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1 Einleitung

1.1 Staphylokokken

1.1.1 Allgemeines Uber den Genus Staphylococcus

Die Bezeichnung Staphylokokken ist die eingedewésdform des latinisierten Singulars
Saphylococcus, der wiederum selbst aus dem Griechischen abegelsit Es handelt sich
hierbei um ein zusammengesetztes Wort aus denrbeidechischen Worten staphylé (,die
Weintraube“) und kokkos (,das Kiigelchen®). Ubersetkonnte man als&aphylococcus in
,die Traubenkugel. Dieser Name wurde aufgrund dearakteristischen Morphologie der
Bakterien gewahlt. Staphylokokken sind kugelige disle Gebilde, die sich traubenférmig
anordnen. Ihr Durchmesser betragt 0,5 bis 1,5ure. ssnd unbeweglich, grampositiv,
normalerweise nicht bekapselt und bilden keine &pomBis aufS saccharolyticus und

S aureus subsp.anaerobius sind sie katalasepositiv und fakultativ anaerab. Jahre 1884
gelang es erstmals Ottmar Rosenbach mit Hilfe dé&rddkopie und neuen festen Nahrboden
Staphylokokken und Streptokokken, die auch RobethKschon gesehen und gezeichnet
hatte, in Reinkultur zu ziichten. Das Ge@aphylococcus gehérte ehemals zur Familie der
Micrococcaceae, wird aber in der neuen Auflage des Bergey's Manual obte&yic
Bacteriology, 2. Edition, zur Familie d&maphylococcaceae gezahlt(Kloos, 1986; Kloos, 1997
Garrity, 2001). Bisher werden mehr als 40 SpezessGhttung Staphylococcus unterschieden.
Um sie zu differenzieren, werden verschiedene HKeite berticksichtigt: Physiologie,
Morphologie der Bakterienkolonie, spezifische Enausstattung und die chemotaxonomische
Zellwandzusammensetzung (Kloos und Bannermann,; 8#umacher-Perdreau et al., 1983).
Durch den Nachweis der Prothrombin-aktivierendemad{tdase werden die Stapylokokken in
koagulasepositive und -negative Spezies aufgetdélie Koagulase fiuhrt Uber eine
Konformationsanderung zu einer Aktivierung von Thion, das dann zu einer Umwandlung
von Fibrinogen in Fibrin fuhrt. Der koagulase-p&tS. aureus erlangt also unter anderem
durch die Koagulase sein pathologisches Potendas: in den Organismus eingedrungene
Bakterium bildet mit ihrer Hilfe Fibrinpolymere,aies wie ein Schutzschild umhullen (Sperber
und Tantini, 1975). Im Klinischen Alltag, wo einhseller Nachweis bevorzugt ist, wird diese
Differenzierung mittels Clumpingfaktor durchgefuhrtDer Clumpingfaktor ist ein

zellwandstandiges Protein vda aureus, welches an Fibrinogen bindet und innerhalb von



Sekunden zur Zellverklumpung im Plasma fuhrt (Zbgteal., 1973). Die SpezieS aureus
erhielt diesen Speziesnamen wegen der weil3 bigyeiblen Farbung der Bakterienkolonien
(lat.: aureus: golden). Diese farbgebenden Pigmgeléren zur Familie der Karotinoide und
implizieren einen gewissen Schutz vor OxidationcduJV-Strahlen (Schlegel, 1992). Das
humanpathogene Potential des koagulase-posiftvaoreus ist schon seit langerem bekannt
(Kayser et al., 1998). Die Synthese multipler Texumd Enzyme (Proteasen, Hamolysine,
Toxic Shock Syndrom Toxin-1, Plasmakoagulasen, 4epaund Enterotoxinen) ermdglichen
S aureus eine relativ hohe Virulenz. Dabei ist die Summesdr biologischen Aktivitaten fur
die Virulenz einzelnefS. aureus-Stamme determinierend und nicht etwa ein einzetieser
Faktoren. (Bergdoll, 1983; Humphreys et al., 1989 Pathogenitatsfaktoren v aureus
kénnen in drei Hauptgruppen eingeteilt werden: Zb#lassozierten Produkte (z. B. Adhasine:
MSCRAMM, Kapselpolysaccharide) welche die Bindumgden Wirtsorganismus vermitteln
und bei der Uberwindung der Abwehrmechanismen\eteéeren, die sezernierten Exoproteine
(z. B. Zytolysine:a-Hamolysin, Panton-Valentine Leukozidin) und exéladare Proteasen (z.
B. V8 Proteasen) welche bei der Bekampfung der afivehr eine Rolle spielen und die
Gewebsinvasion und Nahrungszufuhr erleichtern. Bason-Valentine Leukozidin (PVL) ist
ein porenbildendes Toxin. Es wird durch die Géuld-IukS kodiert, ist auf einem Phagen
lokalisiert und kann somit zwischen verschiedeiseaureus-Stammen Ubertragen werden.
S aureus-Stamme mit PVL sind virulenter als solche ohneLRNhdet hochspezifisch an die
Zellwand von polymorphkernigen Leukozyten und Mailtragen und lysiert sie. Die
hamolytische Wirkung ist im Vergleich mit den engrwandten Hamolysinen vo® aureus
gering (Linde et al., 2005; Robert Koch Institub02b). Aul3erdem gibt es die regulatorischen
Genloci (z. B.agr) welche in komplexer Weise als Antwort auf Umwltigisse (z. B.
Bakteriendichte, Osmolaritat, Sauerstoffdruck undH-Wert) die Expression der
Pathogenitatsfaktoren regulieren (Novick, 2008)aureus besitzt ein grol3es Potential zur
Resistenzbildung. Schon kurz nach der klinischeriitlarung von Penicillin beobachtete man
ersteS aureus Resistenzen durch Bindung von 3-Lactamasen. Sikespden 3-Lactam-Ring
vom Penicillin. Daraufhin wurden 3-Lactam stabiletifiotika synthetisiert, z. B. Methicillin.
Aber auch hier entwickelten sich Resistenzen. Sch®60 wurde der erste Methicillin-
resistenteS aureus-Stamm (MRSA) identifiziert.S. aureus bildet vier verschiedene in der
Zellwandsynthese intervenierende Enzyme: Penidiimdende-Proteine (PBP 1-4). MRSA-
Stamme hingegen bilden ein weiteres Penicillin-bimdks-Protein (PBP 2a), mit einer stark
verminderten Affinitat zu Beta-Laktam-Antibiotik®as GenmecA kodiert fur die 3-Laktam-

Resistenz. Es wird oft gemeinsam mit anderen Resgenen erworben, die zusammen auf



einer Staphylokokken-Genkassette (366 liegen. Hierdurch erklart sich die haufig
vorkommende Multiresistenz der MRSA-Stamme. Es eerdie im Krankenhaus erworbenen
HA-MRSA (hospital-acquired-MRSA) von den aul3erhddlv Krankenhauser erworbenen: CA-
MRSA (community-acquired MRSA) unterschieden. DasiBtenzspektrum von CA-MRSA
ist in der Regel schmaler als das von HA-MRSA ured charakterisieren sich durch das
haufige Vorhandensein, der im Vergleich zu HA-MRBAineren SC@ec-1V-Einheit, sowie
der Fahigkeit, den Pathogenitatsfaktor PVL zu proehen (Barber 1947, Barber 1961, North
und Christie 1946, Robert Koch Institut, 2009b).al§alase negative Staphylokokken (KNS)
hingegen bilden als residente oder temporar redelora auf der menschlichen Epidermis
eine Gruppe mit geringerem pathogenen PotentiapgRund Archer, 1994; Kloos und
Bannerman, 1994). Sie besiedeln bevorzugt die Aygg@on Schweil’driisen, Haartalgdrisen
und den Nasenschleimh&uten, aufRerdem die Schleienvdm Korperoffnungen mit einer
Dichte von16-10CFU/cn (Nobel und Naidoo, 1986; Nobel 1997). Staphylokaokkéhlen zu
den Haupterregern von nosokomialen Infektionen. sDist auch durch ihre hohe
Antibiotikaresistenz bedingt. Die im Jahre 2007 fdie Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir
Chemotherapie e.V. durchgefiihrte Studie ,Empfindatsprifungen und Resistenz” von M.
Kresken und seiner Arbeitsgruppe belegte bei 20Je¥&. aureus-Stamme eine Methicillin
(Oxacillin)-Resistsenz (MRSA) und sogar bei 73,8d8ér S epidermidis-Stamme eine
Resistenz gegen Methicillin. Der Anteil der MetHini (Oxacillin)-resistenten Stamme bei
Saphylococcus haemolyticus und Saphylococcus hominis betrug 89,0 % bzw. 71,4 %
(Kresken et al., 2007).

1.1.2 Biofilmbildung

Das Phanomen der Biofilmbildung durch epidermidis, heute bekannt als wichtigster
Pathogenitatsfaktor bei fremdkorperassoziertenktiieen wurde erstmals in einem Bericht
von R. Bayston und S. R. Penny im Jahr 1972 erw&athdem man das pathogene Potential
von koagulasenegativen Staphylokokken entdecke hsitichte man nun nach deren Ursachen.
Bayston und Penny beobachteten bei Kindern mit duisfountinfektionen, dass
koagulasenegative Staphylokokkenvitro, wie auchin vivo, einen mukoiden Film auf den
Shunts bildeten. Diesen adh&renten Film brachtennsi den Liquorshuntinfektionen in
Verbindung (Bayston und Penny, 1972). Aber erstelapater wurde diese Biofilmbildung
intensiv erforscht. Erstmals 1982 beschrieb G. Bristensen mit seiner Arbeitsgruppe einen

Zusammenhang zwischen diesem Phénomen der Biolidoniy, der bakteriellen Besiedlung



von Fremdkoérperoberflachen und einer daraus reseftden Infektion. Aufnahmen von
infizierten Venenkathetern mit dem Rasterelektrom&noskop zeigten einen adharenten
Bioflm aus mehreren Zellschichten vonS epidermidis, eingebettet in eine
Exopolysaccharidschicht, welche als Glycocalyx bdmest wird (Christensen et al., 1982;
Franson et al., 1984; Costerton et al., 1987). élaites eine Tatsache, dass die Fahigkeit von
S epidermidis zur Biofilmbildung einen wichtigen Pathogenitatsta darstellt. KNS haben
also in den letzten Jahrzehnten eine wichtige Bteddgu als Erreger von nosokomialen
Infektionen erlangt. Obwohl S epidermidis weniger Toxine und extrazellulare
Pathogenitatsfaktoren a aureus besitzt, ist er durch seine Biofiimsynthese in dage eine
Vielzahl von lokalen Infektionen, Bakteriamien uSdptikdmien zu verursachen, welche dann
auch zu einer erhdhten Morbiditdt und MortalitédrgEn kénnen. Auch durch eine vermehrte
Implantation medizinischer Fremdkorper in den huema®rganismus, wie z. B. kinstliche
Herzklappen, Gelenkprothesen oder Venenkathetetndis Anzahl der durch KNS
verursachten Infektionen angestiegen. Eine Thengpipaufig nur durch die Entfernung des
Fremdmaterials mdglich (Boyce, 1997; Go6tz und Ret2000; Jarvis und Martone, 1992;
Kloos und Bannerman, 1994; Richards et al., 20Q@pRund Archer, 1994; Vacheethasanee et
al., 1998).

Der Prozess der Biofiimbildung (Abbildung 1-1) ursmbmit der Kolonialisierung von
Polymeroberflachen erfolgt im Wesentlichen in zWwéiasen (Mack et al., 2002). Im ersten
Schritt erfolgt die primare Adhasion von einzeligakterien an die Polymeroberflache. In der
darauf folgenden Phase proliferieren und akkumerietdie Bakterien in vielen Zellschichten
und produzieren einen Biofilm, der die Zellen untthidie Mehrzahl der Zellen besitzt somit

keinen direkten Kontakt mehr zur Polymeroberfla@Peters et al. 1981; Franson et al. 1984).
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Priméare Zellakkumulation
Adhasion und Biofilmbildung

0 0 008

PS/A (capsular polysaccharide/ adhesin)

Fbe (fibrinogen binding protein) PS/A (capsular polysaccharide/ adhesin)
SSPI, SSPII (staphylococcal surface AAP (accumulation associated protein)
protein)

ECTA (extracellular teichoic acids)
AtIE (Autolysin E)

Abbildung 1-1: Die zwei Phasen der Biofilmbildung md der intervenierenden Faktoren beiS. epidermidis.
In der ersten Phase findet die Adhasion der einzeém Zellen an die Polymeroberflache statt. In der zeiten
Phase proliferieren und akkumulieren die Zellen undbilden einen mehrschichtigen Biofilm. Die Mehrzahl

der Zellen hat somit keinen Kontakt mehr zur Polymeoberflache.

1.1.2.1 Die priméare Adhésion der Biofilmbildung

Die primare Bindung vonS epidermidis an Polymeroberflachen ist ein sehr komplexer
Vorgang, abhangig von der Beschaffenheit der Palgberflache und auch der bakteriellen
Zelloberflache. Hier spielen OberflachenhydrophaéizLadung der Zelle und auch Zellwand-
assozierte Proteine eine wichtige Rolle (Ludwickale1984; Fleer und Verhoef, 1989).

