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1. Abkürzungsverzeichnis 

Tabelle 1: Abkürzungsverzeichnis 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

AAP Englisch: Accumulation associated Protein 

Agr Englisch: Accessory gene regulator 

Aux Englisch: Auxiliary factors 

Mrp multiple repeat polypeptide 

B. Bacillus 

BBL Fa. Beckton Dickinson, Cockeysville, Ma./USA 

C Celsius 

Ccr cassette chromosome recombinase  

CFU Englisch : Colony forming units = Kolonie bildende Einheiten 

CFU/ml Englisch: Colony forming units /milliliter  

def. definiert(en) 

Dest. destilliert 

dH2O destilliertes H2O 

DIN Deutsches Institut für Normen 

DNA Desoxyribonukleinsäure(englisch: desoxyribonucleic acid) 

ELISA Englisch: Enzyme-linked immunosorbent assay 

Fbe 
Fibrinogen bindendes Protein (Englisch: fibrinogen binding 
enzyme) 

Fem factors essential for methicillin resistance 

Ica interzelluläre Adhäsion (englisch: intercellular adhesion) 

IS256 Insertionselement 256 

Kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

M Molar 

MHK minimale Hemmkonzentration 

min. Minute(n) 

ml. Milliliter 

MRSA methicillinresistenter S. aureus-Stamm 
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MRSE methicillinresistenter S. epidermidis-Stamm 

NaCl Natriumchlorid 

NaOH Natriumhydroxid 

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards 

Nm Nanometer 

OD578 optische Dichte bestimmt bei einer Wellenlänge von 578 nm 

Orf Englisch: Open reading frame 

Oxoid Fa. Oxoid Limited, Basingstoke, Hampshire, England 

PBP 
Penicillin bindendes Protein (Englisch = penicillin-binding pro-
tein) 

PBP2' PBP2a: Das durch mecA kodierte Penicillin bindende Protein 

PBS 
phosphatgepufferte Salzlösung (englisch: phosphate buffered 
saline) 

PFU/ml Englisch: Plaque forming unit per milliliter 

PIA 
interzelluläres Polysaccharid-Adhäsin (Englisch: polysaccharide 

intercellular adhesin) 

PRPP 5-Ribosyl-1-pyrophosphat  

PS/A 
kapsuläres Polysaccharid/Adhäsin (Englisch: Capsular polysac-
charide adhesin) 

RNA Ribonukleinsäure (Englisch: Ribonucleic acid) 

Rpm Rounds per minute 

Rsb Englisch: Regulation of sigma 

S. Staphylococcus 

Sar staphylococcal accessory  regulator 

Sec Sekunde(n) 

sigB oder σB SigmaB-Faktor 

SCCmec staphylococcal cassette chromosome mec  

TN917 Transposon 917 

TSB Tryptone Soja Brühe (Englisch: tryptic soy Brühe) 

TSBBBL. 
Tryptone Soja Brühe, Hersteller: Fa. Beckton Dickinson, Cocke-
ysville, Ma./USA 

TSBOxoid 
Tryptone Soja Brühe, Hersteller: Fa. Oxoid Limited, Basing-
stoke, Hampshire, England 

U enzymatische Einheiten (Englisch: Units) 

upm Umdrehungen pro Minute 

Wt Wildtypstamm  
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2. Einleitung 

2.1. Klassifikation der Staphylokokken 

Die Gattung Staphylococcus ist taxonomonisch zusammen mit den Gattungen Micrococcus, 

Stomatococcus und Planococcus der Familie der Micrococcaceae zugehörig. Staphylokokken 

sind 0,5-1,5 µm durchmessende, kugelige bis ovale Gebilde, die sich in Haufen bzw. 

Trauben anordnen. Sie sind grampositiv, unbeweglich, bilden keine Sporen und sind 

mit Ausnahme von S. saccharolyticus und S. aureus subsp. anaerobius katalasepositiv und 

fakultativ anaerob (Kloos 1986; Schleifer 1986; Kloos 1997). 

Staphylokokken werden hauptsächlich von Säugetieren isoliert. Dort bewohnen sie 

normalerweise Haut und Schleimhäute in Konzentrationen von bis zu  

104-106 CFU/cm2. Einige Spezies besiedeln vorzugsweise charakteristische ökologische 

Nischen. Zur Zeit werden 39 Staphylokkenspezies unterschieden, von denen etwa die 

Hälfte beim Menschen vorkommt. Die Klassifizierung der einzelnen Staphylokok-

kenspezies erfolgt dabei anhand von Koloniemorphologie, Resistenzmustern, unter-

schiedlichen Stoffwechselaktivitäten beruhend auf der Fähigkeit zur Bildung spezifi-

scher Enzyme sowie quantitativen und qualitativen Unterschieden der einzelnen Be-

standteile der Zellwand (Noble et al. 1978; Kloos 1986; Pfaller 1988; Rupp et al. 1994; 

Euzeby 1997; Kloos 1997; Drancourt et al. 2002). Eine grobe Einteilung der verschie-

denen Staphylokokkenspezies wird anhand der Fähigkeit zur Bildung von Koagulase 

vorgenommen. Dieses Enzym besitzt Thrombinfunktion und katalysiert die Umwand-

lung von Fibrinogen in Fibrin (Sperber et al. 1975).  

 

2.1.1. Koagulasepositive Staphylokokken 

In die Gruppe der koagulasepositiven Staphylokokken gehören die Spezies S. aureus,  

S. delphini, S. hyicus , S. schleiferi subsp. coagulans, S. lutrae und S. intermedius. Die größte 

humanpathogene und damit klinische Bedeutung kommt der Spezies S. aureus zu. Fer-

ner lässt sich S. schleiferi subsp. coagulans vom Menschen isolieren. Es existieren so-

genannte Standortvarietäten der Spezies S. aureus, die auch an Tiere adaptiert sind und 

dort eine spezifische Virulenz entwickelt haben. Alle anderen erwähnten koagulasepo-

sitiven Staphylokokkenspezies haben normalerweise nur im Tierreich Bedeutung. Er-
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gänzend sei erwähnt, dass die koagulasepositiven Spezies S. intermedius sowie S. hyicus 

auch bei Menschen, die engen Kontakt mit Tieren haben, aus menschlichem Untersu-

chungsmaterial isoliert werden können (Kloos et al. 1994).  

 

2.1.2. Koagulasenegative Staphylokokken  

Bei den koagulasenegativen Staphylokokken unterscheidet man Novobiocin sensible 

und resistente Spezies. Tabelle 2 zeigt eine Übersicht der bis jetzt beschriebenen koa-

gulasenegativen Staphylokokken (Kloos et al. 1994; Euzeby 1997). 

 

Tabelle 2: Auflistung koagulasenegativer Staphylokokken (Kloos et al. 1994) 

Novobiocin sensibel Novobiocin resistent 

Vorkommen Vorkommen 

Mensch/ Primat Tier/ Lebensmittel Mensch/ Primat Tier/ Lebensmittel 

S. capitis 
S. c. subsp. capitis 
S. c. subsp. urealyticus 

S. carnosus 
S. c. subsp. carnosus 
S. c. subsp. utilis 

S. saprophyticus 
S. s subsp.saprophyticus 
S. s. subsp. bovis 

S. equorum 
S. e. subsp. equorum 
S. e. subsp. linens 

S. hominis 
S. h. subsp. hominis 
 

S. succinus 
S. s. subsp. casei 
S. s. subsp. succinus 

S. cohnii 
S. c. subsp. cohnii 
S. c. subsp. urealyticus 

S. sciuri 
S. s. subsp. carnatus 
S. s. subsp. rodentium 
S. s. subsp. sciuri 

S. schleiferi 
S. s. subsp. schleiferi 
 

S. felis S. hominis 
S.s. subsp. novobiosepticus 

 

S. epidermidis S. chromogenes S. xylosus S. lentus 

S. auricularis S. piscifermentans S. vitulinus S. gallinarum 

S. lugdunensis S. muscae S. pulvereri S. arlettae 

S. haemolyticus S. condimenti  S. kloosii 

S. caprae S. caseolyticus  S. vitulus 

S. simulans   S. fleurettii 

S. saccharolyticus   S. nepalensis 

S. pasteuri    

S. pettenkoferi    

S. warneri    
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Koagulasenegative Staphylokokken gehören zur normalen Haut und Schleimhautflora 

des Menschen. Dabei hat vor allem S. epidermidis die Körperoberfläche des Menschen 

praktisch ubiquitär in hohen Populationsdichten besiedelt. Andere beim Menschen 

vorkommende koagulasenegative Staphylokokkenspezies bilden entweder nur kleinere, 

transiente, aber ubiquitär vorkommende Populationen aus (z. B. S. cohnii, S. xylosus, S. 

simulans, S. saccharolyticus, S. caprae) oder kommen gehäuft in sehr lokalisierten, speziellen 

Körperarealen vor ( z. B. S. hominis und S. haemolyticus im Bereich der Achsel-, Inguinal- 

und Perianalregion, S. auricularis im Bereich des äußeren Gehörganges, S. saprophyticus 

mit der Fähigkeit zur Anbindung an Urothelzellen und der möglichen Isolierung aus 

dem Urogenitaltrakt (Kloos 1986; Kloos 1997).  

2.2. Fremdkörperassoziierte Infektion durch S. epidermidis 

2.2.1. Kolonialisierung von Fremdkörpern und Ausbildung von Biofilmen 

Koagulasenegative Staphylokokken galten lange Zeit als Erreger mit nur geringem pa-

thogenen Potential. Aufgrund des fast ubiquitären Vorkommens wurden viele Isolate 

als zufällige Kontaminanten und nicht als relevante Infektionskeime interpretiert. Für 

Menschen mit normaler Immunkompetenz und fehlenden zusätzlichen Risikofaktoren 

hat diese Einschätzung der koagulasenegativen Staphylokokken auch heute noch ihre 

Gültigkeit. 

Koagulasenegative Staphylokokken entfalten ihr pathogenes Potential vor allem bei 

Patienten mit kompromittiertem Immunsystem oder implantierten medizinischen 

Fremdkörpern (z.B. Dialyseshunts, Venenkathetern, künstlichen Herzklappen, künstli-

chen Gelenken, Sonden von Herzschrittmachern u.s.w.). S. epidermidis ist dabei die mit 

Abstand am häufigsten isolierte koagulasenegative Staphylokokkenspezies. Weitaus 

seltener sind auch S. lugdunensis, S. warneri und S. haemolyticus als Verursacher fremdkör-

perassoziierter Infektionen isoliert worden (Emori et al. 1993; Kloos et al. 1994; Rupp 

et al. 1994; Boyce 1997).  

Die Kolonialisierung von Polymerkörpern läuft im wesentlichen in zwei Schritten ab. 

Zunächst erfolgt innerhalb kurzer Zeit die primäre Bindung von vereinzelten Zellen an 

die Polymeroberfläche. In dieser Phase bilden die Zellen einen einlagigen Zellfilm aus. 

Die zweite Phase ist durch die Entstehung von mehrlagigen Zellaggregaten mit Pro-

duktion von Biofilm gekennzeichnet (Peters et al. 1981; Franson et al. 1984).  
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U n s p e z i f i s c h e  u n d  s p e z i f i s c h e  F a k t o r e n  d e r  p r i m ä r e n   

A n b i n d u n g   

Die primäre Anheftung an Polymeroberflächen ist ein sehr komplexer Vorgang, der 

von vielen Faktoren seitens der Polymeroberfläche und der bakteriellen Zelloberfläche 

abhängt. Unspezifische Oberflächeneigenschaften, wie z. B. Hydrophobizität, Polarität 

und Oberflächenflächenbeschaffenheit seitens des Polymerfremdkörpers und der Zell-

oberfläche, sind für eine primäre Anbindung wichtig. Auch Van-der-Waals-Kräfte  

haben in dieser Phase eine wichtige Funktion (Ludwicka et al. 1984; Fleer et al. 1989). 

Die Adhäsion ist signifikant erniedrigt, wenn die Polymerfläche von Plasma, Serum 

oder Albumin bedeckt ist (Pascual et al. 1986; Espersen et al. 1990). Allerdings erhöht 

die Anwesenheit von Matrixproteinen, wie Fibronectin und Fibrinogen, bei mit  

Albumin bedeckten Oberflächen die Anbindung. (Vaudaux et al. 1989) (Rupp et al. 

1999).  

 

Aber auch spezifische Oberflächenproteine der Bakterien sind für die primäre  

Anbindung von Bedeutung. Nilsson et. al. beschrieben erstmals ein fibrinogen-

bindendes Protein (Fbe) bei S. epidermidis. Fbe weist Homologien zu dem bei S. aureus 

bekannten clumping factor auf (Nilsson et al. 1998). 

Tojo et al. beschrieben 1988 ein Kapselpolysaccharid/Adhäsin (PS/A), welches zwar 

die primäre Anheftung an Silastic-Katheter vermittelte, jedoch auf die Anbindung an 

Polyethylenoberflächen keinen Einfluss hatte (Tojo et al. 1988; Muller et al. 1993a; 

Higashi et al. 1998). In Tierinfektions-Modellen zeigten PS/A-negative isogene 

Transposonmutanten eine niedrigere Pathogenität, und spezifische Antikörper gegen 

PS/A erwiesen sich als schützend vor Endokarditiden mit S. epidermidis 

 (Tojo et al. 1988; Kojima et al. 1990; Takeda et al. 1991; Shiro et al. 1994).  

Die Expression dieses Polysaccharids schien aber nicht an die Bildung von Biofilm 

gekoppelt zu sein. Nahezu die Hälfte aller PS/A-positiven Zellen war biofilmnegativ 

(Muller et al. 1993b). PS/A zeigt viele Gemeinsamkeiten mit dem im folgenden Text 

vorgestellten PIA (Polysaccharide intercellular antigen). So handelt es sich ebenfalls um 

ein Polysaccharid mit ß-1,6- verknüpften Glucosamineinheiten, welches mit Succinat 

und Acetat substituiert ist. Die genetische Information von PS/A ist, genau wie PIA, 

im icaADBC-Gencluster kodiert. PS/A exprimierende Stämme binden PIA spezifi-

sches Antiserum. Dies alles lässt vermuten, dass PS/A und PIA nahe verwandt oder 
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eventuell sogar identisch sind (Muller et al. 1993a; Muller et al. 1993b; McKenney et al. 

1998; Mack et al. 2000a). 

Als weitere Zellwandproteine, die Einfluss auf die primäre Adhäsion haben, wurden 

SspI und SspII sowie das Autolysin AtlE bei S. epidermidis beschrieben. Spezifische An-

tikörper führten zu einer signifikanten Störung der primären Adhäsion des Bakteriums 

an Polysterolkugeln (Timmerman et al. 1991b; Timmerman et al. 1991a; Heilmann et 

al. 1996b; Heilmann et al. 1996a; Veenstra et al. 1996). 

K o l o n i a l i s i e r u n g  v o n  P o l ym e r f r e m d k ö r p e r n  –  P h a s e  I I  

Die zweite Phase der Kolonialisierung ist durch die Ausbildung von mehrlagigen Zell-

clustern und Produktion von Biofilm gekennzeichnet. Mack et al. beschrieben erstmals 

einen Faktor, dessen Produktion mit der Expression von Biofilmen assoziiert zu sein 

schien. Mittels eines Antiserums, welches spezifisch mit biofilmbildenden S. epidermidis 

Stämmen reagierte, konnte das interzelluäre Polysaccharid Antigen (PIA) identifiziert 

werden (Mack et al. 1992).  

PIA ist ein Polysacharid, bestehend aus zwei linearen Homoglykanen. Das Polysaccha-

rid 1 besteht aus ca. 130 β-(1,6)-gebundenen 2-Desoxy-2-Amino-D-Glucopyranosyl-

resten, die zu 80% n-acetyliert sind. Polysaccharid 2 besitzt eine ausgeprägte Struktur-

ähnlichkeit mit Polysaccharid 1, beinhaltet jedoch einen geringeren Anteil an nicht n-

acetylierten Glucosaminresten und enthält Phosphat und Succinat, welche für das 

leicht anionische Verhalten verantwortlich sind (Mack et al. 1996a; Mack et al. 1996b). 

Eine Quantifizierung des gebildeten PIA war durch eine Bindung der spezifischen 

Antikörper an den S. aureus-Stamm Cowan I im Rahmen eines Koagglutinationsassay 

möglich. Durch Zusatz von Glucose in das Wachstumsmedium ließ sich die Biofilm-

bildung und die Produktion von PIA induzieren (Mack et al. 1992; Mack et al. 1994). 

Es zeigte sich, dass PIA zusätzlich essentiell für die bei S. epidermidis bekannte  

Hämagglutination von Erythrocyten ist. Bei den bisher erzielten Studienergebnissen ist 

davon auszugehen, dass es sich bei dem beschriebenen Hämagglutinin um PIA handelt 

(Rupp et al. 1992; Rupp et al. 1995; Fey et al. 1999; Mack et al. 1999; Rupp et al. 1999). 

Die Enzyme für die Synthese von PIA  sind im icaADBC-Operon kodiert 

(ica=intercellular adhesion). Das Operon hat eine Größe von 3,4 kb und umfasst die 

vier Gene A, D, B, C, die alle in gleicher Transkriptionsrichtung organisiert sind. Muta-

tionen in diesem Bereich führen zu einem Phänotyp mit deutlichen Störungen der Ak-
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kumulationsphase. IcaA kodiert für ein transmembranöses Protein mit Homologien zu 

N-Acetyl-Glucosamintransferasen (412 Aminosäuren), icaC für ein hydrophobes 

Membranprotein (355 Aminosäuren), icaB für ein Sekretionsprotein  

(289 Aminosäuren), IcaD überlappt icaA und icaB und ist in der Operonstruktur in der 

Reihenfolge icaADBC organisiert. Nur wenn icaA, icaD und icaC zusammen exprimiert 

werden, sind die synthetisierten Oligomere mit dem PIA-Antiserum reaktiv. IcaD ist 

genau wie IcaA in der zytoplasmatischen Membran lokalisiert (Heilmann et al. 1996b; 

Heilmann et al. 1996a; Heilmann et al. 1998). Kürzlich wurde bei S. epidermidis und  

S. aureus der Genlokus icaR beschrieben, der für einen negativen Regulator von icaA 

kodiert (Conlon et al. 2002a; Conlon et al. 2002b; Jefferson et al. 2003; Jefferson et al. 

2004; Knobloch et al. 2004).  

Als ein weiterer Faktor für die akkumulative Phase wurde das Protein AAP (accumula-

tion associated Protein) beschrieben. Schumacher-Perdreau et al. konnten bei der durch 

Mitomycin induzierten Mutagenese von S. epidermidis RP62A die Mutante M7 isolieren. 

Diese synthetisierte das Protein AAP nicht mehr, welches zu einer Unfähigkeit der 

Mutante zur Akkumulation, bei gleichzeitig erhaltener primärer Anbindung, führte 

(Schumacher-Perdreau et al. 1994). Ein spezifisches Antiserum gegen das Protein 

konnte die Akkumulationsphase von RP62A inhibieren. Die Bildung von AAP scheint 

nicht mit Biofilmbildung assoziiert zu sein. Bei S. epidermidis-Wildtypstämmen konnten 

Hussain et al. Subpopulationen nachweisen, die biofilmpositiv waren, aber kein AAP 

exprimierten. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die AAP – negative Mutante M7 

keine Einschränkung ihrer Virulenz in einem Endokarditismodell zeigte (Hussain et al. 

1997; Pedreau-Remington et al. 1998). 

2.3. Mukoidbildung 

S. epidermidis bildet bei Wachstum auf mit N-Acetyl-D-Glucosamin  substituierten 

Purple-Agarnährmedien eine schleimige Substanz aus. Dieses Phänomen wurde als 

Mukoidbildung bezeichnet. Mukoidbildung korreliert mit der Biofilmproduktion und 

geht mit einer ausgeprägten PIA-Produktion einher. Untersuchungen mit Transpo-

sonmutanten des mukoid-positiven S. epidermidis-Stammes 1457 zeigten, dass eine nicht 

beeinträchtigte Transkription und Expression des icaADBC-Genclusters für die Pro-

duktion von Mukoid essentiell ist. Ferner ist die Zusammensetzung des Nährmediums 

von Bedeutung. So konnte mit peptonhaltigen Medien, die mit den Aminozuckern 

Glucosamin oder N-Acetyl-D-Glucosamin  (GlcNAc) substituiert wurden, ein Mu-
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koid positiver Phänotyp induziert werden (Krokotsch 1998; Kiel 2002; Knobloch et al. 

2003). 

2.4. Methicillinresistenz bei Staphylokokken  

2.4.1. Aufbau des Mureins und Wirkweise von ß-Laktam-Antibiotika 

Die Zellwand von Bakterien hat die Aufgabe, die Zelle vor Noxen zu schützen, die 

osmotische Differenz zwischen dem Zellinneren und dem Umgebungsmedium abzu-

fangen, der Zelle die äußere Form zu geben und die Kommunikation der Zelle mit der 

Außenwelt zu gewährleisten. Das Grundgerüst der bakteriellen Zellwand wird aus 

Murein (Peptidoglycan) gebildet. Dieses besteht aus Aminozuckerketten, sog. Glyca-

nen und aus Oligopeptiden, welche die Glycanstränge miteinander verbinden. Die 

Glycanketten sind abwechselnd aus N-Acetylglucosamin und  

N-Acetylmuraminsäure zusammengesetzt. Diese neben- und übereinanderliegenden 

Ketten werden durch Tetrapeptide quervernetzt. Katalysiert werden diese Verknüp-

fungen der Glycanketten durch Transpeptidasen. Diese katalysieren die Peptidbindung 

zwischen der freien NH2-Gruppe einer basischen Aminsäure und der freien Carbo-

xylgruppe einer endständigen Aminosäure einer benachbarten Kette. Das so aufgebau-

te Murein umhüllt als ein netzartiges Gebilde die gesamte Zelle (Murein-Sacculum) und 

ist bei grampositiven Bakterien bis zu 80 nm dick, bei gramnegativen Bakterien hinge-

gen nur 2 nm. Der Aufbau des Mureins ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.  

 

Die Transpeptidasen besitzen eine hohe Affinität für ß-Laktam-Antibiotika und sind 

daher als Penicillin bindende Proteine (PBP's) klassifiziert worden. Insgesamt wurden 

bis jetzt 4 PBPs mit einer Größe von 85 kDa (PBP1), 81 kDa (PBP2), 75 kDa (PBP3) 

und 45 kDa (PBP4) bei Staphylokokken beschrieben. PBP haben sich aus Serin-

Proteinasen entwickelt und ähneln ihnen biochemisch stark (Georgopapadakou et al. 

1980a; Waxman et al. 1983; Reynolds 1988; Ghuysen 1994; Ghuysen et al. 1994). 

Zur Gruppe der ß-Laktam-Antibiotika gehören Penicilline, Cephalosporine, Carbape-

neme und Monobactame. Namensgebend ist der für diese Antibiotikagruppe charakte-

ristische ß-Laktamring. Ihre Wirkweise beruht auf der Beeinflussung der Mureinsyn-

these durch Hemmung der D-Alanin-Transpeptidase. Aufgrund der strukturellen Ähn-

lichkeit mit D-Alanyl-D-Alanin binden die β-Lactam-Antibiotika unter Ringöffnung 

kovalent an die Aminosäure Serin im aktiven Zentrum der D-Alanin-Transpeptidase 
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und blockieren diese irreversibel (Georgopapadakou et al. 1986). Folge sind fehlende 

Verknüpfungen der Glycanketten. Es bilden sich L-Formen des Bakteriums  

(L = benannt nach dem Lister-Institut), die Mureindefekte aufweisen. L-Formen sind 

gegenüber osmotischen Einflüssen äußerst instabil und nur in bestimmten hypertonen 

Medien noch überlebensfähig. Diese bakterizide Wirkung entfalten die ß-Laktam-

Antibiotika jedoch nur bei proliferierenden Keimen, da nur bei ihnen die Mureinsyn-

these stattfindet. Die PBP's 1, 2, und 3 haben eine hohe Affinität für die meisten ß-

Laktam-Antibiotika und sind für das Zellwachstum essentiell (Corinne 1989; Chambers 

et al. 1994; Lüllmann et al. 1994; Chambers 1997) (Kayser et al. 1993; Berger - Bächi 

1996).  

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Mureinstruktur 

Schematische Darstellung der Mureinstruktur und dem Ansatzpunkt der Transpeptida-
se. Glu: N-Acetylglucosamin; Mur: N-Acetylmuraminsäure:  : Aminosäuren (Kayser 
et al. 1993)  
 

2.4.2. Grundlagen der Isoxazolyl - Penicillinresistenz. 

Die häufigste Ursache für die Entwicklung von Resistenzen gegenüber ß-Laktam-

Antibiotika ist die Bildung von ß-Laktamasen (Penicillinasen). Ca. 50 Jahre nach dem 

ersten klinischen Gebrauch von Penicillin in der Klinik sind ca. 80% aller S. aureus-

Stämme in der Lage, Penicillinasen zu produzieren. Diese Enzyme hydrolysieren den 

ß-Laktamring, öffnen ihn damit und verhindern so eine Anbindung an die Penicillin 

bindenden Proteine. Die Entwicklung der penicillinasefesten Isoxazolyl-Antibiotika 

(z.B. Oxacillin, Methicillin, Flucloxacillin) war ein entscheidender Fortschritt, da sich so 

eine Möglichkeit bot, auch ß-laktamasepositive Keime zu behandeln. Praktisch unmit-

telbar nach Ersteinsatz von Methicillin im Jahre 1960 traten jedoch prompt die ersten 

Berichte über Methicillinresistenzen bei S. aureus  auf (Barber 1961; Jevons 1961; Rolin-

son 1961; Seligman 1966a; Seligman 1966b; Lüllmann et al. 1994). Seitdem haben sich 

methicillinresistente S. aureus-(MRSA) und S. epidermidis-Stämme (MRSE) weltweit aus-
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gebreitet und lassen sich auch außerhalb von Krankenhäusern besonders in Einrich-

tungen zur Versorgung chronisch Kranker und bei Konsumenten parenteral verab-

reichter Drogen nachweisen. (Klimek et al. 1976; Crossley et al. 1979; Cox et al. 1995; 

Doebbeling 1995).  

Die Ursache der neuen Isoxazolyl-Antibiotikaresistenz beruhte auf einem zusätzlichen 

PBP, welches 1980 erstmals bei MRSA-Stämmen entdeckt wurde: Dieses wurde als 

PBP2' (oder auch PBP2a) bezeichnet (Georgopapadakou et al. 1980a; Georgopapada-

kou et al. 1980b; Georgopapadakou et al. 1982). Das zusätzliche PBP besaß eine Grö-

ße von 76 kDa und besaß eine außerordentlich niedrige Affinität gegenüber ß-Laktam-

Antibiotika. Es war in der Lage die Funktion der anderen PBP's zu substituieren und 

ermöglichte so ein Überleben der Zelle bei sonst normalerweise letalen Antibiotika-

konzentrationen. Da in diesem Fall keine Zerstörung des Antibiotikums durch ß-

Laktamasen bestand, beschrieb man dieses Phänomen auch als intrinsische Resistenz 

(Seligman 1966a; Brown et al. 1980; Corinne 1989; O'Hara et al. 1989; De Jonge et al. 

1993; Chambers 1997).  

 

2.4.3. mecA- molekulargenetische Grundlage der PBP2’-Expression 

PBP2’ wird durch das 2 kb große Methicillin-Resistenzgen mecA kodiert  

(Matthews et al. 1987; Matthews et al. 1988; Matthews et al. 1990). Das Gen ist bei 

methicillinresistenten koagulasepositiven und -negativen Staphylokokken weit verbrei-

tet (Hurlimann-Dalel et al. 1992; Suzuki et al. 1992; Suzuki et al. 1993). 1987 konnte 

mecA von einem japanischen MRSA-Stamm kloniert und anschließend sequenziert 

werden. (Matsuhashi et al. 1986; Song et al. 1987).  

MecA ist ein Strukturgen eines mobilen DNA-Elementes, welches in der Literatur als 

“staphylococcal cassette chromosome mec“ (SCCmec) bezeichnet worden ist. Insge-

samt konnten bis jetzt vier verschiedene SCCmec-Motive in methicillinresistenten 

Staphylokokken weltweit identifiziert werden, die sich sowohl betreffend Größe und 

enthaltenen Gensequenzen unterscheiden (Ito et al. 2001; Ma et al. 2002).  

