B HS-N
.30 -+
£ -
Z e
< 25
~N
c
< 20 i
15
10 - B8
| |
5 | B
0 - B
n mn —« 0 un ~ O O 00 o N U «# 00 N O N 1IN OO N OO O N O
OC0 N0 UD0O0L00LE8ESERoBdROHORDER T
o Q Q Q Q | QO LV 00O -0 VU U LV O Z2
Q wy [ ] rﬂ: (W) v
(W]
'—
w)

Abbildung 7: Absolute Anzahl der klonalen Komplexe mit der geografischen Unterteilung in
Homburg (HS) und Ifakara (IT) und der Einteilung in kolonisierende (N) und invasive (OB)
Stamme.

Besonders haufig nachgewiesen wurden CC5 (11,25%), CC15 (10,75%) und
CC121 (9,25%), s. Abbildung 7.

In Homburg waren CC7 (13,5%), CC5 (12,5%) und CC45 (12%) am haufigsten,
wohingegen in Ifakara CC121 (15,5%), CC15 (11%) und CC5 (10%) dominierten
(Abb. 7 und 8).

Einzig in Homburg vorgekommen waren CC12, CC509 und ST182 (und none), nur
in Afrika zu finden waren CC78, ST152, CC6, CC80 und ST426 (Abb. 7, 8 und 9).
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Abbildung 8: Relative Haufigkeit der klonalen Komplexe im Vergleich der beiden
geografischen Regionen Homburg und Ifakara. Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem
exakten Fisher-Test: * p<0,05, ** p<0,01, ***p=<0,001

Der Vergleich der beiden Standorte in Abbildung 8 zeigte einige deutliche
statistische Unterschiede bezuglich der Haufigkeit der einzelnen klonalen

Komplexe.

Statistisch signifikant haufiger in afrikanischen Isolaten gefunden wurden die
klonalen Komplexe CC121 (3% in Homburg vs. 15,5% in Ifakara), CC78 (0% vs.
7,5%), ST152 (0% vs. 7%), CC6 (0% vs. 6%), CC80 (0% vs. 5%) und CC1 (1%
Vs. 6%).

Ebenso zeigte sich ein statistisch signifikant erhéhtes Vorkommen der klonalen
Komplexe CC45 (12% vs. 5%), CC7 (13,5% vs. 0,5%), CC30 (9% vs. 3,5%) und
CC12 (5% vs. 0%) in Deutschland.

CC5 war in den vier Subgruppen HS-N, HS-OB, IT-N und IT-OB mit Pravalenzen
zwischen 9 und 15% relativ gleichmaRig vertreten (Abb. 7). Der klonale Komplex

CC15 verteilte sich auf die beiden Standorte ebenfalls ausgegelichen (10,5% in
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Homburg vs. 11% in Ifakara, Abb. 8), jedoch sah man ein vermehrtes Auftreten in
den nasalen Isolaten (14%) im Vergleich zu den klinischen Isolaten (7,5%) (Abb.
7). Der in Tansania haufigste klonale Komplex CC121 war mit 14,5% der haufigste
CC in den klinischen Isolaten. Bei dem in Homburg am haufigsten
nachgewiesenen klonalen Komplex CC7 war die Verteilung auf nasale und
klinische Isolate gleich mit 7% (Abb. 7 und 9)

In Abbildung 9 (A/B) wurde das Auftreten der klonalen Komplexe in den beiden
Isolatquellen, Kommensale oder invasives Isolat, sowohl fir Homburg (A) als auch

fur Ifakara (B), dargestellt.

In der Homburger Population Gberwog eine relativ ausgeglichene Verteilung unter
den einzelnen Komplexen. Lediglich CC101 ragte, als statistisch signifikant
haufiger in nasalen Isolaten (8% in kommensalen vs. 1% in invasiven Isolaten)

vorkommender Komplex, hervor.

In der afrikanischen Population zeichneten sich mehr statistisch signifikante
Unterschiede ab. Besonders ST152 wurde ausschlie3lich in invasiven
afrikanischen Isolaten (14%) nachgewiesen. CC121 zeigte auch einen deutlichen
Trend zur Invasivitat (6% vs. 25%). Vorwiegend Kommensalen waren CC15 (17%
vs. 5%), CC8 (14% vs. 4%) und CC45 (10% vs. 0%).

41



Ergebnisse

A30%
EHS-N
25%
mHS - 0B
< 20%
=
x
[=)]
=
2 15%
I
]
2
®
© 10%
*
5%
0%
N W - © W N~ O O ® «~ N © — O N O N I O N DN~ 0O N ©
O - &N O O®M O O WL OO0 Q@ -~ @~ I NN Q @ € © o
UOGQDQOQOQ:QGC‘O’JOOQOOOSOE":'E
OO (&) &) O 7y OOOOEOOOOO R
'_
w
30%
Em|T-N

L33

25%

n
S
=X

15%

relative Haufigkeit (%)

10%

5%

0%

0 W «~ O WV N O @ O v N © — 0 N O N I O N B I O NN O
8558303858282 8888888288
O -~ -
Q = o 0O Q Z = =
S 8 3] o 3] 5 Oooo§ooooo 5 5
'_
w

Abbildung 9: Relative Haufigkeit der verschiedenen klonalen Komplexe unterteilt in
kolonisierende (N) und invasive (OB) Isolate in den Standorten Homburg (A) und Ifakara (B).
Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem exakten Fisher-Test: * p<0,05, ** p=<0,01,
***p<0,001
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5.3.1 Genrepertoire in den klonalen Komplexen

5.3.1.1 Resistenzgene

Fur die Gene der Betalaktamaseresistenz blaZ, der Tetrazyklinresistenz tetK und
Makrolid-/Clindamycin-Resistenz ermA und ermC wurde eine Analyse zur
Verteilung in den einzelnen klonalen Komplexen durchgefihrt.

Tabelle 3: Relative Haufigkeit von blaZ in den klonalen Komplexen in den kommensalen und

invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

blaz Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5 80%

CC15 60%

CcC121

Cccs8

CC45 33% 58% 90% nn
cc7

CC30

CC9

CC78

CC1

ST152

CC6

CC101 a ag nn
CC398 ag nn
CC12 nn nn
CC80 nn nn 67% 71%
ST573/772 _ ag ag

CC59 50% ag ag nn
CC22 nn 80% ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Betrachtete man das Gesamtkollektiv, waren 312 (78%) aller untersuchten Proben
blaz positiv. Bis auf den einen, bisher nicht zuordenbaren klonalen Komplex,
none, trugen alle anderen klonalen Komplexe in unterschiedlichen Haufigkeiten
das Betalaktamaseresistenz-Gen. Die 122 in Homburg gefundenen Positiven
(61%) verteilten sich auf alle dort gefundenen CC mit Ausnahme von CC101 und
none. Die 190 Positiven aus Ifakara (95%) verteilten sich auf alle dort detektierten
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CC. In Bezug auf die Isolateigenschaften als kolonisierende oder invasive Stamme
ergab sich fur die Betalaktamaseresistenz eine relativ ausgeglichene Verteilung
bei 74,5% positiven Kommensalen und 81,5% positiven invasiven Isolaten. Wie in
Tabelle 3 gezeigt wurde, gab es regionale Unterschiede der Ausstattung der
Isolate mit Betalaktamaseresistenzgenen innerhalb der klonalen Komplexe. Der
haufigste klonale Komplex CC5 war in den deutschen Nasenabstrichen nur zu
30% und in den deutschen invasiven Abstrichen nur zu 80% mit dem blaZ-Gen
ausgestattet, wohingegen in Tansania beide Gruppen zu 100% das blaz-Gen
enthielten. Besonders aufgefallen war, dass CC121 und CC30 in allen vier
Gruppen zu 100% das blaZz-Gen trugen. In den klonalen Komplexen der klinischen
Isolate aus Afrika waren haufiger alle mit blaZ ausgestattet als dies in Deutschland
der Fall war. Isolate aus klonalen Komplexen, die in Homburg gar nicht
nachgewiesen wurden, wie CC78, ST152, CC6 und CC80, hatten nahezu alle das
blaZz-Gen. Es gab aber auch Isolate, deren klonale Komplexe in Afrika nicht oder
nur wenig vertreten waren, die in Deutschland ebenfalls nur zu einem geringen
Anteil das blaZ-Gen enthielten, wie CC101, CC398 und CC12. Wie durch die
Farbgebung der Tabelle 3 verdeutlicht wurde, waren die klonalen Komplexe aus
Afrika deutlich haufiger mit der Betalaktamaseresistenz ausgestattet als die der

deutschen Isolate.
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Tabelle 4: Relative Haufigkeit von tetK in den klonalen Komplexen in den kommensalen und

invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

tetK Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5 7% 36% 33%
CC15 10% 6%

CC121 17% 16%
CC8

CC45

CC7

CC30

CC9

CC78

CcC1

ST152

CC6

CC101 ag nn
CC398 ag nn
CC12 nn nn
CC80 nn nn 33% 29%
ST573/772 ag ag 33%
CC59 a ag nn
CC22 nn ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

