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1. Einleitung 

 

1.1 Biofilmbildung von S. epidermidis und Nosokomiale Infektionen 
 

Die im klinischen Alltag am häufigsten nachgewiesene Spezies der 

Koagulasenegativen Staphylokokken (KNS) ist Staphylococcus epidermidis. 

Infektionen durch S. epidermidis treten vor allem im Kontext von 

Fremdmaterialimplantationen auf (DA-HAI, device-associated healthcare-associated 

infection) (Becker et al. 2014). Dies liegt an der Fähigkeit, die Oberfläche von 

Implantaten in Form festhaftender Biofilme zu kolonisieren. Die Kontamination der 

Materialien erfolgt hierbei regelhaft im Rahmen der Implantationsprozedur (Otto 

2009, Becker et al. 2014). Die zunächst planktonischen Bakterienzellen können an die 

Fremdmaterialoberfläche anhaften. Durch diesen Wechsel zur sessilen Lebensweise 

ergibt sich eine Verhaltensänderung: Die Bakterien beginnen, eine amorphe 

extrazelluläre Matrix aus Proteinen, Polysacchariden, extrazellulärer DNA (eDNA) 

und Teichonsäuren zu bilden. Diese Struktur zusammen mit Wirtsbestandteilen und 

eingebetteten Agglomeraten aus Bakterienzellen selbst wird als Biofilm bezeichnet 

(Abbildung 1) (Hussain et al. 1992, Hussein et al. 1993, Hussain et al. 1997, Mack et 

al. 1996, Costerton et al. 1999, Sadovskaya et al. 2005, Izano et al. 2008, Mack et al. 

2009, Otto 2009, Rohde et al. 2010, Becker et al. 2014). Der Biofilm schützt den 

Erreger vor der Eradikation durch das wirtseigene Immunsystem und Antibiotika 

(Costerton et al. 1999, Stewart und Costerton 2001, Foster 2005, Mack et al. 2009, 

Schommer et al. 2011). Biofilm-assoziierte Infektionen persistieren regelhaft und ihr 

Verlauf ist von subakut-chronischer Natur (Costerton et al. 1999, Stewart und 

Costerton 2001, von Eiff et al. 2002, Rohde et al. 2010, Römling und Balsalobre 

2012). Der Biofilm kann vom Bakterium wieder aufgelöst werden, sodass sich die 

Infektion metastatisch ausbreiten und zu Komplikationen führen kann (Becker et al. 

2014). Zur erfolgreichen Therapie ist in der Regel und je nach Fremdmaterial die 

Entfernung und gegebenenfalls Reinsertion in Kombination mit einer antibiotischen 

Therapie auch über längere Zeit notwendig (Darouiche 2004, Mack et al. 2009, 

Widerström et al. 2012, Becker et al. 2014). 
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Abbildung 1: (A) Schematische Darstellung der Biofilmbildung. Bakterienzellen, die zunächst 
umherschwimmen, also planktonisch wachsen, haften an eine Oberfläche, akkumulieren und bilden anschließend 
einen Biofilm. Der Biofilm besteht aus einer amorphen extrazellulären Matrix (hellgrau dargestellt, Bestandteile 
siehe Kapitel 1.1, 1.4 und Abbildung 4) sowie den Bakterienzellen selbst. Abbildung aus Mack et al. 2006. (B) 
Elektronenmikroskopisches Bild eines Biofilms. Scanning Electron Microscopy eines S. epidermidis-Biofilms 
auf verchromtem Stahl nach 2-stündiger (a) und nach 18-stündiger (b) Inkubation. Es sind die sich bildenden 
turmartigen Strukturen aus Bakterienzellen zu sehen. Abbildung und Beschreibung aus Mack et al. 2009. 
 