Positiv wird die primare Adhasion durch die Matmnageine Fibronektin, Fibrinogen und die
Anwesenheit von Thrombozyten beeinflusst (Vaudaual.e1989; Wang et al., 1993) negativ
durch die Prasenz von Plasma, Serum oder Albunaac{ial et al. 1986; Espersen et al. 1990).
Einige der Faktoren vos epidermidis, die in der primaren Adhasion eine wichtige Rolle
spielen, konnten in den letzten Jahren identifiziegrden (Abbildung 1.1). Ein spezifischer
Faktor, der in der primaren Adhasion an Silastith€ger eine Rolle spielt (Muller et al.,
1993a), nicht aber in der an Polyethylen (Higashi a&, 1998), ist das Kapsulare
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Polysaccharid/Adhasin PS/A (capsular polysacchaittesin). Es wurde aus dem biofilm-
positiven StammS. epidermidis RP 62A isoliert (Tojo et al., 1988). Trotzdem dahealie
Bedeutung dieses Adhasins in der Biofilmbildunggescthréankt zu sein, da die Halfte aller
PS/A positiven Zellen einen biofilm-negativen Ph§poaufweist (Muller et al., 1993b). Es
mussten also weitere Faktoren fur die Biofilmbildudentifiziert werden.

Auf eine Beteiligung von Proteinstrukturen weist,hidass Proteasen die priméare Adhéasion von
S epidermidis an Polymeroberflachen inhibieren (Hogt et al., 198&scual et al., 1986). Es
konnte ein Protein isoliert werden, welches in tHage ist, Fibrinogen zu binden. Dabei
handelt es sich um das Fbe (fibrinogen binding édpt Eine gewisse Homologie mit dem
Clumpingfaktor vonS. aureus ist beschrieben (Nilsson et al., 1998). Experiraékionnte die
Beteiligung an der primaren Bindung belegt werdam3erdem wurden eine charakteristische
Transmembranregion und ein fur oberflachenasseoziiBroteine typisches LPXTG-Motiv
nachgewiesen (Pei et al., 1999). Die Adhasion Siaapidermidis an peripherventse Katheter
konnte durch Fbe-Antikérper gehemmt werden (Pei lllodk, 2001). Trotzdem weisen viele
S epidermidis-Stamme eine schwache Bindung an Fibrinogen-beseté Polymere auf, was
auf eine sehr variable Expression dieses Proteimge8en lasst (Nilsson et al., 1998; Galdbart
et al., 2000). Weitere, in die primére Adh&sion limerte Proteine sind die Zellwandproteine
SSPI (staphylococcal surface protein) und sein &sagronsprodukt SSPIl. Gegen diese
Proteine gerichtete spezifische Antikérper konntiee Adhasion vorsS. epidermidis 354 an
Polystyrolkugeln inhibieren (Go6tz, 2002; Heilmaahal., 1997; Timmermann et al., 1991;
Veenstra et al.,, 1996). AuRerdem wurde noch daslysih AtIE mit seinem kodierenden
Genlokus durch Transposonmutagenese identifisrist an der Bindung an unbeschichteten
Oberflachen beteiligt. AtIE-Mutanten kdnnen nichghman Oberflachen binden, was durch die
veranderte Hydrophobizitat erklart werden kanngibs aul3erdem Hinweise auf eine Adhasion
von Autolysin AtIE an Zelloberflachen von Wirtszsll (Heilmann et al., 1996a; Heilmann et
al., 1997; Takano et al., 2000).

1.1.2.2Die akkumulative Phase der Biofilmbildung

Die zweite Phase der Biofilmbildung ist durch eiAgkumulation der Zellen und der
mehrschichtigen Biofilmproduktion charakterisieAbpildung 1-1). Hier sind spezifische
Adhasine notwendig, die die Bindung der zahlreichégllen garantieren. Mit einem
spezifischen Antiserum, welches gegen den biofibeHpren StammsS epidermidis 1457

gerichtet ist, gelang es D. Mack und seinen Mitiebe das interzellulare Polysaccharid-
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Adhasin PIA (polysaccharide intercellular adhezimjdentifizieren (Mack et al., 1992). Durch
Transposonmutagenese konnten sie anhand der biodidyativenS. epidermidis 1457 M10
und 1457 M11, welche als Klasse | Mutanten bezethverden, die Funktion von PIA als
interzellularen Bindungsmediator bestatigen, detasge | Mutanten haben nicht die Fahigkeit
Zellen zu akkumulieren und Aggregate zu bilden (Metcal., 1994). Mittels Gelfiltration und
Anionenaustauschchromatographie wurde gezeigt, Bé&saus 2 Polysacchariden besteht.
PIA | setzt sich aus ungefahr 13@-(1,6)-gebundenen 2-Desoxy-2-Amino-D-
Glucopyranosylresten zusammen, die zu 80 % N-aedtydind. PIA Il enthélt eine PIA |
analoge Struktur, hat aber weniger N-acetyliertac@aminreste und enthalt Phosphat und
Succinat. Somit erklart sich sein leicht anioniscibarakter (Mack et al., 1996a; Mack et al
1996b). Beziglich der Biofilmbildung konnte eine rkaation zwischen der Quantitdt von
produziertem PIA und Biofilm beobachtet werden.dgeverhalten sich proportional (Mack et
al., 1996b). Darliber hinaus wurde eine weitere Eankron PIA beschrieben. Als essentieller
Faktor ist es in die Hamagglutination von Erythtezyimpliziert. Hier konnte sowohl eine
lineare Beziehung zwischen Biofilmexpression undnidgglutination beobachtet werden, als
auch zwischen der Menge von synthetisiertem PIA Hadagglutinationstitern (Fey et al.,
1999; Mack et al., 1999; Rupp und Archer, 1992)s Dderzellulare Polysaccharid Adhasin
PIA wird im GenlokusicaADBC (intercellular adhesion) kodiert. Das Opera@tzs sich aus
den 4 GeneicaA, icaD, icaB undicaC zusammen und hat eine Gro3e von 3,4 kb. Diese Gen
sind in Ubereinstimmender Transkriptionsrichtungamisiert (Abbildung 1-2). Das negativ
regulatorische GeitaR ist dem Operon vorgelagert und wird entgegengesanskribiert. Es
handelt sich somit um einen Repressor, der die skrgstion vonicaADBC inhibiert. IcaR
selber wird durch weitere Faktoren reguliert. Na&l eine inhibierende WirkungraA kodiert

fur ein Transmembranprotein, welches eine Homolagi®&l- acetyl-glucosaminyl-transferasen
besitzt (412 AminosaurenigaC kodiert fur ein hydrophobes integrales Transmeamrotein
(355 Aminosauren) undcaB flur ein sekretiertes Protein, das Poly-N-Acetytglsamin
deacetyliert. Seine Funktion beschrénkt sich abahtnauf das Mitwirken an der
Biofilmsynthese, sondern verhindert auRerdem diggPhytose durch neutrophile Zellen und
spielt auch bei der Wirtskolonisierung eine Rorukturell GberlapptcaD teilweiseicaA
undicaB. Funktionell ist ein Zusammenspiel aller vier @a@mtwendig, denn fur sich allein hat
IcaA nur eine geringe N-acetyl-glucosaminyl-Trana$éeaktivitat. Bei einer gemeinsamen
Expression vomcaA undicaD entstehen N-acetyl-glucosamin-Oligomere mit elrdarge von

20 Sacchariden. Erst die Koexpression vad, icaD undicaB garantiert die Synthese von
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Oligomeren ausreichender Lange, die fur eine adédaanktion von PIA unentbehrlich sind
(Conlon et al., 2002; Gerke et al., 1998; Heilmanhal., 19964, b; Vuong et al., 20044, b).

icaR icaA icaD icaB icaC
(Represso)

Abbildung 1-2: Struktur und Regulation desicaADBC Genlokus

Ein weiteres, vermutlich an der Zellakkumulation tellegtes Protein ist das AAP
(accumulation associated protein). Es wurde anhded biofilm-negativen Mutante M7
beschrieben, welche durch Mitomycin-induzierte Metaese des biofilm-positiven Stammes
S epidermidis RP62A entstanden und durch den Verlust eines D&dtol3en Proteins (AAP)
charakterisiert worden war. Die Mutante M7 war zwaoch zur primaren Bindung an
Polymeroberflachen in der Lage, konnte aber keigléakkumulation mehr durchfihren. AAP
ist ein Exoprotein, welches zwar nicht bei alleofitm-positiven Stammen vorkommt, aber
dessen Vorkommen mit einer erhéhten Biofilmproduktgekoppelt ist (Hussain et al., 1997;
Schumacher-Perdreau et al., 1994). Spater konmtbabbtet werden, dass das AAP an der
Bildung eines PIA-unabhéngigen Biofilms beteiligt. iBei der bislang ermittelten Grol3e von
140kD handelt es sich um ein Abbauprodukt desain20 kD groRen AAP, welches die
proteinogene Akkumulation der Bakterien vermittBlitese Proteolyse wird erstaunlicherweise
nicht nur von bakteriellen Proteasen, sondern aochWirtsproteasen durchgefiihrt (Rhode et
al., 2005). Als weiterer Bestandteil der Biofimmatwurde EC TA (extracellular teichoic
acids) identifiziert. Das jeweilige Verhaltnis v&C TA und PIA im Biofilm wird durch die

Wachstumsphase und die Wachstumsbedingungen hesinfSadovskaya et al., 2005).
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1.1.3 Regulation der Biofilmbildung

Die Biofilmbildung von Staphylokokken unterliegt ner Vielzahl von regulatorischen
Faktoren. Mittlerweile sind einige externe Regulato bekannt, die die Biofilmbildung
beeinflussen. Eine positive Regulation der Biofilltong vonS. epidermidis wird durch hohe
Konzentrationen Natriumchlorid und hohe Temperatwegeicht, aber auch Eisenmangel und
ein vermindertes Sauerstoffangebot stimulieren Bligfilmsynthese (Cramton et al., 2001,
Deighton und Borland, 1993; Knobloch et al., 20Rachid et al.,, 2000). Auch ein
Nahrmedium, angereichert mit Glucosamin oder Nyd&detglucosamin induzierte eine
Biofilmproduktion (Kiel, 2002; Knobloch et al., 280 Krokotsch 1998). Bei Inaktivierung
bestimmter Genloki durch Transposonmutagenese Imiff@éd17 in S epidermidis 1457
konnten biofilm-negative Mutanten erzeugt werders Eandelt sich hierbei um eine
Transkriptionshemmung désasADBC Operons, welches fur die PIA-Synthese von ressiger
Bedeutung ist. Diese biofiim-negativen Stdmme undutaviten mit verminderter
Biofilmsynthese werden in verschiedene Klassenet@ily.

Die Klasse | Mutanten mit Transposoninsertioneni¢aaOperon, zu denen auch der (bereits
erwahnte)S. epidermidis 1457 M10 zahlt, sind immer biofilm- und PIA-negataber in ihrer
primaren Adhasion nicht beeintrachtigt. Die Klasisenthalt die Mutante M12, die ebenfalls
biofilm- und PIlA-negativ ist. Charakteristisch igtre graue Koloniemorphologie, die es
erlaubt, sie von den weil3en Wildtypkolonien abzoges. Der Klasse Il werden die
S epidermidis Mutanten M15 und M19 zugeordnet. Hier handelt ésh sum eine
Transposoninsertion in den positiven Regulasbt) von sigB (ausfihrlichere Erlauterung im
Abschnitt 1.1.4. Regulation von Virulenzfaktoren B¢aphylokokken)Auch sie zeigen eine
grauliche Farbe der Kolonien und auch ihre Kaptz#ér Biofilmsynthese ist stark
eingeschrankBei der Mutante M17, die der Klasse IV zugerechwied, konnte ein variabler
Expressionsphénotyp beobachtet werden. Im TSB-Medier Firma Oxoid war M17 biofilm-
negativ, wahrend sie im TSB der Firma BBL einerfibiepositiven Phanotyp hatte (Mack et
al., 2000b). Da es madglich ist, durch Expressios @daADBCOperons intrans in den
Mutanten der Klasse II-IV eine Rekonstitution deiofimbildung und PIA-Synthese zu
erreichen, ist ein regulativer Einflu@ der durch 9Th inaktivierten Genloki auf

Transkriptionsebene sehr wahrscheinlich (Mack.e2800Db).
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1.1.4 Regulation von Virulenzfaktoren bei Staphylo  kokken

1.1.4.1 Dasc-System

Die Virulenzfaktoren von Staphylokokken werden gehetischer Ebene unter anderem von
den Regulatorgeners®-System und agr-System (accessory gene regulatadiuliert.
Sigmafaktoren sind alternative Transkriptionsfa&tgrdie die Genexpression von Bakterien
regulieren. Der Sigmafaktas® kontrolliert die Transkription von (iber 100 Genetisitten,
deren Produkte als ,general stress proteins” odieat, specific stress proteins® bezeichnet
werden und eine wesentliche Rolle in der Virulemzser Bakterienstamme spielen (Hecker
und Volker, 1998). Er wird in der stationdren Phasdger auch unter Stressbedingungen wie
osmotischem Schock oder in Gegenwart von Ethandliziert. AuBerdem werden unter
anderem die Expression vom Clumping-Faktor, der g&tmse, Hamolysinen und die
Biofilmbildung durchs® kontrolliert (Knobloch et al., 2001; Rachid et, &000).Es handelt
sich bei Sigmafaktoren um Untereinheiten der DNAyP@rase. Sie binden spezifisch die
RNA-Polymerase und erlauben dann durch spezifischennung des Promotors die selektive
Transkription bestimmter Genabschnitte. Eine kétadiie Funktion wird ihnen nicht
zugesprochen. Die Sigmafaktoren erméglichen derteBak die Transkription verschiedener
unabhangig kodierender DNA-Abschnitte, die jewellsy den Sigmafaktor spezifische
Promotorelemente enthalten. Es werden alternatigegn&aktoren, die die stationare Phase
modulieren, von den vegetativen differenziert, Wweldie Genexpression in der exponentiellen
Phase regulieren (Finlay und Falkow, 1997; Helmameh Chamberlin, 1988). Zum ersten Mal
wurde defs® beiBacillus subtilis beschrieben (Vélker et al., 1994; Wu et al., 1988)nn auch
bei S aureus (Hecker und Engelmann, 2000; Kullik und Giachit®97; Wu et al., 1996) und
schlieRlich auch beb epidermidis (Knobloch et al., 2001 )8trukturell besteht das’-System
von S aureus und S epidermidis (Abbildung 1-3) aus 4 ORFs (open-reading-frame#) m
grol3er Homologie zu dem OperonBnsubtilis (Volker et al., 1994; Wu et al., 1996). Wahrend
dassigB-Operon beB. subtilis aus 8 Genen besteht, konnten 8aureus und S. epidermidis
nur 4 identifiziert werdenrsbU, rsbV, rsbW undsigB. Es wurden eir®-abhangiger Promotor

und einc”-abhangiger Promotor nachgewiesen (Knobloch e2@0]1; Wu et al., 1996).
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orf 1 rsbU rsbv rsbw o°

Abbildung 1-3: DassigB-Operon von S. epidermidis. Offene Leseraster werden durch Pfeile dargestellDie

beiden Dreiecke schematisieren die Promotoren {P¢”-abhéangig, B ¢°-abhéngig).