15% aller Isolate, 11,5% der nasalen und 18,5% der invasiven Isolate, trugen das
tetK-Gen. In Homburg existierten nur 4 tetK-positive Isolate, 28% der Isolate aus
Tansania waren mit dem tetK-Gen ausgestattet, wobei die klonalen Komplexe
CC78, CC8 und ST152 mehr als die Halfte dieser ausmachten. Auch hier waren
wieder die klonalen Komplexe aufgefallen, die (fast) nur in den afrikanischen
Isolaten vorkamen, wie CC78, ST152 und CC80, mit eindeutig vermehrter
Tetrazyklinresistenz (Tabelle 4). Wie in Tabelle 4 gezeigt wurde, ergaben sich fir
den klonalen Komplex CC8 eindeutige regionale Unterschiede in der Ausstattung
mit dem tetK-Gen, in Homburg mit 0%, dagegen in der Halfte der afrikanischen
Kommensalen und zu 75% in den invasiven afrikanischen Isolaten. Im Gegensatz
zur Betalaktamaseresistenz enthielten der isoliert in Afrika gefundene klonale
Komplex CC6 und der in allen vier Gruppen vertretene klonale Komplex CC30

keine Tetrazyklinresistenz.
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Tabelle 5: Relative Haufigkeit von ermA in den klonalen Komplexen in den kommensalen und
invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

ermA Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5 20%

CC15
CC121
CC8
CC45
CC7 8% 7%
CC30
CC9
CC78
CC1
ST152
CC6
Cc1o1
CC398
CC12
CC80 nn nn
ST573/772 _ ag ag

CC59 ag ag nn

CC22 nn 20% ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Die Verteilung der Gene fir die Makrolid-/Clindamycin-Resistenz ermA und ermC
wurde in den beiden Tabellen (5 und 6) aufgelistet. In Tansania existierten keine
Isolate mit dem ermA-Gen, in Deutschland verteilten sich die Gene auf ca. ein

Drittel nasale (6% in Homburg), zwei Drittel klinische Isolate (11% in Homburg).
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Tabelle 6: Relative Haufigkeit von ermC in den klonalen Komplexen in den kommensalen und
invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

ermC Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5 10% 13%
CC15 10%
CcCi121
Cccs8

CC45

Ccc7

CC30

CC9

CC78

CC1
ST152
CC6
Cc1o01
CC398
CC12
CCs80
ST573/772
CC59
CC22

18%

33% 4%

ag 33%
ag nn

nn ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

ErmC war wiederum vermehrt in den afrikanischen Isolaten aufgetreten,
besonders in nasalen Isolaten der klonalen Komplexe CC5, CC15 und CC121.
Insgesamt waren aber erneut mehr klinische (16%) als nasale Isolate (9,5%) mit

ermC gefunden worden.

Zusammenfassend konnten deutliche regionale Unterschiede, z. B. CC5 und CCS8,
aber auch Gemeinsamkeiten, z. B. CC30, in der Ausstattung einiger klonaler
Komplexe mit Genen fur Resistenzfaktoren festgestellt werden. Die vermehrt in
Tansania vertretenen klonalen Komplexe CC121 wund ST152 waren
vergleichsweise haufig mit Resistenzgenen ausgestattet.
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5.3.1.2 Virulenzgene

Analog zu den Resistenzgenen wurden Virulenzgene ausgewahlt, diese waren
das Panton-Valentine-Leukocidin PVL, die Serinproteasen spIB und splE.

Tabelle 7: Relative Haufigkeit von PVL in den klonalen Komplexen in den kommensalen und

invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

PVL Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5 9% 44%
CC15
CcC121
CC8
CC45
CC7
CC30
CC9
CC78
CC1
ST152
CC6
Cc1o1
CC398
CC12
CC80 nn nn

ST573/772 _ ag ag

CC59 ag ag nn

CC22 nn 20% ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn

CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Circa ein Funftel aller Proben waren PVL positiv (5,5% kommensale vs. 35%
invasive Isolate). Jedoch verteilten sich die Positiven nur auf zehn der 25 CCs.
Alle Vertreter von ST152 trugen das PVL-Gen. CC80 war mit 90%, CC78 mit 80%
und CC121 mit 76% PVL positiv, insgesamt bildeten diese drei klonalen Komplexe
fast zwei Drittel der detektierten PVL-Gene. In Homburg wurden nur sechs PVL
gefunden, diese verteilten sich einzig in den klinischen Isolaten auf CC121, CC15,
CC22 und CC30. In Ifakara wurden 75 PVL ermittelt, die sich zu acht
verschiedenen CCs (CC121, CC30, CC5, CC59, CC78, CC80, ST152,
ST573/772) zuordnen lieBen. Wie in Tabelle 7 verdeutlicht wurde, zeigte die
Analyse der Verteilung des PVL-Gens unter den klonalen Komplexen eine

Tendenz zu Kklinischen und auch zu afrikanischen Isolaten. Erneut
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hervorgestochen waren die isoliert in Afrika gefundenen klonalen Komplexe CC78,
ST152 und CC80. Ahnliche regionale Verteilung wurden fir CC121 und CC8
gefunden. Deutliche Unterschiede wurden im klonalen Komplex CC30, der in
Isolaten aus Tansania, insbesondere in deren Wundabstriche, besonders h&ufig
mit PVL ausgestattet war, nachgewiesen.

Tabelle 8: Relative Haufigkeit von spIB in den klonalen Komplexen in den kommensalen und

invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

splB Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5
CC15
CcC121
CCs8
CC45
CC7
CC30
CC9
CC78
CC1
ST152
CC6
CcC101
CC398
CC12
Ccs8o
ST573/772 ag

CC59 ag ag nn
CC22 nn ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Die Serinprotease splB war in 71,25% aller Isolate vorhanden. In den haufigen
klonalen Komplexen CC5, CC15, CC121 und CC8 war die Verteilung gleich mit
einer Pravalenz von meist 100%. Die CC30 und CC45 trugen in keiner Subgruppe
spIB. Erneut trugen die isoliert in Afrika gefundenen klonalen Komplexe CC78,
CC6 und CC80 immer das splB-Gen. Wie in der Tabelle 8 demonstriert wurde,
waren entweder nahezu alle lIsolate einzelner klonaler Komplexe mit splB
ausgestattet oder keiner im jeweiligen Komplex. Ausnahmen bildeten CC8 mit
91% (HS-OB), CC9 mit 83% (IT-N) und C398 mit 20% (HS-OB).
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Tabelle 9: Relative Haufigkeit von splE in den klonalen Komplexen in den kommensalen und
invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

splE Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
CC5
CC15
CC121
CC8
CC45
CcCv
CC30
CC9
CC78
cci ag ag 50% 33%
ST152
CC6
CC101
CC398
CC12
CC80
ST573/772
CC59
CC22

ag
ag nn

nn ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Das in 47,5% der Isolate gefundene Gen der Serinprotease splE war haufiger in
den Homburger Isolaten, dort auch vermehrt in den kommensalen Isolaten, zu
finden. Der haufigste klonale Komplexe CC5 enthielt nur einmal das splE-Gen.
Auch der besonders in den invasiven Isolaten vorkommende CC121 enthielt kein
splE. Wiederum enthielten CC15, CC8 und CC30 zu einem grof3en Teil splE. Wie
auch schon fir splB enthielten die in Deutschland pravalenteren klonalen
Komplexe CC7, CC101 und CC12 immer die Gene der Serinprotease E. Im
Gegensatz zu splB war splE in den isoliert in Afrika gefundenen CC78 und CC80

deutlich seltener zu finden - lediglich in CC6 in 75% der Félle.

Es zeigte sich zusammenfassend, dass die Virulenzgene zumeist in Abhéngigkeit
des klonalen Komplexes vorkamen. Die, haufig invasive lIsolate enthaltenden,
klonalen Komplexe CC121 und CC5 waren nicht immer mit allen Virulenzgenen
ausgestattet. Hingegen trugen die haufig mit kommensalen Isolaten vertretenen
klonalen Komplexe CC15 und CC45 einige Virulenzgene.
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5.3.1.3 Adhasionsgene

Analog zu den Resistenz- und Virulenzgenen wurden Gene fur Adhasionsproteine
ausgewabhlt, diese sind das Bone Sialoprotein-Bindungsprotein bbp und das van-

Willebrand-Faktor-Bindungsprotein vwb.

Tabelle 10: Relative Haufigkeit von bbp in den klonalen Komplexen in den kommensalen und

invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

bbp Homburg-nasal Homburg-invasiv Ifakara-nasal Ifakara-invasiv
cos Mm% W 81

CC15 82% 90%

CC121 ag

Cccs8 67%

CC45 83%

cc7 92%

CC30 91%

CC9 75%

CC78 nn

cci ag

ST152 nn nn nn 93%
CC6 nn nn 89%

CcC1o01

CC398

CC12

CC80 nn nn

ST573/772 _ ag ag

CC59 ag ag nn
CC22 nn 80% ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn

CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

Mit einer Pravalenz von 89% war bbp haufig vertreten. Wie in der Tabelle 10
dargestellt wurde, sind die klonalen Komplexe CC5, CC15, CC8 in Afrika zu 100%
mit bbp ausgestattet, im Gegensatz dazu waren diese Komplexe in Deutschland
seltener mit bbp ausgestattet ohne Tendenz zu nasalen oder klinischen Isolaten.
Besonders in der Untergruppe der Homburger Abstriche gab es in den klonalen
Komplexen keine eindeutige Neigung zu bbp, die Pravalenzen lagen zwischen
17% und 100%.
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Tabelle 11: Relative Haufigkeit von vwb in den klonalen Komplexen in den kommensalen und
invasiven Isolaten aus Homburg und Ifakara.

Ifakara-nasal Ifakara-invasiv

91%

vwb
CC5
CC15
CCi121
CCs8
CC45
Ccc7
CC30
CC9
CC78
CC1
ST152
CC6
CC101
CC398
CC12
CCs80
ST573/772
CC59
CC22

Homburg-nasal Homburg-invasiv

ag
ag nn

nn ag nn

ag = ausgeschlossen, wenn Vorkommen des CC in der Subgruppe < 3. nn = nicht nachweisbar, wenn
CC in dieser Subgruppe nicht nachgewiesen wurde.

