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1 Einleitung

1.1 Das Genus der Staphylokokken

Der Name  Staphylokokken-nach dem  griechischen  Wort ,staphyle*  fiir
Traubenhaufen - wurde vor iiber 100 Jahren durch den schottischen Chirurgen Sir Alexander
Ogston eingefiihrt, als er im Eiter einer Wunde Kokken entdeckte, die sich zu Haufen

zusammenlagerten (Ogston 1883).

Staphylokokken sind unbewegliche, nicht sporenbildende, gram-positive Kokken, die
fakultativ anaerob wachsen konnen und sich zu Haufen zusammenlagern. Staphylokokken
sind meist positiv fiir den Nachweis des Enzyms Katalase (Pfaller und Herwaldt 1988) und
sind bis auf die S. sciuri-Gruppe Cytochrom-Oxidase-negativ. Sie messen 0,5 bis 1,5 um im
Durchmesser und gehoren taxonomisch zur Familie der Staphylococcaceae aus der Ordnung
der Bacillales (Bergey 2001). Innerhalb des Genus Staphylococcus lassen sich zurzeit 36
Spezies und diverse Subspezies differenzieren (Mack et al. 2006; Gotz et al. 2004).

Durch den Nachweis des Enzyms Koagulase lassen sich innerhalb des Genus Staphylococcus
Koagulase-positive und Koagulase-negative Staphylokokken (KNS) unterscheiden. S. aureus
und S. intermedius besitzen als einzige Spezies des Genus die Fiahigkeit Blutplasma mit Hilfe
des Enzyms Koagulase zum Gerinnen zu bringen (Sperber und Tatini 1975). Die Koagulase-
negativen Staphylokokken lassen sich je nach ihrer Novobiocin-Empfindlichkeit weiter
unterteilen. Hierbei gehort S. epidermidis zur Gruppe der Koagulase-negativen und

Novobiocin-empfindlichen Staphylokokken (Diekema et al. 2001).

Koagulase-negative Staphylokokken gehoren mit einem Anteil von iiber 50 % zu den
vorherrschenden Bakterien, die von menschlicher Haut isoliert werden konnen. Die Dichte
der Besiedelung variiert hierbei von 103 CFU/cm? bis zu 10° CFU/cm2. Unterschiedliche
Spezies sind ausschlieBlich in bestimmten Korperregionen zu finden. So ist S. capitis
beispielsweise besonders hiufig auf der Kopthaut und S. auricularis im externen Gehdrgang
des Erwachsenen angesiedelt. S. epidermidis ist auf der ganzen Korperoberfliche zu finden
mit besonders hoher Dichte in der vorderen Nasenhohle, axilldr, inguinal und perianal (Kloos
und Musselwhite 1975; Kloos 1986; Kloos und Bannerman 1994; Pfaller und Herwaldt 1988;
Rupp und Archer 1994).



1.2 Koagulase-negative Staphylokokken als Krankheitserreger

KNS gehoren zur normalen Haut- und Schleimhautflora des Menschen. Frither wurde ihr
Nachweis in klinischen Materialien in der Regel als Kontamination gewertet. Lediglich
Staphylococcus saprophyticus ist schon ldnger als Erreger von meist ambulant erworbenen
Harnwegsinfekten speziell bei jungen Frauen bekannt (Jordan et al. 1980). Heute jedoch
gehoren KNS, und hierbei insbesondere Staphylococcus epidermidis, zu den wichtigsten
Erregern nosokomialer Infektionen (Rupp und Archer 1994; Wisplinghoff et al. 2003b;
Wisplinghoff et al. 2003a). Zahlen des National Nosocomial Infections Surveillance System
(NNIS) des Centers for Disease Control and Prevention (CDC), die zwischen Januar 1990
und Mai 1999 gewonnen wurden, zeigen, dass Koagulase-negative Staphylokokken mit
37,3 % die am hiufigsten isolierten Keime bei Patienten auf Intensivstationen mit
Bakteridmien waren. Im Vergleich dazu wurde S. aureus nur in 12,6 % der Fille isoliert
(CDC 1999). In einer anderen Studie werden KNS als dritthdufigster isolierter Keim bei
Bakteridimien aufgefiihrt (Diekema et al. 2001). Ungefihr 80 % der aus Blutkulturen isolierten
KNS entfallen auf S. epidermidis (Mack et al. 2012).

S. epidermidis verursacht, abgesehen von Nativklappenendokarditiden, nur selten Infektionen
bei immunkompetenten Patienten. Betroffen von S. epidermidis-Infektionen sind in
besonderem Malle Patienten, die immungeschwiécht oder iiber einen lidngeren Zeitraum
hospitalisiert sind. Hierzu gehoren insbesondere Neu- und Frithgeborene (Winston 1983;
Wade et al. 1982; Wisplinghoff et al. 2003b; Wisplinghoff et al. 2003a). S. epidermidis und
zu einem geringeren Anteil auch andere Spezies aus der Gruppe der KNS sind jedoch die
bedeutendste Bakterienart, die im Kontext von Fremdmaterial-assoziierten Infektionen
nachgewiesen werden konnen. Zu diesen Fremdmaterialien zihlen zum Beispiel periphere
und zentralvendse Katheter, kiinstliche Herzklappen, Liquorshuntsysteme,
Peritonealdialysekatheter, Gefiprothesen, Gelenkendoprothesen, Brustimplantate aus Silikon
und intraokuldre Linsen-Implantate (George et al. 1979; Karchmer et al. 1983; West et al.
1986). Durch optimierte Implantationsstrategien sind die Infektionsraten im Zusammenhang
mit implantierten Fremdmaterialien insgesamt als niedrig zu bezeichnen. So treten
Infektionen nach Hiiftendoprothesen-Implantation durchschnittlich nur bei etwa 1 % der Fille
auf. Auf Grund der enormen Anzahl der durchgefiihrten Implantationen ist jedoch tatsdchlich
mit einer erheblichen Fallzahl von bis zu 4000/ Jahr zu rechnen (Mack et al. 2006). Im
Ganzen muss in Deutschland allein mit bis zu 100000 Fremdmaterial-assoziierten

Infektionen gerechnet werden (Otto 2010).



Tabelle 1.1: Schitzung der jihrlich in Deutschland auftretenden Fremdkorper-

assoziierten Infektionen (Mack et al. 2005)

Fremdkorper Anwendungen/ Jahr®  Infektionsrate b Infektionen/ Jahr
%,Z‘;Zﬁ}fatheter ~ 1.750.000 1-5 % 17.000-87.000
Hiiftprothesen >200.000 <2% ~4.000
Knieprothesen 60.000 <1-6 % < 600-3.600
Herzklappen 18.000 0,8-5,7 % 150-1.000
Schrittmacher 70.000 <13% 700-2.100
kiinstliche Linsen ~300.000 <0,1-0,3 % <300-900

CSF- Shunts 10.000 2-20 % 200-2.000

a Zahlen der Hersteller und Fachleuten im Gebrauch der jeweiligen Katheter.

b Daten von Bisno und Waldvogel (Bisno and Waldvogel, 1994).

Wesentlicher Schritt fiir die Pathogenese von Fremdmaterial-assoziierten Infektionen stellt die
Kontamination des Materials wihrend der Implantation dar. Hierbei wird der Fremdk&rper
mit der patienteneigenen Hautflora besiedelt. Somit stellen Fremdmaterial-assoziierte
Infektionen klassische endogene Infektionen dar. Nur selten kommt es zu einer spiteren
Fremdkorperbesiedelung nach Implantation, zum Beispiel iiber einen himatogenen
Infektionsweg, durch das Krankenhauspersonal oder durch kontaminierte Infusionslosungen

(Herwaldt et al. 1992; Costa et al. 2006).

Die Tatsache, dass Fremdkorper-assoziierte Infektionen durch kutane Besiedelungsflora
hervorgerufen werden, ist wesentliche Ursache fiir die Komplexitit einer sicheren und
zweifelsfreien Diagnose einer solchen Infektion. Vor allem gestaltet es sich schwierig, selbst
bei Nachweis von S. epidermidis in einem primér sterilen Material, wie zum Beispiel
intraoperativen Abstrichen oder einer Blutkultur, ein klinisch signifikantes Isolat von einer
einfachen Kontaminante zu unterscheiden. So ist tatsdchlich davon auszugehen, dass ein
grofer Anteil der bei Bakteridmien aus Blutkulturen isolierten KNS-Stimme als
Kontamination zu werten ist (Souvenir et al. 1998; Weinstein et al. 1997; Beekmann et al.
2005). Es ist gingige Meinung, dass erst bei Nachweis eines identischen Klons aus
mindestens zwei unabhiingig voneinander gewonnenen Materialien von einem invasiven und

damit klinisch signifikantem Isolat ausgegangen werden kann.



Ein weiteres erhebliches Problem im Zusammenhang mit S. epidermidis-verursachten
Infektionen stellt die Therapie dar. Problematisch ist hierbei, dass ein grofler Anteil der
isolierten S. epidermidis-Stimme gegen viele der gebriuchlichen Antibiotika, vor allem aber
auch gegen Methicillin, resistent ist. Diese Tatsache ist darauf zuriickzufiihren, dass iiber
80 % der klinischen Isolate das mecA-Gen besitzen, welches genetische Grundlage fiir eine
Resistenz gegen alle verfiigbaren Betalaktam-Antibiotika ist (Archer und Climo 1994;
Diekema et al. 2001; Rohde et al. 2004; Rohde et al. 2007). Doch selbst wenn bei einem
klinisch signifikanten Isolat in vivo als wirksam getestete Antibiotika zum FEinsatz gebracht
werden, kommt es regelhaft zu einem Therapieversagen. Schon frithzeitig konnte festgestellt
werden, dass die Ursache fiir diesen Sachverhalt insbesondere die spezielle Organisationsform
der Bakterien auf der Oberfliche des implantierten Fremdmaterials darstellt. Die Féahigkeit
zur Biofilmbildung konnte direkt mit einer Verminderung der Empfindlichkeit von
S. epidermidis in Verbindung gebracht werden (Knobloch et al. 2002b; Ceri et al. 1999).
Zudem sind Biofilm bildende S. epidermidis vor den Effektormechanismen der angeborenen
Immunitét geschiitzt (Vuong et al. 2004b; Schommer et al. 2011). Beide Aspekte begiinstigen
den chronisch persistierenden Verlauf Fremdmaterial-assoziierter S. epidermidis-Infektionen
und sind direkte Ursache dafiir, dass zur sanierenden Therapie einer S. epidermidis-Infektion
in der Regel die Entfernung und der Ersatz des Fremdmaterials die einzige therapeutische

Option darstellt (Younger et al. 1987; Darouiche 2004).

Aus den genannten Griinden hat die Erforschung der molekularen Mechanismen, die zur
Entstehung Fremdmaterial-assoziierter Infektionen beitragen, grof3es Interesse erzeugt. Durch
die Kenntnis dieser Mechanismen erhofft man sich, neue Ansatzpunkte fiir die Prophylaxe,

Diagnose und Therapie zu finden.

1.3 Pathogenese Fremdmaterial-assoziierter Staphylococcus-
epidermidis-Infektionen

Bei der Untersuchung explantierter Katheter wurde bereits friih beobachtet, dass
S. epidermidis-Stimme, die Katheter-assoziierte Infektionen verursachen, auf Polymer-
Oberflachen ein schon makroskopisch sichtbares, mukoides Bakterienkonsortium bilden.
Dieses Phinomen wurde zunichst als Schleimbildung bezeichnet (Bayston und Penny 1972;
Christensen et al. 1982; Peters et al. 1982). Da der Terminus Schleim jedoch bereits als

Bezeichnung fiir nicht-kovalent an Bakterienoberflichen gebundene Polysaccharide



verwendet wurde, wird diese spezielle Form des Staphylokokken-Wachstums heutzutage
generell als Biofilmbildung benannt (Hussain et al. 1993; Mack et al. 2000). Fremdkorper-
assoziierte Staphylokokken-Infektionen sind der Prototyp einer Biofilm-assoziierten
Infektion. Mikrobielle Biofilme sind als komplexe Gruppe von anhaftenden Mikroorganismen
umhiillt von einer selbst synthetisierten polymeren Matrix definiert (Hall-Stoodley et al.

2004).

Biofilmbildung ist in vielen Okosystemen ein seit langem beobachtetes Phinomen. Viele
Bakterien sowohl im gram-negativen Bereich, wie beispielsweise Pseudomonas aeruginosa
oder Escherichia coli, als auch im gram-positiven Bereich sind in der Lage, Biofilme zu

bilden.

Biofilme sind gekennzeichnet durch eine irreversible Anheftung von Mikroorganismen an
meist kiinstliche Oberfldchen. Hier sind sie in eine polymere Matrix eingebettet, die durch die
Organismen selbst produziert wird und in welcher sie dann unter giinstigen
Lebensbedingungen und geschiitzt vor Umwelteinfliissen sukzessive akkumulieren konnen
(Donlan und Costerton 2002; O'Toole et al. 2000). Als Biofilm wird dabei das Gemisch aus
Bakterien und extrazelluldrer Matrix, welches hauptsdchlich aus Zellwandbestandteilen wie
Lipoteichonsiduren besteht, bezeichnet (Hussain et al. 1993; Rohde et al. 2007; Otto 2010).
Bei dem Prozess der Biofilmbildung kann man generell zwei Phasen unterscheiden. In der
ersten Phase kommt es zur initialen, noch reversiblen Anheftung der Bakterien an eine
Oberfldche. In der zweiten Phase kommt es zur interzelluldren Adhédsion und Akkumulation,
die in der typischen komplexen Architektur eines Biofilms resultiert (Otto 2010; Rohde et al.
2007; Peters et al. 1982).
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Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopisches Bild eines von S. epidermidis 1457
synthetisierten Biofilms auf rostfreiem Stahl nach 18 Stunden Inkubation (Mack et al.
2006)

Die von Staphylokokken gebildeten Biofilme sind wegen ihrer besonderen Dicke schon mit
dem bloflen Auge sichtbar und wachsen schnell. Zur Untersuchung der gebildeten Biofilme
wurde ein semi-quantitativer Assay in 96-well-Mikrotiterplatten von Christensen et al.
etabliert. Durch die Festlegung von Grenzwerten kann so eine Differenzierung von Biofilm

bildenden zu nicht Biofilm bildenden Stammen festgelegt werden (Christensen et al. 1982).
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Modells der Biofilmbildung in
S. epidermidis (nach Mack et al. 2006)
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1.4 Die Phase der primaren Anheftung (primary adherence)

In der Phase der Adhidsion an eine Oberfliche kommen verschiedene spezifische und
unspezifische Faktoren zusammen, die entscheidend von der Konsistenz der Oberfliche
(Ludwicka et al. 1984; Hogt et al. 1983) und der Zelloberfliche der Bakterien abhéngen. Nach
Einbringen eines Fremdkorpers in den menschlichen Kérper kommt es rasch zur Umbhiillung
der polymeren Oberfliche mit Plasma und verschiedenen extrazelluliren Proteinen wie
Fibronectin, Fibrinogen, Vitronectin, Thrombospondin und von-Willebrand-Faktor
(Dickinson und Bisno 1989; Cottonaro et al. 1981). Diese extra-zelluliren Matrixproteine
(EZM) erleichtern die Anheftung der Bakterien durch Interaktion mit verschieden
Oberflidchen-Proteinen, welche durch die Staphylokokken produziert werden. Besonders fiir
S. aureus sind viele dieser Oberflichen-assoziierten Proteine, welche an EZM binden,
bekannt und werden in der Familie der MSCRAMM (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) zusammengefasst (Foster und Hook 1998). Auch bei
S. epidermidis konnten Proteine mit EZM-bindenden Eigenschaften identifiziert werden (Otto
2010). Zum Beispiel besitzt das Oberflichen-assoziierte Autolysin AtlE, welches im
Zellwand-Metabolismus eine Rolle spielt, Vitronectin-bindende Eigenschaften und konnte
daher auch in vivo funktionell an der Bindung an die Fremdkorperoberfliche beteiligt sein
(Heilmann et al. 1997). Die Bedeutung von AtIE fiir die Virulenz von S. epidermidis konnte
in einem Tiermodell gezeigt werden: Eine AtlE-negative-Mutante war deutlich weniger

virulent als der korrespondierende Wildtyp (Rupp et al. 2001).