Charakteristisch für alle SCCmec sind terminal lokalisierte inverted repeats (umgekehrt 

orientierte Sequenzwiederholungen) und direct repeats (Sequenzwiederholungen mit 

gleicher Orientierung). Diese sind vor allem im Bereich von mecA und Genen gehäuft, 

die für zwei spezifische Rekombinasen kodieren. Die Gene wurden als ”cassette chro-

mosome recombinase A (ccrA) und B(ccrB)” bezeichnet und sind für Rekombinationse-
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reignisse (Exzision von SCCmec und chromosomale Insertion) von SCCmec essentiell. 

Ferner enthalten die verschiedenen SCCmec-Varianten Hunderte von open reading 

frames, sowie mehrere potentiell mobile DNA-Elemente wie Insertionssequenzen(IS), 

Transposons oder integrierte Plasmide. SCCmec bietet somit der Zelle mit Aufnahme 

des DNA-Elementes die Möglichkeit, neben der mecA vermittelten Informationen für 

die Produktion von PBP2’, multiple anderweitige Resistenzgene chromosomal zu integ-

rieren. Dies erklärt die häufig anzutreffende Multiresistenz methicillinresistenter 

Staphylokokken. Das in SCCmec mehrfach vorkommende IS431 ist beispielsweise 

unter Staphylokokken weit verbreitet und mit verschiedensten Resistenzdeterminanten 

wie z.B. Sequenzen zur Kodierung der Quecksilber-, Cadmium-, Tobramycin oder 

Tetrazyklinresistenz assoziiert. Durch homologe Rekombination ist IS431 in der Lage, 

verschiedene andere kompatible Insertionssequenzen zu integrieren und sorgt so für 

eine Anhäufung von Resistenzgenen im Genom der Zelle. Auch das Transposon 

Tn554 und das Plasmid pUB110 konnten in SCCmec identifiziert werden. Diese sind 

ebenfalls mit verschiedensten Resistenzgenen assoziiert, so z.B. enthält Tn554 die ermA 

kodierte induzierbare Erythromycinresistenz. SCCmec Typ 1 enthält Genabschnitte für 

ein Plasmin sensitives Membranprotein und im SCCmec Typ 2 konnten Sequenzen für 

eine Kalium abhängige ATPase identifiziert werden (Skinner et al. 1988; Archer et al. 

1994b; Stewart et al. 1994; Hiramatsu et al. 1996; Ito et al. 2001; Ma et al. 2002; Okuma 

et al. 2002).  

 

2.4.4. Regulation von mecA 

Die SCCmec’s einiger MRSA- und MRSE-Stämme enthalten die beiden funktions-

fähigen Strukturgene mecI und mecR1, deren Genprodukte die Transkription von mecA 

regulieren. MecR1 und mecI werden unabhängig von mecA transkribiert und befinden 

sich unmittelbar in 5'-Richtung neben mecA. MecR1 kodiert für ein Repressorprotein, 

welches die Transkription von mecA inhibiert. Gleichzeitig verhindert es ebenfalls die 

mecR1-mecI Transkription durch Anbindung an Promoter-Sequenzen des Operons. 

MecI kodiert für ein transmembranöses Signalprotein, welches an der ß-Laktam vermit-

telten Induktion von mecA beteiligt ist (Tesch et al. 1990; Hiramatsu et al. 1992; Suzuki 

et al. 1993; Niemeyer et al. 1996; Sharma et al. 1998).  

Die molekulare Organisation, Struktur und Funktion von mecI und mecR1 ist denen der 

Regulatorgene blaI und blaR1 des ß-Laktamasegens (blaZ) sehr ähnlich (Gregory et al. 
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1997). Einige Studien konnten zeigen, dass mecI und blaI miteinander interagieren kön-

nen und dass blaI im Falle einer fehlenden mecI-Regulation (z.B. bei Mutationen mit 

Inaktivierung von mecI) die Transkriptionskontrolle von mecA übernehmen kann. Di-

ckinson et al. beschrieben zudem die Möglichkeit einer gleichzeitigen Regulierung von 

mecA durch blaI und mecI (Ubukata et al. 1989; Ryffel et al. 1992; Hackbarth et al. 1993; 

Dickinson et al. 2000; McKinney et al. 2001). 

Bei intakter Kontrolle von mecR1 und mecI ist die Transkription von mecA und damit 

die Produktion von PBP2’ stark supprimiert. Die Produktion von PBP2' erfolgt stark 

verspätet nach Exposition von Methicillin und in nur quantitativ geringfügigen Men-

gen. Aufgrund der sehr trägen Aktivierung der Resistenz stellen diese Keime in der 

mikrobiologischen Diagnostik ein großes Problem dar. In der Literatur werden diese 

Stämme als “pre-methicllin resistente Staphylokokken“ bezeichnet  

(pre-MRSA/pre-MRSE). Methicillinresistente Staphylokokkenstämme, mit durch De-

letionen oder andere Mutationen ausgelösten Inaktivierungen der mecI/mecR1-

Regulation, exprimieren auch ohne Methicillinexposition kontinuierlich große Mengen 

an PBP2`. Ein Großteil der MRSA-Stämme, die vor 1970 isoliert werden konnten (der 

hoch resistente COL MRSA gehört zu diesen Stämmen), zeigten Deletionen im Be-

reich der Penicillin bindenden Domäne von mecR1 oder des kompletten mecI-Gens 

(Hurlimann-Dalel et al. 1992; Suzuki et al. 1993; Archer et al. 1994a). Bei den seit 1980 

beschriebenen Isolaten dominierten hingegen vor allem Mutationen der mecA-

Promoterregion und mecI-Polymorphismen (Hiramatsu et al. 1996). Ob sich alle diese 

genannten Beobachtungen von MRSA- auf MRSE-Stämme übertragen lassen, ist der-

zeit noch nicht sicher geklärt. Kobayashi et al. untersuchten das Vorkommen von ge-

netischen Mutationen der mecI- und der mecA-Promoterregionen bei 20 MRSA- und 11 

MRSE-Stämmen, die zwischen 1993 und 1995 an der Sapporo Medical University iso-

liert worden waren. Jeder der gewählten Stämme war mecA-, mecI- und mecR1-positiv. In 

den meisten der MRSA-Stämme wurde entweder im mecI-Gen oder in der Promoterre-

gion des mecA-Lokus eine Punktmutation einer einzelnen Base entdeckt. Ein Stamm 

wies eine 28 Basen umfassende Deletion im mecI-Gen auf. Im Gegensatz dazu konnte 

keine dieser Mutationen in den MRSE-Stämmen beobachtet werden. Es konnte eben-

falls keine Mutation des mecR1-Lokus in den MRSA- und den MRSE-Stämmen gefun-

den  werden (Kobayashi et al. 1998).  
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2.4.5. Expressionsvarianten der Methicillinresistenz 

Charakteristisch für mecA positive Stämme ist die heterogen exprimierte Methicillinre-

sistenz. Dabei zeigen die untersuchten Stämme in der Populationsanalyse eine basale 

Resistenz in niedrigen Methicillinkonzentrationen. Ein geringer Prozentsatz der Zellen 

in der Population ist jedoch in der Lage, noch bei weitaus höheren Konzentrationen zu 

wachsen (Matthews et al. 1984; Hartman et al. 1986). 

Dem gegenüber steht die homogene Methicillinresistenz. Stämme mit homogener Re-

sistenz enthalten nur Zellen, die eine high-level Resistenz bis in hohe Methicillinkon-

zentrationen zeigen. Das Wachstum erfolgt bis zu einer bestimmten, maximalen 

Methicillinkonzentration. Bei Überschreitung dieser Maximalkonzentration fällt die 

CFU/ml abrupt ab. Ein Beispiel für einen solchen Stamm ist der MRSA-Stamm COL. 

Entsprechend der Expression der Methicillinresistenz konnte die Arbeitsgruppe um 

Tomasz et al. verschiedene MRSA- und MRSE-Stämme anhand der gemessenen 

MHKs in vier verschiedene Klassen einteilen. Entscheidend bei dieser Studie ist, dass 

die Stämme, auch nach mehreren Passagen in nicht selektiven Nährmedien, reprodu-

zierbar das gleiche Expressionsmuster der Resistenz (heterogen vs. homogen) und die 

gleichen MHKs beibehielten. Jeder Stamm hat damit ein spezifisches Populationsprofil 

unter definierten Umgebungs- und Wachstumsbedingungen (Tomasz et al. 1991). 

Staphylokokken-Stämme, die sich mit ihren MHKs knapp oberhalb der Grenze befin-

den, welche sensible und resistente Stämme von einander trennt, werden als borderline 

resistente Stämme bezeichnet. Unter diesen low-level resistenten Stämmen gibt es me-

cA-positive und -negative. MecA-positive Stämme besitzen extrem kleine Subpopu-

lationen, die auch bei höheren Antibiotikakonzentrationen noch wachsen können. Bei 

mecA-negativen Stämmen hingegen kann die höher resistente Population nicht nach-

gewiesen werden. Die erhöhte Resistenz wird hier über eine geringfügige Modifizie-

rung der normalen PBP’s (1,2,4), einer Überproduktion von ß-Laktamasen sowie der 

Überproduktion des normalen PBP4 verursacht (Berger-Bachi et al. 1986; Tomasz et 

al. 1989; Gerberding et al. 1991; Chambers et al. 1994; Hackbarth et al. 1995; Henze et 

al. 1996a; Henze et al. 1996b).  

Die Höhe an produziertem PBP2’ ist hingegen nicht entscheidend für die Entwicklung 

einer homogenen oder heterogenen Resistenz. Auch Stämme mit fehlender mecA-

Regulation durch mecR1/mecI oder blaR1/blaI und damit kontinuierlich hoher PBP2’–

Produktion zeigen eine heterogene Methicillinresistenz und teilweise niedrigere MHKs 
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als Stämme mit niedrigerer PBP2’-Produktion (Murakami et al. 1989; Maki et al. 1994; 

Ryffel et al. 1994a; Maki et al. 1997). 

 

Kondo et. al. beobachteten bei dem Tochterstamm h4 des pre-MRSA Stamm N315 

einen Resistenztyp, den sie als eagle type Resistenz bezeichneten. Die Zellen waren bei 

niedrigen Methicillinkonzentrationen im Wachstumsmedium (2-16 µg/ml) sensibel, 

zeigten jedoch bei Exposition zu weitaus höheren Konzentrationen  

(128 – 512 µg/ml) eine ausgeprägte Methicillinresistenz. Die Ergebnisse dieser Ar-

beitsgruppe werden im Diskussionsteil dieser Arbeit eingehender besprochen (Kondo 

et al. 2001). 

 

2.4.6. Einfluss exogener Faktoren auf die Methicillinresistenz 

Aufgrund der heterogenen Expression der mecA vermittelten Methicillinresistenz ist 

ihre sichere Detektion anhand des Phänotyps schwierig. Die Testvariablen, wie z.B. die 

Auswahl der Nährmedien, der Zusatz von osmotisch aktiven Substanzen (wie z.B. 

NaCl, Saccharose), die Inkubationszeit und die Inkubationstemperatur können ent-

scheidende Auswirkungen auf die Expression der Methicillinresistenz haben. So konn-

te bei 30° C eine höhere PBP2’-Produktion als bei 37 oder 40° C gemessen werden. 

Bei Zusatz von Methicillin in das Nährmedium während der exponentiellen Wachs-

tumsphase waren Kulturen, die bei 30° C wuchsen, resistenter als Vergleichskulturen 

bei 40° C. Der Zusatz von NaCl zum Nährmedium hatte bei Wachstum in höhertem-

perierten Medien eine Steigerung der MHK und der autolytischen Aktivität zur Folge. 

Die Zugabe von NaCl zum Nährmedium und das Wachstum bei geringeren Tempera-

turen konnte die Expression von PBP2’ steigern (El Hagarawy et al. 1982; Madiraju et 

al. 1987). 

Die üblichen labordiagnostischen Verfahren wurden dementsprechend modifiziert. So 

wird in der Labordiagnostik meistens Oxacillin statt Methicillin eingesetzt, da dieses 

eine höhere Stabilität gegenüber schädlichen Umwelteinflüssen besitzt. Nachteil des 

Oxacillins ist eine nur geringere Resistenz gegenüber ß-Laktamasen, so dass bei Bor-

derline-Stämmen mit einer Penicillinasen-Überproduktion Methicillin von Vorteil sein 

kann (Brown 2001). Der Einsatz anderer ß-Laktam-Antibiotika außer Methicillin oder 

Oxacillin zur Resistenztestung wird nicht empfohlen. Methicillinresistente Stämme 

besitzen Kreuzresistenzen zu allen anderen ß-Laktam-Antibiotika, dennoch können die 
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zu testenden Stämme in vitro bei diesen Antibiotika als falsch sensibel erscheinen 

(Acar et al. 1970; Chambers et al. 1984).  

Müller-Hinton-Brühe mit oder ohne NaCl-Zusatz hat sich als Nährmedium zur Tes-

tung etabliert. Alternativ ist auch Columbia-Agar zur Diagnostik verlässlich und soll bei 

MRSE-Stämmen eine noch bessere Detektion ermöglichen (Brown et al. 1974; Brown 

et al. 1986; French et al. 1987; Milne et al. 1987; Milne et al. 1993; DIN 2000; NCCLS 

2002; Monsen et al. 2003). Ein Problem bei der Benutzung von  

Müller-Hinton-Medien ist die Varianz der chemischen Zusammensetzung, die zu un-

terschiedlichen Testergebnissen führen kann. Trotz Standardrezeptur können aufgrund 

der natürlich biologischen Herkunft der Einzelelemente (z.B. tierische Proteine) nicht 

mit jeder Charge exakt gleiche Medien produziert werden. Generell muss diese Ein-

schränkung für alle Medien gelten, allerdings ist Müller-Hinton-Brühe in der Vergan-

genheit am häufigsten Gegenstand von Studien gewesen (Hindler et al. 1987; Coombs 

et al. 1996). Das Hinzufügen von NaCl zu Müller-Hinton-,  

Columbia- und DST-Medien erhöht die Detektion von methicillinresistenten Stäm-

men. NaCl-Konzentrationen größer als 5 % können kontraproduktiv sein und zu 

falsch sensiblen Befunden führen. Dies konnte besonders bei koagulasenegativen 

Staphylokokken beobachtet werden. Eine NaCl- Konzentration von 2 % ist genauso 

effektiv wie eine 5 %ige, hat jedoch den Vorteil, dass deutlich weniger inhibitorische 

Effekte auftreten (Brown et al. 1986; Milne et al. 1987; Huang et al. 1993; Milne et al. 

1993).  

Die Reduktion der Temperatur hat sich als vorteilhaft in der Diagnostik methicillinre-

sistenter Staphylokokken erwiesen. Heute wird als Temperatur  

35° C empfohlen (Annear 1968; DIN 2000; NCCLS 2002). Brown et al. berichteten 

von einer besseren Unterscheidung von sensiblen und resistenten Stämmen bei Tes-

tung mit 30° C. Bei dieser Temperatur wachsen jedoch nicht alle Staphylokok-

kenstämme sicher, so dass es hier zu falsch sensiblen Befunden kommen kann (Brown 

et al. 1974; Brown 2001). Eine Verlängerung der Inkubationszeit kann bei einigen lang-

sam wachsenden Stämmen die Sensitivität erhöhen. Derzeit werden von DIN und 

NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) Inkubationszeiten 

zwischen 18 bzw. vollen 24 Stunden empfohlen.  
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2.4.7. Spezifische Faktoren mit Einfluss auf die Methicillinresistenz 

Mittels Transposonmutagenese konnten viele chromosomale Gene identifiziert wer-

den, die allesamt außerhalb des mec-Genlokus liegen und deren Funktion essentiell für 

eine vollständige Expression der Methicillinresistenz ist. Die meisten dieser Genorte 

sind am Aufbau der Zellwand beteiligt. Hierzu zählen die fem (factors essential for the 

expression of methicillin resistance) bzw. aux (auxiliary) Gene. Andere gehören in die 

Gruppe der Regulationsgene, die für die koordinierte Transkription mehrerer unab-

hängiger Genorte im Falle einer Exposition der Zelle mit Methicillin notwendig sind. 

In diese Gruppe gehören beispielsweise die Sigma-Faktoren. Bei den Plasmiden hat 

vor allem das ß-Laktamaseplasmid durch regulative Einflüsse auf die Expression von 

mecA Auswirkungen auf die Methicillinresistenz. 

ß - L a k t am a s e p l a sm i d  

Wie schon weiter oben im Text beschrieben, führt eine vollständige Regulation von 

mecA durch das ß-Laktamaseplasmid zu dem Resistenzverhalten eines pre-MRSA bzw. 

pre-MRSE Stammes. Bei Aufnahme des Plasmides durch einen homogen resistenten 

Staphylokokkenstamm kann dies zu einem heterogenen Expressionstyp führen. Zu-

sätzlich ist eine stabilisierende Wirkung auf den mec-Genlokus beschrieben worden. Es 

scheint in der Lage zu sein, spontane Deletionen innerhalb des mec-Gens zu verhin-

dern. Eine Inaktivierung von blaRI durch Mutation kann ebenfalls zu einer deutlichen 

Beeinträchtigung der Resistenz führen (Boyce et al. 1990; Hiramatsu et al. 1990; Ryffel 

et al. 1992; Hackbarth et al. 1993; Chambers et al. 1994; Kuwahara-Arai et al. 1996). 

c h r * -Mu t a t i o n e n  

Aus fast jedem heterogen resistenten Staphylokokkenstamm können unter Exposition 

mit steigenden Methicillinkonzentrationen im Nährmedium homogene, hoch resistente 

Subklone isoliert werden. Hierbei muss generell zwischen zwei Arten von Klonen un-

terschieden werden. Viele dieser Subklone zeigen einen instabilen Phänotyp und wech-

seln nach mehreren Passagen in nicht selektiven Nährmedien in den heterogenen Re-

sistenztyp des Ursprungstammes zurück (Tomasz et al. 1991). Einige Subklone bleiben 

jedoch konstant beim homogen resistenten Phänotyp. Ryffel et al. konnten zeigen, 

dass eine oder mehrere chromosomale Mutationen außerhalb des mec-Genlokus ur-
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sächlich für dieses Phänomen sein müssen. Die Arbeitsgruppe benannte diese Mutati-

onen als chr* (chromosomal mutations). Chr* ist allerdings als theoretisches Konstrukt 

zu verstehen. Eine genaue Gensequenz wurde von der Arbeitsgruppe nicht spezifiziert 

(Ryffel et al. 1994b).  

f e m - F a k t o r e n   

Die Bezeichnung fem ist eine Abkürzung für den Begriff ”factors essential for  

methicillin resistance“. Alternativ werden diese Faktoren auch als aux (auxiliary factors) 

Faktoren in der Literatur bezeichnet (Murakami et al. 1989; Tomasz 1990). Bis jetzt 

sind femA, femB, femC, femD(femR), femE, femF und femX beschrieben worden. Die Funk-

tionsfähigkeit der fem-Faktoren spielt für die Methicillinresistenz der Zelle eine wichtige 

Rolle. Alle Transposonmutanten, bei denen einzelne fem-Faktoren inaktiviert waren, 

zeigten drastische Reduktionen der Methicillinresistenz. Bis auf femE, dessen genaue 

Funktion bis jetzt noch unbekannt ist, sind alle genannten Faktoren für eine korrekte 

Synthese des Peptidoglykans der Zellwand essentiell.  

FemA und femB sind in einem Operon organisiert. Es konnte sowohl bei S. aureus als 

auch mit ähnlicher Organisation und Sequenz bei S. epidermidis und S. haemolyticus ent-

deckt werden. Das Operon kodiert für zwei ca. 49 kda große Proteine. 

Die Zellwand bei Staphylokokken besteht aus über 40 Schichten von  

Peptidoglykansträngen. Die Quervernetzung der einzelnen Peptidoglykane erfolgt über 

eine flexible Pentaglycin-Seitenkette, die mit dem angrenzenden Peptid verbunden ist 

(Labischinski 1992). Die Seitenkette wird durch schrittweise Anknüpfung von Glycin-

resten synthetisiert, die durch die Zellwand spezifischen Glycyl-tRNAs geliefert  

werden (Matsuhashi et al. 1967). Transposonmutanten mit inaktiviertem femA oder 

femAB produzieren nur noch Monoglycinseitenketten mit konsekutiv gestörter Ausbil-

dung der Querverknüpfungen der Peptidoglykane. Diese Mutanten sind hypersensibel 

gegenüber ß-Laktam-Antibiotika bei ungestörter Produktion der PBPs (Berger-Bachi et 

al. 1989; Maidhof et al. 1991; Stranden et al. 1997; Ling et al. 1998).  

Transposonmutanten mit inaktiviertem femB und funktionsfähigem femA synthetisieren 

Glycinketten mit nur 3 Glycinresten. Auch diese zeigen eine deutliche Reduktion der 

Methicillinresistenz (Henze et al. 1993). Für die Anknüpfung des ersten Glycins der 

Seitenkette soll ein als femX benannter Faktor notwendig sein. Tschierske et al. be-

schrieben ein als FmhB benanntes Protein, welches die Arbeitsgruppe als mögliches 



Einleitung 

24 

 

Genprodukt von femX vermutete (Henze et al. 1993; Kopp et al. 1996; Tschierske et al. 

1999). 

Die Transposoninsertion innerhalb von femC führt zur Inaktivierung des Glutamin-

synthetase-Repressorgens glnR, welches einen polaren Effekt auf das Glutamin-

synthetasegen glnA hat. Dieses resultiert letztendlich in einem Mangel an Glutamin. 

Glutamin ist der NH4+-Donator für die Produktion von Glutamat, welches für die 

Peptidoglycan-Produktion notwendig ist. Ein in der Literatur benutztes Synonym für 

femC ist glnRA (Gustafson et al. 1994). 

FemD (syn.: femR oder glmM) ist als Phosphoglucosaminmutase-Gen in dem MRSA- 

Stamm COL identifiziert worden. Das Genprodukt femD katalysiert die chemische 

Reaktion von Glucosamin-1-Phosphat aus Glucosamin-6-Phosphat. Dieses ist eine 

Vorstufe der Produktion von UDP-N-Acetylglucosaminen, welche wiederum für die 

Produktion von Peptidoglykanen notwendig sind (Berger-Bachi et al. 1992; Jolly et al. 

1997). FemD ist Teil eines Genclusters, dessen fünf Gene zusammen transkribiert 

werden. Neben femD besteht dieser aus den beiden open reading frames orf310 und 

orf269, dem Gen arg (kodiert für Arginase) sowie einem Gen, welches Wu et al.  

kürzlich als mrp (”multiple repeat polypeptide”) benannt haben. Namensgebend war 

das von zahlreichen Wiederholungen bestimmter Aminosäuresequenzen gekenn-

zeichnete Genprodukt. Eine Transposonmutante (RUSA266) von S. aureus COL mit 

inaktiviertem mrp zeigte eine dramatische Reduktion der Methicillinresistenz von  

1600 µg/ml auf 1,5 µg/ml (Wu et al. 1999). 

Die Inaktivierung von femF (Synonym murE) führt zu einer Blockade der Peptidogly-

canvorstufen-Synthese beim Hinzufügen des Lysins. Die Tn551-Transduktante eines 

hoch methicillinresistenten S. aureus-Stamm zeigte eine drastische Reduktion der MICs 

(von 1600 µg/ml auf 25-50 µg/ml) sowie eine heterogene Expression der Resistenz 

(Ornelas-Soares et al. 1994).  

Die genaue Funktion von femE ist bis jetzt noch unbekannt. Abbildung 2 zeigt schema-

tisch die im Text oben dargestellten Auswirkungen auf das Peptidoglykan bei Inaktivie-

rungen einzelner fem-Faktoren. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Peptidoglykansynthese und 

Auswirkungen bei Inaktivierung einzelner fem-Faktoren 

Abbildung nach Chambers (Chambers 1997).: Schematische Darstellung der Peptidoglykan-
synthese und Auswirkungen bei Inaktivierung einzelner fem-Faktoren.  
Abkürzungen: UDP-MUR=Uridindiphosphomuramyl-Peptidvorstufe 
NAG-NAM=N-Acetylglucosamin-N-Acetylmuraminsäure-Disaccharid 

F l p  ( f m t A l i k e  p r o t e i n )  

Komatsuzawa et al. beschrieben Tn551-Transposonmutanten verschiedener MRSA- 

Stämme, die bei Zusatz von Triton X-100 in das Nährmedium eine Reduktion der 

Methicillinresistenz im Vergleich zu den Elternstämmen zeigten. Dieser Effekt zeigte 

sich jedoch nur bei einigen der getesteten MRSA-Stämme. Ursache war die  

Inaktivierung des Genabschnittes flp (fmtA - like protein). Die Transposonmutanten 

zeigten eine reduzierte Querverknüpfung der Peptidoglykane. Der Zusatz von  

ß-Laktamasen, Fosfomycin und Bacitracin führte zu einer Steigerung der Transkripti-

onsrate von flp. Das Genprodukt von flp, FmtA, ist ein Zellmembranprotein und zeigt 

Homologien zu PBP's und ß-Laktamasen, ohne deren spezifische Aktivität zu besitzen. 

Die genaue Funktion des Proteins ist bis jetzt noch unbekannt (Komatsuzawa et al. 

1997; Komatsuzawa et al. 1999; Komatsuzawa et al. 2000). 
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l l m  

Maki et al. identifizierten mittels Transposonmutagenese einen Genlokus, der als llm 

bezeichnet worden ist. Nach Insertion des Transposons Tn918 in die `3 Region des 

llm–Gens, eines ursprünglich homogen resistenten MRSA-Stammes (SRM551), expri-

mierte die resultierende Transduktante SRM563 eine heterogene Methicillinresistenz 

mit deutlich reduzierter MHK. Der llm-Genlokus kodiert für ein 38 kDa großes hydro-

phobes Protein, dessen Funktion bis jetzt noch unklar ist. Die llm-inaktivierte Trans-

duktante zeigte eine erhöhte Triton X-100 induzierte Autolyse-Rate (Maki et al. 1994). 

In einigen Tochterkolonien von SRM563, isoliert unter Exposition von 25 µg/ml 

Methicillin, ließ sich eine stark erhöhte Transkription des llm-Genlokus nachweisen. 

Ursächlich war eine unabhängige chromosomale Transposition der Insertionssequenz 

256 (IS256) in fünf verschiedene Insertionslokalisationen von llm. Diese führte zur 

Bildung eines neuen Hybrid-Promoters, bestehend aus der -35 Region von IS256 und 

der -10 Region der chromosomalen Zell-DNA. Die durch den neuen Promotor verur-

sachte erhöhte Transkription des llm-Gens, führte zu einer signifikanten Steigerung der 

Methicillinresistenz (Maki et al. 1997). 

 

A u t o l y s e r a t e  u n d  l y tH   

Es gibt mehrere Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Autolyseaktivität 

einer Zelle und der Expression der Methicillinresistenz belegen. Autolyse spielt norma-

lerweise bei Umbauprozessen der Zellwand im Rahmen von Zellteilung oder lokalen 

Umbauprozessen eine wichtige Rolle. De Jonge et al. untersuchten die Autolyse-

aktivität eines homogen high-level methicillinresistenten S. aureus-Stammes und vergli-

chen diese mit Tn551-Mutanten desselben Stammes. Der Elternstamm zeigte eine 

ausgeprägte Autolyseaktivität. Tn551-Insertionen innerhalb von mecA führten zum 

erwarteten Sistieren der PBP2’-Produktion, ohne dass die Autolyserate sich änderte. 

Andere Transposonmutanten mit Insertionen außerhalb des mec-Gens zeigten bei 

normaler PBP2’-Produktion eine Reduktion der Methicillinresistenz. Die Autolyse-

aktivität nahm dabei entsprechend der Reduktion der Methicillinresistenz ab. Eine 

dieser Transposoninsertionen befand sich innerhalb des weiter oben beschriebenen 

femA, alle anderen wurden in der Studie als Insertion in nicht näher spezifizierte aux-

Genorte klassifiziert. De Jonge et al. vermuteten, dass ein hoher Zellwandumsatz zu 
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einer Steigerung der Methicillinresistenz führt, da instabile und potentiell tödliche 

Strukturelemente der Zellwand schneller eliminiert werden können (De Jonge et al. 