Die Regulation durch dasgB-Operon verlauft wie folgt (Abbildung 1-4). Da di@inktion bei
den BakterierB. subtilis und S aureus am besten erforscht ist, soll sie anhand diesetdgak
erlautert werden. Die Genexpression wird durch &@asere Milieu und das Nahrstoffangebot
beeinflusst.RsbW kodiert fiir ein Protein, welches in der exponelfgh Phase mit® eine
Bindung eingeht und damit dessen Funktion inhibiegt handelt sich also um einen Asfi-
Faktor (Miyazaki et al., 1999). RshV ist ein Antitac®-Faktor, der mits® um die Bindung an
RsbW konkurriert. In der stationaren Wachstumsphaseler bei Nahrstoffmangel
dephosphoryliert RsbV und bildet mit RsbW einen Ktew. Somit wirds® von RsbW befreit
und aktiviert die Transkription def-abhéngigen Gene. Wéhrend der exponentiellen Rivabe
der RsbWs®-Komplexbildung wird RsbV von RsbW mittels ATP aBhosphatdonor
phosphoryliert und somit inaktiviert (Dufour und IHenwang, 1994; Yang et al., 1996).
Wahrend RsbW ein Ant®-Faktor und sein Antagonist RsbV ein Anti-ast-Faktor ist,
handelt es sich bei RsbU um einen positiven Kolfiddbr der o®-Aktivitat (Giachino et al.,
2001). Bei B.subtilis und S aureus wurde beobachtete, dass im Stresszustand eine
funktionsfahige RsbU-Phosphatase Vorausetzungifig komplettes®-Aktivitat ist (Kullik et
al., 1998; Volker et al., 1995a, b).
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von RsV:
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Abbildung 1-4: Aktivierung und Deaktivierung von ¢°. Deaktivierung vone® durch Bindung an Rsbw
RsbV konkurriert mit ¢® um die Bindung an RsbW. Bei Dephosphorylierung voiRsbV, bildet es mit Rsbw
einen Komplex, somit wirde® aktiviert. RsbU ist ein positiver Konrollfaktor der 6®-Aktivitét.

1.1.4.2 Dasagr- System (accessory gene regulator)

Das agr-System ist ein wichtiges System, welches das Qunorsensing der
Bakteriengemeinschaft, durch die Regulation diver§&taphylokokken-Virulenzfaktoren
moduliert. FiUnf Gene beinhaltet deamgr-System. Sie regulieren die Expression von
zellwandstandigen und extrazellularen Proteinervi@@on und Tegmark2001; Kornblum et
al., 1990; Cheung et al., 1992; Wolz et al., 1998¢ Aktivierung desagr-Systems geschieht
wahrend der Transition von der exponentiellen Warhsphase in die stationare Phase (Ji et
al., 1997; Otto et al.,, 1998). Die Regulation dudik Transkripte desgr-Systems wirkt
negativ auf die Bildung von Zelloberflachenproteing. B. Fibronektinbindendes Protein,
Koagulase) und positiv auf die Synthese von diverisgoproteinen ein (z. B. Toxic Shock
Syndrome Toxin 1) (Janzon und Arvidson, 1990; Kaunbet al., 1990). Aul3erdem wurde bei
S aureus eine Inhibierung der Biofilmbildung auf Polystyrbaobachtet (Vuong et al., 2000b)
und eine verminderte Adharenz an Fibrinogen (Shamkmet al., 2001). Spater wurde

entdeckt, dass die Funktion degr-Systems beiS epidermidis mit der bei S aureus
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vergleichbar ist (Vuong et al., 2000a). Beziglieln degativen Regulierung der Biofilmbildung
durch dasagr-System beiS epidermidis konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt via
Autolysin AtIE undé-Toxin (einem Detergens-ahnlichen Peptid) gestewed (Vuong et al.,
2003). BeiS aureus initiieren die beiden Promotoren P2 und P3 dienSkaption desagr-
Genabschnittes, welcher aus zwei divergenten Bmdiesteht. RNAII und RNAIII sind die
synthetisierten Transkripte (Janzon und Arvidsd@9Qt Morfeld et al., 1995; Novick et al.,
1993). Dabei ist die RNAIIl, das die Proteinsynthesgulierende Effektorprotein, wahrend
RNAII fur die vier Proteine AgrA, AgrC, AgrB und AD kodiert, welche selbst eine
modulierende Funktion auf RNAIIlI haben. AgrB undrBginduzieren die Aktivierung von
AgrC, welches mit AgrA als Zwei-Komponenten-Tranisitonssystem fungiert (Ji et al., 1995;
Ji et al., 1997). Beb. epidermidis wurde ein vergleichbaregr-System mit ahnlicher Struktur
und Funktion identifiziert (Otto et al., 1998).

1.2 Caenorhabditis elegans

1.2.1 Vorkommen, Anatomie und Physiologie

Die nicht human-pathogene Spez@aenorhabditis elegans gehdrt zu den Nematoden, deren
Kdrperbau einfach strukturiert ist: von zylindrisaimder bis fadenférmiger Morphologie und
unsegmentiert, was zu der deutschen BezeichnunglepFabzw. Rundwirmer® fihrte.
C. degans wurde erstmals in den 1960er Jahren von dem diréis Biologen und
Nobelpreistrager S. Brenner als Modellsystem in dielogische Grundlagenforschung
eingefuhrt (Brenner 1974). Es handelt sich hierbei einen sich selbst befruchtenden
Hermaphroditen, der mit relativ wenig Aufwand aufakplatten angezichtet werden kann.
Seine geringe GroélRe, seine anspruchslose Kultivigreinfache Manipulation und hohe
Vermehrungsrate sind Grunde dafir, dass aus ihmem letzten Jahrzehnten ein beliebter
Modellorganismus in der wissenschaftlichen Forsghgeworden ist. Mehr als 40 %, der
durch dasC. elegans Genom kodierten Proteine besitzen signifikantergiipstimmungen mit
jenen durch das humane Genom kodierten Proteinea ¢¥ egans sequencing consortium,
1998). Daher eignet sidb. elegans auch als Modell fur infektionsbiologische Studidie auf
den Saugetierwirt Ubertragen werden konnen (MakHeji&ios et al., 2000). Naturlicherweise
lebt der Fadenwurr@. elegans im feuchten Erdboden in gemé&Rigten Klimazonenisnhdaher
geographisch weit verbreitet. Fir Wachstum und 8dydttion benétigt er ein feuchtes Milieu,
Sauerstoff und als Nahrung dienen ihm Mikroorgaeisnwie die dort vorkommenden

Bakterien (Schierenberg und Cassada, 1986). DegeausschseneC. elegans erreicht eine
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GrofRe von ca. 1 mm. Es gibt Hermaphroditen (XX) anBerdem auch die mannliche Gattung
(X0). Sie sind aber auf3erlich erst ab einem gewigsgwicklungsstadium zu differenzieren,
da sie sich morphologisch bis auf den Reproduktiaks nicht durch grof3e Auffalligkeiten
unterscheiden. Die adulten Hermaphroditen bestednien 959, die Mannchen aus 1031
somatischen Zellen (Wood, 1988). Das Nervensysséeher unkompliziert: der Hermaphrodit
hat 302 Neurone, wahrend das mannliche Geschl&hia8fweist (Rand and Nonet, 1997).
Insgesamt umfasst das Genom 9,7 xBH¥enpaarendbesitzt Gber 19 000 proteinkodierende
Gene, die 1998 vollstandig sequenziert wurden (@hetegans sequencing consortium, 1998).
Diese Daten wurden inzwischen in der WormBase [atek zusammengefasst und mit neuen
Ergebnissen vervollstéandigt und aktualisiert (Mipyw.wormbase.org/). Die Wurmoberflache
ist von der mehrschichtigen Kutikula bedeckt, dia der Hypodermis sezerniert wird, welche
die Korperhohle vonC. elegans bedeckt (Kramer, 1997). Der Darmtrakt beginnt wchér
Mundhdhle in der Kopfregion und endet ventral im 8ehwanzregion. Die inneren Organe
bestehen vorwiegend aus Verdauungs- und Reprodsktaikt. Die Flissigkeitsansammlung in
der Leibeshohle (Pseudocoelom) baut einen Turgokdgegen die starre Aussenhille auf
(Hydroskelett), die als Widerlager fur die Langskulatur dient. Der Fadenwuri@. elegans
kann sich durch eine Welle von abwechselnden Kktir@en der Bauch- und
Rickenmuskulatur vor und rickwaérts bewegen. Vierdga aus Myozyten, ausgehend von der
Hypodermis, erzeugen entlang des Wurmes subdorsael. lventral verlaufend, diese
Kontraktionen. Dieser Bewegungsablauf wird duraireesinusoidale Welle produziert, die den
gesamten Koérper durchwandert. In einem trockeneditvie, wie zum Beispiel der Agarplatte,
liegen dieC. elegans aber auf der Seite, man sieht daher nur teilwdmse ventralen und

dorsalen Teil (Lewis und Fleming, 1995).

1.2.2 Fortpflanzung und Entwicklung

Der gemeine Hermaphrodit produziert Spermatozytend uOvozyten. Bei der
Selbstbefruchtung entstehen um die 280 Nachkommienaber vorzugsweise selbst auch
Hermaphroditen sind. Bei der Paarung des mannli¢heshegans mit dem Hermaphroditen
dagegen, kommt es zu bis zu 1000 Nachfahren, die abgleichen Teilen Hermaphroditen
und die mannliche Gattung repréasentieren. Der gesaebenszyklus deS. elegans ist mit
durchschnittlich drei Tagen bei 25°C eher kurz umafasst die Zeitspanne von der
Befruchtung der Eizelle bis zum Moment des Eirgritt die reproduktionsfahige Phase. Nach

funf Tagen legt der Nematode keine Eier mehr. Séml@enserwartung liegt bei 17,7- 19,9
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Tagen bei einer Temperatur von 20°C. Es gibt vietwkcklungsstadien, die mit den
Buchstaben L1-L4 (L fur larvae) betitelt werdens Bum Zustand L4 verandern sich Gro3e
und Form trotz multipler interner Zellteilungen icmerklich. Erste Merkmale, die es
erlauben, den Hermaphroditen vom mannlichen Nereatadi differenzieren, erscheinen in
L3: die Schwanzregion des Mannchen ist starker hyesiben. Im Stadium L4 ist der
Hermaphrodit grof3er, die Vulva bildet sich im Mit@uch und der Schwanz behalt seine
peitschenartige Morphologie, wéahrend der maskulindegans mehr und mehr eine knollige
Schwellung des Schwanzes aufweist. Adult sammath Eiier im vorderen und hinteren
Uterusanteil des Hermaphroditen. Die Vulva ist tjiggat abgrenzbar und die Eingeweide
erscheinen dunkel. Auffallig sind am Mannchen diduziertere Grol3e, die glatte Oberflache
und der facherférmige Fortpflanzungsstrahl am Sclawmand physiologisch ist ein hoheres

Aktivitatsniveau zu beobachten (Lewis und Flemib@g5).