Neben AtIE besitzt auch das 1 MDa groBle Protein extracellular matrix binding protein
(Embp) durch seine Fibronectin-bindenden Eigenschaften eine Rolle bei der Adhérenz an
Matrix-beschichtete Oberflichen (Williams et al. 2002; Christner et al. 2010). Embp ist in
klinischen S. epidermidis-Populationen aus Blutkulturen und Endoprothesen-Infektionen weit
verbreitet (Rohde et al. 2004; Rohde et al. 2007), wird jedoch in vitro praktisch nicht
exprimiert (Christner et al. 2010).

Ein weiteres Oberfldchen-Protein, das spezifisch an Fibrinogen-beschichtete Oberflichen
bindet, ist Fbe/ SdrG. Fbe besitzt Homologien zu den Oberflichen-Rezeptoren der sdrCDE-
Familie bei S. aureus (Pei und Flock 2001). Ebenso wie Embp konnte Fbe bei einer Vielzahl
klinischer Isolate identifiziert werden, wie bei Embp ist die Expression von Fbe in vitro hoch
variabel (Nilsson et al. 1998; Hartford et al. 2001; Pei und Flock 2001). Der sezernierten
Lipase GehD wurde Kollagen-bindende Aktivitit zugeschrieben (Bowden et al. 2002). Neben
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Oberflachenproteinen sind auch weitere Zellwandbestandteile von S. epidermidis an der
Bindung an extrazellulire Wirtsproteine beteiligt. Beispielhaft sei hier die Bindung von

Teichonsduren an Fibronectin genannt (Hussain et al. 2001).

1.5 Die akkumulative Phase

Auf die Phase der primiren Adhésion an polymere Oberfldachen folgt die Vermehrung und
Akkumulation der Bakterien in vielschichtigen Zellclustern. In dieser Phase ist die
interzelluldre Vernetzung eine wichtiger Schritt, der durch verschiedene Proteine vermittelt

wird (von Eiff et al. 2002; Mack et al. 2006).

Wesentlich daran beteiligt ist das interzelluldre Polysaccharid-Adhésin (PIA- polysaccharid
intercellular adhesin), welches erstmals 1996 aus dem Biofilm-positiven Stamm 1457 von
Mack et al. isoliert werden konnte. Nach Aufreinigung und struktureller Analyse zeigte sich,
dass PIA aus zwei Fraktionen besteht: Polysaccharid I, welches den groBeren PIA-Anteil mit
iiber 80 % bildet, ist ein lineares Homoglykan, welches aus etwa 130 B-(1,6)-gebundenen
2-Deoxy-2-Amino-D-Glucopyranosylresten besteht und zu ungefihr 80 % N-acetyliert ist.
Polysaccharid II, welches mit Polysaccharid I strukturelle Ahnlichkeiten aufweist,
unterscheidet sich durch einen geringeren Gehalt an N-acetylierten D-Glucosaminyl-Resten
(Mack et al. 1996). Die Gene, welche fiir PIA kodieren, sind im icaADBC-Operon
(intercellular adhesion-Operon) lokalisiert. Das ica-Operon besteht aus den vier Genen icaA,
icaD, icaB und icaC (Heilmann et al. 1996; Fey et al. 1999). icaR reguliert die Transkription
von icaADBC als Repressor und ist in der Néhe des icaA-Start-Codons lokalisiert (Conlon et
al. 2002b).

Die funktionelle Bedeutung von PIA bei der Entwicklung von Fremdkorper-assoziierten
Infektionen konnte im Tiermodell unter Verwendung definierter Mutanten belegt werden
(Rupp et al. 1999a; Rupp et al. 1999b; Rupp et al. 2001). Vor kurzer Zeit gelang es zusitzlich,
durch die Etablierung eines Caenorhabditis elegans-Modells die Bedeutung von PIA als
Virulenzfaktor von S. epidermidis zu bestitigen (Begun et al. 2007). Dabei zeigte sich, dass
sich S. epidermidis durch die Synthese von PIA vor den Effektormechanismen der humoralen
und angeborenen Immunitit schiitzen kann und damit die Moglichkeit zur Persistenz von
S. epidermidis wihrend einer Besiedelung moglich ist (Foster 2005; Vuong et al. 2004b;
Kristian et al. 2008).
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Die Bedeutung von icaADBC als generelles Prinzip der bakteriellen Biofilmbildung wird
dadurch unterstrichen, dass dieser Genlokus nicht nur bei S. epidermidis, sondern auch bei
vielen anderen KNS und auch bei S. aureus nachgewiesen werden kann (Cramton et al. 1999;
Rohde et al. 2001a, 2001b; Kropec et al. 2005; Nilsdotter-Augustinsson et al. 2007; Moretro
et al. 2003). Dariiber hinaus gelang es bei gram-negativen Bakterien wie E. coli, Yersinia
pestis und A. actinomycetemcomitans icaADBC-homologe Genorte nachzuweisen. Im Falle
von E. coli konnte direkt belegt werden, dass der hier kodierte Enzymapparat die Synthese
eines strukturell mit PIA praktisch identischen Polysaccharids ermdglicht (Wang et al. 2004;
Kaplan et al. 2004). Aus der Gesamtkonstellation mit der weiten Verbreitung in den
verschiedensten mikrobiologischen Familien wurde vermutet, dass es sich bei der PIA-
vermittelten interzelluldren Adhision um ein generelles Prinzip interzelluldrer Adhésion und
der Biofilmbildung bei Bakterien handelt. Tatséchlich konnte durch epidemiologische Studien
bei S. epidermidis-assoziierten Fremdkorperinfektionen gezeigt werden, dass icaADBC bei 50
bis 80 % der klinisch relevanten Isolate nachgewiesen werden kann (Rohde et al. 2001a;
Gelosia et al. 2001; Arciola et al. 2001, 2002; de Silva et al. 2002; Vandecasteele et al. 2003;
Chaieb et al. 2005; Kozitskaya et al. 2005; Ninin et al. 2006; Klingenberg et al. 2007; Ziebuhr
et al. 1997). Dariiber hinaus war bei klinisch nicht-signifikanten, kommensalen
S. epidermidis-Isolaten von gesunden Probanden ohne Krankenhauskontakt nur in 13 bis
52 % der icaADBC-Genort nachweisbar (Miyamoto et al. 2003; Rohde et al. 2004; Ziebuhr et
al. 1997). Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse wurde postuliert, dass icaA DBC-negative
S. epidermidis-Isolate im Allgemeinen als apathogen gelten konnten (Zhang et al. 2003; Yao
et al. 2005; Li et al. 2005). Somit schien der Nachweis von icaADBC ein geeigneter
Parameter zur Unterscheidung zwischen invasiven klinisch-relevanten S. epidermidis-Isolaten
und harmlosen Kommensalen darzustellen (Mack et al. 2006; Yao et al. 2005; Ziebuhr et al.
1997). Zudem wurde unter der Annahme, dass es sich bei PIA somit um den zentralen
Virulenzfaktor von S. epidermidis handelt, versucht, PIA als Basis eines Impfstoffes, nicht
nur zur Prdvention von S. epidermidis-, sondern auch von S. aureus-Infektionen, zu
verwenden (G6tz et al. 2004; McKenney et al. 2000; Maira-Litran et al. 2005, 2004).

Allerdings haben sich in den letzten Jahren die Hinweise darauf verdichtet, dass es sich bei
der Staphylokokken-Biofilmakkumulation nicht nur um einen monokausalen Prozess, sondern
um ein multimodales Geschehen handelt. So konnte im Kontext groferer epidemiologischer
Studien, bei welcher gut definierte S. epidermidis-Isolate untersucht wurden, klinische
S. epidermidis-Isolate gefunden werden, welche Biofilm bildeten, aber PIA-negativ waren

(Ziebuhr et al. 1997; Frebourg et al. 2000; Vandecasteele et al. 2003; Klug et al. 2003; Rohde
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et al. 2007). In vielen Fillen konnte hier gezeigt werden, dass der Biofilm dieser Stimme auf
der Aktivitit von Proteinfaktoren beruht. Daneben zeigte sich schon in fritheren
Untersuchungen, dass auch Proteine in der extrazelluliren Biofilmmatrix vorhanden sind
(Hussain et al. 1993). Diese wurden, wie oben beschrieben, jedoch insbesondere mit der

priméren Adhésion in Verbindung gebracht (Mack et al. 2006).

Das erste Protein, dessen Rolle bei der S. epidermidis-Biofilmbildung detaillierter untersucht
wurde, ist das 220 kDa accumulation associated protein (Aap) (Hussain et al. 1997; Rohde et
al. 2005; Sun et al. 2005). Fiir dessen adhésive Funktion ist eine proteolytische Aktivierung
notig, welche entweder durch Staphylokokken-eigene Exoproteasen oder durch korpereigene
Proteasen stattfindet (Rohde et al. 2005). Daneben konnte kiirzlich gezeigt werden, dass auch
Embp eine Rolle bei der S. epidermidis-Biofilmakkumulation spielt (Christner et al. 2010).
Hervorgehoben werden muss, sowohl bei der Embp- wie auch der Aap-vermittelten
Biofilmbildung, dass diese Mechanismen tiiblicherweise unter in-vitro-Kulturbedingungen
nicht exprimiert werden. Dies weist darauf hin, dass bei S. epidermidis Regulatoren existieren
miissen, die direkt oder indirekt bei Kultur im Labor die Expression des jeweiligen

interzelluldren Adhisins und damit die Ausbildung eines Biofilms unterbinden.

1.6 Regulation der S. epidermidis-Biofilmbildung

Die Expression eines Biofilm-positiven Phidnotyps durch Staphylokokken ist hoch variabel. In
den letzten Jahren konnten viele Faktoren identifiziert werden, welche die Biofilmbildung
regulieren (Christensen et al. 1987; Baddour et al. 1990): Eine Vielzahl von Umweltfaktoren
wie das Wachstumsmedium, Sauerstoffgehalt, Fisengehalt des Mediums, subinhibitorische
Antibiotika-Konzentrationen, Ethanol-Konzentration und Osmolaritit konnen die
Biofilmbildung qualitativ und quantitativ beeinflussen (Mack et al. 1992; Cramton et al. 2001;
Deighton und Borland 1993; Hussain et al. 1992; Fitzpatrick et al. 2002; Knobloch et al.
2002a; Rachid et al. 2000). Diese verschiedenen Umweltbedingungen werden auf der
Erregerseite durch komplexe sensorische und regulatorische Systeme aufgenommen und
durch Anderung der Transkriptionssensitivitit definierter Gene oder Anderungen der
Stoffwechselaktivitit beantwortet.

Die Regulation der S. epidermidis-Biofilmbildung ist vor allem anhand der Modulation von
icaADBC-Expression und der konsekutiven PIA-Synthese untersucht worden (Mack et al.

2006). Hierbei spielten zundchst Phinomene der bakteriellen genomischen Plastizitit eine
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Rolle. So konnte gezeigt werden, dass durch Insertion und prézise Exzision des mobilen
genetischen Elements 15256 in icaADBC die Expression von icaADBC, PIA-Synthese und
Biofilmbildung im Sinne einer Phasenbildung moduliert werden kann (Conlon et al. 2004;
Handke et al. 2004; Ziebuhr et al. 1999).

Daneben konnten verschiedene spezifische regulatorische Systeme, welche Einfluss auf die
quantitative Biofilmbildung nehmen, dargestellt werden. Hierbei spielt scheinbar vor allem
der alternative Sigmafaktor o” eine groRe Rolle. ¢ ist ein positiver Regulator der icaADBC-
Expression und damit der S. epidermidis-Biofilmbildung (Knobloch et al. 2001). Die
Synthese von ¢ selbst wird durch das c"-Operon gesteuert, welches aus den positiven
Regulatoren RsbU und RsbV sowie dem negativen Regulator RsbW besteht. Mutation in RsbU
fiihrte iiber einen unbekannten Regulationsmechanismus zu einem Biofilm-negativen
Phiinotyp (Knobloch et al. 2004). ¢° scheint auch fiir die Langzeit-Stabilitit eines Biofilms
wichtig zu sein. Wird Ethanol zur Induzierung eines Biofilms genutzt, so zeigen die Wildtyp-

Biofilme eine hohere Stabilitiit als die der 6®-Mutanten (Jéger et al. 2005).

Das icaR-Gen kodiert einen transkriptionalen Repressor, der eine zentrale Rolle in der
Anpassung an Umweltbedingungen bei der ica-Operon-Expression bei S. epidermidis spielt
(Conlon et al. 2002a). Das ica-Operon kann jedoch durch die Zugabe von Natriumchlorid
oder Ethanol in das Medium auch iiber alternative Signalwege aktiviert werden, die icaR-

dhnlich ablaufen (Conlon et al. 2002b).

Neben den oben beschriebenen Regulatoren sind zwei quorum-sensing-Systeme bei
S. epidermidis bekannt, welche ebenfalls Einfluss auf die Biofilmbildung nehmen. Durch
diese quorum-sensing-Systeme, bei welchen sezernierte Autoinducer durch Nachbarzellen
tiber spezielle Rezeptoren erkannt werden und intrazellulire Signalkaskaden aktivieren,
konnen Bakterien wachstumsphasenabhingig die Bakterienzelldichte erkennen, wodurch
wiederum die bakterielle Teilungsaktivitit moduliert wird (Mack et al. 2007). Eines der am
detailliertesten beschriebenen quorum-sensing-Systeme bei Staphylokokken ist das agr-
System (accessory gene regulator). Dieses wurde zundchst bei S. aureus detailliert
beschreiben, jedoch auch bei S. epidermidis nachgewiesen und funktionell charakterisiert. Die
Inaktivierung des agr-quorum-sensing-Systems fiihrt bei S. epidermidis zu einer Zunahme der
Biofilmbildung (Vuong et al. 2004a). Agr scheint jedoch keinen Einfluss auf die icaADBC-
Expression und die Produktion von PIA zu haben (O'Gara 2007). Vielmehr wird

angenommen, dass die verstirkte Biofilmbildung einerseits durch eine verstirkte primére

15



Adhésion durch eine Zunahme der AtlE-Expression sowie andererseits durch eine Abnahme
der Bildung von phenol-soluble peptides (PSM), welche durch ihren detergenzartigen
Charakter Biofilme auslosen konnen, zu erkldren ist (Kong et al. 2006; Vuong et al. 2003;
Vuong et al. 2004a; Yao et al. 2005). Ein weiteres guorum-sensing-System ist das luxS-
System. LuxS existiert sowohl bei gram-negativen als auch bei gram-positiven Bakterien und
ist in die AI-2-Synthese, ein Molekiil welches als Autoinducer fungiert, involviert (Xu et al.
2006). Mutation im /uxS-Gen fiihrt zu einer Hochregulierung der icaA DBC-Transkription und
so zu einer vermehrten PIA-Synthese und Biofilm-Bildung (Kong et al. 2006).

Ein weiterer Regulator der S. epidermidis-Biofilmbildung ist sarA (staphylococcal accessory
regulator), ein Protein, welches bei S. epidermidis zu 84 % identisch ist mit dem des sarA bei
S. aureus (Fluckiger et al. 1998). Aktuelle Studien unter Verwendung von spezifischen sarA-
Mutanten in icaADBC-positiven genetischen Hintergriinden haben gezeigt, dass sarA durch
Verstarkung der icaADBC-Transkription ein positiver Regulator der S. epidermidis-
Biofilmbildung ist (Conlon et al. 2004; Tormo et al. 2005).

environmental
factors

ethanol

R §

glucose-dependent

regulator 2
z

{+

PIA
accumulation

Abbildung 1-3: Vereinfachtes Modell der Interaktion von regulatorischen Strukturen
und interzelluléiren Adhisinen bei der S. epidermidis Biofilmbildung (Mack et al. 2006)
Gene sind durch Rechtecke reprisentiert. Proteinfaktoren werden durch Ovale dargestellt.
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1.7 Voraussetzungen fiir diese Arbeit und Fragestellung

Auf Grund des hidufigen Nachweises klinisch signifikanter, jedoch in vitro Biofilm-negativer
S. epidermidis-Isolate aus Biofilm-assoziierten Infektionen wurde die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass S. epidermidis iber Regulatoren verfiigt, die unter artifiziellen
Wachstumsbedingungen im Labor die Expression der notwendigen interzelluliren Adhésion
unterdriicken. Auch konnte es moglich sein, dass positive Regulatoren dieser interzellulidren

Adhisine im Labor nicht aktiv sind.