93,25% der Isolate enthielten das Gen des van-Willebrand-Faktor-
Bindungsproteins vwb. Dementsprechend war die Verteilung relativ ausgeglichen
mit haufig 100% in den einzelnen klonalen Komplexen. Jedoch fiel der am
zweith&ufigsten aus nasalen Isolaten bestehende klonale Komplex CC45, wie in
Tabelle 11 dargestellt wurde, mit einer ungleichen Verteilung auf. Im Homburger

CC45 nur dreimal vertreten, in Tansania nur in sechs Fallen.

Zusammenfassend waren auch hier regionale Unterschiede der Ausstattung der

einzelnen klonalen Komplexe aufgefallen.

52



Ergebnisse

5.3.2 Hierarchische Clusteranalyse - CC5 und CC15
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Abbildung 10: Subgruppenanalyse der Mikroarraydaten von CC5 mit hierarchischer
agglomerativer Clusteranalyse. Die Isolate aus Homburg (HS) wurden grau, die Isolate aus

Ifakara (IT) rot gekennzeichnet.

Innerhalb des klonalen Komplexes CC5 konnte man ein eindeutiges Clustern nach
geografischem Ursprung erkennen. Innerhalb der Cluster konnte ebenfalls ein
Clustern nach Isolatursprung, nasal und invasiv, nachgewiesen werden. Es

zeigten sich viele einzelne, kleinere Cluster.
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L 9/00°SH

Abbildung 11: Subgruppenanalyse der Mikroarraydaten von CC15 mit hierarchischer
agglomerativer Clusteranalyse. Die Isolate aus Homburg (HS) wurden grau, die Isolate aus

Ifakara (IT) rot gekennzeichnet.

Innerhalb des klonalen Komplexes CC15 konnte man ebenfalls Clustern nach
geografischem Ursprung, sowie mit wenigen Ausnahmen nach Isolatursprung,

erkennen. Hier differenzierten sich ebenfalls viele einzelne, kleinere Cluster.
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5.4 Hierarchische Clusteranalyse - global

ST573/772

,CC9,CC15,CC80,CC101,CC78,CCI7,ST182,none

cce ccs9  CC80

Abbildung 12: Analyse der Mikroarraydaten aller 400 Isolate via hierarchischer
agglomerativer Clusteranalyse. HS-N wurden blau, HS-O/B grin, IT-N schwarz und IT-O/B rot

gekennzeichnet.

Global betrachtet gab es, wie in Abbildung 12 gezeigt, eine ausgeglichene
Verteilung. Die Untersuchung mittels der Clusteranalyse anhand der
Mikroarraydaten stimmte bis auf wenige Ausnahmen mit der MLST-Zuordnung in
klonale Komplexe uberein. In den einzelnen Clustern der klonalen Komplexe

konnte man auch ein weiteres Clustering erkennen.
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Anhand des H-Baumes (Abb. 12) konnte man grob zwei Cluster erkennen, die

sich beide in weitere viele kleine Cluster differenzierten.

Das Kleinere, bestehend aus 19,25% der Isolate (77 Isolate), wurde gebildet von
den klonalen Komplexen CC22, CC45, CC398, ST426 und CC30. 73% dieses
Clusters waren Isolate aus Homburg, welche sich relativ homogen verteilten. Nur

27% stammten aus Tansania, welche in der Regel zusammenclusterten.

Das groRRere Cluster, 80,75% der Isolate, wurde von den restlichen 20 klonalen
Komplexen (inklusive none) gebildet. Meist clusterten die klonalen Komplexe
eindeutig, wie z. B. CC5, ST573/772, CC25, CC121, CC15, CC7, CC12, CC 101,
CC 78, ST152, CC1, CC6, CC5Hh9.

Sowohl ein ortsspezifisches Clustern, als auch ein Clustern gemall dem

Isolatursprung (nasal vs. klinisch) konnte nachgewiesen werden.
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5.5 Hierarchische Clusteranalyse - landerspezifisch
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Abbildung 13: Analyse der Mikroarraydaten der S. aureus Isolate aus Homburg (200 Isolate)

via hierarchischer agglomerativer Clusteranalyse. HS-N wurden blau, HS-O/B rot

gekennzeichnet.

Die Verteilung der kommensalen und invasiven Isolate in Homburg war, wie in
Abb. 13 dargestellt wurde, sehr ausgewogen. Je differenzierter man die Cluster
betrachtete, desto deutlicher konnte ein Clustern nach Isolatursprung

nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Analyse der Mikroarraydaten der S. aureus Isolate aus Ifakara (200 Isolate)

via hierarchischer agglomerativer Clusteranalyse. IT-N wurden blau, IT-O/B rot

gekennzeichnet.

Wie in Abb. 14 dargestellt wurde, clusterten die in Afrika gesammelten Isolate
mehr nach ihren Isolaturspringen zusammen. Man konnte ein eindeutiges
Clustern der invasiven Isolate (CC121 und ST152), folglich auch der

kommensalen, Isolate erkennen.
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5.6 Spa-Typisierung Homburg

In den 200 aus Homburg untersuchten Isolaten konnten 115 verschiedene spa-
Typen identifiziert werden, von denen drei als neue lokale spa-Typen noch mit
einer neuen ID tx in die Datenbank des RidomStaphType aufgenommen wurden
(Stand Januar 2013). Zusatzlich fanden wir zwei unbekannte spa-Typen, ein Isolat

konnte nicht analysiert werden.

Mit 7% war t002 am haufigsten vertreten, gefolgt von t7568 mit 5%. Zu jeweils
4,5% vorhanden waren t084 und t091, zu 4% existent war t008. Der spa-Typ t003

existierte nur in 2% der Isolate.

Von den 20 in Homburg detektierten CC-Gruppen wurde die Verteilung der spa-
Typen in den funf haufigsten klonalen Komplexen CC7, CC5, CC45, CC15 und
CC30 untersucht. In den nachfolgenden finf Abbildungen wurde die Verteilung der
einzelnen spa-Typen inklusive ihrer Haufigkeit im jeweiligen klonalen Komplex
dargestellt.

t10332
(n=2)

t803
11689
12932
t5768
t10370
txEB

Abbildung 15: Die verschiedenen spa-Typen inkl. Anzahl (n) im CC7, farblich

hervorgehoben nach Haufigkeit. n.a. steht fir nicht analysierbar.

In der mit 27 Vertretern grof3ten Gruppe CC7 dominierten t7568 und t091 mit
jeweils 33,3%. Die restlichen acht verschiedenen spa-Typen fanden sich nur

selten.
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t002

t045
t088
t504
t2164
t5050
t5672
t10308
je(n=1)

t003
(n=24)

Abbildung 16: Die verschiedenen spa-Typen inkl. Anzahl (n) im CCS5, farblich

hervorgehoben nach Haufigkeit.

Der haufigste spa-Typ im klonalen Komplex CC5 war mit 56% t002, als
zweithaufigster folgte mit nur 16% t003. Mit nur neun unterschiedlichen spa-Typen
war der CC5 am wenigsten abwechslungsreich.

(065 N

1116
1339
t706
1861
11238
12614
13000
18289
19934
110282
110319
110322

\ je(n=1) J

Abbildung 17: Die verschiedenen spa-Typen inkl.  Anzahl (n) im CC45, farblich

hervorgehoben nach Haufigkeit.

Der klonale Komplex CC45 war mit 17 verschiedenen spa-Typen der vielfaltigste,

mit nur vierfachem Vorkommen war t015 mit 16,7% der zahlreichste.
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Abbildung 18: Die verschiedenen spa-Typen inkl. Anzahl (n) im CC15, farblich

hervorgehoben nach Haufigkeit.

Mit etwa 43% Uberwiegt im CC15 der t084, die restlichen 12 spa-Typen fanden

sich in jeweils nur einem Isolat.

t1152
(n=2)

t10307
(n=2)

Abbildung 19: Die verschiedenen spa-Typen inkl.  Anzahl (n) im CC30, farblich

hervorgehoben nach Haufigkeit.

Etwas weniger als ein Drittel (27,8%) der spa-Typen im CC30 waren t012. Die

restlichen elf verschiedenen spa-Typen fanden sich nur selten.
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6 Diskussion

Staphylococcus aureus ist einer der bedeutendsten Krankheitserreger, sowohl in
hochentwickelten Regionen als auch in Entwicklungslandern. In dieser Arbeit
werden S. aureus Stdmme, die ambulant erworbene Erkrankungen auslésen, aus
Homburg und Ifakara untersucht. Ziel ist es nachzuweisen, dass sowohl zwischen
den geografischen Regionen als auch zwischen kommensalen und invasiven
Isolaten Unterschiede existieren. Mit Hilfe der DNA-Mikroarraytechnologie, als
neuer, besonders gut standardisierter Typisierungsmethode, werden die
Epidemiologie und die genetische Ausstattung der S. aureus Stdmme untersucht.
Nach unserem heutigen Wissensstand existiert keine vergleichbare Studie. Bisher
durchgefuhrte  Studien  afrikanischer Isolate  analysierten  vorwiegend
Einzelfaktoren oder kleinere Gruppen verschiedener klinisch relevanter Faktoren
[Ateba Ngoa et al., 2012; Breurec et al., 2011; Schaumburg et al.,, 2011].
Insgesamt ist es auffallig, dass viele Studien zu Infektionen im Krankenhaus,
nasalen Tragern und zu MRSA vorliegen [Moremi et al., 2012; Moyo et al., 2014,
Shittu et al., 2009], jedoch keine Studie mit Kohorten nasaler Trager im Vergleich

zu Stammen, die invasive Infektionen ausldsen.

