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Fragestellung/Hypothese

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten humanpathogenen Keime, er
verursacht u.a. Haut- und Weichteilinfektionen, Pneumonien, katheterassoziierte
Infektionen, Septikdmien, Osteomyelitis und die akute Form der Endokarditis. Ein
am UKE wie auch deutschlandweit zunehmendes Problem stellen die
methicillinresistenten Staphylococcus aureus (MRSA)-Isolate dar. Infektionen mit
MRSA-Stdammen fihren zur erhohten Morbiditdt und Mortalitdt und zu
erheblichen Kosten fur das Krankenhaus. Die Verbreitung von MRSA innerhalb
eines Krankenhauses erfolgt in der Regel durch Ubertragung einzelner Klone
zwischen den Patienten.

Molekulare Typisierungsverfahren sind ein wichtiges Element bei der
infektionsepidemiologischen Untersuchung von nosokomialen Erregern. ,,Golden
standard* der Typisierungsmethoden flr Staphylococcus aureus ist die zeitlich
und finanziell sehr aufwendige Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Ein 2004
erstmalig beschriebenes  Sequenzierungsverfahren, die Typisierung von
Staphylococcus aureus mit Hilfe des Staphylococcus aureus variablen Protein A
Gens (spa), ist bislang nur in einigen Universitatskliniken in Suddeutschland

eingefuhrt worden.

Die Fragestellung dieser Arbeit ist, ob die in Hamburg endemischen MRSA-
Stammen mittels Spa-Typisierung typisierbar sind und ob damit die Etablierung
dieses Verfahrens zur molekularen Charakterisierung von Staphylococcus aureus
am UKE mdglich und sinnvoll ist.

Aulerdem soll in dieser Arbeit geklart werden, ob die Spa-Typisierung auch im

Ausbruchsgeschehen einsetzbar ist.



1. Einleitung

1.1) Staphylococcus aureus

Die Gattung Staphylococcus gehort neben den Gattungen Micrococcus,
Planococcus und Stomatococcus zur Familie der Micrococcaceae.
Staphylokokken erscheinen unter dem Mikroskop als gram-positive, meist in
Haufen gelagerte Kokken, sie sind unbeweglich und bilden keine Sporen.

Das Genus Staphylococcus umfasst eine groe Anzahl an Spezies, die sich mit
Hilfe der Plasmakoagulase in zwei Gruppen einteilen lassen, den
Plasmakoagulase-positiven ~ Staphylokokken @ mit dem  Hauptvertreter
Staphylococcus aureus und den Plasmakoagulase-negativen Staphylokokken, von
denen Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus saprophyticus eine
besondere humanpathogene Bedeutung zugeschrieben wird (Brandis et al.).

Auf bluthaltigen Néahrboden bilden Staphylokokken runde, gldnzende Kolonien
von 1-2 mm Durchmesser, die Pigmentierung der Kolonien reicht hierbei von
weill bis goldgelb, wobei Staphylococcus aureus-Kolonien hiufig goldgelb
pigmentiert und von einem Hémolysehof umgeben sind. Obwohl die
Staphylokokken zu den fakultativ anaeroben Bakterienarten gehoren, ist das
Wachstum bei anaerober Bebriitung verzdgert, die Kolonien sind meist kleiner
und auch bei Staphylococcus aureus nicht pigmentiert.

Staphylokokken gehdren zu den widerstandsfahigsten humanpathogenen
Bakterien, sie iiberleben eine Hitzeeinwirkung von 60°C iiber 30 min (Vijaranakul
et al.), tolerieren Kochsalzkonzentrationen von bis zu 10%, was die selektive
Anreicherung von Staphylokokken aus einer Mischflora, wie z.B. der Rachenflora
oder dem Stuhl ermdglicht, und lassen sich aus getrockneten klinischen
Materialien sowie aus Staub noch nach Monaten isolieren. Diese
Widerstandsfahigkeit ist eine Voraussetzung fiir die Héiufigkeit von
Staphylokokken als nosokomiale Infektionserreger (Geipel et al.).

In einer Population von gesunden Erwachsenen sind 30-50% der Erwachsenen mit
Staphylococcus aureus zumeist in der Nase kolonisiert, 10-20% der Erwachsenen
sind hierbei permanent kolonisiert (Noble et al., Ceasewell et al.). Diese

Staphylococcus aureus-Trager haben ein erhohtes Risiko fiir eine endogene



Infektion mit dem Keim (Wenzel et al., Weinke et al., Kluytmans et al., Pujol et
al.).

1.1.2) Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus

Es sind mittlerweile ca. 40 Zelloberflichen- oder extrazelluldre Proteine von
Staphylococcus aureus als potentielle Virulenzfaktoren charakterisiert worden
(Arvidson et al., Lowy et al.).

Die meisten Staphylococcus aureus-Stimme besitzen eine antiphagozytér
wirkende Polysaccharidkapsel (Karakawa et al.). Von den 11 identifizierten
Serotypen sind die Typen 5 und 8 bei 75% aller menschlichen Infektionen
nachweisbar, die meisten methicillin-resistenten Staphylococcus aureus- Stamme
sind Kapseltyp 5 (Lowy et al.).

Das 42kD-Oberflachenprotein Protein A gilt als wichtiger Virulenzfaktor dank
seiner Eigenschaft, Immunglobuline {iber deren Fc-Stiicke zu binden und damit
antiphagozytir zu wirken. Der Opsonierungseffekt der Antikdrper wird
ausgeschaltet, da die Fc-Stiicke nach Bindung mit dem Protein A nicht mehr fiir
die Fc-Rezeptoren der Phagozyten zur Verfiigung stehen (Boyle et al.).

AuBerdem bindet das Protein A Immunglobuline auch iiber Fab-Region. Diese
Interaktion fiihrt zu einer direkten B-Zellstimulation, die aber funktionell noch
nicht ausreichend charakterisiert ist (Graille et al.).

Der Clumpingfaktor ist ebenso ein Bestandteil fast aller Staphylococcus aureus-
Zelloberflachen und ist funktionell ein Fibrinogenrezeptor. Er flihrt vorwiegend
durch Aktivierung von Fibrinmonomeren zu einer Verklumpung von Plasma und
ist ein wichtiges Adhdsin durch seine spezifische Bindungsfihigkeit an
Fibrinogen (Brandis et al.).

Die Fibronektin-Bindeproteine sind weitere  Oberflichenproteine  von
Staphylococcus aureus, die alle funktionell als Adhdsionsmolekiile fiir weitere
Matrixproteine eine wichtige Rolle spielen, Beispiele hierfiir sind die Fibronektin-
bindenden Proteine FnbpA und FnbpB (Flock et al., Fromson et al.).

Das Enzym Plasmakoagulase wird von Staphylococcus aureus-Stimmen
extrazelluldir abgegeben und fiihrt zu einer Verklumpung von Plasma. Die

Koagulase verbindet sich mit dem Prothrombin zum Staphthrombin, wodurch die



Aktivierung des Fibrinogens zu Fibrin ausgelost wird. Die pathogenetische
Bedeutung der Koagulase liegt in der Bildung eines Fibrinschutzwalles um die ins
Gewebe eingedrungenen Staphylokokken, in dem die Bakterien sich ungestort
vermehren konnen, um dann nach Einsatz des Staphylokokken-eigenen Enzyms
Fibrinolysin diesen Fibrinschutz aufzulésen und sich in die Umgebung
auszubreiten (Brandis et al.).

Staphylokokken sezernieren verschiedene Hidmolysine, die zur Lyse von
Erythrozyten fiihren. Bekannt sind die Hamolysine a, B, y und 6, wobei dem a-
Hamolysin mit seiner Eigenschaft neben der Erythrozytenlyse auch zytotoxisch
auf Thrombozyten, Endothelzellen und Epithelzellen zu wirken, eine besondere
humanpathogene Rolle zugeschrieben wird.

Die von Staphylococcus aureus-Stimmen produzierten und extrazellulér
wirkenden Leukozidine fiihren selektiv zum Zelltod von Granulozyten und
Makrophagen.

Ein besonderes Leukozidin, das Panton-Valentine-Leukozidin, ist in den sich
momentan in der Normalbevolkerung ausbreitenden community-acquired MRSA
(CA-MRSA) nachweisbar und ist assoziiert mit schweren Haut- und
Weichteilinfektionen (Cribier et al.)

Bei den von den meisten Staphylococcus aureus-Stimme gebildeten
Hyaluronidasen handelt es sich um Depolymeridasen, die im Stande sind, die
intrazelluldren Kittsubstanzen aufzulosen und damit die Gewebsinvasivitit zu
begiinstigen.

Verschiedene klinisch bedeutsame Toxine sind bekannt und charakterisiert, wobei
nur einige wenige Staphylococcus aureus-Stimme zur Toxinbildung im Stande
sind:

Die Exfoliativtoxine A und B fithren zur Epidermolyse durch eine intraepidermale
Spaltbildung zwischen dem Stratum spinosum und dem Stratum granulosum der
Epidermis.

Die Enterotoxine mit den beiden Hauptvertretern Enterotoxin A und B sind sehr
hitzeresistent und werden auch bei 100°C nach 30 min nicht vollstindig
inaktiviert.

Das Toxic-Shock-Syndrom Toxin 1 (TSST-1) ist ein chromosomal kodiertes
Protein, das als Superantigen wirkt und damit {iber die Bindung an MHC Klasse

II-Proteine die T-Zellaktivierung bewirkt, wodurch die Produktion von Zytokinen,



vor allem von Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor-a stimuliert wird (Marrack

etal.).

1.1.3) Typische Erkrankungen durch Staphylococcus aureus

Die durch Staphylococcus aureus verursachten Erkrankungen lassen sich in

invasive und toxinvermittelte Erkrankungen einteilen:

1.1.3.1) Invasive Stapyhlococcus aureus-Infektionen

Bei den invasiven Prozessen kommt es nach Infektion und lokaler Vermehrung
bedingt durch die Gesamtheit der Virulenzfaktoren zur fortschreitenden
Schadigung.

Eine typische Hautinfektion durch Staphylococcus aureus ist das Furunkel, ein
Hautabszess ausgehend von den Talgdriisen oder den Haarbédlgen. Ein
Zusammenschluss mehrerer Furunkel wird als Karbunkel bezeichnet.
Staphylococcus aureus wird hdufig bei Wundinfektionen isoliert und ist
zusammen mit Streptococcus pyogenes an der Impetigo contagiosa beteiligt
(Easmon et al.).

Die Mastitis puerperalis und die eitrige Paroditis werden ebenso durch
Staphylococcus aureus verursacht wie in den meisten Féllen die primar
hidmatogene Osteomyelitis und die postoperative oder posttraumatische sekundire
Osteomyelitis, wobei die sekundire Osteomyelitis zur Chronifizierung neigt.
Staphylococcus aureus ist einer der hdufigsten Erreger nosokomial aber auch
ambulant erworbener Pneumonien, insbesondere bei Pneumonien, die als
Superinfektion nach Viruspneumonien oder nach Aspiration auftreten, wobei
diese Pneumonien zur Abszessbildung neigen. Abszesse durch Staphylococcus
aureus konnen andernorts sowohl in Weichteilen als auch in Organen auftreten,
Empyeme in Korperhohlen wie z.B. der Pleura und in Gelenken (Hahn et al.)
Sédmtliche oberflachlichen und tiefen Prozesse wie auch die Fihigkeit zur
Fremdkorperinfektion (Steinberg et al.) konnen eine Keimeinschwemmung in die

Blutbahn nach sich ziehen und damit zur Sepsis (Bearman et al., Bone et al.) oder



zur akut ulzerosen Endokarditis fiihren. Die akute Endokarditis kann sehr
foudroyant verlaufen und mit erheblichen Klappendestruktionen einhergehen. Sie
ist charakterisiert durch einen schlagartigen Krankheitsbeginn, hohem Fieber und
haufigem Befall von nicht vorgeschiddigten Herzklappen (Chambers et al.).Die
Staphylococcus aureus -Endokarditis tritt gehduft bei intravenésem Drogenabusus
auf und imponiert klinisch als Rechtsherzendokarditis im Gegensatz zur

Endokarditis lenta, bei der bevorzugt Mitral- und Aortenklappe betroffen sind.

1.1.3.2) Toxinvermittelte Staphylococcus aureus-Infektionen

Das durch die epidermolytischen Exfoliativtoxine von Staphylococcus aureus
ausgeloste Staphylococcal Scalded Scin Syndrome (SSSS) oder auch Morbus
Ritter von Rittershain betrifft vor allem Sduglinge und Kleinkinder und fiithrt zum
Bild der verbriihten Haut, dhnlich einer Verbrennung I. bis II. Grades durch eine
groBflachige Epidermolyse mit Blasenbildung. Eine gefiirchtete Komplikation ist
der Volumenmangel bis hin zum Schock aufgrund von Flissigkeits- und
Elektrolytverlusten.

Die durch Enterotoxine ausgeldste Gastroenteritis ist eine reine Toxikose und
verlauft hochakut, bereits wenige Stunden nach der Toxinaufnahme kommt es zu
starkem Erbrechen mit Fieber, gelegentlich Diarrhoen und ev. einer
Kreislaufdysregulation. Die Symptome klingen im Gegensatz zu nicht durch
Staphylococcus aureus-verursachten Gastroenteritiden bereits nach 24-48 Stunden
ab.

Das Toxic Shock Syndrome (TSS) imponiert durch die Leitsymptome Fieber,
Hypotonie und einem {ber Extremitdten, Schultergiirtel und Stamm
ausgebreiteten Exanthem in der Akutphase. Das Toxic Shock Syndrome Toxin-1
(TSST-1) kann durch seine Funktion als Superantigen mit einer stark vermehrten
Ausschiittung von Zytokinen den Schockzustand herbeifiihren und kann damit zu
einer Minderdurchblutung mit Gewebshypoxien bis hin zum Multiorganversagen
filhren. In der Rekonvaleszenzphase kommt es obligat zu einer Desquamation,

bevorzugt an Palmar- und Plantarflichen von Handen und Fiilen (Chesney et al.).



1.1.4) Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA)

Bereits ein Jahr nach der Einfilhrung des Prototyps der penicillinasefesten
Penicilline, dem Methicillin, wurden bereits im Jahr 1961 erste Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus-Stdmme isoliert (Jevons et al.). Es wurde
gezeigt, dass diese MRSA gegen alle [B-Lactam-Antibiotika (Penicilline,
Cephalosporine und Carbapeneme) resistent sind (Brumfitt et al.).