Eine nosokomiale Infektion (NI) ist „eine Infektion mit lokalen oder systemischen 

Infektionszeichen als Reaktion auf das Vorhandensein von Erregern oder ihrer Toxine, 

die im zeitlichen Zusammenhang mit einer stationären oder einer ambulanten 

medizinischen Maßnahme steht, soweit die Infektion nicht bereits vorher bestand“ 

(Infektionsschutzgesetz - IfSG § 2 Punkt 8). Die Gesamtprävalenzen der NIen, 

beziehungsweise HAIs (healthcare-associated infections, international) liegen in 

Deutschland bei 5,1 % (Behnke et al. 2013), den USA bei 4 % (Magill et al. 2014) und 

europaweit bei 7,1 % (Zarb et al. 2012). In Deutschland zeigt sich dieses Niveau zu 

1994 stabil. Höhere Prävalenzraten sind in großen Krankenhäusern wie 

Universitätskliniken (6,1 %, Deutschland 2011) und auf Intensivstationen zu finden 
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Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopisches Bild eines von S. epidermidis 1457 
synthetisierten Biofilms auf rostfreiem Stahl nach 18 Stunden Inkubation (Mack et al. 
2006) 
 

Die von Staphylokokken gebildeten Biofilme sind wegen ihrer besonderen Dicke schon mit 

dem bloßen Auge sichtbar und wachsen schnell. Zur Untersuchung der gebildeten Biofilme 

wurde ein semi-quantitativer Assay in 96-well-Mikrotiterplatten von Christensen et al. 

etabliert. Durch die Festlegung von Grenzwerten kann so eine Differenzierung von Biofilm 

bildenden zu nicht Biofilm bildenden Stämmen festgelegt werden (Christensen et al. 1982). 

 

 

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Modells der Biofilmbildung in 
S. epidermidis (nach Mack et al. 2006) 
 Staphylococcus epidermidis Biofilms: Functional Molecules 159

characterized  [13] . Antibiotic treatment of organisms in a biofilm is extremely dif-
ficult. Various explanations have been put forward for this, including poor antibi-
otic penetration of the biofilm, enzyme inactivation of antimicrobials, efflux, and 
variation in oxygen tension gradients, but the major factor is likely to be a result of 
poorly-understood metabolic changes in the bacteria which render them less sus-
ceptible  [14] . In addition, release of planktonic bacteria into the bloodstream may 
lead to persistent bacteraemia and seeding to other indwelling devices, as described 
in the four stage model. These difficulties mean that it is often necessary to remove 
or replace infected devices, which may place the patient at considerable risk, and 
in some cases be devastating as well as financially costly.   

  2 Primary Attachment  

 Primary attachment occurs by both specific and non-specific mechanisms, and to 
the native surfaces of implanted biomaterials as well as to surfaces primed by 
adsorption of host-derived plasma proteins, extracellular matrix (ECM) proteins 
and coagulation products (platelets and thrombi) ( Fig. 2 )  [20,   21] .  

  2.1 Native Surface Attachment 

 The level of attachment is usually greatest to a native surface, aided in part by 
the hydrophobicity of the staphylococcal cell surface and the surface of the bio-
material  [22–  30] . 

  Fig. 1    Scanning electron microscopy of  S. epidermidis  1457 biofilm formed on stainless steel 
after 2 h ( a ) and 18 h ( b ) of incubation. Scanning electron microscopy was performed as described 
previously  [12]        

A 

B 
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(18,6 % in Deutschland 2011 und 28,1 % in Europa 2010) (Behnke et al. 2013, Zarb et 

al. 2012). Von allen HAIs in Europa im Zeitraum 2011 bis 2012 zählten 

Atemwegsinfektionen (23,5 %), postoperative Infektionen (SSI, surgical site infection, 

19,6 %), Harnwegsinfekte (19,0 %), Blutstrominfektionen (BSI, 10,7 %) und 

gastrointestinale Infektionen (7,7 %) von 231 459 Patienten aus 30 Länder und 947 

Akutkrankenhäuser zu den häufigsten (ECDC 2013). KNS stehen unter den isolierten 

Erregern an sechster Stelle (7,5 %), hinter Escherichia coli (15,9 %), Staphylococcus 

aureus (12,3 %) und Enterococcus spp. (9,6 %). Clostridium difficile war für 48 % 

aller gastrointestinalen Infekte verantwortlich (ECDC 2013). 