1.2.3 C. elegans als Nematoden-Bakterien-Pathogenitatsmodell

Das Nematoden-Bakterien-Modell zur Analyse der &gehitdt von diversen bakteriellen
Virulenzfaktoren auf den Wirtsorganismus wurde raeds im Jahr 1999 von Frederick M.
Ausubel vorgestellt. Hierbei handelte er sich unms dRathogenitatsmodelC. elegans-
Pseudomonas aeruginosa. Untersucht wurde das Klinische IsolBseudomonas aeruginosa
PA14, welches bislang durch seine synthetisiertenléhzfaktoren sowohl im Mausmodell,
als auch im Pflanzenmodefrabidopsisthaliana eine hohe Pathogenitat aufwies. Auch in
Versuchen mitC. elegans konnte eine letale Wirkung beobachtet werden. AQigi vom
Pathogen und von der Zusammensetzung des Milienstéo funf Arten des Wurmsterbens
beschrieben werden: die Infektion mit (intestinpléfolonisation (durch die meisten
humanpathogenen Bakterien), die persistierendektiofe (S enterica, E.faecalis), die
Invasion (natirliche C. elegans Pathogene wie z. B.Sreptomycesalbireticuli), die
Biofilmbildung (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis) und die toxininduzierte R, aeruginosa).
Dabei konnte noch in das ,slow killing* (langsam®gurmsterben, bedingt durch eine
Infektion) und ,fast killing” (schnelles Wurmstene ausgelost durch die Freisetzung von
Toxinen) unterteilt werden (Sifri et al., 2005).eDsomit ahnliche pathogene Wirkung von
einigen bakteriellen Virulenzfaktoren im Nematodeand Mausmodell erlaubt daher
maoglicherweise InC. elegans- Modell die Detektion von Pathogenitdtsmechanisnien auch
fur den Saugetierwirt von Bedeutung seien konntene erste Testung im Wurmmodell

kénnte daher aus ethischen, praktischen und fiedeai Grinden von Vorteil sein.
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Limitierende Faktoren des Nematoden-Bakterien-Msed®hd Variationen und Charakteristika
des Kulturmediums, welche die Sterbekinetik v@relegans aber auch die Expression der
Virulenzfaktoren beeinflussen, die begrenzte Anxainl Bakterien, die eine letale Wirkung auf
C.elegans ausibt und ein fehlendes adaptatives Immunsystas Wirtsorganismus
C. elegans, welches Angriffsziel einiger Virulenzfaktoren demi#t (Alegado et al., 2003;
Finlay, 1999). Tatsachlich nut@. elegans in dem Prozess der bakteriellen Ingestion primér
die mechanische Zerkleinerungsfunktion seines plggglen Mahlapparates. In zweiter
Instanz wird dann ca. alle 45 s (Sekunden) duneé #iythmisch peristaltische Kontraktion der
Intestinaltrakt durch Defakation gesaubert. AufRerdesind die relativ immobilen
Zoelomozyten im Pseudocoelom beobachtet worden. &idozytieren kontinuierlich
Flussigkeit aus der Korperhohle. Allerdings ist \w@iner Phagozytose von mikrobiologischen
Organismen durch diese Zoelomozyten berichtet wordén der Abwehr von
Mikroorganosmen durclt. elegans sind drei Signalwege erforscht, deren Gegenpanh &u
Séaugetieren existiert: ein p38-like MAPK-Signalwegn TGF-3 Signalweg und ein IGF-1
Signalweg. Sie sind in multiple Immunantworten, wipoptose, Lysozymproduktion oder
Synthese von antimikrobiellen Peptiden implizi&ifii et al., 2005). Die Virulenzbestimmung
von verschiedenen Bakterienstimmen (Mutant versuisityyy oder Mutant) anhand des
Nematodenmodell€. elegans wird somit schon seit einigen Jahren (1999) eclursEine
wichtige Voraussetzung ist dabei ein die Mortalitfiss Nematoden beeinflussender Effekt
durch die verschiedenen Bakterienstdmme. Besorgtaranegative aber auch grampositive
Bakterienstdimme und deren Mutanten, sowie Pilzé it diesem Modell erforscht worden,
wie z. B. Pseudomonasaeruginosa (Mahajan-Miklos et al., 1999; Tan et al., 1999b),
Enterococcus faecalis (Garsin et al., 2001; Sifri et al., 2008aphyl ococcus aureus (Garsin et
al.,, 2001; Sifri et al., 2003),Cryptococcus neoformans (Mylonakis et al., 2002),
Saphylococcus epidermidis (Begun et al., 2007).

1.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, sith das C. elegans-Modell zur
Erforschung der Bedeutung verschiedener Virulernafak von Staphylokokken eignet.
Zunachst soll das optimalé. elegans-Staphylokokken-Pathogenitatsmodell etabliert werde
Anhand dessen sollen dann bereits identifiziertendnpathogene Virulenzfaktoren von
S epidermidis getestet werden. Vorausetzung hierfir ist der d&msvon S epidermidis

Transposonmutanten und Deletionsmutanten mit uwitEdlich ausgepragter Virulenz.
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Untersucht werden sollen Biofilmsynthese, Expression Proteasen, Lipasen uddlroxin.
Des Weiteren sollen KlinischeS. aureus-lsolate mit erhohter Expression spezieller
Virulenzfaktoren (PIA-Uberproduzierend, PVL-posjtivm C. elegans-Pathogenitatsmodell
getestet werden. Zusammenfassend soll untersuatitemeob es sich bei de. elegans-
Staphylokokken-Pathogenitatsmodell um ein  Basisthodeur Erforschung der

charakteristischen Virulenzfaktoren vBrepidermidis undS. aureus handelt.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterien

Tabelle 2.1-1Staphylococcus epidermidis-Stamme, die in der Arbeit verwendet wurden

Stamm Bemerkung Referenz

S. epidermidis Wildtypstamme

S epidermidis 1457 Stark biofilm-positives Isolat von(Mack et al,
einem infizierten zentralvendserl996a), (Mack e}
Katheter al., 1992)

S epidermidis 1057 Biofilm-positives Isolat von einemNedelmann et al),

infizierten zentralvendsen Katheter1998)

S epidermidis 9142 Biofilm-positives Isolat von einemMack et al., 1999)
infizierten zentralvendsen Katheter

S. epidermidis

Transposonmutante

1457-M10 Transposonmutante mit InsertigiMack et al., 1999)
von TrR17 inicaA

1057-M10 Transduktante von 1457-M10 ifMack et al., 2002)
S epidermidis 1057

9142-M10 Transduktante von 1457-M10 ifMack et al., 1999)

S epidermidis 9142

S. epidermidis Deletionsmutante

(homologer Genaustausch)

145%&igB S epidermidis 1457 mit Deletion (Knobloch et al.
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des GensigB 2004)

105%&igB Transduktante von 1457 8igin
S epidermidis 1057

145 sbUvw S epidermidis 1457 mit Deletion (Knobloch et al.
der GeneasbU, rsbV undrsbw 2004)

1057 sbUvW Transduktante von 1466UVW in
S epidermidis 1057

1457agr S epidermidis 1457 mit Deletion (Vuong et al., 2004
desagr Operons

1057agr S epidermidis 1057 mit Deletion
desagr Operons

1457agr sigB S epidermidis 1457 mit Deletion (Vuong et al., 2004
desagr Operons und des GesgB

1057agr sigB S epidermidis 1057 mit Deletion
desagr Operons und des GeggB

1457agr rsbUvVW S epidermidis 1457 mit Deletion

des agr Operons und der Gene
rsby, rsbV undrsbW

1057agr rsbUvw Transduktante von 148@r
rsbUVW in S epidermidis 1057

Tabelle 2.1-2Staphylococcus aureus- Stamme, die in der Arbeit verwendet wurden

Stamm Bemerkung Referenz
S. aureus
CF 2 Klinisches Lungenisolat eines an Cystischer Med. Mikrobiologie
Fibrose erkrankten Patienten, Universitatsklinikum Munster/PC
PIA Uberproduzierend Dr. B. Kahl
CF 146 Klinisches Lungenisolat eines an Cystischer Med. Mikrobiologie
Fibrose erkrankten Patienten, Universitatsklinikum Munster/PC
PIA Uberproduzierend Dr. B. Kahl
CF 230 Klinisches Lungenisolat eines an Cystischer Med. Mikrobiologie
Fibrose erkrankten Patienten Universitatsklinikum Munster/PO
Dr. B. Kahl

CA 10 Klinisches Wundisolat, Community acquired séiStudie
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MRSA, PVL positiv
CA 32 Klinisches Isolat, Community acquired diese Studie

MRSA, PVL positiv
ATCC MSSA, PVL positiv ATCC American Tissue Culture
49775 Collection: www.atcc.org/)

Tabelle 2.1-4 Escherichia Coli-Stamm, der in der Abveit verwendet wurde

Stamm Bemerkung Referenz

Escherichia coli OP 50 Uracil auxotroph. Limitieyte ~ CGC (Caenorhabditis Genetics
Wachstum auf NGM Center), University of Minnesota, St

Paul

2.1.2 C. elegans

Es wurde ausschlief3lich mit dem Starfrelegans Bristol N2 aus dem CGC (Caenorhabditis
Genetics Center, University of Minnesota, St. PAUR.A.) gearbeitet.

2.1.3 Gerate
Gerate Hersteller
Mikroskop 47 50 22 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutsuthl
Sicherheitswerkbank Klasse 2, NU 440-300E NuaikgmButh, USA
Brutschrank 5050E Heraeus-Christ, Osterode, Delatsdh
Brutschrank 2771 Kottermann, Uetze/Héanigsen, Déldsd
Megafuge 3.0 R Kihlzentrifuge Heraeus-Christ, @ster Deutschland
Schuttelinkubator New Brunswick scientific Co., N&munswick,

USA

Schittelwasserbad GFL 1083 AD Krauth, Hamburg, Behland
Eppendorfschiittler Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Feinwaage 2432 Leitz, Wetzlar, Deutschland

2.1.4 Gebrauchsmaterialien

Material Hersteller




25

Petrischalen, 92 x 16 mm Nerbe, Winsen/Luhe, Délasd
Petrischalen, 35 x 10 mm Becton Dickinson, CockigswWid, USA
PP-Rohrchen, 15 ml und 50 ml Greiner bio-one, femtlausen, Deutschland
PS-R6hrchen, 12 ml Greiner bio-one, FrickenhauSentschland

2.1.5 Puffer, Losungen und Nahrmedien

Die folgenden Angaben zu den verschiedenen PutfachLosungen sind auf jeweils 100 ml
berechnet und es wurde voll entionisiertes Wasseutat. Die Chemikalien sind analysenreine
Substanzen von den Firmen Merck (Darmstadt, Delaisdh Roth (Karlsruhe, Deutschland)
und Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. Aflenutzten Geratschaften waren

standardgemalf autoklaviert.

2.1.5.1Filr die Manipulation der Bakterienstamme

Néahrmedien:
-Columbia Agar with sheep blood plus
-TSB-BBL.: Trypticase Soy Broth (BBL)
-LB: Luria-Bertani Brihe

Diese Nahrmedien stammen von den Firmen Bectonim¥ok (Cockeysville, Md, USA),
Oxoid (Basingstoke, England) und J.T. Backer (Dé&sterHolland).

2.1.5.2Fur die Manipulation von C. elegans
-M9 Pulffer: 3,0 g KEPO,
6,0 g NgHPO, 2H,0
5,0 g NaCl

nach dem Autoklavieren Zugabe von

1ml 0,1 M MgS@

-Bleaching-Ldsung 12 % NaOCI
2 M NaOH
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im Verhaltnis 1:1
Nahrmedien:
Die Nahrmedien sind nach Zugabe von Wasser 15bmirl21°C und 3,0 bar
in einem Dampfautoklaven sterilisiert worden. Naédien und andere
Grundsubstanzen stammen von den Firmen Bectokin3an (Cockeysuville,
Md, USA), Oxoid (Basingstoke, England) und J.acBer (Deventer,

Holland)
-NGM
(Nematode Growth Medium) 3,0 g NaCl
2,5 g Peptone (Soya Peptone)
17,0 g Bacto Agar
nach dem Autoklavieren Zugabe von
1mi 5,0 g/l Cholesterin in 100 % EtOH
0,5 ml: 1M CaGl 2H,0 (27,7 g CaGl250ml)
1ml 1M MgSQ (61,629 MgS@ 7H,0/250 ml)
25 ml: 1M KHPQ,, pH 6,0
-TSB
(Trypton Soya Brihe) 30,0 g TSB (Becton Dickims
15,0 g Bacto-Agar
pH 7,3
-LB:
(Luria-Bertani Bruhe) 10,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
10,0 g/l NaCl

pH 7,0
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Antibiotika-Stammlésungen:

Aztreonam 10,0 mg/ml
Gentamicin 40,0 mg/ml
Polymixin B sulfate 20,0 mg/ml

Die Endkonzentration aller Antibiotika betragt inGNI- und TSB-Agar jeweils
20,0pg/ml.

Flussigkultur:
Fir einen Tube : 5 ml Basalmedium
1 ml Hamoglobin
250ul Aztreonam a 10,0 mg/ml

2.2 Methoden
2.2.1 Bakterien

2.2.1.1Bakterienkulturen fur die verschiedenen Versuchsrdien

Die Bakterienkulturen wurden mit Hilfe des Dreidaasstrichs auf Columbia Blutagarplatten
ausgestrichen und bei 37°C im Brutschrank inkubibfit sterilen Plastikimpfoésen wurde
jeweils eine einzeln stehende Bakterienkolonie den vorliegenden Columbia-Agarplatte
entnommen und in 3ml TSB-BBL verrohrt. Dann wurdeese Bakterienvorkultur fur
18 Stunden im Schittler bei 37°C inkubiert. Die esbaltene Bakteriensuspension war nun

bereit fur die Versuchsreihen zur Sterbekinetik Goelegans.