Um diese Arbeitshypothese zu priifen, wurde der klinisch signifikante jedoch Biofilm- und
PIA-negative S. epidermidis-Stamm 1585 néher untersucht. Dieser Stamm konnte bei einem
Patienten mit einer Biofilm-assoziierten Fremdmaterial-Infektion isoliert werden. Nach
mehrfacher Passage in Subkulturen und Selektion oberflichenadhédrenter Zellen konnte eine
spontan zur Ausbildung eines Biofilms befdhigte Subpopulation des Stammes 1585 isoliert
werden. Da dieser Stamm sowohl Aap- als auch icaADBC-negativ ist und potentiell in der
Lage zu sein scheint, einen Biofilm zu bilden, muss es noch weitere Mechanismen geben, die
den Stamm 1585 zur Biofilmbildung befihigen. In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden,
dass es sich bei dem funktionell beteiligten interzelluliren Adhésin um das extracellular
matrix binding protein (Embp) handelt (Christner et al. 2010). Die Uberexpression des Embp-
kodierenden Gens konnte auf eine strukturelle chromosomale Umlagerung zuriickgefiihrt
werden, in deren Rahmen Embp unter der Kontrolle eines vor allem in der exponentiellen
Phase aktiven Promotors des Gens msrR exprimiert wird. Letztlich ist jedoch unklar, weshalb

Embp in vitro nicht produziert wird.

Ziele dieser Arbeit lassen sich daher folgendermalen formulieren:

1. Etablierung einer Transposonmutantenbank des Biofilm-negativen S. epidermidis-

Stammes 1585.

2. Durchmusterung der Mutanten-Bank nach Mutanten mit einem Biofilm-positiven

Phinotyp.

3. Identifikation und Charakterisierung der in den Biofilm-positiven Mutanten

inaktivierten Genorte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Einwegartikel

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Taufkirchen) in Pro-analysi-Qualitit

bezogen. Plastikartikel und Einwegmaterialien stammten, wenn nicht anders angeben, von

den Firmen Becton Dickinson (Cockeysville, MD, USA), Eppendorf (Hamburg) und Greiner

(Niirtingen).

2.1.2 Laborgerite

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber verwendete Laborgeriite

Geritebezeichnung Hersteller
Brutschrank 5050E Heraeus (Osterrode)
Digital-pH-Meter Digital-pH-Meter 646 Knick (Berlin)
Elektroporator Gene Pulser® I1 BioRad (Hercules, USA)
Einwegzellschaber Cell Scraper Nunc (Roskilde, Ddnemark)
Fluoreszenzobjekttriger BioMérieux (Marcy [I’Etoile,
Frankreich
Geldokumentationssysteme | ChemiDoc™ XRS BioRad (Hercules, USA)
UV-Transilluminator Phase (Liibeck)
Gelelektrophoresekammern
—horizontal X Cell Sure Lock™ Keutz (Reiskirchen)
(Agarosegelelektrophorese) Invitrogen (Carlsbad, USA)
> vertikal Protean® II Xi Cell BioRad (Hercules, USA)
(Polyacrylamidgele)
Kiivetten Quarz Spectrophotometer Cell | BioRad (Hercules, USA)
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Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatte, U-formig, 96-

well

Mikrotiterplatte, Flachboden,
Nunclon-Delta-Oberflidche, 96-

Greiner (Niirtingen)

Nunc (Roskilde, Dinemark)

well
Photometer SmartSpec™ 3000 BioRad (Hercules, USA)
ELISA Processor 11 Behring (Marburg)
Rontgenfilme Super RX Fuji Photo Film Europe
(Diisseldorf)
Rontgenfilmentwickler Curix 60 Agfa Gevaert N.V., Germany
Schiittelinkubator New Brunswick Scientific Co.
(New Brunswick, USA)
Spannungsquelle Power Pac 1000 BioRad (Hercules, USA)
Sterilfilter 0,22 pm Spitzenvorsatzfilter Merck (Darmstadt)
Thermocycler Primus 96 plus MWG (Eberswalde)
Mastercycler gradient Eppendorf (Hamburg)
icycler IQ™ BioRad (Hercules, USA)
Thermoinkubator Blockthermostat BT 100 Kleinfeld
Ultraschallzerkleinerer Digital Sonifier® Branson (Danbury, USA)
Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG (Ziirich,
Schweiz)
Waagen PC 4400 Mettler (Giessen, Schweiz)
Sartorius 4232 Sartorius (Gottingen)
Westernblotkammer X Cell II'™™ Blot Module Invitrogen (Carlsbad, USA)
Zellkulturschalen 96-Loch-Schalen- Nunc (Roskilde, Danemark)
Zellkulturschalen
Zellkulturschalen, beide
NunlonA™-beschichtet
Zentrifugen Biofuge pico Heraeus (Osterode)

Biofuge 28 RS
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2.1.3 Medien

Alle Medien wurden, soweit nicht anders angegeben, mit entionisiertem Wasser angesetzt und

durch 15-miniitiges Autoklavieren bei 121 °C sterilisiert.

Columbia Blutagar, pH 7,0
Columbia-Agar (Difco) 42 g/l
Bacto®-Agar (Difco) 1 g/
Glucose 2,2 g/

Schafblut 72 ml/1

Luria-Bertani-Medium (LLB), pH 7,0
Trypton (Oxoid) 10 g/l

Hefeextrakt (Difco) 5 g/l

NaCl 10 g/1

Trypticase Soy Broth (TSB)
TSBeeL pH 7,3 £ 0,5 (Becton Dickinson, Cockseyville, MD, USA) 30 g/l

Hirn-Herz-Medium (Brain Heart Infusion, BHI), pH 7,4

BHI-Briihe pH 7.4 + 0,2 (Difco) 37 g/l

Zur Verwendung bei der Phagentransduktion wurde dem Medium Natriumcitrat 5 g/l
zugesetzt.

Fiir Agarplatten wurde dem Medium 12 g/l Bacto®-Agar (Difco) zugesetzt.

NB2+ Briihe zur Phagentransduktion
Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 20 g/l
CaCl, 0,4 g/l

ST-Agar (Staphylococcus Typing Agar)

Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 20 g/l

CaCl; 0,4 g/l

NaCl 5 g/l

Bacto®-Agar (Difco) 12 g/l

Fir Softagar wurde dem Medium 6 g/l Bact0®—Agar (Difco)  zugesetzt.
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Einfriermedium
Bacto®-Peptone 1,5 %
Glycerin 87 %

Die Medien wurden getrennt autoklaviert und erst nach dem Autoklavieren wurden 60 ml

Glycerin 87 % mit 100 ml Bacto- Peptone 1,5 % (wt/ vol) gemischt.

Magermilch-Agar (skimmilk-Agar)
Losung I:

Hefeextrakt (Difco) 10 g/l
Bact0®—Pept0ne (Difco) 5 g/l

NaCl (Baker) 5 g/l

Bact0®—Agar (Difco) 32 g/l

Losung II:
Magermilchpulver (Merck) 16 g/l

Beide Losungen wurden mit entionisiertem Wasser angesetzt. Losung I wurde 20 Minuten bei
121 °C autoklaviert. Losung II wurde 10 Minuten bei 110 °C autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurden beide Losungen auf 50 °C abgekiihlt, vereint und in Petrischalen

gegossen.

2.1.4 Losungen

Alle verwendeten Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit entionisiertem

Wasser angesetzt und ohne vorheriges Autoklavieren verwendet.

Anodenpuffer I fiir Westernblot
Tris (Invitrogen) 300 mM
Methanol 20 % [v/v]

Anodenpuffer II fiir Westernblot
Tris (Invitrogen) 25 mM
Methanol 20 % [v/v]
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DNA-Ladepuffer
Bromphenolblau 0,25 %
Xylen Cyanol FF 0,25 %
Ficoll 15 %

Ethidiumbromid-Stammlosung

Es wurde eine Ethidiumbromidlésung mit 10 mg/ml in dH,O angesetzt.

Kathodenpuffer fiir Westernblot
Tris (Invitrogen) 25 mM
6-Aminohexansdure 40 mM

Methanol 20 % [v/v]

PBST-Puffer
Phosphatgepufferte Salzlosung versetzt mit Tween20 0,1 % [v/v]

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), pH 7,4
NaCl 8 g/l

KC10,2 g/l

Na,HPO, 1,44 g/l

KH,PO, 0,24 g/1

4x Probenpuffer zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 1 ml

Glycerin 87 % 1,6 ml

SDS 10 % 1,6 ml
B-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau 0,5 % [w/v] 0,4 ml

dH,0 3 ml

Der Probenpuffer wurde fiir 4 min auf 95 °C erhitzt und ohne Sterilisation verwendet.
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SDS
Es wurde eine 20 %ige Stammlosung Dodecylsulfat-Natriumsalz (SDS) in dH,0 angesetzt.

10 % Ammonium-Persulfat (w/v) (APS)
100 mg Ammonium-Persulfat (APS) wurden in 1 ml dH,O gel6st.

5 x Elektrophoresepuffer fiir Maxigele

(1 x =25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pHS,3)

45 g Tris-Base, 216 g Glycin und 15 g SDS wurden in dH,O geldst und bis zu einem
Gesamtvolumen von 3 1 aufgefiillt. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt und die Losung bei

4 °C gelagert. Vor Gebrauch wurden 300 ml der Stammldsung mit 1,2 1 dH,O aufgefiillt.

5x TBE

Tris (Invitrogen) 54 g/l
Borsdure 27,5 g/l

EDTA 0,5 M, pH 8 20 ml/1

TE, pH 8
Tris (Invitrogen) 10 mM
EDTA 1 mM

TE-Puffer wurde vor Gebrauch 15 min bei 121 °C autoklaviert.
X-Gal-Losung

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosamid wurde in einer Konzentration von 40 mg/ml

in Dimethylformamid gelost.
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2.1.5 Bakterienstaimme und Plasmide

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme.

Stamm

Charakteristika

Referenz

E. coli TOP10

Plasmiden

E. coli- Wirt zur Klonierung von |Invitrogen (Carlsbad, USA)

S. epidermidis 1585 |Klinisches Isolat von einem Patienten|(Rohde et al. 2005)

negativ

mit einer Port-Katheter-Infektion, Aap-

negativ,  Biofilm-negativ, icaADBC-

S. epidermidis
1585hc (pTVlts)

Plasmid pTVlts

Temperaturen von S. epidermidis 1585

abgeleiteter, hitzetoleranter Stamm); tragt

Durch Passage bei steigenden | (Christner et al. 2010)

S. epidermidis
1585-Ra

bildet Embp, Biofilm-positiv

Abgeleitet von S. epidermidis 1585;|(Christner et al. 2010)

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide

Plasmid

Charakteristika

Referenz

pTVlts

Plasmid fiir die Transposonmutagenese;
temperatursensitives Regulon, tragt
Transposon Tn917; vermittelt Resistenz
gegen Chloramphenicol (Plasmidmarker)

und Erythromycin (Transposonmarker).

pCR 2.1

Plasmid zur TA-Klonierung von PCR-

Produkten, blue-white-screening

Invitrogen (Carlsbad, USA)
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2.1.6 Oligonukleotide und Sonden

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Primer

Name Sequenz Verwendung
M13 for 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’ Sequenzierung von
pCR2.1-Inserts
M 13 rev 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ Sequenzierung von
pCR2.1-Inserts
gyrB 5’-CTGACAATGGCCGTGGTATTC-3’ Relative
real 1 Transkriptionsanalyse
gyrB 5’-GAAGATCCAACACCGTGAAGAC-3 Relative
real 2 Transkriptionsanalyse
sarA95 for |5’-TTTACGCTGCTTAGAATCTACTAAGA-3 Amplifikation sarA
sarA364 rev | 5’-TGAATTATTAGCTATGGTCACTTATG-3’ Amplifikation sarA
STAPHarbl | 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTCA(AGCT) Amplifikation von Tn9177-
(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT) | flankierenden
(AGCT)(AGCT)(AGCT)ATAT-3 chromosomalen
Abschnitten
STAPHarb2 | 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTCA(AGCT) Amplifikation von Tn9177-
(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT)(AGCT) | flankierenden
(AGCT)(AGCT)(AGCT)GATCA-3’ chromosomalen
Abschnitten
STAPHarb3 | 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTCA-3’ Amplifikation von Tn9177-
flankierenden
chromosomalen
Abschnitten
917-5.3 5’-CCAATCACTCTCGGACAATAC-3’ Amplifikation von Tn9177-
flankierenden
chromosomalen
Abschnitten
917-5.2 5’-AACCGTTACCTGTTTGTGCC-3’ Amplifikation von Tn9177-

flankierenden
chromosomalen

Abschnitten
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917-5.1 5’-ATCGATACAAATTCCTCGTAGG-3’ Amplifikation von Tn91/7-
flankierenden
chromosomalen

Abschnitten

917-3.3 5’-GAACGCCGTCTACTTACAAGC-3’ Amplifikation von Tn91/7-
flankierenden
chromosomalen

Abschnitten

917-3.2 5’-GGGAGCATATCACTTTTCTTGG-3’ Amplifikation von Tn9/7-
flankierenden
chromosomalen

Abschnitten

917-3.1 5-TTTAGTGGGAATTTGTACCCC-3’ Amplifikation von Tn91/7-
flankierenden
chromosomalen

Abschnitten

2.1.7 Datenbanken und Programme

Die durch die PCR und Sequenzierungsreaktion gewonnenen DNA-Sequenzen wurden mit
Hilfe des Programmes Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, MA) bearbeitet und analysiert.
Mikroskopische Bilder wurden unter Verwendung der Visitron Software (Visitron Systems

GmbH, Puchheim) erfasst und unter Verwendung von Corel Photopaint nachbearbeitet.

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien

Alle verwendeten Bakterienstimme wurden in der Regel bei 37 °C in Fliissig- oder
Festmedien kultiviert. Vorkulturen wurden entweder fiir 6 h oder tiber Nacht inkubiert und
anschlieBend fiir die Hauptkulturen 1:100 im gewiinschten Medium verdiinnt.
Schiittelkulturen wurden bei 200 rpm in sterilen GlasgefiBen inkubiert. Fiir eine

Stammbhaltung wurden die Bakterien auf Agarplatten ausgestrichen, 24 h bei 37 °C bebriitet
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und anschliefend bei 4°C gelagert. Gegebenenfalls wurden den Agarmedien Antibiotika in
geeigneter Konzentration zur Selektion zugesetzt. Mittels der Mast Diagnostica Cryobank

wurden die Bakterienstimme bei —80 °C archiviert.

2.2.1.2 Resistenztestung

Die Resistenzmuster der verwendeten Stimme wurden in regelméfigen Abstinden mittels
Agardiffusionstest bestimmt. Bei dieser Methode werden Filterplittchen, die mit Antibiotika
getrinkt sind, auf eine gleichméBig liber die ganze Fliche mit dem zu testenden Keim
beimpfte Platte aufgelegt und die Platten iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch Diffusion
entstehen Konzentrationsgradienten um die Filterpldttchen herum. In Abhéngigkeit von der
Empfindlichkeit des zu testenden Stammes entstehen Hemmhofe, deren Durchmesser in
quantitativer Beziehung zur minimalen Hemmkonzentration (MHK) fiir das Antibiotikum
steht. Die Testung wurde fiir folgende Substanzen durchgefiihrt: Penicillin G, Oxacillin,
Flucloxacillin, Ampicillin, Ampicillin und Sulbactam, Gentamicin, Netilmicin, Linezolid,
Clindamycin, Erythromycin, Tetracyclin, TMP/SMZ (Bactrim) und Ciprofloxacin (alle

Becton Dickinson).

