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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus

Die Familie der Micrococcaceae umfasst die Gattungen Micrococcus, Stomatococcus,
Planococcus und Staphylococcus. Anhand genetischer, physiologischer, biochemischer und
morphologischer Aspekte werden innerhalb der Gattung Staphylococcus derzeit etwa 65
Spezies und Subspezies differenziert (www.bacterio.cict.fr, www.dsmz.de), von denen 16
beim Menschen gefunden werden. Die Vertreter dieser Gattung sind gram-positive,
fakultativ anaerobe, unbewegliche, nicht sporenbildende Kokkenbakterien, die Katalase-
Aktivitat exprimieren und als einzelne Zelle, in traubenartigen Haufen oder in kurzen
Ketten vorliegen [48]. Weiter lassen sich Staphylokokken durch den Nachweis der
Prothrombin-aktivierenden Koagulase in koagulasepositive und koagulasenegative Arten
unterteilen [84]. Die wichtigste humanpathogene, koagulasepositive Art ist Staphylococcus

aureus [49].

1.2 Durch Staphylococcus aureus hervorgerufene Erkrankungen

Staphylococcus aureus kann eine grofle Vielfalt unterschiedlicher Erkrankungen
hervorrufen. Diese reichen von relativ gutartigen Hautinfektionen wie Impetigo follicularis,
Furunkeln und Karbunkeln bis hin zu lebensbedrohlichen Zustdnden, wie dem Erysipel,
tiefen Abszessen, Osteomyelitis, Pneumonie, Sepsis und Endokarditis [55]. Neben diesen
invasiven Erkrankungen ist S. aureus auch fir eine Reihe toxinbedingter Krankheitsbilder
verantwortlich [19, 58]. Die hierbei relevanten Toxine konnen entweder von Stammen
produziert werden, die durch die Kolonisation von Haut oder Schleimhéuten in direktem
Kontakt zu ihrem Wirt stehen, wie es beim staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS)
[51] und dem toxic shock syndrome (TSS) [15, 60, 77] der Fall ist oder indirekt Uber die
Nahrung in den Wirt gelangen, wie bei den durch S. aureus verursachten
Lebensmittelvergiftungen [5].

Eine besonders groRe Bedeutung hat S. aureus als Erreger nosokomialer Infektionen. So
wurde S. aureus anhand von Daten des NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance
System) zusammen mit Escherichia coli (je 12 % von 70411 Fallen) als haufigster Erreger
nosokomialer Infektionen identifiziert. Bezogen auf chirurgische Wundinfektionen stellt S.

aureus mit 19 % den h&ufigsten Erreger dar [22].
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Auch bei nosokomial erworbenen Pneumonien wird S. aureus in 20 % bis 30 % der Falle
als Erreger nachgewiesen [41, 56], wéahrend er im ambulanten Bereich fiir weniger als 10 %
der Pneumonien verantwortlich ist [73]. Obwohl es sich bei der durch S. aureus
hervorgerufenen Pneumonie typischerweise um eine nekrotisierende Infektion mit rasch
fortschreitender Gewebezerstorung handelt, ist ihr klinisches Bild haufig nicht von
Pneumonien, die durch andere Erreger bedingt sind, zu unterscheiden [67]. Eine
Sonderform mit besonders schlechter Prognose stellt die durch Panton-Valentine-
Leukocidin (PVL) - positive S. aureus-Stamme bedingte Pneumonie dar. Sie tritt vor allem
bei gesunden Kindern und jungen Erwachsenen auf und geht mit einer hohen Letalitét
einher [21, 53, 54]. Eine geflrchtete Komplikation der S. aureus-Pneumonie ist das
Pleuraempyem. Auch bei diesem Krankheitsbild ist S. aureus fiir etwa ein Drittel aller Falle
verantwortlich und damit der haufigste Erreger [11].

Eine geflrchtete Folge lokaler S. aureus-Infektionen ist die Bakteridamie, da sie zur
Entstehung septischer Metastasen in praktisch allen Organen filhren kann [53] und mit
einer Mortalitat zwischen 10 % und 20 % assoziiert ist [52, 68]. Auch fur dieses
Krankheitsbild wurde S. aureus neben den koagulasenegativen Staphylokokken als einer
der h&ufigsten Erreger identifiziert [59, 99]. Eine haufige Komplikation der S. aureus -
Bakteridmie ist die Endokarditis [6, 8]. Besonders Patienten mit kiinstlichen Herzklappen
haben ein groRes Risiko eine Endokarditis als Folge einer Bakteriamie zu entwickeln [26].
In einer Studie wurde gezeigt, dass die S. aureus-Bakteri&mie auch bei herzgesunden
Patienten in bis zu 13 % eine Endokarditis zur Folge hat [34].

Die durch S. aureus verursachte Endokarditis nimmt typischerweise einen akuten Verlauf,
welcher mit Klappendestruktion, septischen Emboli und kardiogenem sowie septischem
Schock einhergehen kann [13, 67]. Die Inzidenz dieser Erkrankung ist in den vergangenen
20 Jahren trotz verbesserter medizinischer Versorgung konstant geblieben. Die Ursache
dieser Konstanz ist in einem Wandel der betroffenen Hauptrisikogruppen zu sehen.
Wahrend friher hauptsachlich Patienten mit geschadigten Herzklappen aufgrund
rheumatischen Fiebers betroffen wahren, stellen heute intravends Drogenabhéngige,
Patienten mit GefaRprothesen, alte Patienten mit sklerotisch veranderten Herzklappen und
Dialysepatienten die Hauptrisikogruppen dar [2].
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1.3 Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus: Resistenzmechanismen und
Epidemiologie

Schon 1944 zeigten einige Staphylococcus aureus-Stamme eine erworbene Resistenz gegen
Penicillin. Diese Resistenz beruht auf der Bildung von Penicillinasen, welche durch das auf
einem Plasmid lokalisierte bla-Gen kodiert werden. Penicillinasen hydrolisieren Penicillin
und andere penicillinaseempfindliche p-Laktamantibiotika zu inaktiven Penicillinsauren
[30]. Heute wird der Anteil dieser Isolate, deren Penicillinresistenz auf der Bildung von
Penicillinasen beruht, auf 80 % geschatzt. Bereits ein Jahr nach der Einfuhrung des
Methicillins, dem Prototyp der penicillinasefesten Penicilline im Jahr 1960, wurden die
ersten Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) -Stamme isoliert [29]. Der
flr die Entstehung der Methicillinresistenz von S. aureus ursachliche Mechanismus fuhrte
zu einer Resistenz gegeniiber allen zur Gruppe der [-Laktamantibiotika gehdrigen
Substanzen  (Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Monobactame). Dieser
Resistenzmechanismus beruht auf der Produktion eines veranderten Penicillin-bindenden
Proteins (PBP), welches sich durch eine sehr niedrige Affinitat zu Methicillin und den
meisten anderen B-Laktamantibiotika auszeichnet und in der veradnderten Form als PBP2a
bezeichnet wird [12]. Diese Uber das PBP2a vermittelte Resistenz wird als intrinsische
Resistenz bezeichnet. [4]. Das PBP2a wird durch das chromosomale mecA Gen kodiert,
welches sich innerhalb einer als SCCmec (staphylococcal cassette chromosome)
bezeichneten Resistenzinsel befindet. Bei SCCmec handelt es sich um ein prinzipiell
mobiles, aber relativ selten bertragenes genetisches Element. Hieraus folgt, dass sich
MRSA in klonalen Linien ausbreiten, welche durch geeignete Typisierungsmethoden
differenziert werden kénnen [24, 80]. Insgesamt sind sechs Subtypen von SCCmec bekannt
[44, 45, 46, 71]. Neben diesen intrinsisch resistenten Stimmen existieren auch sogenannte
borderline-resistente S. aureus (BORSA), deren Resistenz auf einer Uberexpression von
Penicillinasen beruht [62]. Wéhrend BORSA Kklinisch keine Rolle spielen, geht die
Infektion mit MRSA im Vergleich zu Infektionen mit Methicillin-empfindlichen Isolaten
mit einer erhohten Mortalitat einher [17].

Seit dem Auftauchen der ersten klinischen Methicillin-resistenten S. aureus-Isolate haben
sich MRSA schnell Uber weite Teile der Welt ausgebreitet. Ursachlich fur die schnelle

Ausbreitung waren wahrscheinlich in erster Linie eine ineffektive Infektionskontrolle und
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der durch den zunehmenden Gebrauch antimikrobieller Chemotherapeutika aufgebaute
Selektionsdruck [10]. So zeigen Daten des EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System) fir das Jahr 2005 eine MRSA-Prévalenz von 25 % in Europa. Dabei
sind innerhalb Europas deutliche regionale Unterschiede erkennbar. Wéhrend der MRSA-
Anteil im Mittelmeerraum zum Teil sehr hoch liegt (Portugal 47 %, ltalien 37 %,
Griechenland 42 %), finden sich in den nordlichen Staaten wie Danemark, Finnland,
Schweden, Norwegen, Island und Estland MRSA-Pravalenzen unter 3 % (Abbildung 1)
[27, 35].

] No data
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Abbildung 1: MRSA-Préavalenz in Europa (Anzahl MRSA / Gesamtzahl isolierter S. aureus) nach
Grundmann et al. (EARSS Annual Report 2005) [35]

Methicillin-resistente S. aureus-Stimme sind haufig nicht nur gegen B-Laktamantibiotika
sondern auch gegen eine Reihe weiterer Antibiotikaklassen resistent. So zeigen MRSA-
Isolate in Europa Resistenzen gegen durchschnittlich 4,5 weitere Antibiotikaklassen. Vor
allem gegen Chinolone, Makrolide, Aminoglykoside und Lincosamine finden sich in
Europa Resistenzraten zwischen 71,7 und 89,5% [18].
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Besonders besorgniserregend ist das Auftreten von MRSA-Stdmmen mit Resistenzen gegen
Glykopeptide wie Vancomycin und Teicoplanin. Bei der Glykopeptidresistenz von S.
aureus wird zwischen einer intermedidren Resistenz (MHK Vancomycin 8 bis 32 mg/L)
und einer high-level-Resistenz (MHK Vancomycin >32 mg/L) unterschieden. Stimme mit
einer intermedidren Resistenz werden als Vancomycin/Glykopeptid-intermediate resistant
S. aureus (VISA/GISA) bezeichnet, Stdmme mit einer high-level-Resistenz als
Vancomycin-resistant S. aureus (VRSA) [67]. Der erste Fall von VISA wurde 1995 in
Frankreich beschrieben [74]. In der Folge wurden in verschiedenen L&ndern weitere VISA-
Isolate identifiziert [7, 39, 40, 83]. In Vancomycin-empfindlichen Stdmmen inhibieren die
Glykopeptide die Zellwandsynthese indem sie an den D-ala-D-ala-Terminus von
Zellwandvorlaufern binden. Es wird angenommen, dass Mutationen zu einer Verdickung
der Zellwand und einer vermehrten Anzahl nicht quer verbundener D-ala-D-ala-Termini in
der Zellwand fuhren, welche die Glykopeptide innerhalb der verdickten Zellwand
abfangen, ehe sie ihr Ziel erreichen kdnnen [86]. Das erste klinische VRSA-Isolat wurde im
Juni 2002 in Michigan identifiziert. Der Resistenzmechanismus dieses Isolates entspricht
dem aus den Enterococcus spp. bekannten VanA-Phénotyp [14]. Bis Anfang 2005 traten in
den U.S.A. drei weitere klinische VRSA-Isolate auf, die ebenfalls den VanA-Phanotyp
zeigten. Da das Vancomycin neben einigen neueren Alternativen wie Linezolid oder
Daptomycin immer noch das Hauptstandbein der Therapie schwerer MRSA-Infektionen
darstellt, ist diesen Erregern trotz ihres bisher seltenen Auftretens eine grofle Bedeutung
beizumessen [92].

1.4 Molekularbiologische Typisierungsverfahren fir MRSA

Die Zunahme Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus-Stdmme im Rahmen
nosokomialer Infektionen stellt ein ernst zu nehmendes hygienisches und
infektionsepidemiologisches Problem dar. Deshalb ist die Infektionstuberwachung, die in
erster Line der Verhinderung nosokomialer Infektionen und der Kontrolle wvon
Infektionsausbriichen dient, besonders bei diesen Erregern von groRer Bedeutung. Im
Rahmen der Infektionsiberwachung von MRSA stellt die Bakterientypisierung

insbesondere in Ausbruchssituationen ein wichtiges Instrument dar, um die Verwandtschaft
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der aufgetretenen Isolate bestdtigen oder ausschlieen zu koénnen und so rational tber
eventuell nétige infektionshygienische MaRnahmen entscheiden zu kénnen [100].
Grundsatzlich lassen sich solche Verfahren zur Bakterientypisierung in genotypische und
phénotypische Methoden unterteilen. Die Phanotypisierung differenziert verschiedene
Stamme anhand phanotypischer Merkmale wie Antibiogramm, biochemischem Profil und
Lysierbarkeit durch Bakteriophagen. Ein genereller Nachteil phanotypischer Methoden ist
die Tendenz des untersuchten Merkmals sich aufgrund variabler Genexpression zu
verandern. So kénnen Anderungen der vorherrschenden Wachstumsbedingungen wie z.B.
Temperatur oder pH-Wert zu Anderungen im Expressionsverhalten und somit auch im
Phénotyp flhren. Die Genotypisierung dagegen erlaubt die Analyse genomischer Merkmale
eines Organismus, welche weniger starken Veranderungen durch d&uflere Einfllsse
unterworfen sind und identifiziert unterschiedliche Stdmme anhand von DNA-
Polymorphismen.

Fur die Beurteilung der Wertigkeit verschiedener Typisierungsmethoden sind
Typisierbarkeit, Reproduzierbarkeit und Diskriminierungspotential die ausschlaggebenden
Eigenschaften [72, 95]. Der Begriff Typisierbarkeit beschreibt den Anteil der untersuchten
Stdmme, denen mit einer Methode ein eindeutiges Ergebnis zugeordnet werden kann.
Diesbezuglich zeigen phanotypisierende Methoden insgesamt haufiger nicht typisierbare
Isolate, aber auch bei den genotypisierenden Methoden kommen nicht typisierbare Isolate
vor. Der Begriff Reproduzierbarkeit beschreibt die Eigenschaft einer Methode bei
wiederholtem Testen eines Stamms, identische Ergebnisse zu erbringen. Fir
epidemiologische Untersuchungen bedeutet dies, dass die Methode einem Stamm, der bei
verschiedenen, in epidemiologischem Zusammenhang stehenden Patienten isoliert wurde,
ein identisches Typisierungsergebnis zuweisen wirde. Der Begriff
Diskriminierungspotential beschreibt die Fahigkeit einer Methode, innerhalb einer
Bakterienart distinkte Stamme differenzieren zu kdnnen. Die élteren phanotypisierenden
Methoden wie das Antibiogramm oder die Serotypisierung zeigen ein geringeres
Diskriminierungspotential als die neueren molekulargenetischen Techniken. Neben diesen
drei Hauptkriterien sind aber noch weitere Aspekte wie Interpretierbarkeit, Praktikabilitat,

Kosteneffektivitat und Automatisierung von grol3er praktischer Bedeutung [72, 90].
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Die Bakterientypisierung spielt neben dem Einsatz im Bereich der lokalen
Infektionstiberwachung auch eine Rolle bei globaleren epidemiologischen Fragestellungen.
Hierbei soll die Verwandtschaft von Stdimmen untersucht werden, die ber einen langen
Zeitraum oder an geographisch entfernten Orten isoliert wurden. Solche Stdamme kdnnen im
Laufe der Zeit erhebliche genetische Variationen im Vergleich zu ihrem gemeinsamen
Vorfahren ansammeln. Deshalb werden fiir derartige Untersuchungen Methoden bendtigt,
die mdoglichst stabile genetische Marker untersuchen, dabei aber trotzdem ein hohes
Diskriminierungspotential aufweisen. Ein typisches Beispiel fur eine Methode, die langsam
akkumulierende Variationen detektiert, ist das Multi Locus Sequence Typing (MLST),
welches sich fir globale Langzeituntersuchungen bewahrt hat. Im Bereich der lokalen
Infektionstiberwachung dagegen kénnen auch Methoden genutzt werden, die schneller
Variationen ansammeln, da die hierbei betrachteten Stdmme innerhalb (berschaubarer
Zeitrdume isoliert werden. Diese Eigenschaft, Variationen schnell oder langsam
anzusammeln, ist ein weiteres wichtiges Kriterium nach dem sich Typisierungsmethoden
einordnen lassen [50].

Fur die Typisierung von Staphylococcus aureus - und insbesondere von MRSA - ist eine
Vielzahl verschiedener Methoden beschrieben [16, 33, 38, 42, 78, 98]. Gegenwértig spielen
drei genotypische Methoden eine herausragende Rolle: Die Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE), die fir die Typisierung von MRSA im Rahmen der Infektionsiiberwachung weit
verbreitet zum Einsatz kommt, das MLST, welches weniger im Routinelabor, daftr aber
bei phylogenetischen Analysen genutzt wird und die spa (S. aureus Protein A)-Typisierung,
fur die der Einsatz in beiden Gebieten diskutiert wird. Diese drei Methoden werden im
Folgenden genauer betrachtet.