2.2.1.2Bakterienkultur als Nahrungsquelle fir C. elegans

Als Nahrungsquelle fUIC. elegans wurde der Bakterienstamm OP 50 der Gattihgoli
benutzt. Um eine ideale OP 50 Suspension als Nghauelle fur die Wirmer zu erhalten
wurde folgendermaf3en verfahren. Mit einer steriRiastikimpfose wurde eine einzelne
E. coli OP 50 Kolonie in 50 ml LB-Medium suspendiert und dann 8éfC fur 18 Stunden in
den Schittelinkubator gestellt. Versuchsweise wulidselbige Bakteriensuspension bei 95°C

fur 10 min erhitzt, um das Wachstum d&eicoli OP 50 Kolonien zu reduzieren.
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2.2.2 Arbeitsweisen mit C. elegans

2.2.2.1Kulturerhaltung von C. elegans

Fur eine ideale Entwicklung und ein schnelles Wagchs bendtigen C. elegans als
Nahrungsquelle den Bakterienstankincoli OP 50 und als Trockenkultur NGM-Agarplatten.
Die NGM-Agarplatten mit dei€. elegans wurden mit Parafilm luftdicht verschlossen und bei
20°C in den Brutschrank gestellt. Fur die Flussigkukonnten die Wirmer auch in 5 ml
Basalmedium, Hamoglobin und 0,250 ml Aztreonam gegerden, um dann auf dem
Schuttler oder im Brutschrank bei 20°C gelagertveuden. Vorzugsweise sollten die Wirmer
dunkel gelagert werden. Daher wurde die Flussigkutbit Aluminiumfilm umwickelt und
auch die Agarplatten mit deb elegans nicht fir langere Zeit als notwendig im Lichtstrdles

Mikroskops stehen gelassen.

2.2.2.2\Wurmibertragung

Mit Hilfe einer Wimper

Da der ausgewachsefi® elegans nur eine durchschnittliche GréRe von 1mm erreikhfn
man ihn mit bloBem Auge zwar erkennen, aber niabhgemar manipulieren. Die folgende
Manipulation wurde also unter dem Mikroskop durdiibet. Mit einer leicht geschwungenen
Augenwimper, die mit Sekundenkleber an einer Pepsipitze befestigt worden war, wurde der
Wurm von der Agarplatte gel6st, indem die Wimpegefdhr in einem Winkel von 90° unter
den Wurm geschoben wurde. Danach wurde er mit daienten Gleitbewegung auf der

Wimper hochgehoben und so auf seinen Zielplatztgese

Mit Hilfe eines Agarblockes

Es wurde eine NGM-Platte mitC. elegans im Stadium L3 ausgewahlt. Auf der

Sicherheitswerkbank wurde mit einem sterilen SKhlpm 2 x 2 cm grofRer Agarblock mit

maoglichst vielen Wirmern aus dieser ausgewahltettd?lausgeschnitten und auf eine mit
OP 50 als Nahrungsquelle beimpften, neue NGM-Agarplatibertragen. Dabei war zu

beachten, dass der Block mit der Oberseite nadnuauf die neue Platte deponiert wurde.
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2.2.2.3Eiergewinnung zur Synchronisierung einerC. elegans Population

Methode 1:

Um eine synchrone Population vo@. elegans zu erhalten, wurde das Verfahren der
Eiergewinnung genutzt. Eine NGM-Agarplatte, dieelegans mit graviden Hermaphroditen
bzw. Eiern enthielt, wurde mit 5 ml M9 Puffer gekpDie Flissigkeit wurde mehrmals Uber
die Agarplatte pipettiert, um so viele gravideelegans und Eier wie mdglich von der Platte zu
I6sen. Diese Spullésung wurde dann zusammen mit Bleeching-Lésung in einem 15 ml
Falcontube gut gemischt. Diese Mischung wurde alein fir mehrere Sekunden geschiittelt,
um zu garantieren, dass sich die Wurmer aller 8tadiersetzten. Um die L6sung von
restlichen Zellbestandteilen zu trennen, wurdedsien ein erstes Mal 3 min bei 948 in
einer Kuhlzentrifugezentrifugiert und anschlieBend der Uberstand vbtigjcbis auf 0,1 ml
abpipettiert. Dann wurden nochmals 5 ml M9 Pufferden so erhaltenen Eiern hinzugegben
und die gesamte Mischung noch einmal bei ¥43fir 3 min zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand von neuem bis auf 0,1 ml abpipettiertdeor war, konnten die so erhaltenen
gereinigten Wurmeier problemlos auf eine NGM-Agatyd pipettiert werden. Auf diese
NGM-Agarplatte waren vorher 0,5 il coli OP 50 als Nahrungsquelle gegeben worden und
fur 45 min auf einer Sicherheitswerkbank zum Arkreen gestellt worden. Die NGM-
Agarplatten mit den Eiern wurden dann mit Haftfirarschlossen und bis zum Erreichen des

gewulnschten Larvenstadiums bei 20°C in den Brudsdhgestellt.

Methode 2:

Auf eine NGM-Agarplatte wurden 0,5 r&l coli OP 50 als Nahrungsquelle pipettiert und diese
Platte fir 45 min zum Trocknen auf einer Sichedvairkbank gestellt. Anschlie3end wurde
ein 0,05 ml groRer Tropfen Bleaching-Lésung auf Aneal dieser NGM-Platte gegeben, in
dem sich keirE. coli befand, um das Penetrieren der Bleaching-Losundem Bereich des
OP 50 Teppichs zu verhindern. Innerhalb von wenigen NMenuwvurden dann mit Hilfe einer
Wimper, die in einer Pipettenspitze mit Sekundemédebefestigt worden war, 10 gravide
Wirmer in diesen noch feuchten Tropfen Ubertragem,deren Zersetzung zu gewahrleisten.

Auf diese Weise blieben nur die Eier erhalten.

2.2.2.4Verbesserte Kultivierung von grampositiven Keimen

Um ein Uberwachsen der grampositiven Bakterienkeitudurch den gramnegativen Keim

E. coli OP 50 in den Versuchsreihen zu verhindern, wurden folgeAdhtibiotika genutzt:
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Aztreonam und Gentamicin. Die Endkonzentrationjeleriligen Antibiotika-Stammldsung im
NGM- oder TSB-Agar betrug 20g/ml. Die gereinigten Wurmeier wurden auf eine mit
Gentamicin angereicherte NGM-Agarplatte pipetti&uf diese NGM-G-Agarplatte waren
vorher 0,5 mlE. coli OP 50 als Nahrungsquelle gegeben worden und fur 45 mineme
Sicherheitswerkbank zum Antrocknen gestellt word®&ie verschiedenen zu testenden
grampositive Bakterienstamme wurden dagegen awgneimit Aztreonam angereicherten
TSB-Agar kultiviert.

2.2.3 Bestimmung der Sterbekinetik von  C. elegans

Die Bestimmung der Sterbekinetik vo@. elegans erfolgte auf Petrischalen mit einem
Durchmesser von 35x 10 mm der Firma Becton Dickinsdie TSB-Agar mit dem
Antibiotikazusatz Aztreonam enthielten. Die jewgsli Kontrollreihe mitOP 50 wurde ohne
Antibiotika durchgefuhrt. Zu Versuchsbeginn wurderi der Sicherheitswerkbank je 0,150 ml
der gewilnschten Bakteriensuspension auf die TSBpMten mit Antibiotikazusatz
pipettiert. Nach einer Trockenzeit von 60 min ka&mtdann jeweils 10C. elegans des
gewilnschten Stadiums mit der Wimper-Methode aufstievorbereiteten TSB-Aztreonam-
Agarplatten Ubertragen werden. Dieser Moment wutden als Zeitpunkt O bezeichnet. Es
wurde dann jeweils alle 24 Stunden unter dem Lidkioskop die Anzahl der so

verbleibenderC. elegans bestimmt. Diese Zeitpunkte wurden mit 1, 2, 3, bazeichnet.

2.2.4 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse ulak Vierfeldertafel bzw. (der Chi-
Quadrat-Vierfeldertest) benutzt. Dabei handelt ieB sm ein relativ einfaches statistisches
Testverfahren. In eine Kontingenztafel wird die binangigkeit zweier qualitativer Merkmale
verglichen. Man prift, ob tatsachliche und thesddte Haufigkeiten von Ereignissen in
Einklang zu bringen sind. Es wird also gepruft,ilote Differenz wesentlich oder zufallig ist
und somit die Signifikanz des Tests bestimmt. Aglikanzniveau, d.h. obere Grenze fir die
Irrtumswahrscheinlichkeit wird$0,05 festgelegt. Bei g 0,01 ist von einer hohen Signifikanz
auszugehen. Fur die Berechnung wurde die virtuébefeldertafel-Analyse des Institutes fur
Biometrie der Medizinischen Hochschule Hannover uggn (http://www.mh-
hannover.de/institute/biometrie/JUMBO/bio/vierf.htm
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Methode

Samtliche Arbeitsmethoden zur Wurmeiergewinnungltiierung und Kulturerhaltung der
C. elegans Populationen wurden aasic Culture Methods von J. A. Lewis und J. T. Fleming.
Ubernommen. Im Laufe der ersten Versuchsreihehestedich Schwierigkeiten ein. Bei den zu
testenden Bakterienstammen handelte es sich umpgsdtine Bakterien. Im Gegensatz dazu
wurden als Nahrungsmedium flucC. elegans die gramnegativen Enterobacteriaceae
E. coli OP 50 genutzt. In den ersten Versuchsreihen wurde betdtaaass auf den kleinen
TSB-Agarplatten mit konfluentem grampositiven Baiderasen eine Uberwucherung durch
E. coli OP 50 stattfand. In diesen gramnegativen Arealen wareméagfe C. elegans
anzutreffen. Die fur dieses Ereignis verantworticthMechanismen mussten zunachst im
Rahmen des Versuchs identifiziert werden, um sispeachend modifizieren zu kénnen. Dabei
stellte sich heraus, dass der Transfer Eocoli OP 50 auf die 35 x 10 mm grof3en Petrischalen
zweifelsfrei bei der Ubertragung vod. elegans auf die TSB-Agarplatte erfolgte, weil die
C. elegans Populationen vorher mik. coli OP 50 kultiviert worden waren. In mehreren
Ansatzen wurde nun versucht mit verschiedenen Meadibnen der Methode diese

Beeintrachtigungen erfolgreich zu verhindern.

Friihe Kultivierung grampositiver Bakterien und Spilen der C. elegans vor Uberimpfung
Zunachst wurde der Effekt der Generationszeit voamgositiven und gramnegativen

Bakterien neutralisiert. Statt der gleichzeitigeultkzierung von grampositiven Bakterien und
dem Ubersetzen von mikE. coli OP 50 kontaminiertenC. elegans, wurde nun mehr der
grampositive Bakterienteppich auf den TSB-Agarplatvorher angesetzt. Aul3erdem wurden
die mit E. coli OP 50 aufgezogenen und somit auch oberflachlich kontaarten C. elegans

mit 5 ml M9-Puffer auf ihrer NGM-Agarplatte gespiiihd auf eine weitere NGM-Agarplatte
ohnekE. cali Ubertragen. Diese beiden Ansatze fuhrten zwar zereipéteren, aber trotzdem
doch relevanten Kontamination nfit coli OP 50. Nach diesem ersten nicht sehr erfolgreichen

Versuch mussten nun andere Ansatze ausprobierewerd

Erhitzen der E. coli OP 50 Suspension

Bei diesem zweiten Ansatz wurde von der Uberleganggegangen, dass ein erhitzter und

somit abgetottetek. coli OP 50 zu keiner Kontaminierung des grampositiven Bakteesens
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fahig sei. Es musste nun also anhand einer Verseiblasgeklart werden, ob eine abgetotete
E. coli OP 50 Suspension fur die Kultivierung vof. elegans ausreichend sei. In einem
dreitdgigen Versuch wurden auf die jeweils mit &tlen und nicht erhitztei. coli OP 50
beimpften NGM-Agarplatten eine gleiche Quantitah ¥ elegans Wurmeiern gegeben. Nach
drei Tagen wurde die Anzahl dér elegans verglichen. Die Population vdd. elegans, die auf
dem erhitzten OP 50 kultiviert worden war, war unehmals ein Drittel kleiner, als die
Population auf der NGM-Agarplatte mit nicht erhéizt OP 50. Ein soweit eingeschrénktes
Wachstum vonC. elegans ist suboptimal und konnte fir die weiteren Versuelinen zur

Bestimmung der Sterbekinetek v@nelegans nicht genutzt werden.

Antibiotika mit gramnegativem Wirkspektrum

Der letzte Ansatz beruhte auf der selektiv gramtiegya Bakterizidie einiger Antibiotika.
Folgende Antibiotika wurden daher fur den Versuehugzt:
= Aztreonam aus der Gruppe der Monobaktame (ein aaimgegative Erreger
hochwirksames [3-Laktamantibiotikum)
= Gentamicin aus der Gruppe der Aminoglycoside (Bpeiktrumantibiotikum mit
besonderer Wirksamkeit auf gramnegative Stabchen)

= Polymyxin B (hohe Wirksamkeit auf gramnegative e

Fur diese Versuchsreihe wurden Agarplatten mit ejpemannten Antibiotika gegossen und
dann jeweils mit nicht erhitzteri. coli OP 50 beimpft. Des Weiteren wurden die gleichen
Proben ein zweites Mal, wie beschrieben, angeledtdann jeweils die gleiche Quantitat von
C. elegans Wurmeiern dazugegeben. Nun wurden jeweils die Waahsrate vork. coli und

C. elegans bestimmt. Hierbei wurde nun beobachtet, dass diendtamsrate vok. coli OP 50

in den ersten zwei Tagen durch Aztreonam reduziger dieC. elegans Entwicklung
keineswegs beeintrachtigt war. In dem Versuch n@nt&micin war die Wachstumsrate von
E. coli signifikant eingeschrankt, wéahrend das Wachstum @oelegans nicht eingeschrankt
war. Eine Kombination dieser beiden Antibiotika Heta sowohl signifikant die
Wachstumsrate dét. coli, als auch geringfligig die, d€x elegans Population. Mit Polymyxin

B hingegen wurde ein am ersten Tag verminderteshéfam vonE. coli beobachtet, welches
jedoch am zweiten nicht mehr signifikant zu seiniesc. Die Entwicklung voIt. elegans war
jedoch durch Polymyxin B wesentlich vermindert.