Besonders häufige DA-HAIs unterliegen weltweit regelmäßigen Datenerhebungen 

(Deutschland: RKI/KISS, Europa: ECDC, USA: CDC/NHSN, weltweit: INICC). Dazu 

zählen central line associated bloodstream infections (CLABSIs), also durch einen 

zentralen Venenkatheter verursachte Blutstrominfektionen, catheter-associated 

urinary tract infections (CAUTIs) und ventilator-associated pneumoniae (VAPs). DA-

HAIs sind auf Intensivstationen am häufigsten (Rosenthal et al. 2014). Dem jährlichen 

epidemiologischen Datenreport der ECDC 2015 zur Folge waren KNS mit 22,3 % von 

6 313 Isolaten aus allen Blutstrominfektionen von Intensivpatienten die häufigste 

isolierte Spezies, gefolgt von Enterococcus spp. (12,5 %) und Staphylococcus aureus 

(10,1 %). CLABSIs waren für circa die Hälfte aller Blutstrominfektionen 

verantwortlich. Auch bei CAUTIS auf Intensivstationen spielen KNS eine wichtige 

Rolle. Sie waren zwar nur der acht häufigste Erreger, allerdings werden im Durschnitt 

in 83,9 % der Patiententage Urinkatheter benutzt (ECDC 2015). In Bezug auf 

postoperative Infektionen (SSI) spielten KNS bei jeweils circa 1/5 der gefundenen 

Isolate von Infektionen nach koronararteriellen Bypass-Operationen, 

Knieendoprotheseneinsätzen und Hüftendoprotheseneinsätzen eine wichtige Rolle 

(ECDC 2015). Typische sonstige betroffene Fremdmaterialien sind zum Beispiel 

künstliche Herzklappen (Chu et al. 2009), andere kardiologische Implantate 

(Gandelman et al. 2007, Fukunaga et al. 2017, Siméon et al. 2017), vaskuläre Grafts 

(Saleem et al. 2010), Dialysekatheter (Klevens et al. 2008, Molina et al. 2013), 

zerebrospinale Shunts (Prusseit et al. 2009), künstliche Linsen (Widerstrom 2012) und 

Transfusionsbeutel (Kou et al. 2015). Komplikationen sind zum Beispiel Abszesse, 

Tunnelweginfektionen, infizierten Thrombophlepitiden, Meningitiden, Sepsen, 
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Endokarditiden, septische Transfusionsreaktionen und embolische Ereignisse (Mermel 

et al. 2009, Widerström et al. 2012, Becker et al. 2014, Kou et al. 2015). KNS zählen 

zu den opportunistische Erregern (Sadovskaya et al. 2005), Infektionen betreffen also 

vor allem prädisponierte Patienten mit herabgesetzte Immunkompetenz (Costerton et 

al. 1999, Vuong und Otto 2002, Otto 2009, Becker et al. 2014, Büttner et al. 2015). 

Eine typische Ausnahme ist die nicht Fremdmaterial-assoziierte 

Nativklappenendokarditis im immunkompetenten Erwachsenen (von Eiff et al. 2002, 

Chu et al. 2008, Widerström et al. 2012, Becker et al. 2014). Insgesamt steht bei KNS-

Bakteriämien die Verlängerung der Liegedauer im Gegensatz zur Mortalität im 

Vordergrund (Olaechea et al. 2011, Molina et al. 2013). 

Die Diagnosestellung einer S. epidermidis Infektion ist erschwert, da positive 

Kulturergebnisse eine tatsächliche Infektion oder eine entnahmebedingte 

Kontamination repräsentieren können (von Eiff et al. 2002, Becker et al. 2014). Mit 

der Hinzunahme von Parametern wie der time to positivity und möglichst hoher Zahl 

entnommener Blutkulturen wird versucht, diesem Problem zu begegnen (Tokars 2004, 

Gastmeier et al. 2011, García-Vázquez et al. 2013).  