Die  Pulsfeldgelelektrophorese  ist  derzeit das am  weitesten  verbreitete
Typisierungswerkzeug und stellt den ,,Goldstandard” fiir die Infektionsiiberwachung im
mikrobiologischen Routinelabor dar [70, 76]. Bei dieser Methode wird das bakterielle
Genom, welches bei Staphylococcus aureus etwa 2800 kB groR ist, mittels eines
Restriktionsenzyms geschnitten. Hierbei werden Restriktionsenzyme verwendet, die
wenige Erkennungssequenzen auf dem bakteriellen Genom haben und daher nur ca. 15 — 30
Restriktionsfragmente mit einer Grofie von 10 — 800 kB erzeugen. Um diese Fragmente vor

unspezifischen Bruchen durch Scherkrafte zu schiitzen, werden die Bakterien vor der DNA-
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Extraktion und dem Restriktionsverdau in eine Agarosematrix eingebettet. Da die
konventionelle Gelelektrophorese nur Fragmente von bis zu 30 kB effizient auftrennen
kann, ist sie fur die Auftrennung dieser Fragmente nicht geeignet. Erst das
multidirektionale Spannungsfeld der Pulsfeldgelelektrophorese ermdglicht die effiziente
Auftrennung von Fragmenten dieser GrofRe. Die alternierenden Richtungswechsel des
multidirektionalen Spannungsfeldes werden durch drei Elektrodensets erzeugt, die
hexagonal um das Agarosegel in der Elektrophoresekammer angeordnet sind. Diese
Richtungswechsel zwingen die DNA-Fragmente, sich immer wieder neu im elektrischen
Feld auszurichten und ermdglichen ihnen, schneller durch die Agarosematrix zu wandern.
Nach der Auftrennung konnen die Banden unter UV-Beleuchtung fotografisch
dokumentiert werden [75, 76, 90, 100].

Die auf diese Weise erzeugten Bandenmuster stammen tblicherweise von Isolaten, deren
mutmaliliche epidemiologische Verwandtschaft, z.B. in einer Ausbruchssituation, tberprift
werden soll. Im Idealfall haben verwandte Isolate ein identisches PFGE-Muster. Haufiger
kommt es aber vor, dass die bakterielle DNA durch zufallige genetische Ereignisse
verdndert wird. Fur die Interpretation der hieraus resultierenden Bandenmuster ist es
wichtig, sich die Auswirkungen verschiedener genetischer Ereignisse wie Punktmutationen,

Insertionen und Deletionen auf das Bandenmuster bewusst zu machen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Effekte genetischer Ereignisse auf PFGE-Muster (nach Tenover)

Genetisches Ereignis Resultierende Veranderungen im Resultierende
PFGE-Muster im Vergleich zum Anzahl
Ausgangsmuster Bandenunterschiede
Punktmutation, die neue Im verénderten PFGE-Muster fehlt |3
Restriktionsschnittstelle ein grolReres Fragment; zwei neue,
schafft kleinere Fragmente, die im

Ursprungsmuster nicht vorhanden
sind, kommen hinzu. Die Summe
der Grolien der neuen Banden
entspricht der GroR3e der fehlenden

Bande.
Punktmutation, die zu Im veranderten PFGE-Muster ist ein |3
Verlust einer neues groReres Fragment
Restriktionsschnittstelle vorhanden; zwei kleinere
flhrt Fragmente, die im Ursprungsmuster

vorhanden sind, fehlen.
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Insertion von DNA in ein Das veranderte PFGE-Muster zeigt |2

vorhandenes die gleiche Anzahl an Fragmenten,
Restriktionsfragment es fehlt aber ein kleineres Fragment,
(hinzugekommene DNA dafiir kommt ein groReres hinzu.

enthélt keine
Restriktionsschnittstelle)

Deletion von DNA aus Das veranderte PFGE-Muster zeigt |2
einem vorhanden ein neues Kleineres Fragment, daftr
Restriktionsfragment fehlt ein groleres Fragment.

(entfernte DNA enthalt

keinen

Restriktionsschnittstelle)

So konnen Punktmutationen dazu flihren, dass Restriktionsschnittstellen hinzukommen
oder verloren gehen. Entsteht eine neue Restriktionsschnittstelle, hat dies zur Folge, dass
das Fragment, auf dem sich die neue Restriktionsschnittstelle befindet, aus dem PFGE-
Muster verschwindet, dafiir aber zwei neue, kleinere Fragmente zu finden sind. Die Summe
der FragmentgrofRen entspricht der des urspringlichen Fragments. Geht eine
Restriktionsschnittstelle aufgrund einer Punktmutation verloren, so fehlen im veranderten
PFGE-Muster zwei Kkleinere Fragmente und ein neues grofReres Fragment erscheint.
Folglich weisen PFGE-Muster, die sich durch eine solche Punktmutation unterscheiden,
typischerweise drei Unterschiede auf. Anders als bei den Punktmutationen bleibt bei
Deletionen und Insertionen die Anzahl der Fragmente in den PFGE-Mustern gleich. Bei
Deletionen, also dem Verlust eines DNA-Abschnittes, verschwindet ein grélieres Fragment
und ein kleineres erscheint stattdessen. Bei Insertionen, also dem Zugewinn eines DNA-
Abschnittes, verhalt es sich umgekehrt. Folglich zeigen PFGE-Muster nach Deletionen
bzw. Insertionen zwei Unterschiede (Tabelle 1). Unter Kenntnis dieser typischen
Konstellationen, lasst sich die Anzahl der stattgefundenen Ereignisse aus den PFGE-
Mustern der untersuchten Stdmme ableiten. Diese Anzahl an Ereignissen ist das
entscheidende Kriterium fir die Beurteilung des Grades an Verwandtschaft der
untersuchten Isolate und damit auch der Zugehérigkeit eines Isolates zu einem Ausbruch.
Nach Tenover werden vier Grade der Verwandtschaft, die sich aus PFGE-Mustern ableiten
lassen, unterschieden [90, 91] (Tabelle 2). Isolate mit im Vergleich zum Ausbruchsstamm
identischem Bandenmuster fallen in die Kategorie ,,Ununterscheidbar®. In einer

Ausbruchssituation wird ein Isolat dieser Kategorie als sicher dem Ausbruch zugehérig
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gewertet, sofern es sich nicht um einen in der Region dominanten Epidemiestamm handelt.
Isolate, deren PFGE-Muster sich in zwei bis drei Banden vom Ausbruchsstamm
unterscheiden (entsprechend einem genetischen Ereignis), werden der Kategorie ,,Eng
verwandt“ zugerechnet. In einer Ausbruchssituation wird die Zugehdrigkeit dieses Isolats
zum Ausbruch als wahrscheinlich angesehen, da derartige Variationen schon bei
mehrfacher Kultivierung desselben Isolates oder bei wiederholtem Nachweis eines Isolates
beim gleichen Patienten auftreten. Isolate, deren PFGE-Muster sich in vier bis sechs
Banden (entsprechend zwei unabhéngigen genetischen Ereignissen) vom Ausbruchsstamm
unterscheiden, werden der Kategorie ,,Moglicherweise verwandt” zugeordnet. Wird ein
Isolat dieser Kategorie in einer Ausbruchssituation gefunden, ist die Zugehdorigkeit des
Isolats zum Ausbruch zwar eher unwahrscheinlich, vor allem bei groRen Ausbriichen, die
sich Uber lange Zeitrdume erstrecken, aber maglich. Isolate deren PFGE-Muster sich in
sieben oder mehr Banden vom Ausbruchsstamm unterscheiden, werden der Kategorie
»Nicht Verwandt® zugeordnet. In diesem Fall stimmen hiufig liber 50 % der Banden mit

dem Ausbruchsstamm nicht Uberein [91].

Tabelle 2: Kriterien flir die Interpretation von PFGE-Mustern (nach Tenover)

Kategorie Anzahl genetischer Typische Anzahl Epidemiologische
Ereignisse im Fragmentunterschiede Interpretation

Vergleich zum
Ausgangsisolat

Ununterscheidbar 0 0 Isolat ist Teil des
Ausbruchs
Eng verwandt 1 2-3 Isolat ist

wahrscheinlich Teil
des Ausbruchs

Maoglicherweise 2 4-6 Isolat ist
verwandt maoglicherweise Teil
des Ausbruchs
Nicht verwandt >3 >7 Isolat gehort nicht zu
Ausbruch

Die Vorteile der Pulsfeldgelelektrophorese liegen in  einem sehr hohen
Diskriminierungspotential, einem sehr hohen Anteil typisierbarer Stdamme, einer innerhalb

eines Labors guten Reproduzierbarkeit, sowie in einer relativ einfachen Interpretation, fir
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die es klare Richtlinien gibt [43, 90]. Die Nachteile dieser Methode sind in den hohen
Kosten fur die Anschaffung der Gerate sowie in der kostenintensiven, arbeitsaufwendigen
und relativ zeitaufwendigen Durchfiihrung zu sehen [100]. Problematisch ist auRerdem die
mangelnde Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Labore, da die Methode nach
vielen unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt wird und auch die Interpretation der
Bandenmuster, sofern keine computergestiitzten Auswertungsverfahren genutzt werden,
subjektiven Einflissen unterworfen ist [96]. Durch die Verwendung standardisierter
Protokolle, computergestiitzter Auswertungsverfahren und umfangreicher Datenbanken ist
eine Verbesserung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Labore jedoch
mdoglich [61, 69, 70].

Im Gegensatz zur Pulsfeldgelelektrophorese handelt es sich bei der von Frenay et al. im
Jahr 1996 entwickelten spa (S. aureus Protein A)-Typisierung um eine Sequenz-basierte
Methode, bei der ein einzelner hochvariabler Bereich innerhalb der X-Region des spa-
Gens, untersucht wird [28]. Das spa-Gen ist aus ca. 2150 Basenpaaren aufgebaut und
gliedert sich in zwei Abschnitte, die Fc-Bindungsregion und die X-Region. Letztere
wiederum wird in einen C-Terminus, dessen Sequenz der Zellwandverankerung dient und
einen hochvariablen, repetitiven Bereich unterteilt, dessen Funktion noch nicht
abschlieBend gekléart ist. Dieser polymorphe Bereich innerhalb der X-Region ist aus einer
variablen  Anzahl  kurzer (21-27 Basenpaare), direkt aufeinanderfolgender
Sequenzabschnitte (Repeats) aufgebaut [36, 93, 97] (Abbildung 2).

r»1113f 1514r
H s HE H D HA B HC H X xcl

Abbildung 2: Genetische Organisation des S. aureus Protein A-Gens (spa) modifiziert nach Shopsin et
al. [82]. Die Pfeile symbolisieren die fur die Sequenzierung verwendeten Primer, die Kastchen
symbolisieren Genabschnitte die fiir verschiedene Regionen des Protein A kodieren: Signalssequenz
(S), die 1gG-Bindungsregion (A-D), eine zu A-D homologe Region (E) und die X-Region mit ihrem
repetitiven Abschnitt (X,) und der Zellwandverankerung (X¢).
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Ursachlich fir den ausgeprégten Polymorphismus dieser Region sind sowohl
Duplikationen, Deletionen und Insertionen ganzer Repeats als auch Punktmutationen
innerhalb einzelner Repeats. Beidseits der variablen Region vorhandene, hochkonservierte
Sequenzabschnitte ermdglichen den Einsatz von Primern zur Amplifikation der Sequenz
mittels PCR und die anschlieBende Sequenzierung [82]. Der spa-Typ wird schliel’lich aus
der Reihenfolge der spezifischen Repeats abgeleitet. Fur die Analyse dieses Repeatmusters
wurde in dieser Arbeit die inzwischen weit verbreitete StaphType Software der Firma
Ridom verwendet. Diese Software erkennt aus den eingegebenen Sequenzdaten
automatisch die Repeatfolge und leitet den entsprechenden spa-Typ ab. Zur
Gewadhrleistung einer einheitlichen Nomenklatur synchronisiert das Programm die
gefundenen spa-Typen und -Repeats Uber das Internet mit einem zugehorigen zentralen
Server. Werden neue spa-Repeats oder -Typen entdeckt, kénnen diese im Rahmen einer
Synchronisation an den Server Ubermittelt werden, um eine eindeutige Bezeichnung fur
diese zu erhalten. Derzeit sind 4699 spa-Typen in der Datenbank des Zentralen Servers
registriert (http://spaserver.ridom.de/, Stand Januar "09). Daneben verfiigt die Software
uber eine Datenbankfunktion, die eine Verknupfung der Typisierungsdaten mit
epidemiologischen Daten ermdglicht [37]. Seit kurzem beinhaltet die Software einen als
BURP (Based Upon Repeat Pattern) bezeichneten Cluster-Algorithmus, der es erlaubt,
Verwandtschaften zwischen Isolaten anhand wvon Ubereinstimmungen in ihren
Repeatmustern abzuleiten und Gruppen verwandter spa-Typen (spa-Cluster) zu bilden [65,
81, 87]. Hierbei werden Duplikation, Verlust und Austausch ganzer Repeats sowie
Punktmutationen zur Berechnung der Verwandtschaft verschiedener spa-Typen
bertcksichtigt. Der Algorithmus bietet zwei durch den Benutzer festzulegende Parameter,
welche die Clusterbildung beeinflussen. So kann die minimale Anzahl Repeats, welche ein
spa-Typ aufweisen muss, um in die Clusteranalyse einbezogen zu werden, definiert
werden. Dies ist sinnvoll, da sehr kurze Repeatfolgen nicht genigend Informationen
enthalten, um eine verl&ssliche Ableitung von Verwandtschaft zu gewahrleisten. Der zweite
Parameter ,,costs* bezieht sich auf die maximale Anzahl genetischer Ereignisse zwischen
zwei spa-Typen, bei welcher noch eine Verwandtschaft abgeleitet wird. Mellmann et al.
konnten anhand von Clusteranalysen von 400 S. aureus-Stdmmen mittels spa-

Typsierung/BURP und MLST die optimalen Werte fir diese Parameter ermitteln (minimale
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Anzahl Repeats: 5; ,,Costs™: 4) und mit diesen Einstellungen eine 95,3 prozentige
Konkordanz zu den MLST-Clustern zeigen [66]. Analog hierzu konnten Strommenger et al.
eine hohe Konkordanz zwischen BURP-Clustern und Clustern, die mittels Multilocus
Sequence Typing bzw. Pulsfeldgelelektrophorese gebildet wurden, zeigen [88].

Ein groRer Vorteil der spa-Typisierung im Vergleich zur Pulsfeldgelelektrophorese liegt in
der deutlich besseren Reproduzierbarkeit dieser Methode in verschiedenen Laboren, ohne
dass hierfur eine aufwendige Standardisierung der Durchfiihrung notwendig ist [3]. Weiter
zeichnet sich die spa-Typisierung durch einen sehr hohen Anteil typisierbarer Isolate [50,
63, 64], eine schnelle, einfache Durchfihrung [63] sowie durch eine unkomplizierte
Interpretierbarkeit aus [82]. Im Hinblick auf das Diskriminierungspotential gibt es sowohl
Studien, die der spa-Typisierung im Vergleich zur Pulsfeldgelelektrophorese ein hoheres
Auflosungsvermogen zuschreiben [50, 88], als auch solche, die ein hoheres
Diskriminierungspotential fiir die Pulsfeldgelelektrophorese zeigen [82, 89]. Obwohl diese
Studien die Interpretation nahe legen, dass sich beide Methoden auf einem vergleichbar
hohen Niveau bewegen, ist die Frage nach dem U(berlegenen Diskriminierungspotential
noch nicht endgultig zu beantworten. Auch die Frage nach der Stabilitat des spa-Gens als
genetischer Marker ist noch nicht abschlie3end geklart. Wahrend in zwei Studien sowohl in
vitro als auch in vivo eine hohe Stabilitat fir das spa-Gen nachgewiesen wurde [28, 82],
zeigten Kahl et al. anhand der Untersuchung von Folgeisolaten aus den Atemwegen von
Patienten mit Cystischer Fibrose eine hohere Mutationsrate. Durchschnittlich alle 70
Monate trat innerhalb des spa-Gens eine genetisches Ereignis auf [47].

Das Multilocus Sequence Typing (MLST) wurde erstmals im Jahr 1998 von Maiden et al.
als eine sequenz-basierte Methode fir die Identifizierung hypervirulenter Neisseria
menigitidis-Stamme beschrieben [57]. In der Folge erwies sich das MLST als geeignete
Methode fir die Typisierung vieler Bakterien- und Pilzarten. Insgesamt bestehen MLST-
Schemata flr Ober 20 Bakterienarten [94] und drei Pilzarten [9, 20]. Im Jahr 1999
entwickelten Enright et al. ein MLST-Schema flr die Typisierung von Staphylococcus
aureus. Dieses MLST-Schema charakterisiert S. aureus-Isolate mittels der Sequenzierung
von sieben etwa 450 Basenpaaren umfassenden Genfragmenten, die sich innerhalb
essentieller Gene (,,housekeeping genes®) befinden (Tabelle 3). Die Sequenzen jedes

Genfragments werden mit allen zuvor an diesem Genlocus identifizierten Sequenzen
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(Allelen) (www.mlst.net) verglichen und einer Allelnummer fir diesen Locus zugeordnet.
Die Kombination der Allelnummern der sieben Genfragmente ergibt schliellich ein
Allelprofil, welches eindeutig den Sequenztyp (ST) eines Isolats definiert [1, 23]. Die beim
MLST untersuchten Fragmente innerhalb der essentiellen Gene zeichnen sich durch eine
langsame Akkumulation von Variationen aus. Diese Stabilitdit macht es erforderlich,
mehrere  Genfragmente gleichzeitig zu betrachten, um ein ausreichend hohes
Diskriminierungspotential zu erzielen. Die hieraus resultierende Kombination aus hohem
Diskriminierungspotential und gleichzeitig groBer Stabilitat des MLST erlaubt es, auch
geographisch und zeitlich getrennte Stamme auf Klonalitdt zu untersuchen. Ein
grundlegender Vorteil aller Methoden, die mehrere Uber das Genom verteilte Genorte
untersuchen, gegentber solchen, die nur ein einzelnes Genfragment untersuchen, ist ihre
geringere Anfalligkeit gegenuber Rekombinationsereignissen. So ist bei ersteren im Falle
eines Rekombinationsereignisses in der Regel nur ein Genfragment betroffen und das
untersuchte Isolat kann immer noch anhand der Ubrigen Fragmente korrekt eingeordnet
werden. Bei Methoden, die nur ein Genfragment untersuchen, besteht dagegen die
Maoglichkeit, dass im wesentlichen identische Isolate als komplett unterschiedlich erkannt
werden, wenn der untersuchte DNA-Abschnitt von einem Rekombinationsereignis
betroffen ist [85].