1992). Andere Arbeitsgruppen beobachteten den gleichen Zusammenhang zwischen 

Autolyserate und homogener high-level Methicillinresistenz bei S. aureus Stämmen 

(Qoronfleh et al. 1986; Chambers et al. 1987; Gustafson et al. 1989; Gustafson et al. 

1992).  

Lediglich eine Untersuchung von Gustafson et. al. aus dem Jahre 1989 berichtete von 

einer geringeren autolytischen Aktivität eines homogen methicillinresistenten Stammes 

im Vergleich zu korrespondierenden heterogen resistenten und sensiblen Mutanten 

desselben Stammes. Die Mutationen wurden chemisch durch Behandlung des Wild-

typstammes mit 5-Aminoacridine-HCL verursacht. Mögliche Erklärungen der diskre-

panten Ergebnisse könnten in der unterschiedlichen Vorgehensweise der Arbeits-

gruppen liegen. De Jonge et al. betonten, dass für reproduzierbare Ergebnisse eine 

Kultivierung der Stämme über mindestens 16 Generationen notwendig war. Gustafson 

et al. hingegen führten die Autolyse-Versuche unmittelbar nach der chemischen Muta-

tion durch. Ferner verglichen  De Jonge et al. isogene Stammpaare miteinander. Bei 

Mutagenese durch chemische Detergentien ist die Schaffung isogener Stammpaare 

schlecht möglich. So können sich leicht Mutationen an multiplen Genorten ereignen, 

die in ihrer Gesamtheit unübersichtlich und in ihren phänotypischen Auswirkungen 

nur schwer zu bewerten sind (Gustafson et al. 1989; De Jonge et al. 1991). 

Die Arbeitsgruppe um Fujimara et al. isolierten aus einer Population eines low-level 

resistenten ���S. aureus-Stammes mit einer MHK von 6,3 µg/ml eine high-level Mutation 

(MHK 1600 µg/ml) und fanden als Ursache für die erhöhte Resistenz die Mutation in 

einem Genabschnitt lytH. Dieser weist ausgeprägte Homologien zum lytC Genlokus in 

B. subtilis auf, welcher für Zelltrennung, Zellwanderneuerung und Antibiotika induzier-

te Zelllyse eine wichtige Funktion hat. LytH kodiert dabei für eine  

N-acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase (Fujimura et al.; Blackman et al. 1998).  
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a g r  u n d  s a r  

Die beiden Genabschnitte agr (acessory gene regulator) und sar (staphylococcal acesso-

ry regulator) sind globale Kontrollgene, die an der Expression von zahlreichen Staphy-

lokokken-Virulenz-Faktoren beteiligt sind. So aktiviert das Transkript des  

agr-Genlokus die Produktion diverser Toxine (wie z.B. TSST-1, Enterotoxine,  

ß-Hämolysin) und reguliert negativ die Synthese von Oberflächenproteinen  

(z.B Protein A, Fibronectin bindendes Protein) (Janzon et al. 1990; Kornblum et al. 

1990).  

Die Transkription von agr wird durch sar kontrolliert. Es wird vermutet, dass sich das 

sar-Genprodukt an den agr-Promotor bindet und die Transkription initiiert (Bayer et al. 

1996; Heinrichs et al. 1996; Chien et al. 1998b; Chien et al. 1998a). Die Inaktivierung 

jeder dieser beiden Gene führte bei einem heterogen exprimierenden S. aureus-Stamm 

zu einer leichten Erniedrigung der high-level exprimierenden Subpopulation. Die 

MHK's und die PBP2’-Produktion dieser Zellen blieben aber dabei unverändert. Nur 

PBP 1 und 3 wurden vermindert produziert (Piriz Duran et al. 1996). 
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3. Voraussetzungen dieser Arbeit 

Für die Transduktionsversuche dieser Arbeit wird das Transposon Tn917 verwendet. 

Dieses besitzt eine Größe von 5,3 kb und wurde initial auf dem nicht-konjugativen 

Plasmid pAD2 von Streptococcus faecalis DS16 identifiziert. Es beinhaltet das Gen erm, 

welches für eine induzierbare Erythromycinresistenz kodiert. Die Transpositionsrate 

kann durch Exposition zu Erythromycin gesteigert werden  

(Tomich et al. 1979; Tomich et al. 1980; Shaw et al. 1985).  

Transposons sind “springende“ Genabschnitte, die in der Lage sind, genetische Infor-

mation von Zelle zu Zelle oder intrazellulär in andere Positionen des Chromosoms zu 

übertragen. Die informative Gensequenz des Transposons ist bds. begrenzt von einer 

kleineren, nicht informativen Nukleotidsequenz, dem Insertionselement (auch Inserto-

som). Das Transposon kann enzymatisch aus seiner ursprünglichen DNA-Lokalisation 

herausgelöst und an anderer Stelle des Genoms wieder eingefügt werden. Dieser Vor-

gang wird Transposition genannt. Dabei ist die das Transposon flankierende Gen-

Sequenz (Insertosom) maßgeblich für die spätere chromosomale Insertionslokalisation 

im Rahmen der Transposition. Zu einer eigenständigen Replikation ist ein Transposon 

nicht in der Lage, sondern bedarf eines Replikons, wie z.B. Plasmide. Tn917 gehört zu 

einer Gruppe von Transposons, die nach dem Modell der replikativen Transposition 

transponieren. Hierbei erhöht das Transposon seine Kopienanzahl. Ein Replikati-

onsprodukt wird an anderer Stelle durch Rekombination in die DNA inseriert, wäh-

rend das Ursprungstransposon nicht zerstört wird und somit weiterhin erhalten bleibt.  

 

Zum besseren Verständnis der Arbeit soll der Vorgang der Transduktion mit einem 

Bakteriophagen als Vektor näher erklärt werden. Während des Vermehrungszyklus des 

Phagens kommt es kurz vor der Zelllyse zur Fragmentierung der DNA. Entsprechend 

der Größe der Fragmente werden diese in den entstehenden Phagen verpackt. Dabei 

kann es sein, dass neben dem eigentlichen Phagengenom in wenigen Fällen auch Parti-

kel der Wirts-DNA in den Phagen integriert werden. Bei einer Infektion der nächsten 

Zelle mit Injektion der Phagen-DNA wird dieses Fragment durch homologe Rekom-

bination in das entsprechende Allel der Wirtszelle integriert. Im Falle des hier benutz-

ten Transposons Tn917 können die Zellen mit erfolgter chromosomaler Insertion des 
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Transposons durch die neu erworbene Fähigkeit der Erythromycinresistenz selektio-

niert werden.  

Mittels Transposonmutagenese ist es möglich, isogene Stammpaare herzustellen, die 

sich nur in einem Merkmal unterscheiden. Durch die Insertion eines Transposons in 

das Genom besteht nur an dieser Stelle eine genetische Veränderung im Vergleich zum 

ursprünglichen Empfängerstamm. Verändern sich nun die phänotypischen Merkmale 

der Transduktante im Vergleich zum Ursprungsstamm, so kann ein Zusammenhang 

zwischen der Genlokalisation und dem veränderten Phänotyp hergestellt werden. 

 

Unter Verwendung des Transposons Tn917 ist es unserer Arbeitsgruppe gelungen, 

mehrere Transposonmutanten im genetischen Background des S. epidermidis-Stammes 

1457 zu schaffen (Mack et al. 1994; Nedelmann 1999). Die Mutanten wurden aufgrund 

von Restriktionskartierungen der Tn917-Insertionsstelle und konsekutiven Phänotyp-

änderungen in 6 verschiedene Klassen eingeteilt. (Expression von Biofilm, PIA-Titer, 

Koloniemorphologie, Induktion von Biofilmbildung in unterschiedlichen Nährme-

dien). Die einzelnen Insertionslokalisationen der verschiedenen Mutantenklassen wer-

den im Diskussionsteil dieser Arbeit weitergehend besprochen.  

Klasse I beinhaltet die Mutanten M10, M11, M13, M21, M22, M24. Alle zeigen einen 

komplett biofilm- und PIA-negativen Phänotyp bei Testung in TSBBBL-Medien. Eine 

Ausnahme bildete die Transduktante M21 mit einem schwach biofilm- und  

PIA-positiven Phänotyp. Die primäre Anheftung ist unbeeinträchtigt. Alle diese  

Mutanten haben die Tn917-Insertionsstellen innerhalb des icaADBC-Genclusters. Se-

quenzierungen zeigten, dass Tn917 in M13 und M24 in icaA und M21, M22, M23 in 

icaC inserieren. Die Kolonien der Klasse I sind leuchtend weiß (Mack et al. 2000b). 

Die Klasse II beinhaltet die Mutante M12. Auffallend war hier eine veränderte Kolo-

niemorphologie nach längerer Inkubationszeit auf Agarplatten. Die Kolonien blassten 

ab und „klumpten“ bei dem Versuch, diese in Nährmedien zu suspendieren, extrem 

zusammen. In TSBBBL zeigte diese  Mutante einen biofilm- und PIA-negativen Phäno-

typ (Mack et al. 2000b). 

Der Klasse III wurden die Mutanten M15 und M19 zugeteilt. In TSBOxoid zeigen diese 

Mutanten einen biofilmnegativen Phänotyp. Im selben Produkt der Fa. BBL (TSBBBL) 

sind sie hingegen schwach biofilm- und PIA-positiv. Die Kolonien haben eine gräuli-

chere Farbe als der Wildtypstamm oder die Klasse I – Mutanten. Genaue Charakteri-

sierungen der Insertionsstellen zeigten, dass M15 und M19 identische Tn917-
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Insertionslokalisationen haben (Knobloch et al. 2001). Im weiteren Text wird diese 

Transposoninsertion mit M15 bezeichnet. 

Die Klasse IV beinhaltet die Mutante M17. Diese war ebenfalls in TSBOxoid biofilm-

negativ. In TSBBBL war die Mutante biofilm und PIA-bildend. Die Kolonien der Klasse 

IV sind weiß. 

Die Klasse V Mutante M16 zeigt eine geringere Biofilmbildung in TSBoxoid als der Wild-

typstamm S. epidermidis 1457. In TSBBBL  exprimiert diese Mutante jedoch quantitativ 

Biofilm auf dem Nieveau des Wildtypstammes.  

Die Klasse VI Mutante M20 weist im Vergleich zu M16 keine phänotypischen Unter-

schiede auf, die Transposoninsertionsstelle ist jedoch auf einem anderem SmaI-

Fragment lokalisiert. Die Kolonien der Klassen V und VI haben, ähnlich Klasse I und 

IV, eine hellweiße Farbe. Besonderheit dieser Mutantenklassen ist, dass diese einen 

mukoidnegativen Phänotyp besitzen, gleichzeitig aber biofilmpositiv sind. 

 

 

Tabelle 3: Tabellarische Auflistung wichtiger phänotypischer Merkmale der 

Mutantenklassen I bis VI 

Stamm 
Biofilm in 
TSBOxoid 

Biofilm in 
TSBBBL 

Mukoid-
produktion 

Kolonie-
morphologie 

1457 Wildtyp ++ +++ M weiß 

1457M10 Klasse I - - - weiß 

1457M13 Klasse I - - - weiß 

1457M12 Klasse II - - - weiß/grau  

1457M15 Klasse 
III 

- + - grau 

1457M17 Klasse 
IV 

- ++ - weiß 

1457M16 Klasse V + +++ - weiß 

1457M20 Klasse 
VI 

+ +++ - weiß 

Die Angaben auf die Mukoidproduktion beziehen sich auf Testungen mit peptonhaltigen 
Medien, welche mit N-Acetyl-D-Glucosamin substituiert worden sind.  
(-)=Biofilm/mukoidnegativ; (+++)=Biofilmbildung OD570>2,0;  
(++)=Biofilmbildung OD5701,0-2,0; (+)=Biofilmbildung OD570 0,1-1,0;  
(M)=mukoidpositiv (Mack et al. 1999; Mack et al. 2000b; Riedewald 2001) 
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4. Zielsetzung dieser Arbeit: 

Die Arbeiten von Mempel et. al. beschrieben bei dem biofilmpositiven und methicillin-

resistenten S. epidermidis-Stamm RP62A Phasenvarianten mit einem biofilmnegativen 

und methicillinsensiblen Phänotyp. Als Ursache für den Verlust der Methicillinre-

sistenz konnte eine fehlende mecA-Transkription nachgewiesen werden. Anhand dieser 

Beobachtungen ist die Existenz von Genorte zu vermuten, die gleichzeitige regulative 

Einflüsse auf die Expression von ica und mecA haben.(Mempel et al. 1994; Mempel et 

al. 1995)  

Ziel dieser Arbeit war es, die in Kapitel 3 genannten Tn917-Insertionslokalisationen in 

den biofilmpositiven und methicillinresistenten S. epidermidis-Stamm 1057 zu  

transduzieren. Als Donorstämme verwendeten wir 1457M10, 1457M13 (Klasse I), 

1457M12 (Klasse II), 1457M15 (Klasse III), 1457M17 (Klasse IV), 1457M16 (Klasse 

V), 1457M20 (Klasse VI). Als Vektor für die Transduktion wurde der Bakteriophage 

71 ausgewählt, der bereits auf S. epidermidis 1457 adaptiert war. Nur bei den Mutanten 

der Klasse I lag die Tn917-Insertion innerhalb des icaADBC-Genclusters, bei allen 

anderen befand sich diese außerhalb. Klonierungen und Sequenzierungen der an das 

Transposon angrenzenden chromosomalen Wirts-DNA waren bei den Mutantenklas-

sen II bis VI zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. 

(Knobloch 1999; Mack et al. 2000b)  

Alle diese Tn917-Insertionen hatten nachweislich Einfluss auf die Biofilmproduktion. 

Durch Transduktion in einen methicillinresistenten S. epidermidis-Stamm bestand die 

Hoffnung, eine oder mehrere Genlokalisationen zu identifizieren, die direkt oder indi-

rekt Einfluss auf die beiden Pathogenitätsfaktoren Biofilmbildung und Methicillinre-

sistenz haben. 
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5. Materialien und Methoden 

5.2. Materialien 

 

5.2.1. Übersicht über die verwendeten Geräte 

Tabelle 4: Tabellarische Aufführung der in dieser Arbeit benutzten Geräte 

Gerät Hersteller 

Kühlzentrifuge Megafuge 1,0 R mit Rotor 
BS 4402 

Fa. Haereus-Christ, Osterode 

Brutschrank 5050E  

Eppendorf Zentrifuge 5415 Fa. Netheler und Hinz, Hamburg 

Eppendorf Thermostat 5320  

Eppendorf Thermomixer 5436  

Eppendorf Photometer 1101M  

Tischzentrifuge Rotana/S Fa. Hettich, Tuttlingen 

Schüttelinkubator Fa. New Brunswick Scientific Co,  
New Brunswick, N.J. (USA) 

Schüttelinkubator Lab-Shaker mit Ther-
mostat Lab-Therm 

Fa. B. Braun, Melsungen 

Schüttelwasserbad GFL 1083 Fa. AD Krauth, Hamburg 

Waage PC 4400 Fa. Mettler GmbH, Gießen 

Feinwaage Sartorius 2432 Fa. Leitz, Wetzlar 

Röntgenfilme X-Omat AR.  Fa. Kodak 

Röntgenfilme Fa. Agfa 

Zeta-Probe Nylon Blotting Membranes, Fa. Bio-Rad, Richmond (USA) 

Sterilfilter 0,2 µm Porengröße Fa. Sartorius, Göttingen 

Digital-pH-Meter 646 Fa. Knick, Berlin 

Gelkammern Fa. Regina v. Kreutz Laborgeräte 

UV-Transilluminator,  Ultra-Violet Products Inc. San Gabriel, 
Ca. (USA) 

UV-Leuchte 30 W. Fa. NIS 
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Gerät Hersteller 

Mikrotiterplatten Fa. Greiner, Kremsmünster, Österreich 

Zellkulturplatten Nunclon Delta mit Ab-
deckung, Zellschaber und Zellkulturscha-
len (5 cm und 9 cm Durchmesser),  

Fa. Nunc, Roskilde ( Dänemark) 

Gleichspannungsgerät 67510  Fa. Camag 

Filterpapier Whatman 3MM Fa. Balston, England 

Chromato VUE-Transluminator C-61 Fa. Vetter K.G 

Sofortbildkamera MP-4 Land-Camera 
Modell 44-32 

Polaroid Corporation, Cambridge, Ma. 
(USA);  

 

5.2.2. Übersicht über verwendete Chemikalien 

Tabelle 5: Tabellarische Aufführung der in dieser Arbeit benutzten Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Borsäure z.A. Fa. Merck, Darmstadt 

Calciumchlorid 2-hydrat krist. z. A.  

Chloroform z. A.  

D(+)-Glucose wasserfrei  

di-Natriumhydrogenphosphat2-hydrat 
z.A. 

 

Dodecylsulfat (SDS)  

Ethidiumbromid  

Isoamylalkohol z. A  

Natriumchlorid z. A  

NaH2PO4,  

NaHPO4, z.A.  

Natriumhydroxid z. A  

Pufferlösung pH 5,00  

Pufferlösung pH 7,00  

Pufferlösung pH 9,00 

 

Salzsäure rauchend 37 % reinst  

Titriplex III z. A  
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Chemikalien Hersteller 

Natriumacetat 99 % z. A Fa Pharmacia Biotech 

Formaldehyd 37% Fa. Pharmacia Biotech 

Essigsäure 96%   

Methanol   

Aceton Fa. Sigma, München 

Natriumazid (NaN3)  

K2HPO4*3H2O,  

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) 

 

Ethanol absolut  

Bromphenolblau  

Lambda DNA-HindIII Digest   

Chloropan: 
Chloroform/Isoamylalkohol 24:1  

 

One-Phor-All-buffer  

Calciumchlorid   

Ficoll Fa. Serva, Heidelberg 

Ethidiumbromid  

Glycine analytical grade 

Polyethylenglykol (PEG)  

 

Xylen Cyanol FF Fa. Fluka 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
(TRIS) 

Fa. Sigma, Deisenhofen 

Glycin  

Erythromycin  

Oxacillin   

Kongorot Indikatorstoff  Fa. Merck, Darmstadt 

Seakem Agarose  FMC Bioproducts, Rockland (USA) 

Phenol  Fa. Roth, Karlsruhe 

Sephadex G-50  Fa. Pharmacia LKB, Schweden 

One-Phor-All-Plus-Puffer  

DNA Labelling Kit Ready –To-Go Fa. Bio 101 Inc. ,La Jolla, USA 

GeneCleanII-Kit  

[32P]dCTP (3000 Ci/mmol) Fa. Amersham Buchler, Braunschweig 
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Chemikalien Hersteller 

Antibiotikaplättchen  Fa. Boehringer, Mannheim 

5.2.3. Übersicht über verwendete Enzyme:  

Tabelle 6: Tabellarische Aufführung der in dieser Arbeit verwendeten Enzym 

Enzym Hersteller 

Restriktionsendonuclease AvaI Fa. Pharmacia Biotech 

Restriktionsendonuclease XbaI  

Restriktionsendonuclease PstI  

Restriktionsendonuclease EcoRI  

alkalische Phosphatase Fa. Boehringer, Mannheim; 

RNAse (DNAse-free), Fa. Sigma, München 

DNAse (RNAse-free)  

Lysostaphin  
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5.2.4. Übersicht über verwendete Nährmedien und deren Bestandteile: 

Tabelle 7: Tabellarische Aufführung der in dieser Arbeit verwendeten Bestandteile der 

verwendeten Nährmedien (Siehe auch Tabelle 8) 

Bestandteil Nährmedium Hersteller 

Tryptone Fa. Difco, Detroit/USA 

Yeast Extract   

Columbia-Agar  

Purple Agar Base   

Bacto-Agar  

Peptone  

Müller-Hinton-Brühe Fa. Becton Dickinson, Cockeysville, Mar-
yland, USA 

TSBBBL   

Nutrient Broth No. 2 Fa. Oxoid, Basingstoke, Hamshire, Eng-
land 

BHI   
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Verwendete Nährmedien 

Tabelle 8: Tabellarische Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten Nährmedien 

Nährmedium Bestandteile 

LB-Brühe 
(Luria-Bertani-Brühe) 

� 10 g Tryptone     

� 5 g Yeast Extract  

� 10 g NaCl, 

� ad 1000 ml dH2 O 

TSBBBL-Medium 
� 30 g TSBBBL  

� ad 1000 ml H2O‘ 

TSB – Medium 
ohne Glukose 

� 17 g Tryptone  

� 3 g Peptone  

� 5 g NaCl,  

� 2,5 g K2 HPO4,  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt  

� (pH 7,3) 

Peptone Yeast-Medium 
(PY-Brühe) 

� 10 g Pepton  

� 5 g Yeast Extract  

� 5 g NaCl  

� 1 g Glucose  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt  

� (pH 7,5) 

Brain Heart Infusion (BHI) 
 

� 37 g BHI  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� pH 7,4 ± 0,2 

Brain Heart Infusion-Agar 
(BHI-Agar) 

� 47 g BHI  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� pH 7,4 ± 0,2  

Brain Heart Infusion 
+ 40 (20)mM NaCitrat 

� 37 g BHI  

� 40 (20) mM Nacitrat 

� ad 1000 ml dH2O  
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Nährmedium Bestandteile 

Brain Heart Infusion (BHI) 
+ 10 µg/ml Erythromycin: 
 

� 37 g BHI  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� 1,2 % Bacto-Agar  

� 10 µg/ml Erythromycin 

Brain Heart Infusion -Softagar 
+Erythromycin + 
+20 mM NaCitrat 

� 37 g BHI  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� 10 µg/ml Erythromycin  

� 20 mM NaCitrat  

� 0,7 % Bacto-Agar  

Staphylococcus typing Agar 
(STA-Agar) 
 

� 20 g Nutrient Broth No. 2  

� 5 g NaCl,  

� 0,4 g CaCl2,  

� 1,2 g Bacto-Agar  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

Staphylococcus typing Soft-Agar 
(STA-Soft-Agar) 
 

� 20 g Nutrient Broth No. 2  

� 5 g NaCl,  

� 0,4 g CaCl2,  

� 0,7 g Bacto-Agar  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

Blutagar  

� 42,0 g Columbia-Agar  

� 1,0 g Bacto Agar  

� 2,2 g Glukose  

� 72 ml Schafsblut  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

Müller-Hinton-Agar 
(MH-Agar) 

� 21 g Müller-Hinton-Brühe 

� 1,2 g Bacto-Agar  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� + 2 % NaCl je nach Versuchsan-
ordnung  
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Nährmedium Bestandteile 

Müller-Hinton-Brühe 
(MH--Brühe) 

� 21 g Müller-Hinton-Brühe 

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� (je nach Versuchsanordnung  

+ 2 % NaCl) 

Purple-Agar mit 
N-Acetyl-D-Glucosamin-Zusatz 
 

� 31 g Purple-Agar Base  

� ad 1000 ml dH2O aufgefüllt 

� 2,6 % N-Acetyl-D-Glucosamin    
(GlcNAc) 

� pH 6,8 
 

5.2.5. Übersicht über verwendete Reagenzien 

Tabelle 9: Tabellarische Aufstellung der in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien 

Reagenzien Bestandteile 

PBS-Puffer  

(phosphate buffered saline) 

� 8,5 g NaCl, 

� 0,3 g KH2PO4, 

� 0,75 g Na2PO4 ad 1000 ml H2O; 

� pH 7,4 

NaCl-Puffer 

� 2,5 M NaCl, 

� 50 mM Tris, 

� 50 mM EDTA, 

� pH 7,0 

TE-Puffer 
� 1 mM EDTA 

� 10 mM Tris - HCL 

� pH 8,0 

TBE-Puffer 

(Tris-Borat-EDTA-Puffer) 

� 90 mM Tris 

� 90 mM Borsäure 

� 2,5 mM EDTA 

� pH 8,0 
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Reagenzien Bestandteile 

DNA-Ladepuffer 
 

� Bromphenolblau 0,25 % 

� Xylen Cyanol FF 0,25 % 

� Ficoll 15 % 

Ethidiumbromid-Stammlösung 

 

� Ethidiumbromidlösung mit 10 
mg/ml in dH2O 

 Verwendung ohne Sterilisation 

20xSSC 

 

� NaCl 3,0 M 
� Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,3 M 
� pH 7,0 

Bouin's Fixierlösung 
� 0,5 g Picrinsäure 37,5 ml H2O 

� 12,5 ml 37 %iges Formaldehyd 

� 2,5 ml 96 %ige Essigsäure 

Hybridisierungslösung 

� 1 mM EDTA 

� 0.16 M NaH2 PO4, 

� 0.34 M Na2 HPO4 

� 7 % SDS 

� (pH 7.2), 

Waschlösung 1 

� 1 mM EDTA 

� 12.6 mM NaH2PO4 (pH 7.2) 

� 27.4 mM Na2HPO4, 

� 5 % SDS 

Waschlösung 2 

� 1 mM EDTA, 

� 12.6 mM NaH2O4 (pH 7.2), 

� 27.4 mM Na2HPO4, 

� 1 % SDS 
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 Verwendete DNA- Sonden 

AVA3: 3’ Fragment von Tn917.  

Die Genfragmente wurden freundlicherweise von Herrn Dr. med. Knobloch bereitge-

stellt. Die Herstellung erfolgte über AvaI-Restriktion eines Tn917 tragenden Plasmides. 

Das Transposon Tn917 enthält insgesamt mehrere AvaI-Restriktionslokalisationen. 

Nach Restriktion entsteht am 5´-Ende von Tn917 ein Fragment von 1720 Basen, das 

mittlere Fragment umfasst 1254 Basen, das 3´-Ende des Transposons ergibt ein 2270 

Basen umfassendes Fragment. Das letztgenannte Fragment wurde für die Herstellung 

einer Tn917-spezifischen DNA-Sonde verwendet und als AVA3 bezeichnet. 

Abbildung 3 zeigt die Lokalisation des als Sonde benutzten DNA-Abschnittes in 

Tn917. 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Transposons Tn917 mit Markierung der 

Lokalisation der AVA3- DNA- Sonde. Zeichnung nach (Shaw et al. 1985) 

AVA 3

5' 3'

 
 

mecA spezifische DNA–Sonde:  

Zum Nachweis des mecA-Genabschnittes in S. epidermidis 1057 und den korrespondie-

renden Transduktanten verwendeten wir eine mecA-spezifische DNA-Sonde. Diese 

wurde unter Verwendung eines 1,071 bp großen XbaI/PstI-Fragmentes des Plasmides 

pBBB85 hergestellt. pBBB85 enthält ein 4,2 kb großes HindIII-Fragment, welches den 

mecA-Genlokus des S. aureus-Stammes BB270 beinhaltet und in den E. coli-S.aureus 

shuttle Vektor, Plasmid pGC-2, kloniert worden ist.  pBBB85 wurde freundlicherweise 

von B. Berger-Bächi zur Verfügung gestellt (Institut für Medizinische Mikrobiologie, 

Universität Zürich, Schweiz). 

 

 

 



Materialien und Methoden 

43 

 

5.2.6. Für Transduktion verwendete Bakteriophagen:  

Bakteriophage 71  

Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von V. T. Rosdahl , Statens Seruminstitut, 

Kopenhagen, Dänemark. 