 

 

1.2 Staphylokokken 
 

S. epidermidis gehört zur Gattung Staphylococcus. Hierbei handelt es sich um gram-

positive, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende, nicht bewegliche, circa 1 µm 

durchmessende Kugelbakterien, die einzeln oder in Paar-, Tetraeder- oder 

traubenartigen Strukturen vorkommen (altgr.: σταφυλή, staphylé = Weintraube; 

κόκκος, kókkos = Kern, Korn) (Becker et al. 2014). Durch den Terminus 

Staphylococcus unterschied der Chirurg Alexander Ogston 1882 die traubenförmig 

strukturierten eitererregenden Mikrokokken von den von Theodor Billroth als 

kettenförmig strukturierte Mikrokokken beschriebenen Streptokokken (altgr.: 

στρεπτός, streptós = Halskette) (Ogston 1882). Die Gattungen Staphylococcus und 

weitere werden der Familie Staphylococcacea zugeordnet (Euzeby 2010), welche dem 

Phylum Firmicutes mit niedrigem Guanin- und Cytosin-Gehalt zugehört (Abbildung 

2) (Becker et al. 2014). Die vorherige Einteilung von Staphylococcus und 
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Micrococcus zur Familie Micrococcaceae wurde so überarbeitet. Die redefinierte 

Familie Micrococcaceae gehört nun zum Phylum Actinobacteria (Stackebrandt et al. 

1995, Stackebrandt et al. 1997, Becker et al. 2014).  

 

Abbildung 2: Skizze zur Taxonomie grampositiver Bakterien. Abbildung ohne Anspruch auf Vollständigkeit, 
sondern mit dem Fokus auf wichtige Vertreter grampositive humanpathogener Erreger in der medizinischen 
Mikrobiologie (rote Umrandungen) wie insbesondere Staphylococcus, Enterococcus und Streptococcus mit 
bekannten Speziesbeispielen. Frei nach der „List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature“ 
(LPSN; http://www.bacterio.net), abgerufen am 11.04.2016. 
 

Die Unterscheidung in koagulase-positive (KPS) und koagulase-negative 

Staphylokokken (KNS) ist bis heute gültig (Fairbrother 1940, Becker et al. 2014). 

Weiterhin ist S. aureus die nahezu einzige klinisch relevante KPS-Spezies (Becker et 

al. 2014). Der Haemagglutinationstest zum Nachweis des Clumpingfaktors von S. 

aureus ist wegen schlechter Sensitivität durch den gemeinsame Nachweis von 

Clumpingfaktor, Protein A und den kapsulären Polysacchariden 5 und 8 ersetzt 
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worden (third-generation test) (van Griethusen et al. 2001, Becker et al. 2014). Der 

Nachweis von Katalase, Oxidase und Novobiocinempfindlichkeit wird nach wie vor 

angewendet. Um die KNS speziesintern mit höherer Diskriminationsschärfe 

voneinander zu unterscheiden, gibt es genotypisierende Herangehensweisen 

(Abbildung 3) (Widerström et al. 2012, Becker et al. 2014).  

 

Abbildung 3: Separation von Staphylokokkenspezies und – subspezies (ssp.). Die phylogenetische Separation 
ist erweitert um grundsätzliche diagnostische Charakteristika wie in Lamers et al. 2012 vorgeschlagen. Es wurden 
die Ergebnisse des Multilocus sequence typing von vier Genloki herangezogen, und zwar 16S-rRNA, rpoB (β-
Untereinheit der RNA-Polymerase), tuf (Elongationsfaktor Tu) und dnaJ (Hitzeschockprotein 40). Es handelt sich 
um sogenannte housekeeping-Gene, deren Genprodukte eine Rolle im zentralen Stoffwechsel spielen, sich also in 
jeder Spezies wiederfinden. Minimale Unterschiede auf dem Spezies- und Subspezieslevel können so detektiert 
werden. Diese Untersuchungen ergaben eine Einteilung in 15 Clustergruppen, die zu sechs Speziesgruppen gehören 
(Lamers et al. 2012, Widerström et al. 2012, Becker et al. 2014). Abbildung aus Becker et al. 2014. 
 

Aus klinischer Sicht sind von den KNS noch S. haemolyticus, S. capitis, S. hominis, S. 

saprophyticus und S. lugdunensis hervorzuheben (siehe auch Abbildung 2 und 3). S. 

haemolyticus, S. capitis und S. hominis sind ebenfalls mit Fremdmaterial-assoziierten 

Infektionen assoziiert, S. saprophyticus ist ein gängiger Erreger akuter Urethritiden 

und S. lugdunensis nimmt als Erreger fulminant verlaufender Nativ- und 

Kunstklappenendokarditiden eine Sonderposition unter den KNS ein (Becker et al. 