Tabelle 3: ""Housekeeping Genes' des MLST-Schemas fiir die Typisierung von S. aureus

Gen Anzahl Allele
Carbamate kinase (arcC) 107
Shikimate dehydrogenase (aroE) 150

Glycerol kinase (glpF) 117
Guanylate kinase (gmk) 84

Phosphate acetyltransferase (pta) 111
Triosephosphate isomerase (tpi) 117
Acetyl-coA acetytransferase (yqiL) 107
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Fur epidemiologische Untersuchungen der Ubertragungswege Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus-Isolate stehen derzeit verschiedene molekularbiologische Verfahren
wie die Pulsfeldgelelektrophorese, die spa-Typisierung und das MLST zur Verfligung.
Jedoch ist die Wertigkeit der einzelnen Methoden sowohl fiir die Routinediagnostik zur
Aufklarung epidemiologischer Zusammenhénge als auch fiir phylogenetische Analysen
noch nicht ausreichend geklart. Die Zielsetzung der Arbeit bestand darin, anhand
retrospektiver, longitudinaler Untersuchungen von MRSA-KIlonen aus der institutseigenen
Stammsammlung Uber einen Zeitraum von vier Jahren, die Aussagekraft der
Pulsfeldgelelektrophorese, die den derzeitigen ,,Goldstandard* darstellt, mit der spa-
Typisierung zu vergleichen. Eine der Pulsfeldgelelektrophorese vergleichbare Wertigkeit
der spa-Typisierung wirde eine erhebliche Beschleunigung der Beurteilung
epidemiologischer Zusammenhédnge in der Routinediagnostik ermdglichen, da sie als
sequenzbasierte Methode ohne Mehrkosten in einem wesentlich kirzeren Zeitraum
Ergebnisse liefert.

Zur Beurteilung der Wertigkeit der spa-Typisierung sollte erstens untersucht werden, wie
stabil das spa-Gen als genetischer Marker Uber lange Zeitrdume ist. Hierzu wurden
Folgeisolate von drei Patienten, bei denen Uber Zeitrdume von mehreren Jahren immer
wieder MRSA nachgewiesen wurde, mittels spa-Typisierung und PFGE untersucht.
Zweitens sollte die Mdglichkeit einer Subtypisierung von im Pulsfeldmuster identischen
Klonen mittels der spa-Typisierung untersucht werden. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurden die zwei im Raum Hamburg prddominanten MRSA-Klone ,,Berlin®
und ,.Barnim*®, die iiber einen Zeitraum von vier Jahren regelmaBig isoliert wurden, mit der
spa-Typisierung untersucht. Dariiber hinaus wurden zwei weitere in Hamburg endemische,
aber nicht so haufig vorkommende, Klone untersucht. Drittens sollte geklart werden, ob in
der Pulsfeldgelelektrophorese als nicht-klonal identifizierte Isolate in der spa-Typisierung
als verwandt oder identisch erkannt und somit klonal fehlklassifiziert werden. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden 21 in Hamburg mittels Pulsfeldgelelektrophorese als
sporadisch identifizierte Isolate ausgewahlt und mit der spa-Typisierung untersucht.
Viertens sollte herausgefunden werden, ob sich mittels des BURP (Based Upon Repeat

Pattern)-Algorithmus der Staphtype-Software die klonalen Zusammenhange von MRSA-

15
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Isolaten korrekt darstellen lassen. Fir diese Analyse wurden die fir die sporadischen
Isolate unter Verwendung von BURP ermittelten Cluster, mit denen der PFGE und des
MLST verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Tabelle 4: Ubersicht Giber verwendete Geréte

Laborgerat

Hersteller

Zentrifuge 5415D
Eppendorfreaktionsgefalie
Pipetten (100 pl, 1000 pul)

Eppendorf, Hamburg

Gelkammer

Plastikkd&mme
Pulsfeldgelelektrophoresekammer (GenePath
System)

AgaroseblockgielRvorrichtung (Plug Mold)

Bio-Rad, Miinchen

Kihlpumpe

Schiittelwasserbad GFL AD Krauth, Hamburg
Wasserbad GFL

Heizblock Techne, Cambridge

Vortexer Heidolph, Schwabach
UV-Lampe Frobe Labor Technik, Berlin
Geldokumentationsgerét

Brutschrank Heraeus-Christ, Osterode
Analysenwaage PC440 Mettler Waagen GmbH, Giellen

Thermocycler Primus 96

MWG Biotech AG, Martinsried

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 5: Ubersicht (iber verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

NaCl Merck, Darmstadt
Borsaure

NaOH

HCI

Trihydroxyaminomethane (Tris)
Ethidiumbromid

Serva, Heidelberg

Na-EDTA
Agarose, Type Il

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Low melting point (LMP)-Agarose

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Na-Desoxycholat

Serva, Heidelberg

Na-Lauryl-Sarkosin

Sigma, Munchen
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2.1.3 Medien

Angegeben ist die Zusammensetzung fiir die Flissigmedien, wobei die jeweiligen

Bestandteile in VE-Wasser geldst und anschlieBend autoklaviert wurden.

TSB (Tryptic Soy Broth):

Oxoid (TSBoxoip), Basingstoke (England):

2.1.4 Reagenzien und Enzyme

30 g TSB ad 1000 ml H20

Tabelle 6: Ubersicht tiber verwendete Reagenzien und Enzyme

Reagenz/Enzym/Kit

Hersteller

SURE / Cut Buffer A
Restriktionsenzym Smal

Roche Diagnostics GmbH, Steinheim

Proteinase K
Lysozym

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Lysostaphin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DyNAzyme DNA-Polymerase
dNTP Mix
10x DyNAzyme Buffer

Finnzymes, Espoo

TripleMaster Polymerase Mix
10x HighFidelity Buffer with Mg
dNTP Mix

Eppendorf, Hamburg

InstaGene Matrix

Bio-Rad Laboratories, Hercules

GeneClean Il Kit

Qbiogene, Heidelberg

QlAamp DNA Mini Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden
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2.1.5 Primer

Tabelle 7: Ubersicht (iber verwendete Primer

Primer Sequenz

MLST

arc f 5TTG ATT CAC CAG CGCGTATTG TC -3'
arcr 5 AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'

aro f 5" ATC GGA AAT CCT ATT TCACAT TC -3'
aror 5 GGT GTT GTATTA ATA ACG ATATC -3'
glp f 5 CTA GGA ACT GCAATCTTAATCC -3
glpr 5 TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC -3'
gmk f 5 ATCGTT TTATCG GGACCATC -3

gmk r 5 TCATTAACT ACAACGTAATCGTA -3
pta f 5 GTT AAAATC GTATTA CCT GAA GG -3'
ptar 5GACCCTTTT GTT GAAAAGCTT AA -3
tpi f 5 TCGTTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3'
tpi r 5 TTT GCACCT TCT AAC AAT TGT AC -3'
yqi f 5 CAG CAT ACA GGA CACCTATTG GC -3'
yqir 5 CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3'
spa

spa-1113f 5 TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C -3'
spa-1514r 5 CAG CAGTAGTGC CGT TTG CTT-3'
2.1.5 Isolate

Die 182 verwendeten klinischen Isolate wurden im Zeitraum von 2000 bis 2005 bei

Patienten verschiedener Hamburger Kliniken isoliert und bis zur weiteren Untersuchung bei

— 80°C in der Stammsammlung des Instituts fir Mikrobiologie und Hygiene am UKE

gelagert. Eine Ubersichtstabelle iber die verwendeten Isolate befindet sich im Anhang.
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht der Kulturen

Die Anzucht der MRSA-Kulturen fur die Pulsfeldgelelektrophorese erfolgte in 10 ml TSB
bei 37°C dber Nacht. Zur Herstellung von Reinkulturen wurde zundchst jeweils ein
Plasikkiigelchen des Stammhaltungssystems, an denen die Bakterien im gefrorenen Zustand
haften, unter Verwendung einer sterilen Plastikdse aus dem Aufbewahrungsréhrchen auf
eine sterile Blutagarplatte gegeben. AnschlieBend wurde die Kugel auf einem Drittel der
Platte ausgestrichen und ein 3-Osen-Ausstrich durchgefiihrt. Nach 24-stiindiger Inkubation
im Brutschrank bei 37°C wurde nun jeweils eine einzeln stehende Bakterienkolonie mit
Hilfe einer Plastikdse in 10 ml TSB (berfihrt. Dieser Ansatz wurde dann Uber Nacht bei
37°C im Schittelwasserbad inkubiert.

Fur die spa-Typisierung erfolgte die Anzucht der Kulturen direkt auf Blutagarplatten. Die
Inkubation erfolgte fur 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C.

Fur das Multi Locus Sequence Typing wurde nach 24-stiindiger Inkubation auf einer
Blutagarplatte bei 37°C eine einzeln stehende Kolonie in 10 ml mit 1% Glycin
angereicherte TSB Uberfiihrt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Pulsfeldgelelektrophorese
Fur die Pulsfeldgelelektrophorese verwendete Ldsungen:
500mI 5M NaCl

146,1 g NaCl
aqua bid. ad 500 ml

100 ml 2 M Tris-HCI-L&sung (pH 7,5)
24,24 g Tris

aqua bid. ad 100 ml

pH-Einstellung mit HCI auf pH 7,5

500 ml 0,5 M Na-EDTA-L6sung (pH 7,5)
93,06 g Na-EDTA
aqua bid. ad 500 ml

1000 ml SE-Puffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA/pH 7,5)
15mI 5 M NaCl

50 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)

aqua bid. ad 1000 ml
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5 ml 1,6% LMP-Agarose

80 mg Low melting point (LMP)-Agarose

5 ml SE-Puffer

Aufkochen und verwenden oder bei -20°C einfrieren.

200 ml Basislosung zur Herstellung der Lysis-Losung |
40 ml 5 M NaCl

40 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)

600 pl 2 M Tris-HCI (pH 7,6)

400 mg Na-Desoxycholat

2 g Na-Lauryl-Sarkosin

aqua bid. ad 200 ml

Lysis-Losung |

6 mM Tris-HCI pH 7,6

1 M NaCl

100 mM EDTA pH7,5

0,2% Na-Desoxycholat

1% Na-Lauryl-Sarkosin

1 mg Lysozym direkt vor Gebrauch

1000 ml ES-Lésung (pH 9,0) zur Herstellung der Lysis-Ldsung |l
10 g Laurylsarkosin

1000 ml 0,5 M EDTA

Einstellung pH 9,0 mit NaOH

1000 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM Na-EDTA)
5ml 2 M Tris-HCI (pH 7,5)

20 ml 0,5 M Na-EDTA (pH 7,5)

aqua bid. ad 1000 ml

1000 ml 10 x konzentrierter TBE-Puffer (0,9 M Tris, 0,9 M Borsaure, 20 mM EDTA pH 8)
109 g Tris

55,6 g Borséaure

7,49 Na-EDTA

aqua bid. ad 1000 ml

Fur die Pulsfeldgelelektrophorese mussten die Bakterien, um eine unspezifische Restriktion
ihrer DNA zu verhindern, zunéchst in einen Agaroseblock eingebracht werden. Hierzu
wurden 800 ul der Bakteriensuspension in 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefélie tberfuhrt und
2 min bei 12000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde dekantiert. Das entstandene

Bakterienpellet wurde in 1 ml SE-Puffer resuspendiert und anschlieBend erneut 2 min bei
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12000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt und anschlielend das
Bakterienpellet in 500 ml SE- Puffer resuspendiert. Zur Einbettung der intakten Bakterien
in die Agaroseblocke wurde zunédchst 1,6% LMP- Agarose bei 90°C im Wasserbad
verflussigt und anschlieRend bei 50°C im Heizblock aufbewahrt. Jeweils 1 ml der 1,6%
LMP- Agarose wurde, sobald sie ihre Endtemperatur erreicht hatte, mit einer Spatelspitze
Lysozym und 10 ul Lysostaphin versetzt. Nun konnten je 125 ul Bakteriensuspension und
125 ul 1,6% LMP- Agarose in ein 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal gegeben und gevortext
werden. Schlielich wurde dieser Ansatz in den Giel3block tberfiihrt und fir 20 min bei
4°C gekuhlt bis die Agarose ausgehartet war.

Die anschlieBende Zelllyse erfolgte durch Inkubation der erstarrten Agarosebldcke in
jeweils 1 ml Lysis- Losung | (1 ml Basislésung, 5 mg Lysozym/ml und 40 Units
Lysostaphin/ml) bei 36°C und leichter Schuttelbewegung (ber Nacht. Es folgte die
Spaltung der Proteine durch Inkubation der Agaroseblocke in 1 ml Lysis- Losung Il (1 ml
ES-Losung und 2 pl Proteinase K-Losung (1,09 U/ul)) bei 56°C uber Nacht im
Brutschrank.

AnschlieBend wurden die Blockchen 4-mal fir je eine Stunde in 10 ml TE — Puffer bei
leichter Schittelbewegung gewaschen. Nach Entfernung des TE — Puffers wurden die
Blockchen fir eine Stunde in 800 pl Restriktionspuffer A  aquilibriert. Der
Restriktionsverdau erfolgte durch Inkubation der Bléckchen in 100 pl Restriktionspuffer A
und 4 ul Sma | Gber Nacht bei 25°C im Heizblock.

Zur Herstellung des Laufgels wurden 140 ml TBE - Puffer und 1,4 g Sigma - Agarose Uber
dem Bunsenbrenner aufgekocht und nach Abkihlung auf ca. 60°C in die Gelkammer mit
eingesetztem Kamm gegossen. 2 ml der flussigen Agarose wurden zum spateren
VerschlieRen der Geltaschen bei 60°C im Heizblock aufbewahrt.

Nach Entfernen des Kamms aus dem bei Raumtemperatur nach ca. 30 min erstarrten Gel,
konnten die Agaroseblockchen unter Verwendung eines Metallspatels in die Geltaschen
uberfuhrt werden. In die 1. Position des Gels wurde als Marker ein Blockchen mit DNA des
Stammes NCTC 8325 gegeben. Die mit Agaroseblockchen beladenen Geltaschen wurden
mit der aufbewahrten flussigen Agarose luftblasenfrei verschlossen. Das Laufgel konnte

nun in das Pulsfeldgelelektrophoresegerdat gegeben werden, der vorgekihlte Laufpuffer
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2. Material und Methoden

hinzugegeben werden und die Elektrophorese mit folgenden Einstellungen durchgefihrt

werden.

PEGE — Einstellungen:

Block 1 : 5-50sfur24h
Block 2 : )

Spannung: 6,0V /cm

Winkel: 120°

Elektrophorese- Puffer: TBE-Puffer (0,5fach)
Umwalzrate der Pumpe: 100%
Kihltemperatur: 14°C

Die Gelfarbung erfolgte mit Ethidium-Bromid (20 pl Ethidium-Bromid in 400 ml TBE-
Puffer) fur 25 min unter leichter Rotationsbewegung auf einem Schuttler. AnschlieRend
wurden die aufgetrennten DNA-Banden mittels einer UV-Lampe sichtbar gemacht und

fotografisch dokumentiert.

2.2.3 Extraktion der bakteriellen DNA

Die Extraktion der bakteriellen DNA fir die spa-Typisierung erfolgte unter Verwendung
der InstaGene-Matrix der Firma Bio-Rad Laboratories.

Zunéchst wurden abhédngig von ihrer GrofRe ca. 2-5 Kolonien mit Hilfe einer sterilen
Plastikdse von der Blutagarplatte abgetragen und in 500 pl HPLC-Wasser in einem
Eppendorfreaktionsgefal? suspendiert. Nach Zentrifugation bei 12000 rpm fir 1 Minute
wurde der Uberstand dekantiert und dem Pellet 100 pl InstaGene-Matrix beigegeben. Nach
kurzem Vortexen wurde der Ansatz fur 20 Minuten bei 56°C im Wasserbad inkubiert und
anschlieBend erneut 10 Sekunden gevortext. Es folgten eine weitere Inkubation bei 100°C
fur 8 Minuten und abermaliges Vortexen fur 10 Sekunden. Nach dreimindtiger

Zentrifugation bei 12000 rpm konnten 80 pl des Uberstands (DNA) vorsichtig abpipettiert
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2. Material und Methoden

werden und in ein neues Eppendorfreaktionsgefal uberfuhrt werden. 10 ul wurden fur

einen 50 ul PCR-Ansatz enthommen, die tibrige DNA bei — 20°C eingefroren.

Fur das Multi Locus Sequence Typing erfolgte die Extraktion der bakteriellen DNA unter
Verwendung des QlAamp DNA Mini Kit nach einer Standartarbeitsanweisung. Dieses Kit
enthalt als ReaktionsgefaRe Saulen, in denen eine Silica-Gel Membran angebracht ist.