Der Mechanismus der Methicillinresistenz beruht auf der Exprimierung eines
zusétzlichen Penicillin-bindenden Protein 2, dem PBP2a oder synonym PBP2".
Bei dem PBP2 handelt es sich um eine Transpeptidase, die die Querverbindung
der Peptidoglykanschicht der Zellwand katalysiert. Das PBP2a besitzt allerdings
im Gegensatz zu dem PBP2 eine stark verminderte Affinitit zu B-Lactam-
Antibiotika unabhingig von der Anwesenheit eines B-Lactamaseinhibitors wie
Clavulansdure, Sulbactam oder Tazobactam (Geipel et al.). Auf genomischer
Ebene entspricht dem PBP2a das mecA-Gen, ein Teil eines mobilen
Genelementes mit der Bezeichnung ,,Staphylococcus Cassette Chromosome mec*
(Sccmec), von der mittlerweile fiinf verschiedene Resistenzkassetten bekannt sind.
Das Resistenzphdnomen der Methicillinresistenz tritt meistens heterogen auf, oft
zeigt nur eine Bakterienzelle von 10* bis 10° Zellen einen detektierbaren
Resistenztyp (Boyce et al., Hackbarth et al.), was zur Detektion die Steigerung
der Expression der Resistenz durch eine niedrige Inkubationstemperatur (30-
35°C) und durch eine hohe Salzkonzentration erforderlich macht (Jorgensen et
al.).

Im Jahre 1997 traten erstmal MRSA-Isolate mit einer nur noch intermedidren
Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin (VISA) auf (Hiramatsu et al.), 1998
folgten dann auch erste Berichte {iber dieses Resistenzphdnomen in Deutschland
(Anonymus).

In den USA kam es 2002 erstmals zum Nachweis eines Vancomycin-resistenten
Staphylococcus aureus (VRSA), dessen Resistenz auf der seit ldngerem bekannten
plasmidkodierten Vancomycin-Resistenz und horizontalem Transfer von
Enterokokken auf einen Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus beruht

(Centers of disease control 2002, Sieradzki et al.).



1.1.4.1) Epidemiologie der Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA)

Methicillin-resistente  Staphylococcus aureus (MRSA) stellen ein weltweit
zunehmendes Problem dar, es gibt jedoch regional erhebliche Unterschiede in
Inzidenz, vorherrschenden Genotypen und begleitender Resistenz.

Bei der MRSA-Priavalenz (Anzahl MRSA/Gesamtzahl isolierter Staphylococcus
aureus) in Europa erkennt man ein deutliches Nord-Siidgefdlle mit Pravalenzen
von unter 5% in den skandinavischen Lindern und in den Niederlanden bis zu

Priavalenzen von regional bis zu 50% in siid- und stidosteuropéischen Léndern.

Abb. 1: Verteilung MRSA-Priavalenz in Europa 2006, European Antibiotic  Resistance
Surveillance System EARSS 2006.

Weltweit findet man in den USA und in Japan in FEinzelregionen bereits
Prévalenzen von iiber 70% (Panlilio et al.).
Die Privalenz von MRSA in Deutschland ist entsprechend der weltweiten

Tendenz steigend. Sie betrug 1990 noch 2% und liegt derzeit deutschlandweit bei



20% (Kresken et al.), wobei Deutschland in den letzten Jahren europaweit die
grofite relative Zunahme der Privalenz von MRSA zu verzeichnen hat
(Tiemersma et al.). Am Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf lag die
Pravalenz 2005 bei 10%, was weit unter dem Bundesdurchschnitt lag.

Diese steigenden Pravalenzen gehen mit erheblichen Konsequenzen einher.

So betrdgt die Rate von MRSA-Infektionen bei MRSA-kolonisierten Patienten bis
zu 40% (Klimek et al., Peacock et al., Ward et al.), diese Infektionen sind zudem
mit einer hoheren Mortalitdt assoziiert als die durch Methicillin-empfindliche
Staphylococcus aureus-Staimme verursachten Infektionen (Whitby et al.).

Die steigenden MRSA-Raten sind aber nicht nur fiir die betroffenen Patienten,
sondern auch unter O6konomischen Aspekten alarmierend, so liegen die
Mehrkosten bei einer durch MRSA verursachten Infektion bei ca. US$ 10.000
(Chaix et al.).

Ein noch nicht abzuschitzendes Problem stellen die zuerst in den USA isolierten
community-acquired MRSA (CA-MRSA) dar. Diese Stimme konnen eine neue
Stufe der Gefahr fiir die Bevolkerung darstellen, da die bisher getroffenen
MaBnahmen und Bestrebungen auf den stationdren Bereich beschrénkt sind. CA-
MRSA-Stimme wurden bei Patienten isoliert, die im Jahr vor dem Erstnachweis
weder  hospitalisiert ~ waren noch  sonstigen  Kontakt zu  einer
Gesundheitseinrichtung  aufwiesen und scheinen sich auch in der
Normalbevdlkerung auszubreiten (Center of Disease Control 2003, Salgado et
al.). Die Stimme tragen typischerweise das Panton-Valentine-Leukozidin, bedingt
durch dieses Toxin kénnen die CA-MRSA-Stdmme auch bei gesunden Menschen
aullerhalb des Krankenhauses schwere Infektionen verursachen (tiefgehende,
nekrotisierende Haut- und Weichteilinfektionen, selten nekrotisierende
Pneumonien), die in einzelnen Féllen bereits zum Tod des Betroffenen gefiihrt
haben (Harberth et al.). Zudem wurden einzelne Ausbriiche mit CA-MRSA auch
schon in Deutschland beschrieben (Witte, Epid. Bulletin 2004).

Epidemiologisch sind weltweit 11 sich ausbreitende Hauptklone bekannt, die sich
in flinf klonale Gruppen verwandter Genotypen von MRSA-Stimmen einteilen
lassen. Die Klone dieser fiinf Linien sind verantwortlich fiir die iiberwiegende

Mehrzahl von im Krankenhaus erworbenen MRSA-Stdmme weltweit (Robinson



et al.) und damit ursdchlich fiir die meisten durch MRSA verursachten

Infektionen.

1.2) Typisierungsmethoden

Typisierungsverfahren sind ein wichtiges Mittel bei der Darstellung von
Verwandtschaften zwischen Isolaten, insbesondere von nosokomialen Erregern
bei infektionsepidemiologischen Untersuchungen. Das Ziel der Untersuchung ist
hierbei der Nachweis und die Kontrolle von Ausbriichen und damit auch das
Verhindern weiterer nosokomialer Infektionen. Mittels Typisierungsverfahren
kann man zudem nachweisen, ob zwei aufeinander folgende Infektionsepisoden
durch den gleichen Erreger bedingt sind und eine Fokussuche gestartet werden
mul} (Murray et al.). Man kann mit Hilfe der Typisierungsmethoden epidemische
von sporadisch auftretenden Stdmmen unterscheiden und mogliche
Infektionsketten oder auch Streuquellen nachweisen, um schnellstmdglich

entsprechende hygienische MaBBnahmen einleiten zu konnen.

1.2.1) Bewertung und Einteilung von Typisierungsmethoden

Zur Bewertung von Typisierungsverfahren bedient man sich Primidr- und
Sekundérkriterien. Die drei Primérkriterien sind die Typisierbarkeit, das heif3t, die
Stimme miissen ein eindeutiges positives Ergebnis in der Untersuchung
erbringen, die Reproduzierbarkeit, bei der das identische Ergebnis erzielt werden
mul}, wenn die Stimme zu unterschiedlichen Zeiten untersucht werden und das
Diskriminierungspotential als Eigenschaft, epidemiologisch nicht verwandte
Stimme zu differenzieren.

Die drei Sekundirkriterien bewerten die Interpretierbarkeit der Ergebnisse, die
Duchfiihrbarkeit der Methoden und den Kostenaufwand sowie den Grad der

Automatisierung und Standardisierung (Wichelhaus et al.)



1.2.2) Phanotypische Typiserungsverfahren

Typisierungsverfahren lassen sich grundsitzlich zwei Kategorien zuordnen, den
phénotypischen oder den genotypischen Methoden.

Die Phénotypisierung charaktersisiert und differenziert die Erreger nach ihrem
»auBeren Erscheinungsbild“ wie der Antibiotika-Empfindlichkeit oder dem
biochemischen Profil, wobei die Expression von Genen eines Genotyps den
Phénotyp bestimmt. Zu den phénotypischen Typisierungsmethoden zéhlen die
Biotypisierung, das Antibiotika-Resistenzprofil, die Serotypisierung, die
Lysotypie mittels Phagen, die Proteintypisierung und die Multilocus-Enzym-
Elektrophorese Ein genereller Nachteil phénotypischer Methoden liegt in der
hiufig variablen Expression der Genprodukte. Anderungen in den bakteriellen
Wachstumsbedingungen wie Temperatur, Zusammensetzung des Mediums oder
pH-Wert kénnen Anderungen in der Expression und damit im Phéinotyp bedingen.
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die phinotypischen Typisierungsverfahren
beurteilt nach den Primérkriterien (Murray et al., Olive et al.) mit deutlichen
Schwichen dieser Methoden insbesondere im Diskriminierungspotential, lediglich
die MLEE scheint mit einer guten Reproduzierbarkeit und einem guten
Diskriminierungspotential eine addquate Alternative zu sein, allerdings ist diese

Methode in der Durchfiihrung sehr aufwendig.

10



Methode Typisierbar- Reproduzierbar- Diskriminie-
keit keit rungspotential
Alle MaBig Gering

Biotypisierung

Antibiotika- Alle Gut Gering

Resistenzprofil

Serotypisierung Variabel Gut MaiBig

Lysotypie Variabel Gut bis maBig Gut bis méBig

Proteintypisierung Alle MaiBig MaBig

Multilocus-Enzym-

Elektrophorese Alle Gut Gut

Tab. 1: Die phénotypischen Typisierungsmethoden beurteilt nach den Primérkriterien, Tab.

modifiziert nach Wichelhaus et al.

1.2.3) Genotypische Typisierungsverfahren

Die Genotypisierung bedient sich der Analyse der genomischen Struktur und

ermdglicht es, liber DNA-Polymorphismen die Stimme zu differenzieren. In den

letzten Jahren haben sich eine Vielzahl von genotypischen Methoden, die

Plasmid- oder chromosomale DNA charakterisieren wie Plasmid-Analysen,

Ribotypisierung,

Restriktions-Fragment-Polymorphismus,

die beiden PCR-

basierten Methoden PCR-Restriktions-Fragment-Polymorphismus und random

amplified polymorphic DNA mit guten Diskriminierungspotentialen sowie

insbesondere die Pulsfeldgelelektrophorese und die Sequenzierungsmethoden wie
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das Multilocus Sequence Typing (MLST) und fiir Staphylococcus aureus-Stimme

seit 2004 die Spa-Typisierung mit exzellenten Diskriminierungspotentialen

(s. Tab.2) als Methoden der Wahl etabliert (Murray et al., Olive et al., Tenover et

al., Weber et al.).

Methode Typisierbarkeit Reproduzier- Diskriminie-
barkeit rungs-
potential
Plasmid-Analyse Variabel Gut MiBig
Restriktionsenzym-
Analyse Alle MaiBig bis gut Gut
(REA)
Ribotypisierung Alle Gut Gut
Pulsfeldgel-
Elektrophorese Alle Gut Exzellent
(PFGE)
PCR-RFLP Alle Gut MiBig  bis
gut
RAPD Alle MiBig Gut bis
exzellent
Rep-PCR Alle Gut Gut
AFLP Alle Gut Gut
Sequenzierung Alle Gut Exzellent

(MLST,Spatyping)

Tab. 2: Die genotypischen Typisierungsmethoden beurteilt nach den Primérkriterien, Tab.

modifiziert nach Wichelhaus et al.
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1.2.4) Typisierung von Staphylococcus aureus

Verschiedene Typisierungsverfahren sind zur Differenzierung von Staphylococcus
aureus und speziell von MRSA durchfiihrbar.

Zu Beginn der MRSA-Ara wurden ausschlieBlich  phinotypische
Typisierungsmethoden wie die Erstellung von Antibiogrammen und lange Zeit die
Phagentypisierung eingesetzt.

Beide Methoden sind aus heutiger Sicht in threm Diskriminierungspotential und
in ihrer Durchfiihrbarkeit limitiert, da zum einen klonal nicht verwandte Stimme
ein identisches Antibiogramm haben kénnen und verwandte Stimme durch den
Verlust oder Erwerb resistenzvermittelnder mobiler genetischer Elemente wie
Plasmiden oder Transposons unterschiedliche = Empfindlichkeitsmuster
exprimieren kénnen, und da zum anderen viele Staphylococcus aureus-Stamme
nicht mittels Phagentypisierung typisierbar sind (Shopsin et al. 2001).

Mit der Entwicklung der Molekularbiologie wurden diese Methoden durch
genotypische Verfahren abgelost, zundchst iiber Restriktionsfragmentanalysen
von chromsomaler und von Plasmid-DNA, spidter iiber den Einsatz von
Hybridisierungsverfahren wie der Ribotypisierung und PCR-basierter Methoden
wie dem PCR-Restriktionfragmentpolymorphismus bis hin zur
Pulsfeldgelelektrophorese (Tenover et al.).

Einzig in ihrem Diskriminierungspotential der Pulsfeldgelelektrophorese
mindestens ebenbiirtige  Typisierungsmethode ist bislang das Multilocus
Sequence Typing (MLST). MLST beinhaltet die Amplifizierung, Sequenzierung
und Sequenzanalyse von sieben housekeeping genes von Staphylococcus aureus
(Enright et al.). Die Nachteile dieser Methode liegen in einem hohen Arbeits- und
Zeitaufwand verbunden mit hohen Personalkosten und vor allem in den sehr

hohen Kosten pro Typisierung.

1.2.4.1) Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Trotz der Nachteile des hohen Zeitaufwandes und der hohen Apparaturkosten ist
die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) golden standard zur Typisierung

verschiedener Erreger wie Staphylococcus aureus, Koagulase-negative
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Staphylokokken, Enterokokken, der Familie der Enterobacteriaceae und
Pseudomonas aeruginosa, Methode der Wahl also bei der Tyisierung der
krankenhaushygienischen Problemkeime MRSA, extended spectrum B-lactamase-
(ESBL-) tragende Stimme aus der Familie der Enterobacteriaceae, Vancomycin-
resistente  Enterokokken (VRE) der Spezies Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis und multiresistente Pseudomonas-Stdmme.