Durch diese Versuchsreihen konnte nun eine erficlggeAnderung der initialen Methoden

veranlasst werden. Die Optimierung und somit E#mbhg einer feststehenden Methode
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bestand nun in folgender Versuchskonstellation: Kudtivierung derC. elegans Wurmeier
erfolgte auf einem mit 20g/ml Gentamicin angereicherten NGM-Agar, um das Ngaon
von E. coli OP 50 zu reduzieren. Die Bestimmung der Sterbekinetik @Gomelegans erfolgte
auf den 35 x 10 mm grofRen mit 2§/ml Aztreonam angereicherten TSB-Agarplatten, uen d
Wachstumsrate vok. coli OP 50 einzuschranken, aber gleichzeitig die v@relegans nicht
zu beeinflussen. Die folgenden Versuchsreihen wur@deisnahmslos mit der vorher
beschriebenen optimierten Methode durchgeflihrteDafirden jeweils drei Versuchsreihen a
10 Wurmer durchgefuhrt. Der Kontrollversuch erfelgtets mik. coli OP 50. Variable waren
jeweils die zu testenden Bakterienstamme. Die Hngeb wurden addiert und graphisch

dargestellt.

3.2 Pathogenitatsbestimmung unterschiedlicher Bakte rienstamme

3.2.1 Pathogenitat von S. epidermidis Wildtypstdmmen fir C. elegans

Wildtyp S. epidermidisversusE. coli OP 50

Im ersten Versuch wurde untersucht, wie sich dierlfgkinetik vonC. elegans durch die
biofilm-positiven WildtypstammeS. epidermidis 1457, 1057 und 9142 als Nahrungsquelle
darstellt (Abbildung 3-1). Alle drei Stamme sindofidim-positive klinische Isolate von
Zentralen Venenkathetern. Beb epidermidis 1457 handelt es sich um einen stark

biofilmbildenden Stamm.
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Abbildung 3-1: Sterbekinetik von C. elegans auf den S. epidermidis Wildtypstammen 1057, 1457 und 9142
unter Standardbedingungen mitE. coli OP 50 als Negativkontrolle. Dargestellt ist die Anzahl de jeweils
noch lebenden C. elegans. Der Versuch wurde in 3 unabhangigen Experimenten al0 Wirmern

durchgefuhrt.

Es zeigte sich in den ersten 4 Tagen eine statistsgnifikant erhdohte Sterberate von
C. elegans durch die dreiS. epidermidis-Stamme 1457, 1057 und 914@& Vergleich zur
Kontrollgruppe mitE. coli OP 50 (S. epidermidis 1457: p<0,01 nach 2 Tage8;epidermidis
1057: p<0,01 nach 3 Tagef; epidermidis 9142: p<0,01 nach 4 Tagergin signifikanter
Unterschied zwischen des epidermidis-Stammen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Es konnte also in diesem Tiermodell anhand des hetaaC. elegans gezeigt werden, dass
eine erhohte Pathogenitat der Wildtypstam@epidermidis 1457, 1057 und 9142um

signifikant erhéhten Wurmsterben flhrt.

3.2.2 Pathognitat von PIA (polysaccharide intercel  lular adhesin)

S. epidermidis Wildtypstdmme versus M10 Transposonmutante

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob diefilBibildung eine Bedeutung in der
Pathogenitat vors. epidermidis auf C. elegans hat. Dafir wurden diecaADBC inaktivierten
Transposonmutanten gewahlt. Es handelt sich somitPUA negative Mutanten (Klasse |
Mutanten), welche nicht mehr fahig sind, einen HBwofzu akkumulieren oder gréf3ere
Zellaggregate zu bilden. Es wurden also Siepidermidis Wildtypstamme 1457, 1057 und
9142 im Vergleich mit den Transposonmutanten 143DM057-M10 und 9142-M10 getestet
(Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Unter Standardbedingungen untersuch¢ Sterbekinetik von C.elegans auf den
S. epidermidis Wildtypstammen 1457, 1057 und 9142 im Vergleich zden Transposonmutanten 1457-M10,
1057-M10 und 9142-M10 mitE. coli OP 50 als Negativkontrolle. Der Versuch wurde in 3 unabhégigen

Experimenten a 10 Wirmern durchgefihrt.

Wahrend in der Sterbekinetik vo@. elegans kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen derS. epidermidis Wildtypstammen 1457 und 1057 und den Transposcamier
1457-M10 und 1057-M10 dargestellt werden konnEeggidermidis 1457 versus 1457-M10:
p>0,05; S epidermidis 1057 versus 1057-M10: p>0,05) verhielt es sichdem Vergleich
S.epidermidis 9142 versus 9142-M10 anders. Hier war ein statistigeringes signifikantes
Absterben mit 9142-M10 zu beobachté&dpidermidis 9142 versus 9142-M10: p<0,05 nach 1
Tag).

3.2.3 Bedeutung globaler Regulatoren in der Sterbek inetik von C. elegans

Einige Regulatorgene, wiesigB- und agr-Systeme sind fur die Regulation von
Virulenzfaktoren bei Staphylokokken bedeutsam. én éblgenden Versuchsreihen wurde ihr

Einflul3 auf die Sterbekinetik vad. elegans untersucht.
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3.2.3.1 Der alternative Sigmafaktor B

S. epidermidis Wildtypstamme versus DeletionsmutantesigB und rsbUVW

Diese Versuchsreihe sollte zeigen, ob eine DelalemGenesigB und rsbUVW, welche eine
regulatorische Funktion auf diggB Aktivitat haben, eine verminderte Sterbekinetiknvo
C. élegans zur Folge haben. Es wurden deepidermidis Wildtypstamme 1457 und 1057 im
Vergleich mit den Deletionsmutanten 14&B, 1054&gB, 145%sbUVW und 1057sbUVW
getestet (Abbildung 3-3). DieigB-Deletionsmutante zeichnet sich durch eine vermiede
Biofilmsynthese aus. Durch einen positiven Regatemechanismus voagr ist aber die
Virulenzfaktorsynthese erhoht. Im Gegenteil dazu dge rsbUVW-Deletionsmutante stark

biofilmpositiv bei verminderter Virulenzfaktorprokiion.
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Abbildung 3-3: Unter Standardbedingungen untersuch¢ Sterbekinetik von C.elegans auf den
S. epidermidis Wildtypstammen 1457 und 1057 im Vergleich zu den &etionsmutanten 145%gB, 105%&igB,
1457%sbUVW und 105%sbUVW mit E. coli OP 50 als Negativkontrolle. Der Versuch wurde in 3

unabhéngigen Experimenten a 10 Wirmern durchgefihrt

Es konnte weder eine statistisch signifikante Défe in der Sterbekinetik vad. elegans im

Vergleich vonS. epidermidis 1457 mit 1458 gB (p>0,05) und 1458bUVW (p>0,05) ermittelt
werden, noch im Vergleich vo@ epidermidis 1057 mit 105%gB (p>0,05) und 105BbUVW
(p>0,05).
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3.2.3.2 Dasagr-System (acessory gene regulator)

S. epidermidis Wildtypstamme versus Deletionsmutantegr

In dieser Versuchsreihe wurde bestimmt, ob die b8tenetik von C. elegans durch die
S epidermidis Mutante mit Deletion des Geiagr erhoht war. Beagr handelt es sich um ein
Gen, welches die Expression zahlreicher Staphylodol/irulenzfaktoren kontrolliert.
Anzumerken ist hier auch die negative Regulierungr diofilmbildung. Die agr-
Deletionsmutante ist durch eine vermehrte Biofilisiong und stark verringerte Expression
von Virulenzfaktoren charakterisiert. Untersuchtrédan die S epidermidis Wildtypstamme
1457 und 1057 im Vergleich zu den Deletionsmutad#siagr und 105agr (Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4: Unter Standardbedingungen untersuché Sterbekinetik von C.elegans auf den
S. epidermidis Wildtypstammen 1457 und 1057 im Vergleich zu den @&etionsmutanten 145@gr und
1057agr mit E. coli OP 50 als Negativkontrolle. Der Versuch wurde in 3 unabhégigen Experimenten a 10

Wirmern durchgefihrt.

Auch in diesem Versuch zeigte sich keine statistsgnifikante Differenz in der Sterbekinetik
der C. elegans Population und den Deletionsmutanté&epidermidis 1457 versus 14%gr:
p>0,05;S. epidermidis 1057 versus 10%gr: p>0,05).
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3.2.3.3DeletionsmutantensigBagr und rsbUVWagr

S. epidermidis Wildtypstamme versus DeletionsmutantesigBagr und rsbUVWagr

In diesem letzten Versuch mit dem Bakterienstahapidermidis wurde die Sterbekinetik von
C. elegans mit den DeletionsmutantersigBagr und rsbUVWagr untersucht. Es handelt sich
hierbei um Bakterienstamme, die jeweils die (in.32 und 3.2.3.2 beschriebenen) beiden
Charakteristika der Deletionsmutarsgr undsigB bzw.rsbUVW in sichvereinen. Es sollte so
verifiziert werden, ob mit dieser Variante einer oher Virulenzfaktorsynthese stark
eingeschréankten, aber hochgradig biofilm-positiveMutante  (sbUVWagr) eine
unterschiedliche Sterbekinetik vorC. elegans beobachtet werden konnte. Bei der
DeletionsmutantersigBagr sind sowohl Virulenzfaktorproduktion als auch Bimkynthese
vermindert. Untersucht wurden di& epidermidis Wildtypstamme 1457 und 1057 im
Vergleich zu den Deletionsmutanten 1g§Bagr und 1457rsbUVWagr sowie 1057%&igBagr
und 1057rsbUVWagr (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Unter Standardbedingungen untersuch¢ Sterbekinetik von C.elegans auf den
S. epidermidis Wildtypstammen 1457und 1057 im Vergleich zu den Detionsmutanten 1457sigBagr,
1057sigBagr, 1457rsbUVWagr und 1057rsbUVWagr mit E. coli OP 50 als Negativkontrolle. Der Versuch

wurde in 3 unabhéngigen Experimenten a 10 Wirmern drchgefuhrt.
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Auch dieser Versuch zeigte kein statistisch sigaift héheres Absterben d€. elegans
Population auf den Deletionsmutante® gpidermidis 1457 versus 1453gBagr: p>0,05;
S epidermidis 1457 versus 145&bUVWagr: p>0,05; S epidermidis 1057 versus
1057sigBagr: p>0,05;S epidermidis 1057 versus 105&bUVWagr: p>0,05).

3.2.4 Pathogenitat diverser S. aureus-Stamme fir C. elegans

S. aureusversuskE. coli OP 50

Im folgenden Versuch wurde die Pathogenitat diveBsaureus-Stamme flrC. elegans unter
den bereits bekannten Versuchsbedingungen untérsiefben der Negativkontrolle mit
E.coli wurden folgende S aureus-Stdmme genutzt: derS aureus Referenzstamm
ATCC 49775 (American Tissue Culture Collectionk Hiinischen Isolate CF 2, CF 146 (beide
sind PIA Uberproduzierend) und CF 230 von an Cgiséis Fibrose erkrankten Patienten und
ferner die klinischen Wundisolate CA 10 und CA 3&gi PVL-positive community acquired
MRSA Stamme.
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Abbildung 3-6: Unter Standardbedingungen untersuch¢ Sterbekinetik von C. elegans an den S. aureus-
Stammen CF 2, CF 146, CF 230, CA 10, CA 32, ATCC 4®5 im Vergleich mitE. coli OP 50. Der Versuch

wurde in 3 unabhéngigen Experimenten & 10 Wirmern drchgefuhrt.
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Es konnte anhand der Ergebnisse eindeutig gezeigien, dass eine statistisch signifikant
erhohte Sterberate vad elegans mit denS. aureus-Stammen CF 2 (p<0,01 nach 1 Tag), CF
146 (p<0,01 nach 2 Tagen) und ATCC 49775 (p<0,08hna Tagen) im Vergleich zu
E. coli OP 50 zu beobachten war. Bei den Stamnt&maureus CF 230, CA 10 und CA 32
konnte keine signifikant erhdhte Sterbekinetik Warelegans im Vergleich mitE. coli OP 50
festgestellt werdenS(aureus CF 230 versu. coli OP 50: p>0,05;S. aureus CA 10 versus