 

5.2.7. Bakterienstämme dieser Arbeit 

Tabelle 10: Auflistung der in dieser Arbeit benutzten S. epidermidis-Stämme 

S. epidermidis Stamm Herkunft Bezug 

1457wt Zentralvenenkatheter, 
Wildtypstamm 

10160wt Blutkultur, 
Wildtypstamm 

10730wt Blutkultur, 
Wildtypstamm 

10248wt Blutkultur, 
Wildtypstamm 

8400wt Blutkultur, 
Wildtypstamm 

1057wt Zentralvenenkatheter, 
Wildtypstamm 

8188wt Blutkultur, 
Wildtypstamm 

9142wt Blutkultur 
Wildtypstamm 

diese Arbeit,  
 
klinische Isolate des Institu-
tes für medizinische Mikro-
biologie und Immunologie 
der Universität Hamburg 

1457M10 

1457M12 

1457M13 

1457M15 

1457 M17 

1457M16 

1457M20 

1057M10  

1057 M12 

1057M13 

Tn917-Mutante,  

chromosomale Tn917-
Insertion 

 

diese Arbeit 

(Mack et al. 1994; Nedelmann 
et al. 1998) 
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S. epidermidis Stamm Herkunft Bezug 

1057M15  

1057M17 

1057M16 

1057M20 

  

8400 M10 

8400 M12 

8400 M13 

8400 M15 

8400 M16 

8400 M17 

8400 M20 

  

Transduktante,  

chromosomale Tn917 
Insertion  

 

diese Arbeit 

10248 M10 

9142 M10 

8188 M10 

10160M10 

Transduktante,  

chromosomale Tn917 
Insertion  

 

diese Arbeit 
(Nedelmann et al. 1998) 

Auflistung der in dieser Arbeit benutzten S. epidermidis-Stämme, die Bezeichnung wt steht für 
Wildtypstamm. BK für Isolat aus einer Blutkultur, ZK für Isolat von einem infizierten  
Zentralvenenkatheter. Teilweise sind Verweise auf Veröffentlichungen, die diese Stämme als 
Gegenstand haben, aufgeführt. Stämme mit dem Bezug ”diese Arbeit“ sind im Rahmen 
dieser Dissertationsarbeit entstanden.  

Verwendete S. aureus-Stämme  

Tabelle 11: Auflistung der in dieser Arbeit benutzten S. aureus-Stämme 

S. aureus-Stamm Verwendung Bezug 

S. aureus Cowan I Protein A vermittelte 
Bindung von  
Antikörpern  

(Kessler 1975) 
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5.2.8. Lagerung der Stämme: 

Alle Stämme wurden bei -80° C aufbewahrt. Als Einfriermedium diente 1,5 % Bacto 

Peptone ad 100 ml dH2O + 60 ml Glycerin. Beide Bestandteile wurden getrennt 

autoklaviert und dann steril miteinander vermischt.  

5.3. Methoden: 

5.3.1. Resistenztestung mittels Agardiffusionstest 

Lösungen: 

0,9% NaCl-Lösung 

 

Von frischen Übernachtkulturen auf Blutagarplatten wurden Zellsuspensionen 

(MCFarland 0,5 in 0,9%iger NaCl-Lösung) angefertigt und anschließend mittels eines 

Wattestäbchens auf Müller-Hinton-Agarplatten dünn aufgetragen. Jede Platte wurde 

mit jeweils sechs kommerziell erhältlichen antibiotikahaltigen Filterplättchen bestem-

pelt. Die Inkubationszeit betrug 18 Stunden bei 37° C. Die sich je nach Sensibilität 

gegenüber dem zu testenden Chemotherapeutikum bildenden Hemmhöfe wurden 

ausgemessen und zur phänotypischen Charakterisierung des Stammes tabellarisch fi-

xiert. Diese Resistenztestung wurde zur Detektion von eventuellen Kontaminanten 

benutzt.  

 

5.3.2. Biofilmtestung: 

Referenzen: (Christensen et al. 1985; Mack et al. 1992)  

Lösungen: 
1. Gentiana-Violettlösung 
2. Bouin´s Fixierlösung:  
3. PBS-Puffer (phosphat buffered saline)  
4. TSBBBL 
 
Zur phänotypischen Charakterisierung wurden Wildtypstämme und Transduktanten 

auf die Expression von Biofilm untersucht. Der Test wurde mit frischen Übernacht-

kulturen der zu testenden Stämme durchgeführt. Es wurde eine Kolonie von der Platte 

abgepickt und in 2 ml TSBBBL ohne Glukose suspendiert. Nach Inkubation bei 37° C 

für 5-6 Stunden im Schüttelinkubator wurden von dieser Flüssigkultur 1:100 Verdün-

nungen mit TSBBBL hergestellt. 200 µl der Verdünnungen wurden  

anschließend in jeweils 4 Vertiefungen einer 96-Loch-Zellkulturplatte pipettiert. Es 
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folgte eine Inkubation für 20 bis 22 Stunden bei 37° C. Nach Ablauf der Inkubations-

zeit wurden die Platten „ausgeschlagen“ (relativ kräftig auf ein saugfähiges Material 

geschleudert), so dass sich die Flüssigkeit aus den Löchern der Platte entleerte. Danach 

wurde jedes Loch viermal mit PBS-Puffer gespült und nach jedem Spülvorgang wieder 

erneut ausgeschlagen. Anschließend wurden die Platten bei 37° C im Brutschrank für 

mindestens vier Stunden getrocknet. Zur Anfärbung des Biofilmes wurde je 50 µl Gen-

tiana-Violettlösung in jede Vertiefung der getrockneten Platte pipettiert und dort für 5 

min. belassen. Anschließend wurde die Platte erneut ausgeschlagen, viermal mit Lei-

tungswasser gewaschen und bei Raumluft getrocknet. Die quantitative Messung des 

Biofilmes erfolgte mit einem Photometer (ELISA Processor II, Fa. Behring) bei einer 

Wellenlänge von 570 nm und einer Referenzwellenlänge von 405 nm im evaluation 

mode 3. Eine gemessene Extinktion größer oder gleich 0,1 wurde als biofilmpositiv 

bewertet. 

 

5.3.3. Mukoidtestung auf Purple Agar  

Lösungen: 
1. Purple Agar  
2. mit Zusatz von 2,6% N-Acetyl-D-Glucosamin 
 
Die Mukoidtestung wurde für weitergehende phänotypische Charakterisierungen be-

nutzt. Mukoid entspricht einer Schleimsubstanz, welche viele biofilmpositive  

S. epidermidis-Stämme beim Wachstum auf Purple Agar entwickeln. Voraussetzung ist 

jedoch eine Supplementierung des Mediums mit N-Acetyl-D-Glucosamin.  

Mukoidpositive Stämme bilden erhabene und feuchtglänzende Kolonien, während 

mukoid-negative S. epidermidis-Stämme flache, trockene Kolonien zeigen. Die Zugabe 

von N-Acetyl-D-Glucosamin  kann Mukoidproduktion induzieren. Die Konzentration 

an N-Acetyl-D-Glucosamin, welche eine maximale Mukoidproduktion bedingt, ist je 

nach Stamm variabel. Der in dieser Arbeit getestete Stamm 1057wt zeigte eine maxi-

male Mukoidbildung bei einer N-Acetyl-D-Glucosamin-Konzentration von  

2,6 %. Bei der Testung wurde jeweils eine Transduktante mit dem korrespondierenden 

Wildtypstamm auf einer Platte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37° C für 48 

Stunden. 
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5.3.4. Mikrodilutionstest zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentra-

tion (MHK) 

Referenzen: (NCCLS 2002) 

Lösungen:  

1. Müller-Hinton-Brühe + 2 % NaCl  

2. Oxacillin, gelöst 

 

Von einer frischen Übernachtkultur in Müller-Hinton-Brühe, supplementiert mit  

2 % NaCl, wurde eine Verdünnung, mit einer Endkonzentration von  

105 CFU/ml hergestellt. Hierzu erfolgte zunächst eine photometrische Messung der 

Bakteriensuspension und Verdünnung auf eine OD578 von 0,5. Vorherige Titrations-

versuche ergaben, dass dies einer CFU/ml von 108 entspricht. Diese Suspension wurde 

dann weiter auf eine Endkonzentration von 105 CFU/ml verdünnt und in Mikrotiter-

platten pipettiert. Anschließend wurde eine zuvor hergestellte Oxacillinlösung zu-

pipettiert, so dass eine geometrisch abfallende Oxacillinkonzentrations-Reihe entstand. 

Getestet wurde mit folgenden Konzentrationen: 1024 µg/ml, 512 µg/ml, 256 µg/ml, 

128 µg/ml, 64 µg/ml, 32 µg/ml, 16 µg/ml, 8 µg/ml, 4 µg/ml, 2 µg/ml, 1 µg/ml  und  

0 µg/ml (Wachstumskontrolle). 

Danach erfolgte eine Inkubation im Brutschrank für 48 h bei 35° C. Die Ergebnisse 

wurden nach 24 Stunden und 48 Stunden abgelesen.   
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5.3.5. Koagglutinationstest zur Quantifizierung von PIA 

Referenzen: (Mack et al. 1992) 

Lösungen: 

1. Lsg 1: 0,05 % /wt / vol ) NaN3 in PBS 
2. TSB ohne Glukose  
3. PBS Puffer 

 

E x t r a k t i o n  v o n  P I A   

Von dem zu untersuchenden Stamm wurde eine Übernachtkultur im Schüttelinkubator 

(37° C, 100 rpm ) unter Verwendung von TSBBBL ohne Glukose als Nährmedium her-

gestellt. Zwei Zellkulturschalen der Fa. Nunc (Roskilde) wurden anschließend jeweils 

mit 100 µl der Schüttelkultur und 10 ml TSBBBL-Lösung versehen. Nach einer Inkuba-

tionszeit von 22 Stunden bei 37° C wurde das Nährmedium vorsichtig entfernt. Auf 

dem Boden der Platte hatte sich ein Bakterienrasen gebildet, der mit einem Zellschaber 

abgeschabt wurde. Nach Resuspendierung in 5 ml PBS-Puffer und Zentrifugation bei 

3000 rpm für 15 min. wurden die erhaltenen Pellets erneut in PBS-Puffer aufgenom-

men. Um die Zellmenge der einzelnen Suspensionen verschiedener Stämme verglei-

chen zu können, wurden diese mittels photometrischer Messung auf eine OD578  von 

2,5 eingestellt.  

Zur Herstellung des PIA-Rohextraktes aus den Zellsuspensionen wurden diese im 

Eisbad mit einem Ultraschallzertrümmerer zweimal für jeweils 30 Sekunden beschallt. 

Nach Zentrifugation (3000 rpm, 15 min) wurde der Überstand zur Entfernung der 

Zellfragmente abpippetiert und in ein Eppendorfhütchen überführt. Danach erfolgte 

eine erneute Zentrifugation für 1 Stunde bei 4° C und 14000 rpm. Der verbleibende 

Überstand, welcher den PIA-Rohextrakt enthielt, wurde vorsichtig abpippetiert und 

mittels eines Sterilfilters (Porengröße 0,2 µm) von letzten Zelltrümmern gereinigt.  

S .  a u r e u s  C ow a n  I - P r ä p a r a t i o n  

Der Stamm S. aureus ist durch das mit seiner Zellmembran fest verbundene Protein A 

in der Lage, Antikörper mittels Anbindung an den FC-Teil der Immunglobuline zu 

binden. Diese Eigenschaft wird in diesem Test später genutzt, indem sich mit PIA 

beladene Immunglobuline an das Protein A anlagern.  
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Eine Übernachtkultur von S. aureus Cowan I wurde für 10 Minuten bei  

6000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Pellets in Lösung 1 zweimal 

gewaschen. Die Zellen wurden anschließend in Lösung 1 (Lsg 1) mit einem  

1,5 %igen Zusatz von Formaldehyd fixiert. Hierzu wurde die Lösung für 120 min. 

nach Zusatz der Zellen auf einem Magnetrührer gemischt. Nach erneuter Zentrifugati-

on für 10 min. bei 6000 rpm wurde der Überstand verworfen und das Pellet in einer 

10%igen Suspension von Lsg 1 für fünf Minuten in einem auf 80° C angeheizten Was-

serbad inkubiert und anschließend im Eisbad gekühlt. Nach erneutem zweimaligem 

Waschen in einer 10 %igen Suspension von Lösung 1, wurden die Zellen bei –80° C 

verwahrt. 

He r s t e l l u n g  e i n e s  K o a g g l u t i n a t i o n s r e a g e n z e s  

1 ml S. aureus Cowan I Präparation wurde nach Reinigung durch dreimaliges Waschen 

in Lsg 1 mit 100 µl anti-PIA-Kaninchenserum vermischt und bei Raumtemperatur  

15 min inkubiert. Danach erfolgte nochmals eine Reinigung durch dreimaliges  

Waschen in Lsg 1. Die gereinigte Lösung wurde dann mit Lsg 1 auf 10 ml aufgefüllt. 

Die Aufbewahrung erfolgte bei 4° C. Die Haltbarkeit des Reagenzes betrug so ca.  

10 Tage.  

K o a g g l u t i n a t i o n s t e s t  

15 µl des Reagenzes wurden mit 5 µl des PIA-Extraktes auf einem Objektträger  

miteinander vermischt. Die Suspension wurde dann unter leichtem Schwenken drei 

Minuten inkubiert und, gegen einen dunklen Hintergrund gehalten, abgelesen. Als  

positiv wurde eine Agglutination, sichtbar an der Ausfällung der Agglutinate, bewertet. 

Als Negativkontrolle wurde die Testung des Koagglutinationsreagenzes mit einem 

entsprechenden Puffer durchgeführt. Zur Quantifizierung des PIA-Titers wurden die 

Proben in Verdünnungsreihen untersucht. Als Antigentiter wurde die höchste Verdün-

nungsstufe bezeichnet, bei der noch eine positive Reaktion stattfand.  
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5.3.6. Durchführung einer Transduktion mit Phage 71  

Referenzen: (Swanstrom et al. 1951; Kayser 1972; Rosendorf et al. 1974; Poston et 
al. 1977; De Saxe et al. 1978) 

He r s t e l l u n g  e i n e s  P h a g e n l y s a t e s   

Lösungen:  
1. Nutrient Broth No. 2 
2. STA-Agar + Calciumchlorid 
3. STA- Soft Agar (0,7%Agar) 
4. BHI-Brühe + 40 mM NaCitrat 
5. BHI-Brühe + 20 mM NaCitrat 
6. BHI-Softagar 
7. 1 M Natriumcitrat 

 

Zunächst wurde eine Kultur des Donorstammes in Nutrient Broth No. 2  für mindes-

tens drei Stunden bei 37° C im Schüttelbrutschrank inkubiert. Anschließend wurde die 

optische Dichte der Kultur mittels eines Photometers gemessen. Ziel war eine optische 

Dichte von ca. 0,3 OD578 . 1,0 ml dieser Bakteriensuspensionen wurden dann zu 800 µl 

des Phagenlysates pipettiert und mit 3 ml 46° C warmen STA-Softagar vermischt. An-

schließend wurde der Softagar auf einer STA-Agarplatte ausgegossen. Anschließend 

erfolgte eine Inkubation bei 37° C für 18 Stunden. 

 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde auf jede der Platten 5 ml Nutrient Broth  

No. 2 pipettiert und der Soft-Agar mit einem Spatel vorsichtig abgeschabt. Nährlösung 

und abgeschabter Softagar wurden dann in ein 50 ml Röhrchen der Fa. Falcon (Fal-

contube) überführt. Um die Phagen aus dem Softagar in die Nährlösung zu überfüh-

ren, wurde das Falcontube mit seinem Inhalt ca. 1 min heftig geschüttelt. Es erfolgte 

danach eine Zentrifugation für 10 min bei 3000 rpm. Der Überstand wurde abpipet-

tiert, nochmals bei 3000 rpm für 10 min, erneut vorsichtig vom Sediment getrennt und 

anschließend steril filtriert. (Porengröße 0,2 µm). Die so erhaltenen Phagenlysate hatten 

einen Phagentiter zwischen 108 und 1010 PFU/ml.  
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P l a q u e t i t r a t i o n  d e r  e r h a l t e n e n  P h a g e n l y s a t e  

Die im vorigen Schritt erhaltenen Lysate wurden in Nutrient Broth No.2 verdünnt. 

Dabei wurde eine Verdünnungsreihe von 10-2-10-8 angefertigt. 400 µl des entsprechend 

verdünnten Phagenlysates wurden dann zusammen mit 4 ml auf 46° C abgekühlten 

STA-Softagar und 1 ml eines empfänglichen Bakterienstammes auf einer  

STA-Agarplatte ausplattiert. Danach erfolgte eine Bebrütung für 18 Stunden bei  

30° C im Brutschrank. Die nach Inkubation sichtbaren Plaques wurden danach zur 

Berechnung der PFU/ml ausgezählt. 

 

T r a n s d u k t i o n  a u f  d e n  g e w ü n s c h t e n  Emp f ä n g e r s t a mm  

Zur Transduktion wurden nur frische Übernachtkulturen der Empfängerstämme ver-

wendet. Die Kulturen wuchsen dabei auf Blutagarplatten. Zunächst wurden die Zellen 

in 6 ml Nutrient Broth No. 2 + Calciumchlorid suspendiert. Durch UV-Bestrahlung 

des Phagenlysates sollte die Chance chromosomaler Transposoninsertionen erhöht 

werden. Aus diesem Grunde wurden die für die Transduktion ausgewählten Phagen-

lysate für 90 Sekunden mit UV-Licht bestrahlt. (UV-Leuchte 30 Watt, Fa. NIS, 30 cm 

Abstand) Kurz vor Zugabe der Phagenlysate wurden die Bakteriensuspensionen für 

180 Sekunden auf 56° C erhitzt. Durch diese Maßnahme ließen sich bei S. epidermidis 

1057 höhere Transduktionsfrequenzen erzielen. Durch die kurzzeitige Erwärmung 

werden zelluläre Abwehrmechanismen gedämpft, die eine erfolgreiche Transduktion 

sonst verhindern könnten. Nach der kurzen Erhitzung wurden die Suspensionen zügig 

durch Kühlung im  Eisbad wieder auf Raumtemperatur abgekühlt.  

Nach Abschluss der Bestrahlung wurden 0,5 ml der gewünschten Phagenlysate zu  

1 ml der entsprechenden Bakteriensuspensionen der Empfängerstämme gegeben. Da-

nach erfolgte eine Inkubation für 30 min bei 37 °C. Die Absorption der Phagenpartikel 

wurde durch Zugabe von 40 ml  1 M Natriumcitrat gestoppt und die Bakterien für 15 

min. bei 3000 rpm und 4° C abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das am 

Boden anhaftende Pellet anschließend einmalig mit eiskalter BHI-Brühe + 40 mM 

NaCitrat und zweimalig mit eiskalter BHI-Brühe+20mM NaCitrat gewaschen. An-

schließend wurden die Zellen in BHI-Brühe+20 mM NaCitrat für 3-4 Stunden bei  

37° C inkubiert.  
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Tn917 beinhaltet eine erm-kodierte Erythromycinresistenz. Dies wurde als Selektions-

merkmal ausgenutzt. Nur erfolgreich transduzierte Zellen mit chromosomaler Tn917-

Insertion wuchsen in den mit Erythromycin supplementierten Nährmedien.  

Die Suspensionen wurden mit jeweils 3 ml BHI-Softagar, der 20 mM Nacitrat und  

10 µg/ml Erythromycin enthielt, auf BHI-Agarplatten mit 10 µg/ml Erythromycin 

ausplattiert. Danach erfolgte eine Inkubation bei 37° C im Brutschrank für 48 Stunden. 

Als Negativkontrolle zum Ausschluss einer Kontamination wurden jeweils 0,5 ml des 

benutzten Phagenlysates zu 1 ml Nutrient Broth No. 2 + Calciumchlorid pipettiert und 

anschließend ebenfalls inkubiert. 

 

5.3.7. Southern-Hybridisierung mit spezifischen DNA-Sonden 

Referenzen: (Sambrook et al. 1989), Herstellerangaben zum Umgang mit den  

Restriktionsendonukleasen. 

P r ä p a r a t i o n  c h r om o s om a l e r  DNA   

Lösungen: 
1. NaCl-Puffer  
2. 7 % SDS (Natrium - Dodecylsulfat) 
3. Chloropan: Chloroform/Isoamylalkohol 24 : 1 
4. TE-Puffer  
5. 3 M Na-Acetat, pH 7,0 
6. 96 % Ethanol 
7. PY-Brühe + 1 % Glycin 
8. Lysostaphin 

 
Es wurde zunächst der zu testende Stamm in 10 ml PY-Brühe + 1 % Glycin bei  

37° C im Schüttelinkubator über ca. 12-16 Stunden inkubiert. 4 ml dieser Vorkultur 

wurden anschließend in 400 ml PY-Brühe + 1% Glycin verimpft und erneut für 20 bis 

24 Stunden im Schüttelinkubator bei 37° C belassen. Anschließend erfolgte eine 

Zentrifugation mit 6000 rpm für 15 min. bei Raumtemperatur (Sorvall Zentrifuge, GS3 

Rotor). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 3 ml NaCl-Puffer aufge-

nommen. Zur Zelllyse wurde anschließend 100 µl Lysostaphin (1500 U/ml) und  

2,5 µl RNAse (0,5 mg/ml Fa. Boehringer) hinzugegeben und für ca. 3 Stunden bei  

37° C inkubiert. Danach wurden 3 ml 7 %iges SDS zu den lysierten Zellen pipettiert 

und 30 min auf Eis gelagert. Es erfolgte dann die Zugabe von 7 ml Chloropan und 

nach vortexen eine Inkubation bei Raumtemperatur für 2 Stunden, bis die Auftren-
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nung in 3 Phasen erfolgt war. Nach 30 minütiger Zentrifugation mit 4000 rpm bei 

Raumtemperatur, wurde die obere wässrige Phase vorsichtig abpippetiert und in ein 

neues Gefäß überführt. Der Überstand wurde mit 0,1 vol einer 3 M Na-Acetat Lösung 

versetzt. Nach Zugabe von 2 vol 96 %igem Ethanol wurde die in der Interphase ausge-

fallene DNA mit einer gebogenen Pasteurpipette aufgewickelt und kurz luftgetrocknet. 

Die DNA wurde dann in 500 µl TE-Puffer überführt und dann bei 37° C innerhalb 

von vier Stunden im Puffer gelöst. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4° C. Unter diesen 

Bedingungen war die DNA über Monate verwendbar.  

 

V e r d a u  d e r  DNA  m i t t e l s  R e s t r i k t i o n s e n d o n u k l e a s e n  

Lösungen: 
1. One-phor-all-plus–Buffer  
2. TE-Puffer zur Verdünnung 
3. Restriktionsenzyme 

 
Um zu gewährleisten, dass die einzelnen Reaktionsgemische (DNA-Probe und Restrik-

tionsendonuklease) relativ zu einander die in etwa gleichen DNA-Konzentrationen 

enthielten, wurde vor dem Verdau jede DNA-Probe ohne Zugabe von Restriktionsen-

donukleasen auf einem kleinen Gel für ca. 2 Stunden elektrophoretisch  aufgetrennt. 

Anhand des anschließend angefertigten Photos wurden dann Proben mit einer hohen 

DNA-Konzentrationen den übrigen Proben durch Verdünnung mittels TE-Puffer 

angeglichen.  

Anschließend wurde der Reaktionsverdau angesetzt: Ca. 5 U der Restriktionsendo-

nuklease, One-phor-all-plus–Buffer und 0,5-1 µg der zu testenden DNA bildeten dabei 

das Reaktionsgemisch. Für alle Enzyme war eine Inkubationstemperatur von 37° C für 

ca. 3 Stunden notwendig. Anschließend erfolgte die elektrophoretische Auftrennung 

des Verdaus auf Agarosegelen.  
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E l e k t r o p h o r e t i s c h e  A u f t r e n n u n g  d e r  v e r d a u t e n  DNA - P r o b e n  

Lösungen: 
1. DNA-Ladepuffer  
2. TBE-Puffer(Tris-Borat-EDTA-Puffer) 
3. Ethidiumbromid-Lösung 
4. DNA-Marker: Hind III gespaltene λ-Phagen DNA 

Größe der Fragmente: (Basenpaare):  
                 23131, 9419, 6559, 4361, 2322, 2023, 564, 125 
 
Wir verwendeten für die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Proben 

Agarosegele. Zur Herstellung wurde 0,7 %ige SeaKem-Agarose durch Aufkochen in  

TBE-Puffer gelöst. Die ca. 60° C  warme Agarose wurde mit 0.5 µg/ml Ethidiumbro-

mid versetzt, so dass die DNA bereits während der Elektrophorese gefärbt wurde. 

Die Agaroselösung wurde in eine Horizontalgelkammer gegossen und bis zur Erstar-

rung abgekühlt. Wir verwendeten insgesamt zwei Größen von Gelen. Das kleinere 

hatte eine Laufstrecke von 7,5 cm, das größere eine von 17 cm. Nach Verfestigung 

des Gels wurde die Gelkammer solange mit TBE-Puffer gefüllt, bis das Gel mit ca. 1 

mm Puffer bedeckt war. Von den zu untersuchenden DNA-Proben wurden jeweils 22 

µl (großes Gel) bzw. 18 µl (kleines Gel) in eine Geltasche pipettiert und mit 2 µl DNA-

Ladepuffer versetzt. Die beiden äußeren Geltaschen wurden mit der HindIII-λ-DNA 

als Größenmarker beladen. Die Elektrophorese wurde bei einer Feldstärke von 5 

V/cm für vier Stunden bzw. 1 V/cm über Nacht durchgeführt. Das Gel wurde danach 

auf einem UV-Transilluminator mit einer Sofortbildkamera fotografiert. 

 

S o u t h e r n b l o t t i n g  v o n  DNA  a u f  N i t r o z e l l u l o s em emb r a n e n  

Lösungen: 
1. 0,5M NaOH 

 
Für die spätere Hybridisierung der DNA war das Überführen der DNA auf Nitrozellu-

losemembranen notwendig. Die Überführung findet bei dem hier benutzten Verfahren 

durch Kapillarkräfte statt. Hierfür wurden zwei Plastikschalen mit 0,5 M NaOH gefüllt. 

Zwischen beide Schalen wurde eine Glasplatte gelegt, auf die Filterpapiere aufgelegt 

wurden. Diese überragten die Glasplatte und reichten auf beiden Seiten in die mit Na-

OH gefüllten Schalen, so dass sich die Papiere rasch mit NaOH vollsogen. Das Agaro-
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segel wurde faltenfrei auf die Filterpapiere aufgelegt und anschließend die Nitrozellulo-

semembran blasenfrei aufgetragen. Die Ränder des Gels wurden mit Zellophanfolie 

abgedeckt, um ein seitliches austreten der NaOH-Lösung zu verhindern. Auf die 

Membran wurde dann mit NaOH getränktes Filterpapier und anschließend mehrlagig 

Zellstoff aufgelegt. Abschließend wurde zum Beschweren und zum Aufbau eines 

gleichmäßigen Druckes eine Glasplatte auf den Zellstoff gelegt, die wiederum mit einer 

kleineren, flüssigkeitsgefüllten Flasche beschwert wurde. Man beließ die ganze Anord-

nung für 16 Stunden. Die Membran wurde anschließend 2 x mit SSC gewaschen und 

anschließend die DNA bei 80° C fixiert.  

 

S o u t h e r n -H y b r i d i s i e r u n g  m i t  e i n e r  s p e z i f i s c h e n  DNA - S o n d e  

Lösungen: 

1. Hybridisierungslösung  
2. Waschlösung 1 (Wash I) 
3. Waschlösung 2 (Wash II) 

 

Eine zuvor hergestellte radioaktiv markierte DNA-Sonde (siehe Kapitel 5.3.8) wurde 

zunächst für 30 min bei 80° C zur Denaturierung inkubiert. Zunächst erfolgte eine 

Prähybridisierung der Membran in 50 ml Hybridisierungslösung für 20 min bei  

65° C im Schwenkwasserbad. Danach wurde die benutzte Hybridisierungslösung ver-

worfen, die Schale erneut mit 50 ml Hybridisierungslösung versehen und die Membran 

hinzugefügt. Anschließend wurde die DNA-Sonde hinzugegeben und der gesamte 

Ansatz für 16 Stunden bei 65° C im Schwenkwasserbad hybridisiert. Nach Abschluss 

der Hybridisierung erfolgte die Waschung der Membran jeweils zweimal in Wash I und 

Wash II für jeweils 20 min bei 65° C im Schwenkwasserbad. Die so behandelte Memb-

ran wurde dann in Folie eingeschweißt und auf einen Film aufgelegt (Kodak X-Omat) 

Die Belichtungszeit war abhängig von der Anreicherung der zu untersuchenden 

Membran und der radioaktiven Aktivität der Sonde. Meistens war eine Belichtungszeit 

zwischen 6-12 Stunden bei –80° C notwendig. Nach Abschluss der Belichtung wurde 

der Film dann in einem Crurix 2425 Entwickler der Fa. Agfa entwickelt.  
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5.3.8. Herstellung von spezifischen DNA-Sonden  

Referenzen: Herstellerangaben (GeneCleanII-Kit) 
Lösungen: 

1. 3 M NaI 
2. TBE-Modifier 
3. Glasmilch 
4. NEW WASH-Lösung 
5. TE-Puffer 

 
Eine DNA-Probe wurde enzymatisch mit der gewünschten Restriktionsendonuklease 

verdaut und auf einem mit Ethidiumbromid angefärbten Agarosegel elektrophoretisch 

aufgetrennt. Unter UV-Licht wurde dann mit einem sterilen Skalpell das gewünschte 

DNA-Fragment aus dem Gel herausgetrennt und in ein Eppendorfhütchen überführt. 