2.2.1.3 Biofilmtestung

Die Fihigkeit von S. epidermidis-Stimmen zur Bildung von Biofilmen wurde mittels eines
semiquantitativen Biofilmtests beurteilt (Christensen et al. 1985). Als Positivkontrolle diente
S. epidermidis 1585v (Biofilm-positiv), als Negativkontrolle S. epidermidis 1585 (Biofilm-
negativ). StandardméBig wurde eine Einzelkolonie in 2 ml TSBssL suspendiert und fiir 6 h bei
37 °C und 200 rpm inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde eine 1:100 Verdiinnung im
gleichen Medium hergestellt. Hiervon wurden je zwei- bis viermal 200 pl in die Népfe einer
96-Loch-Mikrotiterplatte (NunclonA, Fa. Nunc, Roskilde) gegeben. Fiir die Untersuchung
von Plasmid-tragenden Stimmen wurde ein Antibiotika-haltiges Medium verwendet. Nach
etwa 20-stiindigem Wachstum bei 37 °C wurde das Medium abgegossen und die Platte
dreimal mit 200 ul PBS pro Napf mit Hilfe einer Mehrkanalpipette gewaschen. Die Platte
wurde anschlieBend bei 37 °C getrocknet und die anheftenden Bakterien mit 50 pl
Kristallviolett pro Napf fiir 5 min geférbt. Die Firbelosung wurde unter flieBendem Wasser
vorsichtig ausgespiilt. Nach erneutem Trocknen konnte die Absorption im Infinite
Plattenlesegerit (Tecan) bei 570 nm und einer Referenzwellenldnge von 405 nm bestimmt

werden. Der Biofilmphinotyp wurde durch Bildung des Mittelwertes der Einzelwerte
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beurteilt. Hierbei gilt ein cut-off von As7o von 0,1 als Trennpunkt zwischen Biofilm-positiven

und Biofilm-negativen Phénotyp.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die horizontale Gelelektrophorese wurde zur groBenabhingigen Auftrennung von Plasmiden,
von Fragmenten gespaltener Plasmide oder dem Nachweis von Amplifikaten aus der PCR
eingesetzt (Sambrook et al. 1989). Je nach GroBe der zu analysierenden DNA-Fragmente
wurden 0,8 bis 2,0 %ige [w/v] Agarosegele verwendet. Hochreine Agarose (SeaKem ME
Agarose, Cambrex Bioscience Rockland Inc., Rockland, ME USA) wurde in 100 ml 0,5-fach
TBE-Puffer aufgekocht und in einen Geltriger mit Kamm gegossen. Die Proben wurden mit
3 ul DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels eingefiillt. Eine Auftrennung
erfolgte bei konstanter Spannung von 3-6 V/cm in 0,5-fach TBE als Laufpuffer. Als
GroBenstandard wurde ein Mix aus Hindlll-gespaltener DNA des A-Phagens und Haelll-
gespaltener DNA des Phagens ¢X174 (Finnzymes, Espoo, Finnland) aufgetragen. Er enthilt
19 Fragmente der folgenden GréBen: 23 kb, 9.4 kb, 6,6 kb, 4,3 kb, 2,3 kb, 2,0 kb, 1,4 kb,
1,1 kb, 872 bp, 603 bp, 564 bp, 310 bp, 281 bp, 271 bp, 234 bp, 194 bp, 125 bp, 118 bp und
72 bp. Fiir alle durchgefiihrten Gelelektrophorese-Gele dieser Arbeit wurde dieser Marker
verwendet. Die Gele wurden auf einem Transilluminator mit einem angeschlossenen
Bilddokumentationssystem (Biorad ChemiDoc™ XRS) dokumentiert. In der folgenden
Abbildung werden die Groflen der einzelnen Banden definiert (Abbildung 2-1). Diese gelten
fiir alle folgenden Gelelektrophorese-Abbildungen.
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Abbildung 2-1: GroBenstandard Marker fiir Gelelektrophorese Gele.

Als GroBenstandard wurde ein Mix aus HindIII-gespaltener DNA des A-Phagens und Haelll-
gespaltener DNA des Phagens ¢X174 (Finnzymes, Espoo, Finnland) verwendet. Die Grofe
der einzelnen Banden ist beschriftet. * markiert die Banden, die auf Grund der iiblicherweise
verwendeten DNA-Menge kaum erkennbar sind.

2.2.2.2 Plasmidpraparation

Plasmidpréparationen von E. coli wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) durchgefiihrt. Das System beruht auf alkalischer Lyse der Bakterienzellen, gefolgt
von einer Denaturierung und Prizipitation der chromosomalen DNA, sowie der Proteine,
wobei die Plasmid-DNA in Losung verbleibt (Birnboim und Doly 1979). Zur Aufreinigung
erfolgte eine Adsorption der Plasmid-DNA an eine Silicatmatrix in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen. Die anschlieBende Elution der DNA erfolgte in salzarmem Puffer. Fiir
Plasmidpréparationen aus E. coli wurden die Bakterien in der Regel iiber Nacht in LB-
Medium unter Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin angeziichtet. Das weitere Vorgehen erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Da sich die Zellwdnde von Staphylokokken durch das
beschriebene Verfahren nicht aufschlieen lassen, wurde das Protokoll um einen weiteren
Lyseschritt ergidnzt. Zunichst wurden die Bakterien auf Antibiotika-haltigen
Selektivagarplatten angezogen und direkt in Puffer 1 resuspendiert, der mit 15 U/ml
Lysostaphin versetzt war. Die Suspension wurde fiir 30 min bei 37 °C unter regelméfigem
Schwenken inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden danach nach den Angaben des

Herstellers entsprechend durchgefiihrt.
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2.2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist eine Standardmethode zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten. Doppelstringige DNA dient dabei als Vorlage (Template). Zwei zu den
Einzelstringen komplementire, gegenldufige Oligonukleotide, die sogenannten Primer,
dienen der DNA-Polymerase als Starthilfe. Durch alternierende Zyklen von Denaturierung der
DNA, Anlagerung der Primer und Synthese des komplementidren Stranges erzielt man eine
exponentielle Vervielfiltigung des urspriinglichen Fragments. Standardméifig wurde die PCR
mit Hilfe des DyNAzyme™ DNA Polymerase Kit (Finnzyme, Espoo, Finnland) in einem
DNA Thermal Cycler (MWG) mit beheiztem Deckel durchgefiihrt. In einem 50 pl Ansatz
wurden circa 100 ng Template-DNA, Primer in einer Konzentration von 15 pM/ul, dNTPs mit
je 200 uM, 1 U Polymerase und der zugehorige Mg2+—haltige Puffer (1,5 mM) eingesetzt.
Initial wurde die DNA zwei Minuten bei 94 °C denaturiert, in den anschliefenden Zyklen
jeweils nur fiir 15 s. Fiir die Anlagerung der Primer wurde die Temperatur fiir 30 s auf 55 °C
abgesenkt. Die Synthese des Zweitstranges erfolgte bei 72 °C (Extensionsphase). Nach in der
Regel 30 Zyklen schloss sich eine siebenminiitige Synthesephase an, um eine vollstindige
Komplementierung aller Einzelstringe zu gewihrleisten. In Abhéngigkeit von den gewdhlten
Primern wurden gegebenenfalls andere Bedingungen in der Anlagerungsphase gewihlt. Am
Ende eines Programms wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt. In einer

Agarosegelelektrophorese fand die Kontrolle des PCR-Ergebnisses statt.

2.2.2.4 Arbitrary-primed-PCR

Mit Hilfe einer arbitrary-primed PCR oder auch RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) lassen sich unbekannte DNA-Sequenzen, deren Ende sich innerhalb
einiger Kilobasen befindet, zufillig amplifizieren. Fiir die Identifizierung der chromosomalen
Insertionsstellen des Transposons Tn9/77 mittels arbitrary-PCR wurde im Wesentlichen nach

der von Knobloch et al. beschriebenen Methode verfahren (Knobloch et al. 2003).

Fiir die Amplifizierung kurzer DNA-Fragmente wurde standardmiBig das DyNAzyme™
DNA Polymerase Kit (Finnzyme, Espoo, Finnland) nach Angaben des Herstellers in einem
DNA Thermal Cycler (MWG) genutzt. Die benutzten Primer, welche spezifisch fiir das 5°-
Ende (917-5.1, 917-5.2, 917-5.3) und das 3’-Ende (917-3.1, 917-3.2, 917-3.3) von Tn917
sind, sowie die arbitrary-Primer (STAPHarbl, STAPHarb2, arb-3) wurden durch MWG

Biotech synthetisiert (siehe Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Primer).
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Im ersten Schritt wurden 50 pul Gesamtvolumen eingesetzt. Ein arbitrary- Primer
(STAPHarbl oder STAPHarb2; 200 pmol/ Reaktion) wurde mit einem der proximal
gelegenen Tn9/77-Primer kombiniert (homolog zu dem aufenliegenden PCR-Primer; 917-5.2,
917-5.3, 917-3.2 oder 917-3.3; 10 pmol/ Reaktion). Als Vorlage (template) wurde zuvor
priparierte chromosomale DNA des jeweiligen Klons eingesetzt und die PCR lief unter
folgenden Bedingungen ab: 94 °C fiir 5 min, 6 Zyklen 94 °C fiir je 30 s, 30 °C fiir 30 s, 72 °C
fiir 1 min, 30 Zyklen bei 94 °C fiir je 30s, 45 °C fiir 30 s, 72 °C fiir 1 min und 72 °C fiir

5 min. Am Ende des Programms wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt.

Im zweiten Schritt wurde ein Gesamtvolumen von 100 pl mit jeweils 5 ul template aus dem
ersten Schritt der PCR eingesetzt. Der Primer arb 3 (20 pmol/ Reaktion) wurde mit einem der
distal gelegeneren Tn9/7-Primer (homolog zu dem innenliegenden PCR-Primer; 917-5.1,
917-5.2, 917-3.1 oder 917-3.2; Konzentration 20 pmol/ Reaktion). Die PCR lief unter
folgenden Bedingungen: 30 Zyklen bei 94 °C fiir je 30 s, 45 °C fiir 30 s, 72 °C fiir 1 min und
72 °C fiir 5 min. Am Ende des Programms wurden die Proben auf 4 °C heruntergekiihlt. In
einer Agarosegelelektrophorese fand die Kontrolle des PCR-Ergebnisses statt. Sichtbare
Banden wurden ausgeschnitten, aufgereinigt und zur Sequenzierung an MWG Biotech
gesendet. Zur Identifikation der Insertionsstelle wurde dann mit der gefundenen Sequenz eine

BLASTn-Suche sowie eine Analyse mit Hilfe des Programmes Vector NTI durchgefiihrt.

2.2.2.5 Restriktionsverdau

Plasmid-DNA wurde aus E. coli oder Staphylokokken extrahiert und einer Spaltung mit
Restriktionsenzymen unterzogen (Sambrook et al. 1989). Die Restriktionsansitze enthielten 5
bis 15 ul DNA, 1 ul Enzym sowie den geeigneten Puffer und wurden mit sterilem dH,O auf
20 pl aufgefiillt. Es erfolgte eine Inkubation fiir 4 bis 24 h bei 37 °C. Die DNA wurde dann in
einer horizontalen Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Ergebnis des Restriktionsverdaus

wurde durch Betrachtung unter dem Transilluminator dokumentiert.

2.2.2.6 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Zunichst wurden die gewiinschten
Banden auf einem Transilluminator aus dem Agarosegel ausgeschnitten und anschlieBend

unter Verwendung des Kits aufgereinigt. Das System beruht auf Lyse des Agarosegels,
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gefolgt von einer Adsorption der DNA an eine Silicatmatrix. Das Bindungsverhalten ist dabei
abhingig vom pH-Wert und dem Salzgehalt der Losung. Die anschlieBende Elution erfolgte
in einem EDTA-freien Puffer. Die DNA-Konzentration des Eluats wurde durch

Agarosegelelektrophorese und Messung der DNA-Konzentration im Photometer tiberpriift.

2.2.2.7 Transposonmutagenese

Als Ausgangsstamm fiir das Mutagenese-Experiment diente der Biofilm-negative Stamm
S. epidermidis 1585hc(pTV1ts). Das Prinzip der Transposonmutagenese besteht darin, dass
zundchst ein Plasmid mit temperatursensitivem Regulon in den Zielstamm eingebracht und
dieses unter permissiven Bedingungen kultiviert wird. In dieser Zeit kommt es spontan zu
einer Translokation des Transposons vom Plasmid in das bakterielle Chromosom. Wird die
Kultur nun auf einem Medium ausgestrichen, welches Antibiotika zur Selektion des
Transposonmarkers enthilt (hier: Erythromycin) und bei nicht permissiven Temperaturen
kultiviert, so konnen idealer Weise ausschlieBlich Klone mit chromosomal integriertem
Transposon wachsen, da Klone, bei denen dieses nicht der Fall ist, das Plasmid nicht
propagieren konnen und damit keine resistenzvermittelnden Determinanten mehr aufweisen.
Konkret wurde in dieser Arbeit zunichst eine Kolonie des Stammes 1585hc(pTV1ts) in 2 ml
TSBeeL-Medium mit 10 pg/ml Chloramphenicol und 10 pg/ml Erythromycin bei 30 °C und
200 rpm inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1:100 in TSBeeL-Medium mit 2,5 pg/ml
Erythromycin verdiinnt und fiir weitere fiinf Stunden bei 30 °C und 200 rpm inkubiert.
Anschliefend wurde die Kultur 1:100 in PBS verdiinnt und je 100 pl dieser Verdiinnung auf
BHI-Agar ausplattiert. Zur Selektion auf das Transposon enthielten diese Platten 10 pg/ml
Erythromycin. Die Platten wurden bei einer nichtpermissiven Temperatur fiir die Replikation
des Plasmids pTVIts von 46 °C inkubiert. Nach 48 Stunden wurden Klone mit sterilen
Zahnstochern von den Platten gepickt und auf BHI-Agar mit 10 pg/ml Erythromycin
ibertragen. Diese Platten wurden erneut fiir 24 Stunden bei 46 °C inkubiert. Um Stamme, die
das Plasmid zu diesem Zeitpunkt nicht eliminiert hatten, auszusortieren, wurden danach alle
Klone auf BHI-Agar mit 10 pg/ml Chloramphenicol iibertragen und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Eine Differenzierung war moglich, da die Erythromycinresistenz durch das
Transposon vermittelt wird, wéhrend die Chloramphenicolresistenz auf dem Trégerplasmid
kodiert ist. Alle so identifizierten Erythromycin-resistenten aber Chloramphenicol-sensiblen
Transposonmutanten wurden auf BHI-Agar mit 10 pg/ml Erythromycin isoliert und iiber

Nacht bei 30 °C inkubiert. Zur Archivierung der Mutantenbank wurden die Klone in jeweils
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50 pl Einfriermedium (1,5 % Bacto-Peptone mit Glycerin 87 % gemischt) pro Napf in einer
96-Napf-Mikrotiterplatte (Greiner, Niirtingen) gelost und bei —80 °C eingefroren.

2.2.2.8 Klonierung

Eine Klonierung von PCR-Amplifikaten erfolgte mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits
(Invitrogen, K4700, Vers. J) nach Angaben des Herstellers. Dabei besitzt der linearisierte
Vektor pCR4-TOPO  beidseitig  3’-Desoxyadenosin-Uberhiinge. Mit  Hilfe der
Topoisomerase I wurden Vektor und Amplifikate ligiert und anschlieBend in chemisch
kompetente E. coli-TOP10-Zellen transformiert. Die multiple cloning site des Vektors liegt in
einem lacZ Gen. Somit konnen Klone mit erfolgreicher Insertion anhand eines blue-white-
Screenings (Sambrook et al. 1989) identifiziert werden. Es wurden 1 bis 4 ul eines PCR-
Amplifikats und 1 pl Salzlosung mit sterilem dH>O auf 5 pl aufgefiillt und mit 1 ul Vektor
gemischt. Die Ligation fand fiir 5 min bei Raumtemperatur statt. Anschliefend wurde der

Ansatz auf Eis gestellt.

Chemische Transformation

Chemokompentente E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, MA) wurden auf Eis aufgetaut, mit
2 ul des Ligationsansatzes gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die
Zellen fiir 30 s bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen und erneut auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden mit 250 ul SOC-Medium versetzt und fiir eine Stunde bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Fiir die Transformation von pCR4 wurde zunidchst 40 ul X-Gal auf LB-
Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und die Platten bei 37 °C vorgewirmt. Die
Bakteriensuspension wurde unverdiinnt auf jeweils drei LB-Agarplatten ausplattiert. Nach

24 h wurden weille Kolonien zur weiteren Analyse ausgewéhlt.