2014, Hitzenbichler et al. 2017). 

biota of the skin and mucous membranes of humans and animals
(Table 2). While the skin has been perceived as the human body’s
largest organ, differences in skin thickness and folds and the den-
sities of hair follicles and glands define distinct habitats of differing
microbiota, including CoNS. Age-related dynamics of CoNS col-
onization may occur and is discussed later [see “Other infections.
(i) Infections in neonates,” below].

In accordance with data from early studies that applied tradi-
tional culture approaches (34, 35), recent metagenomic analyses
have revealed that staphylococci prefer areas of higher humidity
(36, 37). Such moist sites include the axillae, the gluteal and ingui-
nal regions, the umbilicus, the antecubital and popliteal spaces,
and the plantar foot region. Additionally, the anterior nares not
only are the major habitat of S. aureus but also are constantly
colonized by CoNS (38). Likewise, the ocular surface, the con-
junctiva, is usually colonized by CoNS (39, 40).

The question of the extent to which CoNS and other skin com-
mensals provide a direct benefit to the host is still unresolved (41).
Interestingly, a serine protease Esp-secreting subset of S. epider-
midis strains was recently shown to inhibit and destroy S. aureus
biofilm formation and to prevent nasal colonization (42).

Ecological Niches of Human-Associated CoNS
S. epidermidis group. In humans, S. epidermidis is the most fre-
quently recovered staphylococcal species (Table 3). This bacte-

rium colonizes the body surface, where it is particularly prevalent
on moist areas, such as the axillae, inguinal and perineal areas,
anterior nares, conjunctiva, and toe webs (43). S. haemolyticus and
S. hominis are preferentially isolated from axillae and pubic areas
high in apocrine glands (43, 44). S. capitis is found surrounding
the sebaceous glands on the forehead and scalp following puberty
(45). With reference to the recently described species S. petten-
koferi, it may be assumed that it also colonizes the human skin.
However, these species may occasionally be found on other body
sites. S. auricularis is part of the human external ear microbiota,
exclusively colonizing this region (46).

S. lugdunensis. S. lugdunensis is an integral part of the normal
skin flora. S. lugdunensis is found particularly in the pelvic and
perineum regions, in the groin area, on the lower extremities, and
in the axillae (47, 48). Compared to S. aureus, it is less frequently
found in the anterior nares (49). No data are available on whether
S. lugdunensis colonizes these areas permanently or only intermit-
tently.

S. saprophyticus subsp. saprophyticus. S. saprophyticus subsp.
saprophyticus frequently colonizes the rectum and genitourinary
tract, in an age- and season-dependent manner (preferentially in
summer and fall) (43). In a study by Rupp et al. (50), the urogen-
ital tract was colonized in 6.9% of healthy women (median age, 29
years) from an outpatient gynecology practice; however, in 40% of

FIG 3 Phylogenetic separation of staphylococcal species and subspecies (ssp.), extended by key diagnostic characteristics as proposed by Lamers et al. (32).
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Wie andere nosokomiale Erreger weisen auch KNS höhere Raten an Resistenzen 

gegenüber Antibiotika und Antiseptika auf (Kresken et al. 2011, Ma et al. 2011, 

Lepainteur et al. 2013, Becker et al. 2014). In Bezug auf die klinisch relevanten 

Antibiotikaresistenzen von KNS-Isolaten ist das zwischen Staphylokokken 

transferierbare mobile genetische Element SCCmec (SCC = Staphylococcus Cassette 

Chromosome) hervor zu heben. Es ist in das Chromosom der meisten klinischen KNS-

Isolate inseriert und vermittelt über das penicillinbindende Protein PBP2a eine 

Methicillinresistenz (Du et al. 2013, Becker et al. 2014). Analog zu MRSA 

(Methicillinresistenter S. aureus) wird die Linie MRSE (Methicillinresistenter S. 

epidermidis) beschrieben (Du et al. 2013). Eine inter- und intrahospitale Verbreitung 

bestimmter S. epidermidis-Stämme wurde beobachtet (Rohde et al. 2005, Becker et al. 

2014, Calà et al. 2015). Es ist auch denkbar, dass S. epidermidis ein genetisches 

Reservoir von Antibiotikaresistenzen für S. aureus bietet (Otto 2009).  