Das Volumen wurde anschließend durch Auswiegen bestimmt. Dabei entsprechen  

1 mg Agarose ca. 1 ml H2O. Es wurde anschließend das 0,5 fache Volumen des TBE-

Modifiers und das 4,5fache Volumen einer 3M NaI Lösung hinzugegeben. Dann  

erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei 50° C.  

Die folgenden Arbeitsschritte bis zum nächsten Absatz wurden bei einer Temperatur 

von 4° C durchgeführt. 5 µl der gut suspendierten Glasmilch wurden zu der DNA 

pipettiert und beides im Vortexer gemischt. Ziel war es, die DNA an die Glasmilch 

anbinden zu lassen. Hierfür war eine Inkubationszeit von 5 min. notwendig. Nach 

Ablauf der Inkubation wurde die Suspension für 2 min. in einer Zentrifuge bei  

12000 rpm zentrifugiert. Es erfolgte danach ein dreimaliger Waschvorgang mit NEW-

Wash-Lösung. Nach dem letzten Waschvorgang wurde die NEW-Wash-Lösung ver-

worfen. und das Pellet, bestehend aus der an die Glasmilch gebundenen DNA, in  

30 µl TE-Puffer resuspendiert.  

Um die DNA jetzt wieder von der Glasmilch abzulösen, wurde die Suspension in ei-

nem Wasserbad für 3 min bei 55° C inkubiert. Anschließend erfolgte eine erneute Zen-

trifugation bei 15000 rpm. Im Überstand befand sich jetzt die gewünschte DNA, das 

Pellet bestand aus der Glasmilch und wurde verworfen. Der Überstand mit der DNA 

wurde in ein neues steriles Eppendorfhütchen pipettiert und bei – 20°C gelagert. 



Materialien und Methoden 

57 

 

Radioaktive Markierung von DNA-Sonden mit [32P]dCTP  

Referenzen: Herstellerangaben (Ready-to-go DNA-Labelling Kit) 

Lösungen: 

1. TE-Puffer  
2. Hybridisierungslösung  
3. Waschlösung 1 
4. Waschlösung 2 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden radioaktiv markierte Sonden zur Darstellung der 

chromosomalen Tn917-Insertion und des mecA-Genes von S. epidermidis  1057 verwen-

det.  

Zunächst wurden 25 bis 50 ng der DNA in 45 µl TE-Puffer gelöst und bei 95° C für 

15 min. denaturiert. Danach wurde die Probe kurz auf Eis gestellt und zentrifugiert. 

Anschließend wurde der TE-Puffer mit dem denaturierten Plasmid gemäß den Herstel-

lerangaben auf das Ready-To-go-Kit pipettiert. Dann wurde zur Markierung der DNA 

das [32P] markierte dCTP hinzugegeben und für 15 min. bei 37° C inkubiert. Nach 

Reinigung über eine Mini-Sephadex-Säule (Entfernung der Restnukleotide) wurde die 

fertige Sonde bei -20° C verwahrt. 

 

5.3.9. Pulsfeldgelelektrophorese 

Die Pulsfeldgelelektrophoresen wurden von Dr. med. H.-A. Elsner vom Institut für 

Medizinische Mikrobiologie und Immunologie des Universitätskrankenhauses Ham-

burg Eppendorf durchgeführt. Bei den Untersuchungen wurde ein CHEF-DR II Sys-

tem verwendet. (Fa. Bio-Rad, München). Die Benutzung erfolgte unter Anwendung 

eines Standardprotokolls (Schwarzkopf et al. 1993). 
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5.3.10. Testung der Methicillinresistenz 

P o p u l a t i o n s a n a l y s e n  m i t t e l s  o x a c i l l i n h a l t i g e n  M ü l l e r - H i n t o n -

A g a r p l a t t e n  

Referenzen: (Tomasz et al. 1991; Mack et al. 2002)  

Lösungen: 

1. Müller-Hinton-Brühe + 2 % NaCl 
2. Müller-Hinton-Agar+ 2 % NaCl 
3. Oxacillin 

 

Zur Populationsanalyse wurden Müller-Hinton-Agarplatten, supplementiert mit  

2 % NaCl, mit definierten Mengen eines Oxacillinzusatzes hergestellt (0 µg/ml Agar,  

1 µg/ml Agar, 2,5 µg/ml Agar, 6 µg/ml Agar, 12,5 µg/ml Agar, 25 µg/ml Agar, 50 

µg/ml Agar, 100 µg/ml Agar, 200 µg/ml Agar und 400 µg/ml Agar). Von den zu tes-

tenden Transduktanten und dem Wildtypstamm wurde dann von einer frischen Über-

nachtkultur eine Bakteriensuspension mit einer OD578 von 0,5  in Müller-Hinton-Brühe 

hergestellt. Um eine Auszählbarkeit der Kolonien zu gewährleisten, wurden die Bakte-

riensuspensionen verdünnt ausplattiert. Die Verdünnungsstufen variierten je nach zu 

testender Transduktante aufgrund der teilweise ausgeprägt unterschiedlichen  

Expression der Methicillinresistenz.  

Jede Platte wurde mit 100 µl Bakteriensuspension versehen. Dabei wurde die Verdün-

nung zunächst auf die Agarplatte pipettiert, welche zuvor auf einen Drehteller aufge-

setzt worden war. Die Zellsuspension wurde durch Aufsetzen eines sterilen Glasspatels 

auf die Agaroberfläche, bei gleichzeitiger Drehung des Tellers, gleichmäßig auf der 

Platte verstrichen. Jeder getestete Stamm wurde pro Versuchsreihe jeweils dreimal auf 

diese Weise ausplattiert. Danach erfolgte eine Inkubation bei 37° C für 48 Stunden. 

Die Kolonien wurden danach ausgezählt. Aus den drei resultierenden Koloniezahlen 

pro getesteten Stamm wurde der Mittelwert gebildet und die CFU/ml in ein Diagramm 

mit logarithmischer Skalierung eingetragen. Bei jeder Testung einer Transduktante 

wurde der Wildtypstamm mitgetestet und mit der Transduktante direkt verglichen. 
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T e s t u n g  a u f  O x a c i l l i n g r a d i e n t e n p l a t t e n  

Lösungen: 

1. Müller-Hinton-Brühe + 2 % NaCl 
2. Müller-Hinton-Agar+ 2 % NaCl 
3. Oxacillin 
 

Nachteil der oben beschriebenen Methode war es, dass die getesteten Stämme  

(Wildtypstamm vs. Transduktante) nicht direkt auf einer Platte wuchsen. Um die 

Stämme unter möglichst gleichen Bedingungen miteinander vergleichen zu können, 

wählten wir eine Austestung auf Gradientenplatten. Dabei sollte die Konzentration an 

Oxacillin von einer Seite der Platte zur anderen kontinuierlich ansteigen. Die Platten 

wurden aus diesem Grunde zweizeitig gegossen. Zunächst wurde eine Seite der Platte 

auf einer schiefen Ebene mit ca. 10° Neigung plaziert. Es wurden nun 38 ml Müller-

Hinton-Agar + 2 % NaCl mit einer Oxacillinkonzentration von 100 µg/ml Agar in die 

Schale gegossen. An der erhöhten Seite der Platte bestand dabei noch eine schmale 

Stelle, die nicht mit Agar benetzt war. Nach Auskühlen des Agars wurde die Platte 

wieder gerade gestellt und die gleiche Menge Müller-Hinton-Agar + 2 % NaCl, diesmal 

jedoch ohne Oxacillinzusatz, auf den ausgehärteten Agar gegossen. Als Resultat erhielt 

man eine Zellkulturplatte, die auf einer Seite 0 µg Oxacillin/ml Agar und auf der ande-

ren Seite 100 µg/ml aufwies. Zwischen diesen Konzentrationsbereichen stieg die Kon-

zentration an Oxacillin kontinuierlich an.  

Von den zu testenden Transduktanten und dem Wildtypstamm wurden frische Über-

nachtkulturen auf Blutagarplatten angefertigt. Diese wurden dann in Müller-Hinton-

Brühe suspendiert, so dass man eine Suspension mit einer OD578 von 0,5 erhielt. Diese 

Suspension wurde dann jeweils mit Müller-Hinton-Brühe 1:10, 1:100 und 1:1000 ver-

dünnt. Danach wurden mittels eines Wattestäbchens die Verdünnungen in parallelen 

Bahnen auf die Platte aufgetragen (siehe Photos im Ergebnisteil dieser Arbeit).  Die 

Inkubation erfolgte über 48 Stunden bei 37° C. 
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6. Ergebnisse  

6.2. Vorbemerkung 

Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Mutanten M10, M13, M15, M17, M16 und 

M20 des S. epidermidis-Stammes 1457 vor. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser 

Arbeit war, bis auf bei den Mutanten der Klasse I, noch keine Klonierung und 

Sequenzierung der an das Transposon angrenzenden chromosomalen DNA-

Abschnitte vorgenommen worden. In Tabelle 3 (Seite 31) werden die 

wichtigsten phänotypischen Merkmale der in dieser Arbeit verwendeten 

Mutanten nochmals zusammengefasst. Bei den geplanten Transduktionen 

sollten die oben aufgeführten Mutanten von S. epidermidis 1457 als 

Donorstämme fungieren.  

 

Alle Transposoninsertionsstellen der ausgewählten Mutantenklassen haben 

nachgewiesen Auswirkungen auf die Biofilm- und PIA-Produktion. Von 

Interesse war es nun, ob eine oder mehrere Insertionsstellen, im genetischen 

Background eines mecA-positiven S. epidermidis-Stammes, Einfluss sowohl auf 

die Methicillinresistenz als auch die Biofilm- und PIA-Produktion haben. In 

zurückliegenden Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gelang eine Adaptierung des 

Phagen 71 auf den Stamm 1457, so dass dieser für die geplanten 

Transduktionen in dieser Arbeit verwendet wurde (Mack et al. 1994). 

 

6.3. Transduktion einer Klasse I Tn917-Insertion in verschiedene 

unabhängige S. epidermidis-Stämme 

Um zu überprüfen, ob mit dem augewählten Phagen 71 problemlose 

Transduktionen in mehere unabhängige S. epidermidis-Stämme möglich sind, 

sollte zunächst Tn917 unter Verwendung von 1457M10 in verschiedene 

klinische Isolate transduziert werden. Als Empfängerstämme wurden die Isolate 

8188, 1057, 10160, 10248 und 10730 ausgewählt (siehe Tabelle 10 und  

Tabelle 12).  
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Bei der Auswahl der Empfängerstämme war eine Sensibilität gegenüber 

Erythromycin von Bedeutung, da die durch Tn917 kodierte 

Erythromycinresistenz bei erfolgreich transduzierten Zellen ein Selektions-

merkmal darstellte. S. epidermidis 1057 und 10248 waren zusätzlich 

methicillinresistent. Die weiteren phänotypischen Eigenschaften sind in 

 Tabelle 3 (Seite 31) aufgeführt. Als Kontrollstamm wurde zusätzlich auf 

S.epidermidis 1457 transduziert.  

Nach Herstellung eines Phagenlysates auf 1457M10 wurde Tn917 nach dem 

unter Kapitel 5.3.6 beschriebenen Verfahren auf die oben genannten 

S.epidermidis-Stämme transduziert. Das benutzte Phagenlysat hatte einen 

Phagentiter von 2,1 x 109 PFU/ml. Um Kontaminationen des Phagenlysates 

ausschließen zu können, wurden 0,5 ml des Phagenlysates als Negativkontrolle 

ebenfalls auf jeweils zwei BHI-Platten mit Erythromycinzusatz ausplattiert. 

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden bei 37° C blieben die 

Kontrollplatten ohne Zellwachstum. Bis auf den S. epidermidis-Stamm 10730 war 

eine Transduktion bei allen verwendeten Empfängerstämmen möglich. Die 

Transduktionsfrequenz der einzelnen Transduktanten ist in 

Tabelle 12 aufgeführt. Phänotypisch zeigten alle Transduktanten einen 

biofilmnegativen Phänotyp und eine neue, durch Tn917 kodierte, 

Makrolidresistenz (siehe Tabelle 13). 

Die genotypische Charakterisierung erfolgte mittels Southern-Blot-

Hybridisierung der chromosomalen DNA mit der [32P]dCTP-markierten, 

Tn917-spezifischen DNA-Sonde AVA3. Als Zeichen einer erfolgreichen 

Transposoninsertion hybridisierte die Sonde mit der chromosomalen DNA 

aller erhaltenen Transduktanten. Die als Negativkontrolle ebenfalls mit der glei-

chen Sonde hybridisierte DNA der Wildtypstämme zeigte hingegen kein Signal.  

(siehe Abbildung 4, Seite 63 )
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T a b e l l e n  u n d  B i l dm a t e r i a l  z u  K a p i t e l  6 . 3  

Tabelle 12: Transduktion von M10 in verschiedene unabhängige S. epidermidis-
Stämme. 

Wildtypstämme Koloniefarbe Methicillinresistenz Erythromycinresistenz 
Biofilm TSBBBL  

OD 5 7 0nm 

1457 weiß sensibel sensibel >2,5 

8188 weiß sensibel sensibel >2,5 

1057 weiß resistent sensibel >2,5 

10160 weiß sensibel sensibel >2,5 

10248 weiß resistent sensibel >2,5 

10730 weiß sensibel sensibel >2,5 

 

M10 Transduktanten Koloniefarbe Methicillin-resistenz Erythromycinresistenz 
Biofilm TSBBBL  

OD570nm 
Transduktionsfrequenz  

1457M10 weiß sensibel resistent 0,01 7,0 x 10 -9 

8188M10 weiß sensibel resistent 0,01 1,9 x 10 -9 

1057M10 weiß resistent resistent 0,01 6,6 x 10 -9 

10160M10 weiß sensibel resistent 0,02 0,5 x 10 -9 

10248M10 weiß resistent resistent 0,01 1,0 x 10 -9 

10730 Transduktion nicht möglich 

Die neue Erythromycinresistenz ist Tn917 kodiert. Siehe bitte Kapitel 6.3 Die Trans-
duktionsfrequenz ist definiert als die Anzahl der Transduktanten pro Plaque forming 
unit (PFU) des Phagenlysates. Je höher die Transduktionsfrequenz ist, desto effizien-
ter ist die Transduktion abgelaufen. 
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Tabelle 13: Hemmhofdurchmesser in mm der S. epidermidis-Stämme  

8188, 1057, 10160, 10248, 1457 und korrespondierenden Transduktanten  

im Agardiffusionstest 

Antibiotikum/ 
S t amm         

P 1 0 
 

G M 
1 0 

C 3 0 
 

F M 
1 0 0 

FO5 
 

N N 
1 0 

E 1 5 
 

NET 
3 0 

C C 
1 0 

C I P 
5 

SXT 
 

T E 
3 0 

8188 12 24 28 24 20 26 26 26 30 30 22 32 

8188M10 12 26 26 28 20 26 0 26 0 30 22 32 

1057 15 19 33 31 25 12 30 31 34 32 15 12 

1057M10 15 17 30 29 23 10 0 30 0 30 14 11 

10160  16 30 26 26 26 26 28 28 30 32 16 28 

10160M10 15 30 28 26 26 26 0 28 0 32 16 28 

10248 10 8 22 22 12 0 26 16 26 20 0 24 

10248M10 10 8 26 22 12 0 0 18 0 22 0 22 

1457 36 30 30 32 30 30 30 30 35 32 30 35 

1457M10 35 30 30 30 30 29 0 30 0 31 30 34 

Die neue Makrolidantibiotika-Resistenz (Erythromycin=E15; Clindamycin=CC10) 
ist Tn917 kodiert. 

Abbildung 4: Autoradiographien: EcoRI verdaute chromosomale DNA nach 

Hybridisierung mit der Tn917-spezifischen, [32P]dCTP-markierten DNA-Sonde 

AVA3 

7 8 9

kb

 

(1)8188M10, (2)8188, (3)10248M10, (4)10160M10, (5)10160, (6)10248wt, (7) 1057,   
(8) 1057M10, (9)1457M10  
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6.4. Charakterisierung des S. epidermidis-Stammes 1057wt 

Die S. epidermidis-Stämme 1057 und 10248 waren beide methicillinresistent. 

Aufgrund höherer Transduktionsfrequenzen mit dem in dieser Arbeit verwen-

deten Phagen 71 wählten wir 1057 für die weiteren Versuche aus  

(siehe Tabelle 12).  

S. epidermidis 1057 konnte von einem infizierten zentralen Venenkatheter isoliert 

werden. Der Keim war methicillinresistent und wies die für die spätere Selekti-

on notwendige Sensibilität gegenüber Erythromycin auf. Nach Inkubation auf 

Blutagarplatten zeigten die Kolonien eine hellweiße Farbe. 1057 war biofilm- 

und mukoidbildend (siehe Tabelle 20 und Abbildung 10).  

Mittels eines Mikrodilutionstestes wurde die minimale Hemmkonzentration 

(MHK) gegenüber Oxacillin bestimmt. Diese ist definiert als die Mindestkon-

zentration einer Substanz, die das Wachstum des zu testenden Organismus 

gerade noch zu hemmen vermag. Als Nährmedium verwendeten wir Müller-

Hinton-Brühe mit 2 %igem NaCl-Zusatz. Die Inkubationszeit betrug  

48 Stunden bei 35° C. Abgelesen wurde die MHK nach 24 und  

48 Stunden. Nach 24 Stunden betrug diese 256 µg/ml, nach 48 Stunden  

512 µg/ml. Die chromosomale DNA von 1057 hybridisierte mit einer  

mecA-spezifischen DNA-Sonde. Es handelte sich somit bei 1057 um eine mecA 

kodierte Methicillinresistenz (siehe Abbildung 5). In den Populationsanalysen 

zeigte der Stamm eine heterogene Expression der Methicillinresistenz (siehe 

Kapitel 6.9.2).  

6.5. Transduktion von sechs verschiedenen Tn917-Insertions-

lokalisationen in S. epidermidis 1057, 1457 und 8400 

Für die folgenden Transduktionen wurden Phagenlysate auf den 

Donorstämmen S. epidermidis 1457M10, M12, M13, M15, M16, M17 und M20 

hergestellt. Die Titer der benutzten Phagenlysate sind in Tabelle 14 angeführt. 

Bis auf die Klasse I Mutanten, M10 und M13, befand sich bei allen Mutanten 

die Insertionslokalisation von Tn917 außerhalb des icaADBC-Genlokus. Als 

Kontrolle transduzierten wir parallel mit demselben Phagenlysat auf die beiden 

oxacillinsensiblen S. epidermidis-Stämme 1457 und 8400.  
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Die phänotypischen Eigenschaften der S. epidermidis 1057 Transduktanten 

sollten mit denen von 1457 und 8400 Transduktanten aus demselben 

Transduktionsversuch verglichen werden. Die verschiedenen Tn917-

Insertionen waren im genetischen Background von S. epidermidis 1457 schon gut 

charakterisiert, so dass die Analyse ausgewählter phänotypischer Merkmale 

Rückschlüsse auf eine erfolgreiche chromosomale Tn917-Insertionen geben 

konnte. Nach jeder Transduktion wurden deshalb die erhaltenen 

Transduktanten betreffend Koloniemorphologie, Biofilmbildung und 

Resistenzverhalten phänotypisch charakterisiert. Die erfolgreiche 

chromosomale Transposoninsertion wurde mittels Southern-Blot-

Hybridisierung unter Verwendung der Tn917-spezifischen, [32P]dCTP-

markierten DNA-Sonde AVA3 nachgewiesen. Aufgrund der relativ geringen 

Transduktionsfrequenzen bei Transduktion auf 1057 waren hochtitrige 

Phagenlysate mit Titern von 109 bis 1010 PFU/ml notwendig (siehe Tabelle 14, 

Tabelle 15 und Tabelle 16). 

Alle Transduktanten zeigten die für ihre jeweilige Tn917-Insertionsklasse erwar-

teten phänotypischen Veränderungen (Tabelle 3, Seite 31). So exprimierten  alle 

die durch Tn917 kodierte neue Makrolidantibiotika-Resistenz (siehe Tabelle 17, 

Tabelle 18 und Tabelle 19). Die Klasse I Mutanten waren biofilmnegativ, Klas-

se III und IV schwach biofilmpositiv und die Klassen V und VI stark biofilm-

positiv. Die Transduktanten der Klasse II differierten reproduzierbar in graue 

und weiße Phasenvarianten auf. Diese Beobachtung galt für alle M12 Transduk-

tanten von 1457, 1057 und 8400. Die Transduktanten der Klasse II waren, wie 

erwartet, biofilmnegativ. Nach EcoRI-Verdau der chromosomalen DNA und 

Southern-Blot-Hybridisierung mit der [32P]dCTP markierten, Tn917-

spezifischen DNA-Sonde AVA3, zeigte sich für alle Transduktanten ein Signal 

auf EcoRI-Fragmenten erwarteter Größe. Bei 1057M13 bestand ein kleineres 

EcoRI-Fragment als bei 1457 und 8400. Dies ist durch einen EcoRI-

Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus innerhalb des ica-Genlokus bei S. 

epidermidis erklärbar und wird im Diskussionsteil dieser Arbeit noch eingehender 

besprochen. 

Nach EcoRI-Verdau der chromosomalen DNA und Southern-Blot-

Hybridisierung mit einer [32P]dCTP markierten mecA-spezifischen DNA-Sonde, 

zeigten der Wildtypstamm und alle Transduktanten ein Signal auf einem EcoRI-
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Fragment gleicher Größe. Eine Größenänderung des EcoRI-Fragmentes hatte 

sich also nach Transduktion nicht ergeben. Eine Tn917-Insertion in mecA war 

damit unwahrscheinlich (siehe Abbildung 5). 

 

6.6.  Mukoidtestung der Klasse V und VI Transduktanten  

Die Klasse V und VI Mutanten sind in früheren Untersuchungen unserer Ar-

beitsgruppe bereits aufgefallen, da diese auf mit N-Acetyl-D-Glucosamin 

supplementierten peptonhaltigen Medien Biofilm aber kein Mukoid ausbilde-

ten. Um zu überprüfen, ob auch 1057M16 und 1057M20 bei bestehender 

Biofilmproduktion unter diesen Bedingungen kein Mukoid bilden und damit 

dem Phänotyp der entsprechenden 1457 Mutanten entsprechen, testeten wir 

diese beiden Transduktanten auf Purple Agar mit einem N-Acetyl-D-

Glucosamin-Zusatz. Parallel kontrollierten wir den Phänotyp von 1457M16 

und 1457M20. Die Konzentration an N-Acetyl-D-Glucosamin für eine opti-

male Mukoidbildung variierte von Stamm zu Stamm. Bei 1057wt zeigte sich 

bei einer Konzentration von 2,6 % N-Acetyl-D-Glucosamin die stärkste Mu-

koidproduktion. 1457 hingegen exprimierte Mukoid bei 1,6 % am stärksten. 

Die Klasse V und VI Transduktanten zeigten sowohl in 1057 als auch in 1457 

den erwarteten biofilmpositiven und mukoidnegativen Phänotyp (siehe 

Abbildung 10). 

 

6.7. PIA-Expression von S. epidermidis 1057 und korrespondierenden 

Transduktanten 

Die PIA-Expression von S. epidermidis 1057 und 1457 sowie den korrespondie-

renden Transduktanten wurde, wie in Kapitel 5.3.5 beschrieben, quantitativ 

bestimmt. Die Testung wurde unter Verwendung von TSBBBL durchgeführt.  

S. epidermidis 1057 war in diesen Tests ein schwächerer PIA-Produzent als 1457. 

Die PIA-Titer der 1057-Transduktanten waren dementsprechend ebenfalls 

geringer als die der entsprechenden Transduktanten im genetischen Back-

ground  von 1457. Wie erwartet, zeigten die Klassen III, IV, V und VI Trans-

duktanten beider Stämme einen PIA-positiven Phänotyp. Die übrigen Trans-
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duktanten waren alle PIA-negativ (siehe Tabelle 21). Die PIA-Titer der  

S. epidermidis 8400-Transduktanten wurden nicht bestimmt.  
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T a b e l l e n  u n d  A b b i l d u n g e n  z u  K a p i t e l  6 . 5  u n d  6 . 6  

Abbildung 5: Autoradiographien EcoRI verdauter chromosomaler DNA nach  

Hybridisierung mit einer mecA-spezifischen, [32P]dCTP-markierten DNA-Sonde 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

9,42

6,56

4,36

2,32
2,09

23,13

kb
 

(1)1057wt, (2)1057M10, (3)1057M12, (4)1057M13, (5)1057M15, (6)1057M16, 
(7)1057M17, (8)1057M15, (9)1057M20. 

Abbildung 6: Autoradiographien EcoRI verdauter chromosomaler DNA nach  

Hybridisierung mit der Tn917 spezifischen, [32P] dCTP-markierten DNA-Sonde AVA3 

4,36

9,42

23,13

6,56

2,32
2,09
kb

1 2 3 4 5 6 7 8 9

 

 (1)1057wt, (2)1057M12, (3)1057M10, (4)1057M15; (5)1057M16 (6) 1057M17, (7) 
1057M17, (8)1057M15, (9)1057M20 
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Abbildung 7: Autoradiographien: EcoRI verdauter chromosomaler DNA nach  

Hybridisierung mit der Tn917-spezifischen, [32P]dCTP-markierten DNA-Sonde AVA3 

 

23,13
9,42
6,56

4,36

2,32

2,09

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

kb
 

 (1)1457M10, (2)1057M10, (3)1457M12, (4)1057M12, (5)8400M12, (6)1457M13, 
(7)1057M13, (8)8400M13, (9)1457M15 (10)1057M15 
(11)8400M15,(12)1457M16, (13)1057M16. Bei der Insertion der Transduktante 
1057M13 besteht ein Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus . 