Als erster Schritt wurden 500 ul der Bakteriensuspension in ein Eppendorf-Tube gegeben
und fur 10 Minuten bei 7500 rpm zentrifugiert. Zur Lyse der Bakterien und Hydrolyse von
Proteinen wurde der Uberstand entfernt, das Pellet in 180 pl ATL-Puffer resuspendiert und
5 pl Lysostaphin sowie 20 ul Proteinase K hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen folgte
eine 30-mindtige Inkubation bei 56°C im Wasserbad. Anschlieend wurden zur Erzeugung
optimaler Adsorptionsbedingungen 200 pl AL-Puffer hinzugegeben, gevortext und 10
Minuten bei 70°C inkubiert. Der Ansatz wurde nun nach Zugabe von 200 ul Ethanol und
abermaligem Vortexen in die in die QlAamp-Séulen gegeben, welche ihrerseits in den 2 ml
Auffanggeféalien platziert wurden. Zur Bindung der DNA an die in den Séaulen enthaltene
Silica-Gel Membran erfolgte anschlie}end die Zentrifugation der Saule fir eine Minute bei
8000 rpm. In einem neuen Auffanggefa erfolgten nun zur Entfernung von
Kontaminationen zwei Waschschritte. Hierfir wurden 500 pul AW1-Puffer in die Saule
gegeben und wieder fur eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nun
noch einmal mit dem AW-Puffer wiederholt, die Zentrifugation erfolgte bei 14000 rpm flr
3 Minuten. Zur abschlieRenden Elution der DNA wurde die QlAamp-Saule in ein sauberes
1,5 ml Eppendorftube gegeben und es wurden 200 ul AE-Puffer hinzugegeben. Nach 1-
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde abschlielend fir 1 Minute bei 8000 rpm
zentrifugiert. Der Erfolg der Extraktion wurde mittels Agarosegelelektrophorese Gberprift.
Zur Vorbereitung auf die folgende PCR wurden die DNA-Konzentrationen anhand der
Intensitat der Banden abgeschatzt und entsprechend Verdiinnungen von 1:5, 1:10 und 1:50

hergestellt.

2.2.4 Amplifikation der DNA
Fur die spa-Typisierung erfolgte die Amplifikation der DNA nach dem Prinzip der

Polymerase Kettenreaktion in einem 50 pl-Ansatz, der neben 10 ul der extrahierten DNA 1
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2. Material und Methoden

pl dNTPs (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 ul von jedem Primer (10 pM), 5 pl
des 10fach PCR — Puffers, 30,5 ul HPLC-Wasser und 0,5 pl (1 U) DyNAzyme DNA-
Polymerase enthielt. Die im Cycler aufeinander folgenden Reaktionsbedingungen setzten
sich zusammen aus einer initialen Denaturierung bei 80°C fir 5 Minuten, gefolgt von 35
Zyklen, bestehend aus einer weiteren Denaturierung bei 94°C fir 45 Sekunden, der
Anlagerung der Primer bei 60°C fur 45 Sekunden und der Elongation bei 72°C fir 90
Sekunden. AbschlieRend folgte eine Elongation bei 72°C fiir 10 Minuten. Der Erfolg der
Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese tberprdft.

Die Amplifikation der DNA fiir das MLST erfolgte ebenfalls in einem 50 ul-Ansatz, der

sich wie folgt zusammensetzt:

- 2 pl der bereits verdiinnten extrahierten DNA (siehe Oben)
- 39,5 ul HPLC-Wasser

- 5l 10fach PCR-Puffer

- 1 ul dNTPs (10 mM)

- 1 pl Primer f (10 uM)

- 1 pl Primer r (10 uM)

- 0,5 pl TripleMaster Polymerase Mix (2,5 U)

Die im Cycler aufeinander folgenden Reaktionsbedingungen setzten sich zusammen aus
einer initialen Denaturierung bei 95°C fir 5 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen, bestehend aus
einer weiteren Denaturierung bei 95°C fur 30 Sekunden, der Anlagerung der Primer bei
58°C fur 1 Minute und der Elongation bei 72°C fur 1 Minute. AbschlieRend folgte eine
weitere Elongation bei 72°C fur 7 Minuten. Der Erfolg der Amplifikation wurde mittels

Gelelektrophorese tberprft.

2.2.5 Agarosegelelektrophorese
Zur Anwendung kamen Agarosegele mit einer Konzentration von 1%. Hierzu wurden 5 g
Agarose in 250 ml TBE — Puffer durch Kochen auf dem Bunsenbrenner geltst und nach

Abkiihlung auf unter 60°C und Vermeidung von Luftblasen in eine Horizontalgelkammer
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gegossen. Wahlweise 15 oder 20 Geltaschen wurden durch Einh&ngen entsprechender
Ké&mme in das noch flussige Gel vorgegeben. Das nach ca. 30 Minuten ausgehartete Gel
konnte nun in die Elektrophoresekammer tberfiihrt werden und die Kammer mit 1 x konz.
TBE-Puffer soweit aufgefillt werden, dass das Gel gerade von Flissigkeit bedeckt war. 15
pl des Amplifikats wurden mit 5 pl Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen gegeben.
Die Auftrennung erfolgte in einem Gleichstromfeld bei einer Spannung von 95 V (ber 1,2
h. Die Laufstrecke konnte anhand der blauen Bande des Probenpuffers beurteilt werden.
Die Gelfarbung erfolgte mit Ethidium-Bromid (20 pl Ethidium-Bromid in 400 ml TBE-
Puffer) fur 25 min unter leichter Rotationsbewegung auf dem Schiittler. Schlief3lich wurden
die aufgetrennten DNA-Banden mittels UV-Lampe sichtbar gemacht und fotografisch

dokumentiert.

2.2.6 Aufreinigung des Amplifikats

Die Aufreinigung des Amplifikats fir die spa-Typisierung erfolgte mit Hilfe des
GeneClean-Sets Il nach einer Standartarbeitsanweisung. Dieses Kit besteht aus den drei
Komponenten Glasmilch, Nal und New Wash.

Zundchst wurden 90 pl Nal, 5 pl Glassmilch und 30 pl Probe in ein
Eppendorfreaktionsgefal gegeben, kurz gevortext und 5 Minuten auf Eis gestellt. Nach ca.
10 s Zentrifugation bei 12000 rpm wurde der Uberstand dekantiert, dem Pellet 1000 pl
New Wash beigegeben und kurz gevortext. Nach ca. 10-sekiindiger Zentrifugation bei
12000 rpm wurde der Uberstand entfernt, erneut 10 Sekunden zentrifugiert und das
restliche New Wash mit einer feinen Pipettenspitze entfernt. AnschlieBend wurde das Pellet
in 10 ul HPLC — Wasser resuspendiert, fir 10 Minuten bei 56°C inkubiert und fir 10
Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert. Als letzter Schritt wurde der Uberstand in ein
Eppendorfreaktionsgefal uberfuhrt und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank getrocknet.
Fur das Multi Locus Sequence Typing erfolgte die Aufreinigung des Amplifikats unter
Verwendung des QIAquick PCR Purifikation Kit nach einer Standartarbeitsanweisung.
Zunéchst wurden die in dem Kit mitgelieferten QIAquick-Saulen in die dafiir vorgesehenen
2 ml AuffanggeféaRe gesteckt und anschliefend 40 pl PCR-Probe sowie 200 pl PB-Puffer
hineingegeben. Zur Bindung der in der Probe enthaltenen DNA an die in der S&ule

befindliche Silica-Gel Membran wurde die Sdule fir eine Minute bei 13000 rpm
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zentrifugiert. Der Inhalt des Auffanggefales wurde verworfen. Fir den anschlielenden
Waschgang wurden 0,75 ml PE-Puffer in die Sdule gegeben und diese fur eine Minute bei
13000 rpm zentrifugiert. Um den restlichen Waschpuffer zu entfernen wurde das
Auffanggefal geleert und die S&ule noch einmal bei 13000 rpm zentrifugiert. Zur Elution
der DNA wurde die S&ule nun in ein sauberes 1,5 ul Reaktionsgefal gegeben und nach

Zugabe von 50 ul EB-Puffer fur eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert.

2.2.7 DNA - Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzierung fir die spa-Typisierung wurde durch die MWG Biotech AG
durchgefuhrt. Die Sequenzauswertung der Repeatregion erfolgte mit der Ridom StaphType
Software (Ridom GmbH, Wrzburg).

Die DNA-Sequenzierung fur das Multi Locus Sequence Typing wurde durch den
Sequenzierservice des Universitatsklinikum Eppendorf vorgenommen. Die Auswertung der

Sequenzen erfolgte mittels des Programms Vector NTI Advance der Firma Invitrogen.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Langzeitverlaufe

3.1.1 PFGE

Die Untersuchung der In-Vivo-Stabilitat der X-Region des spa-Gens als genetischer Marker
erfolgte anhand von Folgeisolaten dreier Patienten, bei denen Uber einen Zeitraum von
mehreren Monaten (32, 45 bzw. 48 Monate) wiederholt MRSA in Haut-, Schleimhaut und
Wundabstrichen nachgewiesen wurden (Patienten U.M., L.A., S.G., siehe Abbildung 3, 4,
5). Zun&chst wurden diese Isolate mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese typisiert, um
festzustellen, ob es sich bei den Isolaten eines Patienten tatséchlich jeweils um Folgeisolate
desselben Klons handelt. Die Ergebnisse dieser Methode, die den bisherigen Goldstandard
darstellt, sollten spéter mit denen der spa-Typisierung verglichen und festgestellt werden,
ob sich die Ergebnisse in ihrer Stabilitdt unterscheiden. Bei der Durchfihrung der
Pulsfeldgelelektrophorese wurden die Folgeisolate eines Patienten jeweils in fortlaufender
Reihenfolge auf einem PFGE-Gel analysiert, um eine direkte visuelle Vergleichbarkeit der
Muster zu ermdglichen. Insgesamt wurden so alle 20 Isolate erfolgreich mittels PFGE
typisiert.

Die Analyse der PFGE-Muster der bei dem Patienten U.M. im Zeitraum von Dezember
2000 bis September 2004 in einem chronisch infizierten Ulcus nachgewiesenen lIsolate
(Abbildung 3) zeigte, dass im Vergleich zum Erstisolat (Isolat 1) bei einigen der folgenden
Isolaten Bandenunterschiede auftraten (Isolate 2, 4 und 6), teilweise aber auch das gleiche
Bandenmuster wieder auftrat (Isolate 3 und 5). Da bei diesen Isolaten maximal zwei
Bandenunterschiede (Isolat 2) im Vergleich zum Ausgangsstamm auftraten, wurden sie
nach den von Tenover aufgestellten Kriterien als mit hoher Wahrscheinlichkeit einem

klonalen Komplex zugehdrig klassifiziert.
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Abbildung 3: PFGE-Muster der bei Patient U.M. im Zeitraum von Dezember 2000 bis September 2004
nachgewiesenen Isolate. Im Vergleich zum Ursprungsmuster von Dezember 2000 weisen die Muster 2,
4 und 6 abweichende Banden auf. Die schwarzen Pfeile markieren neu hinzugekommene Banden, die
transparenten Pfeile fehlende Banden.

Die PFGE-Muster der bei dem Patienten I.A. im Zeitraum von Januar 2000 bis Januar 2004
in Bindehaut und Nasenabstrichen nachgewiesenen MRSA-Isolate zeigten im Vergleich zu
denen von Patient U.M ein weniger variables Bild (Abbildung 4). Die Isolate 1-6
offenbarten ein identisches PFGE-Muster. Erst bei den im September 2002 und Januar
2004 nachgewiesenen lIsolaten 7 und 8 trat ein PFGE-Muster auf, welches im Vergleich

zum Ausgangsmuster zwei Bandenunterschiede aufwies.
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Abbildung 4: PFGE-Muster der bei Patient I.A. im Zeitraum von Januar 2000 bis Januar 2004
nachgewiesenen Isolate. Die ersten sechs Isolate haben ein identisches PFGE-Muster, die Isolate 7 und
8 zeigen je 2 Unterschiede. Die schwarzen Pfeile markieren neu hinzugekommene Banden, die
transparenten Pfeile fehlende Banden.

Die dritte Gruppe untersuchter Isolate wurde aus verschiedenen Materialien (Rachen- und
Analabstriche, Stuhl, Sputum) des Patienten S.G. gewonnen und stammen aus dem
Zeitraum von Januar 2002 bis September 2004 (Abbildung 5). Die ersten fiinf Isolate
wiesen ein identisches PFGE-Muster auf. Erst Isolat 6, welches im September 2004
nachgewiesen wurde, zeigte ein Muster, das vier Bandenunterschiede zu den Vorgangern
enthielt. Trotz dieser Veranderungen war die klonale Zughorigkeit dieses Isolats zu den
ubrigen Isolaten dieser Gruppe, aufgrund der tbrigen Bandenverteilung deutlich.

Auch wenn bei allen drei Patienten Isolate vorkamen, die ein von den anderen Isolaten aus
ihrer Gruppe leicht abweichendes PFGE-Muster aufwiesen, war in allen drei Féllen die
Klonalitdt der Isolate einer Gruppe eindeutig, so dass alle Isolate in die weiteren

Untersuchungen eingeschlossen wurden.
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Abbildung 5: PFGE-Muster der bei Patient S.G. im Zeitraum von Januar 2002 bis September 2004
nachgewiesenen Isolate. Die ersten 5 PFGE-Muster sind identisch, das Muster von Isolat 6 wurde
nachtraglich eingefigt und weist vier Unterschiede auf, die mit Pfeilen markiert sind.

3.1.2 spa-Typisierung

Wie mit der Pulsfeldgelelektrophorese waren auch mit der spa-Typisierung alle 20 Isolate
dieser Gruppe von Langzeitverlaufen typisierbar. Dabei konnte allen Folgeisolaten
desselben Patienten — mit einer Ausnahme — immer derselbe spa-Typ zugeordnet werden
(Tabelle 8). Diese Ausnahme trat bei der Untersuchung der Isolate des Patienten U.M.
zutage. Den ersten funf Isolaten dieses Patienten konnte der spa-Typ t009 (Repeatfolge: 11-
12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25) zugeordnet werden. Dem sechsten lIsolat jedoch
konnte die Staphtype-Software zunéchst keinen spa-Typ zuweisen, da es in dessen Sequenz
zur Deletion einer Base im 13. Repeat gekommen war. Es zeigte sich aber, dass die
Repeatfolge des Isolats, abgesehen von dieser Deletion, dem bei den anderen Isolaten
ermittelten spa-Typ t009, identisch ist. Der spa-Typ t009 entspricht dem Hannoverschen
Epidemiestamm. Zur Uberpriifung der Verwandtschaft der untersuchten Isolate mit diesem
Stamm, wurde mittels MLST exemplarisch flr eines dieser Isolate der Sequenztyp ST 254

bestimmt, der ebenfalls dem Hannoverschen Epidemiestamm zugeordnet wird.
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Fur alle acht Isolate des Patienten I. A. wurde der spa-Typ t037 (Repeatfolge: 15-12-16-02-
25-17-24) ermittelt. Dieser wurde bereits als spa-Typ des Wiener Epidemiestamms
beschrieben, welchem durch MLST die Sequenztypen ST 239, ST 240 und ST 241
zugeordnet werden. Zur Bestatigung der Verwandtschaft der Isolate des Patienten I.A. mit
dem Wiener Epidemiestamm konnte exemplarisch fur eines der Isolate der Sequenztyp ST
241 ermittelt werden.

Auch den sechs Isolaten des Patienten S.G. konnte mit t030 (Repeatfolge: 15-12-16-02-24-

24) ein identischer spa-Typ zugewiesen werden.

Tabelle 8: Ubersicht tiber spa-Typen und Repeat-Sequenzen der Langzeitverlaufe

Patient |[spa-Typ |n |Repeat-Sequenz Beobachtungs-
zeitraum
U.M. |t009 5 |11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25 45 Monate
tx 1 [11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-XX
ILA. t037 8 | 15-12-16-02-25-17-24 48 Monate
S.G. t030 6 | 15-12-16-02-24-24 32 Monate

3.2 In Hamburg endemische Klone

3.2.1 PFGE

In diesem Teil der Arbeit wurden Isolate der vier in Hamburg am héufigsten
vorkommenden MRSA-Klone zunéchst durch die Pulsfeldgelelektrophorese typisiert.
Dieser Schritt diente dazu, die Zugehorigkeit der Isolate zu dem entsprechenden Klon zu
sichern und mdgliche Subtypen innerhalb eines Klons zu identifizieren. Diese Ergebnisse
sollten spater mit denen der spa-Typisierung verglichen werden um herauszufinden, ob mit
der spa-Typisierung die gleichen klonalen Zusammenhénge gefunden werden und ob eine
weitgehendere Subtypisierung innerhalb der Klone mdglich ist.

Der Barnimer Epidemiestamm, welcher dem EMRSA-15 Klon entspricht, ist der in
Hamburger Krankenh&usern am h&ufigsten isolierte MRSA-Klon. Zur Untersuchung dieses
Klons wurden fiir den Zeitraum von 2000 bis 2004 insgesamt 57 Isolate ausgewahlt. Die
Auswahl erfolgte durch die Auswertung der routineméafig fir jedes Isolat angefertigten
PFGE-Muster, wobei bis zu 6 Bandenabweichungen vom typischen Barnimer PFGE-
Muster (A1) zugelassen wurden (Abbildung 6). Es wurden also fir diese Untersuchung
auch lIsolate herangezogen, die nach den Tenover-Kriterien zur Interpretation von PFGE-
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Mustern nur als moglicherweise einem Ausbruch zugehdrig klassifiziert werden. Aufgrund
dieser Auswahl fanden sich unter den 57 ausgewéhlten Isolaten des Barnimer Klons 48
Isolate mit PFGE-Mustern der Variante Al, 4 Isolate mit einem PFGE-Muster der Variante
A2 und 3 Isolate der Variante A3. Bei genauer Betrachtung dieser Varianten zeigte sich,
dass Variante A2 sich von Variante Al in einer zusatzlichen Bande von etwa 100 kB
unterschied. Die Variante A3 war im Vergleich zu Al dadurch charakterisiert, dass eine
Bande von etwa 208 kB fehlte, wahrend zwei Banden mit einer Grolie von etwa 135 kB

bzw. 90 kB neu auftraten.
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Abbildung 6: Reprasentative PFGE-Muster der Barnimer Subtypen (Al bis A3). Das Muster Al stellt
die haufigste Variante dar. Im Vergleich zu diesem Muster weisen die Variante A2 einen Unterschied
und die Variante A3 drei Unterschiede auf. Die schwarzen Pfeile markieren neu hinzugekommene
Banden, die transparenten Pfeile fehlende Banden.