 

 

1.3 Staphylococcus epidermidis 
 

Der Name S. epidermidis geht auf den Pathologen William H. Welch zurück, der 1891 

S. epidermidis albus von den bis dahin von Friedrich J. Rosenbach beschriebenen S. 

pyogenes aureus und S. pyogenes albus als weniger pathogenen, auch in aseptischen 

Wunden vorkommenden Keim abgrenzte (lat.: albus = weiß) (Welch 1891). S. 

epidermidis kolonisiert Haut und Schleimhäute in den ersten postnatalen Tagen bis 

Wochen (Kloos und Musselwhite 1975, Kloos 1980,) und repräsentiert den Hauptteil 

der normalen bakteriellen Hautflora (Vuong und Otto 2002, Becker et al. 2014). Es ist 

nicht klar, ob beim Wechsel von kolonisierender zur invasiven Lebensweise eine 

Pathogenitätsstrategie vorliegt oder die die kolonisierende Lebensweise 

ermöglichenden Mechanismen zum Virulenzfaktor werden (Mack et al. 2009, Otto 

2009, Büttner et al. 2015). Grundsätzlich wird der Pathomechanismus von S. 

epidermidis-Infektionen aber eher als passiv beschrieben (Becker et al. 2014). 

Dennoch ist ein zytolytisches Toxin bekannt, es wird δ-Toxin oder auch PSMγ 

genannt. Es führt durch Porenbildung in Zellmembranen zur Lyse zum Beispiel von 
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Erythrozyten (McKevitt et al. 1990). Auch PSMε (zytolytisch) und PSMδ 

(Leukozytentoxin) sind als Toxine bekannt (Cheung et al. 2010).  

Es gibt Überlegungen, ob sogar eine symbiontische Beziehung mit dem Wirt vorliegen 

könnte. Zum Beispiel konnte eine Inhibition der Kolonisation und Biofilmbildung von 

S. aureus durch S. epidermidis gezeigt werden (Iwase et al. 2010, Grice und Segre 

2011, Sugimoto et al. 2013). In einer weiteren Studie konnte eine Eindämmung des 

Ausmaßes von Influenzavireninfektionen durch S. epidermidis via Embp gezeigt 

werden (Chen et al. 2016). 

S. epidermidis bildet weiße, glatte, glänzende, nicht charakteristisch riechende 

Kolonien, die nach 2-3 Tagen Inkubation einen Durchmesser von etwa 3-6 mm 

erreichen (Becker et al. 2014). Eine stoffwechselinaktivere, teils auxotrophe 

morphologische Variante des Wildtyps sind sogenannte small colony variants (SCV), 

die nur noch etwa 10 % der normalen Kolonie-Größe erreichen (Proctor et al. 2006, 

Becker et al. 2014). Diese wurden bei S. epidermidis, S. aureus und S. capitis als 

Auslöser Fremdmaterial-assoziierter Infektionen beschrieben und können in der 

Diagnostik den Eindruck einer Mischflora verursachen (Proctor et al. 2006, Becker et 

al. 2014).  

 

 

1.4 Bakterielle Biofilmbildung und in vitro-Nachweismethoden 

 
Biofilm ist eine dreidimensionale, multizelluläre und mehrfachgeschichtete Struktur 

(Büttner et al. 2015) aus von Bakterien gebildeten Proteinen (z.B. Embp) 
Polysacchariden (PIA), eDNA, Teichonsäuren und den Bakterienzellen selbst 

(Hussain 1993, Mack 1996, Stewart 2001, Rohde et al. 2005, Sadovskaya 2005, Izano 

2008, Schommer 2011, Becker et al. 2014). Im vollständig ausgebildeten Biofilm 

haben die meisten Bakterien keinen direkten Kontakt zur Oberfläche mehr, sondern 

haften über die selbst produzierten Matrixbestandteile aneinander (Abbildung 1) 

(Rohde et al. 2005, Foster 2005, Mack et al. 2009, Otto 2009, Büttner et al. 2015). Zu 

Abbildungen auf molekularer Ebene siehe zum Beispiel Otto 2009. Die 

Biofilmbildung kann in vier Phasen aufgeteilt werden (Abbildung 4) (Becker et al. 