Probanden/Patientencharakterisitik

Die Rekrutierung spiegelt sowohl die natirliche Besiedelung gesunder Probanden
wider als auch die Bedeutung ambulant erworbener S. aureus Infektionen. Im
Unterschied zu vielen anderen Studien, die sich auf im Krankenhaus erworbene
Infektionen beschranken, wird mit dieser Studie die naturliche Verbreitung in der
Gesellschaft untersucht. Weitere epidemiologische Daten, wie Alter oder
Geschlecht, die mit dem CRF-Bogen ermittelt wurden, werden in vorliegender
Arbeit nicht bertcksichtigt.
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In dieser Studie lag die Pravalenz der kolonisierenden S. aureus Stamme in der
gesunden Bevélkerung in Homburg/Saar bei 36,84%. Somit liegt die
Kolonisationsrate etwas uber dem in der Literatur beschriebenen Intervall von 25-
30% [van Belkum et al., 2009; Wertheim et al., 2005]. Pravalenzdaten aus Ifakara

liegen nicht vor.

Resistenzgene (blaZ, mecA, tetK, ermA und ermC)

Beziglich der Resistenzgene konnte nachgewiesen werden, dass S. aureus
Isolate aus Tansania deutlich haufiger mit Resistenzgenen ausgestattet waren als

diejenigen aus Homburg.

Bei 78% wurde das blaz-Gen detektiert. Die in der Literatur berichteten
Penicillinresistenzen bestehen in mehr als 90% der Isolate sowohl bei
kommensalen als auch invasiven lIsolaten [Lowy, 2003]. Zusammen liegt die
Pravalenz somit geringfiigig unter den in der Literatur genannten Werten,
ebenfalls ohne signifikante Unterschiede zwischen kommensalen (74,5%) und
klinischen Stammen (81,5%). Signifikante Unterschiede sind jedoch im regionalen
Vergleich zwischen Homburg (61%) und Ifakara (95%) nachgewiesen worden. Die
Rate der in Afrika gefundenen penicillinresistenten Stdmme stimmt mit Studien
aus Tansania (97%) [Blomberg et al., 2004], Sudafrika (92%) [Shittu and Lin,
2006] und Gabun (95%) [Ateba Ngoa et al., 2012] tberein.

In dieser Studie wurde mit 2% eine geringe Rate methicillinresistenter S. aureus
gefunden. Im Vergleich zu den im Antibiotika Resistenz Surveillance System des
RKI gesammelten Resistenzdaten (fir stationare Versorgung 21,1%, ambulante
Versorgung 11,4%, [Robert-Koch-Institut, 2013]) lag die Préavalenz mit 1,5% in
Deutschland deutlich unter den ermittelten Werten. In Tansania waren es 2,5%
MRSA, entsprechend den bisherigen (afrikanischen) Studien aus Tansania mit
<1% [Urassa et al., 1999], 2% [Blomberg et al., 2004] sowie aus Gabun mit 3%
[Ateba Ngoa et al., 2012].
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Im Mikroarray finden sich mehrere Genloci, die eine Makrolidresistenz vermitteln
konnen. Dazu z&hlen ermA, ermB, ermC, msrA, mefA und mpbBM. Statistisch
signifikante Unterschiede in der Pravalenz zeigten sich fur ermA mit Haufung in
saarlandischen lIsolaten (8,5% in Homburg vs. 0% in Ifakara) und ermC mit
H&aufung in tansanischen Isolaten (16,5% in Ifakara vs. 9% in Homburg). Die
bisher berichteten Resistenzen gegen Makrolide lagen mit 29% in Tansania
[Blomberg et al., 2004] und 30% in Sudafrika [Shittu and Lin, 2006] eher Uber
diesen Raten. Jedoch wurde zumindest in der Studie von Shittu and Lin ein
Grof3teil der erythromycinresistenten Stamme von den MRSA gebildet.
Betrachtete man dort nur die MSSA, waren diese zu 11,4% erythromycinresistent.

Hinsichtlich der Gene fir eine Tetrazyklinresistenz wurden statistisch signifikante
Unterschiede im regionalen Vergleich (28% in Tansania vs. 2% in Homburg),
jedoch keine zwischen nasalen (11,5%) und invasiven Isolaten (18,5%) gefunden.
Die Resistenzrate in Homburg ist in etwa vergleichbar mit den Raten der tGiber das
RKI vermittelten tetrazyklinresistenten S. aureus in Deutschland (stationar 3,9%,
ambulant 4,6%,[Robert-Koch-Institut, 2013]). Die Rate in Tansania liegt deutlich
unter den Werten einer in Tansania durchgefihrten Studie (49%) [Blomberg et al.,
2004].

Schon 2003 wurde von nicht proportional erhdohten Resistenzraten in
Entwicklungslandern berichtet [Guven and Uzun, 2003]. Die hdhere Rate an
Resistenzgenen in Tansania kommt vermutlich durch die vorherrschenden lokalen
Bedingungen zu Stande, wie sie schon 2004 verallgemeinernd Uber
Entwicklungslander beschrieben wurden: Uberbevolkerung, Armut, Mangel der
medizinischen Infrastruktur sowie die Gewohnheiten der Antibiotikaverschreibung
[Raza et al., 2004]. Durch den uneingeschrankten Zugang zu einigen Antibiotika,
die vor Ort im Handel als over the counter (OTC)-Préaparate frei verfuigbar sind,

werden die Bakterien einem Selektionsdruck ausgesetzt.

64



Diskussion

Die geringe Rate an Resistenzgenen dieser Studie ist moglicherweise Folge der
Einschlusskriterien. Im Unterschied zu friheren Studien wurden die Patienten
dieser Studie gezielt mit nicht Krankenhaus-assoziierten Infektionen und die
Probanden ohne vorherige Selektion, z. B. nach Alter, Geschlecht oder
Risikofaktoren, ausgewahlt. Vorsicht ist bei der Interpretation geboten, da die
Ergebnisse nur eingeschrankt verglichen werden kénnen. Grund hierfir ist die
unterschiedliche Selektion der Probanden sowie die hier vorliegenden Daten ,nur®
genotypischer Resistenzen. Unsere Ergebnisse reflektieren die genetische
Ausstattung der S. aureus Stamme. Es ist nicht erkennbar, ob alle
Resistenzfaktoren auch exprimiert werden und wenn dies der Fall wére, welche
Voraussetzungen dafur erfillt werden mussten. In den meisten Studien wurden
die Antibiotikaempfindlichkeiten phanotypisch Uber Agardiffusionstests ermittelt
[Ateba Ngoa et al., 2012; Blomberg et al., 2004; Shittu and Lin, 2006]. Im DNA-
Mikroarray werden Resistenzen z. B. gegen Makrolide tUber mindestens sechs
verschiedenen Genloci ermittelt (ermA, ermB, ermC, msrA, mefA und mpbBM),
wohingegen phanotypisch einzelne Medikamente, meist Erythromycin fur
Makrolide, getestet werden. Der Vergleich der phé&notypischen Resistenztestung
mit der genotypischen Resistenztestung ist in einem unabhangigen Projekt des

african-german-staphnet vorgesehen.

Virulenzgene (PVL, lukD, IukE, egc-Cluster, etA, splA, splE)

Das Gen fur das Panton-Valentine-Leukozidin (lukS/lukF), als einer der
wichtigsten Virulenzfaktoren, war in den invasiven Isolaten (35%) fast siebenfach
haufiger vertreten als in den nasalen Isolaten (5,5%). Diese Beobachtung stimmt
mit der bisherigen Studienlage tberein, im Hinblick auf das seltene Auftreten PVL-
positiver Stamme in nasalen Isolaten [Melles et al., 2006; Prevost et al., 1995; von
Eiff et al., 2004] und deren Neigung zu Haut- und Weichteilinfektionen [Holmes et
al., 2005; Lina et al, 1999; Prevost et al., 1995]. Hier wurden nur 8
Blutstromisolate untersucht, nur eine (12,5%) enthielt PVL. Insgesamt 70 (35%)
der klinischen Isolate waren PVL positiv. Aufgrund der geringen Menge an
Blutstromisolaten (2%) ist die Vergleichbarkeit eingeschrankt. Dies scheint jedoch,

65



Diskussion

wie auch in den Studien zuvor schon berichtet, die bisherige Meinung zu
bestétigen, dass PVL-positive Stamme eher mit Haut- und Weichteilinfektionen als
mit Bakteriamien vergesellschaftet sind. Ein weiterer Unterschied bestand in der
geografischen Verteilung mit eindeutiger Haufung in afrikanischen Isolaten (37,5%
in Ifakara vs. 3% in Homburg). Das seltene Vorkommen PVL-positiver Stamme in
europaischen Landern wurde schon 2005 berichtet [Holmes et al., 2005]. Aktuell
mangelt es an Daten zur Pravalenz von PVL in Tansania, einzige Daten zeigen
eine Pravalenz von 16,7% in MRSA [Moremi et al., 2012]. Die nach unserem
Wissensstand hier erstmals beschriebene hohe Pravalenz an PVL-positiven S.
aureus lIsolaten in Tansania stimmt mit anderen afrikanischen Studien aus
Kamerun (74%), Madagaskar (33%), Marokko (17%), Niger (63%) und Senegal
(67%) [Breurec et al., 2011] sowie aus Nigeria (42,7%) [Okon et al., 2009], Mali
[Ruimy et al., 2008] und Gabun (44,7%) [Schaumburg et al., 2011] tberein. Die elf
nasalen Isolate, die PVL positiv waren, kamen ausschlie3lich aus Tansania.
Jedoch ergab sich fur Ifakara ebenfalls eine Haufung in klinischen Isolaten (64%
Klinisch vs. 11% nasal), wodurch die schon beschriebene Tendenz von PVL zu

klinischen Isolaten [Schaumburg et al., 2011] bestatigt wird.