 

 

Abbildung 8: Autoradiographien EcoRI verdauter chromosomaler DNA nach Hybridi-
sierung mit der Tn917-spezifischen, [32P] dCTP-markierten DNA-Sonde AVA3 

23,13

9,42
6,56

4,36

2,32

2,09

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

kb  

 (1)1057wt, (2)8400wt, (3)8400M20, (4)1057M20, (5)1457M20, (6)8400M15, 
(7)1057M15, (8)1457M15, (9)8400M17, (10)1057M17, (11)1057M17, (12)1457M17  
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Abbildung 9: Autoradiographien: EcoRI verdaute chromosomale DNA nach  

Hybridisierung mit der Tn917 spezifischen, [32P] dCTP-markierten DNA-Sonde AVA3 

23,13

9,42

6,56

4,36

2,32

2,09

1 2 3 4 5 6 7 8 9

kb

 
 (1)1457M17, (2)1057M17, (3)8400M17, (4)1457M16, (5)1057M16, (6)8400M16, 
(7)1457M15, (8)1057M15, (9)8400M15 
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Abbildung 10: Mukoidbildung auf Purple Agar, supplementiert mit  

N-Acetyl-D-Glucosamin  

 

 
A1/A2 und C1/C2 sind mit 2,6%; B1/B2 und D1/D2 mit 1,6% N-Acetyl-D-Glucosamin  
supplementiert. (A1)1057wt mukoidpositiv, (A2)1057M16 mukoidnegativ, (B1)1457wt mu-
koidpositiv, (B2)1457M16 mukoidnegativ, (C1)1057wt mukoidpositiv, (C2) 1057M20 mukoid-
negativ, (D1)1457wt mukoidpositiv, (D2)1457M20 mukoidnegativ 
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Tabelle 14: Titer der benutzten Phagenlysate bei Transduktion von Tn917 in  
S. epidermidis 1057 unter Angabe der Transduktionsfrequenz 

Phagenlysat 

Titer des 
Phagenlysates 
(PFU/ml) 

resultierende 
Transduktante 

Transduktionsfrequenz 

 

M10 4,0 x 109 1057M10 6,6 x 10-9 

M13 4,0 x 10 9 1057M13 3,0 x 10-9 

M12 1,7 x 10 10 1057M12 1,4 x 10-9  

M15  8,1 x 109 1057M15 9,9 x 10-10 

M17 1,2 x 1010 1057M17  1,0 x 10-8 

M16 1,4 x 1010 1057M16  6,1 x 10-9 

M20 1,3 x 1010 1057M20 3,4 x 10-9 

 

 

Tabelle 15: Titer der benutzten Phagenlysate bei Transduktion von Tn917 in  

S. epidermidis 1457 unter Angabe der Transduktionsfrequenz. 

Phagenlysat Titer des  
Phagenlysates 
(PFU/ml) 

Resultierende 
Transduktante 

Transduktionsfrequenz 
 

M10 4,0 x 109 1457M10 7 x 10-9 

M13 4,0 x 10 9 1457M13 5,4 x 10-8 

M12 1,2 x 10 10 1457M12 1,7 x 10-8 

M15  8,1 x 109 1457M15 3,1 x 10-9 

M17 1,2 x 1010 1457M17 1,2 x 10 -8 

M16 1,7 x 1010 1457M16 1,9 x 10-8 

M20 1,3 x 109 1457M20 2,3 x 10-7 
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Tabelle 16: Titer der benutzten Phagenlysate bei Transduktion von Tn917 in  

S. epidermidis 8400 unter Angabe der Transduktionsfrequenz.  

Phagenlysat Titer des  
Phagenlysates 
(PFU/ml) 

Resultierende 
Transduktante 

Transduktionsfrequenz 
 

M10 4,0 x 109 8400M10 6,3 x 10-9 

M13 4,0 x 10 9 8400M13 3,7 x 10-9 

M12 1,2 x 10 10 8400M12 4,8 x 10-9 

M15  8,1 x 109 8400M15 6,5 x 10-9 

M17 1,2 x 1010 8400M17 1,2 x 10-9 

M16 1,7 x 1010 8400M16 3,1 x 10-9 

M20 1,3 x 109 8400M20 1,2 x 10-8 

 

 

Tabelle 17: Hemmhofdurchmesser in mm von 1057wt und korrespondierenden  

Transduktanten im Agardiffusionstest.  

Antibioti-
kum/Stamm 

P10 

 

GM 

10 

C30 

 

FM 

100 

FO5 

 

NN 

10 

E15 

 

NET 

30 

CC 

10 

CIP 

5 

SXT 

 

TE 

30 

1057wt 15 19 33 31 25 12 30 31 34 32 15 12 

1057M10 15 17 30 29 23 10 0 30 0 30 14 11 

1057M12 14 17 30 30 23 9 0 31 0 28 15 11 

1057M13 16 19 30 34 25 12 0 30 0 34 14 12 

1057M15 13 16 29 30 23 10 0 30 0 34 14 12 

1057M17 14 16 28 28 23 12 0 31 0 29 15 11 

1057M16 13 19 28 30 17 10 0 29 0 26 15 11 

1057M20 12 20 28 30 20 10 0 30 0 30 18 12 

Die neue Makrolidantibiotika-Resistenz (Erythromycin=E15; Clindamycin=CC10) 
ist Tn917 kodiert. 
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Tabelle 18: Hemmhofdurchmesser von 1457wt und korrespondierenden Transduktan-
ten im Agardiffusionstest. 

Antibiotikum/ 
Stamm 

P10 

 

GM 

10 

C30 

 

FM 

100 

FO5 

 

NN 

10 

E15 

 

NET 

30 

CC 

10 

CIP 

5 

SXT 

 

TE 

30 

1457wt 36 30 30 32 30 30 30 30 35 32 30 35 

1457M10 35 30 30 30 30 29 0 30 0 31 30 34 

1457M12 36 30 30 30 30 30 0 30 0 30 30 33 

1457M13 35 30 31 30 30 30 0 29 0 30 30 33 

1457 M15 36 30 30 31 30 31 0 29 0 30 30 35 

1457 M17 35 31 31 30 30 30 0 30 0 31 30 33 

1457 M 16 36 30 30 31 30 30 0 29 0 30 30 31 

1457 M 20 36 31 30 30 30 30 0 30 0 30 30 30 

Die neue Makrolidantibiotika-Resistenz (Erythromycin=E15; Clindamycin=CC10) 
ist Tn917 kodiert. 

Tabelle 19: Hemmhofdurchmesser von 8400wt und korrespondierenden Transduktan-
ten im Agardiffusionstest. 

Antibiotikum/ 
Stamm 

P10 

 

GM 

10 

C30 

 

FM 

100 

FO5 

 

NN 

10 

E15 

 

NET 

30 

CC 

10 

CIP 

5 

SXT 

 

TE 

30 

8400wt 12 22 30 32 32 26 30 26 30 30 30 0 

8400M10 12 22 30 26 30 26 0 26 0 30 30 0 

8400M12 12 22 32 26 29 26 0 28 0 32 30 0 

8400M13 12 24 26 26 28 26 0 26 0 30 30 0 

8400M15 12 22 26 28 30 26 0 28 0 30 32 0 

8400M16 14 22 26 26 30 28 0 26 0 30 30 0 

8400M17 12 22 26 26 32 26 0 26 0 30 30 0 

8400M20 12 22 26 26 30 28 0 26 0 30 30 0 

Die neue Makrolidantibiotika-Resistenz (Erythromycin=E15; Clindamycin=CC10) 
ist Tn917 kodiert. 
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Tabelle 20: Tabellarische Auflistung von Biofilmbildung und Koloniefarbe der  

Wildtypstämme. 1457wt, 1057wt, 8400wt und ihren korrespondierenden  

Transposonmutanten der Klasse I-VI 

Biofilmbildung TSBBBL Koloniefarbe Klasse/ 

Transduktante 1057 1457 8400 1057 1457 8400 

Wildtyp >2,5 >2,5 >2,5 weiß weiß Weiß 

M10 0,06 0,06 0,05 weiß weiß weiß 

M13 0,02 0,02 0,04 weiß weiß weiß 

M12 
0,05(w)/ 

0,05 

0,03(w)/ 

0,02 

0,01(w)/ 

0,01 (g) 

weiß/ 
grau 

weiß/ 
grau 

weiß/ 
grau 

M15 0,11 0,12 0,32 weiß weiß weiß 

M17 0,28 0,31 0,28 weiß weiß weiß 

M16 0,77 1,44 >2,5 weiß weiß weiß 

M20 0,65 1,8 >2,5 weiß weiß weiß 
Biofilmpositive Messwerte sind fett unterlegt. Die Klasse II differierte in eine graue(g) 
und weiße(w) Phasenvariante auf.  

Tabelle 21: Tabellarische Auflistung der PIA-Expression von S. epidermidis 1057 und 
1457 sowie den korrespondierenden Transduktanten. 

Stamm 
PIA-Produktion in 

TSBBBL Stamm 
PIA-Produktion in 

TSBBBL 

1057wt  64 1457wt 1024 

1057M10 0 1457M10 0 

1057M13 0 1457M13 0 

1057M12 0 1457M12 0 

1057M15  4  
(sehr schwach) 

1457M15 32 

1057M16 64 1457M16 1024 

1057M17 16 1457M17 256 

1057M20 64 1457M20 1024 

Angegeben ist der reziproke Wert des PIA-Antigentiters. Dieser wurde als die höchste 
Verdünnungsstufe des Antiserums ermittelt, bei der noch eine positive, makroskopisch 
sichtbare Koagglutination stattfand.  
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6.8. Charakterisierung der M12–Transduktanten 

Die Transduktanten der Klasse II (M12) zeigten betreffend Koloniemorpholo-

gie und Biofilmtestung Merkmale, die sie von den anderen Mutantenklassen 

deutlich unterschieden.  

1457M12, 8400M12 und 1057M12 zeigten phänotypisch unmittelbar nach der 

Transduktion eine weiße Koloniefarbe. Nach einigen Passagierungen auf Blut-

agarplatten differenzierten sich jedoch zwei Arten von Koloniemorphologien 

heraus: Neben der weißen zeigte sich reproduzierbar eine graue Subkolonie. 

Separierte man die weißen und die grauen Kolonien auf getrennte Platten, so 

differierten diese Subkolonien erneut in die zwei vorbeschriebenen Varianten 

auseinander. Die weißen und grauen Kolonien zeigten im Biofilmtest einen 

biofilmnegativen Phänotyp. Die grauen Kolonien waren kaum in flüssigen 

Nährmedien zu suspendieren, da die Zellen stets in groben Klumpen adhärier-

ten. Der weiße Kolonietyp ließ sich hingegen problemlos in Suspension brin-

gen. Antibiogramme vom Wildtypstamm und von den M12-Transduktanten 

zeigten, bis auf die von Tn917-kodierte Makrolidresistenz, ein identisches Resis-

tenzmuster (siehe Tabelle 22). Eine Southern-Blot-Hybridisierung chromoso-

maler DNA von 1057M12 und 1457M12 (graue und weiße phänotypische Va-

rianten) mit der [32P]dCTP markierten, Tn917-spezifischen DNA-Sonde AVA3 

zeigte Tn917-Insertionen auf identischen EcoRI-Fragmenten (siehe Abbildung 

12). Zum letztendlichen Ausschluss, dass es sich bei den beiden Phänotypen 

der M12-Transduktante um Kontaminanten handelte, wurde eine Pulsfeldgele-

lektrophorese mit 1057wt und den beiden Kolonievarianten 1057M12 grau 

sowie 1057M12 weiß durchgeführt. Eine Kontaminante als Erklärung für die 

differierende Koloniemorphologie konnte so ausgeschlossen werden (siehe 

Abbildung 11). Die beobachteten Veränderungen gehören damit fest zum phä-

notypischen Profil der M12-Insertionslokalisation. 
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T a b e l l e n  u n d  A b b i l d u n g e n  z u  K a p i t e l  6 . 8  

Tabelle 22: Hemmhofdurchmesser von 8400wt,1457wt,1057wt und korrespondieren-
den M12 Transduktanten im Agardiffusionstest 

Antibiotikum/ 
Stamm 

P10 

 

GM 

10 

C30 

 

FM 

100 

FO5 

 

NN 

10 

E15 

 

NET 

30 

CC 

10 

CIP 

5 

SXT 

 

TE 

30 

1457wt 36 30 30 32 30 30 30 30 35 32 30 35 

1457M12 grau 34 30 29 30 30 32 0 30 0 30 32 31 

1457M12 weiß 36 30 30 30 30 30 0 30 0 30 30 33 

8400 wt 23 25 25 27 31 23 25 25 27 29 25 7 

8400M12 grau 25 22 27 29 32 23 0 25 0 28 26 7 

8400M12 weiß 25 25 29 25 29 25 0 29 0 27 25 6 

1057wt 15 19 33 31 25 12 30 31 34 32 15 12 

1057M12 grau 13 17 30 30 23 9 0 31 0 28 15 10 

1057M12 weiß 13 17 30 30 23 9 0 31 0 28 15 10 

Die neue Makrolidantibiotika-Resistenz (Erythromycin=E15; Clindamycin=CC10) ist 
Tn917 kodiert 

Abbildung 11: Pulsgelektropherese der Phasenvarianten von 1057M12 

1 2 3 4 5

 

(1)1057M12 weiß, (2)1057M12 grau, (3) und (4)1057M12 weiße Phasenvariante 
(5)1057 Wildtyp 
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Abbildung 12: Autoradiographien: EcoRI verdaute chromosomale DNA nach  

Hybridisierung mit [32P] dCTP markierten Tn917 spezifischer DNA-Sonde AVA3 

23,13

9,42

6,56

4,36

2,32

2,09

1 2 3 4 5 6 7

kb
 

(1)1057wt, (2)1457M12grau, (3)1057M12grau, (4)1057M12grau,  (5)1457M12weiß, 
(6)1057M12weiß, (7)1057M12weiß; grau= graue Koloniemorphologie,  
weiß= weiße Koloniemorphologie 

 

 

6.9. Methicillinresistenz der verschiedenen S. epidermidis 1057 

Transposonmutanten 

 

6.9.1. Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration 

Nach erfolgreicher Transduktion der Mutantenklassen I-VI auf den methicillin-

resistenten S. epidermidis-Stamm 1057, untersuchten wir die Auswirkung der 

Tn917-Insertion auf die Expression der Methicillinresistenz. Zunächst war von 

Interesse, ob sich die minimale Hemmkonzentration (MHK) der Transduktan-

ten betreffend Oxacillin im Vergleich zum Wildtypstamm verändert hatte. 

Hierzu führten wir einen Mikrodilutionstest mit Oxacillin unter Benutzung von 

Müller-Hinton-Brühe und einem 2 %igen Zusatz von NaCl durch. Die Inkuba-

tionszeit betrug 48 Stunden bei 35° C, die erste Auswertung erfolgte nach  

24 Stunden. Nach 24 Stunden Inkubationszeit zeigten der Wildtypstamm und 

die Transduktanten der Klasse I (M10 und M13), IV (M17), V und VI eine 

MHK von 256 µg/ml. Bei den Klasse II (M12) und III (M15) Transduktanten 



Ergebnisse 

79 

 

betrug die MHK hingegen 128 µg/ml. Nach 48 Stunden steigerte sich die 

MHK der Klasse I, IV, V und VI Transduktanten um eine Konzentrationsstufe 

auf 512 µg/ml. In gleicher Relation veränderte sich auch die MHK der Klasse 

II und III Transduktanten auf 256 µg/ml. Diese Ergebnisse zeigten somit eine 

geringfügige Verringerung der MHK um eine Verdünnungsstufe bei 1057M12 

und 1057M15 im Vergleich zum Wildtypstamm und den anderen Transduktan-

ten (siehe Tabelle 23). Da es sich bei S. epidermidis 1057 um eine mecA vermittel-

te Methicillinresistenz handelte, war ein heterogenes Expressionsmuster der 

Resistenz zu erwarten. Für die Analyse der einzelnen Subpopulationen inner-

halb der Stämme war die Bestimmung der MHK ungeeignet. Um Resistenzver-

schiebungen der einzelnen Subpopulationen abbilden zu können, untersuchten 

wir den Wildtypstamm und die Transduktanten mit den im folgenden Ab-

schnitt vorgestellten zwei Methoden.  

 

6.9.2. Populationsanalysen von S. epidermidis 1057 und  

korrespondierenden Transduktanten auf MH-Agarplatten mit 

definierten, variierenden Oxacillinkonzentrationen 

Zur Populationsanalyse plattierten wir die zu testenden Stämme auf Müller- 

Hinton-Agarplatten aus, denen definierte Mengen an Oxacillin zugesetzt wor-

den waren. Es wurden dafür Platten mit Oxacillinkonzentrationen von  

1 µg/ml, 2,5 µg/ml, 6 µg/ml, 12,5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml,    

200 µg/ml und 400 µg/ml Agar angefertigt. Auch bei diesen Versuchen wurde 

dem Agar 2 % NaCl zugesetzt. Die Inkubationszeit betrug 48 Stunden bei  

37° C. Die letztendlich ausplattierten Zellsuspensionen wurden so verdünnt, 

dass die am Ende des Versuches gewachsene Koloniedichte eine sichere  

Auszählung möglich machte. Die im Abbildungs- und Tabellenteil dieses Kapi-

tels dargestellten Diagramme zeigen jeweils vergleichend die CFU/ml vom 

Wildtypstamm und einer korrespondierenden Transduktante. Der Wildtyp-

stamm und die Transduktante wurden bei jeder Versuchsreihe parallel ausplat-

tiert und inkubiert, um möglichst gleiche Wachstumsbedingungen für beide zu 

testenden Stämme zu gewährleisten.  

Der Wildtypstamm zeigte das für mecA-Stämme so typische heterogene Expres-

sionsmuster der Oxacillinresistenz. 90 % aller Zellen besaßen eine  
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MHK ≥ 6 µg/ml. Die Klasse I Mutanten 1057M10 und 1057M13 zeigten das-

selbe Populationsmuster wie der Wildtypstamm. Die Resistenzverteilung der 

einzelnen Subpopulationen ähnelte der des Wildtypstammes stark. Signifikante 

Resistenzverschiebungen zeigten sich nicht. Die Insertion des Transposons 

innerhalb des icaADBC-Genclusters schien damit keine Auswirkungen auf die 

Expression der Methicillinresistenz zu haben (siehe Abbildung 13 und 

Abbildung 15). 

 

Innerhalb der Klasse III Mutante 1057M15 ließ sich eine deutliche Zunahme 

von sensibleren Subpopulationen im Vergleich zum Wildtypstamm nachweisen. 

Nach wie vor zeigte der Stamm eine heterogene Oxacillinresistenz, dabei hatten 

jedoch mehr als 90 % aller Subpopulationen eine MHK ≤ 1µg/ml Oxacillin 

(siehe Abbildung 17). 

 

Die Resistenzverteilung der Populationen der Klasse IV Mutante 1057M17 

zeigte einen Wechsel zu stärker oxacillinresistenten Zellen. 90 % aller Zellen 

hatten dabei eine MHK von ≥50 µg/ml Oxacillin. Bemerkenswerterweise 

wechselte die Transduktante das Expressionsmuster der Oxacillinresistenz von 

der ursprünglich heterogenen Resistenz des Wildtypstammes zu einer homoge-

nen (siehe Abbildung 19). 

 

Die Transduktanten der Klasse V (M16) und VI (M20) zeigten keine Änderung 

des Resistenzverhaltens. Auch hier zeigten 90 % eine MHK von 6 µg/ml Oxa-

cillin (siehe Abbildung 21 und Abbildung 23). 

 

Die Austestung der Klasse II Mutante 1057M12 stellte sich als problematisch 

dar. Wie oben beschrieben, differenzierte diese Mutantenklasse in Varianten mit 

weißer und grauer Koloniemorphologie. Die grauen Kolonien ließen sich auch 

unter größten Bemühungen nicht ausreichend in Suspension bringen. Dieses 

war jedoch für die Versuchsanordnung zwingend notwendig. Die optische 

Dichte der Suspension ließ sich bei der grauen Variante nicht zuverlässig 

bestimmen, so dass ein Vergleich zwischen dieser Variante mit den anderen 

Transposonklassen und dem Wildtypstamm nicht valide möglich war.  
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6.9.3. Untersuchung von S. epidermidis 1057 und korrespondierenden 

Transduktanten auf Oxacillingradientenplatten 

Wie im Einleitungsteil dieser Arbeit beschrieben, ist die Expression der Methi-

cillinresistenz von vielen unterschiedlichen Wachstumsbedingungen abhängig 

(Änderungen der Zusammensetzungen des Nährmediums, Temperatur, Wachs-

tumsphase u.s.w.). Aus diesem Grunde wählten wir zur Verifizierung der Er-

gebnisse aus den Populationsanalysen den direkten Vergleich von Transduktan-

te und Wildtypstamm auf nur einer Agarplatte. Zu diesem Zweck setzten wir 

Oxacillingradientenplatten ein. Vorteil dieser Methode war es, dass die jeweils 

miteinander verglichenen Stämme möglichst ähnliche Wachstumsbedingungen 

hatten.  

Die Gradientenplatten wurden so gegossen, dass sich auf einer Seite der Platte 

kein Oxacillin befand, auf der anderen Seite jedoch eine Konzentration von 100 

µg/ml Oxacillin bestand. Zwischen diesen beiden Bereichen stieg die Konzent-

ration kontinuierlich an (siehe Kapitel 5.3.10). Als Nährmedium wählten wir 

ebenfalls Müller-Hinton-Brühe mit einem 2 %igen Zusatz von NaCl. Auf jeder 

Platte wurde jeweils eine 1:10, 1:100 und 1:1000 verdünnte Bakteriensuspension 

der zu testenden Transduktante und des Wildtypstammes  ausplattiert.  

Auch hier zeigte sich das gleiche Resistenzverhalten der einzelnen Transduktan-

tenklassen, wie auch schon bei der oben dargestellten Populationsanalyse be-

sprochen.  

Die Klasse I Transduktanten 1057M10 und 1057M13 wuchsen auf den Gra-

dientenplatten bis zu dem gleichen  Plattenabschnitt wie der Wildtypstamm 

(siehe Abbildung 14 und Abbildung 16). 

Entsprechend den Ergebnissen bei der Populationsanalyse wurde das Wachs-

tum der Klasse III Transduktante 1057M15 durch geringere Oxacillinkon-

zentrationen gehemmt (siehe Abbildung 18).  

1057M17 (Klasse IV) wuchs mit einem breiten Bakterienrasen bis in die End-

konzentration von 100 µg/ ml. Auch hier zeigte diese Transduktante, wie schon 

bei der Populationsanalyse, eine ausgeprägtere Oxacillinresistenz als der Wild-

typstamm (siehe Abbildung 20).  
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Die Klasse V und VI Transduktanten zeigten ebenfalls keine Veränderung der 

Oxacillinresistenz im Vergleich zum Wildtypstamm (siehe Abbildung 22 und 

Abbildung 24).  

Die Klasse II Mutante 1057 M12 ließ sich auch im Rahmen dieses Versuchs 

nur eingeschränkt austesten. Die graue Phasenvariante war praktisch aufgrund 

Ihrer Unlöslichkeit in Flüssigkeiten diesem Test nicht zugänglich. Wir wählten 

daher die weiße Variante dieser Transduktante. Diese zeigte auf den Gradien-

tenplatten eine geringere Resistenz als der Wildtypstamm (siehe Abbildung 25).  

G r a f i k e n  u n d  T a b e l l e n  z u  K a p i t e l  6 . 9 . 2  u n d  6 . 9 . 3  

Tabelle 23: Tabellarische Darstellung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) 
betreffend Oxacillin des S. epidermidis-Stammes 1057 und den in dieser Arbeit 

erstellten Transduktanten. 

Stamm MHK Oxacillin 24 h MHK Oxacillin 48 h 

1057wt 256 µg/ml 512 µg/ml 

1057M10 256 µg/ml 512 µg/ml 

1057 M12 128 µg/ml 256 µg/ml 

1057M13 256 µg/ml 512 µg/ml 

1057M15 128 µg/ml 256 µg/ml 

1057M16 256 µg/ml 512 µg/ml 

1057M20 256 µg/ml 512 µg/ml 
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Klasse I Mutanten 1057M10 und 1057M13 

Abbildung 13: Populationsanalyse der Klasse I Transduktante 1057M10 im Vergleich  

zum Wildtypstamm 1057wt unter definierten Oxacillinkonzentrationen. 

 

0 µg 1 µg 2,5  
µg 

6 µg 12,5  
µg 

25  
µg 

50  
µg 

100  
µg 

200  
µg 

400  
µg 

1,00E+00 
1,00E+01 

1,00E+02 
1,00E+03 

1,00E+04 
1,00E+05 

1,00E+06 
1,00E+07 

1,00E+08 

1,00E+09 

  Populationsanalyse von 1057wt und 1057M10 unter definierten  
Oxacillinkonzentrationen 

CFU / Ml 1057 Wildtyp 
CFU / ML 1057 M10  

 
 

 

Abbildung 14: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 1057M10  

auf einer Müller-Hinton-Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten  
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Abbildung 15: Populationsanalyse der Klasse I Transduktante 1057M13 im Vergleich 

 zum Wildtypstamm 1057wt unter definierten Oxacillinkonzentrationen 
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Abbildung 16:Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M13 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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K l a s s e  I I I  M u t a n t e  1 0 5 7M1 5  

Abbildung 17: Populationsanalyse der Klasse III Transduktante 1057M15 im Vergleich  

zum Wildtypstamm 1057 unter definierten Oxacillinkonzentrationen. 
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Abbildung 18: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M15 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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K l a s s e  I V  Mu t a n t e  1 0 5 7M1 7  

Abbildung 19: Populationsanalyse der Klasse IV Transduktante 1057M17 im Vergleich 

 zum Wildtypstamm 1057 unter definierten Oxacillinkonzentrationen. 
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Abbildung 20: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M17 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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K l a s s e  V  T r a n s d u k t a n t e  1 0 5 7M1 6  

Abbildung 21: Populationsanalyse der Klasse V Transduktante 1057M16 im Vergleich  

zum Wildtypstamm 1057 unter definierten Oxacillinkonzentrationen. 
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Abbildung 22: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M16 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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K l a s s e  V I  T r a n s d u k t a n t e  1 0 5 7M2 0  

Abbildung 23: Populationsanalyse der Klasse VI Transduktante 1057M20 im Vergleich  

zum Wildtypstamm 1057wt unter definierten Oxacillinkonzentrationen. 
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Abbildung 24: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M20 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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K l a s s e  I I  M u t a n t e  1 0 5 7M1 2  

Abbildung 25: Vergleichende Darstellung des Wachstums von 1057wt und 
1057M12 auf einer Müller Hinton Agarplatte mit Oxacillinkonzentrationsgradienten 
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7. Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir den Einfluss von sechs verschiedenen  

chromosomalen Insertionslokalisationen des Transposons Tn917 im genetischen Background 

des methicillinresistenten S. epidermidis-Stammes 1057. Ziel war es, Genorte zu identifizieren, die 

direkt oder indirekt Einfluss auf Biofilmproduktion und Methicillinresistenz haben. Die  

Schaffung isogener Stammpaare mittels Transduktion war für die Analyse ideal. Da sich das 

Genom des Wildtypstammes und der Transduktante nur im Bereich der Tn917-Insertion von-

einander unterschieden, konnten Veränderungen phänotypischer Merkmale leicht auf eine Inak-

tivierung bestimmter Genorte im Bereich der Transposoninsertion zurückgeführt werden. 

Als Donorstämme dienten Tn917-Mutanten der Klasse I bis VI des S. epidermidis-Stammes 1457. 

Von allen der gewählten Transposoninsertionen war eine Beeinflussung der Biofilmproduktion 

in biofilmpositiven S. epidermidis-Stämmen bekannt. Nur bei den Klasse I Mutanten (M10 und 

M13) befand sich die Transposoninsertionsstelle innerhalb des icaA-Genes. Alle anderen besa-

ßen die Insertion außerhalb des ica-Genclusters. Die genaue Funktion der Genorte, in die Tn917 

bei den Klassen II-VI inseriert hatte, war zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit nicht be-

kannt. 

 

Bei 1057 handelte es sich um einen mecA-positiven,  methicillinresistenten S. epidermidis-Stamm. 

Eine mecA-spezifische, [32P] dCTP markierte Sonde, hybridisierte mit der DNA des Wildtyp-

stammes und allen korrespondierenden Transduktanten. Die DNA wurde zuvor mit dem Re-

striktionsenzym EcoRI-verdaut. Die sich anschließend in der Southern-Hybridisierung darstel-

lenden Fragmente waren bei Wildtypstamm und Transduktanten von gleicher Größe. Eine 

Tn917-Insertion in mecA bei einer der Transduktanten konnte somit ausgeschlossen werden. 

Der Wildtypstamm und alle Transduktanten zeigten in der Populationsanalyse die für mecA-

positive Stämme so typische heterogene Methicillinresistenz (Parker et al. 1970; Hartman et al. 

1986; Dickinson et al. 2000). Eine bemerkenswerte Ausnahme stellte die Transduktante 

1057M17 dar, die eine homogene Resistenz exprimierte.  
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7.2. Ergebnisse der MHK-Testung 

Die Methode der MHK-Bestimmung stellte sich als ungeeignet für die vergleichende Analyse 

der Methicillinresistenz von Wildtypstamm und Transduktanten heraus. Das Wachstum des 

Stammes in einem flüssigen Medium machte es unmöglich, Resistenzveränderungen einzelner 

Subpopulationen innerhalb des getesteten Stammes zu erfassen. Beim Vergleich der  

MHK-Werte von Wildtypstamm und Transduktanten zeigten sich dementsprechend nur geringe 

Unterschiede. Die MHK der Klasse II und Klasse III Transduktanten, 1057M12 und 1057M15, 

war nach 24 Stunden und nach 48 Stunden Inkubationszeit um jeweils eine Verdünnungsstufe 

niedriger als die des Wildtypstammes und der übrigen Transduktanten.  