Phagentransduktion

Bei der Phagentransduktion handelt es sich um ein Verfahren, bei dem genetisches Material
eines Donors im Rahmen des Vermehrungszyklus eines Bakteriophagen mobilisiert und bei
der Infektion des Rezipienten in diesen eingefiihrt (transduziert) wird. Hierfiir wurde der von
Vibeke T. Rosdahl (Staten Serum Institute, Copenhagen, Dinemark) zur Verfiigung gestellte
Phage A6C verwendet.
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Herstellung eines plasmidtragenden Phagenlysates

Um ein Plasmid durch Phagentransduktion in einem anderen Stamm zu iiberfithren, wurde ein
Phagenlysat hergestellt, indem man eine Vorkultur des plasmidtragenden Stammes in NB2+-
Medium 1:100 im gleichen Medium zur Hauptkultur verdiinnte und unter Schiitteln bei 37 °C
bis zu einer optischen Dichte ODs;3 von 0,1 bis 0,2 wachsen lieB. Es wurde 1 ml der
Bakteriensuspension mit 1 ml Phagensuspension und 3 ml auf 42 °C erwdarmten STA-Softagar
vermischt und die Mischung ziigig auf vorbereiteten ST-Agarplatten verteilt, die iiber Nacht
bei 30 °C bebriitet wurden. Um die Phagen aus dem Softagar zu extrahieren, wurden 5 ml
NB2+-Brithe dazugegeben, die Softagarschicht mit einem Glasspatel zerkleinert, in einem
50 ml Falcon-Rohrchen fiir 1 min kriftig geschiittelt und der Agar durch zweimalige
Zentrifugation bei 1560xg fiir je 10 min von dem Phagenlysat abgetrennt. Dieses wurde
sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Die Titer von mit dieser Methode gewonnener Lysate

lagen bei etwa 10° bis 10" PFU/ml.

Plaquetitration

Die Phagenkonzentration eines Lysates wurde durch Erstellen einer Verdiinnungsreihe
ermittelt. Hierzu wurde der Empfiangerstamm, wie fiir die Herstellung eines Phagenlysates
beschrieben, kultiviert und in gleicher Weise mit dem in Stufen von 107 bis 10 in NB2+-
verdiinnten plasmidtragenden Phagenlysat auf ST-Agar fiir 24 h inkubiert. Die entstandenen
Plaques wurden ausgezihlt, wobei die optimale Konzentration durch das Vorhandensein eines

gerade nicht-konfluierenden Plaquemusters gekennzeichnet ist.

Transduktion

Der iiber Nacht auf Blutagar kultivierte Empfiangerstamm S. epidermidis 1585 wurde in einer
Konzentration von 0,5 bis 1x10'° CFU/ml entsprechend einer ODs7;3 von 11 in NB2+
suspendiert. Hiervon wurde 1 ml mit dem gleichen Volumen des plasmidtragenden
Phagenlysat in einem Phagen-Bakterien-Verhiltnis von 0,1 bis 1 fiir 30 min in einem
Schiittelinkubator bei 37 °C infiziert. Die Adsorption der Phagenpartikel wurde durch Zugabe
von 40 pul eiskaltem 1M Natriumcitrat gestoppt. Das Medium wurde bei 1560xg
abzentrifugiert, die Zellen zweimal in 2 ml BHI-Brithe mit 20 mM Natriumcitrat gewaschen
und in 3 ml des gleichen Mediums resuspendiert. Um die Expression der plasmidkodierten
Resistenzgene zu gewihrleisten, wurden die Bakterien in diesem Medium fiir 1 h in einem
Schiittelinkubator bei 37 °C inkubiert. Die Suspension wurde mit 3 ml BHI-Softagar, der mit

20 mM Natriumcitrat und 10 pg/ml Erythromycin versetzt war, gemischt und auf BHI-
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Agarplatten mit 10 pg/ml Erythromycin verteilt. Transduktanden wurden in der Regel nach
24 bis 48 h isoliert.

2.2.2.9 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Mit Hilfe der Pulsfeldgelelektrophorese wurde die Klonalitit der Bakterienstimme
untersucht. Zwei zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnene Bakterienisolate galten als
klonal identisch, wenn das Bandenmuster der Pulsfeldgelelektrophorese weniger als drei
Bandendifferenzen zeigte. Durchgefiihrt wurden die Pulsfeldgelelektrophoresen unter
Mithilfe von S. Scherpe (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, UK Hamburg-Eppendorf)
mit dem CHEFDR II (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland), wobei ein Standardprotokoll zur
Anwendung kam (Schwarzkopf et al. 1993).

2.2.2.10 Extraktion von RNA aus S. epidermidis

Fiir die Extraktion von Ribonukleinsduren aus S. epidermidis 1585, S. epidermidis 1585v
sowie den beiden Transposonmutanten S. epidermidis 1585-M254 und S. epidermidis 1585-
M266 wurde im Wesentlichen nach der von Dobinsky beschriebenen Methode verfahren
(Dobinsky und Mack 2001).

Eine Kolonie des Stammes wurde in 2 ml selektivem TSBgeL-Medium bei 37 °C und 200 rpm
tiber Nacht inkubiert. Diese Vorkultur wurde 1:100 in selektivem TSBeeL-Medium verdiinnt
und fiir weitere sechs Stunden bei 37 °C in Nunclon-Zellschalen (Durchmesser 9 cm)
inkubiert. Nach sechs Stunden wurden die Zellen geerntet, die ODs7g bestimmt und 5 min bei
5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Zugabe von 3 ml RNA Protect Bacteria Reagent
(Qiagen) wurden die Zellen bei langsamer Geschwindigkeit gevortext. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 5000 rpm und 4 °C fiir 5 min. Danach wurde das Pellet in 200 pl
TE-Puffer resuspendiert und unter Schiitteln fiir 25 min bei 37 °C mit 150 U/ml Lysostaphin
verdaut. Nach Zugabe von 700 pl RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen), 7 ul pB-
Mercaptoethanol und 15 s vortexen wurde die Probe in eine 2 ml Lysing Matrix Tube (Bio
101 Systems, Qbione, Morgan Irvine, CA, USA) mit Silikapartikeln iiberfiihrt. Der
Zellaufschluss erfolgte im Fast Prep Zelldisruptor (FB 120, BIO 101, Savant instruments,
Farmingdale, NY, USA) dreimal 20 s bei maximaler Geschwindigkeit. Sofort wurde der
Ansatz auf FEis gestellt. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer 1 min bei

Maximalgeschwindigkeit abzentrifugiert. Die weitere Bearbeitung des Uberstandes wurde
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unter Verwendung des RNeasy Mini Kits nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
RNA-Konzentration wurde photometrisch im GeneQuant Spektralphotometer bei 260 nm

bestimmt. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei —20 °C gelagert.

2.2.2.11 Relative Transkriptionsanalyse durch real-time-PCR

Bei der real-time-PCR ist dem PCR-Ansatz ein fluoreszierender Farbstoff Sybrgreen
beigefiigt, der unspezifisch an Doppelstrang-DNA bindet. Durch Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitdt nach jedem Zyklus kann festgestellt werden, ob Doppelstrang-DNA
durch die PCR-Reaktion entstanden ist. Die Dynamik der Floureszenzintensititszunahme
steht in quantitativer Beziehung zur DNA-Ausgangskonzentration der Probe.

Die Extraktion der Ribonukleinsdure wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt und diese
nach photometrischer Konzentrationsbestimmung in Aliquots von 5 pg Gesamt-RNA
aufgeteilt. Um auszuschlieBen, dass die Probe durch DNA-Reste verunreinigt ist, wurde ein
Verdau mit der RQ1 RNAse-freien DNAse (Promega, Madison, USA) nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Erfolg wurde mittels PCR im Vergleich zur unverdauten
Probe {iiberpriift. Diese wurde im iCycler (BioRad) unter Verwendung des 1Q SYBR Green
Supermix Kit (BioRad) und der Primer empbA2 for und empbA?2 rev nach den Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt. Nach einem initialen Denaturierungsschritt von 3 min bei 95 °C
folgten 40 Zyklen mit Denaturierung der DNA bei 95 °C fiir 30 s, Anlagerung der Primer bei
56,5 °C fiir 30 s und Synthese des Zweitstranges bei 72 °C fiir 30 s. Am Ende wurde das
System auf 4 °C heruntergekiihlt. Die mit DNAse verdauten RNA-Proben wurden nun mit
dem iScript™ cDNA Synthese Kit (BioRad) und der darin enthaltenen reversen Transkriptase
in cDNA umgeschrieben. Diese Reaktion wurde in einem Thermocycler mit beheiztem
Deckel (MWG) nach den Instruktionen des Herstellers durchgefiihrt. Nun erfolgte die relative
Transkriptionsanalyse im iCycler (BioRad) unter Verwendung des IQ SYBR Green Supermix
Kit (BioRad) und der Primer empbA?2 for und empbA2 rev. Es wurde nach den Angaben des
Herstellers vorgegangen und ein 35 Zyklen umfassendes Programm nach den oben
beschriebenen Bedingungen verwendet.

Transkriptionelle Unterschiede wurden nach der 22“T-Methode (Livak und Schmittgen
2001) berechnet. Diese Methode geht davon aus, dass es zu Beginn einer PCR in jedem
Zyklus zu einer Verdoppelung der Amplifikat-Kopienzahl kommt. Durch Bindung des im
PCR-Ansatz enthaltenen Fluoreszenzfarbstoffes an die entstandene Doppelstrang-DNA
kommt es im Verlauf des PCR-Programms zu einem exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz.
Ubersteigt die nach jedem Zyklus gemessene Fluoreszenz-Intensitit der Probe einen
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festgelegten Grenzwert, der weit am Beginn des exponentiellen Anstiegs liegt, so wird dies
vom Gerit registriert. Parallel wird die Transkription eines bekanntermaflen konstitutiv
exprimierten Gens mit untersucht, dessen Wert jeweils als Referenzwert abgezogen wird Aus
der zahlenmifBigen Distanz der Grenzwertiiberschreitungen unterschiedlicher Proben (AACT)

konnen Unterschiede in der DNA-Ausgangskonzentration berechnet werden.

2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Proteinen aus S. epidermidis

Fiir die Extraktion von Oberflichen-assoziierten Proteinen wurden Schiittelkulturen der
stationdren Wachstumsphase in TSBgsL (Ernte nach 24 h) eingesetzt. Zur Zellernte wurden
20 ml der Kulturen auf Eis entnommen, 15 min bei 5242xg und 4 °C zentrifugiert und einmal
in 5 ml PBS gewaschen. Es folgte ein erneutes Zentrifugieren fiir 15 min bei 5242xg, 4 °C.
Das Pellet wurde dann in 1000 ul 1xLDS-Probenpuffer fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.
Anschlieend wurden die Zelltriimmer 30 min bei 13280xg und 4 °C abzentrifugiert. Der

Uberstand konnte bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert werden.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Minigel

Es wurden NuPage® 4-12 % Bis-Tris Gradientengele (Invitrogen) mit Aliquots einer
Proteingesamtkonzentration von 0,01-1,0 ul beladen, die mit 1xLLDS-Probenpuffer versetzt
waren. Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Groe erfolgte in einer X Cell Sure Lock
Elektrophoresekammer bei 150 V fiir 45 min. Als Laufpuffer diente der NuPage® MES SDS

Running Buffer (Invitrogen).

Maxigel

Es wurden selbstgegossene SDS-Polyacrylamidgele verwendet, die nach folgendem Rezept
hergestellt wurden (Laemmli 1970). Zuerst wurde das 7,5 %ige Trenngel gegossen, wobei
APS und TEMED (Tetramethylethylendiamin) die Polymerisation auslosen. APS wurde vor
Gebrauch als 10 %ige [w/v] Stammldsung frisch angesetzt. Nach Aushirten des Trenngels
wurde das 4 %ige Sammelgel gegossen und Probentaschen durch das Einstecken eines

Kamms erzeugt. Das Gel wurde mit den Proteinproben beladen, die mit 1xLDS-Probenpuffer
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versetzt waren. Man liel} die Proben bei 25 mA in das Sammelgel einlaufen und trennte sie

bei 35 mA fiir ca. 3 h nach ihrer Gr68e auf. Als Laufpuffer diente 1xElektrophoresepuffer.

2.2.3.3 Immuno-Dot-Blot

Fiir die Extraktion von Proteinen wurden Schiittelkulturen der stationdren Wachstumsphase in
TSBeeL (Ernte nach 24 h) eingesetzt. Zur Zellernte wurden 20 ml der Kulturen auf Eis
entnommen, 15 min bei 5242xg und 4 °C zentrifugiert und einmal in 5 ml PBS gewaschen. Es
folgte ein erneutes Zentrifugieren fiir 15 min bei 5242xg und 4 °C. Danach wurden die Zellen
fiir 4x10 s mit einer Amplitude von 60 % ultraschallbehandelt und danach fiir 10 min bei
10 000 rpm zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden Verdiinnungsreihen (1:2 bis 1:32) mit
einem Endvolumen von 5 pl erstellt und auf eine mit Methanol vorbehandelte Invitrolon
PVDF-Blot-Membran (Invitrogen) aufgetragen. Anschlieend wurde fiir 1 h mit 3 % (wt/v)
BSA in PBS-Puffer bei Raumtemperatur geblockt. Zur Detektion von Embp wurde die
Membran mit dem anti-rEmpb17383-Kaninchenantiserum (1:5000 in PBST verdiinnt) fiir 2 h
inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS + Tween20 0,05 % fiir 3x15 min.
Alle Inkubationsschritte erfolgten auf dem Schiittelinkubator und wurden zwischendurch
jeweils einmal 15 min und zweimal 5 min mit PBST 0,05 % gewaschen. Danach wurde dieser
mit einem HRP-markiertem anti-Kaninchen-IgG, der 1:10 000 in PBST verdiinnt war,
gekoppelt. Die  Chemilumineszenz-Detektion der  Embp-spezifischen  Antigen-
Antikorperkomplexe erfolgte mit jeweils 1 ml ECL Western blotting detection reagent 1 und
2 (Amersham Bioscience) fiir 1min. Die Detektion erfolgte mit der

Rontgendetektionsmaschine Curix 60 (Agfa).

2.2.3.4 Western Blot

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer auf eine
Polyvinyldifluoridmembran (PVDF)-Nitrozellulosemembran (NCF) iibertragen. Die Gele
wurden im X Cell II Blot Module (Invitrogen) fiir 1 h bei 30 V auf eine Invitrolon PVDF-
Membran (Invitrogen) transferiert. Als Laufpuffer diente der NuPage Transferpuffer. Es
wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen.

Die Membran wurde danach zunichst mit 3 % (wt/v) BSA in 15 ml PBST 0,05% tiiber Nacht
bei 4 °C geblockt. Zur Detektion des Embp wurde die Membran mit anti-rEmbp-
Kaninchenantiserum (1:10000 in PBS + Tween20 0,05 %) fir 2h inkubiert. Alle

Inkubationsschritte erfolgten auf dem Schiittelinkubator und wurden zwischendurch jeweils
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einmal 15 min und zweimal 5 min mit PBS + Tween20 0,05 % gewaschen. Danach wurde
dieser mit einem HRP-markierten anti-Kaninchen-IgG gekoppelt. Die Chemilumineszenz-
Detektion der Embp-spezifischen Antigen-Antikorperkomplexe erfolgte mit jeweils 1 ml ECL
Western blotting detection reagent 1 und 2 (Amersham Bioscience) fiir 1 min. Die Detektion

der Banden erfolgte mit der Rontgendetektionsmaschine Curix 60 (Agfa).

2.2.3.5 Skim-Milk-Assay

Skim-Milk-Agar dient dem qualitativen Nachweis von Proteasen, die um den Impfstrich einen
klaren Hof im durch das Protein getriibten Medium bilden. Es wurde eine Einzelkolonie in
2 ml TSBssL suspendiert und bei 37 °C im Schiittelinkubator bei 200 rpm bis zu einer ODs7g
von 0,4 inkubiert. Auf den frischen Agar wurde mittig ein autoklaviertes, trockenes
Antibiotika-Testplittchen (Schleicher & Schuell, Durchmesser 9 mm) gelegt. Aus den
Kulturen wurden 10 ul Suspension mittig auf das Testplittchen gegeben. Die Platten wurden

bei 30 °C fiir 72 h inkubiert. Nach jeweils 24h wurden die Proteolysezonen vermessen.

39



3 Ergebnisse

Zentrales Ziel dieser Arbeit war, unter Verwendung eines genetischen Ansatzes icaADBC-
alternative Mechanismen der S. epidermidis-Biofilmbildung zu identifizieren. Hierzu wurde
zunidchst eine Transposonmutantenbank aus dem Biofilm-negativen, Aap-negativen und
icaADBC-negativen S. epidermidis-Stamm 1585 aufgebaut. Die jeweiligen
Transposonmutanten wurden mittels Biofilm-Assay hinsichtlich ihrer Fihigkeit zur
Biofilmbildung gepriift. Die funktionelle Assoziation zwischen Transposoninsertion und
Anderung des Biofilmphinotyps sollte durch Transduktion der jeweiligen chromosomalen
Transposoninsertionen in den Biofilm-negativen Ausgangsstamm gekldrt werden. Darauthin

erfolgte die genetische Analyse zweier Biofilm-positiver Transposonmutanten.