Der Berliner Epidemiestamm ist nach dem Barnimer Epidemiestamm der in Hamburg am
zweithaufigsten isolierte MRSA-Stamm. Insgesamt 51 Isolate dieses Stamms wurden im
Zeitraum von 2000 bis 2004 nach ihrem PFGE-Muster fiir diese Untersuchung ausgewabhlt.
Bei Betrachtung der PFGE-Muster (Abbildung 7) fiel auf, dass im Vergleich zum Barnimer
Epidemiestamm deutlich mehr Varianten gefunden wurden. Insgesamt sechs Varianten mit
im Vergleich zum typischen Berliner Pulsfeldmuster (B1) bis zu acht Unterschieden waren

in Hamburg bekannt. Die Isolate mit sieben (B2, B3, B7) bzw. acht Unterschieden (B6)
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wirden nach strenger Auslegung der Tenover-Kriterien nicht als Teil eines Ausbruchs
klassifiziert werden. Aufgrund der dennoch deutlichen Ahnlichkeiten zum typischen PFGE-
Muster B1, wurden sie trotzdem in diese Untersuchung einbezogen. Wie beim Barnimer
Epidemiestamm fand sich auch hier nach dieser Auswahl mit 41 Isolaten der Variante B1
eine mit Abstand am haufigsten vorkommende PFGE-Variante, wahrend alle anderen
Varianten nur vereinzelt vorlagen (1x B2, 2x B3, 3x B4, 2x B5, 1x B6 und 1x B7).
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Abbildung 7: Reprasentative PFGE-Muster der Berliner Subtypen (B1 — B7). Im Vergleich zu Muster
B1, welches die haufigste Variante darstellt, weisen Variante B2 sieben Unterschiede, B3 sechs
Unterschiede, B4 drei Unterschiede, B5 zwei Unterschiede, B6 acht Unterschiede und B7 sieben
Unterschiede auf. Die schwarzen Pfeile markieren neu hinzugekommene Banden, die transparenten
Pfeile fehlende Banden.

Unter den in Hamburg nachgewiesenen Isolaten wurde immer wieder, wenn auch nicht so
haufig wie der Berliner oder der Barnimer Epidemiestamm, ein weiterer, innerhalb des
Instituts als ,,Hamburger bezeichneter Stamm, anhand seines charakteristischen
Pulsfeldmusters identifiziert. Zur Untersuchung dieses Stammes wurden die im Zeitraum
von Mai 2003 bis Dezember 2004 aufgetretenen 19 Isolate typisiert. Innerhalb des
Hamburger Klons wurden zwei PFGE-Mustervarianten gefunden, die sich in drei Banden
voneinander unterscheiden (Abbildung 8). In diesem Fall konnten die drei

unterschiedlichen Banden sehr gut durch den Verlust einer Schnittstelle des
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Restriktionsenzyms erklart werden, da die addierten GroRen der beiden in der Variante C2
fehlenden Fragmente in etwa der Grol3e des neu hinzugekommenen Fragments entsprachen.
Wie beim Barnimer und Berliner Stamm fanden sich die Varianten der PFGE-Muster in
unterschiedlichen Haufigkeiten. Die Variante C1 wurde unter den 19 untersuchten Isolaten

14-mal, die Variante C2 5-mal gefunden.
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Abbildung 8: Représentative PFGE-Muster der Hamburger Subtypen (C1 und C2). Die Variante C1
wurde weitaus haufiger gefunden. Im Vergleich zu dieser zeigt die Variante C2 drei Unterschiede. Die
schwarzen Pfeile markieren neu hinzugekommene Banden, die transparenten Pfeile fehlende Banden.

Zur Untersuchung des EMRSA-16 Stamms, der in Hamburg im Vergleich zu den anderen
drei Stammen weniger haufig vorkommt, wurden die 12 aufgetretenen lIsolate aus dem
Zeitraum von Februar 2002 bis April 2005 herangezogen. Bei der Analyse dieser Isolate
fanden sich 6 PFGE-Mustervarianten, die sich nur geringfuigig voneinander unterschieden
(Abbildung 9). Unter ihnen wurde die Variante D1 am hdufigsten gefunden. Im Vergleich
zu dieser zeigten vier der Varianten nur jeweils zwei Unterschiede (D2, D3, D5 und D6).
Diese Anderung der FragmentgroRe, welches in D1 bei 208 kB liegt, schien durch
Deletionen unterschiedlich grolRer DNA-Abschnitte verursacht zu sein. Die Variante D4
zeigte neben dieser Verdnderung ein zusatzliches Fragment in einer GréRenordnung von
etwa 500 kB. Die Variante D1 kam in der Gruppe untersuchter Isolate des EMRSA 16
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Stamms am hdufigsten vor (7-mal), wéahrend die anderen Varianten nur einmal (D2 bis D5)

bzw. zweimal auftraten (D6).
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Abbildung 9: Reprasentative PFGE-Muster der EMRSA-16 Subtypen (D1 bis D5). Das PFGE-Muster
D1 stellt den haufigsten Typ dar. Von diesem Muster weisen die Typen D2 zwei Unterschiede, D3 zwei
Unterschiede, D4 drei Unterschiede und D5 zwei Unterschiede auf. Die schwarzen Pfeile markieren neu
hinzugekommene Banden, die transparenten Pfeile fehlende Banden.

Bei allen vier untersuchten Klonen konnte mittels PFGE eine unter den ausgewéhlten
Isolaten vorherrschende Variante gefunden werden. Neben dieser wurden aber bei den
verschiedenen Klonen deutlich unterschiedlich viele Varianten gefunden. So wurden beim
Berliner Klon sieben und beim EMRSA-16 Klon sechs Varianten gefunden, wéhrend beim

Barnimer und beim Hamburger Klon nur drei bzw. zwei Varianten entdeckt wurden.
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3.2.2 spa-Typisierung

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob mittels spa-Typisierung eine weitere
Subtypisierung innerhalb der mit der Pulsfeldgelelektrophorese gefundenen Klone Barnim,
Berlin, Hamburg und EMRSA-16 mdglich ist, sollten die spa-Typen fur diese Isolate
ermittelt werden. Allen insgesamt 139 Isolaten dieser Gruppe konnte mittels spa-
Typisierung ein spa-Typ zugeordnet werden.

Die Typisierung der 57 lIsolate, die mit der Pulsfeldgelelektrophorese dem Barnimer
Epidemiestamm zugeordnet wurden, erbrachte drei verschiedene spa-Typen. Unter ihnen
war der spa-Typ t032 der haufigste (55 Isolate) und wurde bereits als Prototyp des
Barnimer Epidemiestamms beschrieben. Die beiden anderen spa-Typen t022 und t1474
wurden je einmal gefunden. Die Verwandtschaft dieser drei spa-Typen wurde bei
Betrachtung ihrer Repeatfolge deutlich (Abbildung 10A). Auch der BURP-Algorithmus
ordnete diese spa-Typen einem Cluster zu. Der spa-Typ t022 unterschied sich von t032
durch das Fehlen eines kompletten Repeats an Position 3. Der spa-Typ t1447 dagegen war
wie t032 aus sechzehn Repeats aufgebaut, zeigt aber an neunter Position ein abweichendes
Repeat. Dieses Repeat 25 unterschied sich von Repeat 31, das sich im spa-Typ t032 an der
entsprechenden Position befindet, durch eine Punktmutation in der letzten Base (Abbildung
10B). Die Zuordnung der Ergebnisse der spa-Typisierung zu denen der
Pulsfeldgelelektrophorese zeigte, dass die Subtypen der beiden Methoden nicht miteinander

korrelieren (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verteilung der spa-Typen und PFGE-Muster im Barnimer Klon

t032 t022 t1447 gesamt
Al 48 1 0 49
A2 4 0 1 5
A3 3 0 0 3
gesamt | 55 1 1 57
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A
t032 (55): 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25h-16-28
t022  {1): 26-23- -13-23-31-29-17-31-29-17-25h-17-25h-16-28
t1447 (1): 26-23-23-13-23-31-29-17-25-29-17-25-17-25-16-28
B
Repeat 31: ARAGARGAT GG CARCARAC CTGGC
Repeat 25h: AAAGAAGAT GGCAAC ARACCTGGT

Abbildung 10: A: Innerhalb des Barnimer Klons gefundene spa-Typen. Der spa-Typ t032 ist aus 16
Repeats aufgebaut und stellt innerhalb dieses Klons den haufigsten spa-Typ dar. Im Vergleich zu
diesem fehlt dem spa-Typ t022 ein Repeat, wahrend der spa-Typ t1447 durch ein unterschiedliches
Repeat an neunter Position gekennzeichnet ist. Rot markiert ist ein Repeat, das in t032 an dieser
Position nicht vorkommt. B: Vergleich der Repeats Nr. 31 und Nr. 29, welche in den spa-Typen t032
bzw. t1447 an neunter Position vorkommen. Die beiden Repeats unterscheiden sich nur durch eine
Punktmutation in der 24. Base. Rot markiert ist die unterschiedliche Base.

Innerhalb des Berliner Epidemiestamms fand sich mit der Pulsfeldgelelektrophorese eine
grolRe Vielfalt an Varianten (6 Varianten). Eine ahnliche Vielfalt erbrachte auch die spa-
Typisierung dieser Isolate. Fur alle 51 Isolate dieses Stammes konnte erfolgreich ein spa-
Typ ermittelt werden, wobei acht verschiedene spa-Typen entdeckt wurden. Unter diesen
konnte der spa-Typ t004, mit insgesamt 41 Isolaten, die diesen spa-Typ aufwiesen, am
haufigsten nachgewiesen werden. Ausgehend von spa-Typ t004 zeigten die anderen
gefundenen spa-Typen Unterschiede auf, die auf Verluste und Duplikationen ganzer
Repeats, wie auch auf Punktmutationen zurtickzufiihren waren (Abbildung 11). So zeigte
der spa-Typ t533 im Vergleich zu t004 eine Deletion des zweiten Repeats, wahrend es
beim spa-Typ t266 augenscheinlich zu einer Duplikation des flinften Repeats gekommen
war. Der spa-Typ t065 dagegen zeigte mit Repeat 34 an vierter Position ein im Vergleich
zu t004 in seiner Sequenz abweichendes Repeat. Beim Vergleich dieser beiden Repeats
(Repeat 34 und 13), wurde deutlich, dass diese Abweichung durch nur eine
unterschiedliche Base hervorgerufen wurde. Die Ubrigen vier spa-Typen zeigten deutlich
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3. Ergebnisse

groRere Unterschiede zu t004 auf. So offenbarten die spa-Typen t015 und t065 auf
Repeatebene jeweils drei Unterschiede zu t004. Bei t015 stand an erster Stelle das Repeat 8,
welches sich in drei Basen von Repeat 9 des spa-Typs t004 unterschied. Zusétzlich war
t015 durch den bereits aus t065 bekannten Repeataustausch, sowie durch das
Vorhandensein des zusatzlichen Repeats 16 an zweiter Position charakterisiert, wodurch es
im Vergleich zu t004 um ein Repeat langer war. Der spa-Typ t1238 war t015 sehr &hnlich
und unterschied sich nur durch das an zweiter Position stehende Repeat 104. Dieses
wiederum zeigte im Vergleich zu Repeat 16 nur eine unterschiedliche Base auf. Die
ubrigen beiden spa-Typen t550 und t362 waren durch die Deletion von 4 bzw. 7 Repeats
gekennzeichnet. Im Fall von t362 war der Unterschied zu t004 so groR, dass es fraglich
war, ob diese Stamme bei alleiniger spa-Typisierung dem gleichen klonalen Komplex
zugeordnet worden waren. Der spa-Typ t550 hatte zusétzlich zu der groRBen Deletion das
bereits bekannte Repeat 9 an erster Position. Wie beim Barnimer Epidemiestamm
korrelierten auch hier die Ergebnisse der spa-Typisierung beziiglich der Identifikation von
Subtypen nicht mit denen der Pulsfeldgelelektrophorese (Tabelle 10).

Tabelle 10: Verteilung der spa-Typen und PFGE-Muster im Berliner Klon

t004 t015 t065 t266 t362 t533 t550 11238 gesamt
Bl 38 0 1 1 0 1 0 0 41
B2 0 0 0 0 0 0 1 0 1
B3 1 0 0 0 1 0 0 0 2
B4 3 0 0 0 0 0 0 0 3
B5 1 1 0 0 0 0 0 0 2
B6 0 0 0 0 0 0 0 1 1
B7 0 0 0 0 0 0 0 1 1
gesamt |43 1 1 1 1 1 1 2 51

39



3. Ergebnisse

t533 (1):
t266 (1):
t004 (43):
toed (1):
tols (1):
t1238 (2):
thh0 (1):
t362 (1):

Repeat 13:
Repeat 34:

Repeat 9:
Repeat 8:
Repeat 16:

Repeat 16:
Repeat 104:

09- -16-13-13- -17-34-16-34
09- -02-16-13-13-13-17-34-16-34
09- -02-16-13-13- -17-34-16-34
09- -02-16-34-13- -17-34-16-34

08-16 -02-16-34-13- -17-34-16-34
08-104-02-16-34-13- -17-34-16-34
08- -17-34-16-34

09-

ARAGAAGACAACAMCARALNCCTGET
ARAGAAGACAACAAMARLC CT T

GAGGAAGACGHCAACARDCCTGGT
GAGGAAGACALCAACADGCCTGGT
AAAGARGACGHCAACARDCCTGGT

ARAGAAGACGGCARCAARACCTGGT
ARAGAAGHCGEGCARCAARACCTGGT

-34

Abbildung 11: A: Innerhalb des Berliner Klons ermittelte spa-Typen. Der spa-Typ t004 wurde am
haufigsten gefunden. Von diesem unterscheiden sich die spa-Typen t533, t266 und t362 nur durch den
Verlust, bzw. den Zugewinn eines oder mehrerer Repeats. Der spa-Typ t065 zeigt dagegen die gleiche
Anzahl an Repeats, dafur aber einen verandertes viertes Repeat. Alle Uibrigen spa-Typen zeigen sowohl
Unterschiede in der Anzahl der Repeats als auch Unterschiede innerhalb eines oder mehrerer Repeats.
Rot markiert sind Repeats, die in t004 an der entsprechenden Position nicht vorkommen. B: Vergleich
verschiedener Repeats. Die Repeats Nr. 13 (aus t004) und Nr. 34 (aus t061, t015 und t1238)
unterscheiden sich nur in einer Base. Das Repeat Nr. 9 (aus t004) unterscheidet sich von Repeat Nr. 8
(aus t015, t1238 und t550) in 3 Basen und von Repeat Nr. 16 (aus t015) in 2 Basen. Das Repeat Nr. 16
(aus t015) unterscheidet sich von Repeat Nr. 104 (aus t1238) in einer Base. Rot markiert sind Basen, die
sich von der ersten Basenfolge aus jedem Block unterscheiden.
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Die spa-Typisierung der 19 Isolate des Hamburger Klons konnte bei allen Isolaten
erfolgreich durchgefihrt werden und ergab drei verschiedene spa-Typen, deren
Verwandtschaft bei Betrachtung ihres Aufbaus deutlich wurde (Abbildung 12). Unter den
ermittelten spa-Typen wurde t431 mit 14 Isolaten dieses Typs am hdufigsten gefunden. Die
beiden anderen spa-Typen t1436 und t1437, die jeweils einmal auftraten, unterscheiden
sich von t431 durch das Fehlen von einem (t1436) bzw. drei Repeats (t1437) an Position 2
bzw. 7 — 9. Auch bei diesem Klon zeigte sich, dass die spa-Typisierung einen spa-Typ mit
Abstand am hadufigsten ermittelte und dass eine vergleichbare Anzahl an Varianten wie in
der Pulsfeldgelelektrophorese (2 Varianten) gefunden wurde. Wiederum lassen sich die
gefundenen spa-Typen nicht mit den PFGE-Varianten korrelieren (Tabelle 11).

t431 (17): 26-23-31-29-17-25-17-25-25-16-28
t1436 (1): 26- -31-29-17-25-17-25-25-16-28
t1437 (1): 26-23-31-29-17-25- -16-28

Abbildung 12: Innerhalb des Hamburger Klons ermittelte spa-Typen. Der spa-Typ t431 ist aus 11
Repeats aufgebaut und stellt den haufigsten spa-Typ innerhalb dieses Klons dar. Die spa-Typen t1436
und t1437 unterscheiden sich von diesem durch den Verlust von einem bzw. zwei Repeats.

Tabelle 11: Verteilung der spa-Typen und PFGE-Muster im ""Hamburger' Klon
t431 t1446 t1447 gesamt

C1 2 1 1 14
C2 5 0 0 5
gesamt| 17 1 1 19

Bei Untersuchungen eventueller Verwandtschaften verschiedener spa-Typen mittels des
BURP-Algorithmus der Staphtype-Software fiel auf, dass zwischen dem unter den
untersuchten ,,Hamburger“-1solaten am h&ufigsten identifizierten spa-Typ t431 und dem fiir
den Barnimer Klon typischen spa-Typ t032 eine gewisse Verwandtschaft bestand
(Abbildung 13). Diese Verwandtschaft beruhte auf drei (bereinstimmenden
Repeatsequenzen, die in beiden spa-Typen auftraten. Da sich die beiden spa-Typen aber

sowohl in der Anzahl der Repeats (t032: 16 Repeats, t431: 11 Repeats) als auch in ihrer
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Abfolge im Bereich der Repeats an 11. bis 13. Position unterschieden, wurde die fragliche
Klonalitat der beiden Stamme mittels Multilocus Sequence Typing Uberpruft. Der spa-Typ
t032 wurde bereits als Prototyp flr den Sequenztyp ST-22 beschrieben. Dem spa-Typ t431
wurde bislang noch kein Sequenztyp zugeordnet, weshalb an einem Isolat dieses spa-Typs
exemplarisch der Sequenztyp ermittelt wurde. Es zeigte sich ebenfalls ST-22, wodurch die
Verwandtschaft der beiden Stdimme bestétigt ist.