In diesem Verfahren wird die gesamte chromosomale DNA des Bakteriums mit
selten schneidenden Restriktionsenzymen gespalten und in einem Agarosegel
aufgetrennt.

Vor der Einfiihrung des Pulsfeldgelelektrophorese im Jahre 1984 (Schwartz et al.)
war man nicht in der Lage, intakte DNA eines vollstindigen Chromosoms zu
verarbeiten, da die DNA wegen der vorhandenen Scherkrifte, die auf die langen
DNA-Molekiille wirken, bei den Verdauungsschritten in den fliissigen
Verdauungspuffern in unzédhlige kleine Fragmente zerfillt. Das Problem der
auftretenden Scherkrifte wird bei der Pulsfeld dadurch bewiltigt, dass man
intakte Bakterien in Agarosegelblockchen eingief3t und alle Schritte wie die Lyse
der Bakterienwand, Waschschritte und der Restriktionsverdau in diesen
Blockchen durchgefiihrt wird, die DNA ist so in der Agarose eingebettet vor
Scherkriften geschiitzt.

Die zweite Besonderheit bei der PFGE besteht dann in der Auftrennung der
Fragmente im Agarosegel. Vor der Einfiihrung der PFGE war eine Auftrennung
von DNA-Fragmenten nur bis zu einer GroBe von 50 kB moglich, groflere
Fragmente zeigen bei der konventionellen Agarosegelelektrophorese eine
identische Wanderungsgeschwindigkeit und konnten bislang nicht aufgetrennt
werden, daher war es nicht moglich, das gesamte Genom von Bakterien, das um
die 4500kB umfasst, aufzutrennen. Bei der Pulsfeldgelelektrophorese liegt das
Agarosegel in der Kammer zwischen drei im Hexagon angeordneten
Elektrodenpaaren. Die Orientierung des elektrischen Feldes wird regelméfig nach
einem bestimmten Intervall verdndert, dadurch werden die DNA-Fragmente nach
jedem Wechsel des Feldes neu orientiert und konnen erst dann weiter wandern,
kiirzere Fragmente erreichen die neue Orientierung schneller als lange und
wandern daher schneller durch das Gel (Prevost et al.)

Die entstandenen Bandenmuster werden nach den Tenover-Kriterien beurteilt:

Stamme gelten als identisch, wenn kein genetisches Ereignis und damit keine
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unterschiedlichen Fragmentmuster auftreten. Das Isolat ist Teil des Ausbruchs mit

der Einschrinkung fiir epidemiologisch dominante Stimme. Stimme gelten als

nahe verwandt bei einem genetischen Ereignis, z.B. einer Punktmutation oder bei

Aufnahme oder Verlust eines DNA-Fragmentes, im Bandenmuster sieht man 2-3

abweichende Fragmente, das Isolat ist noch wahrscheinlich Teil des Ausbruchs.

Moglicherweise verwandt dann schon 2 genetische FEreignisse mit 4-6

unterschiedlichen Fragmenten, das Isolat ist nur noch vielleicht Teil des

Ausbruchs und schlieBlich die unterschiedlichen Stimme mit 3 oder mehr

genetischen Ereignissen und mehr als sieben Banden Differenz, diese Isolate

konnen epidemiologisch nicht mehr als Teil eines Ausbruchs interpretiert werden

(Tenover et al.)

1.2.4.2) Staphylococcus aureus Protein A- (Spa-)Typisierung

Die Spa-Typisierung als eine neue Typisierungsmethode fiir Staphylococcus

aureus und damit fiir MRSA wurde erstmalig 1996 beschrieben (Frenay et al.).

Man vervielféltigt mit der PCR und sequenziert dann eine polymorphe Region,

die sogenannte Xr-Region die sich am 3'-Ende vom  Protein A

Staphylococcus aureus befindet (Guss et al.).

Frj_uprl

von

Prigger2

}—S_E_D_A_B_CI Xr [

Xc

X

Abb.2: Genetischer Aufbau vom Protein A, Abb. modifiziert nach Shopsin et al. 1999

Protein A zusammengesetzt aus der Signalsequenz (S), den Immunglobulin G-bindenden

Regionen (A-D), einer Region, die homolog zu A-D ist (E) und dem COOH-Terminus (X),

bestehend aus der Repeatregion Xr und der Sequenz fiir die Zellwandbindung (Xc).

Diese Xr-Region zeichnet sich dadurch aus, dass sie genetisch stabil ist,

Rekombinationsereignisse sind wesentlich seltener als Punktmutationen.

Die Xr-Region wird auf beiden Seiten von hochkonservierten Regionen flankiert,

die es erlauben, in dieser Region primer fiir eine PCR-Amplifikation mit

anschlieBender Sequenzierung der Region zu generieren, die alle Staphylococcus



aureus-Stimme erkennen. Man vervielfiltigt in der PCR eine Abfolge von sich
wiederholenden Basenpaaren (repeats), wobei ein repeat im Mittel aus 24bp
besteht (Uhlen et al.). Jedes repeat unterscheidet sich durch Deletions- oder
Insertionsereignissen oder durch Punktmutationen (Brigido et al.) und bekommt
eine eigene Repeatnummer, z.B:

AAA GAA GAC AAC AAA AAA CCT GGT = Repeatnummer r02, 24bp

AAA GAA GAC AAC AAC AAG CCT GGT = Repeatnummer r12, 24bp

AAA GAA GAC GGC AAC AAA AAA CCT GGT = Repeatnummer 130, 27bp

Der Spa-Typ ergibt sich einmal aus der Anzahl der repeats und iiber die

Aneinanderreihung der Repeatidentifikationsnummern.

Die auftretenden Punktmutationen bezeichnet man hierbei als Makrovariation.

Beipiel:
Spatyp t004 : 09 r02 r16 r13 r13 r17 r34 r16 34
l Punktmutation

Spatyp t065: r09 r02 r16 r34 r13 r17 134 r16 134

Viel héufiger kommt es aber zur Mikrovariation, ndmlich zum Verlust oder zur
Verdopplung ganzer repeats wie im folgenden Beispiel:

t002: r26 123 r17 134 r17 120 r17 r12 r17 rl6

t003: r26 r17120rl17r12r17r17 116

Es sind mittlerweile 3350 verschiedene Spa-Typen bekannt (Datenbank Ridom
Spa Server Stand 01.01.2008).
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1.3) Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Typisierbarkeit von in Hamburg
endemischen MRSA-Stdmmen mit dem Verfahren der Spa-Typisierung und damit
die Etablierung dieses Verfahrens zur molekularen Charakterisierung von

Staphylococcus aureus am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.
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2.) Material und Methoden

2.1) Material
2.1.1) Losungen und Nahrmedien fur die Pulsfeldgelelektrophorese
500ml SM NacCl

146,1 g NaCl
aqua bid. ad 500ml

100 ml 2M Tris-HCI-Lésung (pH 7.5)
24,24¢g Tris

aqua bid. ad 100ml

pH-Einstellung mit HCl auf pH 7,5

500 ml 0,5M Na-EDTA-L6sung (pH 7.5)
93,06g Na-EDTA
aqua bid. ad 500ml

1000 ml SE-Puffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA/pH 7.5)
15 ml 5M NacCl

50 ml 0,5M Na-EDTA (pH 7.5)

aqua bid. ad 1000ml

Sml 1.6%ige LMP-Agarose

80 mg Low melting point- (LMP-)Agarose
5 ml SE-Puffer

Aufkochen und verwenden oder bei -20°C einfrieren

Lysis-Losung [

6mM Tris-HCI pH 7,6
IM NaCl

100mM EDTA pH7,5
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0,2% Na-Desoxycholat
1% Na-Lauryl-Sarkosin
1 mg Lysozym direkt vor Gebrauch

200 ml Basislosung zur Herstellung der Lysis-Losung I ohne Lysozym
40 ml 5M NaCl

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

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

400 mg Na-Desoxycholat
2 g Na-Lauryl-Sarkosin
aqua bid. ad 200 ml

1000 ml ES-Losung (pH 9.,0) zur Herstellung der Lysis-Losung 11

10 g Laurylsarkosin
1000 ml 0,5M EDTA
Einstellung pH 9,0 mit NaOH

1000 ml TE-Puffer (10mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM Na-EDTA)
5 ml 2M Tris-HCI (pH 7.5)

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

aqua bid. ad 1000ml

1000 ml 10 x konzentrierter TBE-Puffer (0.9M Tris, 0.9M Borsdure, 20mM

EDTA pH 8)

109 g Tris

55,6 g Borsiure

7,4 g Na-EDTA
aqua bid. ad 1000 ml

1000 ml TSB (Trypton-Soja-Bouillon, Fa. OXOID)

17 g Caseinpepton
3 g Sojamehlpepton
5 g NaCl

2,5 g K,HPO,
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2,5 g Glucose
aqua bid. ad 1000 ml
Einstellung pH 7,3

2.1.2) Losungen und Nahrmedien fur die Spa-Typisierung

Colombia Blutagar: Fa. OXOID
LiChrosolv, Wasse fiir Chromatographie (HPLC): Fa. Merck
Ethidiumbromid (1 %ig)

10 x konz. TBE- (Tris-Borat-EDTA-) Puffer (pH 8.0)
0,9 M Tris

0,9 M Borsaure

20 mM EDTA

Probenpuffer
0,25 % Bromphenolblau,

0,25 % Xylen Cyanol FF,
15 % Ficol

2.1.3) Materialien fur die Pulsfeldgelelektrophorese

Verbrauchsmaterial/Geréat Firma

Zentrifugen 5415-D Fa. Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH,
Hamburg

Plastikkdamme Fa. Bio-Rad

Laboratories GmbH,

Miinchen
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pH-Meter CG820

Fa. Schott, Mainz

Pulsfeldgelelektrophoresegerit
CHEF DR" III Drive Module

Fa. Bio-Rad
Laboratories GmbH,

Miinchen

Kiihlpumpe 1000 Mini Chiller

Fa. Bio-Rad
Laboratories GmbH,

Miinchen

Pulsfeldgelelektrophoresekammer

CHEF Electrophoresis Cell

Fa. Bio-Rad
Laboratories GmbH,

Miinchen

Spektralphotometer DM4

Fa. Zeiss, Jena

Heizblock Dri-Block® DB-3

Fa. Techne Labtach
International GmbH,

Burckhardtsdorf

Geldokumentationsgerét Bioprint

Fa. Frobe, Berlin

Video Copy Prozessor Mitsubishi

Fa. Frobe, Berlin

Videoprint Mitsubushi P91

Fa. Frobe, Berlin

Waage und Analysenwaage

(Feinwaage PC 440)

Fa. Mettler Toledo,

Giessen

AgaroseblockgiefSvorrichtung

Fa. Bio-Rad
Laboratories GmbH,

Miinchen
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2.1.4) Materialien fur die Spa-Typisierung

Verbrauchsmaterial/Gerat

Firma

Zentrifugen 5415-D

Fa. Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH, Hamburg

PCR-Reaktionsgefilie 0,2

ml

Fa. Greiner Labortechnik,

Frickenhausen

ReaktionsgefaBle 1 ml/2 ml

Fa. Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH, Hamburg

Colombia Blutagar

Fa. OXOID GmbH, Wesel

Magnetriihrer

Fa. Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach

Thermocycler Primus96™™

Fa. MWG-Biotech AG,
Martinsried

Spannungsgerat
Gelelektrophorese 200/2.0
Power Supply

Fa. Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Gelelektrophoresekammer

Fa. Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Geldokumentationsgerét

Bioprint

Fa. Frobe, Berlin
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Video Copy  Prozessor
Mitsubishi

Fa. Frobe, Berlin

Videoprint Mitsubushi P91

Fa. Frobe, Berlin

2.1.5) Reagenzien und Enzyme fir die Pulsfeldgelelektrophorese

Reagenzien/Enzyme

Firma

Trizma®Base

Fa. Sigma Chemical Co,

Miinchen

EDTA-disodium Serva

Fa. Boehringer-Ingelheim,

Heidelberg

Borsaure

Fa. Merck, Darmstadt

NaCl

Fa. Merck, Darmstadt

Na-Desoxycholat

Fa. Sigma Chemical Co,

Miinchen

N-Laurylsarcosine

Fa. Sigma Chemical Co,

Miinchen

Lysozym

Fa. Fluka, Steinheim

Lysostaphin

Fa. Sigma Chemical Co,

Miinchen
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Proteinase K Fa. Fluka, Steinheim

Restriktionsenzym Smal Fa. Roche, Basel (CH)

Low melting point- Fa. Amersham Pharmacia

Agarose Biotech, Freiburg

Sigma-Agarose Fa. Sigma Chemical Co,
Miinchen

1% Ethidiumbromid Fa. Sigma Chemical Co,
Miinchen

2.1.6) Reagenzien und Enzyme fir die Spa-Typisierung

Reagenzien/Enzyme Firma

InstaGene ™ Matrix Fa. Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

dNTP-Mix Fa. Finnzymes, Espoo (SU)

DyNAzyme buffer 10-fach Fa. Finnzymes, Espoo (SU)

LiChrosolv (HPLC)- Fa. Merck, Darmstadt

Wasser

DyNAzyme DNA- Fa. Finnzymes, Espoo (SU)

Polymerase




1% Ethidiumbromid Fa. Sigma Chemical Co,
Miinchen

Staphtype software Fa. Ridom GmbH, Wiirzburg

Version 1.7

Geneclean™II Kit Fa. Q-BIOgene-GmbH,
Heidelberg

Primer Fa. MWG Biotech AG,
Martinsried

2.2) Methoden

2.2.1) Bakterienstamme

Die in der Arbeit untersuchten Bakterienstimme sind Bestandteil der MRSA-
Stammsammlung  des  Instituts  fiir =~ Medizinische = Mikrobiologie,
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf. Es handelt sich hierbei um klinische
Isolate aus dem Jahre 2004, die mit dem Cyrobank'™-Stammerhaltungssystem der
Fa. Mast Diagnostika bei -20°C gelagert wurden. Zur Rekultivierung wurde ein
Kiigelchen mit einer sterilen Pinzette entnommen und auf einem Colombia
Blutagar der Fa. Oxoid ausgestrichen, der dann bei 37°C iiber Nacht bebriitet

wurde.
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2.2.2) Pulsfeldgelelektrophorese

2.2.2.1) Anzucht der Bakterienstamme

Ein bis zwei Kolonien einer frischen Kultur von Staphylococcus aureus auf
Colombia Blutagar wurden mit Hilfe einer Plastikdse in 10 ml TSB gegeben und

tiber Nacht bei 36 + 1°C angeziichtet.