2014, Schommer et al. 2011, Costerton et al. 1999, Rohde et al. 2010). Sie 
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unterscheiden sich in ihrer Physiologie und erfordern unterschiedliche, 

phasenspezifische Faktoren (Otto 2008). Während der ersten Anhaftung lagern sich 

die Bakterien an die Fremdmaterialoberfläche an, sie wechseln dadurch vom 

planktonischen zum sessilen Wachstum. In der Akkumulation und Reifung bilden sie 

die Biofilmbestandteile und reifen zur dreidimensionalen Struktur heran. Durch die 

kontrollierte Biofilmauflösung werden einzelne, dann wieder planktonische S. 

epidermidis Zellen freigelassen und können andere Bereiche des Wirts infizieren 

(Abbildung 4) (Otto 2008, Mack et al. 2009, Otto 2009; Rohde et al. 2010, Büttner et 

al. 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 4: Pathogenese von katheterassoziierten Infektionen mit für die Biofilmbildung wichtigen 
Faktoren. Das Bild zeigt die vier Phasen der Biofilmbildung auf der Oberfläche eines intravaskulären Katheters 
mit schneller initialer Adhäsion und Anhaftung von KNS-Mikroorganismen an einen Fremdkörper aus polymerer 
Oberfläche. Daraus resultiert zunächst ein bakterieller Monolayer (1) und dann eine prolongierte akkumulative 
Phase mit Proliferation und Reifung, die für die interzelluläre Adhäsion essentiell ist (2 und 3). Schlussendlich 
erfolgt das Herauslösen einzelner Mikroorganismen aus der Makrokolonie, die sich in die Blutbahn absetzen und 
metastatische und embolische Komplikationen hervorrufen können. Abbildung und Beschreibung nach Becker et 
al. 2014. 
 
 

In vivo basiert die Biofilmbildung am ehesten auf der parallelen Expression und 

Interaktion verschiedener Faktoren (zum Beispiel Embp, PIA, Aap und andere) 

(Schommer et al. 2011, Büttner et al. 2015). Es wird angenommen, dass in vivo eine 

The distinct phases of biofilm formation by CoNS and the re-
spective underlying molecular mechanisms have been analyzed
thoroughly in past years. The formation of the biofilm may be
divided into four steps (Fig. 4). First, bacteria rapidly attach to the
biotic or abiotic surface. In the second step, after attachment, bac-
teria multiply and accumulate in multilayered cell aggregates, a
process requiring intercellular adhesion. In the third phase, the
biofilm grows and matures into a thick, structured layer. A mature
biofilm contains channels that are fluid filled to ensure the deliv-
ery of oxygen and nutrients to the bacterial cells located in the
deeper layers of the biofilm (238). Finally, single cells or cell ag-
glomerates can dissociate from the biofilm and disseminate via the
bloodstream to start colonization and biofilm formation at a dif-
ferent site.

Attachment to abiotic surfaces. The attachment of bacteria to
various biomaterials is determined by the surface properties of the
bacteria and the foreign bodies. It involves physicochemical
forces, such as hydrophobic interactions, van der Waals forces,
and charge. These interactions may be mediated by different sur-
face components of CoNS, i.e., CWA proteins that are covalently
linked to peptidoglycan; surface-associated proteins that are sur-
face attached by different mechanisms, such as hydrophobic or
ionic interactions; and nonproteinaceous surface molecules, such
as teichoic acids.

(i) Noncovalently linked surface-associated proteins. Cell
surface hydrophobicity and primary attachment have been as-
cribed to bacterial CWA and surface-associated proteins. The ma-
jor 148-kDa surface-associated autolysin/adhesin, AtlE, from S.
epidermidis mediates initial adherence of bacterial cells to the

polymer surface and is highly similar to the S. aureus autolysin Atl
(239). AtlE and Atl are organized in the same modular structure
and are functionally interchangeable (239, 240). AtlE is proteolyti-
cally cleaved into two bacteriolytically active domains: a 60-kDa
amidase (AM) and a 52-kDa glucosaminidase (GL). The central
portion of the protein contains three repeats (R1, R2, and R3),
which seem to mediate targeting to the bacterial cell surface via
binding to peptidoglycan. They are possibly also involved in ad-
hesion to polystyrene (239, 241). The targeting of Atl to the equa-
torial ring on the staphylococcal cell surface, which marks the
cell’s future division site, is based on an avoidance mechanism by
wall teichoic acid (WTA) (242). WTA prevents binding of Atl, and
because it is abundant in the former cell wall but not at the cross
wall region, it directs Atl to the cross wall to carry out the last step
of cell division, i.e., cell separation (242).