T032: 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25h-17-25-16-28
T431: 26-23- -31-29-17- -25-17-25-25-16-28

Abbildung 13: Vergleich des fur den Barnimer Epidemiestamm typischen spa-Typ t032 mit dem spa-
Typ t431 des ,,Hamburger® Klons. Rot markiert sind die Repeats die in t032 an entsprechender
Position nicht vorkommen.

Auch die spa-Typisierung der dem EMRSA-16 Klon zugeordneten Isolate verlief bei allen
12 untersuchten Isolaten erfolgreich. Hierbei wurden 3 deutlich miteinander verwandte spa-
Typen identifiziert (Abbildung 14), wéhrend mittels PFGE 5 Varianten unterschieden
werden konnten. Unter ihnen wurde der spa-Typ t018 am h&ufigsten gefunden und auch
schon als Prototyp fiir den EMRSA-16 Klon beschrieben. Die anderen beiden spa-Typen
t021 und t1239 unterschieden sich von diesem jeweils durch das Fehlen zweier aufeinander
folgender Repeats. Wie auch bei den drei anderen untersuchten Stammen, konnte auch hier
sowohl mit der PFGE als auch mit der spa-Typisierung eine quantitativ dominierende
Variante gefunden werden und wiederum konnen die gefundenen Varianten nicht

miteinander korreliert werden (Tabelle 12).

t018 (8): 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24
t021  (3): 15-12-16-02-16-02-25-17-24
t1239 (1): 15-12-16-02-16-02- -24-24-24

Abbildung 14: Innerhalb des EMRSA-16 Klons ermittelte spa-Typen. Der spa-Typ t018 wurde am
haufigsten innerhalb dieses Klons gefunden und setzt sich aus 11 Repeats zusammen. Die anderen
beiden gefundenen spa-Typen T021 und T1239 unterscheiden sich von diesem durch den Verlust von
jeweils zwei Repeats.
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Tabelle 12: Verteilung der spa-Typen und PFGE-Muster im EMRSA-16 Klon

1018 t021 11239 gesamt
D1 5 2 0 7
D2 0 1 0 1
D3 1 0 0 1
D4 0 0 1 1
D5 2 0 0 2
gesamt 8 3 1 12
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3.3 Sporadische Isolate

3.3.1 PFGE, spa-Typisierung und MLST

In diesem Teil der Arbeit sollte anhand von 21 sporadischen Isolaten untersucht werden, ob
Isolate, die durch ihre PFGE-Muster eindeutig nicht als klonal erkannt werden,
maoglicherweise in der spa-Typisierung als identisch erkannt werden und somit klonal
fehlklassifiziert wirden. Weiter sollte herausgefunden werden, ob sich mit den beiden
Methoden Verwandtschaften zwischen den hier untersuchten sporadischen Isolaten finden
lassen und wie in einem solchen Fall die Ergebnisse der beiden Methoden miteinander
korrelieren. Die Auswahl der Isolate erfolgte durch visuelle Analyse der bereits
vorhandenen PFGE-Muster aus der Routinediagnostik. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
die Isolate moglichst wenig Ubereinstimmungen mit den vier in Hamburg am haufigsten
vorkommenden Klonen Barnim, Berlin, EMRSA-16 und Hamburg aufweisen. Die 21 so
selektierten sporadisch vorkommenden Isolate wurden zun&chst mittels spa-Typisierung
und Pulsfeldgelelektrophorese analysiert. Bei der Durchfiihrung der
Pulsfeldgelelektrophorese wurden fiir die Anordnung der Isolate auf den PFGE-Gelen die
Ergebnisse der vorher durchgefiihrten spa-Typisierung berticksichtigt, so dass die hierbei
als identisch oder verwandt erkannten lIsolate zur besseren Vergleichbarkeit in Gruppen
nebeneinander platziert werden konnten. Aufgrund der mitunter schwierigen
Interpretierbarkeit der PFGE-Muster und der teilweise diskrepanten Clusterbildung von
spa-Typisierung und PFGE wurde exemplarisch fur ein Isolat jedes spa-Typs der MLST-
Sequenztyp bestimmt. Da das MLST die Referenzmethode fir die Untersuchung der
Verwandtschaft solcher epidemiologisch nicht in Beziehung stehender Isolate darstellt,
sollte so die tatsachliche Verwandtschaft der Isolate aufgeklart werden. Erst im Vergleich
zu diesen Ergebnissen war die definitive Bewertung der mittels spa-Typisierung und PFGE
ermittelten Cluster mdglich. Beim MLST werden Isolate, die auf funf oder mehr Genorten

identische Allele aufweisen als verwandt angesehen (Abbildung 17).

Mit der spa-Typisierung konnte fir alle 21 untersuchten sporadischen Isolate erfolgreich
ein spa-Typ ermittelt werden, wobei 15 verschiedene spa-Typen gefunden wurden. Drei
spa-Typen traten dabei bei mehr als einem Isolat auf (t008 und t037 je dreimal, t044 und
t110 je zweimal), alle anderen traten nur einmal auf. Durch manuelle Vergleiche der
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Repeatmuster der gefundenen spa-Typen wurden finf Gruppen von moglicherweise
verwandten Isolaten (Cluster 1-5) zusammengestellt. 19 der untersuchten Isolate entfielen
auf diese Cluster. Zwei Isolate zeigten keine Ubereinstimmungen zu anderen Isolaten und
wurden als Singletons klassifiziert. Entsprechend dieser manuellen Clusterbildung wurden
die Isolate auf dem Agarosegel fur die Pulsfeldgelelektrophorese angeordnet (Abbildung
15 und Abbildung 16). Neben der manuellen Clusterbildung wurde zur Evaluation der
BURP-Funktion der StaphType-Software eine Clusteranalyse unter Verwendung dieser
Funktion durchgefiihrt. Hierbei wurden fir die benutzerdefinierten Parameter der BURP-
Funktion diejenigen Werte verwendet, flir welche Mellmann et al. die hochste Konkordanz
zum MLST zeigen konnten [66].
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A
1. T305: 11- -12-21-17-34-24-34 -24-34-22- -25 Cluster 1
2. TO51: 11-19-21-12-21-17-34-24-34-22- -25 Cluster 1
3. TO009: 11- -12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25 Singleteon
4. TO0O08: 11-19- -12-21-17-34-24-34-22- -25 Cluster 1
5. TO0O08: 11-19- -12-21-17-34-24-34-22- -25 Cluster 1
6. TO008: 11-19- -12-21-17-34-24-34-22- -25 Cluster 1
7. T1483: 123-12-02-16-02-25-17-24-24-24-24 Singleton
8. TO037: 15 -12- -16-02-25-17-24 Cluster 2
9. TO037: 15 -12- -16-02-25-17-24 Cluster 2
10. TO037: 15 -12- -16-02-25-17-24 Cluster 2

11. T432: 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16 Cluster 3
12. T032: 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16-28 Cluster 3

13. T431: 26-23- -31-29-17- -25-17-25-25-16-28 Singleton
B
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Abbildung 15: A: Ergebnisse der spa-Typisierung. spa-Typen mit Ahnlichkeiten im Repeatmuster sind
blockweise zusammengefasst. In der rechten Spalte sind die BURP-Ergebnisse abzulesen. Abweichende
Repeats sind rot markiert. B: PFGE-Muster von 12 sporadischen Isolaten. Die Isolate sind
entsprechend der manuell gebildeten Cluster, die sich aus der spa-Typisierung ergeben haben,
angeordnet. Bahn 12 zeigt das PFGE-Muster des Barnimer Epidemiestammes.
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A

14. TO44: 07-23-12-34-34-33-34 Cluster 4
15. TO044: 07-23-12-34-34-33-34 Cluster 4
16. T084: 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23 Singleten
17. T127: 07-23-21-16-34-33-13 Singleten
18. T110: 26-30-17- 12-17-1¢ Cluster 5
19 T110: 26-30-17- -12-17-1¢6 Cluster 5

20. TO41: 26-30-17-34-17-20-17-34-17-20-17-12-17-16 Singleton

21. T186: 07-12-21-17-13-13-34-34-33-34 Singleton
22. T435: 14-44-13-17-17-17-23-18-17 Singleton
B
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Abbildung 16: A: Ergebnisse der spa-Typisierung. spa-Typen mit Ahnlichkeiten im Repeatmuster sind
blockweise zusammengefasst. In der rechten Spalte sind die BURP-Ergebnisse abzulesen. Abweichende
Repeats sind rot markiert. B: PFGE-Muster von 9 sporadischen Isolaten. Die Isolate sind entsprechend
der Cluster, die sich aus der spa-Typisierung ergeben haben, angeordnet.
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Dem anhand der Ergebnisse der spa-Typisierung manuell erstellten Cluster 1 wurden
insgesamt sechs Isolate zugeordnet, von denen drei den spa-Typ t008 und je eines den spa-
Typ t009, t051 bzw. t305 aufwiesen. Die Anzahl der Repeats dieser spa-Typen variierte
zwischen 10 und 13 Repeats. Allen spa-Typen war das Repeat 11 an erster und das Repeat
25 an letzter Stelle, sowie eine aus 6 Repeats bestehende Sequenz im Mittelteil (12-21-17-
34-24-34) gemein. Die Analyse der Isolate dieses Clusters mit der BURP-Funktion
identifizierte Isolat 3 (t009) als Singleton. Die ubrigen Isolate des Clusters wurden auch
durch die BURP-Funktion einem Cluster zugeordnet. Dieses Bild spiegelte sich nicht in
den Ergebnissen der Pulsfeldgelelektrophorese wieder. Hier zeigten die PFGE-Muster des
Isolats 3 (t009) und der Isolate 4 — 6 (t008) verwandte Bandenverteilungen. Die PFGE-
Muster der Isolate 1 (t305) und 2 (t051) grenzten sich deutlich von diesen ab und zeigten
auch untereinander keine Ubereinstimmung. Analog zu den Ergebnissen der
Pulsfeldgelelektrophorese ergab das MLST fir die Isolate 3 und 4 mit ST 254 einen
identischen Sequenztyp. Fur die Isolate 1 (t305) und 2 (t051) dagegen fanden sich mit ST
617 und ST 247 zwei Sequenztypen, die in nur einem bzw. vier Allelen mit ST 254
ubereinstimmten und auch untereinander nur ein Allel gemeinsam hatten. Diese Ergebnisse
zeigen, dass der BURP-Algorithmus in diesem Fall anhand der spa-Typen zwei nicht-
verwandte Isolate (1 und 2) einem Cluster zugeordnet hatte, wéhrend das Isolat 3 (t009), flr
welches die Zugehdrigkeit zu diesem Cluster mittels MLST bewiesen wurde, nicht diesem
Cluster zugeordnet wurde.

Das manuell erstellte spa-Cluster 2 umfasste vier Isolate, von denen drei den spa-Typ t037
aufwiesen. Das ubrige Isolat 7 zeigte den spa-Typ t1483, der sich von t037 durch ein
abweichendes Repeat an erster Stelle sowie durch vier zusatzliche Repeats unterschied.
Aufgrund dieser Unterschiede wurden die spa-Typen durch den BURP-Algorithmus als
nicht verwandt Kklassifiziert. In diesem Fall Kkorrelierten die Ergebnisse der
Pulsfeldgelelektrophorese gut mit denen der spa-Typisierung. Nur die Isolate 8 — 10 (t037)
wiesen verwandte Bandenmuster auf, wahrend sich das Muster von lIsolat 7 (t1483)
deutlich von diesen unterschied. Die Analyse der MLST-Allelprofile der Isolate des
Clusters 2 zeigte, dass der Sequenztyp ST 30 des Isolats 7 (t1483) nur ein
ubereinstimmendes Allel mit dem Sequenztyp ST 241 hatte, welcher exemplarisch flr eines
der drei Isolate des spa-Typs t037 ermittelt wurde.
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Das manuell erstellte Cluster 3 bestand aus zwei Isolaten mit den spa-Typen t431 und t432.
Beide spa-Typen zeigten Ahnlichkeiten zum spa-Typ t032 des Barnimer Epidemiestamms.
Besonders das Repeatmuster von t432 unterschied sich von t032 nur durch das Fehlen des
letzten Repeats, wahrend t431 im Vergleich zu t032 funf Repeats fehlten und zusétzlich
drei abweichende Repeats auftraten. Diese Abweichungen fuhrten dazu, dass die BURP-
Funktion den spa-Typ t431 nicht diesem Cluster zuordnete. In diesem Cluster korrelierten
die Ergebnisse der Pulsfeldgelelektrophorese sehr gut mit denen der spa-Typisierung. So
zeigte das Bandenmuster von lIsolat 11 (t432) nur drei Bandenunterschiede zum typischen
Barnimer PFGE-Muster (Isolat 12: Barnim Klon als Vergleich eingefiigt). Dagegen zeigte
das Bandenmuster von Isolat 13 (t431) analog zu den Ergebnissen der spa-Typisierung
deutlich gréRere Unterschiede zum typischen Barnimer PFGE-Muster. Die Verwandtschaft
der zwei sporadischen Isolate bestétigte sich auch im MLST, welches firr das Isolat mit
dem spa-Typ t431 den Sequenztyp ST22 und flr das Isolat mit dem spa-Typ t432 den
Sequenztyp ST1037 ergab, der sich in nur einem Allel von ST22 unterschied. In diesem
Cluster 3 wurde also Isolat 13 (t431) durch die BURP-Funktion ausgegliedert und auch
durch die PFGE nicht eindeutig dem Cluster zugeordnet, wahrend das MLST die
Verwandtschaft dieser Isolate eindeutig bestéatigte.

Im manuell zusammengestellten spa-Cluster 4 fanden sich vier Isolate von denen zwei den
spa-Typ t044 und die Ubrigen zwei Isolate die spa-Typen t084 und t127 aufweisen. Der
BURP-Algorithmus hatte diese spa-Typen aufgrund zu groRer Unterschiede im
Repeatmuster nicht als verwandt klassifiziert. Die Pulsfeldgelelektrophorese bestatigte
diese BURP-KIassifikation und zeigte nur fir die beiden Isolate mit dem spa-Typ t044 ein
fast identisches Bandenmuster, wéahrend die Bandenmuster der Isolate mit den spa-Typen
t084 und t127 deutlich aus diesem Cluster herausfielen. Entsprechend zeigten auch die
Ergebnisse des MLST mit ST80 (t044), ST15 (t084) und ST1 (t127) Sequenztypen, die in
maximal zwei Allelen (bereinstimmten, sodass eine Verwandtschaft dieser Isolate
ausgeschlossen wurde.

Ein anderes Bild présentierte sich innerhalb des ebenfalls manuell erstellten spa-Clusters 5.
Der diesem Cluster zugeordnete spa-Typ t041 (1 Isolat) unterscheidet sich von t110 (2
Isolate) in einem abweichenden Repeat sowie acht zusétzlichen Repeats, was allenfalls auf

eine entfernte Verwandtschaft dieser Isolate schlielen l&sst. Folglich wurden diese spa-
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Typen auch durch die BURP-Funktion nicht als verwandt erkannt. Die
Pulsfeldgelelektrophorese dagegen zeigte ein identisches Bandenmuster fur alle drei Isolate
dieses Clusters. Ebenso zeigten auch die Ergebnisse des MLST eine eindeutige
Verwandtschaft zwischen Isolaten des spa-Typs t041 und t110. Die entsprechenden
Sequenztypen ST228 und ST111 wiesen nur ein unterschiedliches Allel auf. In diesem
Cluster wurden also mittels PFGE und MLST eindeutig als verwandt identifizierte Isolate
mittels spa-Typisierung und BURP-Algorithmus als nicht verwandt fehlklassifiziert.