2.2.2.2) Herstellung der Bakteriensuspension

Die Ubernachtkultur wurde gevortext und 800 pl der Ubernachtkultur wurden in
ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation bei
12000 rpm fiir 2 min.

Das Pellet wurde in 1 ml SE-Puffer resuspendiert und 1 min bei 12000 rpm
zentrifugiert.

Dieser erste Waschschritt wurde nochmals wiederholt, das Pellet wurde dann nach

dem zweiten Waschen in 500 pl SE-Puffer resuspendiert.

2.2.2.3) Herstellung der Agarose fiir die Bakterienbléckchen

Grofle DNA-Molekiile und ganze Chromosomen sind sehr zerbrechlich, so dass
sie durch Scherkrifte beim Pipettieren wéhrend der Isolierung zerstort wiirden.
Um ein Zerbrechen der groen DNA-Molekiile zu verhindern, wurden intakte
Zellen in Agarose eingebettet und in situ lysiert und entproteinisiert. Die
Agarosematrix schiitzt die eingebettete DNA vor Scherkriften, wodurch die
Handhabung der Probe vereinfacht wird.

1,6%ige Low melting point (LMP-)Agarose wurde hergestellt, aufgekocht, 1 ml
in ein 1,5 ml Eppendorftube iiberfithrt und im Heizblock auf 50°C abgekiihlt.
Wenn die Agarose ihre Endtemperatur erreicht hat, wurde kurz vor dem Mischen
mit der Bakteriensuspension 5 g Lysozym (40 U) und 10 pl Lysostaphin (10,9

U/ml) pro 1 ml Agarose hinzugegeben und ausfiihrlich gevortext.
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2.2.2.4) Giessen der Agaroseblockchen

125 pl der Bakteriensuspension und 125 pl der 1,6% LMP-Agarose mit Lysozym
und Lysostaphin wurden zusammen in ein frisches 1,5 ml Eppendorftube
tiberfiihrt und 2 x 100 pl der Mischung wurden jeweils in den Giessblock
pipettiert.

Die Blockchen wurden zum Aushérten fiir ca. 20 min in den Kiihlschrank gestellt.

2.2.2.5) Ubernachtlyse I

Pro Blockchen wurde 1 ml frische Lysis-Losung I (1 ml Basislosung zur
Herstellung der Lysislosung, 5 mg Lysozym/ml und 40 Units Lysostaphin/ml) in
ein frisches Eppendorftube gegeben. Die untere Folie der Giessvorrichtung wurde
abgezogen und das ausgehdrtete Blockchen konnte in die fertige Lysis-Losung I
gleiten und dort iber Nacht im Schiittelwasserbad unter leichter

Schiittelbewegung bei 37°C inkubieren.

2.2.2.6) Ubernachtlyse I1

Zur Entproteinisierung wurde die Lysis-Losung I durch jeweils 1 ml ESP-Losung

bestehend aus 1 ml ES-Losung und 2 pl Proteinase K-Losung (1,09 U/ul) ersetzt
und im Brutschrank bei 56°C iiber Nacht inkubiert.

2.2.2.7) Waschen

Die Blockchen wurden in ein 15 ml Falcontube {iberfiithrt und viermal fiir je eine
Stunde in ca. 10 ml TE-Puffer gewaschen, zwischen den Waschschritten wurde

der TE-Puffer jeweils gewechselt.



2.2.2.8) Restriktion mit Smal

Der Restriktionspuffer A wurde 1:10 mit aqua dest. verdiinnt und jeweils 800 pl
wurden in 1,5 ml Eppendorftubes iiberfiihrt. Die Blockchen wurden in diesen
vorbereiteten Restriktionspuffer gegeben und équilibrierten dort filir eine Stunde.
Anschliessend wurde der Restriktionspuffer entfernt und jeweils durch
unmittelbar vor Beginn des Restriktionsverdaus hergestellten 100 pl
Restriktionspuffer A + 4 ul Smal (10 U/ul) pro tube ersetzt.

Die Inkubation erfolgte iiber Nacht im Heizblock bei 25°C.

2.2.2.9) Herstellung des Pulsfeldgeles

Zwei Liter 0,5 x TBE (100 ml 10 x TBE-Puffer + 1,9 1 aqua dest.) wurden aus der
Stocklosung verdiinnt und fiir einige Stunden im Kiihlschrank bei 6-8°C
vorgekiihlt. 1,4 g Sigma-Agarose + 140 ml 0,5 x TBE wurden aufgekocht und
anschliefend auf ca. 60°C Giesstemperatur abgekiihlt. Das Gel wurde gegossen
und fiir ca. 20 min ausgehértet, 2-4 ml der Agarose wurden zum spéteren
VerschlieBen der Geltaschen zuriickbehalten und bei 56°C inkubiert. Die
Blockchen wurden dann mit Hilfe von zwei Spateln in die Schlitze des Gels
iiberfiihrt und mit der bei 56°C inkubierten Agarose verschlossen.

In der ersten Geltasche lief jeweils der ebenfalls mit Smal verdaute Standard

Staphylococcus aureus NCTC 8325 mit.

2.2.2.10) PFGE-Zeiten

Das Laufgel konnte nun in das Pulsfeldgelelektrophoresegerit gegeben werden,
der vorgekiihlte 0,5 x TBE-Laufpuffer wurde hinzugegeben und die
Elektrophorese mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt:

Block 1: 5-50sfiir 28 h

Block 2: ]

Spannung: 6,0 V/ecm



Winkel: 120°
Umwdlzrate der Pumpe: 100%

Kiihltemperatur im Mini-Chiller: 14°C

2.2.2.11) Gelfarbung mit Ethidiumbromid und Geldokumentation

Das Gel wurde nach den 28 h in 400 ml aqua dest. und 20 pl 1%igem
Ethidiumbromid fiir 25 min. unter leichten Rotationsbewegungen auf dem
Schiittler inkubiert.

Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert und anschlieBend nach den Tenover-

Kriterien (Tenover et al.) ausgewertet.

2.2.3) Spa-Typisierung

2.2.3.1) DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde mit Hilfe von InstaGene" Matrix durchgefiihrt.

Die InstaGene™ Matrix enthilt mikroskopisch kleine Partikel, die zweiwertige
Kationen binden. Dadurch fehlen den Enzymen, die DNA schneiden konnen
(DNasen), die fiir die Funktion essentiellen Coenzyme.

Als Ausgangsagarplatte diente eine liber Nacht bei 37°C inkubierte Kultur auf
Blutagar mit makroskopisch sichtbaren Kolonien, die Agarplatten durften nicht
alter als 72h sein.

Nach Aufheizen zweier Wasserbider auf 56°C und 100°C wurde die InstaGene™
Matrix auf einen Magnetrithrer gestellt und mittels im Gefd3 befindlichen
Magneten bei mittlerer Geschwindigkeit von 400 U/min gemixt. 500 ul HPLC-
Wasser wurde in ein 1,5 ml Eppendorftube gegeben und es wurden mit einer Ose
ca. drei Bakterienkolonien eingeriihrt und gut homogenisiert. Es wurde 1 min bei
12000U/min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abpipettiert und verworfen.
Bei eventuellen Riickstinden wurde nochmals mit Hilfe einer gelben
Pipettenspitze nachpipettiert. Aus dem auf dem Magnetrithrer stehenden

InstaGene ™ Matrix-GefdB wurden 100 pl entnommen und zu dem Pellet gegeben,
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kurz gevortext und fiir 20 min bei 56°C inkubiert. Wéhrend der Inkubation bei
56°C werden Zellverbinde gelost und Enzyme inaktiviert. Nach der
Inkubationszeit wurde der Inhalt der tubes fiir 10 s kréiftig gevortext und
anschlieBend bei 100°C fiir 8 min inkubiert. Bei dieser Inkubation bei 100°C
werden die restlichen Zellstrukturen zerstort, so dass die DNA freigesetzt wird.
Nach den 8 min Inkubationszeit wurde erneut 10 s kriftig gevortext und
anschliefend 3 min bei 12000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand (DNA) wurde

vorsichtig abpipettiert und in ein sauberes 1,5 ml Eppendorftube iiberfiihrt.

2.2.3.2) Amplifikation der DNA

Die Amplifikation der DNA erfolgte mittels PCR unter Einsatz von folgendem

Primerpaar:

Spa-1113f: 5'- TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3’
Spa-1514r: 5'- CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-3

Die PCR —Reaktion wurde mit 35 Zyklen (94°C 45 s, 60°C 45 s, 72°C 90 s) in

einem 50 pl Reaktionsansatz mit folgenden Stocklosungen durchgefiihrt:

1 pl ANTPs (10mM)

5 ul 10 x Polymerasepuffer

0,5 ul Tag-Polymerase (4 U/pl)
1,5 pl pro primer

Dazu wurde 10 pl der aufgereinigte DNA gegeben sowie 30,5 ul HPLC-Wasser,
vor den 35 Zyklen erfolgte eine initiale Denaturierung bei 80°C, nach den 35
Zyklen eine weitere Elongationsphase bei 72°C fiir 10 min, so dass die

Gesamtdauer der PCR ca. 3 h betrug.
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2.2.3.3) Gelelektrophorese

Der Erfolg der Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese auf 2%igen
Agarosegelen iiberpriift. Dazu wurden 5 g Agarose 250 ml 1 x TBE — Puffer mit
Hilfe der hitzebestdndigen Heizplatte und einem Bunsenbrenner aufgekocht. Nach
dem Aufkochen wurde die Agarose auf ca. 60°C abgekiihlt und unter Vermeidung
von Luftblasen in eine Horizontalgelkammer mit eingehidngten Kdmmen mit 15
oder alternativ 20 Geltaschen gegossen. Nach ca. 20 min war das Gel ausgehirtet
und der Kamm konnte entfernt werden.

Das Gel wurde in eine mit 1 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
iiberfiihrt und ggf. 1 x TBE-Puffer nachgegossen, so dass das Gel vollstindig mit
Puffer bedeckt war.

15 pl des Amplifikats wurden mit 6 pl Probenpuffer versetzt und in die
Geltaschen gegeben, an der ersten Position lief zur Abschédtzung der Bandengrof3e
ein A-DNA-Marker (Fa. Finnzymes) mit. Die Auftrennung erfolgte in einem
Gleichstromfeld bei einer Spannung von 95 V iiber 1,2 h. Die Gelfdrbung erfolgte
mit Ethidiumbromid (20 pl Ethidiumbromid 1 %ig in 400 ml 0,5 x TBE-Puffer)
fir 25 min unter leichter Rotationsbewegungen auf dem Schiittler. Die
aufgetrennten DNA-Banden wurden mittels UV-Lampe sichtbar gemacht und

fotografisch dokumentiert.

2.2.3.4) Aufreinigung des Amplifikates

Die Aufreinigung des Ampilfikates zur Beseitigung von Primern, Enzymen und
Salzen erfolgte mit Hilfe des Geneclean®II Kit der Firma Biorad. Dazu wurden 90
ul Nal, 5 pl Glassmilch und ca. 30 pl des Amplifikates in ein 1,5 ml
Eppendorftube gegeben, kurz gevortext und 5 min auf Eis inkubiert. Die Probe
wurde fiir 1 min bei 20000 U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
an die Glassmilch gebundene DNA wurde in 1000 pl Waschlosung zur
Entfernung der Salze resuspendiert, 1 min bei 20000 U/min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und erneut fiir 1 min bei 20000 U/min zentrifugiert, um
danach den Rest Waschlosung abzupipettieren. Das Glassmilchpellet wurde in 10

ul HPLC-Wasser resuspendiert und fiir 10 min im Wasserbad bei 56°C inkubiert.
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Nach der Inkubation wurde nochmals ein Zentrifugationsschritt fiir 1 min bei
20000 U/min durchgefiihrt und der Uberstand in ein frisches Eppendorftube
tiberfiihrt.

2.2.3.5) Sequenzierung

Der Uberstand wurde luftgetrocknet zusammen mit dem primer 1 spa-1113f zu
MWG Biotech AG nach Martinsried geschickt, wo die Sequenzierungsreaktion,
die Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte und die Sequenzanalyse auf einem

ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer durchgefiihrt wurde.

2.2.3.6) Auswertung der Sequenzierungsergebnisse

Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse inklusive der Clusteranalysen

erfolgte mit Hilfe der Staphtype software Version 1.7 der Firma Ridom (Ridom
GmbH, Wiirzburg).
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3. Ergebnisse

3.1) Verteilung der Pulsfeldtypen fiir 96 MRSA-Stamme 2004

Zum Vergleich der beiden Typisierungsverfahren Pulsfeldgelelektrophorese und
Spa-Typisierung wurden 96 zufillig ausgewdhlte MRSA-Stdmme verschiedener
Patienten aus dem Jahre 2004 mittels der beiden genotypischen
Typisierungsmethoden charakterisiert

Die Pulsfeldgelelektrophoresemuster wurden hierbei streng nach den Tenover-
Kriterien ausgewertet, *1 bedeutet dabei ein genetisches Ereignis mit bis zu drei
abweichenden Fragmenten, *2 bedeutet zwei genetische Ereignisse mit 4-6
abweichenden Fragmenten vom Pulsfeldmuster des jeweiligen Epidemiestammes.
Es wurden insgesamt 16 verschiedene Pulsfeldtypen (Bilder s. Anhang)
identifiziert mit folgender Verteilung:
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Pulsfeldtyp Anzahl Prozentualer

Stamme Anteil

Al = Barnimer Epidemiestamm 45 44%
C1 = Hamburger Epidemiestamm 10 10%
B1 = Berliner Epidemiestamm 9 9%
B2 = Berliner Epidemiestamm* 1 5 5%
G1 = Sporadischer Stamm 5 5%
A2 = Barnimer Epidemiestamm™*1 4 4%
F1 = Rheinhessen Epidemiestamm 4 4%
D1 =E-MRSAL16 3 3%
A3 = Barnimer Epidemiestamm?™*2 2 2%
G2 = Sporadischer Stamm 2 2%
G3 = Sporadischer Stamm 2 2%
E1 = Siiddeutscher Epidemiestamm 1 1%
E2 = Siiddeutscher Epidemiestamm*2 1 1%
B3 = Berliner Epidemiestamm™*2 1 1%
G4 = Sporadischer Stamm 1 1%
G5 = Sporadischer Stamm 1 1%

Tab. 4: Verteilung der Pulsfeldtypen
*1 = Ein genetisches Ereignis

*2 = Zwei genetische Ereignisse

Die Verteilung der Pulsfeldmuster zeigt, daB3 es einen in Hamburg dominanten
Epidemiestamm, den Barnimer Epidemiestamm ohne genetisches Ereignis, mit
einem prozentualem Anteil von 45% gibt, die Addition dieser 45% mit den
prozentualen Anteilen der Barnimer Epidemiestimme mit einem oder zwei
genetischen  Ereignissen  ergibt einen  Gesamtanteil des  Barnimer

Epidemiestammes von genau 50%.
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Es folgen der Berliner Epidemiestamm mit 9% ohne genetisches Ereignis, 5% mit
einem genetischen Ereignis und 1% mit zwei genetischen Ereignissen, zusammen
15%, und der Hamburger Epidemiestamm ohne genetisches Ereignis mit 10%.
Den in Deutschland sporadischen Pulsfeldtyp G1 wiesen 5% der Isolate auf, 4%
wurden dem Rheinhessen-Epidemiestamm und 3% E-MRSA16-Epidemiestamm
zugeordnet.