E. coli OP 50: p>0,05;S aureus CA 32 versug. coli OP 50: p>0,05).

4 Diskussion

Auch im heutigen Zeitalter der modernen Medizin hoth entwickelten diagnostischen und
therapeutischen Verfahren stellen bakterielle lidglen einen wichtigen Anteil der Morbiditat
und Mortalitat dar. In Deutschland werden nosokdeniafektionen unter anderem statistisch
vom Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System @&l3les Nationalen Referenzzentrums
fur Surveillance von nosokomialen Infektionen (NR&)fgearbeitet. Basierend auf deren
Daten und denen des Statistischen Bundesamtes tmetéeutschland mehr als 60.000
nosokomiale Infektionen auf Intensivstationen uadi?28.000 postoperative Wundinfektionen
pro Jahr auf. Auf der Basis von Hochrechnungen karibeutschland von insgesamt 500.000
bis 800.000 nosokomialen Infektionen ausgegangerdeme (Robert Koch Institut, 2002).
Antibiotikaresistente Keime, insbesondere MRSAglgm hierbei eine herausragende Rolle.
Sie sind im Jahr 2008 in deutschen Krankenhdusetgerider klinischer Herkunft:
Wundinfektionen (52 %), Beatmungspneumonien (15 B&dkteridamie/Sepsis (11 %) und
Harnwegsinfekte (10 %) (Robert Koch Institut, 2009%as ist daher von grofRer Bedeutung
neue Ansatzpunkte in der antibiotischen Therapieidantifizieren und dieses mit dem
geringest moglichen arbeitstechnischen, materiel@riogischen, zeitlichen und finanziellen
Aufwand. Da Saugetiermodelle zu diesem Zweck inlevie Hinsicht aufwendig sind,
etablierte F. M. Ausubel zur Erforschung der baktien Einflisse aufC. elegans im Jahr
1999 das Pathogenitatsmodé€llelegans-Pseudomonas aeruginosa. Es wurde von C. D. Sifri
in den folgenden Jahren weiterentwickelt und finedse Bakterienstdmme zur Erforschung der
Interaktionen zwischen bakteriellen Virulenzfaktorend Wirtsabwehrmechanismen genutzt
(Sifri et al., 2005; Tan et al., 1999a). In derliegenden Arbeit wurde in Anlehnung an das
beschriebene Modell die Pathogenitat unterschieeltic Staphylokokken-Stamme im
PathogenitatsmodelC. elegans getestet. Gegenstand dieser Arbeit war die Erfonsg der
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Bedeutung verschiedener Virulenzfaktoren varepidermidis und S aureus anhand eines
optimierten C. elegans-Staphylokokken-Pathogenitdtsmodells. Zusammenfidssesollte
untersucht werden, ob es sich bei dénelegans-Pathogenitatsmodell um ein Basismodell zur
Erforschung der charakteristischen Virulenzfaktoren S epidermidis und S. aureus handelt.

Es wurden bereits identifizierte humanpathogeneal¥inzfaktoren vors epidermidis getestet.
Dabei wurden insbesondere die WildtypstamB8epidermidis 1457, 1057 und 9142 im
Vergleich mit den Transposonmutant&repidermidis 1457-M10, 1057-M10, 9142-M10 und
den DeletionsmutantesigB, rsbUVW undagr klinisch getestet. Sie charakterisieren sich durch
unterschiedlich ausgepragte Biofilmsynthese, Exgioesvon Proteasen, Lipasen uidoxin.
Des Weiteren sollten KklinischeS aureus-Isolate mit erhohter Expression spezieller
Virulenzfaktoren (PIA-Uberproduzierend, PVL-posjtivm C. elegans-Pathogenitatsmodell
untersucht werden und auch mit ihnen erforscht ererdb durch diese Faktoren eine erhdhte
Sterbekinetik vorC. elegans detektiert werden kann. Voraussetzung fur diesesisreinen
war die Annahme, dass die wichtigen offensiveraatsh defensiven funktionellen Aspekte der
Pathogenese durch Staphylokokken in Saugern, \fateeb und Invertebraten &quivalent
seien, wie von F. Ausubel anhand deéselegans-P. aeruginosa Modells fiir Pseudomonas
aeruginosa und C. elegans postuliert worden war. Dadurch kann nilt elegans ein Modell
genutzt werden, welches genetisch gut erforscht Bst bestehe so die Mdglichkeit auf
genetischer Ebene die Interaktionen zwischen \mafektoren des Pathogens und
wirtseigenen Abwehrmechanismen zu erforschen (Taal.e 1999a). In den vorliegenden
Versuchsreihen wurde die Methode des ,slow-killiggtvahlt, welche sich Gber mehrere Tage
hinzieht und sich durch einen anderen Mechanismlsg]ie des ,fast-killing* auszeichnet. Es
handelt sich hierbei um einen einer Infektion ahdeh Prozess, der mit einer Ansammlung
von proliferierenden Bakterien im Darmtrakt des M#éwmden einhergeht (Tan et al., 1999b).
Vor dem eigentlichen Beginn der Versuchsreihen lgtdo eine Optimierung, der zur
Durchfihrung der Arbeit bendétigten Methode. Diedmeser Arbeit genutzten Nahrmedien
TSB-BBL, Columbia-Blutagar und LB Medium zur Kulgrung der Bakterien entsprechen
den Standardkulturbedingungen und sind auch inv@esuchsreihen von C. D. Sifri und D. A.
Garsin genutzt worden. In dieser Arbeit wurde epliauf eine Kultivierung von
E. coli OP 50, der Nahrungsquelle fi@. elegans, auf BHI (Brain Heart Infusion) verzichtet. Es
war in den Versuchsreihnen von D.A. Garsin eine ilgmt erhdhte Sterblichkeit von
C. elegans durch Inokulation von auf BHI kultiviertek. coli beobachtet worden. Vielleicht
wird durch das reichhaltige BHI Medium eine Expressvon Virulenzfaktoren induziert, die
fur C. elegans letal sind (Garsin et al., 2001; Sifri et al., 3p0Die Kultivierung und
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Kulturerhaltung vonC. elegans erfolgte nach den Ublichen StandardbedingungenN&ai¥1-
Agar bei ca. 20°C (Brenner, 1974; Lewis und Flemii95). Zur Manipulation einzelner
C. elegans wurde in dieser Arbeit eine spezielle Methode érkelt. Mit Hilfe einer an einer
Pipettenspitze befestigten Augenwimper konnten MNematoden unter dem Mikroskop
mobilisiert und transportiert werden. Dabei war dasnit geringe Verletzungsrisiko des
Nematoden von besonderem Vorteil. Nach den bedsmen Methoden wurden die ersten
Versuchsreihen durchgefuhrt. Dabei traten erstewfciykeiten auf. Es wurde nach dem
Ubersetzen vonC.elegans auf die zu testenden grampositiven Bakterienragéme
Uberwucherung durch den gramnegativéncoli beobachtet. Die daraufhin erfolgte
Neutralisierung des Effektes der Generationszeiten grampositiven und gramnegativen
Bakterien durch frihzeitige Kultivierung der gramspiiven Bakterien und auch ein Spuilen der
C. elegans fuhrten nicht zum gewtnschten Erfolg. Danach wutiéde. coli OP 50 Suspension
vor dem Uberimpfen erhitzt. Da aber dadurch dasqaat® Wachstum vorC. elegans
eingeschréankt wurde, konnte diese Methode aucht mjehutzt werden. Der letzte Ansatz
beruhte auf der Nutzung selektiv gramnegativer Watika, ohne Beeinflussung der
Entwicklung vonC. elegans. Nach Testung von Aztreonam, Gentamicin und Pokymi3 an

E. coli und C. elegans konnte die optimale Methode etabliert werden. Bfermeier von
C. elegans wurden auf einem mit Gentamicin angereicherten N&dar kultiviert und die
Sterbekinetik vonC. elegans auf einer mit Aztreonam angereicherten TSB-Agdrpia
bestimmt. In den Versuchsreihen von C. D. Sifri indA. Garsin waren ebenfalls Antibiotika
(Ampicillin, Erythromycin, Gentamicin, Tetracycliund Polymyxin B) zur selektiven
Wachstumssuppression genutzt worden (Garsin étCGfll,; Sifri et al., 2003).

Die ersten Versuchsreihen dienten der BeobachtwergSterbekinetik vorC. elegans bei
Ingestion vorE. coli OP 50 im Vergleich mit derjenigen bei Ingestion der dBeepidermidis-
Stamme 1457, 1057 und 9142. Bei allen d&eepidermidis-Stammen zeigte sich eine
statistisch signifikant erh6hte Sterberate. In Adzeit von J. Begun (2007) war das pathogene
Potential vonS. epidermidis 9142 aufC. elegans getestet worden, die Kontrollgruppe war
dabei mit Bacillus subtilis erfolgt. Es zeigte sich hier ebenfalls eine sidmifit erhthte
Sterberate vorC. elegans. Anhand vonC. elegans-Versuchsreihen mit Nahrungszufuhr von
durch Erhitzen getotet&. epidermidis 9142 konnte demonstriert werden, dass die erhohte
C. elegans-Sterbekinetik durch lebende Bakterien impliziest. iEs handelt sich also bei
erhitztenS. epidermidis 9142 nicht einfach um eine an Nahrstoffen armeabriihgsquelle als
E. coli OP 50. Mikroskopisch konnte J. Begun die Akkumulation v&epidermidis im
Intestinaltrakt des Nematoden beobachten. NacheregitVersuchen wurde dann postuliert,



43

dass es sich um einen Infektionsprozess @odegans durch S. epidermidis 9142 handelt
(Begun et al., 2007). Bemerkenswert ist in deriggdnden Arbeit, dass bei dem stark biofilm-
positiven S. epidermidis 1457 als erster der Stamme nach 2 Tagen einefikagrii erhohte
Sterberate beobachtet wurde. Moglicherweise istruantderem die erhthte Biofilmproduktion
neben den anderen Virulenzfaktoren ein Grund fésaliTatsache. Zur weiteren Uberpriifung
dieser Hypothese und der Erforschung der intervenden Virulenzfaktoren erfolgten weitere
Versuchsreihen. Einen Uberblick der besonderen dakberistika der ausgewahlten

S epidermidis-Stamme gibt die Tabelle 3.2-1.

Tabelle 3.2-1: Charakteristika der getesteters. epidermidis-Stamme beziiglich Biofilmbildung und
Virulenzfaktoren (Proteasen, Lipasen, Toxinbildung)

S. epidermidis Biofilm Proteasen, Lipasen 6-Toxin

Wildtyp +/++ + +
M10 (AicaA) %] + +
AsigB o+ ++ ++

ArsbUvw +++ D+ DI+
Aagr ++ %] 1]
AsigB/agr B+ %] %]
ArsbUVW/agr +++ @ %]

Zum besseren Verstandnis der Bedeutung des Pl&rnrPdthogenitat vo&. epidermidis fur

C. elegans wurden Versuchsreihnen mit deitaADBC inaktivierten Transposonmutanten
S epidermidis 1457-M10, 1057-M10 und 9142-M1@m Vergleich mit dem jeweiligen
S epidermidis Wildtypen durchgefiihrt. Diese M10 Transposonmugansind das Ergebnis
einer Transposoninsertion 917 in denicaA Genlokus. Dadurch kann keine PIA-Synthese
mehr erfolgen und es besteht eine BiofilmdefizieBe sind daher nicht mehr in der Lage
groRere Zellaggregate zu bilden oder einen Biofilmakkumulieren. Erstaunlicherweise zeigte
sich nur bei der Transposonmutarfieepidermidis 9142-M10 eine statistisch geringere
Sterberate vorC. elegans, wahrend die der Transposonmutanten 1457-M10 @&¥-mM10
sich nicht signifikant von der der Wildtypstammeterschied. Diese signifikant verminderte
Sterberate mitS epidermidis 9142-M10 zeigt sich ebenfalls in den Versuchsreikien J.
Begun und C. D. Sifri (2007). Interessanterweisel samtliche Versuchsreihen dieser Arbeit

mit diesem einen Bakterienstamm durchgefuhrt wardze sichS. epidermidis zwar durch
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seine Biofilmsynthese auszeichnet, aber auch Uledere Virulenzfaktoren verfugt, erfolgten
weitere Versuchsreihen.