Bei den Genen der Leukozidine IukD und IukE gab es keine signifikanten
Unterschiede in der Pravalenz sortiert nach Isolatursprung (lukD 69,5% nasal vs.
65% Klinisch, IuKE 64,5% nasal vs. 67,5% klinisch). Von Eiff et al. fanden bei einer
Studie eine Tendenz von IukE/lukD in invasiven Isolaten im Vergleich zu nasalen
Isolaten, jedoch wurden damals S. aureus aus Bakteridmien als invasive Isolate
gewertet [von Eiff et al., 2004]. Wundabstriche, wie sie in dieser Studie
hauptsachlich getestet wurden, waren nicht miteingeschlossen. Leukozidine
fanden sich jedoch signifikant haufiger in Tansania (lukD 73,5% in Ifakara vs. 61%
in Homburg, IUKE 77% in Ifakara vs. 55% in Homburg). Die von van belkum
beschriebene Tendenz des egc-clusters zu nasalen Isolaten [van Belkum et al.,
2006] konnte hier nicht bestétigt werden. Das egc-cluster war in 44% der nasalen
und in 46,5% der klinischen Isolate vertreten. Der geografische Unterschied war
ebenfalls nicht signifikant.
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Auffallend jedoch war das signifikant haufigere Vorkommen des Exfoliativtoxin-
Gens etA in afrikanischen Isolaten (6,5% in Ifakara vs. 1,5% in Homburg) sowie in
nasalen Isolaten (nasal 7,5% vs. 0,5%). Soweit uns zum aktuellen Zeitpunkt
bekannt ist, wurde dies zum ersten Mal beschrieben. Ebenso scheinen die Gene
der Serinproteasen splA und splE vermehrt in asymptomatischen Tragern
vorzukommen (splA nasal 71,5% vs. klinisch 60,5%, splE 56% vs. 39%).
Interessant ist die genetische Ausstattung mit Serinproteasen in den Landern, im
Vergleich zu den deutschen Isolaten haben die afrikanischen Isolate haufiger splA

und splB, jedoch weniger splE.

CC

Insgesamt wurden 24 verschiedene klonale Komplexe gefunden. Die flnf
haufigsten CC waren CC5, CC15, CC121, CC8 und CC45.

In den nasalen Abstrichen in Homburg am haufigsten vertreten waren CC7, CC45,
CC15, CC30 und CC5, wobei deutschlandweit regionale Unterschiede diskutiert
wurden [Monecke et al., 2009]. In den invasiven Isolaten dominierten CC5, CC7,
CC45, CC8 und CC15. In den deutschen Isolaten zeigten sich nur geringe
Unterschiede in der Verteilung der klonalen Komplexe auf nasale oder klinische
Isolate. Besonders auffallig war die signifikante Haufung von CC101 in nasalen

Isolaten. Nach unserem Wissensstand ist dies erstmalig beschrieben.

In den nasalen Abstrichen in Ifakara am haufgsten vertreten waren CC15, CC8,
CC5, CC45 und CC6. Diese Daten sind vergleichbar mit der Verteilung in Gabun
und Mali, wo CC15 deutlich vorherrschend in asymptomatischen Trégern war
[Ruimy et al.,, 2008; Schaumburg et al., 2011]. In den invasiven Isolaten
dominerten CC121, ST152, CC78 und CC5. Diskrepanzen bestanden zu o.g.
Studie aus Gabun, in der CC15 ebenfalls in den klinischen Isolaten dominierte
[Schaumburg et al., 2011] sowie zu einer Studie aus Nigeria, in der CC5
dominierte [Ghebremedhin et al., 2009]. Die Dominanz von CC121 und ST152 in

invasiven Isolaten wurde in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien
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nachgewiesen [Breurec et al., 2011]. In den afrikanischen Isolaten zeigten sich
grofRere Unterschiede in der Verteilung der klonalen Komplexe bzgl. nasaler oder
Klinischer Isolate. Besonders aufgefallen waren CC121 und ST152 mit
signifikanter Haufung in invasiven Isolaten und die unterschiedliche Verteilung der
Komplexe CC15, CC8 und CC45 mit signifikanter Haufung in nasalen Isolaten. In
Homburg waren diese ausgeglichen verteilt, im Gegensatz zu Studien aus den
Niederlanden [Melles et al., 2004]. Die in Tansania bestehende signifikante
Haufung in nasalen Isolaten entspricht der Verteilung in Gabun [Schaumburg et
al., 2011]. Diejenigen klonalen Komplexe, die einzig in Afrika vorkamen, mit

Ausnahme von CC6, waren vermehrt invasive Isolate.

Der Grofdteil der bisherigen Studien stellt eher die Situation in West- bis
Nordwestafrika (Gabun, Nigeria, Mali, Marokko) und in Stdafrika dar [Breurec et
al., 2011; Okon et al., 2009; Ruimy et al., 2008; Schaumburg et al., 2011; Shittu et
al., 2009; Shittu et al., 2011]. Die Isolate aus Tansania zeigen die Situation im
Osten Afrikas. Interessant waren Vergleiche der afrikanischen Lander

untereinander.

Von besonderem Interesse ist die Pradominanz der PVL-positiven Stamme in den
afrikanischen Isolaten sowie speziell in den hier typisch afrikanischen CCs
(CC121, CC78, ST152, CC80). Diese Beobachtungen stitzen die bisherigen
Studien aus Nigeria [Shittu et al., 2011] und Mali [Ruimy et al., 2008]. Shittu et al.
beschreiben ein vermehrtes Vorkommen PVL-positiver MSSA in den, in dieser
Studie hauptséachlich in Afrika gefundenen, klonalen Komplexen CC1, CC121 und
ST152 - sowie auch CC30 [Shittu et al., 2011]. Ruimy et al. beschreiben ebenfalls
ein vermehrtes Vorkommen PVL-positiver Isolate in ST152 [Ruimy et al., 2008].
Interessant ist auch das seltene Vorkommen von PVL in den beiden haufigsten
Komplexen CC5 und CC15.

Die Cluster der hierarchischen Clusteranalyse entsprechen bis auf wenige
Ausnahmen den Zuordnungen in die klonalen Komplexe. Durch die Untersuchung

der housekeeping Gene der MLST-Einteilung ist es nicht moéglich, auf Virulenz mit
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konsekutiver Invasivitat zu schlieen. Die Darstellung der gesamten
Mikroarraydaten mittels der hierarchischen Clusteranalyse kombiniert hier die
Verwandtschaftsanalyse (wie MLST) mit mdglichen Gemeinsamkeiten in der
genetischen Ausstattung der einzelnen Isolate. In den Clustern ist nochmals eine
unterschiedliche Aufteilung der Isolate erkennbar, die auf der unterschiedlichen
genetischen Ausstattung der Isolate beruht. Verdeutlicht wird dies mit der
Darstellung in 5.3.2 der einzelnen klonalen Komplexe. So kann die Vielfaltigkeit in

den einzelnen Komplexen dargestellt werden.

Spa-Typisierung

Die spa-Typisierung ist eine weit verbreitete Typisierungsmethode von S. aureus,
die zur Analyse von Ausbrichen, jedoch nicht zur phylogenetischen Analyse
verwendet wird. Die von uns ausschlieBlich mit den Homburger Isolaten
durchgefuhrte Untersuchung zeigte eine hohe Diversitat, 115 verschiedene spa-
Typen konnten nachgewiesen werden. Dies bestatigt die schon beschriebene
erhohte Diversitdit der MSSA in den spa-Typen im Vergleich zur MRSA
[Grundmann et al., 2010; Mehraj et al., 2014]. Die funf haufigsten Vertreter
unserer Studie waren t002 (7%), t7568 (5%), t084 (4,5%), t091 (4,5%) und t008
(4%). Laut RidomSpaServer sind die haufigsten spa-Typen t032 (10,4%), t003
(9.18%), t002 (6,69%) und t008 (6,28%) [RidomGmbH, 2014]. Jedoch sind in
dieser Statistik alle spa-Typen ohne Vorauswahl aus 53 Léndern (Stand
19.12.2014) bericksichtigt, sodass MRSA sowie MSSA, sowohl aus der
stationaren als auch ambulanten Versorgung miteinbezogen werden. In der von
Grundmann et al. durchgefiihrten europaweiten Studie war t002 ebenfalls mit
4,8% der haufigste Vertreter, bei Berlicksichtigung nur deutscher Isolate waren
jedoch t008, t084, t015 und t091 die haufigsten spa-Typen [Grundmann et al.,
2010]. Mehrere spa-Typen clusterten in einem klonalen Komplex, wobei jeder spa-
Typ einem bestimmten klonalen Komplex zugeordnet werden konnte - mit einer
Ausnahme (t7568 einmalig in CC30, sonst in CC7). Die spa-Typisierung der
afrikanischen Isolate sowie der Vergleich zwischen den beiden Regionen sind in

einem weiteren unabh&ngigen Projekt des african-german-staphnet vorgesehen.
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Diese Ergebnisse zeigen sowohl Unterschiede in der Verteilung der klonalen
Komplexe als auch im Genrepertoire deutscher und afrikanischer S. aureus
Stamme. Mithilfe der Kooperationspartner konnte eine Stammkollektion von 1200
S. aureus Isolaten, zur Halfte von gesunden Tragern und zur Halfte von ambulant
erworbenen Infektionen gebildet, zusammengestellt werden. Eingeschlossen
wurden dabei die Isolate dieser Arbeit sowie weitere Isolate aus Deutschland
(Freiburg, Munster) und Afrika (Lambaréné/Gabun, Manhica/Mosambique), die

unabhangig untersucht wurden.