Der Stiddeutsche Epidemiestamm mit 1% sowie eine Reihe weiterer sporadischer
Stimme mit prozentualen Anteilen von 1-2% spielen epidemiologisch in

Hamburg im Jahre 2004 eine untergeordnete Rolle.

3.2) Verteilung der Spatypen fiir 96 MRSA-Stamme 2004

Die 96 Stimme wurden parallel mit dem neuen Verfahren zur Typisierung von
MRSA, der Spa-Typisierung, charakterisiert Die Auswertung erfolgte hierbei mit
der Ridom StaphType software.

Insgesamt ergab sich bezogen auf die Diskrimination ein &hnliches
Verteilungsmuster der Spa-Typen wie bei den Pulsfeldgelelektrophoresemustern.
Es wurden insgesamt 18 verschiedene Spatypen, von denen drei bislang nicht in
der Datenbank hinterlegt waren, gefunden. Die Repeatabfolge der bislang
unbekannten Spa-Typen lautete:

126 131 129 r17 125 r17 125 125 r16 128

r15r12 123 r16 102 125

r08 121 r17 134 124 134 122 124 134 122 133 125

Diese drei Sequenzierunsgergebnisse wurden dann der Datenbank iibermittelt und
ithnen wurde ein neuer Spatyp zugeordnet (t1436, t1447 und t1448). Die
Repeatanzahl der gefundenen Spatypen reichte von 6 bis 16 repeats.

Es ergab sich folgende Verteilung der Spatypen:
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Anzahl Prozentualer

Stamme Anteil
t032 48 50%
t004 14 15%
t431 10 10%
t041 5 5%
t022 2 2%
t018 2 2%
t001 2 2%
t008 2 2%
t110 2 2%
t065 1 1%
t021 1 1%
t002 1 1%
t242 1 1%
t105 1 1%
t003 1 1%
t1436 1 1%
t1447 1 1%
t1448 1 1%

Tab. 5: Verteilung der Spatypen in Hamburg 2004

Die Verteilung zeigt einen in Hamburg dominanten Spa-Typ t032 mit einem
prozentualem Anteil von 50% aller gefundenen Spatypen, gefolgt vom Spatyp
t004 mit 15%, 431 mit 10%, t041 mit 5% und einer Reihe sporadischer Spa-

Typen mit prozentualen Anteilen von 1-2%.



3.3) Korrelation zwischen Pulsfeldgelelektrophoresemustern und den Spa-

Typen

Fiir die untersuchten 96 Stimme wurde die Varianz der gefundenen Spa-Typen

fiir die verschiedenen grundlegenden Pulsfeldmuster ermittelt:

3.3.1) Barnimer Epidemiestamm

Insgesamt zeigten 51 der untersuchten Stimme das Pulsfeldmuster des Barnimer
Epidemiestammes, davon zeigten vier Stimme das Muster mit einem genetischen

Ereignis und zwei Stimme das Muster mit zwei genetischen Ereignissen.

Folgende Varianz der Spatypen mit folgenden Repeatabfolgen wurde gefunden:

48 x1032: 126 123 123 r13 123 31 29 r17 31 129 r17 125 r17 125 rl6 28
2 x t022: 126 123 r13 123 31 129 r17 31 129 r17 125 r17 125 rl6 28
1 xt431: 126 123 31 129 r17 125 r17 125 125 r16 128

Mit beiden Methoden wurden jeweils drei genotypische Muster ermittelt,
allerdings zeigten sédmtliche Stimme mit im Pulsfeldmuster genetischen
Abweichungen den Spatyp t032, so daB sich diese Abweichungen nicht
korrelieren lassen.

Die Varianz der Spatypen ist bedingt durch Deletion oder Duplikation von

repeats.

3.3.2) Berliner Epidemiestamm

Insgesamt zeigten 15 der untersuchten Stimme das Pulsfeldmuster des Berliner

Epidemiestammes, davon zeigten flinf Stimme das Muster mit einem genetischen

Ereignis und ein Stamm das Muster mit zwei genetischen Ereignissen.
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Folgende Varianz der Spatypen wurde ermittelt:

14 x t004: 109 r02 r16 r13 r13 r17 r34 r16 134
1 xt065: 09 r02r16 134 r13rl17 34 r16 134

Die Pulsfeldgelelektrophorese fand drei unterschiedliche Pulsfeldmuster, die Spa-
Typisierung hingegen ermittelte fiir diese insgesamt 15 Stdmme hingegen 2
unterschiedliche Genotypen, hierbei wurde der Spatyp t065 bei einem Berliner
Epidemiestamm mit im Pulsfeldmuster einem genetischen Ereignis nachgewiesen.
Die Varianz der Spatypen ist hier bedingt durch eine Punktmutation in einem

repeat (r13 < r34).

3.3.3) Hamburger Epidemiestamm

Insgesamt zeigten zehn der untersuchten Stdmme das Pulsfeldmuster des
Hamburger Epidemiestammes, es wurden keine Stimme mit genetischen

Abweichungen gefunden.

Folgende Varianz der Spatypen wurde ermittelt:

9xt431: 26123131 129 r17 2517 125 r16 128
1 xt1436: 126 31 29 r17 25 r17 125 r16 128

Alle zehn Stimme zeigten ein identisches Pulsfeldmuster, mit der Spa-
Typisierung konnten zwei verschiedene Genotypen diskriminiert werden.

Der Spatyp t1436 beinhaltet einen der bislang in der Datenbank noch nicht
hinterlegten Spatypen. Die Varianz ist bedingt durch die Deletion bzw. Insertion

eines repeats.
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3.3.4) Rheinhessen Epidemiestamm

Insgesamt zeigten vier der untersuchten Stimme das Pulsfeldmuster des
Rheinhessen Epidemiestammes, es wurden keine Stimme mit genetischen

Abweichungen gefunden.

Folgende Varianz der Spatypen wurde ermittelt:

1 xt002: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r12 r17 rl6
1 x t003: 126 r17120rl17 12117117116
1 xt105: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r17rl7rl6
1 xt242: 126 123 r17r13 117120 r17 r12 rl7rl6

Auftillig ist hier die hohe Varianz der Spa-Typen im Vergleich zur
Pulsfeldgelelektrophorese mit einem genetischen Muster.

Die Varianz ist bedingt durch Deletion, Insertion, Duplikation und durch eine
Punktmutation (r13«<>r34). Aufgrund dieser hohen Varianz wurden weitere
Rheinhessen und Siiddeutsche Epidemiestamme aus den Jahren 2002 und 2003
mit Hilfe der Spa-Typisierung charakterisiert (Ergebnisse s. 3.5).

3.3.5) Epidemiestamm EMRSA-16

Insgesamt zeigten drei der untersuchten Stimme das Pulsfeldmuster des
Epidemiestammes EMRSA-16, es wurden keine Stimme mit genetischen

Abweichungen gefunden.

Folgende Varianz der Spa-Typen wurde ermittelt:

2xt018:r15r12r161r02 116102 25 r17 124 124 124
1 xt021: r15r12r16 102 r16 r02 r25 r17 124

Alle drei Stimme zeigten ein identisches Pulsfeldmuster, mit der Spa-Typisierung

konnten zwei verschiedene Genotypen diskriminiert werden.
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Die Varianz ist bedingt durch Verlust bzw. Duplikation von repeats.

3.3.6) Suddeutscher Epidemiestamm

Insgesamt zeigten zwei der untersuchten Stdmme das Pulsfeldmuster des
Stiddeutschen Epidemiestammes, davon zeigte ein Stamm das Muster mit zwei

genetischen Ereignissen.

Folgende Varianz der Spa-Typen wurde ermittelt:

2xt001: 126 r30r17 34 r17 12017 r12 r17 r16

Die Pulsfeldgelelektrophorese fand zwei unterschiedliche Pulsfeldmuster, die
Spa-Typisierung hingegen ermittelte fiir diese zwei Stimme einen identischen
Genotyp.

Unter 3.5) wurden aufgrund der klonalen Nidhe zum Rheinhessen Epidemiestamm
weitere Stamme des Siiddeutschen Epidemiestammes mittels Spa-Typisierung

charakterisiert.

3.3.7) Sporadische Stamme

Insgesamt zeigten 11 der untersuchten Stamme ein sporadisches Pulsfeldmuster,
fiinf Stimme mit dem identischen Pulsfeldmuster G1, jeweils zwei Stdmme mit
identischem Pulsfeldmuster G2 und G3 und jeweils ein Stamm mit dem
Pulsfeldmuster G4 und GS5. Innerhalb der Pulsfeldmuster gab es keine genetischen

Abweichungen.

Folgende Varianz der Spa-Typen wurde ermittelt:

Gl:
5xt041: 126 r30r17 134 1712017134 1720 r17 r12 r17 r16
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G2:
2 xt008: r11 r19r12 21 r17 134 24 134 122 125

G3:

2xt110: 126 130 r17r12 117 r16
G4:

1 xt1447:r15r12 123 r16 r02 125
GS:

1 xt1448: 108 r21 r17 134 124 134 122 124 34 122 133 125

Es zeigt sich keine auffillige Varianz der Spa-Typen bei den sporadischen
Stammen.

Die Héufung von t041 war in diesem Jahr bedingt durch einen
stationsiibergreifenden Ausbruch mit diesem Stamm am Universititsklinikum

Hamburg-Eppendorf (s.a. 3.7.1).

Bei der Auswertung der Varianzen fiel auf, dass ein Stamm mit dem
Pulsfeldmuster des Barnimer Epidemiestammes den Spa-Typ t431 aufweist, der
ansonsten den Hamburger Pulsfeldtyp charakterisiert. Die folgenden
Clusteranalysen (s. 3.4.1) zeigen die Verwandtschaft dieser beiden Stimme, bei
genauer Betrachtung der Pulsfeldmuster (s. Anhang) ist der Hamburger
Epidemiestamm auch als Barnimer Epidemiestamm mit zwei Ereignissen und

sechs abweichenden Fragmenten zu charakterisieren.

3.4) Clusteranalysen

Die gefundenen Spa-Typen wurden mit Hilfe der Funktion BURP (based upon
repeat pattern), einem Bestandteil der Ridom Staphtype software, beziiglich ihres
Verwandtschaftgrades analysiert.

Insgesamt konnten alle 96 Stimme in fiinf iibergeordnete Cluster eingeteilt

werden:
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3.4.1) Cluster 1: ,,Barnim*

11436

1022

t032

t032: 126 123 123 r13 123 r31 129 r17 131 129 r17 125 r17 125 rl6 128
t022: 126 123 r13123 31 12917131 129 117 125 r17 125 rl6 128
t431: 126 123 31 129 r17 125 r17 125 125 r16 128
t1436:126 r31 129 r17 125 r17 125 125 r16 128

3.4.2) Cluster 2: ,,Berlin“

t004 t065

t004: r09 r02 r16 r13 r13 r17 34 r16 134
t065: r09 r02 r16 134 r13 r17 34 r16 134
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3.4.3) Cluster 3: ,,Stddeutsch/Rheinhessen**

t110
t001: r26 r30 r17 34 r17 120 r17 r12rl7 rl6
t002: r26 123 r17 134 r17 120 r17 rl2rl7 rl6
t003: r26 r17 20 rl17 r12rl7r17rl6
t041: 26 30 r17 34 r17 20 r17 134 r17 120 r17 r12 117 rl6
t105: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r17r17 r16
1242: 126 123 r17 r13 r17 120 r17 r12rl7 rl6
t110: r26 r30 rl7 r12rl7 rl6
3.4.4) Cluster 4: ,,Norddeutsch*
tooa t1448

t008: r11r19rl12121rl17 134 124 134 22 125
11448: r08 121 r17 34 124 134 122 124 134 122 133 125
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3.4.5) Cluster 5: EMRSA-16

t018

. 1447 . 1021

t018: r15r12r161r02 r16 102 125 r17 124 124 124
t021: rl15r12r161r02r161r02 12517 124
t1447: r15 r12 23 r16 r02 25

Diese Clusteranalyse bestdtigt die Tatsache, dass es sich bet MRSA um fiinf
klonale Linien handelt, die sich weltweit ausbreiten, wobei die Cluster von 2-7
Spa-Typen variieren.

Auftillig ist hierbei insbesondere die Vielfalt der Spa-Typen im Cluster
Stiddeutsch/Rheinhessen. Dies veranlasste zu einer Spa-Typisierung von weiteren
Stammen, die in den Jahren 2000 bis 2003 das Pulsfeldmuster des Siiddeutschen

oder des Rheinhessen Epidemiestammes zeigten.

3.5) Spa-Typisierung Suddeutscher und Rheinhessen Epidemiestamm

3.5.1) Ergebnisse Spa-Typisierung Siddeutscher Epidemiestamm

Es wurden 13 weitere MRSA-Stimme aus den Jahren 2000-2003, die im
Pulsfeldmuster den Siiddeutschen Epidemiestamm zeigten, mittels Spa-
Typisierung charakterisiert.