Der erste Ansatz in der Erforschung der Regulation Virulenzfaktoren und deren Einfluf3
auf die Sterbekinetik wurde anhand des Sigmafaktbrgetestet. Der alternative Sigmafaktor
o° kontrolliert die Transkription von mehr als 100r®a, die situationsabhéngig exprimiert
werden, wenn die Zelle exogenen StressfaktoreB.(Ethanol, NaCl) ausgesetzt wird. Diese
Genprodukte werden daher auch als ,general stressims” und ,heat specific stress proteins*
bezeichnet und spielen daher eine wesentliche Rolier Virulenz dieser Bakterienstamme.
Wie bereits erwahnt, besteht dagB-Operon beiS epidermidis aus 4 identifizierten Genen:
rsbU, rsbV, rsbW und sigB (Knobloch et al., 2001; Vuong et al., 1996). Getesturden

S epidermidis Wildtypstamme 1457 und 1057 im Vergleich mit derldionsmutanten
1457%igB, 105%&gB mit verminderter Biofilmsynthese, aber erhdhterpiession von
Virulenzfaktoren und mit den stark biofilmpositiv&tammen 1458bUVW und 1057sbUVW
bei verminderter Virulenzfaktorsynthese (Tabell@-B). Dabei liel3 sich keine statistisch
signifikant verminderte Sterbekinetik der mit Deesmutanten ernahrterC. elegans
beobachten, weder beziglich der BiofilmsyntheseUX8V>WT>sigB), noch bezlglich der
Virulenzfaktorsynthese (sigB>WT>rsbUVW). Diese Bigesse standen im Einklang mit den
bereits bekannten Saugetierversuchen von M. J.bdogh (2002). Hier war in einem
Mausmodell die Regulation der Virulenzfaktoren dusigB von S aureus in subkutanen
Abszessen erforscht worden (Horsburgh et al., 2aDi2) ersten Versuche vivo anhand eines
S aureus-C. elegans Pathogenitatsmodell zur Demonstration der regritatioen Funktion von
sigB auf die Virulenzfaktoren wurden von C.D. Sifri @) durchgefuhrt. Er beobachtete dabei
eine nur geringfugig erhdhte Sterbekinetik v@relegans mit denS. aureus-Wildtypstammen
im Vergleich zu den genetisch verwandsegB-Deletionsmutanten (Sifri et al., 2003). Es stellt
sich daher die Frage in wie weit, die dusaB regulierten humanpathogenen Virulenzfaktoren
und Biofilmsynthese vo®. epidermidis in der Pathogenese v@ elegans eine Rolle spielen.
Da die rsbUVW-Deletionsmutante die hochste Biofilmsynthese, aluke geringste
Virulenzfaktorproduktion aufweist und sich dsegB-Deletionsmutante (durch positivagr
Regulation) reziprok proportional verhalt, wurdeeit@re Versuche durchgefuhrt. Dagr-
System moduliert durch die Regulation diverser Bgigkokken-Virulenzfaktoren das Quorum
Sensing der Bakteriengemeinschaft. Bige-Deletionsmutante ist durch eine stark verminderte
Expression von Virulenzfaktoren aber auch vermel8ismthese von Adhé&sionsfaktoren
charakterisiert. In den Versuchsreihen Wildtypepidermidis 1457 und 1057 versus
Deletionsmutante S epidermidis 1457gr und 105&gr zeigten sich keine statistisch
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signifikanten Veranderungen in der Sterblichkeih @ elegans. Interessant ist hier der Bezug
auf die Ergebnisse von D.A. Garsin und C.D. St®afsin et al., 2001; Sifri et al., 2002). Hier
wurden anhand desC. elegans-Entrococcusfaecalis Pathogenitdtsmodell und den
Enterococus faecalis fsr Deletionsmutanten signifikante Differenzen in ddortalitat von
C. elegans beschrieben. Delisr Lokus vonE. faecalis, ist durch viele Ahnlichkeiten mit dem
agr Lokus von S aureus und auchS epidermidis charakterisiert. Er setzt sich aus drei
regulatorischen Genen zusammdsrA, fsrB und fsrC. Es bestehen Sequenzhomologien
zwischenfsrA, fsrC undagrA, agrC. Auch auf funktioneller Ebene bilden FsrA und FgiGe
Einheit, in der FsrC das Sensorprotein und FsrA Antwortregulation tUbernimmt. Des
Weiteren bestehen Homologien zwischen FsrB und AgdgPBstuliert wurde hier eine
Implikation des Quorum Sensing in der Mortalitatnv@. elegans durch Inokulation von
E. faecalis. Ein weiteres Beispiel des gleichen Autors, it ldnplikation des Quorum Sensing
von Pseudomonas aeruginosa in die Sterblichkeit ebenfalls va elegans. In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich nun trotz genetischen und furkilen Homologien zwischen defist und
agr Lokus vonE. faecalis und S. epidermidis keine statistisch signifikant erhéhte Mortalitét
von C.elegans in den Versuchsreihen Wilty® epidermidis 1457 und 1057 versus
Deletionsmutanes. epidermidis 1457agr und 105&gr. Nahe liegend ist hier die Annahme,
dass die Expression der humanpathogenen Adhardéomfakvon S epidermidis nicht in
demselben Ausmald pathogen fir den Nematdahegans sind und somit keine statistisch
signifikante Mortaliat beobachtet werden kann (@agt al., 2001; Tan et al., 1999b; Sifri et
al., 2002).

In der letzten Versuchsreihe beziglishepidermidis wurde nun getestet, ob die kombinierte
Deletion vonsigBagr und rsbUVWagr in S epidermidis 1457 und 1057 im Vergleich mit den
Wildtypstammen eine signifikante Differenz der $&kinetik aufweist. Diese
Deletionsmutanten weisen eine stark verminderterésgon von Virulenzfaktoren auf und
durch Deletion des agr-Operons wird ebenfalls die negative Regulierungr de
Biofilmproduktion inhibiert. Auch in diesem Versudonnte keine signifikante Differenz in
der Sterbekinetik vog. elegans beobachtet werden.

In der Versuchskonstellatidf. coli OP 50 versus diverse klinisch8 aureus-Stamme konnte
nach 24h-48h eine statistisch signifikant erhohterlsgkinetik von C. elegans mit den
klinischen S aureus Isolaten CF 2, CF 146 und ATCC 49775 beobachtetdeve
Interessanterweise induzierten nicht é@leureus Isolate eine signifikant erhdhte Sterberate
von C. elegans. Die Stamme CF 230, CA 10 und 32 hatten ledigkate nicht signifikante,
aber doch leicht erhdhte Sterberate @mlegans provoziert. In den Versuchsreihen von C.D.



46

Sifri mit 23 unabhangigen klinischeh aureus Isolaten waren durch die Mehrheit (70 %) der
Bakterien mehr als 70 % der Nematoden innerhalb Yomagen verstorben. Diese hohe
Sterberate war in dieser Arbeit nicht reproduzierilae Sterbekinetik vorC. elegans in der
Versuchsreihe dieser Arbeit war nur Gber einenrderh von 2 Tagen untersucht worden. Im
Falle desC. elegans-S aureus Models hatte sich gezeigt, dass adulte Nematoddrerbo
Sterberaten erreichten als die L4-Stadien, dashleleatoden etwas langer auf BHI als auf TS-
Agar Uberlebten und keine erhdhte Sterbekinetik ¥orelegans bei durch Hitze oder
Antibiotika abgetotetés. aureus zu beobachten gewesen war. Die vorliegende Axb@itmit
Nematoden im Stadium L4 durchgefuhrt worden, ddtadirmer relativ schnell Eier legten.
Die Tatsache, dass besonders die klinischen Lusgeteé CF 2, CF 146 eine erhdhte
Wurmsterblichkeit induzieren, kénnte sich durch kegleichsweise hohe Produktion von PIA
als Adharenzfaktor erklaren, da diese beiden ldimes Isolate PIA tUberproduzierend sind. Der
EinfluR anderer Virulenzfaktoren lasst sich anhatet erfolgten Versuchsreihen schwer
guantifizieren und qualifizieren, z. B. die gezelAnalyse der Virulenz vom PVL. Die
Hypothese, dass eine erhohte Biofilmbildung duschureus eine erhdhte Nematodizitat zur
Folge hat, wird auch von den Versuchsreihen voBegun (2007) anhand dém vitro PIA
Uberproduzierendef. aureus-Stamme MN8m vs. MN8 gestitzt (Begun et al., 20@Wer
auch eine variable Expression von Virulenzfaktareaen verschiedenef aureus-Stammen
konnte Grund dieser nicht einheitlich erh6hten l8tkinetik sein.

In fast allen diesen Versuchen r8itepidermidis-Deletionsmutanten konnte somit demonstriert
werden, dass eine erhohte Biofilmbildung V@repidermidis keine erhdhte Pathogenitat von
C. elegans zur Folge hat und somit keinen generellen Virulektor fir C. elegans darstellt.
Ausnahme war der Bakterienstan8repidermidis 9147. Auch in den tbrigenVersuchsreihen
mit S. epidermidis-Mutanten mit verschieden ausgepragter ExpressionBiofilm, Proteasen,
Lipasen und Toxinen, waren keine signifikanten Andgen in der Sterbekinetik von
C. elegans zu beobachten gewesen. Vermutlich sind die hunthoganen Virulenzfaktoren
von S. epidermidis nicht in der gleichen Weise fi@. elegans pathogen. Méglicherweise gibt es
spezielle Virulenzfaktoren, die gegerC.elegans gerichtet sind, oder bestimmte
Stoffwechselprodukte vo8. epidermidis, die nicht vonE. coli OP 50 exprimiert werden, und
die zu einer erhohten Sterblichkeit vBnelegans fuhren. In dieser Arbeit ist die Akkumulation
von S epidermidis im Intestinaltrakt vonC. elegans nicht mikroskopisch untersucht worden.
Aber es wird von einer Bakerienansammlung im Nedetestinaltrakt ausgegangen, wie
sie von J. Begun beschrieben worden war (Beguh,&087). Dabei ist aber anzumerken, dass

eine Bakterienansammlung im Nematoden zwar mitregmedhten Sterbekinetik korreliert,



47

aber nicht ausreichend ist. Aerob kultivierte Stawon E. faecium z. B. akkumulieren im
Verdauungstrakt vonC. elegans, aber provozieren dadurch kein signifikant erh§hte
Wurmsterben (Garsin et al., 2001). Es ist kein @Gomllegans oral aufgenommenes Pathogen
beobachtet worden, welches die intestinalen Zglmetriert und eine generalisierte Infektion
hervorgerufen habe. Diese Tatsache lasst eine helhdére intestinale Immunkompetenz
gegenuber mikrobiologischer Invasion vermuten. Zmoultipler Ansatze in der Erforschung
der antimikrobiellen Immunabwehr bestehen weiterfkiragen bezlglich der speziellen
Abwehr von bakteriellen Mikroorganismen. In den Merhsreihen mi§ aureus zeigte sich,
dass die PIA Uberproduzierendg@raureus-Stamme tatsachlich auch eine erhéhte Virulenz fur
C. elegans darstellen, wéahrend die Ubrigen Virulenzfaktorear dintersuchternS. aureus-
Stamme in dieser Versuchskonstellation nicht weitedysiert werden konnen.

Aus dieser Arbeit ergeben sich neue Aspekte zuntBiéung desC. elegans-Modells. Das

C. elegans-Staphylokokken-Modell  erscheint zur Erforschung r dé8edeutung von
Virulenzfaktoren von Staphylokokken suboptimal. Wlie Versuchsergebnisse zeigen, missen
weitere Ansatze zur Erforschung von Pathogenital Mirulenz von S epidermidis und
Saureus geprift werden, um ein weiterfihrendes Verstandi@ser hochkomplexen Vorgange

zu erlangen.
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5 Zusammenfassung

Nicht nur in Regionen mit unzulanglicher Hygiene dutmmangelhafter medizinischer
Versorgung, sondern auch in den Breitengraden aeh rentwickelten Medizin stellen
bakterielle Infektionen einen hohen Anteil an Mdrtit und Mortalitat dar. Das
wissenschaftliche ModellsystenC. elegans zur Analyse der Interaktionen zwischen
bakteriellen Virulenzfaktoren und Wirtsabwehrmedbkaren, gering an Kosten und Aufwand,
Ubertragbar auf den S&augetierwirt ist daher vofdgno Interesse. In der vorliegenden Arbeit
wurde anhand des ,slow-killingC. elegans-Staphylococcus-Modells erforscht, inwiefern es
sich zur zur Untersuchung von charakteristischemanpathogenen Virulenzfaktoren von
Staphylokokken eignen wiirde. Gegenstand dieseritAnze die Erforschung der Bedeutung
verschiedener Virulenzfaktoren vdh epidermidis und S aureus anhand eines optimierten
C. elegans-Staphylokokken-Pathogenitdtsmodells. Zunachst Igido die Optimierung des
bereits bestehenddn e egans-Bakterienmodells, da sich Schwierigkeiten in dedtiKierung
und Kulturerhaltung zeigten. Im neu etablierten Eltgystem wurde die Sterbekinetik von
C.degans anhand der S epidermidis Wildtypstamme 1057, 1457, 9142, deren
Transposonmutanten M10 und d8repidermidis 1057- und 1457-DeletionsmutantesigB,
rsbUVW, agr) untersucht. Somit wurden die charakteristischarul®nzfaktoren (Biofilm,
Protasen, Lipasen und Toxine) vBnepidermidis in unterschiedlich ausgepréagter Expression
im C. elegans-Modell untersucht. Hier zeigte sich interessanées@ nur beiS. epidermidis
9142-M10 eine statistisch signifikante geringereriStrate vonC. elegans. In samtlichen
anderen Versuchsreihen n@tepidermidis-DeletionsmutantersigB, rsbUVW, agr und somit
extremer Variabilitat von Biofilmproduktion und Vikenzfaktorsynthese konnte keine
statistisch signifikante Anderung der Sterbekinetik C. elegans nachgewiesen werden. Des
Weiteren erfolgten Versuchsreihen mit klinisch&raureus-lsolaten (PIA-tUberproduzierend,
PVL positiv). Eine erhdhte Sterberate v@nelegans war bei den PIA-lUberproduzierenden
Stdammen CF 2, CF 146 und dem Stamm ATCC49775 zkiilrien. Die Resultate dieser
Arbeit suggerieren, dass die humanpathogenen Vizta&toren vonS epidermidis kein
vergleichbares pathogenes Potential @ielegans darstellen. Interessanterweise wurde aber
eine erhohte Virulenz der PIA Uberproduzieren@aureus-Stamme beobachtet. Weitere
Virulenzfaktoren vors. aureus (z. B. PVL) lassen sich in dieser Versuchskondieltaschwer
analysieren. DasC. elegans-Staphylokokken-Modell erscheint daher zur Erfotsah der
Bedeutung von Virulenzfaktoren von Staphylokokkeubaptimal. Weitere Ansatze zur
Erforschung von Pathogenitat und Virulenz ®epidermidis und S aureus sind somit fur ein

weiterfiihrendes Verstandnis dieser hochkomplexemgy&tge notwendig.
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