 

7.3. IcaADBC und mecA: Existenz gemeinsamer regulativer Faktoren 

Die Transduktanten der Klasse II, III und IV im genetischen Background von S. epidermidis 1057 

zeigten in den Untersuchungen dieser Arbeit eine interessante Verknüpfung zwischen den bei-

den Pathogenitätsfaktoren Biofilmbildung und Methicillinresistenz.  

Unsere Arbeitsgruppe konnte mittlerweise beweisen, dass die Veränderung des Biofilmphäno-

typs auf Inaktivierungen von Genabschnitten mit Einfluss auf die icaADBC-Transkription zu-

rückzuführen ist. Eine Northern-Blot-Analyse konnte bei keiner der drei Mutanten 1457M12, 

1457M15 und 1457M17 ein icaADBC-spezifisches Transkript in der exponentiellen Wachstums-

phase nachweisen. Alle Stämme wuchsen vor RNA-Extraktion in TSBOxoid. Nach Transfer des 

Plasmides pTXicaADBC (enthält icaADBC und einen Xylose induzierbaren Promotor) und Xy-

lose-Induktion waren alle drei Transduktanten erneut in der Lage, auch in TSBOxoid, Biofilm und 

PIA in gleichem Umfang wie der Wildtypstamm zu produzieren (Mack et al. 2000b). 

 

Mempel et al. beschrieben im Rahmen einer Studie über den methicillinresistenten S. epidermidis-

Stamm RP62A Phasenvarianten, die ebenfalls gleichzeitig Veränderungen der Biofilmprodukti-

on und der Expression der Methicillinresistenz aufwiesen.  

Die Arbeitsgruppe konnte verschiedene Phasenvarianten von RP62A beim Wachstum auf  

Congo Red Agar isolieren. Diese wiesen eine deutlich erniedrigte Adhärenzfähigkeit an Plastik-

oberflächen auf, waren biofilmnegativ und exprimierten eine verringerte Resistenz gegenüber 

Methicillin, Oxacillin und Penicillin. Alle Phasenvarianten wechselten nach mehreren Passagie-

rungen in antibiotikafreien Medien zu der biofilmpositiven Ursprungsvariante zurück. Diese 

Revertanten zeigten das gleiche Resistenzprofil und den gleichen biofilmpositiven Phänotyp wie 
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der Wildtypstamm. Nach einer Inkubation von vier Stunden bei subinhibitorischen Methicillin-

konzentrationen zeigten die Phasenvarianten wieder die volle Resistenz des Wildtypstammes 

gegenüber ß-Laktam-Antibiotika. S. epidermidis RP62A ist mecA-positiv. Im Northern-Blot zeig-

ten die Phasenvarianten jedoch kein mecA-spezifisches Transkriptionsprodukt. Der Elternstamm 

hingegen wies ein starkes mecA-Signal als Zeichen einer hohen Ablesefrequenz auf (Mempel et 

al. 1994; Mempel et al. 1995). Diese Beobachtungen lassen einen regulativen, bis dato  unbe-

kannten Genlokus, mit Einfluss auf icaADBC und mecA vermuten.  

Dass dieser Regulator in einer der beiden resistenzgeminderten Transduktanten 1057M12 und 

1057M15 durch die Tn917-Insertion betroffen ist, konnte anhand von weitergehenden Untersu-

chungen unserer Arbeitsgruppe ausgeschlossen werden. Eine Northern-Blot Analyse mit RNA 

des Wildtypstammes und der 1057-Transduktanten M10, M12, M15, M17 wurde untersucht. 

Die Stämme wuchsen dabei vor Extraktion der RNA jeweils in Müller-Hinton-Brühe mit oder 

ohne Zusatz von Oxacillin. Die RNA wurde in der exponentiellen Wachstumsphase extrahiert, 

auf Nylonmembranen geblottet und mit einer mecA-spezifischen Sonde hybridisiert. Die RNA 

jedes Stammes hybridisierte mit der Sonde. Die Hybridisierung der RNA der Stämme, die in 

oxacillinhaltigen Nährmedien wuchsen, erbrachte ein deutlich stärkeres Signal, verglichen mit 

den nicht-induzierten Stämmen (Mack et al. 2002). Dies zeigte, (i) dass bei allen Transduktanten 

der mecA-Genlokus transkribiert wird und (ii) dass bei keiner der Transduktanten die oxacillinin-

duzierte gesteigerte Transkription von mecA gestört war. Damit war ausgeschlossen, dass eine 

der Transposoninsertionen direkt oder indirekt Einfluss auf die mecA-Transkription hatte. Somit 

sind die von Mempel et al. beschriebenen Resistenzminderungen der Phasenvarianten von den 

in dieser Arbeit beobachteten Phänotypänderungen der Transduktanten 1057M12 und 1057M15 

klar abzugrenzen.   

 

7.4. Klasse I Transduktanten 1057M10 und M13: Insertion in icaA 

Die Tn917-Insertion der Transduktanten 1057M10 und 1057M13 befindet sich innerhalb des 

icaA-Genlokus (Mack et al. 2000b; Mack et al. 2001). Bei der Southern-Hybridisierung mit der 

Tn917-spezifischen Sonde AVA3 zeigte sich, dass Tn917 bei 1057M13 auf einem kleineren  

EcoRI-Fragment lokalisiert war als bei 1457M13 und 8400M13. Ursache ist ein bei S. epidermidis 

bekannter Schnittstellenpolymorphismus in icaA. Unsere Arbeitsgruppe identifizierte im wesent-

lichen zwei verschiedene icaA-Genotypen. Genotyp I besitzt eine zusätzliche EcoRI-Schnittstelle 

in icaA (ergibt ein 2,2 kb großes EcoRI-Fragment), Genotyp II fehlt diese Schnittstelle (ergibt ein 

3,0 kb großes EcoRI-Fragment). 1457 besitzt den Genotyp II. Da 8400 ebenfalls in der Sou-
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thern-Hybridisierung die gleiche EcoRI-Fragmentgrösse aufwies, ist auch dieser Stamm dem 

gleichen Genotyp zuzuordnen. Bei S. epidermidis 1057M13 ist auch nach Tn917-Insertion die 

offensichtlich bestehende, zusätzliche EcoRI-Schnittstelle erhalten geblieben. 1057 besitzt damit 

den Genotyp I. Die in der Southern-Hybridisierung sich darstellenden EcoRI-Fragmente mit 

Tn917–Insertion zeigten die erwarteten Fragmentgrößen. Das Transposon  Tn917 besitzt eine 

Größe von 5,257kb (Shaw et al. 1985). Nach EcoRI-Verdau müsste sich damit also bei  

S. epidermidis 1057M13 ein 7,457kb großes (2,2kb + 5,257kb) und bei 1457M13/8400M13 ein 

8,257kb großes (3,0kb + 5,257kb) Fragment ergeben. (siehe Abbildung 26) (Mack et al. 1994; 

Mack et al. 1999; Rohde et al. 2001a; Rohde et al. 2001b).  

Die Klasse I Transduktanten zeigten in der Populationsanalyse und auf Gradientenplatten keine 

Veränderung der Methicillinresistenz. Ein direkter oder indirekter Einfluss von icaA auf die 

Methicillinresistenz scheint damit nicht zu bestehen.  
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der M13 Tn917-Insertionslokalisation in icaA 
 
Durch den bei S. epidermidis bekannten Schnittstellenpolymorphismus erhält man  bei 1057M13 (Genotyp I) ein 

0,8kb kleineres Fragment als bei 1457M13 und 8400M13 (Genotyp II). Der Bildausschnitt auf der rechten Seite 
zeigt nochmals die EcoRI verdaute chromosomale DNA der S. epidermidis-Stämme 1457M13, 1057M13 und 
8400M13 nach Hybridisierung mit der [32P]dCTP markierten DNA-Sonde AVA3. 
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7.5. Klasse II Mutante M12: Tn917-Insertion in purR-Gene 

Die Transposonmutante S. epidermidis 1057M12 zeigte eine deutliche Reduktion der Methicillin-

resistenz im Vergleich zum Wildtypstamm. Auf den Gradientenplatten entwickelte 1057M12 bei 

steigenden Oxacillinkonzentrationen ein deutlich geringeres Wachstum als der Wildtypstamm.  

In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten die an das Transposon angrenzen-

den DNA-Abschnitte kloniert, sequenziert und identifiziert werden. Die Sequenzanalyse der an 

das Transposon angrenzenden DNA erbrachte vier offene Leserahmen. Diese wurden aufgrund 

der ausgeprägten Homologien zu Genen mit bekannter Funktion in B. subtilis mit purR, yabJ, 

spoVG benannt (Knobloch et al. 2003). Transkriptionsanalysen unserer Arbeitsgruppe mit  

S. epidermidis 1457 konnten zwei Transkripte dieser Genregion identifizieren. Das erste umfasste 

yabJ und spoVG (Größe 0,95kb), das zweite purR, yabJ und spoVG. Aufgrund der Größe von  

2,6 kb ist die Involvierung eines vierten, unbekannten Genes zu vermuten. Wahrscheinlich  

handelt es sich hierbei um das Gen yabH, welches bei B. subtilis und S. aureus vor purR lokalisiert 

ist. Beide Transkripte waren bei 1457 in der exponentiellen Wachstumsphase nachweisbar gewe-

sen und fehlten in der stationären Phase. In 1457M12 konnten keine Transkripte von purR, yabj, 

und spoVG nachgewiesen werden, so dass eine Inaktivierung dieser Gene durch die Tn917-

Insertion anzunehmen ist. Abbildung 27 zeigt schematisch die von unserer Arbeitsgruppe iden-

tifizierte Tn917-Insertionslokalisation (Bartscht 2002; Knobloch et al. 2003). 

p u r R  u n d  y a b j  

Die Gene purR und yabJ bilden bei B. subtilis ein Operon und kodieren für Regulatorproteine der 

Purinsynthese (Sinha et al. 1999; Weng et al. 2000). Purine sind als Bausteine von Nucleosiden, 

Nukleotiden und Nukleinsäuren für die Zelle essentiell. Die Grundlage der Synthese von AMP, 

GMP und der Desoxyribonukleotide dATP und dGTP stellt Inosinmonophosphat (IMP) dar. 

Die Synthese von IMP aus 5-Ribosyl-1-pyrophosphat (PRPP) ist im 12 Gene umfassenden pur-

Operon (purEKBCSQLFMNHD-Operon) kodiert (Ebbole et al. 1987; Weng et al. 1995). 

Die Purin-Biosynthese wird in B. subtilis über das negative regulierende Repressorprotein PurR 

kontrolliert. Das pur-Operon wird dabei zweifach reguliert. Zum einen über die Hemmung der 

Transkriptionsinitiierung (Adenin / PurR vermittelt), zum anderen über eine frühzeitige Trans-

kriptionsterminierung (Guanosin vermittelt)(Weng et al. 1995).  
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PurR ist als Dimer organisiert. Eine Domäne des Repressorproteins enthält eine Bindungsstelle 

für PRPP, die andere ist zur DNA Anbindung fähig. Diese bindet an Promotorregionen des 

purR-Operons, purA,  purR und des pyr-Operon (Weng et al. 1995; Shin et al. 1997). PurR besitzt 

keine katalytische Aktivität (Sinha et al. 2003).  

Adenin wird unter Verbrauch von PRPP in ADP umgewandelt. ADP ist zusätzlich ein allosteri-

scher Hemmer der PRPP-Synthetase, so dass hohe Adeninspiegel über Verbrauch und Hem-

mung der Synthese von PRPP zu niedrigen PRPP-Spiegeln führen. Liegt das Repressorprotein 

ohne gebundenes PRPP vor, kann es sich an die Kontrollregion vor dem  

purEKBCSQLFMNHD-Operon binden und die Transkription desselbigen verhindern. Niedrige 

PRPP- Spiegel inhibieren so die Purinsynthese. Die Zugabe von Adenin in das Nährmedium 

konnte bei B. subtilis zu einer Transkriptionshemmung des pur-Operons führen (Weng et al. 1995; 

Shin et al. 1997).  

Für die Adenin-vermittelte Repression von purR ist zusätzlich das Genprodukt von yabJ not-

wendig (Weng et al. 2000). Insbesondere scheint yabJ für die Regulation für purA durch purR 

notwendig zu sein (Rappu et al. 1999). Ob die Regulationsmechanismen bei S. epidermidis ähnlich 

denen von B. subtilis sind, ist noch unklar. So konnte zum Beispiel purR bei Lactococcus lactis eben-

falls nachgewiesen werden. Hier fungierte das Protein jedoch als positiver Regulator (Kilstrup et 

al. 1998a; Kilstrup et al. 1998b). 

SpoVG wird bei B. subtilis als negativer Regulator der Sporulation vermutet. Das Transkript lässt 

sich vor allem in der exponentiellen Phase bei B. subtilis in großen Mengen nachweisen. Geringe 

Mengen des Transkriptes sind auch in der stationären Phase nachweisbar gewesen (Matsuno et 

al. 1999). Auch bei S. epidermidis 1457wt zeigte sich das gleiche Bild. Die größte Menge an 

Transkripten ließ sich in der exponentiellen Wachstumsphase nachweisen, in der stationären 

zeigte sich nur noch ein geringer Anteil des Transkriptes. In S. epidermidis 1457 ließ sich kein 

Einzeltranskript von spoVG nachweisen. Möglicherweise fehlt dem Gen bei S. epidermidis ein 

eigener Promotor (Bartscht 2002). Nach in trans-Komplettierung von 1457M12 mittels Pro-

toplastentransformation und Verwendung eines Xylose-induzierbaren Promotors, wurden die 

erhaltenen phänotypischen Merkmale überprüft. Auch nach seperater Komplementierung  von 

purR, yabJ und spoVG blieb der biofilmnegative Phänotyp erhalten. Um die Biofilmbildung wie-

der herzustellen, bedarf es damit vermutlich der gemeinsamen Transkription von mindestens 

zwei der genannten Gene (Bartscht 2002). 
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Transkriptionsrichtung 

purR yabJ spovG gcaD 

0,95kb 

2,6kb 

Transkript 1 

Transkript 2 

TN917 

 

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Tn917 Insertionslokalisation der Klasse II Mutante 
1457M12 (Bartscht 2002). Die beiden identifizierten Transkripte sind oben eingezeichnet. Bei dem 
nicht benannten Gen vor purR handelt es sich um yabH.  

7.5.2. Diskussion der verschiedenen Phasenvarianten von 1057M12  

Die extreme Tendenz der Klasse II Transposonmutante, beim Versuch der Herstellung einer 

Zellsuspension zu klumpen, zeigte sich im genetischen Background von 1457, 1057 und 8400. 

Die Transduktanten aller Stämme entwickelten reproduzierbar jeweils eine graue und eine weiße 

biofilmnegative Phasenvariante. Die Analyse der grauen und der weißen 1057M12 Varianten per 

Pulsfeldgelelektrophorese konnte eindeutig zeigen, dass es sich bei den verschiedenen Kolonie-

formen um Transduktanten des Wildtypstammes 1057 handelte und nicht um Kontaminanten. 

Zusammenfassend zeigten die erhobenen Ergebnisse, dass es sich bei den zwei Kolonieformen 

um Morphologiephänomene handelte, die fest dem phänotypischen Profil der Tn917 Inserti-

onsstelle der Klasse II Mutanten zugerechnet werden können.  

 

Weitergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit der Klasse II Mutante 1457M12 

zeigten, dass die Tn917-Insertion zu vielfältigen Phänotypänderungen führt. 1457M12 zeigte bei 

Wachstum auf Blutagar die schon oben erwähnte gräuliche Koloniefarbe, eventuell durch eine 

verringerte Pigmentbildung hervorgerufen. Intermittierend traten auch hier die weißen Phasen-

varianten auf. Im Gegensatz zum Wildtypstamm bildete 1457M12 auf Blutagarplatten aus  

Humanblut keine Hämolysehöfe um die Kolonien. Die weiße Phasenvariante von 1457M12 

hingegen war wieder in der Lage zu hämolysieren. Eine seperate in trans-Komplementierung  des 

Genes spoVG konnte sowohl den weißen Phänotyp als auch die Hämolysehöfe wieder herstel-

len. Anhand dieser Ergebnisse ist die Entwicklung der Phasenvarianten mit der Tn917 verur-

sachten spoVG-Inaktivierung assoziiert (Bartscht 2002). 
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7.5.3. Diskussion der Reduktion der Methicillinresistenz bei 1057M12 

Eine Populationsanalyse von 1057M12 auf Müller-Hinton-Agarplatten mit Oxacillinzusatz, wie 

bei den anderen Transduktanten dieser Arbeit, war aufgrund der nur schwer in Lösung zu  

bringenden Zellaggregate nicht reproduzierbar möglich. Aus diesen Gründen sind in dieser  

Arbeit nur die Ergebnisse der Gradientenplatten vorgestellt worden. Die Insertion von Tn917 

konnte sowohl bei den grauen als auch den weißen Kolonieformen per Southernblotting und 

Hybridisierung mit einer Tn917-spezifischen Sonde nachgewiesen werden.  

 

Dass die Zunahme der sensiblen Zellen bei 1057M12 durch eine Beeinträchtigung der mecA-

Transkription hervorgerufen wurde, konnte in weitergehenden Untersuchungen unserer Ar-

beitsgruppe ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 7.3 ) (Mack et al. 2002).  

 In der bis dato bestehenden Literatur ließ sich kein Hinweis auf einen Einfluss von einem der 

drei Genabschnitte auf die Methicillinresistenz bei Bakterien finden. Die vielfältigen phäno-

typischen Veränderungen im Vergleich zum Wildtypstamm lassen jedoch regulative Einflüsse 

von purR, yabJ und spoVG auf weitaus mehr Genorte vermuten, die letztendlich für die beobach-

teten Resistenzminderungen bei 1057M12 verantwortlich sein könnten. Für PurR konnten bei  

B. subtilis in den vier verschiedenen Operons, pur, purA, purR und pyr Pur-Box-Sequenzen nach-

gewiesen werden (Weng et al. 1995; Shin et al. 1997). Bei E. coli wurden kürzlich mehrere Ge-

norte identifiziert, die möglicherweise durch purR koreguliert werden. An die Gene glnB, prsA, 

and speA war eine in vitro Anbindung von PurR möglich Die Auswirkung auf die Expression 

dieser drei Genorte wurde mittels eines lacZ-Reporters untersucht. Dabei zeigte sich eine zwei 

bis dreifache Repression dieser Gene durch purR. Diese Gene haben mit dem Nukleotid-

Metabolismus assoziierte Funktionen (He et al. 1993). Keiner dieser Genorte wurde bis dato bei 

S. epidermidis oder S. aureus beschrieben.  

 

Die Vancomycinresistenz vanA-negativer Staphylokokken wird durch einen veränderten Zell-

wandaufbau verursacht. Dieses Motiv wurde zuerst bei dem MRSA-Stamm Mu50 beschrieben, 

konnte dann aber auch bei anderen vancomycinresistenten Stämmen nachgewiesen werden (Cui 

et al. 2000; Hiramatsu et al. 2001; Cui et al. 2003).  

Diese Stämme exprimieren eine stark verdickte Zellwand, besitzen eine erhöhte Autolyserate 

und entlassen einen hohen Anteil an Zellwandmaterial in das umgebende Nährmedium (Hanaki 

et al. 1998a; Hanaki et al. 1998b). Die Peptidoglykanstränge der Zellwand besitzen deutlich  

verminderte Quervernetzungen und einen höheren Anteil an Pentapeptid-Ketten. Es wird ver-
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mutet, dass die Vancomycinresistenz durch den veränderten Aufbau der Zellwand resultiert. So 

kann diese aufgrund des höheren Anteils an terminalen D-Alanyl-D-Alanin Dipeptiden einen 

höheren Anteil an Vancomycin binden. Auf der Anbindung an D-Alanyl-D-Alanin-Enden von 

Peptidoglycanvorstufen mit konsekutiver Verhinderung der Zellwandsynthese beruht die Wirk-

weise der Glykopeptidantibiotika (Sheldrick et al. 1978).  

Mongodin et al. beschrieben erst kürzlich die Relevanz einer vermehrten Transkription von  

purR kontrollierten Genorte für die Vancomycinresistenz bei S. aureus. Die Arbeitsgruppe ver-

glich per Microarray die Gen-Transkripte bei den intermediär vancomycinresistenten  

S. aureus-Stämmen HIP5827 und Mu50 (MHK=8 µg/ml) mit einem hoch vancomycinresisten-

ten S. aureus-Stamm (MHK = 32 µg/ml). Unter den 35 Genen, die bei dem hochresistenten 

Stamm stark vermehrt transkribiert wurden, befanden sich 15 Gene, die in die Purinbiosynthese 

involviert sind. Das Repressorgen purR wies in diesem Stamm eine Mutation auf (Mongodin et 

al. 2003). 

Parallelen zu den Klasse II Mutanten ergeben sich aufgrund der stark veränderten Koloniemor-

phologie dieser Mutante. Durch die Inaktivierung von purR und den angrenzenden Genen zei-

gen diese Mutanten die erwähnte graue Koloniemorphologie und die extreme Neigung, bei dem 

Versuch eine Bakteriensuspension herzustellen, zu klumpen. Diese Phänomene könnten Folge 

einer veränderten Zellwandzusammensetzung sein.  

Zu erwähnen ist, dass für MU50 neben den Zellwandveränderungen noch eine erhöhte  

Expression von PBP2a beschrieben worden ist (Hiramatsu et al. 1997). Dies ist, wie oben  

bereits dargestellt, aufgrund der nachgewiesenen unveränderten Transkription von mecA bei dem 

in dieser Arbeit verwendeten S. epidermidis-Stamm 1057M12 nicht der Fall. Von einer Reduktion 

der Methicillinresistenz bei vanA-negativen methicillinresistenten Staphylokokken ist bisher 

nicht berichtet worden. Somit sind die Beobachtungen betreffend vancomycinresistenter 

Staphylokokken sicher nur begrenzt mit denen bei 1057M12 übereinstimmend. Dennoch kann 

eine purR-vermittelte Regulation von Enzymen der Zellwandsynthese angenommen werden. 

Zukünftige Untersuchungen der Klasse II Mutanten sollten daher eine Analyse der Zellwand-

zusammensetzung mit einbeziehen.  

 

Aktuellere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe von S. epidermidis 1457M12 zeigten in Schüt-

telkulturen ein Absinken der Zellzahlen nach ca. 10 Stunden. Der Wildtypstamm befand sich zu 

diesem Zeitpunkt in der stationären Wachstumsphase. Während die Zellzahlen des Wildtyp-

stammes die nächsten Stunden annähernd konstant blieben, sanken diese bei der Klasse II Mut-

ante auf knapp die Hälfte der OD578 des Wildtypstammes ab. Die Untersucher vermuteten, dass 
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1457M12 verfrüht in die Absterbephase eintritt. Sowohl beim Wachstum in der Schüttelkultur 

als auch in Mikrotiterplatten enthielten die Kulturen des Wildtypstammes nach 16 Stunden ca. 

fünffach mehr Zellen als die Mutante. Die Zelldichte zum Zeitpunkt der exponentiellen Wachs-

tumsphase hingegen war bei Wildtypstamm und Mutante gleich (Bartscht 2002).  

Die Oxacillingradientenplatten wurden in dieser Arbeit nach 48 Stunden abgelesen. Das deutlich 

geringere Wachstum auf den Gradientenplatten könnte mit dem oben angeführten Phänomen 

zusammenhängen. Möglicherweise beruht die vermutete Reduktion der Methicillinresistenz 

nicht auf einer wirklichen Sensibilisierung der Subpopulationen sondern auf einem generellen 

Wachstumsdefizit, welches auch ohne Antibiotikaexposition bei 1057M12 besteht. Um diese 

Frage zu klären, wären Untersuchungen der Wachstumskinetiken von 1057M12 und dem Wild-

typstamm ohne Antibiotikazusatz notwendig.  

 

Zusammengefasst lässt sich mit dem gegenwärtigen Stand der Forschung die in dieser Arbeit 

geschilderte verminderte Methicillinresistenz der Klasse II Transduktante nicht ausreichend 

klären. Sicher beruhen die vielfältigen phänotypischen Veränderungen der Klasse II Mutante auf 

noch unbekannten koregulativen Wirkungen der purR-, yabJ- und spoVG-Genorte. Weiter-

gehende Sequenzierungen des S. epidermidis Genoms und das Auffinden von neuen  

Pur-Box-Sequenzen könnten diesbezüglich neue regulativ abhängige Genregionen bei  

S. epidermidis identifizieren. Da der Angriffsort der Isoxazolylpenicilline die Zellwand ist und die 

auffälligen unterschiedlichen Koloniemorphologien wahrscheinlich ebenfalls Ursache unter-

schiedlicher Zellwandzusammensetzungen sind, ist die Analyse der Zellwand der Klasse II viel-

versprechend und sollte Gegenstand weiterer Forschungen sein.  

 

7.6. Klasse III Transduktante 1057M15: Tn917-Insertion in Gen rsbU 

Die Populationsanalyse der Klasse III Transduktante 1057M15 zeigte, im Vergleich zum Wild-

typstamm, eine deutliche Zunahme methicillinsensiblerer Subpopulationen. Unsere Arbeits-

gruppe konnte inzwischen das molekulargenetische Korrelat der Phänotypänderung identifizie-

ren. Die Analyse der das Transposon flankierenden chromosomalen DNA-Sequenzen zeigte, 

dass die Tn917-Insertion in 5’ Richtung 19 bp vom Translations-Start-Codon des rsbU-Gens 

lokalisiert ist. RsbU ist Teil des SigmaB-Operons von S. epidermidis, welches für den alternativen 

Sigmafaktor σB (SigB) kodiert (Knobloch et al. 2001; Knobloch et al. 2004).  
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7.6.1. Der alternative Sigmafaktor σσσσB 

Bei höhergradigen Änderungen des Zellstoffwechsels, z.B. bei Reduktion des Nährstoffangebo-

tes, dem Übergang von der exponentiellen Wachstumsphase in die stationäre oder bei Expositi-

on der Zelle mit exogenen Stressoren (wie z. B. Alkohol, Antibiotika, Hitze, Salz u.s.w.), ist die 

situationsabhängige Expression vieler unabhängiger Genabschnitte notwendig. Der alternative 

Sigmafaktor σB, zuerst bei Bacillus subtilis beschrieben, kontrolliert nachweislich die Transkription 

von mehr als 100 Genen entsprechend des induzierenden exogenen Stimulus. Die Genprodukte 

der unter dem Einfluss von sigB stehenden Gene werden entsprechend ihrer Funktion als “gene-

ral stress proteins“  (GSPs, z.B. GsiB, Ctc und RsbW) und “heat-specific stress proteins“ (Hsps, 

z.B. DnaK und GroEL) bezeichnet (Volker et al. 1994; Maul et al. 1995; Hecker et al. 1996; 

Hecker et al. 1998).  

Die Transkriptionsregulation erfolgt durch Anbindung von σB an spezifische Bindungsstellen, 

die am Core-Enzym der RNA-Polymerase lokalisiert sind. Das Core-Enzym der RNA-

Polymerase mit angelagertem Sigmafaktor wird als Holoenzym bezeichnet (Holoenzym = das 

komplette, aus Coenzym und Apoenzym bestehende Enzym). Der Sigmafaktor selbst hat keine 

katalytische Funktion. Seine Funktion besteht in der spezifischen Erkennung des Promotors 

entlang des codogenen DNA-Stranges und dient damit der gezielten Transkription einzelner 

DNA-Abschnitte in definierten Situationen. Durch die Selektivität der Sigmafaktoren für be-

stimmte Gruppen von DNA-Abschnitten „führen“ diese praktisch die RNA-Polymerase an die 

sinnvollen Promoterstellen und ermöglichen dort erst die für die Transkription notwendige  

Interaktion. Sigmafaktoren stellen damit einen Mechanismus dar, der Bakterien die simultane 

Transkription einer Vielzahl unabhängiger Gene ermöglicht, sofern alle diese Gene die für den 

Sigmafaktor spezifischen Promotorelemente enthalten (Finlay et al. 1997).  