3.1 Erstellung einer Transposonmutantenbank

Durch ein Transposonmutagenese-Experiment kann ein einzelner Genort durch Insertion
eines transponierbaren genetischen Elements in zufélliger Weise inaktiviert werden. Fiir den
Transfer des Transposons Tn917, welches eine Erythromycin-Resistenz vermittelt (Shaw und
Clewell 1985), wurde hier das temperatursensitive Plasmid pTVIts verwendet. Dieses
Plasmid kodiert fiir eine Chloramphenicolresistenz. Der Verlust dieses Resistenzmarkers

konnte als Hinweis auf eine vollstdndige Eliminierung des Plasmids angesehen werden.

In aufeinander folgenden, entsprechend dem Vorgehen in Material und Methoden
durchgefiihrten Mutagenese-Experimenten wurden insgesamt etwa 5000 Klone isoliert. 17 %
der Klone wuchsen auch unter Chloramphenicolselektion und hatten somit das Plasmid
offensichtlich nicht eliminiert. Diese wurden verworfen. Die iibrigen etwa 4100 Klone
wurden auf BHI-Agar unter Erythromycin-Selektionsdruck isoliert und bei —80 °C zur

Archivierung eingefroren.

3.2 Untersuchung der Transposonmutantenbank zum Nachweis von
Biofilm-positiven Mutanten

Die 4100 Transposonmutanten, welche das Plasmid eliminiert hatten, wurden mittels des
Biofilm-Assays (Christensen et al. 1982) hinsichtlich einer Anderung ihres Phinotyps

untersucht. Pro Klon wurden zwei Nipfe einer NunclonA-96-well-Mikrotiterplatte zur
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Biofilmtestung beimpft. Nach Ubernachtkultur unter statischen Bedingungen wurde das
Medium verworfen und die Nipfchen zur Entfernung nicht-adhédrenter Zellen gespiilt. Nach
einem Trocknungsschritt wurden die adhédrenten Zellen mittels Gentianaviolett gefdarbt. Die
quantitative Biofilmbildung wurde dann durch Bestimmung der Absorption bei 570 nm
analysiert. Ab einem Wert von 0,1 galt der Klon als Biofilm-positiv. In diesem ersten
Screening wurden elf Transposonmutanten gefunden, die eine Anderung des Biofilm-
Phinotyps hin zu Biofilm-positivem Phénotyp zeigten. Die Mutanten wurden zunédchst durch
Anfertigung eines Antibiogramms charakterisiert. Es zeigte sich, dass alle Mutanten den
erwarteten Resistenzphinotyp aufwiesen: Zusitzlich zu der auch beim Wildtyp
nachweisbaren Gentamicin-Resistenz fand sich bei allen Mutanten eine Erythromycin-
Resistenz sowie eine induzierbare Clindamycin-Resistenz. Keine Mutante war resistent
gegeniiber Chloramphenicol, hinweisend auf eine Elimination des Plasmids wihrend der
Transposonmutagenese. Die tatséchliche Elimination wurde durch Plasmidpriparation

nachgewiesen.

Um die Klonalitdt der Mutanten zu zeigen, wurde eine PFGE chromosomaler DNA nach
Spaltung mit dem Restriktionsenzym Smal durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass - entsprechend
den gingigen Kriterien zur Beurteilung der klonalen Verwandtschaft - der Biofilm-negative
Ausgangsstamm 1585 sowie die resultierenden Transposonmutanten als klonal identisch
beurteilt werden konnten. Dies zeigt, dass die im Rahmen der Transposonmutagenese
kultivierten Bakterien tatsdchlich aus dem Ausgangsstamm hervorgegangen waren und
dementsprechend keine Kontaminanten darstellten. Interessanterweise konnte im Vergleich
zum Bandenmuster des Stamms 1585 bei einzelnen Mutanten singulidre Anderungen des
Bandenmusters festgestellt werden. Diese konnen als Ausdruck der Insertion des Transposons

in die jeweiligen Smal-Fragmente des Wildtyps aufgefasst werden.
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Abbildung 3-1: Untersuchung der klonalen Verwandtschaft von Transposonmutanten
und dem Biofilm-negativen Ausgangsstamm 1585.

Smal-gespaltene DNA der S. epidermidis-Stimme wurde mittels PFGE aufgetrennt und die
resultierenden Banden durch Ethidiumbromid-Firbung dargestellt. Im Vergleich zum
Ausgangsstamm weisen die Transposonmutanten keine signifikanten Anderungen der
Bandenmuster auf. Dies belegt die Klonalitit der Mutanten und des Ausgangsstamms. Bei
einzelnen Mutanten zeigen sich im Vergleich zum Wildtyp 1585 singulédre verinderte Banden
(1585-M4, -M75, -M108, -M135). Man kann annehmen, dass diese Anderungen auf die
Insertion des Transposons zuriickzufiihren ist.

Bei Wiederholung der Biofilm-Testungen zeigte sich, dass bei neun der elf Mutanten
Schwankungen des Biofilm-Phénotyps auftraten. Auf Grund dieser phédnotypischen
Instabilitdt wurden nur die Mutanten M254 und M266 weiter untersucht.

Um zu priifen, ob tatsédchlich die Transposoninsertionen, und nicht unabhéngige genetische
Ereignisse, die wihrend der Transposonmutagenese aufgetreten sein konnten, Ursache fiir die
beobachtete Phinotypidnderung sind, wurden zunichst die Insertionsorte des Transposons in
den Mutanten M254 und M266 mittels Phagentransduktion in den Wildtyp-Stamm
S. epidermidis 1585wt zuriicktransduziert. Die dadurch entstandenen Mutanten S. epidermidis
1585-M254 und S. epidermidis 1585-M266 zeigten ebenfalls eine verstirkte Biofilmbildung.
Hierdurch konnte die genetische Verbindung zwischen der Transposoninsertion und der
verdnderten Biofilmbildung bestiitigt werden. Fiir alle weiteren Experimente wurden diese

Transduktanden verwendet.
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Abbildung 3-2: Quantitative Analyse der Biofilmbildung des Wildtyps 1585 sowie der
Mutanten 1585-M254 und 1585-M266 im Biofilmassay.
Wihrend der Wildtypstamm keine Biofilmbildung zeigt, sind die Mutanten zur Ausbildung

eines starken Biofilms in der Lage. Die Séulen reprisentieren den Mittelwert aus zwolf
Messwerten, die in drei unabhingigen Experimenten erhoben wurden.

3.3 Phdnotypische Untersuchung der Transposonmutanten 1585-

M254 und 1585-M266

3.3.1 Untersuchung der Wachstumskinetik in Schiittelkultur

Um zu zeigen, dass die beobachtete stirkere Biofilmbildung der Mutanten 1585-M254 und
1585-M266 nicht durch eine erhohte Zelldichte entsteht, wurde das Wachstum in
Schiittelkulturen iiber einen Zeitraum von 36 Stunden beobachtet. Zum Vergleich wurden der
Biofilm-negative Ausgangsstamm 1585 und der stark Biofilm-bildende Stamm 1585v
mitgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass beide Transposonmutanten ein annidhernd gleiches
Wachstum wie der Ausgangsstamm zeigten, besonders in den ersten zehn Stunden. Das
exponentielle Wachstum setzte in allen Schiittelkulturen nach circa vier Stunden ein und die
stationédre Phase wurde nach zehn Stunden erreicht. Nach 24 Stunden konnte ein Absterben
der Bakterien beobachtet werden. Einzig die Transposonmutante M254 zeigte bereits ein

Absterben nach zehn Stunden.
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Abbildung 3-3: Analyse der Wachstumskurve der Mutanten 1585-M254 und 1585-M266
im Vergleich zum Wildtyp 1585 sowie dem Stamm S. epidermidis 1585v.

Die Bakterien wurden in TSB bei 37 °C unter stindiger Bewegung (200 rpm) kultiviert. An
den angegebenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und die Absorption bei einer
Wellenlinge von 600 nm bestimmt. Die Grafik zeigt den Verlauf eines typischen
Experiments.

3.3.2 Zellclusterbildung

Zur weiteren Charakterisierung der Biofilm-bildenden Transposonmutanten 1585-M266 und
1585-M254 wurden statische Kulturen in NunclonA-Schalen (Durchmesser 9 cm)
angeziichtet. Als Vergleich wurden, wie schon bei der Kontrolle des Wachstumsverhaltens in
Schiittelkulturen, der Ausgangsstamm 1585 und der stark Biofilm-positive Stamm 1585v
mitgefithrt. Ebenso wie der stark Biofilm-bildende Stamm 1585v zeigten auch die
Transposonmutanten ein aggregatives Wachstum, welches sich in Form grofler Zellcluster
zeigte. Diese waren insbesondere bei der Mutante M254 zu beobachten. Des Weiteren zeigte
sich, dass im Vergleich zum Biofilm-negativen Ausgangsstamm 1585 der gebildete Biofilm

schwieriger von der Schalenoberfliche ablosbar war und eine zdhere Struktur aufwies.
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Abbildung 3-4: Zellcluster-Bildung nach 24-stiindiger Inkubation bei 37 °C in TSB-
Medium in Nunc-Zellkulturschalen.

Nach Inkubation wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellscrapers von der Obertliche
mobilisiert und die Zellcluster in den Kulturschalen eingescannt. Die Mutante 1585-M254
zeigt hier besonders deutlich sichtbare Zellklumpen im Vergleich zum Wildtyp.
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3.4 Genetische Analyse der Transposonmutanten 1585-M254 und
1585-M266

Um zu kliren, welche exakten genetischen Anderungen zum beobachteten Phinotyp einer
verstirkten Biofilmbildung fiihrten, sollten die Orte der Transposoninsertion in den Mutanten
1585-M254 und 1585-M266 identifiziert werden. Hierzu wurde eine arbitrary-primed PCR
durchgefiihrt. Mit Hilfe der arbitrary-PCR lassen sich die flankierenden chromosomalen
Sequenzen von Tn9/7-Insertionen in S. epidermidis-Mutanten schnell identifizieren
(Knobloch et al. 2003). Da mittlerweile zwei S. epidermidis Genome vollstindig sequenziert
wurden, reichen bereits kurze Nukleotid-Sequenzen zur Identifizierung des Genortes aus. Es
wurden sechs Tn917-spezifische Primer benutzt, die homolog zum 5'- und 3'-Ende des
Transposons Tn917 sind, sowie drei arbitrary-Primer. Der erste Schritt der arbitrary-PCR
wird bei niedrigen Temperaturen amplifiziert. Um unspezifische Bindungen der Tn9/7-
Primer bei niedrigen Temperaturen zu verhindern, werden im zweiten Schritt Tn9/7-Primer
verwendet, die distaler lokalisiert sind. Jede arbitrary-PCR wurde mehrfach wiederholt, um

die Reproduzierbarkeit der identifizierten Tn9/7-Insertion zu iiberpriifen.

Abbildung 3-5: Gelelektrophoretische Auftrennung der mittels arbitrary-primed PCR
amplifizierten Tn917-Insertionen in der Transposonmutante S. epidermidis 1585-M 254.
Mit derselben Methode konnten die Tn9/7-Insertionen auch fiir die Transposonmutante
S. epidermidis 1585-M266 identifiziert werden.
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Die so gefundenen DNA-Amplifikate wurden aus 2 %igem Agarose-Gel ausgeschnitten, nach
Protokoll aufgereinigt (Macherey Nagel Nucleo Spin II) und sequenziert. Die Analyse der
ermittelten Sequenzen ergab, dass sich in beiden Mutanten jenseits des Ubergangs von Tn917
in das S. epidermidis-Genom die Sequenz des Staphylococcal accessory gene regulators A

(sarA) befand.

3.5 Analyse der Tn917-Insertion in der kodierenden Sequenz des
Staphylococcal accessory regulators sarA

Das nichste Ziel war nun, die Insertion des Transposons in sarA zu bestitigen, die exakte
Insertionsposition zu definieren sowie die Frage zu klédren, in welcher Orientierung das
Transposon in das S. epidermidis-Genom integriert wurde. Hierzu wurde eine PCR mit den
Primern sarA_for und sarA_rev durchgefiihrt. Diese wurden kombiniert mit Primern, welche
am 5°‘-Ende oder dem 3‘-Ende von Tn9/7 Bindungsstellen und eine aus dem Transposon
heraus gerichtete Leserichtung aufweisen (Abbildung 3-6 A). In Abhingigkeit davon, mit
welcher Kombination von Primern ein Amplifikat erzeugt werden kann, ldsst sich durch
diesen Ansatz die Orientierung des Transposons im S. epidermidis-Genom festlegen.
Tatsédchlich konnte sowohl bei Mutante M254 als auch M266 Amplifikate dargestellt werden.
Hieraus ergibt sich, dass die auf dem Transposon lokalisierte ermB-Resistenzkassette nahe am

Startkodon von sarA lokalisiert ist (Abbildung 3-6 B).
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Abbildung 3-6: Tn917-Insertion in sarA

(A) Schematische Darstellung der sarA-kodierenden Sequenz und der méglichen
Organisation der Tn917-Insertion. Grundsitzlich kann das Transposon in zwei
unterschiedlichen Orientierungen in das Genom integriert worden sein. In Abhéngigkeit
hiervon weist das ermB-Gen in Richtung des Transkriptionsstarts von sarA oder von diesem
weg. Unter Verwendung verschiedener Kombinationen der Primer sarA_for und sarA_rev
sowie Tn5° und Tn3‘ war es moglich, die Organisation der Insertion niher zu beschreiben.
Die Abbildung ist nicht mafstabsgetreu.

(B) Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten nach Amplifikation mit
den Primern sarA_for und sarA_rev. Lediglich mit den Primern sarA_for/Tn3‘ und
sarA_rev/Tn5‘ konnten bei den Mutanten M254 und M266 Amplifikate erzeugt werden.
Hieraus kann auf die Orientierung des Transposons im Genom riickgeschlossen werden.
Durch Sequenzierung der Amplifikate erfolgte die exakte Bestimmung des Insertionsortes.
Als Kontrolle wurde chromosomale DNA der Stamme S. epidermidis 1585 und S. epidermidis
1585v mitgefiihrt.
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Die hierdurch erzeugten DNA-Amplifikate wurden nach Gelaufreinigung sequenziert und die
Sequenz mittels BLASTn Analyse weiter untersucht. Die detaillierte Betrachtung der
Sequenzierung zeigte, dass sowohl bei der Mutante 1585-M254 wie auch 1585-M266 die
Tn917-Insertion an der Position des Nucleotids 160 der sarA-kodierenden Sequenz lokalisiert

ist.

TAANGAAGAGGAATATTATCTT ATCTTAAGATATTATCAATCA

nt1

nt 375

sarA (S. epidermidis)
Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der chromosomalen Tn917-Insertion in
Mutante 1585-M254.
Die Sequenzanalyse zeigte, dass in dieser Mutante die Tn9/7-Insertion an Position des
Nucleotids (nt) 160 in der kodierenden Sequenz von sarA (dicker Pfeil) lokalisiert ist. Die
Transposoninsertion wird flankiert von direct repeats (fiinf Nucleotide, fett). Der Pfeil iiber
dem Transposonsymbol zeigt die Transkriptionsrichtung des auf Tn9/7 lokalisierten ermB an.