Eine umfassende genetische Charakterisierung wird zurzeit durchgefihrt, um das
Genrepertoire mit den klinischen und epidemiologischen Daten, erhoben via CRF,
sowie mit den phanotypischen Resistenztestungen zu korrelieren. Fir interessante
Subgruppen werden weitere detaillierte Untersuchungen, wie z. B. die

Ganzgenomsequenzierung oder SNP, folgen.
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7 Anhang

7.1 Im Mikroarray ldentibac® detektierte Gene mit Erklarung

Explanation Gene/Probe
o 23S-IRNA Gene 23S-IRNA
s Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase gapA
= Catalase katA
E-; Coagulase COA
E ” Staphylococcus Protein A Protein A
o g IgG-binding protein sbi
g g Thermostable Nuclease (DNAse) nuc
g Fibronectin-binding Protein A fnbA
" waS Sensor Protein wasS
-g Staphylococcal Accessory Regulator A sarA
a Enolase, Phosphopyruvate Hydratase eno
@ Histidine Protein Kinase (sae Locus) saeS
Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, defining MRSA mecA
Beta-Laktamase blaZ
Beta Lactamase Repressor (Regulatory Protein) blal
Beta Lactamase Regulatory Protein blaR
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin ermA
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin ermB
Macrolide, Lincosamide, Streptogramin ermC
Lincosamides linA
Macrolide msrA
Macrolide mefA
Macrolide mpbBM
Streptogramine vatA
Streptogramine vatB
Streptogramine vga
° Streptogramine vgaA
1 Streptogramine wvgb
‘é Aminoglycoside (Gentamicin, Tobramycin) aacA-aphD
8 Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin) aadD
2 Aminoglycoside (Kanamycin, Neomycin) aphA
S Streptothricin sat
o Trimethoprim dfrA
§ Fusidic acid far
Putative Fusidic Acid Resistance Protein Q6GD50
Mupirocin mupR
Tetracycline tetk
Tetracycline tetM
Tetracyclin Efflux Protein (Putative Transport Protein) tetEfflux
Chloramphenicol cat
Chloramphenicol fexA
Phenicols, Lincosamides, Oxazolidinones (Linezolid), Pleuromutilins, Streptogramin A cfr
Putative Marker For Fosfomycin, Bleomycin fosB
Vancomycin vanA
Vancomycin vanB
Vancomycin vanZ
Mercury resistance operon mercury resistance locus
Unspecific efflux pump gacA
Unspecific efflux pump gacC
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Explanation Gene/Probe
Toxic Shock Syndrome Toxin tst-1
Toxic Shock Syndrome Toxin, allele from bovine strains tst-RF122
Enterotoxin A entA
Enterotoxin A, allele from 320E entA-320E
Enterotoxin A, allele from N315 entA-N315
Enterotoxin B entB
Enterotoxin C entC
Enterotoxin -like Protein (ORF CM14 of U10927.2) entCM14
Enterotoxin D entD
Enterotoxin E entE
Enterotoxin G entG
Enterotoxin H entH
Enterotoxin | entl
Enterotoxin J entJ
Enterotoxin K entK
Enterotoxin L entL
Enterotoxin M entM
Enterotoxin N entN
Enterotoxin N - other than RF122 entN_1
Enterotoxin O entO
Enterotoxin Q entQ
Enterotoxin R entR
Enterotoxin U entU
Enterotoxins seg/sei/sem/sen/seo/seu egc-cluster
Pantone-Valentine Leukocidin PVL
Bovine Leukocidin lukM/IukF-P83
Haemolysin Gamma, Component B lukF
Haemolysin Gamma, Component C lukS
Haemolysin Gamma, Component C, allele from ST22 and ST45 lukS-ST22+ST45
g Haemolysin Gamma, Component A higA
%‘ Leukocidin D Component lukD
S Leukocidin E Component IukE
i /Haemolysin Toxin Family Protein lukX
2 Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein lukY-varl
% Leukocidin/Haemolysin Toxin Family Protein, allele from MRSA252 lukY-var2
; Hypothetical Protein similar to Haemolysin hi
Haemolysin Alpha (Alpha Toxin) hla
Haemolysin Delta (Amphiphylic Membrane Toxin) hid
Putative Haemolysin Il Jallll]
Putative Haemolysin Il (other than RF122) hl_lll_Other than RF122
Haemolysine Beta (Phospholipase C) hib
Haemolysine Beta (Phospholipase C / un-truncated) un-truncated hlb
Staphylokinase sak
Chemotaxis Inhibitory Protein (CHIPS) chp(CHIPS)
Staphylococcal Complement Inhibitor (SCIN) scn
Exfoliative Toxin A etA
Exfoliative Toxin B etB
Exfoliative Toxin D etD
Epidermal cell differentiation inhibitor A edinA
Epidermal cell differentiation inhibitor B edinB
Epidermal cell differentiation inhibitor C edinC
Aureolysin aur
Aureolysin, allele from other than MRSA252 aur - OtherThan252
Aureolysin, allele from MRSA252 aur-MRSA252
Serine Protease A splA
Serine Protease B spIB
Serine Protease E splE
Glutamyl Endopeptidase / V8-Protease SspA
Staphopain B sspB
Staphopain A (Staphylopain A) sspP
Arginine catabolic mobile element ACME-locus
arginine deiminase arcA-SCC
ornithine transcarbamoylase arcB-SCC
carbamate kinase, locus 2 arcC-SCC
arginine/ornithine antiporter arcD-SCC
. Accessory Gene Regulator - Type 1 agrl
L £ Accessory Gene Regulator - Type 2 agrll
& g Accessory Gene Regulator - Type 3 agrlll
Accessory Gene Regulator - Type 4 agrlv
Methicillin, Oxacillin and all Beta-Lactams, defining MRSA mecA
Signal Transducer Protein MecR1 mecR
Signal Transducer Protein MecR1 - truncated mecR_truncated
Methicillin-Resistance Regulatory Protein mecl
Glycerophosphoryl-diester-Phosphodiesterase (next to mecA) ugpQ
Cassette Chromosome Recombinase A, type 1 ccrA-1
Cassette Chromosome Recombinase A, type 2 ccrA-2
Cassette Chromosome Recombinase A, type 3 ccrA-3
Cassette Chromosome Recombinase A, type ZH47 ccrAA-MRSAZH47
o Cassette Chromosome Recombinase A, type 4 ccrA-4
g_ Cassette Chromosome Recombinase B, type 1 ccrB-1
2 Cassette Chromosome Recombinase B, type 2 ccrB-2
g Cassette Chromosome Recombinase B, type 3 ccrB-3
£ Cassette Chromosome Recombinase B, type 4 ccrB-4
8 Cassette Chromosome Recombinase C ccrC
@ Mercuric Reductase (SCCmec type Ill) merA
Alkylmercury Lyase (SCCmec type Ill) merB
Potassium-transporting ATPase A chain kdpA-SCC
Potassium-transporting ATPase B chain kdpB-SCC
Potassium-transporting ATPase C chain kdpC-SCC
Sensor Histidine Kinase (Sensor Protein located in kdp operon) kdpD-SCC
KDP Operon Transcriptional Regulatory Protein (DNA-binding Response Regulator) kdpE-SCC
plasmin-sensitive surface protein plsSCC-COL
Hypothetical Protein Historical Name: CNO50 Synonyms: dcs Q9XB68-dcs
Pseudogene of Xylose Repressor xyIR

72



Anhang

MSCRAMMs / Adhaesion Factors

Explanation Gene/Probe
Capsule Type 1 capsule-1
Capsule Type 5 capsule-5
Capsule Type 8 capsule-8
Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapH Capsule type 1 capH1
O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 1 capJl

£ Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein CapK Capsule Type 1 capK1l

% Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapH Capsule type 5 capH5

o O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 5 capJ5

> Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein CapK Capsule Type 5 capK5

_3 Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme CapH Capsule type 8 capH8

=3 Capsular Polysaccharide Synthesis Enzyme Capl Capsule type 8 caplg

o O-Antigen Polymerase CapJ Capsule Type 8 capJg
Capsular Polysaccharide Biosynthesis Protein CapK Capsule Type 8 capK8
Intercellular Adhesion Protein A (N-glycosyltransferase) icaA
Intercellular Adhesion Protein C icaC
Biofilm PIA Synthesis Protein D icaD
Surface Protein Involved In Biofilm Formation bap
Bone Sialoprotein-Binding Protein bbp-all

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from COL and MW2

bbp-COL+MW2

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from MRSA252

bbp-MRSA252

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from Mu50 bbp-Mu50

Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from RF122 bbp-RF122
Bone Sialoprotein-Binding Protein, allele from ST45 bbp-ST45

Clumping Factor A clfA-all

Clumping Factor A, allele from RF122

clfA-COL+RF122

Clumping Factor A, allele from MRSA252

clfA-MRSA252

Clumping Factor A, allele from MU50 / MW2

ClfA-Mu50/MW2

Clumping Factor B clfB-all
Clumping Factor B, allele from COL / MU 50 clfB-COL+Mu50
Clumping Factor B, allele from MW2 clfB-MwW2
Clumping Factor B, allele from RF122 clfB-RF122
Collagen-Binding Adhesin cna

Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein ebh-all
Enolase, Phosphopyruvate Hydratase eno
Fibrinogen Binding Protein fib

Fibrinogen Binding Protein, allele from MRSA252 fib-MRSA252
Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein ebpS

Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein, allele from ST45 ebpS-01-1111
Cell Wall Associated Fibronectin-Binding Protein, allele from COL ebpS-COL
Fibronectin-Binding Protein A fnbA-all
Fibronectin-Binding Protein A, allele from COL fnbA-COL

Fibronectin-Binding Protein A, allele from MRSA252

fnbA-MRSA252

Fibronectin-Binding Protein A, allele from MU50 / MW2

fnbA-Mu50+MW?2

Fibronectin-Binding Protein A, allele from RF122 fnbA-RF122
Fibronectin-Binding Protein B fnbB-COL
Fibronectin-Binding Protein B, allele from COL / MU50 / MW2 fnbB-COL+Mu50+MW2
Fibronectin-Binding Protein B, allele from MU50 fnbB-Mu50
Fibronectin-Binding Protein B, allele from MW2 fnbB-MW2
Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST15 fnbB-ST15
Fibronectin-Binding Protein B, allele from ST45 fnbB-ST45-2

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein map

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein, allele from RF122 map-RF122

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein, allele from MRSA252

map-MRSA252

Major Histocompatibility Complex Class Il Analog Protein, allele from MU50 / MW2

map-Mu50+MW2

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C sdrC-all
Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C, allele from B1 sdrC-B1
Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C, allele from COL sdrC-COL
Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C, allele from MU50 sdrC-Mu50

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C,

allele from MW2 / MRSA252 / RF122

sdrC-MW2+MRSA252+RF122

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein C,

allele from other than MRSA252 / RF122

sdrC-OtherThan252+122

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein D

sdrD-COL+MW2

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein D, allele from MU50 sdrD-Mu50

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein D, allele from Other sdrD-other

Ser-Asp Rich Fibrinogen-Binding, Bone Sialoprotein-Binding Protein D, allele from Other Than MRSA252 / RF122 sdrD-OtherThan252+122
Willebrand Factor - Binding Protein wvb-all

Willebrand Factor - Binding Protein, allele from COL / MW2 wb-COL+MW?2
Willebrand Factor - Binding Protein, allele from MRSA252 wb-MRSA252
Willebrand Factor - Binding Protein, allele from MU50 wb-Mu50

Willebrand Factor - Binding Protein, allele from RF122 wb-RF122

S. aureus Surface Protein G sasG

S. aureus Surface Protein G, allele from COL / MU50 sasG-COL+Mu50

S. aureus Surface Protein G, allele from MW2 sasG-MW2

S. aureus Surface Protein G, allele from other than MRSA252 and RF122 sasG-OtherThan252+122
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Explanation Gene/Probe
Immunodominant Antigen B isaB
Immunodominant Antigen B, allele from MRSA252 isaB_ MRSA252
Probable Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin Resistance) mprF

Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin Resistance), allele from COL/MW2

mprF_COL+MW2

Lysylphosphatidylglycerol Synthetase (Defensin Resistance), allele from MU50/MRSA252

mprF_Mu50+252

Heme/Transferrin-Binding Protein

isdA

Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from MRSA252

isdA-MRSA252

Heme/Transferrin-Binding Protein, allele from OtherThanMRSA252

isdA-OtherThan252

Putative Transporter Protein ImrP
Putative Transporter Protein, allele from RF122 ImrP-RF122
Multidrug Resistance Protein Q2YUB3

Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 1, allele from RF122

hsdS1-RF122

Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, allele from ST5/ ST8

hsdS2-ST5+ST8

1%

-é’ Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, allele from MW2 / 476 hsdS2-MW2+476

™ Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, allele from FR122 hsdS2-RF122

s Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 2, allele from MRSA252 hsdS2-MRSA252

Q Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, allele from any other than MRSA252 / RF122 hsdS3-AllOtherThanRF122+252

P Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, allele from ST8 / ST1 / RF122 hsdS3-ST8+ST1+RF122

S Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, allele from Mu50 / N315 hsdS3-Mu50+N315

E Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, allele from CC51 / MRSA252 hsdS3-CC51+MRSA252

= Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type 3, allele from MRSA252 hsdS3-MRSA252
Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type X, allele from CC25 hsdSx-CC25
Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type X, allele from CC15 hsdSx-CC15
Site-specific Deoxyribonuclease Subunit Type X, allele from etD hsdSx-etd
Q2FXCO Q2FXCO
Hypothetical Protein Next To entG Q7A4X2
Hyaluronate Lyase A1_MRSA252 hysA1-MRSA252
Hyalunorate Lyase Al, alleles from MRSA252/RF122 and Hyalunorate Lyase A2, all alleles hysA1-MRSA252+RF122 and hysA2-all
Hyalunorate Lyase Al, alleles from MRSA252/RF122 and Hyalunorate Lyase A2, all alleles hysA1-MRSA252+RF122 and hysA2-COL+USA300
Hyaluronate Lyase A2, any other allele than MRSA252 hysA2-AllOtherThan252
Hyaluronate Lyase A2_COL/USA300/NCTC8325 hysA2-COL+USA300+NCTC
Hyaluronate Lyase A2, any other allele than COL/USA300/NCTC8325 hysA2-AllOtherThan COL+USA300+NCTC
Hyaluronate Lyase A2 MRSA252 hysA2-MRSA252
Staphylococcal Superantigen-Like Protein C setC_MWO0345
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1, allele from COL / SCOL468 set6-COL-SACOL468
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1, allele from Mu50 / SAV0422 set6-Mu50-SAV0422
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1, allele from MW2 / MW 0382 set6-MW2-MW0382
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1, allele from SAR0422-MRSA252 set6-SAR0422-MRSA252
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1, any other allele set6_All_Others
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 6 /SSL1 - RF122 set6_RF122
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 7 /SSL2 set7
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 8 /SSL3 set8/ssl3
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 8 /SSL3, allele from MRSA252-SAR0424 set8/ss|3- MRSA252-SAR0424
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 9 /SSL4 set9/ssl4
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 9 /SSL4, allele from MRSA252-SAR0425 set9/ssl4 - MRSA252-SAR0425
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 3 /SSL5 set3/ssl5
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 3 /SSL5, allele from RF122 set3/ssl5 - RF122

" Staphylococcal Superantigen-Like Protein 3 /SSL5, allele from MRSA252 set3/ssl5 - MRSA252

2 Staphylococcal Superantigen-Like Protein 21 /SSL6 set21/ssl6

8 Staphylococcal Superantigen-Like Protein 21 /SSL6, allele from NCTC8325 / MW2 set21/ssl6-NCTC / MW2

- Staphylococcal Superantigen-Like Protein 1 /SSL7 setl/ss|7

2 Staphylococcal Superantigen-Like Protein 1 /SSL7, allele from MRSA252 setl/ssl7-MRSA252

g Staphylococcal Superantigen-Like Protein 1 /SSL7, allele from AF188836 set1/ss|7-AF188836

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 12 /SSL8 set12/ssl8
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 5 /SSL9 set5/ssl9
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 5 /SSL9, allele from MRSA252 set5/ss|9-MRSA252
Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /SSL10 set4/ss|10

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /SSL10, allele from RF122

set4/ss|10-RF122

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 4 /SSL10, allele from MRSA252

set4/ss|10-MRSA252

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 2 /SSL11, allele from COL

set2/ssl11-COL

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 2 /SSL11, allele from Mu50 / N315

set2/ssl11-Mu50/N315

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 2 /SSL11, allele from MW2/MSSA476

set2/ssl11-MW2/MSSA476

Staphylococcal Superantigen-Like Protein 2 /SSL11, allele from MRSA252

set2/ssl11-MRSA252

Staphylococcal Superantigen-Like Protein B3 setB3
Staphylococcal Superantigen-Like Protein B3, allele from MRSA252 setB3-MRSA252
Staphylococcal Superantigen-Like Protein B2 setB2
Staphylococcal Superantigen-Like Protein B2, allele from MRSA252 setB2-MRSA252
Staphylococcal Superantigen-Like Protein B1 setB1
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7.2 CRF HS-O

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

Unique patient identifier

Study site - O (nonbacteremic infection) patient no. {e.g. 001)

IT = Ifakara-Bagamoyo/Tanzania, LG = Lambaréné/Gabon, MM = Manhi¢ca/Mogambique,
FR = Freiburg i.Br., HS = Homburg-Saar, MW = Munster/Westfalen

General information
. Subject NAME (to be filled in the printed version).

= Date of birth (ddmmyyyy):

= Gender: | male [ female

= Date of study inclusion
(cate of initial [culture-positive] sampling) (ddmmyyyy):

Inclusion criteria (all must be met)

» Written/signed informed consent: confirm
= S aureus nonbacteremic infection: confirm
= Community-onset disease (positive samples
taken =48 h of admission [including at transferring confirm
hospital]):
= Patient is eligible: confirm
Investigator Signature Date

NOTE: After completion of this CRF, please send CRF saved under the unique patient identifier
(see above to the left-hand side) to the data center via cri@uks.eu, print it, add information
needed locally, sign it and store it at a safe place.

You will soon receive an excel file with data exported from this CRF for your cross-check and for
uploading during preregistration of biomaterials from this case.