Die Isolate 21 und 22 mit den spa-Typen t186 und t435 wurden sowohl durch manuelle
Analyse der Repeatsequenzen als auch durch die BURP-Funktion eindeutig als Singletons
identifiziert. Diese Klassifikation wurde durch die PFGE-Muster, welche keine
Ubereinstimmungen zu anderen Mustern dieser Gruppe aufzeigten, bestatigt, weshalb auf

eine weitere Bestatigung mittels MLST verzichtet wurde.
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Abbildung 17: MLST, Ubersicht tiber die Sequenztypen und Allelprofile der sporadischen Isolate. Fir
die Isolate mit identischem spa-Typ wurde nur exemplarisch fUr eines der Sequenztyp ermittelt. Rot
markiert sind die Sequenztypen und Allelprofile der Isolate, die sich in mehr als zwei Allelen von den
Ubrigen Sequenztypen des Clusters unterscheiden. In der rechten Spalte sind die BURP-Cluster der
Staphtype-Software angegeben.
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Staphylococcus aureus ist einer der héaufigsten und wichtigsten Erreger invasiver,
bakterieller Infektionen beim Menschen. Besonders als Erreger nosokomial erworbener
Infektionen wie Pneumonien, Haut- und Wundinfektionen wird S. aureus sehr haufig
identifiziert [22]. Ein groRes infektionsepidemiologisches und hygienisches Problem stellt
hierbei die in den letzten Jahren drastisch zunehmende Prévalenz Methicillin-resistenter S.
aureus-Isolate dar. Infektionen durch diese haufig multiresistenten Keime sind schwierig zu
therapieren und gehen mit einer im Vergleich zu Infektionen durch Methicillin-sensible
Stamme erhohten Mortalitat einher [17]. Deshalb ist die Infektionsiiberwachung, die in
erster Line der Verhinderung nosokomialer Infektionen und der Kontrolle von
Infektionsausbriichen dient, bei Methicillin-resistenten S. aureus von grof3er Bedeutung.
Entscheidend fur eine effektive Infektionsiiberwachung ist die schnelle und zuverlassige
Erkennung von Ausbriichen durch diese Erreger. Bei der hierfir notwendigen
Unterscheidung zwischen tatsachlichen Ausbriichen und zufélligen Haufungen von MRSA-
Infektionen werden verschiedene Typisierungsverfahren zur Erkennung klonal verwandter
Isolate genutzt [16, 25, 33, 38, 42, 78]. Unter diesen ist die Pulsfeldgelelektrophorese fur
die Routinediagnostik die Methode der Wabhl, da sie ein hohes Diskriminierungspotential,
eine innerhalb eines Labors gute Reproduzierbarkeit und einen hohen Anteil typisierbarer
Isolate aufweist. Nachteilig sind jedoch ein hoher Zeit- und Arbeitsaufwand, hohe Kosten
und eine schlechte Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Labore. Daher besteht
ein groRes Interesse an der Etablierung neuer Methoden, die diese Nachteile tiberwinden.
Einen vielversprechenden Ansatz stellen hierbei sequenzbasierte Methoden wie die spa-
Typisierung dar, welche sich durch eine schnelle und einfache Durchfiihrung, eine gute
Reproduzierbarkeit und die Moglichkeit eines unkomplizierten Austausches der Ergebnisse
verschiedener Labore Uber das Internet auszeichnet. Um die Wertigkeit einer
Typisierungsmethode flr kurzzeitige epidemiologische Untersuchungen bzw. globale,
populationsgenetische Studien einschédtzen zu konnen, ist die Kenntnis der Stabilitat des
untersuchten genetischen Markers von groRer Bedeutung. So kann bei kurzzeitigen
Ausbruchsuntersuchungen eine geringere Stabilitat toleriert werden, wéhrend fiir globale,
populationsgenetische Fragestellungen eine hohe Stabilitat essentiell ist. Diesbeziiglich

liegen flr das spa-Gen als genetischer Marker bisher diskrepante Ergebnisse vor. So
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zeigten Kahl et. al. in einer longitudinalen Studie an 142 S. aureus-lsolaten, die aus
persistierenden Infektionen von 10 Patienten mit Cystischer Fibrose gewonnen wurden,
unabhéngige Mutationen im spa-Gen in 10% der untersuchten Isolate. Hieraus wurde ein
durchschnittliches Auftreten eines genetischen Ereignisses in 70 Monaten berechnet [47].
Frenay et. al. dagegen wiesen in-vitro wéhrend wiederholter Passage von S. aureus-Isolaten
auf Schafsblutagar uber 10 Tage, sowie in in-vivo durch die Untersuchung von Isolaten
eines CF-Patienten ber einen Zeitraum von finf Jahren einen stabilen spa-Typ nach [28].

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Stabilitat des spa-Gens Folgeisolate von drei
Patienten untersucht, bei denen Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren wiederholt
MRSA in Haut- und Schleimhautabstrichen sowie chronischen Wundinfektionen
nachgewiesen  wurden. Die  Klonalitdt  dieser  Isolate ~ wurde  mittels
Pulsfeldgelelektrophorese als Referenzmethode festgestellt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen zeigen bei allen drei Patienten einzelne Isolate mit geringfligig
variierenden PFGE-Mustern. Diese Abweichungen lassen sich in allen Fallen auf maximal
zwei unabhangige genetische Ereignisse zuriickfiihren, so dass die Klonalitat der Isolate
jeweils eines Patienten gesichert ist. Die spa-Typisierung ermdglicht ebenfalls eine
eindeutige Typisierung der 20 Isolate dieser Gruppe. Hierbei zeigen die Folgeisolate zweier
Patienten (S.G. und I.A.) alle einen konstanten spa-Typ. Die ersten finf Folgeisolate des
dritten Patienten (U.M.) zeigen ebenfalls einen identischen spa-Typ, beim sechsten
Folgeisolat jedoch tritt ein spa-Typ auf, dessen Sequenz sich durch die Deletion einer Base
im 13. Repeat von jener der ubrigen Isolate unterscheidet. Somit wurde bei den Isolaten der
Patienten Uber Zeitrdume von 32, 45 bzw. 48 Monaten nur eine Mutation innerhalb des spa-
Gens nachgewiesen, was einer Mutationsrate von einem genetischen Ereignis in 125
Monaten entspricht. Im Vergleich zu den von Kahl et. al. erhobenen Daten zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit eine niedrigere Mutationsrate des spa-Gens innerhalb des
untersuchten Kollektivs. Eine Erklarung fur diesen Unterschied ist moglicherweise in den
verschiedenen Nachweisorten der S. aureus-Isolate zu suchen. Diesbezuglich konnten
Goerke et al. durch Untersuchungen von Folgeisolaten aus dem Respirationstrakt von CF-
Patienten  sowie  von  Kolonisationsisolaten  gesunder  Probanden  mittels
Pulsfeldgelelektrophorese ein hdufigeres Auftreten von Mutationen in den respiratorischen
Isolaten der chronisch infizierten CF-Patienten zeigen [31, 32]. Als Ursache hierfir wird
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ein erhohter Selektionsdruck im Respirationstrakt des CF-Patienten diskutiert, welcher
durch die spezifische Immunantwort und antimikrobielle Chemotherapien ausgetibt wird.
Innerhalb dieses feindlichen Milieus wird in der genetischen Diversifizierung der
Bakterienpopulation ein maglicher Uberlebensvorteil durch Selektionierung besser
angepasster Subpopulationen gesehen. Im Gegensatz hierzu entsprechen Haut,
Schleimh&ute bzw. Wunden maglicherweise eher dem naturlichen Reservoir von S. aureus
und haben aufgrund der hochgradigen Anpassung von S. aureus an diese
Lebensbedingungen einen genetisch stabilisierenden Einfluss auf die Bakterienpopulation.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass sowohl die meisten Variationen in den
PFGE-Mustern als auch die einzige Mutation im spa-Gen bei den Isolaten des Patienten
U.M. aufgetreten sind. Diese Isolate wurden aus einem chronisch infizierten Ulkus
gewonnen, wahrend es sich bei den Isolaten der Patienten S.G. und LA. um
Kolonisationskeime aus verschiedenen Haut- und Schleimhautabstrichen und anderen
Materialien handelt (Nasen-, Rachen-, Bindehaut-, Analabstriche, Stuhl, Urin). Es finden
sich somit bei den Isolaten aus einem entziindlich veranderten Gewebe haufiger genetische
Ereignisse als bei den Haut-und Schleimhautisolaten. Auch diese Beobachtung lasst sich

analog zu den Ergebnissen von Goerke et al. interpretieren [32].

Der Vergleich zwischen den Ergebnissen der Pulsfeldgelelektrophorese und denen der spa-
Typisierung stellt das spa-Gen in dieser Untersuchung von Langzeitfolgeisolaten als den
stabileren Marker heraus. So finden sich insbesondere unter den PFGE-Mustern der
Folgeisolate des Patienten U.M. mehrere Varianten. Im Vergleich zum Erstisolat finden
sich drei abweichende Muster, im weiteren zeitlichen Verlauf tritt aber auch das
Ursprungsmuster wieder auf. Die bei den Folgeisolaten aufgetretenen Veranderungen sind
nicht typisch fir Punktmutationen, die im Bereich der Schnittstellen des
Restriktionsenzyms auftreten, sondern deuten auf stattgefundene Rekombinationsereignisse
hin. Die PFGE-Muster der bei den Patienten I.A. und S.G. nachgewiesenen MRSA-Isolate
weisen deutlich weniger Variationen auf. Die Isolate 1-6 des Patienten l.A. weisen ein
identisches PFGE-Muster auf. Erst bei den ab September 2002 nachgewiesenen Isolaten
tritt ein Muster auf, welches im Vergleich zum Ausgangsmuster zwei Bandenunterschiede

aufweist. Da diese Verdnderung scheinbar auf der Verschiebung der urspringlich bei 290
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Kb gelegenen Bande beruht, kommt auch in diesem Fall als Erklarung am ehesten ein
Rekombinationsereignis in  Betracht. Von besonderem Interesse waren die
Typisierungsergebnisse des Patienten S.G., da dieser seit Maérz 2002 unter
Immunsuppression stand und dies aufgrund eines moglicherweise verminderten
Selektionsdrucks einen stabilisierenden Einfluss auf die genetische Evolution der ihn
besiedelnden Mikroorganismen haben konnte. Erwartungsgemal zeigt sich hier nur eine
geringe Variation des PFGE-Musters bei einem der Isolate.

Sowohl die Pulsfeldgelelektrophorese als auch die spa-Typisierung identifizieren somit die
Isolate jeweils eines Patienten als eindeutig klonal. Die Tatsache, dass hierbei in der
Pulsfeldgelelektrophorese insgesamt héufiger geringfligig variierende
Typisierungsergebnisse auftreten als in der spa-Typisierung, deutet darauf hin, dass die
spa-Typisierung den stabileren Marker darstellt. Diese Ergebnisse decken sich mit den von
Tang et. al. erhobenen Daten. Diese zeigen fir S. aureus-lIsolate, die in epidemiologischem
Zusammenhang stehen und einen identischen spa-Typ aufweisen, das Auftreten von bis zu
sieben Bandenunterschieden im PFGE-Muster in einem Untersuchungszeitraum von zwei
Jahren [89].

Strommenger et. al. konnten bereits in einer umfangreichen Typisierungsstudie eine
ausgepragte Konkordanz zwischen spa-Typisierung und Pulsfeldgelelektrophorese bei der
Zuordnung von S. aureus-Isolaten zu klonalen Linien zeigen [88]. Weiter geht aus dieser
und einigen weiteren Studien hervor, dass spa-Typisierung und Pulsfeldgelelektrophorese
ein gleichwertiges Diskriminierungspotential aufweisen. Da fir die in Hamburg
endemischen Stamme diesbezuglich noch keine hinlanglichen Untersuchungen existieren,
wurden im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit die Typisierungsergebnisse von spa-
Typisierung und Pulsfeldgelelektrophorese flr insgesamt 139 Isolate der vier in Hamburg
endemisch vorkommenden Klone miteinander verglichen. Hierbei sollte untersucht werden,
ob mit der spa-Typisierung die gleichen klonalen Zusammenhange zwischen den Isolaten
gefunden werden wie mit der Pulsfeldgelelektrophorese. Darliber hinaus sollte tberpriift
werden, ob die spa-Typisierung moglicherweise eine weitreichendere Subtypisierung
innerhalb der durch die Pulsfeldgelelektrophorese ermittelten Klone im Sinne eines

groReren Diskriminierungspotentials erlaubt. Dies ware aufgrund der regional hohen
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Pravalenz dieser vier endemischen Stdmme fir die Routinediagnostik von grofer
praktischer Bedeutung. Die Typisierungsergebnisse der in Hamburg endemischen Klone
zeigen, dass Isolate, die durch die Pulsfeldgelelektrophorese einem Klon zugeordnet
werden, bis auf wenige Ausnahmen innerhalb des Berliner-Epidemiestamms auch mit der
spa-Typisierung als klonal erkannt werden. Dartiber hinaus konnen mit der spa-
Typisierung deutliche Ubereinstimmungen der Repeatfolgen der Isolate des Hamburger mit
denen des Barnimer Epidemiestamms aufgezeigt werden, was auf eine Verwandtschaft
dieser Stamme hindeutet. Da diese potentielle Verwandtschaft durch den visuellen
Vergleich der PFGE-Muster der Isolate nicht erkennbar ist, wurde zur Verifizierung des
Ergebnisses der spa-Typisierung exemplarisch fir ein Isolat des Hamburger Stammes der
MLST-Sequenztyp bestimmt. Diese Untersuchung zeigt den Sequenztyp ST22, welcher
bereits als charakteristischer Sequenztyp des Barnimer Epidemiestamms erkannt wurde.
Somit identifiziert die spa-Typisierung den Hamburger Epidemiestamm als Subklon des
Barnimer Epidemiestamms, wéhrend die Pulsfeldgelelektrophorese diesen Zusammenhang
nicht aufzeigen konnte. Dieses Ergebnis deutet auf eine Uberlegene Sensitivitat der spa-
Typisierung bei der Darstellung von klonalen Zusammenhangen zwischen epidemiologisch
nicht direkt in Beziehung stehenden Isolaten hin. Abgesehen hiervon zeigen die
Typisierungsergebnisse der untersuchten Methoden jedoch beziiglich der Zuordnung der
Isolate zu den vier endemischen Klonen eine hohe Konkordanz auf. Somit sind die von
Strommenger et. al. erhobenen Daten auch auf die in Hamburg vorkommenden Stamme
Ubertragbar.

Innerhalb der vier Hauptklone lassen sich durch die Pulsfeldgelelektrophorese wie durch
die spa-Typisierung vergleichbare Anzahlen an Subtypen finden. Dieses Ergebnis deutet
auf ein gleichwertiges Diskriminierungspotential beider Methoden hin. An dieser Stelle
muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass die visuelle Analyse der PFGE-Muster
subjektiven Einflissen unterworfen ist und somit bei der Auswahl der in die Studie
aufgenommenen Isolate moglicherweise nicht alle PFGE-Subtypen entdeckt wurden und

gleichzeitig einzelne Subtypen Uberreprasentiert sein kdnnen.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten anhand von Untersuchungen verschiedener S. aureus-

Stammsammlungen eine hohe Konkordanz bei der Clusterbildung durch spa-

56



4. Diskussion

Typisierung/BURP im Vergleich zu anderen Typisierungsmethoden wie MLST, PFGE,
Multilocus Enzyme Electrophoresis und Whole-Genom-DNA-Microarray zeigen [50, 65,
66, 88]. So konnten z.B. Mellman et al. durch die Typisierung einer 400 Isolate
umfassenden Stammsammlung eine Konkordanz von 95,3% zwischen spa-
Typisierung/BURP und MLST zeigen. Im Rahmen dieser Studie wurden die optimalen
Werte fur die beiden benutzerdefinierten Parameter des BURP-Algorithmus ermittelt [66].
Analog zu diesen Studien sollte im dritten Teil der vorliegenden Arbeit anhand einer
Stichprobe von 21 in Hamburg sporadisch vorkommender Klinischer Isolate die
Konkordanz der Clusterbildung von spa-Typisierung, Pulsfeldgelelektrophorese und MLST
uberpraft werden. Hierbei war von besonderem Interesse, ob Isolate mit eindeutig nicht
verwandten PFGE-Bandenmustern oder MLST-Sequenztypen in der spa-Typisierung als
verwandt oder identisch fehlklassifiziert wirden. Die Ergebnisse der spa-Typisierung
wurden zunachst manuell analysiert und so 5 Cluster von Isolaten mit Ubereinstimmungen
in ihren Repeatmustern gebildet. Diese Cluster wurden im Anschluss unter Verwendung
der BURP-Funktion der StaphType Software analysiert. Hierbei wurden fur die
benutzerdefinierten Parameter der BURP-Funktion die gleichen Werte verwendet wie von
Mellmann et al. beschrieben [66]. BURP-Cluster sowie manuelle Cluster wurden mit den
Ergebnissen von MLST und PFGE verglichen.

Im Vergleich zwischen manuell und mittels BURP-Funktion generierten spa-Clustern zeigt
sich, dass die BURP-Funktion aus jedem manuell erstellten Cluster mindestens einen spa-
Typ aufgrund zu groRer Unterschiede in der Repeatsequenz ausschlieft und diese als
Singletons klassifiziert. Erwartungsgemall wurden keine weiteren, uber die manuell
erkannten Verwandtschaften hinausgehenden Cluster durch die BURP-Funktion ermittelt.
Der Vergleich der BURP-Clusterbildung mit den Typisierungsergebnissen von
Pulsfeldgelelektrophorese und MLST zeigte bei 16 von 21 Isolaten Ubereinstimmende
Zuordnungen. Funf Isolate wurden durch die BURP-Funktion abweichend von den
Ergebnissen der Pulsfeldgelelektrophorese und des MLST eingeordnet. Diese Diskrepanzen
beruhen in zwei Féllen auf der Zuordnung von eindeutig nicht verwandten Isolaten zu
einem Cluster durch die BURP-Funktion (Isolate 1 und 2 aus Cluster 1). In den Ubrigen
drei Fallen diskrepanter Zuordnungen wurden eindeutig klonale Isolate durch die BURP-
Funktion als Singletons klassifiziert (Isolate 3, 13 und 29).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die spa-Typisierung in Verbindung mit der BURP-Funktion
grundsatzlich  klonale Beziehungen zwischen MRSA-Isolaten wiedergeben kann.
Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass die Ableitung von Klonalitat aus den
Typisierungsergebnissen eines einzelnen genetischen Markers fehleranfallig ist.

Fur die klinische Diagnostik in  mutmallichen Ausbruchssituationen sollten
Fehlklassifizierungen, wie sie bei der Untersuchung der sporadischen Isolate aufgetreten
sind, von untergeordneter Bedeutung sein, da fir die Akkumulation so deutlicher
Unterschiede in den Repeatsequenzen aufgrund der hohen Stabilitdt des spa-Gens sehr
lange Zeitrdume bendtigt werden sollten. Trotzdem ist es wichtig, sich der Tatsache
bewusst zu sein, dass Typisierungsmethoden, welche wie die spa-Typisierung auf der
Sequenzierung eines einzelnen genetischen Markers beruhen, immer mit dem Risiko
behaftet sind, durch Rekombinationsereignisse beeintrachtigt zu werden. Robinson et al.
haben bereits das Auftreten solcher Rekombinationsereignisse, die das spa-Gen betreffen,
beschrieben [79].