3.6 Verdnderung des Musters der Oberflichenproteine

Es ist bekannt, dass sarA als globaler Regulator pleiotrope Effekte auf die Expression
verschiedener S. epidermidis-Oberflachenproteine hat (Fluckiger et al. 1998). Daher sollte der
Einfluss der sarA-Inaktivierung auf die Oberflichenproteinexpression von S. epidermidis
1585-M254 und 1585-M266 untersucht werden. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden
Oberfliachenproteinpréparationen durchgefiihrt und diese mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
analysiert. Hierbei wurden jeweils die transduzierten Stimme eingesetzt und der
Ausgangsstamm S. epidermidis 1585 als Vergleich mitgefiihrt. Es zeigten sich beim Vergleich
der Bandenmuster zwischen dem Wildtyp 1585 und den Mutanten 1585-M254 und 1585-
M266 signifikante Unterschiede. So exprimierte der Wildtyp 1585 ein etwa 150 kDa Protein,
welches bei den Mutanten jeweils nicht nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus fand
sich bei 1585 eine etwa 115 kDa grofle Bande, die bei beiden Mutanten gleichermaflen in
ihrer Intensitit vermindert war. Demgegeniiber konnte festgestellt werden, dass beide
Mutanten ein etwa 60 kDa beziehungsweise 55 kDa grofles Protein exprimierten, welches
beim Wildtyp 1585 nicht oder nur sehr schwach gefunden werden konnte. Um die

differentiell exprimierten Proteine zu identifizieren, wurden die jeweiligen Banden aus dem
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Gel ausgeschnitten und nach tryptischem Verdau unter Verwendung von Trypsin mittels
Massenspektrometrie analysiert. Hierbei zeigte sich, dass es sich bei allen differentiell

exprimierten Proteinen um das S. epidermidis Autolysin E (AtIE) handelt.
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Abbildung 3-8: Analyse von Oberflichenproteinen der Stimme 1585, 1585-M254 und
1585-M266.

Gleiche Mengen einer Oberflichenproteinpriparation der Stamme 1585, 1585-M254 und
1585-M266 wurden auf einem 4 bis 12 % Bis-Tris Gradientengel aufgetrennt und nach
Coomassie gefirbt. Die differentiell exprimierten Banden (schwarze Pfeilkopfe) wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und nach tryptischen Verdau mittels ESI Massenspektrometrie
identifiziert. Alle Proteine konnten eindeutig als das S. epidermidis Autolysin E (AtIE)
identifiziert werden.

Die Ergebnisse der Oberflachenproteinanalyse zeigen, dass die Inaktivierung von sarA in den
Mutanten 1585-M254 und 1585-M266 vor allem zu einer Verdnderung der Isoformen-Muster
des S. epidermidis Autolysins E fiihren.

3.7 Analyse der Protease-Aktivitit der Transposonmutanten

In der Gelelektrophorese der Oberfldchenproteine zeigten sich deutlich verdnderte Banden bei
den Transposonmutanten. Besonders augenfillig war eine starke Modifikation des
Isoformenmusters von AtlE. Eine mogliche Ursache fiir dieses verdnderte Profil konnte in
einer verstirkten Proteaseexpression mit konsekutiver proteolytischer Prozessierung von AtlE
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sein. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden die verschiedenen Stimme mittels eines so
genannten  Skim-Milk-Agar-Tests untersucht. Bei diesem kann eine verstirkte
Proteaseaktivitit durch eine Zunahme einer hydrolytischen Zone um auf dem Agar inokulierte
Bakterienkolonien abgeschitzt werden. In diesem Test zeigte sich, dass nach 72 Stunden
Inkubation bei 37 °C die Stimme 1585-254 und -266 im Vergleich zum Wildtyp eine
signifikant vergroBerte Hydrolysezone aufwiesen. Diese Untersuchung zeigt, dass die
Inaktivierung von sarA in den Transposonmutanten zu einer verstirkten Expression von

Proteasen fiihrt.
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Abbildung 3-9: Hydrolysezonen in cm nach 24-, 48- und 72-stiindiger Inkubation.

Die Transposonmutanten und der Stamm 1585 wurden in TSB fiir 24 h vorinkubiert und dann
mittels Filterplittchen auf Skim-Milk-Agar aufgebracht. Wihrend der 72-stiindigen Inkubation
bei 30 °C wurden alle 24 Stunden die Hydrolysezonen vermessen.

3.8 Untersuchung der Embp-Expression in der Mutante 1585-M254

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
Embp in S. epidermidis 1585 zu einem Biofilm-positiven Phéinotyp fiihrt. Aus diesem Grund
sollte gepriift werden, ob die Inaktivierung von sarA zu einer verstirkten Embp-Produktion
fiihrt. Um diese Frage zu untersuchen, wurde Embp zundchst in geometrisch verdiinnten
Oberflidchenproteinpréparationen von S. epidermidis 1585 und 1585-M254 mittels eines Dot-
Immuno-Assays unter Verwendung des Embp-spezifischen Kaninchenantiserums anti-
rEmbp6599 (Christner et al. 2010) semiquantitativ dargestellt. Es zeigte sich, dass beim
Stamm S. epidermidis 1585 nur bis zu einer Verdiinnung von 1:2 ein als positiv zu

betrachtendes Signal nachweisbar war. Im Gegensatz dazu war bei Mutante 1585-M254 bis
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zu einer Verdiinnung der Oberflidchenproteine von 1:16 ein Signal detektierbar. Dies weist
darauf hin, dass die Inaktivierung von sarA tatsdchlich zu einer verstirkten Embp-Produktion

fiihrt.

Oberflachenproteine (reziropke Verdiinnung)
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Abbildung 3-10: Nachweis einer Embp-Expression.

Zur Untersuchung der Embp-Expression wurden Oberflichenproteinpriparationen der
Stamme 1585 und 1585-M254 geometrisch verdiinnt und 10 pl der jeweiligen Verdiinnung
auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Membran wurde mit anti-rEmbp2588 (1:10 000)
inkubiert und gebundene Antikorper mit Peroxidase-markiertem anti-Kaninchen-IgG mittels
Chemilumineszenz detektiert. Der Stamm 1585v, welcher Embp iiberexprimiert (Christner et
al. 2010), diente als Positivkontrolle.

Um die verstirkte Embp-Expression in der Mutante 1585-M254 mit einem unabhéngigen
Verfahren zu iiberpriifen, wurde die embp-Expression in RNA-Préparationen der Stimme
S. epidermidis 1585 und 1585-M254 mittels semiquantitativer real-time-PCR untersucht.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass in der exponentiellen Wachstumsphase embp in der
sarA Mutante im Vergleich zum Wildtyp signifikant um den Faktor 231,1 (Bereich 128 bis
294) heraufreguliert war. Auch am Ubergang von der exponentiellen in die stationire Phase
fand sich in der Mutante noch eine embp-Heraufregulation um den Faktor 74,7 (Bereich 49,6
bis 108,9). Diese Untersuchungen machen deutlich, dass die verstirkte Embp-Produktion in
der sarA-Mutante zumindest teilweise durch eine verstirkte embp-Transkription erklart

werden kann.
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4 Diskussion

Staphylococcus epidermidis ist einer der bedeutendsten Keime im Rahmen Fremdkorper-
assoziierter Infektionen. Von iiberragender Bedeutung fiir die Entstehung einer
S. epidermidis-Infektion ist die Fihigkeit des Erregers auf kiinstlichen Oberflichen
sogenannte Biofilme zu bilden (Otto 2009). Tatséichlich konnte die Bildung dieser besonderen
bakteriellen Wachstumsform auf ex vivo gewonnenen Implantaten elektronenmikroskopisch
dargestellt werden (Peters et al. 1982). Zudem konnte durch die Untersuchung von definierten
Mutanten in Tiermodellen gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur Biofilmbildung von
entscheidender Bedeutung fiir die Virulenz des Erregers ist (Mack 1999; Vuong et al. 2004b).
Umso erstaunlicher ist es, dass im klinischen Alltag hiufig S. epidermidis aus Fremdmaterial-
assoziierten  Infektionen  angeziichtet = werden  koOnnen, die  unter in-vitro-

Wachstumsbedingungen keinen Biofilm bilden.

Unter der Annahme, dass die Féahigkeit zur Biofilmbildung als entscheidender Faktor fiir die
Entstehung einer S. epidermidis-Infektion zu betrachten ist, sollte vor dem Hintergrund dieser
epidemiologischen Situation die Hypothese gepriift werden, dass bei diesen klinisch
signifikanten, jedoch in vitro Biofilm-negativen Stammen Mechanismen zur Biofilmbildung
beitragen, die zwar moglicherweise in vivo exprimiert, jedoch in vitro supprimiert werden.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde eine Transposonmutagenese des klinisch
signifikanten, aber in vitro Biofilm-negativen S. epidermidis-Stamm 1585 durchgefiihrt. Es
wurden Mutanten gesucht, die eine im Vergleich mit dem Waildtypstamm verstirkte
Biofilmbildung aufweisen. Dass der Stamm 1585 potentiell in der Lage ist einen Biofilm zu
bilden, wurde in vorrausgegangenen Untersuchungen bereits gezeigt. So war es durch Passage
und Selektion adhirenter Zellen gelungen, eine Biofilm-positive Subpopulation dieses
Stamms zu erzeugen. Bei dieser als 1585v bezeichneten Subpopulation beruht die Fihigkeit
zur Biofilmbildung auf einer Uberexpression des extracellular matrix binding proteins
(Embp). Embp wird unter in vitro Bedingungen nicht exprimiert, was einen Biofilm-negativen
Phinotyp trotz Nachweis des kodierenden Gens erklirt. Genetische Untersuchungen belegten,
dass im Stamm 1585v die Uberexpression von Embp auf eine groBere chromosomale
Umlagerung zuriickzufiihren ist, bei der Anteile des embp-Gens in frame mit dem Promotor
des Gens msrR fusioniert wurden (Christner et al. 2010). Die bei S. epidermidis 1585v
nachweisbare Embp-Expression kann demnach als artifiziell betrachtet werden, der Stamm

zeigt aber prototypisch, dass die Induktion von in vitro stummen Genen potentiell Einfluss auf
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die Biofilmbildung nehmen kann. Diese Induktion ist zum Beispiel durch die Expression
positiver Regulatoren moglich, jedoch auch durch die verminderte Expression negativer
Regulatoren.

Es ist zum Beispiel gut bekannt, dass der alternative Sigmafaktor 6® als ein positiver
Regulator die S. epidermidis-Biofilmbildung steuert (Knobloch et al. 2001; Knobloch et al.
2004). ¢® kontrolliert die Expression des ica-Operons durch Unterdriickung der Expression
von icaR und dadurch die PIA-Synthese und Biofilmbildung bei S. epidermidis (Knobloch et
al. 2004). Durch Ausschalten von 6® kam es zu einem deutlichen Riickgang der PIA-Synthese
und Biofilmbildung (Knobloch et al. 2004). Der hier gewihlte Versuchsansatz macht die
Identifizierung solcher positiver Regulatoren eher unwahrscheinlich, da das Prinzip der
Transposonmutagenese ja gerade auf der Inaktivierung einzelner Gene beruht. Eine
Moglichkeit positive Regulatoren durch die zufillige Insertion von beweglichen genetischen
Elementen zu finden, wire der Einsatz anderer Transposonmutagenesesysteme, die zum
Beispiel zu einer Insertion konstitutiv aktiver Promotoren in das Chromosom einfithren und
hieriiber stumme Gene exprimieren.

Tatsédchlich gelang es aber, zwei Mutanten zu isolieren, welche im Biofilmassay einen
Biofilm-positiven Phinotyp zeigten. Die genetische Charakterisierung der Tn9/7-
Insertionsorte zeigte, dass die Transposoninsertionen in dem fiir den globalen Regulator sarA
kodierenden Genort lokalisiert waren. Der Nachweis eines Biofilm-positiven Phénotyps nach
sarA-Inaktivierung zeigt, dass es sich bei diesem Regulator im Stamm 1585 um einen
negativen Regulator der S. epidermidis-Biofilmbildung handelt.

SarA ist ein globaler Regulator, welcher erstmals bei S. aureus beschrieben wurde. Zum Teil
direkt durch Bindung an Promotorstrukturen, zum Teil indirekt durch Modulation des agr-
Systems steuert sarA in S. aureus die Expression von verschiedenen Virulenzfaktoren wie
Himolysinen und zellwandassoziierten Proteinen (Cheung et al. 2004). Auch bei
S. epidermidis konnte ein dem sarA bei S.aureus homologes Gen identifiziert werden
(Fluckiger et al. 1998).

Der sarA-Locus bei S. epidermidis besteht aus drei {iberlappenden transkriptionellen
Einheiten, die ihren Ursprung in der Expression von drei individuellen Promotoren P1 bis P3
haben (Cheung et al. 2008). P1 hat eine deutliche Homologie zu GB—abh'aingigen Promotoren,
die iiblicherweise bei vermehrtem Stress, zum Beispiel hohe Salzkonzentrationen, exprimiert
werden. Die Expression von P1 ist bei S. epidermidis am stérksten in der postexponentiellen
Wachstumsphase. P2 zeigt Ahnlichkeiten zum GA—abh'aingigen Promotor von B. subtilis. Fir

P3 fanden sich keine eindeutigen Sequenz-Homologien (Fluckiger et al. 1998).
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Insgesamt besteht zwar eine 86 %ige Homologie des sarA-Gens von S. epidermidis zu sarA
bei S. aureus, auffillig ist aber, dass die Promotor-Regionen bei S. epidermidis deutlich
dichter liegen. Zudem ist in den auBlerhalb der kodierenden Sequenzen liegenden
Genabschnitten nur noch eine 50 %ige Homologie zu S. aureus finden. Diese Differenzen
konnen auf unterschiedliche Aktivierungsmoglichkeiten und Regulationsmechanismen bei
S. aureus und S. epidermidis hindeuten (Fluckiger et al. 1998).

Bei S. aureus kontrolliert sarA durch Modulation der Expression des accessory gene
regulators (agr) sowohl die Synthese extrazelluldrer Proteine als auch die Synthese von
Zellwand-assoziierten Proteinen. Inaktivierung von agr fithrt zu einer verminderten
Produktion von Exoproteinen, wohingegen die Synthese einiger Oberflichenproteine
heraufreguliert wird (Fluckiger et al. 1998). Bei S. aureus besteht der agr-Lokus aus fiinf
Genen, die sich aus zwei unterschiedlichen Transkriptionseinheiten - RNA Il und
RNA III - zusammensetzen. Die Transkription wird durch die Promotoren P2 und P3
vermittelt (Fluckiger et al. 1998). SarA-Genprodukte konnen direkt an den agr-Promotor
binden und so die Synthese bestimmter Proteine durch Veridnderung der Transkription
vermitteln.

Ein agr-Homolog wurde auch bei S epidermidis beschrieben, die Homologie zu S. aureus ist
jedoch geringer als die sarA-Homologie. Es liegt aber nahe, dass eine dhnliche Interaktion
zwischen sarA und agr wie bei S. aureus existiert (Fluckiger et al. 1998; Kong et al. 2006).
Eine Beteiligung von sarA an der Kontrolle der S. epidermidis-Biofilmbildung konnte bereits
vor einiger Zeit dokumentiert werden. So zeigte sich, dass in einem icaADBC-positiven und
PIA-produzierenden Stamm die Inaktivierung von sarA zu einer deutlichen Abnahme der
PIA-Bildung und somit zu einer verminderten Biofilmbildung fiihrt (Tormo et al. 2005).

In einem solchen genetischen Hintergrund ist sarA demnach ein positiver Regulator der
Biofilmbildung. Diese Funktion wird direkt durch die Bindung an den icaA-Promotor
vermittelt: Nach Bindung von sarA wird die icaADBC-Expression verstirkt, was zur
Produktion groBer PIA-Mengen und damit zur Biofilmbildung fiihrt (Tormo et al. 2005).
Diese Befunde scheinen zunidchst im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten zu stehen,
welche klar zeigen, dass die Inaktivierung von sarA in S. epidermidis 1585 zu einem Biofilm-
positiven Phénotyp fiihrt. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu verstehen, dass dieser
Stamm icaADBC-negativ ist, also nicht zu einer PIA-abhingigen Form der S. epidermidis-
Biofilmbildung fdhig ist. Bei diesem Stamm konnen demnach ausschlieBlich PIA-

unabhingige Mechanismen der Biofilmbildung aktiviert werden. Die hier vorgestellten Daten
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zeigen, dass sarA als negativer Regulator solcher PIA-unabhingiger Mechanismen der
S. epidermidis-Biofilmbildung fungiert.

