6 Zusammenfassung

Staphylococcus epidermidis gehort zur Normalflora der menschlichen Haut. Als
pathogener Keim hat er an Bedeutung gewonnen, da er in der Lage ist Kunststoft-
oberflichen, wie z.B. Katheter, kiinstliche Herzklappen oder Gelenkprothesen zu
besiedeln und dadurch fremdkorperassoziierte Infektionen zu verursachen. Als
Kontaminationsquelle der Biopolymere gilt allgemein die Hautflora des Patienten. Es
gibt jedoch nur wenige Daten, die sich auf die Adhésion an Haut und Schleimhautzellen
beziehen. Da die molekularen Mechanismen der Adhédsion von Staphylococcus
epidermidis nicht besonders gut untersucht sind, zielte diese Arbeit darauf ab, Faktoren
zu untersuchen, die die Besiedlung von Polymeren sowie von Haut und Schleimhiuten
beeinflussen.

Zunichst wurde ein Anheftungs-ELISA zum spezifischen Nachweis der primiren
Adhision von S. epidermidis an Polymeroberflichen und Zellkulturen entwickelt. Diese
Methode eignete sich gut fiir Untersuchungen an einer Vielzahl von Oberfldchen. Auch
war das Verfahren so konzipiert, dass ein Screening auf adhésionsverénderte Transpo-
sonmutanten vorgenommen werden konnte. Obwohl in einem ersten Screening keine
adhasionsdefiziente Mutante identifiziert werden konnte, hat sich die Methode in
diesem Einsatzbereich bewihrt und steht fiir weitere Anwendungen zur Verfiigung.

Es konnte im Anheftungs-ELISA gezeigt werden, dass die primédre Adhésion von
S. epidermidis an NunclonA (Polystyrol) unabhingig von Kulturbedingungen und
physiologischem Zustand der Bakterien ablduft. Wachstum als planktonische Zellen
oder als Biofilm, verschiedene Kulturmedien, hohe Osmolaritit oder Ethanolstress
zeigten nur geringen Einfluss auf die Adhésion. Ein starker Einfluss unspezifischer
Faktoren oder die Beteiligung konstitutiv exprimierter Faktoren ist daher wahrschein-
lich. Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass das fiir die interzellulére
Adhidsion verantwortliche PIA zweifelsfrei als primdrer Adhésionsfaktor an dieser
Polymeroberfldche ausgeschlossen werden konnte. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass
PIA auch an Fibronektin und vermutlich auch an Fibrinogen keine Funktion als
primdres Adhédsin besitzt.

Die primire Adhédsion von S. epidermidis 1457 an den epithelialen Zelllinien
RPMI 2650 (Nasenschleimhautkarzinom) und HaCaT (Keratinozyten) war quantitativ
vergleichbar mit der an durch Serumproteine konditionierten Oberfldche. Es mussten
100-fach mehr Bakterien eingesetzt werden, um ein ELISA-Signal wie an nativer
NunclonA-Oberflidche zu erzielen. Moglicherweise sind dhnliche Mechanismen an der
Kolonisation von Haut und Schleimhduten und der primdren Adhdsion an mit
Serumproteinen konditionierten Implantaten beteiligt.

Bei bekannten Biofilm-negativen Transposonmutanten von S. epidermidis 1457 mit
intaktem ica-Operon wurde liberpriift, ob der Verlust der Biofilmbildung auch auf einen
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Mangel an Adhésionfahigkeit zuriickzufiihren ist. Dabei fiel die Mutante M12 durch ein
stark vermindertes Signal im Anheftungs-ELISA auf. Diese somit doppelt interessante
Mutante wurde im weiteren Verlauf phénotypisch charakterisiert, die betroffene
chromosomale DNA-Region kloniert und sequenziert, Transkriptionsanalysen durch-
gefiihrt und drei der inaktivierten Gene in trans komplementiert.

Die Mutante M12 unterschied sich durch dunklere, flache Kolonien und fehlende
Hamolyse auf Blutagar von S. epidermidis 1457. Die Zelloberfliche von M12 in der
stationdren Phase war mit 47 % relativer Hydrophobizitit deutlich hydrophiler als die
des Wildtyps mit 94 %. AuBerdem konnten je nach Kulturbedingungen und
Wachstumsphase wechselnde Antikdrperbindungskapazititen der Mutante festgestellt
werden.

In dieser Mutante sind mindestens drei Gene durch die Insertion von Tn9/7 beein-
trachtigt. Sie wurden nach den homologen regulativen Genen in B. subtilis mit purR,
yvabJ und spoVG bezeichnet. In S. epidermidis 1457 wurde fir die beiden Gene yabJ
und spoVG ein gemeinsames Transkript nachgewiesen, das vor allem in der
exponentiellen Wachstumsphase in groBer Menge vorhanden war. In derselben
Wachstumsphase konnte eine geringe Menge eines ldngeren Transkripts detektiert
werden, das mindestens die drei Gene purR, yabJ und spoV'G und vermutlich noch ein
weiteres upstream liegendes Gen umfasst. Beide Transkripte fehlen in der Biofilm-
negativen Mutante M12, was die Beteiligung dieser Gene am veridnderten Phinotyp
belegt.

Eine Komplementierung von spoVG fiihrte in M12 zu einer partiellen Rekonstitution
des urspriinglichen Phénotyps. Wiederhergestellt wurden neben der Koloniemorpho-
logie die Fahigkeit zur Hdmolyse und die Antigenprisentation. Die Biofilmbildung
konnte durch eine separate Komplementierung der Gene purR, yabJ und spoVG nicht
rekonstituiert werden. Vermutlich ist das Zusammenspiel mehrerer Gene oder
Genprodukte hierfiir ndtig. Auch die Transkription des ica-Operons wurde nicht
wiederhergestellt. Die hohen Homologien zu bekanntermaflen regulativen Genen und
eine partielle Rekonstitution gleich mehrerer Faktoren ldsst den Schluss zu, dass es sich
auch in S. epidermidis um einen regulativen Genort handelt.

Bei Kontrolluntersuchungen in einem antikdrperunabhéngigen Anheftungstest konnte
schlieBlich gezeigt werden, dass die Auffilligkeit der Mutante M12 im Anheftungs-
ELISA nicht auf ein vermindertes Adhdsionsvermogen an dieser Oberflache zuriick-
zuftihren ist. Die niedrigen ELISA-Signale sind vermutlich auf fehlende Oberflachen-
antigene und damit auf eine reduzierte Antikorperbindung zuriickzufiihren.