Name of responsible local study nurse/data manager
Date CRF completed and sent (ddmmyyyy):

Infection Biology and Epidemiology of 3taphylo

CRF S.aureus nonbacteremic infectio sion 2011 01 Pag
F S.aureus nonbacteremic infection version 2 ( Pag

m
=
]
h
o
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Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

Demographic data
= Place of birth (country):
= Ethnicity:
= Place of residence
- name of city or village/county (or region)
- country
- postal code (if available):
- GPS coordinates:

(to be filled in the printed version if possible; for later reporting during
biomaterials preregistration)

Patient history
= Previous hospitalization during the last 6 months
prior to the present admission:

= Close health care contact (e.g. parenteral
therapy, wound care, hemodialysis) within 30 [ yes no | unknown
days prior to SAB:

= Continuous residency in a nursing home before
nonbacteremic infection:

[Tyes " 'no [ unknown

| 'yes [ _no [ unknown

= History of tuberculosis in the last 6 months: [Tlyes ['no [ _unknown
= Antituberculous drugs within the last 4 weeks: [“lyes [ 'no [ ‘unknown

if, yes, was rifampicin including the regimen: [“yes [_no [_unknown
= Antibiotics within the last 4 weeks: [lyes [ no [ unknown

Clinical presentation

= Presentation with or development of severe

: ] ]
sepsis 48 h following admission/presentation: yas L ankniown

= Presentation with or development of septic shock
48 h following admission/presentation:
= Clinical site of infection:
- superficial [skin & skin structure]
- other (deep) sites to be specified:
- bone

[yes ["'no "unknown

- joint
- deep skin abscess

Infection Biology and Epidemi

CRF S.aureus nonbacte
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Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

- muscle: thigh

- muscle: regions other than thigh
- fasciitis

- respiratory tract/lungs incl. pleura
- heart/heart valve

- CSF/brain

- urinary tract

- other, please specify

Day 14 outcome variables

= Was the patient admitted to hospital care within 3
days after disease onset because of [yes [ no [ _unknown
staphylococcal disease:

if yes, date of discharge (dd.mm . yyyy) unknown

= Did the patient die within 14 days after disease
onset:

if yes, date of death (ddmmyyyy):
specify (probable) cause of death:

[“yes [ no [ unknown

if not: last date known to be alive (ddmmyyyy)

Risk factors/comorbidities/underlying disease
= [ntravenous drug abuse (IVDA): "yes | _no [ unknown

= [ntravascular catheter(s) present prior to disease

onset: [“yes [ no [ unknown

= Other intravascular foreign bodies (i.e. artificial
heart valves):

- if yes, please specify

_yes | _no | _unknown

= QOther foreign bodies (i.e. arthroplasty): [T'yes ['no [ unknown
- if yes, please specify

Infection Bioclogy and Epidemiology of Staphylococei & Staphylococcal Diseases in Sub-Saharan Africa

RF S.aureus nonbacteremic infection version 2 20il 01 Page 3 of 9
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Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-

Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

= HIV infection: [Tyes
= Charlson comorbidity score items
Myocardial infarction/coronary heart disease [ yes
Congestive heart failure [ yes
Peripheral vascular disease [“yes
Cerebrovascular disease [“yes
Dementia [ yes |
Chronic obstructive pulmonary disease | yes |
Connective tissue disease [ yes
Peptic ulcer disease | yes
Mild liver disease [“yes
OR moderate-severe liver disease [ yes
Diabetes mellitus [yes
OR diabetes mellitus with organ damage [ yes
Hemiplegia [ yes
Moderate-severe renal disease [ yes
Any tumour (within last 5 years) [yes
Lymphoma [yes
Leukemia | _yes
Metastatic solid tumor [ yes
AIDS [yes

McCabe-Jackson underlying disease prognosis score items

Does the patient have an underlying acute,
fulminant disease expected to be rapidly [ yes
(weeks/months) fatal

Does the patient have a chronic, incurable

condition that is expected to be fatal withinthe [ yes |

next few years?

Does the patient have a chronic condition not
expected to be fatal within the next 4 years?

[yes [

[Tno

I_no
" no
no

no

=
o

[ unknown

| unknown
[ unknown
[~ unknown
[ unknown
|_unknown
| unknown
| unknown
| unknown
I unknown
| unknown
[ unknown
|~ unknown
[ unknown
[ unknown
[ 'unknown
I unknown
|__unknown
[ unknown
[ unknown

| lunknown

| unknown

[~ unknown

Page 4
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Anhang

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

= Current parasitic diseases (results within 7 days prior or subsequent to initial positive S. aureus
sampling)

- Positive blood smear for Plasmodium sp:
if positive: date of sampling (ddmmyyyy)

number of trophozoites [7pL]
or negative/not done/unknown

- Positive blood smear for microfilariae:
if positive: date of sampling (ddmmyyyy)

species of Filaria
or negative/not done/unknown

- Positive stool sampling for intestinal helminths
/ova:
if positive: date of sampling (ddmmyyyy)

species species 1
species 2

species 3
or negative/not done/unknown

- Positive urine microscopy for S. haematobium:
if positive: date of sampling (ddmmyyyy)

or negative/not done/unknown

on Biology and Epidemiology of Staphylococci & Staphylococcal Diseases in Sub—-3aharan Africa

n > 8
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Anhang

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-

Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form

S. aureus nonbacteremic infection

Microbiology (initial isolate)
= Antibiogram

- penicillin

- cefoxitin

- tetracycline

- erythromycin

- clindamycin

- gentamicin

- chloramphenicol

- trimethoprim-sulfamethoxazole

= E-test results (MIC in pg/mL)
- Cefoxitin
- Clindamycin
- Linezolid
- Vancomycin
- Daptomycin
- Tigecycline
» Other tests
- MRSA detection

if yes, describe method/result

- Induced clindamycin resistance
= Were there multiple samples from identical site(s)

positive for S.aureus:

= Were there multiple samples from different sites

positive for S.aureus:

if yes, please specify the sites

[ 1S IR [ unknown

[1S [T'R [ unknown

(1S 1 TR [lunknown
[1s 11 IR [lunknown
[1S ['1 'R [lunknown
[S 1 'R [unknown
[ S I [ 'R [ _'unknown
[ 1S [ 1 'R [ ‘unknown

["yes | _'no [_unknown

[yes [ no [ unknown

[T'yes ['no [ ‘unknown

| “yes [ 'no [ unknown

NOTE: Please store and send up to three isolates (if available) per case including the initial isolate

(mandatory) to the study center

nfection Biology

CR
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Anhang

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

Antibiotic treatment against staphylococci disease (day 0 = day of initial [culture-positive]
sampling)
= Antibiotic(s) given on day 01:

name: application:
daily dose: , g
name: application:
daily dose: ; g
= Antibiotic(s) given on day 02:
name: application:
daily dose: , g
name: application:
daily dose: , g
= Antibiotic(s) given on day 03:
name: application:
daily dose: : g
name: application:
daily dose: ; g

= Did the patient receive more than 3 full days of
antibacterial therapy for staphylococcal disease?

[ yes | 'no [ unknown

Surgical treatment

= Incision/drainage within 3 days after disease
onset:

]

[ yes | _'no [ _unknown

= Removal of foreign body (if any) within 3 days
after disease onset:

[ yes no [ unknown/not applicable

= Other surgical procedures within 3 days after
disease

'no [ unknown

onset because of staphylococcal disease: [ yes
if yes, type of surgery

and date of surgery (ddmmyyyy)

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci & Staphylococcal Diseases in Sub-Saharan Africa
CRF S.aureus nonbacteremic infection version 2 2011 01 Page 7 o©
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Anhang

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-

Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form

S. aureus nonbacteremic infection

Sampling S. aureus isolates
Initial isolate

= Date of sampling (ddmmyyyy):
= Site of sampling:

= [ocal laboratory identifier/number S. aureus
isolate:

= Unique S. aureus study isolate label:

Second isolate

= Not done

= Date of sampling (ddmmyyyy):
= Site of sampling:

= Local laboratory identifier/number S. aureus
isolate:

= Unique S. aureus study isolate label:

Third isolate

= Not done

= Date of sampling (ddmmyyyy):
= Site of sampling:

= |ocal laboratory identifier/number S. aureus
isolate:

= Unique S. aureus study isolate label:

-0 -1 Study sitaisubject no.
-0 -2 Study ska/sudject no.
-0 13 stoysnzaumectne.

NOTE: Please send appropriately labelled materials as soon as possible to central storage facility.
Note that you need to preregister at the StaphNet-Portal all specimens to be shipped:;
preregistration includes uploading the CRF data in an exported excel file as provided by the data

center.

Name of responsible lab technician:

Do you confirm that the above data on sampling
and labelling are correct:

Infection Biology and Epidemioclogy of Staphylococci & Staphylococcal Diseases

CRF S.aureus nonbacteremic infection wversion 2 2011 01
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Anhang

Infection Biology and Epidemiology of Staphylococci and Staphylococcal Diseases in Sub-
Saharan Africa (DFG PAK296)

Case Report Form
S. aureus nonbacteremic infection

Plasmal/serum sampling
First serum / plasma

Not done
Date of serum / plasma sampling (ddmmyyyy):

Local laboratory identifier/number serum/plasma
sample:

Unique serum label:
Unigue plasma label:

Second serum / plasma

Not done
Date of serum / plasma sampling (ddmmyyyy):

Local laboratory identifier/number serum/plasma
sample:

Unigue serum label:
Unique plasma label:

Third serum / plasma

Not done
Date of sampling (ddmmyyyy):

Local laboratory identifier/number serum/plasma
sample:

Unique serum label:
Unique plasma label:

-0
-0

-0
-0

=81 suoysnesugane

-P1 Study site'subject no.

'82 Study site’subject no.

-P2 suwoyenesungcne

=83 suoysnesungne

-P3 suoysnezunetne

NOTE: Please send appropriately labelled materials as soon as possible to central storage facility.
Note that you need to preregister at the StaphNet-Portal all specimens to be shipped;
preregistration includes uploading the CRF data in an exported excel file as provided by the data
center.

Name of responsible lab technician:

Do you confirm that the above data on sampling

and labelling are correct:

; and Epidemiology of Staphylococci &

Staphylococ

2l Diseases

nonbacteremic infection version 2 2011 01
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