In der Vergangenheit konnten verschiedene PIA-unabhingige Mechanismen der
S. epidermidis-Biofilmbildung beschrieben werden. Diese Mechanismen beruhen auf der
Expression von Zelloberflichenproteinen, die als interzelluldre Adhésine fungieren und PIA
somit funktionell substituieren. Das erste S. epidermidis-Protein mit Biofilm-induzierender
Funktion ist das accumulation associated protein (Aap) (Hussain et al. 1997). Aap stellt sich
im SDS-PAGE als 240 kDa grofBes Protein dar, welches in unterschiedlichen Isoformen auf
der Zelloberfliche exprimiert wird (Rohde et al. 2005; Banner et al. 2007). Bedeutsam ist,
dass die bloBe Expression von Aap nicht grundsitzlich zu einem Biofilm-positiven Phinotyp
fiihrt, sondern hierfiir vielmehr eine proteolytische Aktivierung notwendig ist. Hierbei wird
durch eine bislang nicht bekannte Protease die sogenannte A-Domine des Proteins
abgespalten. Die noch in Zellwand-gebundener Form verbleibende B-Domine fungiert dann
als interzelluldres Adhésin und fiihrt zur Zellaggregation und Biofilmbildung (Rohde et al.
2005). Aap ist in klinischen S. epidermidis-Isolaten weit verbreitet, etwa 80 % aller Stimme
besitzen das fiir Aap kodierende Gen (Rohde et al. 2004; Rohde et al. 2007). Der Stamm
S. epidermidis 1585, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist jedoch Aap-negativ (Christner
et al. 2010). Somit kann der bei der Mutante 1585-M254 beobachtete, Biofilm-positive
Phinotyp nicht auf einer verinderten Aap-Expression oder modifizierten Aap-Prozessierung
beruhen.

Als weiteres Oberfldchenprotein, welches Biofilm-induzierende Eigenschaften aufweist,
konnte kiirzlich das extracellular matrix binding protein Embp identifiziert werden (Christner
et al. 2010). Embp ist mit einem errechneten Molekulargewicht von 1 MDa das grofite
Protein, das bei Staphylokokken gefunden werden kann (Reva und Tummler 2008). Die
bioinformatische Analyse des Proteins zeigt, dass Embp einen charakteristischen modularen
Aufbau besitzt. Neben einem N-terminalen Exportsignal, welches fiir die extrazelluldre
Lokalisation notwendig ist, finden sich sogenannte FIVAR (Found in Various Architectures)-
und GA (G-related albumin-binding)-Module (Christner et al. 2010). Am C-Terminus ist eine
putative Transmembrandoméne lokalisiert, welche vermutlich die Bindung des Proteins an die
Zelloberflache realisiert (Christner et al. 2010). Embp wurde zunichst durch seine
Fibronektin-bindenden Eigenschaften identifiziert (Williams et al. 2002). Auf Grund dieser
ging man zunichst davon aus, dass Embp vor allem in der frithen Phase der S. epidermidis-
Biofilmbildung funktionelle Relevanz besitzen konnte. Tatsdchlich konnte gezeigt werden,

dass die Embp-vermittelte Bindung an Fibronektin notwendige Voraussetzung fiir die
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Entstehung eines S. epidermidis-Biofilms auf Fibronektin-beschichteten Oberflichen ist
(Christner et al. 2010). Neben der Bedeutung von Embp in der Phase der priméren Bindung
konnte zusitzlich auch eine Rolle bei der Biofilmakkumulation dargestellt werden: Embp
besitzt auch interzelluldr adhidsive Eigenschaften (Christner et al. 2010). Das Embp-
kodierende Gen ist in klinischen S. epidermidis-Isolaten weit verbreitet, es kann bei nahezu
allen Staimmen nachgewiesen werden (Rohde et al. 2007). Auch ist Embp in S. epidermidis
1585 nachweisbar. Tatsdchlich konnte in Vorarbeiten bereits gezeigt werden, dass die
Uberexpression dieses Gens in einer Biofilm-positiven Subpopulation von S. epidermidis
1585 direkt fiir die Ausbildung mehrschichtiger Zellaggregate verantwortlich ist (Christner et
al. 2010). Aus diesem Grund war eine naheliegende Hypothese, dass Embp auch in der
Biofilm-positiven Mutante 1585-M254 funktionell an der Biofilmbildung beteiligt sein
konnte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Embp-Expression in der Mutante
1585-M254 mit der des Wildtyps 1585 verglichen. Mittels quantitativer RT-PCR lie83 sich in
der Tat bei der Mutante eine im Vergleich zum Wildtyp hochregulierte Embp-Transkription
finden. Dieser Befund konnte auch auf Proteinebene nachvollzogen werden. In einem Dot-
Immunoassay zeigte sich, dass die Mutante groe Embp-Mengen auf der Zelloberfliche trigt.
Es erscheint daher moglich, dass Embp an der Biofilmbildung der Mutante 1585-M254
funktionell beteiligt sein konnte. Weitere Untersuchungen miissen nun dieser Frage
nachgehen. Eine geeignete Methode, die funktionelle Relevanz fiir den Biofilm-positiven
Phinotyp zu priifen, wire die Inaktivierung des Gens in der Mutante 1585-M254. Sollte diese
MaBnahme zu einem Biofilm-negativen Phénotyp fiihren, so konnte dies als genetischer
Beleg fiir die Relevanz von Embp bei der Biofilmbildung durch die Mutante 1585-M254
gewertet werden.

Der Befund einer transkriptionellen Uberexpression von Embp in der Mutante 1585-M254 ist
auch in einer weiteren Hinsicht fiir unser Verstindnis der Biologie von Embp bedeutsam:
Bislang war es nicht gelungen, S. epidermidis-Stimme zu finden, die unter in vitro-
Kulturbedingungen Embp exprimieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig, dass
die Expression des spezifischen Regulators sarA mit der Embp-Expression interferiert. Somit
ist es erstmals gelungen, Einblick in die komplexe Regulation von Embp zu erhalten. Auch
hier wird es zukiinftig notwendig sein, die exakten Modalititen dieser Regulation zu
analysieren. Eine zentrale Frage ist hierbei vor allem, ob die Interferenz von sarA mit der
Embp-Expression direkt, also durch Bindung des Regulators an den Promotor von Embp
zustande kommt, oder ob weitere zwischengeschaltete Regulatoren hierfiir verantwortlich

sind.
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In der Analyse der Zelloberfldachen-assoziierten Proteine der Mutante 1585-M254 fanden sich
neben der Hochregulation von Embp im Vergleich mit dem Wildtyp weitere differentiell
exprimierte Proteine. Es zeigte sich bei den anschlieBenden Untersuchungen, dass es sich bei
diesen Proteinen um Isoformen des Autolysin E (AtIE) von S. epidermidis handelt.

Bei S. epidermidis kommt dem Autolysin AtlIE eine bedeutende Rolle im
Zellwandstoffwechsel zu. Eine AtlE-Inaktivierung fithrt zu einer beinahe kompletten
Aufthebung der bakteriellen Autolyse (Heilmann et al. 1997; Qin et al. 2007), so dass diesem
neben dem Oberflichenprotein Aae (Heilmann et al. 2003), welches ebenfalls bakteriolytische
Eigenschaften besitzt, eine grole Bedeutung im Rahmen der Autolyse bei S. epidermidis
zukommt.

AtlE gehort zusammen mit dem Autolysin AtlA von S. aureus zur Gruppe von
Peptidoglycan (PGN)-Hydrolasen, denen eine entscheidende Rolle bei der Zersetzung
bakterieller Zellwéinde zukommt. AtIE besteht aus einem Signal-Peptid, einem Pro-Peptid,
drei Wiederholungen (R1 bis R3) und den bakteriolytisch aktiven Doménen. Zu den
bakteriolytisch aktiven Doménen gehort eine 60 kDa grofen Amidase AmiE, die die
Amidbindung zwischen N-Acetylmuramyl-Sduren und L-Alanin spaltet, und eine 52 kDa
groBle Glucosaminidase. Nach der Freisetzung des Vorldufer-Proteins wird AtIE extrazellulér
proteolytisch prozessiert. Hierbei entstehen dann die zwei Isoformen, die die Amidase- oder
die Glucosaminidase-Aktivitit aufweisen. Neben der katalytischen Domine umfasst die
Amidase-Doméne die repeat-Dominen R1 und R2, die fiir die Anheftung des Enzyms an die
Zellwand wichtig sind, selber aber keine lytische Aktivitit besitzen (Heilmann et al. 1997;
Zoll et al. 2010).

In den in dieser Arbeit beschriebenen Transposonmutanten lieBen sich im SDS-PAGE
verdnderte Proteinbandenmuster von AtIE darstellen. Eine Ursache hierfiir konnte eine in den
Mutanten veridnderte Aktivitdt von S. epidermidis-Proteasen sein. Tatséchlich lieB sich in der
Analyse mittels Skim-Milk-Agar-Test bestitigen, dass die sarA-Mutanten verstérkt Proteasen
exprimieren. Diese verstirkte Proteaseexpression ist vermutlich Ursache fiir die verdnderte
Prozessierung von AtIE. Die hieraus resultierende verstirkte autolytische Aktivitit konnte
wichtige Bedeutung fiir die Biofilmbildung der sarA-Mutanten haben, da gut bekannt ist, dass
durch den Untergang bakterieller Zellen vermehrt DNA in den extrazelluliren Raum
freigesetzt wird (sogenannte eDNA). FEindeutige Belege hierfiir finden sich auch bei
S. aureus: Auch hier erfolgt die eDNA-Freisetzung durch bakterielle Autolyse durch Aktivitit
eines Holin-Antiholin-Systems (Rice et al. 2007).
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Von groflem Interesse ist, dass die eDNA-Freisetzung schon bei vielen Mikroorganismen im
Zusammenhang mit Zellaggregationen (Allesen-Holm et al. 2006; Mulcahy et al. 2008) und
Biofilmbildung beschrieben wurde, so auch im Rahmen der Biofilmbildung bei S. epidermidis
(Bayles 2007). Bislang wurde eDNA-Bildung jedoch nur bei PIA-positiven Stimmen
untersucht. In diesem genetischen Hintergrund wurde gezeigt, dass DNAse I Biofilmbildung
zwar inhibieren kann, jedoch nicht in der Lage ist, einen gefestigten Biofilm zu zerstdren
(Izano et al. 2008; Qin et al. 2007). Deswegen wurde die Vermutung aufgestellt, dass eDNA
zwar in frilhen Phasen der Biofilmbildung, wie der priméiren Anheftung, eine Bedeutung
zukommt, dass sie jedoch nicht zur Stabilisierung des Biofilms beitréigt (Izano et al. 2008). In
Folgeexperimenten (nicht Bestandteil dieser Arbeit) konnte jedoch gezeigt werden, dass bei
der S. epidermidis-Mutante1 585AsarA, in der sarA inaktiviert ist, DNase I nicht nur die
Biofilmbildung verhindern kann, sondern auch in der Lage ist, einen bereits etablierten
Biofilm aufzulosen (Christner et al. 2010). Dieses Ergebnis zeigt, dass neben der
Uberexpression von Embp die Autolyse-assoziierte Freisetzung von eDNA funktionell an der

Entstehung des Biofilms der Mutanten 1585-M254 und 1585-M266 beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit konnten neue Einblicke in die Bedeutung von sarA als wichtigem
Regulator der Biofilmbildung bei S. epidermidis gewonnen werden. SarA scheint hierbei eine
duale Rolle zu erfiillen, indem einerseits die PIA-abhéngige Biofilmbildung positiv, die PIA-
unabhiingige, Embp-vermittelte Biofilmbildung negativ reguliert wird. Damit zeigt diese
Arbeit erstmalig die Existenz eines molekularen ,,Schalters*, der es S. epidermidis ermoglicht,
die verschiedenen Mechanismen der Biofilmbildung subtil zu regulieren. Die durch PIA oder
Embp vermittelten Biofilme weisen charakteristische ultrastrukturelle und biomechanische
Eigenschaften auf (Schommer et al. 2011). Durch sarA kann es S. epidermidis gelingen, die
Form und Struktur des jeweils ausgebildeten Biofilms den jeweiligen Umweltbedingungen
anzupassen. Bedenkt man die zentrale Bedeutung der S. epidermidis-Biofilmbildung, nicht
nur fiir die Entstehung einer Fremdmaterial-assoziierten Infektion, sondern auch fiir die
Besiedlung humaner Schleimhautoberflichen, so wird klar, dass sarA eine iiberragende
grundsitzliche Rolle fiir die Biologie von S. epidermidis besitzt. Die Tatsache, dass
S. epidermidis verschiedene Mechanismen zu Ausbildung eines Biofilms nutzen kann, macht
die Entwicklung eines monovalenten Impfstoffes praktisch unmoglich. Als alternative
Strategie zur Bekidmpfung Biofilm-assoziierter S. epidermidis-Infektionen kommt daher die

Interferenz mit den Regulatoren der Biofilmbildung in Frage. Die vorliegende Arbeit ist ein
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wichtiger Beitrag fiir zukiinftige Entwicklungen in diese Richtung, denn es zeigt sich
erstmalig, dass sarA eine zentrale Rolle bei den adaptiven Vorgingen von S. epidermidis
besitzt und daher eine interessante Zielstruktur fiir therapeutische Prinzipien darstellen
konnte. Es besteht die Hoffnung, dass durch tiefer gehende Analyse der Funktion von sarA,
Embp und eDNA bei der S.epidermidis-Biofilmbildung in der Zukunft neue
Behandlungsméglichkeiten fiir das Management Fremdmaterial-assoziierter Infektionen

resultieren.
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5 Zusammenfassung

Biofilmbildung ist einer der wichtigsten Pathogenititsfaktoren von S. epidermidis im
Zusammenhang mit Fremdkorper-assoziierten Infektionen. Paradoxerweise finden sich jedoch
im klinischen Alltag hiufig S. epidermidis-Isolate aus Fremdmaterial-assoziierten
Infektionen, die in vitro keinen Biofilm bilden.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese gepriift, ob bei diesen Stimmen Mechanismen der
Biofilmbildung in vivo exprimiert, in vitro jedoch supprimiert werden.

Durch Transposonmutagenese des Biofilm-negativen Stammes S. epidermidis 1585 konnten
Biofilm-positive Mutanten gefunden werden. Dies bestitigt die Ausgangshypothese dieser
Arbeit, die davon ausgeht, dass genetische Elemente die Ausbildung eines Biofilms in vitro
unterdriicken. Durch weiterfithrende genetische Analyse konnte gezeigt werden, dass zwei der
gefundenen Mutanten eine Tn9/7-Insertion in dem iibergeordneten Virulenzregulator sarA
aufwiesen. Zudem konnte hier gezeigt werden, dass die Inaktivierung von sarA zu einer
Uberexpression des interzelluliren Adhisins Embp fiihrt. Zusitzlich kommt es zu einer
verstiarkten proteolytischen Prozessierung des Autolysins E (AtIE), wodurch dieses
funktionell aktiviert wird und zu einer vermehrten Freisetzung von extrazellulidrer DNA fiihrt.
In der vorliegenden Arbeit konnten neue Einblicke in die Bedeutung von sarA als wichtigem
Regulator der Biofilmbildung bei S. epidermidis gewonnen werden. Die Ergebnisse weisen
dem schon lange bekannten Regulator sarA eine vollig neue und bislang nicht beschriebene
Funktion zu. Das vertiefte Verstindnis des regulatorischen Netzwerkes, in welchem die
funktionell an der S. epidermidis-Biofilmbildung beteiligten Oberflidchenstrukturen
kontrolliert exprimiert werden, kann zukiinftig zu neuen Strategien in der Beké@mpfung

Biofilm-assoziierter S. epidermidis-Infektionen fiihren.
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7 Abkiirzungsverzeichnis
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Aap
agr
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BSA
CFU
dH.O
DNA
Embp
EZM
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kDa
KNS
M
MDa
MSCRAMM
ODs7s
PBS
PCR
RNA
Tn917
TSB BBL
U

rpm
viv

wt/v

Absorption gemessen bei einer Wellenlidnge von 570 nm
accumulation associated protein

accessory gene regulator

Basenpaare

Rinderserumalbumin (englisch: bovine serum albumin)
Koloniebildende Einheiten (englisch: colony forming units)
destilliertes Wasser

Desoxyribonukleinsdure (englisch: deoxyribonucleic acid)
Extracellular matrix binding protein

Extrazelluldre Matrixproteine

intercellular adhesion-Operon

Kilodalton

Koagulase-negative Staphylokokken

Mol

Megadalton

microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
Optische Dichte bei einer Wellenlédnge von 578 nm
Phosphatgepufferte Salzlosung (englisch: phophate buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction)
Ribonukleinsdure (englisch: ribonucleic acid)

Transposon 917

Trypton Soja Briihe (englisch: trypticase soy broth)

Einheit (englisch: unit)

Umdrehungen pro Minute (englisch: rounds per minute)
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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