Zusammen mit den zwei bereits vorher typisierten Stimmen wurden fiir die
insgesamt 15 Stamme drei verschiedene Spa-Typen mit folgender Verteilung

gefunden:
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12xt001: 126 r30r17 34 r17 12017 r12 r17 r16
2xt002: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r12 r17 r16
1xt067: 126123 r17 34 r17 12017 r12r17

Der Siiddeutsche Epidemiestamm zeigte auch bei 15 Stimmen keine

aussergewOhnliche hohe Varianz.

3.5.2) Ergebnisse Spatypisierung Rheinhessen Epidemiestamm

Es wurden 11 weitere MRSA-Stimme aus den Jahren 2000-2003, die im
Pulsfeldmuster den Rheinhessen Epidemiestamm zeigten, mittels Spatypisierung
charakterisiert.

Zusammmen mit den vier bereits vorher typisierten Stimmen wurden fiir die
insgesamt 15 Stdmme sechs verschiedene Spatypen mit folgender Verteilung

gefunden:

5x1t002: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r12 17 rl6
4 x t003: r26 r17120rl7r12 17117 r16
3xt067: 126 123 r17 134 r17 120 r17 r12 r17

1 xt001: 126 r30r17 134 r17 120 r17 r12 r17 rl6
1 xt105: 126 123 r17 134 r17 120 r17 rl7rl7rl6
1 xt242: 126 123 r17r13 11712017 r12 r17 rl6

Eine grofe Varianz mit sechs verschiedenen Spa-Typen wurde fiir den
Rheinhessen Epidemiestamm gefunden.

Die auch bei der Auswertung der Pulsfeldmuster eindeutige klonale Néhe beider
Epidemiestamme verdeutlicht der Nachweis von t001 bei einem der Rheinhessen
Epidemiestimme, da t001 die iiberwiegende Zahl der Siiddeutschen
Epidemiestimme charakterisiert. Umgekehrt wurde bei zwei Siiddeutschen
Epidemiestimmen der Spa-Typ t002 gefunden, der die iiberwiegende Zahl der

Rheinhessen Epidemiestimme charakterisiert.
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3.6) Varianz der Spa-Typen bei MRSA aus Klinisch relevanten Materialien

20 verschiedene MRSA-Stimme, die 2004 in den klinisch bedeutsamen
Materialien Blutkulturen oder Katheterspitzen gefunden wurden und somit eine
Infektion verursacht haben, wurden zusétzlich mit der Fragestellung, ob ein oder
mehrere Spa-Typen eine erhdhte Virulenz aufweisen, mittels Spa-Typisierung
charakterisiert.

Es wurden insgesamt acht verschiedene Spa-Typen gefunden.

Es ergab sich folgende Verteilung der Spatypen:

Anzahl Prozentualer
Stamme Anteil
t032 11 55%
t004 2 10%
t001 2 10%
t431 1 5%
t012 1 5%
t030 1 5%
266 1 5%
t305 1 5%

Tab. 6: Verteilung der Spatypen in Blutkuturen/Katheterspitzen 2004

Man findet eine vergleichbare Verteilung der Spa-Typen in Blutkulturen und
Katheterspitzen wie in sdmtlichen Materialien mit einer Dominanz des Spa-Typ
t032 von ungefdhr 50%.

Es gibt keinen Spa-Typ und damit keinen Epidemiestamm, der eine besondere

Virulenz hinsichtlich des Infektionspotentials besdfle, Infektions- und
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Kolonisationsstimme haben ein dhnliches Verteilungsmuster hinsichtlich der Spa-

Typen.

3.7) Anwendung der Spa-Typisierung in Ausbruchssituationen

3.7.1) Ausbruch ,,weil3er* MRSA 2004

Zu Beginn des Jahres 2004 ereignete sich ein stationsiibergreifender MRSA-
Ausbruch mit einem phéinotypisch auffilligen MRSA-Stamm, der auf
bluthaltigem Agar weill und ohne Himolysehof und damit leicht zu verwechseln
mit einer koagulase-negativen Staphylokokken-Kolonie war. Betroffen waren
damals insgesamt 20 Patienten von drei verschiedenen Intensivstationen, der
Ausbruch dauerte von Januar bis April 2004.

Sédmtliche Stdmme zeigten in der Pulsfeldgelelektrophorese das identische
Pulsfeldmuster G1 ohne genetische Abweichung (Bilder s. Anhang).

Zur retrospektiven Analyse der Anwendbarkeit der Spa-Typisierung in einer
Ausbruchssituation wurden sdmtliche am Ausbruch beteiligten Stimme mittels

Spa-Typisierung mit folgendem Ergebnis charakterisiert:
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Patient Datum Pulsfeld-

Erstisolierung muster
K.S 05.01.2004 t041 Gl
M.G. 06.01.2004 t041 Gl
K.D. 07.01.2004 t041 Gl
W.T. 13.02.2004 t041 Gl
D.G. 13.02.2004 t001 Gl
Y.B. 17.02.2004 t001 Gl
P.G. 11.03.2004 t041 Gl
LW. 11.04.2004 t041 Gl
M.K. 19.04.2004 t041 Gl
T.B. 19.04.2004 t041 Gl
M.N. 25.04.2004 t041 Gl
P.F. 27.04.2004 t041 Gl
E.P. 29.04.2004 t041 Gl
W.M. 30.04.2004 t041 Gl
AM. 03.05.2004 t041 Gl
N.C. 03.05.2004 t041 Gl
H.R. 04.05.2004 t041 Gl
Z.G. 10.05.2004 t041 Gl
T.K. 13.05.2004 t041 Gl
S.H. 14.05.2004 t041 Gl

Tab. 7: Ergebnis Spa-Typisierung und Pulsfeldgelelektrophorese Ausbruch 2004

Bei identischem sporadischem Pulsfeldmuster aller Stimme (s. Anhang) fand sich
bei 18 der untersuchten Stimme der Spa-Typ t041, ein Typ der zum Cluster
Stiddeutsch/Rheinhessen gehort und zu den sporadischen Typen gezédhlt werden
mull. Ein Nachweis dieses seltenen Stammes bei zwei Patienten, die in

epidemiologischem und zeitlichem Zusammenhang stehen, ist somit so gut wie
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beweisend fiir eine Ubertragung und ein Nachweis bei mehr als zwei Patienten
beweisend fiir einen Ausbruch mit diesem Stamm.

Uberraschend fand sich in der Spa-Typisierung zweimal der Spa-Typ t001, ein
Spa-Typ der ebenso zum Cluster Siiddeutsch/Rheinhessen gehort und hier
insbesondere den Siiddeutschen Epidemiestamm charakterisiert. Wiirde es sich
doch klonal um identische Stdmme halten, miifite es bei dem Spa-Typ t041zu
einer Insertion von vier repeats (r34 r17 r20 r17) bzw. bei dem Spa-Typ t001 zu
einem Verlust dieser vier repeats gekommen sein, was aufgrund der zeitlichen
Nédhe des Erstisolierung sehr unwahrscheinlich ist. Eine Analyse des
Ausbruchgeschehens ergab, dass die Patienten D.G. und Y.B. die einzigen
Patienten einer Intensivstation waren, auf der ansonsten Kkeiner der
Ausbruchstimme auftraten und dass diese Intensivstation rdumlich von den
anderen betroffenen Stationen abgegrenzt war. Zudem lagen die beiden Patienten
in einem Zimmer, eine Ubertragung zwischen den Patienten ist sehr
wahrscheinlich, zumal der Patient Y.B. in den ersten Abstrichen noch nicht mit
MRSA besiedelt war, der Erstnachweis erfolgte bei dem Patienten Y.B. zwei Tage
nach dem Zusammenlegen mit Patient D.G.

Ein erneutes Ausstreichen der Stamme auf Blutagarplatten zeigte zudem einen
phénotypischen Unterschied zu den tibrigen Ausbruchstimmen, da hier deutlich
bei auch eher weiBllicher Koloniefarbe ein Himolysehof zu erkennen war.

Mit der Spa-Typisierung konnte somit der Ausbruch bestétigt werden, zwei der
vermeintlichen Ausbruchstimme konnten retrospektiv als nicht am Ausbruch
beteiligt ermittelt werden. Die Spa-Typisierung wére in dieser Ausbruchssituation
also nicht nur schneller und kostengiinstiger, sondern auch diskriminativer

gewesen.

3.7.2) Untersuchung Wundinfektionshaufung mit Staphylococcus aureus

Zu Beginn des Jahres 2006 fiel auf einer chirurgischen Station eine auffallige
Haufung von postoperativen Wundinfektionen mit einer ungewohnlichen
Haufung von methicillin-sensiblen Staphylococcus aureus-Stammen, die
grofBtenteils ein identisches Antibiogramm mit Penicillinaseaktivitit aufwiesen.

Aufgrund der Héufung veranlasste die Station zusammen mit der
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Krankenhaushygiene ein  Arzte und  Pflegepersonal iibergreifendes
Personalscreening. Mit Hilfe von Nasenabstrichen wurden bei 12 Mitarbeitern
und damit 60% aller Mitarbeiter ein Staphylococcus aureus isoliert, was einer im
Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung deutlich erhohten Staphylococcus
aureus-Rate entspricht.

Zur Verfiigung standen ausserdem Abstriche von sieben Patienten mit Nachweis
einer Staphylococcus aureus-Wundinfektion, bei zwei Patienten stammten die
Isolate aus dem Wundgebiet, bei den iibrigen aus anderen Korperregionen, da der
Keim aus der Wunde mittlerweile nicht mehr nachweisbar war und nicht
aufgehoben wurde.

Da die Station um eine schnelle Aufklarung bat, ob es sich bei der Hiufung um
den klonal identischen Stamm und ob ggf. ein Mitarbeiter des
Krankenhauspersonals Ubertriiger dieses Keimes ist, entschieden wir uns fiir die
Methode der Spa-Typisierung, die auch bei Methicillin-sensiblen Staphylococcus
aureus-Stammen durchfiihrbar ist.

Insgesamt wurden 19 Isolate spa-typisiert, sieben Isolate stammten von
unterschiedlichen Patienten, 12 Isolate von Klinikpersonal.

Folgende Verteilung der Spa-Typen wurde bei den Patienten gefunden:

Patient Material
C.M. t166 Wundabstrich
E.-A'F. t997 Nasenabstrich

L.C 11482 Abstrich

N.R. t021 Tracheostoma

R.M. t068 Nasenabstrich

M.S. t065 Gezielte Absaugung
M.S. t084 Punktat aus Wunde

Tab. 8: Verteilung Spatypen bei betroffenen Patienten
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Folgende Verteilung der Spa-Typen wurde beim Klinikpersonal

gefunden:

Mitarbeiter Material

T.D. 11480 Nasenabstrich
P.E. t078 Nasenabstrich
M.F. 1136 Nasenabstrich
J.F. 1094 Nasenabstrich
E.F. t021 Nasenabstrich
R.H. 11546 Nasenabstrich
M.J. t015 Nasenabstrich
L.P. 11525 Nasenabstrich
C.p. t156 Nasenabstrich
A.R. t050 Nasenabstrich
N.-O.S. 1216 Nasenabstrich
G.S. t153 Nasenabstrich

Tab. 9: Ergebnisse Personalscreening Staphylococcus aureus

Unter den Patienten finden sich keine klonal identischen Stimme. Beide aus den
Wundgebieten stammende Staphylococcus aureus-Stamme sind  klonal
verschieden, auch die librigen Stimme, die moglicherweise identisch zu den im
Wundgebiet isolierten Staphylococcus aureus-Stammen sind, sind klonal
verschieden, so dass ein Ausbruch ausgeschlossen werden konnte.

Auch bei den Nasenabstrichen des Klinikpersonals findet man keine klonale
Ubereinstimmung, was die groBere genetische Variabilitit bei den Methicillin-

sensiblen Staphylococcus aureus-Stammen unterstreicht.

Es findet sich einzig eine klonale Identitdt der Stimme von Patient N.R. und dem
Mitarbeiter E.F..Da die Inzidenz dieses Spatyps in Deutschland bei 0,76% liegt,
ist hier von einer Ubertragung auszugehen. Der Staphylococcus aureus-Stamm

beim Patienten stammt allerdings aus einem Nasenabstrich, so dass diese
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Ubertragung nicht sicher mit der Wundinfektion in Verbindung gebracht werden
konnte.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Methode der Spa-Typisierung
erwartungsgemdll auch zur Charakterisierung von Methicillin-sensiblen
Staphylococcus aureus-Stimmen eignet, insbesondere aufgrund ihrer hohen

genetischen Variabilitit.
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4. Diskussion

4.1) Vergleich der Verteilungsmuster von Pulsfeld- und Spa-Typen

Der Schwerpunkt der durchgefiihrten Untersuchungen lag im Vergleich der
beiden alternativen Typisierungsmethoden hinsichtlich der Primérkriterien
Diskriminierungspotential, — Typisierbarkeit sowie der Sekundérkriterien
Interpretierbarkeit, Prakikabilitdt, Kosteneffektivitit und Automatisierung.

Die Verteilungsmuster bei den 96 untersuchten Stimmen zeigten insgesamt ein
vergleichbares Diskriminierungspotential mit der Unterscheidung von 16
verschiedenen Genotypen in der Pulsfeldgelelektrophorese gegeniiber 18
verschiedenen Genotypen in der Spa-Typisierung. Einzig bei der Typisierung des
Rheinhessen Epidemiestammes zeigte sich eine auffdllig hohe Varianz der Spa-
Typen im Vergleich zu den Pulsfeldtypen, was uns vor Beendigung dieser Arbeit
dazu veranlaf3te, alle in der Pulsfeldgelelektrophorese gefundenen Rheinhessen-

Epidemiestdmme zusdtzlich mit der Spa-Typisierung zu charakterisieren.