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die spa-Typisierung in Bezug
auf Stabilitdt und Diskriminierungspotential der Pulsfeldgelelektrophorese mindestens
ebenburtig ist. Zusammengenommen mit den Vorteilen der spa-Typisierung im Hinblick
auf Zeitaufwand, Durchfuhrbarkeit, Kostenaufwand und Ergebnistransfer zwischen
verschiedenen Laboren stellt sich die spa-Typisierung als tberlegene Methode fiir die
Bakterientypisierung in der Infektionsiiberwachung dar. Daruber hinaus bietet die spa-
Typisierung in Kombination mit der BURP-Funktion die Moglichkeit Ruckschliisse auf die
klonale Identitdit von MRSA-Stammen zu schlieBen, was allein durch die

Pulsfeldgelelektrophorese nur in begrenztem Umfang maglich ist.
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Die in den letzten Jahren drastisch zunehmende Pravalenz Methicillin-resistenter S. aureus-
Isolate stellt ein groRes infektionsepidemiologisches Problem dar. Infektionen durch diese
haufig multiresistenten Erreger sind schwierig zu therapieren und gehen mit einer im
Vergleich zu Infektionen mit Methicillin-sensiblen Stdmmen erhohten Mortalitat einher.
Deshalb kommt einer schnellen und zuverlassigen Identifizierung von Ubertragungswegen
durch geeignete Typisierungsmethoden eine groRe Bedeutung zu.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Wertigkeit der spa-Typisierung sowohl fiir die
Aufklarung epidemiologischer Zusammenhange in der Routinediagnostik als auch flr
phylogenetische Analysen untersucht.

Durch Typisierungen von Folgeisolaten dreier Gber Zeitrdume von mehreren Jahren mit
MRSA besiedelten Patienten konnte eine ausgepragte Stabilitdt des spa-Gens gezeigt
werden.

Anhand von Untersuchungen der vier am UKE am hdufigsten vorkommenden MRSA-
Klone wurde deutlich, dass die spa-Typisierung analog zur Pulsfeldgelelektrophorese eine
Unterscheidung dieser vier Klone ermdglicht. Dartber hinaus wurde einer der mittels
Pulsfeldgelelektrophorese definierten Klone (Hamburger Klon) durch die spa-Typisierung
als Subklon des Barnimer Epidemiestamms identifiziert. Innerhalb der vier grofRen Klone
wurden mit beiden Methoden vergleichbare Anzahlen an Subklonen gefunden, was fir ein
ahnlich grolRes Diskriminierungspotential beider Methoden spricht.

In Untersuchungen von im UKE sporadisch vorkommenden Stdmmen konnte durch
Vergleiche der Typisierungsergebnisse von spa-Typisierung, Pulsfeldgelelektrophorese und
MLST gezeigt werden, dass unter Verwendung der spa-Typisierung Rickschlisse auf
klonale Beziehungen zwischen MRSA-Isolaten gezogen werden kdnnen. Hierbei wurde
auch deutlich, dass eine Typisierungsmethode, die auf der Sequenzierung eines einzelnen
genetischen Markers beruht, besonders bei phylogenetischen Untersuchungen dem Risiko
von Fehlklassifikationen aufgrund von Rekombinationsereignissen unterliegt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die spa-Typisierung in Bezug auf Stabilitat und
Diskriminierungspotential der Pulsfeldgelelektrophorese mindestens ebenbdrtig ist.
Zusammengenommen mit den Vorteilen der spa-Typisierung im Hinblick auf Zeitaufwand,

Durchfiihrbarkeit, Kostenaufwand und Ergebnistransfer zwischen verschiedenen Laboren
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5. Zusammenfassung

stellt sich die spa-Typisierung als Uberlegene Methode fiir die Bakterientypisierung in der
Infektionstiberwachung dar.
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7. Anhang

7. Anhang
7.1 Tabellarische Ubersicht tiber die untersuchten Isolate
Nr. Patienten- (Geburtsdatum|lsolationsdatumPFGE-Muster [spa-Typ
initialen
1. U.M. 09.09.1952 Dezember 00 El t009
2. U.M. 09.09.1952 Januar 03 E2 t009
3. U.M. 09.09.1952 Mai 03 El t009
4. U.M. 09.09.1952 Dezember 03 E3 t009
5. U.M. 09.09.1952 Mai 04 El t009
6. U.M. 09.09.1952 September 04  |[E4 tx
7. l.A. 30.01.1996 Januar 00 F1 t037
8. l.A. 30.01.1996 Januar 01 F1 t037
Q. ILA. 30.01.1996 August 01 F1 t037
10. ILA. 30.01.1996 November 01  |F1 t037
11. l.A. 30.01.1996 Januar 02 F1 t037
12. l.A. 30.01.1996 April 02 F1 t037
13. ILA. 30.01.1996 September 02 |F2 t037
14. ILA. 30.01.1996 Januar 04 F2 t037
15. S.G. 08.01.1989 Januar 02 Gl t030
16. S.G. 08.01.1989 Mérz 02 Gl t030
17. S.G. 08.01.1989 Juli 02 Gl t030
18. S.G. 08.01.1989 Juni 04 Gl t030
19. S.G. 08.01.1989 August 04 Gl t030
20. S.G. 08.01.1989 September 04 G2 t030
21. R.S. 22.01.1952 Mérz 00 Al t032
22. A.G. 23.03.1930 Juni 00 Al t032
23. F.E. 15.09.1923 Juli 00 Al t032
24, M.H. 16.06.1929 Oktober 00 Al t032
25. L.D. 22.11.1969 Oktober 00 Al t032
26. S.B. 18.02.1948 Dezember 00 |Al t032
217. H.H. 06.09.1938 Februar 00 Al t032
28. J.E. 10.11.1922 Marz 00 Al t032
29. H.D. 01.06.1964 Juni 00 Al t032
30. K.W. 27.07.1915 September 00  |Al t032
31. E.S. 30.01.2000 Oktober 00 Al t032
32. W.W. 12.03.1929 Dezember 00  |Al t032
33. Z.S. 01.07.1946 Februar 01 Al t032
34. L.A. 08.05.1967 Mai 01 Al t032
35. D.R. 24.03.1935 Juni 01 Al t032
36. U.K. 30.04.1968 August 01 Al t032
37. G.J. 22.05.1940 September 01  |Al t032
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38. H.H. 20.04.1936 November 01  |Al t032
39. R.O. 07.06.1933 Januar 01 A3 t032
40. G.G. 11.08.1961 Mai 01 Al t032
41. S.W. 03.12.1927 August 01 Al t032
42. H.C. 19.04.1902 September 01  |Al t032
43. K.A. 18.12.1921 November 01  |Al t032
44, B.L. 03.01.1924 Januar 02 Al t032
45. G.U. 26.09.1936 Marz 02 Al t032
46. H.D. 29.05.1947 Mai 02 A2 t032
47. R.K. 05.09.1944 August 02 Al t032
48. B.R. 01.09.1944 September 02 |Al t032
49. W.J. 08.05.1930 November 02 |Al t032
50. R.O. 07.06.1933 Januar 02 Al t032
51. E.K. 12.01.1933 Mai 02 A3 t032
52. P.M. 07.12.1934 Dezember 02 A3 t032
53. N.M. 17.07.1940 Januar 03 Al t032
54, J.W. 19.11.1918 Marz 03 A2 t032
55. L.H. 28.06.1932 Mai 03 Al t032
56. F.l. 21.01.1911 Juli 03 Al t032
57. S.R. 16.06.1948 September 03 |Al t032
58. N.A. 26.04.1983 November 03  |A2 t032
59. H.W. 26.10.1939 Januar 03 Al t032
60. F.E. 17.06.1929 Marz 03 Al t032
61. K.H. 09.05.1929 Mai 03 Al t032
62. T.H. 05.02.1926 Juli 03 Al t032
63. S.E. 30.11.1899 September 03 |Al t032
64. S.H. 25.01.1921 November 03 |Al t032
65. B.U. 28.11.1927 Januar 04 Al t032
66. W.K. 10.02.1928 Marz 04 Al t032
67. B.H. 16.02.1914 Mai 04 Al t032
68. W.L. 03.08.1918 Juli 04 Al t032
69. S.H. 23.02.1941 September 04  |Al t022
70. R.T. 23.01.1954 Dezember 04  |A2 t032
71. B.I. 13.09.1924 Januar 04 Al t032
72. M.H. 09.02.1938 Marz 04 Al t032
73. S.B. 29.05.1962 Mai 04 Al t032
74. S.W. 12.01.1938 Juli 04 Al t032
75. K.l 27.10.1923 September 04  |Al t032
76. M.K. 16.02.1940 Dezember 04  |Al t032
77. W.T. 27.11.1956 Marz 00 Bl t004
78. S.H. 03.05.1937 April 00 Bl t004
79. M.G. 23.05.2000 Mai 00 Bl t004
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80. N.W. 12.04.1940 Juni 00 B1 t004
81. B.M. 09.02.1935 August 00 B2 t550
82. H.E. 20.07.1927 Januar 00 Bl t004
83. R.W. 29.10.1938 Marz 00 B1 t004
84. K.H. 23.07.1905 Oktober 00 B1 t004
85. F.G. 15.08.1944 Oktober 00 B1 t004
86. W.B. 15.08.1973 Oktober 00 Bl t004
87. K.W. 19.08.1924 Marz 01 B1 t004
88. S.S. 22.01.1975 Juni 01 B1 t004
89. S.M. 06.10.1921 August 01 B1 t004
90. P.A. 23.02.1962 Oktober 01 B1 t004
91. S.B. 18.02.1948 Februar 01 B3 t004
92. B.E. 17.10.1929 Marz 01 Bl t004
93. S.W. 03.12.1927 April 01 B3 t362
94, R.M. 19.09.1983 August 01 Bl t004
95. S.P. 29.01.1934 Oktober 01 Bl t004
96. T.G. 26.08.1934 November 01  |B1 t004
97. K.W. 20.09.1931 Dezember 01 Bl t004
98. M.K. 14.01.1953 Februar 02 Bl t004
99. H.K. 15.04.1926 Marz 02 B1 t004
100. L.R. 10.08.1949 April 02 Bl t004
101. B.F. 27.09.1911 Mai 02 Bl t004
102. E.F. 16.09.1931 Dezember 02 Bl t004
103. K.W. 20.09.1931 Januar 02 Bl t004
104. K.G. 27.06.1922 Marz 02 Bl t533
105. R.I. 05.11.1951 Oktober 02 B4 t004
106. T.A. 20.02.1981 Januar 03 Bl t004
107. O.S. 02.07.1927 Marz 03 B1 t004
108. S.W. 08.11.1959 April 03 B5 t004
109. B.M. 21.01.1958 Mai 03 B1 t266
110. L.P. 30.10.1960 Oktober 03 B5 t015
111. W.A. 05.08.1941 Dezember 03 Bl t065
112. B.A. 12.08.1910 Januar 03 B4 t004
113. M.H. 04.02.1938 Marz 03 B6 t1238
114. M.H. 04.02.1938 Mai 03 B7 t1238
115. S.U. 02.04.1959 Juli 03 B4 t004
116. Z.C. 24.01.1980 August 03 Bl t004
117. H.F. 17.03.1927 Oktober 03 Bl t004
118. N.B. 04.03.1948 Dezember 03 Bl t004
119. M.J. 19.06.1939 Februar 04 Bl t004
120. W.S. 08.05.1935 Marz 04 Bl t004
121. S.H. 18.02.1925 Mai 04 Bl t004
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122. B.B. 07.01.1961 Juli 04 B1 t004
123. S.H. 18.12.1948 Dezember 04 B1 t004
124. H.F. 17.03.1927 Januar 04 Bl t004
125. W.H. 13.02.1927 Februar 04 Bl t004
126. S.H. 06.05.1936 Mai 04 B1 t004
127. T.R. 24.08.1944 Juli 04 B1 t004
128. M.K. 05.08.1932 Mai 03 C2 t431
129. O.L. 23.12.1920 Mai 03 C1l t431
130. M.C. 24.08.1925 Mai 03 C1l t431
131. T.W. 15.10.1930 Juni 03 C1l t431
132. S.E. 21.04.1917 Juni 03 C1l t431
133. H.K. 08.06.1909 Juli 03 Cl t431
134. B.K. 16.11.1933 September 03  |C1 t431
135. C.A. 03.12.1970 September 03  |C1 t431
136. K.G. 06.03.1921 Oktober 03 C1l t431
137. K.L. 25.10.1917 November 03 |C1 t431
138. K.H. 17.04.1932 April 04 C1l t431
139. G.H. 04.05.1948 April 04 C1l t1437
140. S.H. 19.03.1929 Juli 04 C2 t431
141. F.E. 25.07.1920 September 04  |C1 t1436
142. R.H. 12.06.1935 Oktober 04 C2 t431
143. K.l 21.01.1927 Oktober 04 C1l t431
144, B.O. 25.08.1911 November 04 |C2 1431
145. T.D. 25.08.1926 November 04 |C2 1431
146. G.M. 11.03.1935 Dezember 04 |C1 t431
147. P.E. 18.11.1927 Februar 02 D1 t018
148. B.N. 21.09.2002 Oktober 02 D1 t018
149. L.G. 11.10.1916 Mai 03 D2 t021
150. T.A. 13.04.1977 Marz 04 D3 t018
151. O.A. 10.04.1921 Mai 04 D4 t1239
152. N.F. 29.05.1947 Oktober 04 D5 t018
153. S.M. 06.07.1975 November 04 D1 t018
154. K.U. 23.09.1922 Dezember 04 D1 t021
155. A.S. 01.01.1964 April 05 D1 t018
156. S.M. 06.07.1975 Januar 05 D1 t018
157. K.S. 14.06.1957 Januar 05 D5 t018
158. K.H. 13.10.1919 August 05 D1 t021
159. P.H. 19.01.1933 Januar 00 E5 t051
160. B.G. 08.10.1929 September 00 D6 t1483
161. Z.M. 18.08.1951 Marz 00 E6 t009
162. C.J. 01.06.1946 Juli 00 11 t044
163. R.S. 05.05.1991 November 00 {1 t435
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164. S.A. 05.07.1931 April 01 E7 t008
165. J.A. 30.09.1949 August 01 K1 t084
166. H.R. 11.08.1914 August 01 L1 t127
167. J. 1. 30.05.1937 Januar 02 N1 t305
168. T.L. 04.09.1926 Oktober 02 A3 t432
169. A.S. 01.07.1956 Oktober 02 F3 t037
170. G.A. 26.02.1939 Marz 03 12 t044
171. V.1 20.08.1926 Mai 03 Al t032
172. V.W. 07.09.1919 September 03  H1 t110
173. A.O. 01.01.1945 September 03 |F4 t037
174. H.P. 04.12.1934 Oktober 03 H1 t110
175. K.G. 21.08.2001 Oktober 03 M1 t186
176. A.F. 19.12.1960 November 04  [F5 t037
177. A.V. 16.09.1990 Oktober 04 G1 t030
178. S.P. 11.12.1959 Marz 05 H1 t041
179. H.H. 19.08.1939 Januar 05 B8 t004
180. G.D. 18.04.1970 Januar 05 E8 t008
181. H.K. 23.10.1934  Januar 05 E9 t008
182. E.C. 03.04.1974  |Februar 05 C2 t431

7.2 Tabellarische Ubersicht tiber die gefundenen spa-Typen

spa-Typ Repeatsequenz

t004 09-02-16-13-13-17-34-16-34

t008 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25

t009 11-12-21-17-34-24-34-22-24-34-22-33-25

t015 08-16-02-16-34-13-17-34-16-34

t018 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24-24

1021 15-12-16-02-16-02-25-17-24

t022 26-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16-28
t030 15-12-16-02-24-24

t032 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16-28
t037 15-12-16-02-25-17-24

t041 26-30-17-34-17-20-17-34-17-20-17-12-17-16
t044 07-23-12-34-34-33-34

t051 11-19-21-12-21-17-34-24-34-22-25

t065 09-02-16-34-13-17-34-16-34

t084 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23

t110 26-30-17-12-17-16

t127 07-23-21-16-34-33-13

t186 07-12-21-17-13-13-34-34-33-34

t266 09-02-16-13-13-13-17-34-16-34
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t305 11-12-21-17-34-24-34-24-34-22-25
t362 09-34

t431 26-23-31-29-17-25-17-25-25-16-28
t432 26-23-23-13-23-31-29-17-31-29-17-25-17-25-16
t435 14-44-13-17-17-17-23-18-17

t533 09-16-13-13-17-34-16-34

t550 08-17-34-16-34

t1238 08-104-02-16-34-13-17-34-16-34
t1239 15-12-16-02-16-02-24-24-24

t1436 26-31-29-17-25-17-25-25-16-28
t1437 26-23-31-29-17-25-16-28

11483 123-12-02-16-02-25-17-24-24-24-24
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bid.
BURP
BORSA
C

CF

cm
dest.
DNA
EARSS
EDTA
Fa.

GISA

kB
konz.
kD

LMP

MHK

min.
MLST
MRSA
NCTC
NNIS
NTP
PBP

bidestillata

based upon repeat pattern
Borderline-resistenter S. aureus
Celsius

Zystische Fibrose

Zentimeter

destilliert

Desoxyribonukleinsdure

European Antimicrobial Resistance Surveillance System

Etylendiamintetraessigsaure

Firma

Gramm

Glykopeptid-intermediate resistant S. aureus
Stunde

Kilobasen

Konzentriert

Kilodalton

Liter

Low melting point

Mol

Meter

Minimale Hemmkonzentration

Mikro

Minute

Multilocus sequence typing
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
National Collection of Type Cultures
National Nosocomial Infections Surveillance System
Nukleosidtriphosphat

Penicillin-bindendes Protein
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PCR Polymerasekettenreaktion

PFGE Pulsfeldgelelektrophorese

PVL Panton-Valentine Leukocidine

RFLP Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus
rpm Rotation per minute

S Sekunde

SCC Staphylococcus Cassette Chromosome
SSSS Staphylococcus scalded skin syndrome
spa Staphylococcus aureus-Protein A

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris Bor EDTA

TE Tris EDTA

TSB Trypton-Soja-Bouillon

TSS Toxic Shock Syndrome

TSST Toxic Shock Syndrome-Toxin

U Unit

US.A. United States of America

uv Ultraviolett

\Y/ Volt

VISA Vancomycin-intermediate resistant S. aureus
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