 

σB ist bis jetzt nur bei einer kleinen Gruppe grampositiver Bakterien beschrieben worden. So 

konnte man das Protein bei Zellen der Bacillus-, Staphylococcus- und Listerien- Gattungen identi-

fizieren. Verwandte regulative Proteine wurden bei Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces-

Spezies und in Zyanobakterien (Synechocystis-Spezies) beschrieben (De Maio et al. 1996; De-

Maio et al. 1997; Kullik et al. 1997; Mittenhuber 2002; Viollier et al. 2003; Ferreira et al. 2004). 
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7.6.2. Struktur des σσσσB -Operons bei B. subtilis, S. aureus und S. epidermidis 

Das Operon besteht bei B. subtilis aus insgesamt 8 Genen, die in folgender Reihenfolge angeord-

net sind: rsbS, rsbR, rsbT, rsbU, rsbV, rsbW, sigB und rsbX. Dabei steht rsb für “regulation of σB “. 

Alle 8 Gene werden beginnend von dem σA-abhängigen Promotor PA transkribiert. Ein interner 

σB-abhängiger Promotor PB ist zwischen rsbU und rsbV positioniert und erhöht die Expression 

der nachfolgenden Gene (rsbV, rsbW sigB und rsbX bei sigB-Aktivität (Kalman et al. 1990; Wise et 

al. 1995). 

Strukturell zeigt das bei S. aureus identifizierte σB -Operon eine ausgeprägte Homologie zu dem 

Operon in B. subtilis. Wu et al beschrieben bei S. aureus einen vier open-reading-frames umfas-

senden Gencluster (orf333, orf108, orf159 und orf256) und benannten diesen aufgrund der um-

fangreichen Übereinstimmungen nach dem bei B. subtilis identifizierten σB -Operon. Orf256 

entsprach dabei dem σB-Gen (σB), das Genprodukt wurde daher als SigmaB-Faktor (SigB) be-

nannt. Orf333, orf108, orf159 wurden entsprechend ihrer Homologien den Genen rsbU, rsbV, 

rsbW zugeordnet. In 3’ Richtung von orf333 (rsbU) ließ sich auch bei S.aureus ein σA abhängiger 

Promotor und in 5’ ein σB-abhängiger Promotor nachweisen. (Wu et al. 1996).  

Bei S. epidermidis konnte unsere Arbeitsgruppe mittlerweile den gleichen strukturellen Aufbau des 

σB-Operons wie bei S. aureus nachweisen (siehe Abbildung 28)  (Knobloch et al. 2001) 
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Abbildung 28: Schematische Darstellung des σB-Operons bei S. aureus, S. epidermidis und B. subtilis. 
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PA und PB kennzeichnen die Lokalisation des σA – bzw. σB- abhängigen Promotors (Abbildung nach 
(Smirnova et al. 1998) 

7.6.3. Regulationsmechanismen des σσσσB-Operons  

Wie im vorigen Textabschnitt beschrieben, umfasst das σB-Operon von B. subtilis acht Gene, das 

von S. aureus und S. epidermidis lediglich vier. Da die Regulationsmechanismen des SigB-Operons 

bei B. subtilis am ausführlichsten erforscht worden sind, sollen diese hier zunächst aufgeführt 

werden.  

Die Transkriptionsinduktion von σB erfolgt bei einer Verringerung des Nährstoffangebotes, 

dem Übergang von der exponentiellen in die stationäre Wachstumsphase sowie bei Exposition 

der Zelle zu exogenen Stressoren (Hitze, Kälte, Alkohol, Antibiotika) (Benson et al. 1993a; 

Boylan et al. 1993; Volker et al. 1994; Smirnova et al. 1998). Die beiden regulativen Proteine 

RsbW und RsbU spielen bei der Aktivitätskontrolle von σB eine zentrale Rolle.  

 

Bei Veränderungen des Nährstoffangebotes mit unterschiedlichen intrazellulären ATP-Spiegeln 

ist die Transkription RsbW-kontrolliert. Das Protein ist in der Lage entweder mit unphosphory-

liertem RsbV oder mit σB eine Komplexbildung einzugehen. Durch Komplexbildung mit σB ver-

hindert RsbW die Bildung des vollständigen Holoenzyms (RNA-Polymerase Core-Enzym + 

Sigmafaktor) und somit die Anbindung an den codogenen DNA-Strang zur Transkription. Bei 

hohen intrazellulären ATP-Spiegeln, wie sie bei guter Nährstoffversorgung im Medium und 
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damit bei Zeiten von exponentiellem Wachstum bestehen, phosphoryliert RsbW RsbV zu   

RsbV-P. ATP fungiert hierbei als Phosphatdonor. RsbW bindet in diesem Fall vermehrt an σB. 

Sinkt der ATP-Spiegel hingegen ab, wird die Phosphorylierung zunehmend ineffizienter. Der 

steigende Anteil von dephosphoryliertem RsbV bindet zunehmend RsbW . Konsekutiv erhöht 

sich die Menge an freiem σB und damit die Transkriptionsrate von σB . Da σB durch Anbindung 

an den spezifischen Promotor PB die Transkription des σB-Gens selbst induzieren kann, hat die 

Produktion von σB eine schnelle Potenzierung der Genprodukte zur Folge. Diese  

Regulationswege führen zu einer Expressionshemmung von σB in Situationen mit exponentiel-

lem Wachstum bei hohem Nährstoffangebot. Bei Abnahme der Nährstoffe und dem folgenden 

Wechsel in eine stationäre Wachstumsphase wird σB hingegen vermehrt transkribiert (Kalman et 

al. 1990; Benson et al. 1992; Benson et al. 1993b; Benson et al. 1993c; Boylan et al. 1993; Dufour 

et al. 1994; Voelker et al. 1995b; Alper et al. 1996; Kang et al. 1996; Yang et al. 1996; Kang et al. 

1998). 

Exogene Stressoren (z.B. Hitze, osmotische Veränderungen, Ethanol- oder Antibiotikaexposi-

tion) setzen eine ATP- und RsbW- unabhängige Aktivierung von σB in Gang. In diesem Fall wird 

RsbT aktiviert. Dieses Protein ist normalerweise aufgrund einer Bindung an den negativen Regu-

lator RsbS inaktiv. RsbR, ein weiteres Regulatorprotein, ist in der Lage, an RsbS oder RsbT zu 

binden. Die genaue Funktion und Aktivierung dieses Proteins ist noch unklar. Bei Stressexposi-

tion phosphoryliert und inaktiviert RsbT das Protein RsbS. Ferner ist RsbT in der Lage, RsbU zu 

phosphorylieren und damit zu aktivieren. Dieses wiederum dephosphoryliert RsbV-P unabhän-

gig vom bestehenden ATP-Vorkommen. Die daraus resultierende RsbW-Bindung an RsbV 

führt, wie oben beschrieben, zur vermehrten σB-Transkription. Das durch RsbT inaktivierte 

RsbS-P kann durch RsbX dephosphoryliert und damit reaktiviert werden. Dieses führt zu einer 

vermehrten Bindung von rsbT. Da rsbX in 5’ von σB lokalisiert ist, steigt der RsbX-Level mit 

steigender σB–Aktivität. Dies scheint ein Kontrollmechanismus zu sein, um eine ungezügelte 

sigB-Aktivität zu begrenzen (Boylan et al. 1993; Voelker et al. 1995a; Voelker et al. 1995b; Wise et 

al. 1995; Voelker et al. 1996; Yang et al. 1996).  

Bei S. epidermidis und S. aureus konnten die Gene rsbS, rsbT, rsbR und rsbX nicht nachgewiesen 

werden (Wu et al. 1996; Knobloch et al. 2001). Unsere Arbeitsgruppe konnte mittlerweile die 

gleichen Regulationsbeziehungen von rsbU, rsbV, rsbW und σB zueinander wie bei S. aureus und 

B. subtilis aufzeigen (Knobloch et al. 2004). Von regulativen Einflüssen auf rsbU durch bis dato 
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noch nicht identifizierte Gene ist ebenfalls auszugehen. Dieses muss Gegenstand weiterer For-

schung sein.  

 

7.6.4. Tn917-Insertion in rsbU führt zu einer Reduktion der Methicillinresistenz 

Die Tn917-Insertion in rsbU der Klasse III Transduktante 1057M15 führte zu einer signifikan-

ten Reduktion der Methicillinresistenz. Wie oben beschrieben, ist rsbU an der Aktivierung des 

σB-Operons bei Exposition zu exogenen Stressoren, wie z.B. Antibiotika, maßgeblich beteiligt, 

so dass die beobachtetete Resistenzminderung bei 1057M15 zu einem inaktivierten rsbU-

Genlokus paßt.   

Wu et. al. beschrieben ebenfalls eine drastische Reduktion der Methicillinresistenz bei dem  

homogen methicillinresistenten S. aureus-Stamm COL. Die zwei Tn551-Transduktanten RU-

SA168 (Tn551 Insertion in σB) und RUSA122 (Tn551 Insertion in rsbU) zeigten beide eine 

drastische Reduktion der MHK im Vergleich zum Wildtypstamm. Diese war bei S. aureus COL 

ausgeprägter als bei S. epidermidis 1057 M15. Bei RUSA168 reduzierte sich die MHK von  

1600 µg/ml (COL-Elternstamm) auf 25 µg/ml, bei RUSA 122 auf 50µg/ml (Wu et al. 1996). 

Die Gründe für die bei 1057M15  weitaus schwächere Reduktion der MHK können vielfältig 

sein. Bei S. epidermidis 1057wt handelt es sich um einen heterogen methicillinresistenten, bei S. 

aureus COL hingegen um einen homogen resistenten Stamm. Wie schon in der Einleitung dieser 

Arbeit besprochen, ist das genetische Korrelat einer homogen exprimierenden Methicillinre-

sistenz unklar. Bei S. aureus gibt es mehrere Hinweise darauf, dass an der Expression einer ho-

mogenen high-level Resistenz das Zusammenspiel multipler unabhängiger Genorte notwendig 

ist (De Jonge et al. 1991; Berger-Bachi et al. 1992; De Lencastre et al. 1994). 

 
Falls ein Teil dieser Gene einer σB-Kontrolle unterliegen würde, so wäre eine drastischere MHK-

Reduktion aufgrund der multiplen betroffenen Gene mit essentieller Relevanz für eine maxima-

le, homogene Expression der Methicillinresistenz erklärbar. Eine bis jetzt noch nicht bekannte 

SigB –Kontrolle der vielen bei S. aureus beschriebenen Genorte mit Einfluss auf die Methicillinre-

sistenz (fem, aux, chr*) wäre denkbar (siehe Kapitel 2.4.7). 

Wie oben bereits in Kapitel 7.3 beschrieben, konnte ein Einfluss der rsbU-Inaktivierung auf die 

Transkription von mecA durch unsere Arbeitsgruppe bereits ausgeschlossen werden. Passend 

dazu zeigte sich auch bei Wu et al keine Veränderung der von RUSA168 und RUSA122 produ-

zierten PBP2a Mengen (Wu et al. 1996; Mack et al. 2002).  
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7.6.5. Tn917-Insertion in rsbU führt zu einem biofilmnegativen Phänotyp 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Tn917-Insertion in S. epidermidis 

1057M15, 1457M15 und 8400M15 zur Expression eines biofilmnegativen Phänotyps führte. Da 

die Phänotypänderung bei allen Stämmen aufgetreten war, handelte es sich um ein generelles 

Phänomen der Klasse III Transduktanten. Offensichtlich ist die Expression von Biofilm in  

S. epidermidis rsbU abhängig. Sequenzanalysen des icaADBC-Operons erbrachten keinen Anhalt 

für einen σB-abhängigen Promotor (Knobloch et al. 2001).  

Aktuellere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten aufzeigen, dass in S. epidermidis-

Transduktanten mit inaktiviertem rsbU oder σB eine vermehrte Transkription von icaR besteht. 

Bei icaR handelt es sich um einen negativen Regulator des icaADBC-Genclusters, der sowohl bei 

S. epidermidis als auch bei S. aureus nachgewiesen werden konnte (Conlon et al. 2002a; Conlon et 

al. 2002b; Jefferson et al. 2003; Jefferson et al. 2004). Sequenzanalysen von icaR erbrachten e-

benfalls keinen Anhalt für einen σB-abhängigen Promotor. Anhand dieser Ergebnisse ist ein σB-

kontrollierter, bis jetzt noch unbekannter, negativer Regulator von icaR zu vermuten. Der Weg-

fall dieses negativen Regulators, hervorgerufen durch die Inaktivierung von rsbU, führte zu dem 

in dieser Arbeit beobachteten biofilmnegativen Phänotyp von 1057M15, 1457M15 und 

8400M15 (Knobloch et al. 2004).  

Die exogenen Stressoren NaCl und Ethanol, die in B. subtilis rsbU- vermittelte σB-Aktivierungen 

hervorrufen, haben unterschiedliche Auswirkungen auf die Biofilmbildung in Klasse III  

S. epidermidis-Transduktanten. In aktuellen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe exprimierten 

die Klasse III Transposonmutanten der Stämme 1457 und 8400, nach Zusatz von Ethanol zum 

Nährmedium, wieder Biofilm und PIA. Die Zugabe von NaCl konnte hingegen keine erneute 

Biofilmbildung induzieren (Knobloch et al. 2001; Knobloch et al. 2002). Conlon et. al. konnten 

zeigen, dass Ethanol zu einer verminderten icaR-Transkription führt und so zu einem erneut 

biofilmpositiven Phänotyp führen kann. Die genaue Vermittlung der ethanolinduzierten icaR- 

Hemmung ist noch unklar (Conlon et al. 2002a). 

 

Auch bei S. aureus  ist ein Einfluss von σB auf die Expression von Biofilm beschrieben worden. 

Rachid et al berichteten von einer σB-null Mutante eines klinischen S. aureus-Isolates, welche 

ebenfalls einen biofilmnegativen Phänotyp exprimierte. Nachdem der Stamm durch ein Plasmid 

mit einem intakten σB–Operon komplementiert worden war, zeigte dieser erneut einen biofilm-

positiven Phänotyp (Rachid et al. 2000). Ob sich jedoch diese Beobachtung generell auf alle  

S. aureus-Stämme übertragen lässt, ist fraglich. Valle et. al. berichteten von einem S. aureus-
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Stamm, bei dem das Virulenz-Kontrollgen sarA einen weitaus dominierenderen Einfluss auf die 

Biofilmbildung besaß als σB (Valle et al. 2003). SarA gehört, neben agr und sae zu einer Gruppe 

von Kontrollgenen, welche die Expression einer Reihe von Virulenzfaktoren bei S. aureus steu-

ern. (Kornblum et al. 1990; Chien et al. 1998b; Chien et al. 1998a; Manna et al. 1998). 

 

 

7.7. Klasse IV Transduktante 1057M17: Expression einer homogenen Methicillin-

resistenz durch Tn917-Insertion 

 

Die Insertion von Tn917 führte bei S. epidermidis 1057 zu einer signifikanten Zunahme von resis-

tenteren Subpopulationen. Im Rahmen der Populationsanalyse exprimierte die Transduktante 

statt der ursprünglichen heterogenen Methicillinresistenz des Wildtypstammes einen homogen 

resistenten Phänotyp. Die Gesamt-MHK der Transduktante änderte sich hingegen nicht.  

Darüber hinaus führte die Insertion in S. epidermidis 1457, 8400 und 1057 zu einem schwach 

biofilm- und PIA-positiven Phänotyp.  

Sequenzanalysen der an das Transposon angrenzenden chromosomalen DNA bei 1457M17 

ergaben, dass sich die Tn917-Insertion in einem open-reading-frame befindet,  dessen Gen-

sequenzen auch in anderen Bakterienspezies beschrieben worden sind. Über die Funktion und 

Zuordnung des Genes ist bis jetzt noch nichts weiteres bekannt (Knobloch 1999; Knobloch et 

al. 2003) (Knobloch,J.K.-M.;D.Mack; unveröffentlichte Daten.).  

Eine Änderung der Transkriptionsfrequenz von mecA in S. epidermidis 1057M17 konnte als  

Ursache für die veränderte Methicillinresistenz ausgeschlossen werden (siehe Kapitel 7.3). Direk-

te oder indirekte regulative Einflüsse des durch die Tn917-Insertion betroffenen Genlokus auf 

mecA erklären die beobachteten Resistenzveränderungen nicht (Mack et al. 2002). Bei Untersu-

chungen mit methicillinresistenten S. aureus Stämmen konnten einige Genorte identifiziert wer-

den, die bei Inaktivierung durch Transposonmutagenese einen Wechsel von einer heterogenen 

zu einer homogenen Methicillinresistenz bewirkten. Ein Einfluss dieser Genorte auf die Bio-

filmproduktion bei S. aureus ist bis jetzt nicht beschrieben worden. Bei S. epidermidis konnte bis 

dato keines dieser Gene nachgewiesen werden.  

 



Diskussion 

108 

 

 

Ryffel et al. beschrieben, dass ein zuvor methicillinsensibler S. aureus-Stamm nach Aufnahme des 

mecA enthaltenden Plasmides pBBB79 eine heterogene Methicillinresistenz exprimierte. Die aus 

diesem Stamm unter Exposition von hohen Methicillinkonzentrationen im Nährmedium isolier-

ten Subklone zeigten einen homogen resistenten Phänotyp. Auch nach mehreren Wachstums-

passagen in Medien ohne Methicillinzusatz behielten die Subklone ihren homogenen Phänotyp. 

Die Eliminierung des mecA enthaltenden Plasmides führte sowohl bei dem heterogenen  

Ursprungsstamm als auch bei der homogenen Subpopulation zu dem ursprünglichen methicil-

linsensiblen Phänotyp. Nach erneuter Aufnahme des Plasmides zeigte die ehemals homogen 

resistente Variante wieder eine homogene high-level Resistenz, die ehemals heterogene Popula-

tion erneut eine heterogene low-level Resistenz. Die Arbeitsgruppe postulierte daraufhin, dass 

die Genmutationen, die entscheidend für die Entwicklung eines heterogenen oder eines homo-

genen Phänotyps sind, nicht durch den mec-Genlokus vermittelt werden und außerhalb von mec 

lokalisiert sind. Die Arbeitsgruppe bezeichnete diese Mutationen als chr* (chromosomal mutati-

ons). Bei diesen Mutationen handelt es sich allerdings nur um ein rein hypothetisches Konstrukt, 

genaue Gensequenzen und Genlokalisationen wurden nicht identifiziert (Ryffel et al. 1994a). Bei 

S. aureus wurden mehrere Genorte beschrieben, die in die Gruppe der chr*-Gene gehören könn-

ten. 

Die Arbeitsgruppe um Fujimara et al. isolierten aus einem low-level resistenten ���S. aureus-Stamm 

(MHK: 6,3 µg/ml) eine hochresistente Mutante mit einer MHK von 1600 µg/ml. Ursache für 

die erhöhte Resistenz war die Mutation in einem als lytH bezeichneten Genabschnitt. LytH wies 

ausgeprägte Homologien zum lytC-Genort in B. subtilis auf. Dieser hat für Zelltrennung, Zell-

wanderneuerung und antibiotikainduzierte Zelllyse eine wichtige Funktion. LytH kodiert dabei 

für eine N-acetylmuramyl-L-Alanin-Amidase (Fujimura et al.; Blackman et al. 1998) Auch 

Gustafson et al. fanden bei einer homogen exprimierenden high-level Mutation eines resistenten 

S. aureus eine geringere autolytische Aktivität als bei dem low-Level resistenten Ursprungsstamm 

(Gustafson et al. 1992). Bei S. epidermidis wurde bis dato kein Genabschnitt beschrieben, der 

Homologien zu lyt*-Genorten aufweist. Die autolytische Aktivität der Klasse IV Mutanten  

wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht und müsste Gegenstand zukünftiger  

Forschung sein. 

 

Kondo et al. beschrieben, dass ein Tochterstamm (h4) des pre-MRSA-Stammes N315 einen 

neuen Phänotyp exprimierte, den die Arbeitsgruppe als „eagle type“ Resistenz bezeichnete. Der 

von N315 unter Methicillinexposition isolierte Stamm h4 zeigte eine ausgeprägte Methicillin-
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resistenz bei Wachstum in Medien mit hohen Methicillinkonzentrationen (128 µg/ml bis  

512 µg/ml Methicillin) und gleichzeitig paradoxerweise eine Sensibilität bei niedrigen Methicil-

linkonzentrationen (2 µg/ml bis 16 µg/ml). Die Deletion des mecI-Genlokus in h4 führte zu 

einer homogenen Methicillinresistenz. Es gelang, zwei Genorte aus h4 zu klonieren, die als hmrA 

und hmrB bezeichnet worden sind. Sequenzuntersuchungen ergaben, dass hmrA Homologien zu 

Amidohydrolase-Enzymen, hmrB zu Acyl-Transportproteinen (ACP=acyl carrier proteins) auf-

weist. Nach Transformation von hmrA und hmrB in N315 zeigte dieser plötzlich eine “eagle 

type“ Resistenz. Eine Transformation in den heterogen exprimierenden Stamm LR5 führte zu 

einer homogenen Methicillinresistenz. Die Arbeitsgruppe geht davon aus, dass ein intakter mecI 

und hmrA/hmrB Genlokus zu einer “eagle type“ Resistenz führt. Für den Wechsel von einem 

heterogenen zu einem homogenen Phänotyp sind hingegen intakte hmrA/hmrB-Genorte bei 

gleichzeitig inaktiviertem mecI-Genlokus notwendig. Die Menge an produziertem PBP2a hatte 

auch bei dieser Studie keinen Einfluss auf den Resistenztyp und die MHK (Kondo et al. 2001).  

 

Für die M17-Insertionslokalisation ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich um Genorte handelt, 

die für ein regulatives Protein kodieren, welches eine direkte oder indirekte Transkripti-

onskontrolle auf den icaADBC-Gencluster ausübt. Wie in Kapitel 7.3 beschrieben, konnte der 

Transfer des Plasmides pTXicaADBC nach Xylose-Induktion die Biofilmproduktion in 

1457M17 wiederherstellen. Diese Ergebnisse schließen eine Beteiligung des inaktivierten Genor-

tes an der Produktion von PIA-Vorstufen oder ein Transportsystem für die Exportierung von 

PIA nach extrazellulär aus (Mack et al. 2000b). Die Inaktivierung regulativer Gensequenzen, 

welche direkt oder indirekt die icaADBC-Transkription beeinflussen, würde die aufgeführten 

Ergebnisse am ehesten erklären.  

 

Zusammengefasst handelt es sich bei der M17-Insertionslokalisation um ein Gen mit der Fähig-

keit zur Transkriptionskontrolle von icaADBC und einem direkten oder indirekt regulativen 

Einfluss auf die Expression der Methicillinresistenz. Dabei besteht keine Veränderung der  

mecA-Transkriptionsrate, sondern die veränderte Expression eines Proteins, welches auf noch 

nicht bekanntem Wege zu einer Reduktion der Sensibilität gegenüber Methicillin führt. Die I-

dentifizierung dieses Proteins muss Gegenstand weiterer Forschung sein. Die Ergebnisse könn-

ten interessante neue Erkenntnisse über den Zusammenhang der beiden Virulenzfaktoren  

Biofilmbildung und Methicillinresistenz erbringen.  
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7.8. Klasse IV und V Transduktanten: 1057M16 und M20 Insertion in glcA und glcT 

S. epidermidis 1057M16 und 1057M20 zeigten keine Veränderung der Methicillinresistenz in der 

Populationsanalyse und auf den Oxacillingradientenplatten. Weitergehende Untersuchungen 

unserer Arbeitsgruppe  mit S. epidermidis 1457M16 und 1457M20 konnten zeigen, dass  Tn917 

bei beiden Mutanten in Gene des Phosphoenolpyruvat: Zucker Phosphotransferase Systems 

(PTS) inseriert. Dieses Enzymsystem wird bei vielen Bakterien zum Transport unterschiedlicher 

Zucker nach intrazellulär genutzt. Ferner hat es eine Funktion bei Signaltransduktion, Chemota-

xis und Stickstoffmetabolismus.  

Bei 1457M20 befindet sich die Tn917-Insertion in glcA, welches für das Glucose spezifische 

Enzym II (EII) kodiert. In der Mutante 1456M16 befindet sich Tn917 im Antiterminatorgen 

glcT, welches die Transkription von glcA reguliert. Die Inaktivierung der beiden Gene führt zu 

dem in dieser Arbeit beobachteten mukoidnegativen und biofilmpositiven Phänotyp von 

1057M16 und1057M20. Weitergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, 

dass die Mutanten diesen Phänotyp auf peptonhaltigen Medien exprimieren, die mit N-Acetyl-

Glucosamin substituiert sind. Eine Substitution mit Glucosamin konnte bei 1457M16 und M20 

den mukoidpositiven Phänotyp des Wildtypstammes wieder induzieren.  

Wie oben erwähnt, konnte in den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit kein Einfluss der 

Tn917-Insertion in diesen beiden Transduktanten ermittelt werden.  
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8. Zusammenfassung 

Biofilmbildung und Methicillinresistenz stellen zwei wesentliche Pathogenitätsfaktoren von  

S. epidermidis dar. Der icaADBC-Genlokus ist als genetisches Korrelat für Biofilmbildung und 

PIA-Produktion bei S. epidermidis und S. aureus identifiziert worden. Grundlage dieser Arbeit 

bildeten sechs verschiedene Tn917-Mutantenklassen des methicillinsensiblen, mecA-negativen  

S. epidermidis-Stammes 1457, die alle direkt oder indirekt regulativ die Transkription des  

icaADBC-Genlokus beeinflussen. Die Transposoninsertionslokalisationen M10, M13 (Klasse I), 

M12 (Klasse II), M15 (Klasse III), M17 (Klasse IV), M16 (Klasse V) und M20 (Klasse VI) wur-

den in dieser Arbeit von S. epidermidis 1457  in den methicillinresistenten, mecA-positiven  

S. epidermidis-Stamm 1057 transduziert.  

Das phänotypische Profil der resultierenden 1057-Transduktanten entsprach dem der korres-

pondierenden 1457 Mutanten. Southernblot-Hybridisierungen mit einer Tn917-spezifischen 

Sonde zeigten Tn917-Insertionen auf identischen EcoRI-Fragmenten der 1057- und 1457- 

Transduktanten. Eine mecA-spezifische Sonde hybridisierte mit den gleichen DNA-Fragmenten 

EcoRI- gespaltenerDNA von S. epidermidis 1057 und allen in dieser Arbeit geschaffenen 1057-

Transduktanten.  

In Populationsanalysen auf oxacillinhaltigen Müller-Hinton-Agarplatten zeigte S. epidermidis das 

für mecA positive Stämme typische heterogene Resistenzmuster mit einer MHK ≥ 6 µg/ml für 

90 % aller Zellen. Die Populationsanalysen der Klasse I, V und VI Transduktanten entsprachen 

denen des Wildtypstammes. Die Klasse III Transduktante 1057M15 zeigte eine signifikante Zu-

nahme sensiblerer Subpopulation mit einer Reduktion der MHK auf ≤ 1µg/ml für 90 % der 

Zellen. Die Klasse IV Transdukante 1057M17 exprimierte ein homogenes Resistenzprofil mit 

einer MHK von ≥ 50µg/ml für 90 % aller Zellen.  Vergleichende Resistenzprüfungen des Wild-

typstammes und aller Transduktanten auf Oxacillingradientenplatten erbrachten die gleichen 

Ergebnisse. Die mittels Populationsanalyse nicht charakterisierte Klasse II Transdukante 

1057M12  zeigte auf den Gradientenplatten ein signifikant vermindertes Wachstum im Vergleich 

zum Wildtypstamm. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass (i) die in dieser Arbeit ver-

wendeten Tn917-Insertionen in mehreren unabhängigen S. epidermidis-Stämmen die gleichen  

Phänotypänderungen induzieren und dass (ii) drei Tn917-Insertionslokalisationen, welche die 

Expression von icaADBC auf transkriptioneller Ebene beeinflussen, zu signifikanten Verände-

rungen der Methicillinresistenz führen. 
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