4.2) Clusteranalysen

Die mit Hilfe des BURP-(Based upon repeat pattern-) Algorhythmus
durchgefiihrten Clusteranalysen erlaubten die Einteilung der 96 untersuchten
Stamme in insgesamt fiinf Cluster. Der Algorhythmus beriicksichtigt
Repeatduplikation, Repeatdeletion und zusétzlich Punktmutationen zur
Kalkulation der Verwandschaft verschiedener Spa-Typen (Harmsen et al.,
Sammeth et al.), wobei die Mitglieder eines Clusters sich durch < 8 genetische
Ereignisse voneinander unterscheiden durften. Dieses Ergebnis unterstreicht die
Hypothese, dass es fiinf klonale Linien von MRSA-Epidemiestimmen gibt, die
sich weltweit ausbreiten (Robinson et al.), wobei Stdmme aus den von mir
benannten Clustern Norddeutsch, Stiddeutsch/Rheinhessen und EMRSA 16 in
Hamburg selten nachweisbar sind. Die Cluster zeigen verglichen mit der
Pulsfeldgelelektrophorese insofern keine Abweichung, als dass nach Auswertung

mit Hilfe der Tenover-Kriterien (Tenover et al.) in der Pulsfeldgelelektrophorese
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verwandte MRSA-Stdmme sich auch in der Spa-Typisierung als klonal verwandt
und damit einem Cluster zugehdrig erweisen. Umgekehrt sind die Grenzen der
Auswertbarkeit von Pulsfeldgelelektrophoresemustern bei phylogenetischen
Untersuchungen insbesondere bei entfernter verwandten Stimmen offensichtlich,
da zwei genetische Ereignisse bereits bis zu sechs unterschiedliche Fragmente
bedeuten (Tenover et al.), was bei einer Gesamtdarstellung von ca. 10 Banden pro
Pulsfeldlauf die Auswertung nahezu unmoglich macht. Die Spa-Typisierung
hingegen eignet sich zur Darstellung von Verwandschaftgraden von MRSA-
Stimmen unterstiitzt durch den BURP-Algorhythmus der software Ridom
staphtype wie auch das ebenfalls sequenzbasierte Multilocus Sequence Typing
(MLST) bei identischem Diskriminierungspotential (Koreen et al.), ist dabei aber
wesentlich kostengiinstiger, da nur ein Genabschnitt statt sieben amplifiziert und

sequenziert wird.

4.3) Vor- und Nachteile der Typisierungsmethoden

Eine Vielzahl von insbesondere genotypischen Typisierungsmethoden zur
Klassifizierung von Stapyhlococcus aureus-Staimmen ist durchfiihrbar, wobei
insbesondere die bandenbasierten Methoden wie die Pulsfeldgelelektrophorese
und die sequenzbasierten Methoden wie das Multilocus Sequence Typing (MLST)
und die Spa-Typisierung im Vordergrund stehen (Wichelhaus et al.). Die beiden
in dieser Arbeit verwendeten Methoden der Spa-Typiserung und der
Pulsfeldgelelektrophorese unterschieden sich nicht in der Typisierbarkeit, in
meinen Untersuchungen waren alle der insgesamt 160 mit beiden Methoden
untersuchten Stimme sowohl in der Spa-Typsierung als auch in der
Pulsfeldgelelektrophorese typisierbar. Zusétzlich waren auch die 19 Stdmme, die
lediglich in der Spa-Typisierung eingesetzt wurden (s. 3.7.1: Ausbruch Anfang
2006 mit Staphylococcus aureus) zu 100% typisierbar.
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4.3.1) Vor- und Nachteile der Spatypisierung

Die Spa-Typisierung als sequenzbasierte Methode hat naheliegende Vorteile, die
insbesondere in einer hohergradig standardisierteren (Aires de Sousa et al.) und
vergleichsweise  schnelleren  Durchfiihrbarkeit liegen. Die Wahl der
Spatypisierung als Typisierungsmethode beschleunigt das Ergebnis im Vergleich
zur Pulsfeldgelelektrophorese um ca. 3 Tage, was in Ausbruchssituationen mit
den moglichen Konsequenzen wie z.B. einem Aufnahmestopp oder auch einem
Mitarbeiterscreening einen erheblichen Zeitgewinn und einen mitunter
erheblichen finanziellen Gewinn bedeutet. Je schneller ein Ausbruch als ein
solcher erkannt wird und je schneller eine mogliche Verbreitungsquelle gefunden
wird, umso schneller kann er gestoppt werden und die Station ggf. wieder fiir
Aufnahmen freigegeben werden

Ein wesentlicher Vorteil ist zudem die Moglichkeit und auch die damit
verbundene Eindeutigkeit des Datentransfers von Sequenzierungsergebnissen. Der
Austausch von Informationen zwischen Laboratorien in Deutschland aber auch
insbesondere weltweit wird wesentlich vereinfacht, eine weltweit einheitliche
Nomenklatur der Pulsfeldmuster ist bislang nicht gegeben (van Belkum et al.).
Die Methode ermdglicht auerdem die Generierung von globalen und lokalen
Datenbanken, wie es in Deutschland z. Zt. auf dem server der Fa. Ridom GmbH
geschieht (Harmsen et al.), die in ihrer Datenbank bislang ca. 3350 Spatypen
hinterlegt hat (Stand 01.01.2008) oder auf europdischer Ebene das Projekt
SeqNet.org (Friedrich et al.). Der Austausch von Informationen zwischen
verschiedenen Laboratorien erfordert nicht mehr das Versenden der jeweiligen
Stimme, sondern lediglich einen Datentransfer der Sequenzierungsergebnisse.

Ein  weiterer Vorteil ist das Ausgangsmaterial. Wihrend fiir die
Pulsfeldgelelektrophorese die Reinkultur zwingend erforderlich ist, sind die
sequenzbasierten Methoden theoretisch auch nach Aufreinigung aus primér
sterilen Materialien oder aus Geweben moglich, eine kulturelle Anzucht ist nicht

zwingend erforderlich.

Ein Nachteil der Methode stellt die bislang noch geringe GroBle der Datenbank
dar, die in den Fillen eines bislang unbekannten Spa-Genotyps eine Auswertung

und Clusteranalyse iiber die Repeatmuster notig macht. Dieser Nachteil wird
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allerdings immer weniger ins Gewicht fallen, da diese Datenbanken téglich
umfangreicher werden, zu Beginn meiner Arbeit waren ca. 500 verschiedene
Spatypen hinterlegt, Anfang 2008 waren es bereits 3350 Spatypen.

Zudem  existieren bei der Spa-Typisierung im  Gegensatz  zur
Pulsfeldgelelektrophorese mit den Tenover-Kriterien noch keine klar definierten
Kriterien, nach denen der Grad der Verwandschaft bestimmt wird und die damit

eine epidemiologische Interpretation bieten (s.a.4.7).

4.3.2) Vor- und Nachteile der Pulsfeldgelelektrophorese

Der wesentliche Vorteil der Pulsfeldgelelektrophorese besteht insbesondere in der
groBBen jahrelangen Erfahrung mit einer umfangreichen Datensammlung iiber
insgesamt sechs Jahre am  Universitdtsklinikum  Hamburg-Eppendorf.
Demgegeniiber stand bislang als sequenzbasierte Methode nur das Multilocus
sequence typing (MLST) gegeniiber als Methode der Wahl bei epidemiologischen
Langzeituntersuchungen. Das MLST stellte sich aber als eine fiir die Routine zum
Beispiel bei der Charakterisierung von Erstnachweisen bei MRSA-Trigern sowie
in groferen Ausbruchsituationen viel zu kostenaufwendige Methode dar, da die
Auswertung die Sequenzierung von insgesamt sieben Genen einschlieBt (Enright
ctal.).

Die Pulsfeldgelelektrophorese erwies sich im Vergleich zum MLST als die
kostengiinstigere Typisierungsmethode bei der routineméBigen Typisierung von
Erstisolaten bei Patienten sowie bei der Fragestellung nach klonaler Identitét in

Ausbruchsituationen.

Die Nachteile der Pulsfeldgelelektrophorese im Vergleich zur Spa-Typisierung
sind der hohe Kosten- und Personalaufwand, die lange Dauer der
Untersuchungsmethode von mindestens 5 Tagen, die nicht vorhandene
Anwendbarkeit bei phylogenetischen Langzeituntersuchungen, die eingeschrankte
Auswertbarkeit bei moglichen zwei genetischen Ereignissen und insbesondere die
mangelnde Standardisierbarkeit und damit die Schwierigkeit des nationalen und

internationalen Austausches von epidemiologischen Daten (van Belkum et al.).
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4.4) Vergleich der Verteilung der Spa-Typen mit dem Universitatsklinikum
Wirzburg

Die Verbreitungsgebiete der verschiedenen Epidemiestimme von MRSA
unterscheiden sich bekanntermalf3en innerhalb Deutschlands (Witte et al. 2000), es
dominieren in Siiddeutschland andere MRSA-Stimme, insbesondere der
Stiddeutsche und der Rheinhessen-Epidemiestamm. Dies legte die Vermutung

nahe, dass auch das Verteilungsmuster bei den Spa-Typen stark differiert.

6% 1023 001
1 1 G/O 1 5[)/0

ADbb. 3: Verteilung der Spa-Typen am Universitétsklinikum Wiirzburg (Vogel et al.)

Wie zu erwarten zeigt der Vergleich der Verteilung der Spa-Typen in Hamburg
mit der Verteilung am Universitdtsklinikum Wiirzburg (Vogel et al.) eine sehr
unterschiedliche Verbreitung bei den jeweils dominierenden MRSA-
Epidemiestimmen. Wihrend in unseren Untersuchungen der MRSA-Staimme am
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf aus dem Jahre 2004 der Barnimer
Epidemiestamm (Spatyp t032) mit ca. 50% gefolgt vom Berliner Epidemiestamm
(Spa-Typ t004) mit 15% sowie dem Hamburger Epidemiestamm (Spa-Typ t431,
klonal verwandt mit t032) mit 10% die hochste Priavalenz aufweisen, dominieren
am Universitdtsklinikum Wiirzburg im Jahre 2004 der Rheinhessen
Epidemiestamm (Spa-Typ t003) mit 37%, gefolgt vom Siiddeutschen
Epidemiestamm (Spa-Typ t001) mit 15% und einem klonal mit dem
Stiddeutschen Epidemiestamm eng verwandten Stamm (Spa-Typ t023 mit der
Repeatfolge: 126 r37 r17 r12 r17 r16) sowie dem Norddeutschen Epidemiestamm
(Spa-Typ t008) mit 6%. Die bei uns dominierenden Spa-Typen t032 und t004
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spielen mit <1% Prédvalenz am Universititsklinikum Wiirzburg epidemiologisch
keine Rolle, umgekehrt weisen die in Wiirzburg domierenden Stimme t003 und
t001 bei uns lediglich Pravalenzraten von 1-2% auf.

Dieser Vergleich zeigt die die sehr unterschiedliche Verbreitung von
verschiedenen Epidemiestimmen in verschiedenen Regionen Deutschlands, so
daf} jede Region die Anwendbarkeit der neuen Methode der Spa-Typisierung fiir

die in dieser Region vorherrschenden Epidemiestimme tiberpriifen muB.

4.5) Die Spa-Typisierung bei phylogenetischen Langzeituntersuchungen

Verschiedene Spa-Typen von unterschiedlichen Patienten zeigen ausnahmslos
einen dhnlichen Aufbau der repeats mit 24 bp (Ausnahme r 30 mit 27 bp siche
Anhang 5.2).

Die Verdnderungen in der Zusammenstellung der repeats verschiedener Spa-
Typen ist bedingt durch Deletion oder Duplikation gesamter repeats oder durch
Punktmutationen innerhalb von repeats (Brigido et al.). Langzeituntersuchungen
bei insgesamt 142 Folgeisolaten von 10 mit Stapyhlococcus aureus
langzeitbesiedelten CF-Patienten, ergab eine genetic change rate (Anzahl der
Monate der Persistenz von Staphylococcus aureus aller Patienten/Anzahl der
unabhingigen genetischen Ereignisse) von 70 Monaten, zu einer Deletion oder
Duplikation von repeats kam es im Schnitt alle 93 Monate, zu einer
Punktmutation im Schnitt alle 280 Monate (Kahl et al.). Diese Ergebnisse
verdeutlichen die Stabilitit der X-Region vom Protein A und begriinden die
Anwendbarkeit der Spa-Typisierung fiir ~Staphylococcus aureus bei

phylogenetischen Langzeituntersuchungen.

4.6) Die Spa-Typisierung in Ausbruchsituationen

Kann die Spa-Typisierung als Typisierungsmethode verwendet werden, wenn ein
mogliches Ausbruchsgeschehen untersucht werden soll?
Die genetische Stabilitidt der X-Region ermoglicht als Grundvoraussetzung den

Einsatz der Spa-Typisierung in Ausbruchsituationen. Je zeitlich begrenzter der



Ausbruch, umso unwahrscheinlicher ist, dass sich unterschiedliche Spa-Typen
aufgrund von genetischen Ereignissen begriinden, so dass die Spa-Typisierung bei
der Aufkldrung von mdglichen Ausbriichen eine offensichtlich geeignete Methode
ist. In meinen Untersuchungen konnten mit Hilfe der Spa-Typisierung sowohl
retrospektiv der stationsiibergreifende Ausbruch mit dem phinotypisch auffalligen
MRSA-Stamm als auch der Fall der vermehrten Wundinfektion mit
Staphylococcus aureus aufgeklirt werden, wobei die Spa-Typisierung das
Ergebnis zwei bis drei Tage eher liefert, als die konventionelle
Pulsfeldgelelektrophorese. Dies kann in einer Ausbruchsituation wertvolle Zeit
sein und entsprechende hygienische MaBnahmen konnen frither eingeleitet
werden. Im Falle des stationsiibergreifenden Ausbruches konnten retrospektiv
zwei Stdmme als nicht dem Ausbruch zugehdrig identifiziert werden, hier zeigte

sich bei der Spa-Typisierung ein grofleres Diskriminierungspotential.

4.7) Probleme bei der Auswertung der Spa-Typisierungsergebnisse

Die Interpretation der  Spa-Typisierungsergebnisse  insbesondere in
Ausbruchssituationen ist nicht unproblematisch, da es im Gegensatz zur
Pulsfeldgelelektrophorese noch keine klar definierten Kriterien zur Auswertung
und Interpretation von Spa-Typen, die sich in nur einem oder wenigen
genetischen Ereignissen voneinander unterscheiden, gibt. Je zeitlich begrenzter
der Ausbruch, desto unwahrscheinlicher ist ein genetisches Ereignis, aber es ist
auch nicht ausgeschlossen, so dass Stimme, die sich in nur einem genetischen
Ereignis voneinander unterscheiden und dadurch unterschiedliche Spatypen
bekommen, durchaus klonal identisch und damit Teil eines Ausbruchs sein
konnen. In Ausbruchssituationen ist somit eine Auswertung ausschlieBlich {iber
die Definition des Spa-Typs nicht ausreichend, hier muss immer ein Vergleich auf
der Ebene der Sequenzierungsergebnisse erfolgen wund der klonale
Verwandschaftsgrad ermittelt werden.

Ein weiteres Problem stellt sicherlich das grofe Cluster Siiddeutsch/Rheinhessen
und hierbei insbesondere die klonale Vielfalt des Rheinhessen Epidemiestammes
mit einer Vielzahl von zum Teil eng verwandten Stdmmen dar. Bei einer

Ausbruchssituation mit einem Rheinhessen Epidemistamm und fraglich klonal
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identischen, aber im Spa-Typ differierenden Ergebnissen, sollte ein zweites
Typisierungsverfahren, entweder das Multilocus Sequence Typing (MLST) oder
alternativ die Pulsfeldgelelektrophorese angewendet werden.

Da die Inzidenz des Rheinhessen Epidemiestammes im Hamburger Raum ca. 1%
betragt, ist diese Konstellation allerdings als sehr unwahrscheinlich anzusehen.
Ein weiteres Problem bei der Interpretation von Typisierungsergebnissen liegt in
der besonderen Verteilung der MRSA-Klone im Raum Hamburg, da der Barnimer
Epidemiestamm mit einem Anteil von ca. 50% der mit Abstand am héufigsten
nachzuweisende MRSA-Epidemiestamm ist und der Nachweis zweier Barnimer
Epidemiestimme in einer Ausbruchssituation damit nicht die Ubertragung
beweist, es konnte sich ebenso um zwei Trdgerschaften mit dem Barnimer
Epidemiestamm handeln, ohne dass es hier zu einer Ubertragung gekommen ist.
Das erhoffte Ergebnis, dass mittels der Spatypisierung innerhalb des Barnimer
Epidemiestammes feinere Subklassifizierungen und damit ein hoheres
Diskrminierungspotential mdglich sind, hat sich nicht eingestellt, 95% der in der
Pulsfeldgelelektrophorese als Barnimer Epidemiestamm identifizierten MRSA-
Stimme haben den identischen Spa-Typ t032.

4.8) Einfihrung der Spa-Typisierung als Typisierungsmethode fir

Staphylococcus aureus

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie ein Abwigen der Vor- und Nachteile beider
Methoden zeigten eine vergleichbares Diskriminierungspotential, eine identische
Typisierbarkeit sowie Vorteile der Spa-Typisierung bei der Praktikabilitéit, der
Durchfiihrbarkeit, dem Kostenaufwand, bei der Standardisierung und
Automatisierung und bei der Geschwindigkeit der Untersuchung. Dies fiihrte zur
Umstellung der Typisierung von Staphylococcus aureus-Stammen inklusive der
MRSA-Stimme von der Dbislang als Methode der Wahl geltenden
Pulsfeldgelelektrophorese auf das neue, schnellere und kostenglinstigere
Verfahren der Spa-Typisierung.

Die Spa-Typisierung eignet sich sowohl fiir die routineméBige Typisierung und
die  schnelle  Aufkldrung der moglichen klonalen  Identitit in

Ausbruchssituationen, als auch aufgrund der genetischen Stabilitdit der zu
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sequenzierenden Region flir phylogenetische Langzeituntersuchungen (s. 4.5),
diese Methode schafft eine Verbindung zwischen den beiden Anforderungen an
eine Typisierungsmethode.

Typisiert werden nun seit 1.1.2006 alle MRSA-Erstisolate zur Ubersicht iiber die
epidemiologische = MRSA-Situation am  Universitidtsklintkum  Hamburg-
Eppendorf sowie alle Stimme, die gehauft in epidemiologischem und zeitlichem
Zusammenhang stehen und damit mdglicherweise Teil eines Ausbruchgeschehens

sein konnten.
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5. Zusammenfassung

Ein am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf wie auch deutschlandweit
zunechmendes Problem stellen die methicillinresistenten Staphylococcus aureus
(MRSA)-Isolate dar. Infektionen mit MRSA-Stimmen fiihren zur erhdhten
Morbiditit und Mortalitdt und zu erheblichen Kosten fiir das Krankenhaus.
,,Golden standard* der Typisierungsmethoden fiir Staphylococcus aureus ist bis
2006 die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Ein 2004 erstmalig beschriebenes
Sequenzierungsverfahren, die Typisierung von Staphylococcus aureus mit Hilfe
des Staphylococcus aureus variablen Protein A Gens (spa) wurde in dieser Arbeit
anhand von 96 regionalen MRSA-Isolaten aus dem Universititsklinikum
Hamburg-Eppendorf mit der Puslfeldgelelektrophorese verglichen. Die
Verteilungsmuster bei den 96 untersuchten Stimmen zeigten insgesamt ein
vergleichbares  Diskriminierungspotential ausgenommen der Rheinhessen
Epidemiestamm, der eine auffillig hohe Varianz der Spa-Typen zeigte.
Clusteranalysen erlaubten die Einteilung der 96 untersuchten Stimme in
insgesamt flinf Cluster. Der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen der
Universitit Wirzburg zeigt die sehr unterschiedliche Verbreitung von
verschiedenen Epidemiestimmen in verschiedenen Regionen Deutschlands.
Retrospektiv  wurden ein Ausbruch und im Verlauf eine Hiufung von
Wundinfektionen mit Staphylococcus aureus mit der Methode der Spa-
Typisierung untersucht und konnten effektiv bewertet werden.

Ein Abwégen der Vor- und Nachteile beider Methoden fiihrten zur Umstellung
der Typisierung von Staphylococcus aureus-Stdmmen inklusive der MRSA-
Stimme von der Pulsfeldgelelektrophorese auf das neue, schnellere und

kostengiinstigere Verfahren der Spa-Typisierung.
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7.) Anhang

7.1) Tabellarische Ubersicht der identifizierten Spatypen

t001:
t002:
t003:
t004:
t008:
t012:
t015:
t018:
t021:
t022:
t030:
t032:
t041:
t050:
t065:
t067:
t068:
t078:
t084:
t094:
t105:
t110:
t153:
t156:
t163:
t166:
t216:
t242:
t266:
t305:

126 130 r17 34 r17120r17r12r17 r16

126 123 117134 r17120r17r12 117 r16

126 1712011711217 17 r16

r09r02 r16 r13 r13 r17 34 r16 134

rl1 r19 112 121 r17 134 124 134 122 125
15112116 102 r16 102 125 r17 124 124

r08 r16 102 r16 134 r13 r17 134 r16 r34

r15 112116102 r16 102 125 r17 124 124 124
r15r12r16 102 r16 102 25 r17 124

126 123 r13 123 131 129 r17 131 129 r17 125 r17 125 r16 128
r15r12rl6 102 124 124

126 123 123 r13 123 r31 129 r17 31 129 r17 125 r17 125 r16 128
126 130 r17 34 r17 120 r17 134 r17 120 r17 r12 r17 r16
r08 r16 102 r16 134 134 r17 134 r16 134

r09 102 r16 134 r13 r17 134 r16 134

126 123 r17 134 r17120r17 r12 r17

11 r19 119 r12 121 r17 134 124 134 122 125

r04 21 r12 141 12017 r12 r12 117

107123 r12 134134 r12 112123 102 r12 123

r07 123 r12 134134 r12 r12 123

126 123 r17 134 r17 120117 r17 r17 r16

126 130 r17r12 r17 r16

104 144 33 131112116134 r16 r12 133 134

r07 123 r12 33 122 r17

r04 120 r17 120 r17 r45 r16 134

104 r44 33 121 r12 r16 134 r16 r12 125 122 34

r04 120 r17 120 r17 31 r16 134

126 123 r17r13r17120r17r12r17 r16

r09 102 r16 r13 r13 r13r17 134 r16 r34

rl11 r12 121 r17 134 124 134 124 134 122 125
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t431: 126 123 r31 129 r17 125 r17 125125 r16 128

t1436: 126 131 129 r17 125 r17 125 125 r16 128

t1447: r15 r12 123 r16 102 125

t1448: 108 121 r17 134 124 134 122 124 134 122 33 125
t1480: 109 134 142 r17 134 r16 134

t1482: 107 r12 134 134 134 r12 123 r02 r12 123

t1525: 104 120 r17 r12 17 r17

t1546: 107 123 r12 134 134 r66 r12 r12 r12 123 r02 r12 123

7.2) Tabellarische Ubersicht der Sequenzen der gefundenen repeats

r02: AAA GAA GAC AAC AAA AAA CCT GGT
r04: GAG GAA GAC AAT AAC AAG CCT GGT
107: GAG GAA GAC AAC AAC AAA CCT GGT
r08: GAG GAA GAC AAC AAC AAG CCT GGT
r09: GAG GAA GAC GGC AAC AAA CCT GGT
rll: GAG GAA GAC AAT AAC AAG CCT GGC
r12: AAA GAA GAC AAC AAC AAG CCT GGT
r13: AAA GAA GAC AAC AAC AAA CCT GGT
r15: GAG GAA GAC AAC AAC AAG CCT GGC
rl6: AAA GAA GAC GGC AAC AAA CCT GGT
rl7: AAA GAA GAC GGC AAC AAG CCT GGT
r19: AAA GAA GAC AAT AAC AAG CCT GGC
r20: AAA GAA GAC AAC AAC AAA CCT GGC
21: AAA GAA GAC AAC AAC AAG CCT GGC
r22: AAA GAA GAC GGC AAC AAG CCT GGC
r23: AAA GAA GAC GGC AAC AAA CCT GGC
r24: AAA GAA GAT GGC AAC AAG CCT GGT
125: AAA GAA GAT GGC AAC AAA CCT GGT
126: GAG GAA GAC AAC AAA AAA CCT GGT
128: AAA GAA GAT GGT AAC AAA CCT GGC
29: AAA GAA GAC AAC AAA AAG CCT AGC
r30: AAA GAA GAC GGC AAC AAA AAA CCT GGT



r31:
r33:
r34:
r41:
r42:
r44:
r45:
166:

7.3) Ubersicht tiber identifizierte Pulsfeldgelelektrophoresemuster

AAA GAA GAT GGC AAC AAA CCT GGC
AAA GAA GAT GGC AAC AAG CCT GGC
AAA GAA GAC AAC AAA AAA CCT GGT
CAA GAA GAC GGC AAC AAG CCT GGT
AAA GAA GAC AAC ATC AAA CCT GGT
AAA GAA GAC AAC AAG CCT GGT

AAA GAA GAT GGC AAC AGA CCT GGC
AAA GAA GAC AGC AAC AAG CCT GGT
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kb

674

361
324

262

208

175

135
117

80

36

Al A2 A3

Abb.4: Pulsfeldmuster A1, A2, A3 und C1

C1
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kb

674

361
324

262
208

175

135
117

80
36

Bl B2 B3 D1 E1 E2 F1

Abb. 5: Pulsfeldmuster B1, B2, B3, D1, E1, E2 und F1
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Patient

kb

674 ——

361 —
324 —
262

208 —
175 —

135
117

80 —
36 —

Gl Gl @G1 Gl G1 G1 Gl
KS. M.G. KD. W.T. D.G. Y.B. P.G.

Abb. 6: Ausbruch weifler MRSA: Pulsfeldmuster 7 Patienten mit Initialen,
entspricht Pulsfeldmuster G1.
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Gl G1 61 G1 Gl G Gl G1I G1I G1I G1 G1 G1
Patient IW MK. T.B MN. PF. EP WM. AM. NC. HR. ZG T.K. SH.

Abb. 7: Ausbruch weiler MRSA: Pulsfeldmuster 13 Patienten mit Initialen,
entspricht Pulsfeldmuster G1.
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G2 G3

kb

674 —

361 —
324 ——

262
208 —

135 —
117 —

Abb. 8: Pulsfeldmuster G2 und G3
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G4 G5

kb

674 —

361 —
324 —
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208 —
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36 —

Abb. 9: Pulsfeldmuster G4 und G5
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8.) Abkirzungen

AFLP
bid.

BURP

bzw.

CA
CF
Cm
c-MRSA
dest.
d.h.
DNA
EDTA
ES
ESP
ESBL
Fa.

Fc
Fnbp

HPLC
kB
konz.

kD

LMP

MHC

Amplified fragment length polymorphism

Bidestillata

Basenpaare

Based upon repeat pattern
Beziehungsweise

Celsius

Community-acquired

Zystische Fibrose (cystic fibrosis).

Centimeter
Community-acquired MRSA
Destilliert

Das heif3t
Desoxyribonukleinsdure
Etylendiamintetraessigsdure
EDTA Sarkosin

EDTA Sarkosin Proteinase
Extended spectrum B-Lactamase
Firma

Fragment crystallizable
Fibronektin-bindendes Protein
Gramm

Stunde

High pressure liquid chromatography

Kilobasen

Konzentriert

Kilodalton

Liter

Low melting point

Mol

Meter

Major histocompatibility complex

Mikro
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min.
MLEE
MLST
mm

MRSA

NCTC
NTP
PBP
PCR
PFGE

RAPD
REA
Rep
RFLP

s.a.
SCC
SSSS
Spa
Tab.
Taq
TBE
TE
TSB
TSS
TSST

UV

Minute

Multilocus enzyme electrophoresis
Multilocus sequence typing
Millimeter

Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus

National Collection of Type Cultures
Nukleosidtriphosphat
Penicillin-bindendes Protein
Polymerasekettenreaktion
Pulsfeldgelelektrophorese

Repeat

Randomly amplified polymorphic DNA
Restriction endonuclease analysis
Repetitive

Restriktions-Fragment-
Langenpolymorphismus

Rotation per minutes

Sekunde

Siehe

Siehe auch

Staphylococcus Cassette Chromosome
Staphylococcus scalded scin syndrome
Staphylococcus aureus-Protein A
Tabelle

Thermus aquaticus

Tris Bor EDTA

Tris EDTA

Trypton-Soja-Bouillon

Toxic Shock Syndrome

Toxic Shock Syndrome-Toxin

Unit

Ultraviolett

Volt
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VRE
z.B.

Vancomycin-resistente Enterokokken

Zum Beispiel
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