Recently, homologous Atl proteins with similar functions were
also reported for other CoNS, such as S. caprae (AtlC), S. sapro-
phyticus (Aas), S. lugdunensis (AtlL), and S. warneri M (AtlWM)
(243–246). Initial adhesion most probably is mediated not only
directly, by the AtlE protein itself, but also indirectly, via its enzy-
matic function: the hydrolysis of the cell wall peptidoglycan leads
to autolysis and thus to the release of eDNA, which has been
shown to be an important component of staphylococcal biofilms.
Treatment with DNase I is able to limit initial adherence of S.
epidermidis, but it does not cause disintegration of mature bio-
films, suggesting that eDNA may be most important as a matrix
component during the early stages of S. epidermidis biofilm for-
mation (247). Another study demonstrated that the presence of
DNase I in culture medium is able to inhibit biofilm production

FIG 4 Pathogenesis of catheter-related infections and factors influencing biofilm genesis. The image shows the three-step process of biofilm formation on the
surface of an intravascular catheter, with rapid initial adhesion and attachment of CoNS microorganisms to the polymer foreign body surface resulting in a
monolayer (1), followed by a prolonged accumulation phase which involves cell proliferation, intercellular adhesion processes, and maturation (2 and 3). (4)
Finally, microorganisms may disaggregate from the macrocolony and drift into the bloodstream, resulting in metastatic and embolic complications.
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funktionelle Ersetzbarkeit der unterschiedlichen Faktoren füreinander eine bessere 

Adaptation an unterschiedliche Umweltbedingungen möglich macht (Christner et al. 

2012). In vitro weisen Biofilme auf der Basis unterschiedlicher Faktoren 

unterschiedliche Morphologien auf. Proteinabhängige Biofilme (beispielsweise Embp) 

sind instabiler als polysaccharidabhängige (PIA) Biofilme. (Schommer et al. 2011, 

Büttner et al. 2015). Bei dem Wechsel zwischen kolonisierender und invasiver 

Lebensweise könnten die unterschiedlichen Stabilitätsgrade der Biofilme eine Rolle 

spielen (Schommer et al. 2011, Büttner et al. 2015).  

 

Unter in vitro-Bedingungen gibt es standardisierte Methoden, die Biofilmbildung 

makroskopisch sichtbar zu machen oder sie zu mikroskopieren (confocal laser 

scanning microscopy, CLSM, zum Beispiel Weiser et al. 2016). Eine der wichtigsten 

Methoden ist ein Biofilmassay (Mack et al. 2001). Bakterien werden in 

Flüssigmedium in speziellen modifizierten Polystyren-Mikrotiterplatten inkubiert (96 

Well Nunclon∆-Mikrotiterplatten), sodass sie dort Biofilm etablieren. Dieser haftet an 

den Böden der Mikrotiterplatte und kann angefärbt werden, sodass er makroskopisch 

erkennbar ist (Mack et al. 2001, siehe zum Beispiel Abbildung 7). Davon abgesehen 

können die zur Biofilmbildung beitragenden Faktoren je nach Molekülart mit anderen 

Nachweismethoden identifiziert werden. Für diese Arbeit relevant ist zum Beispiel der 

Nachweis des Proteins Embp, welches durch einen Immuno-Dot Blot Assay mittels 

anti-rEmbp-Antiserum detektiert werden kann (Christner et al. 2010, siehe zum 

Beispiel Abbildung 8).  

Eine neue Erkenntnis ist, dass die Biofilmbildung eigentlich unter in vitro-

Standardbedingungen biofilmnegativer Bakterienstämme durch die Hinzugabe von 

Blutserum, Antibiotika in subinhibitorischer Konzentration (zum Beispiel Tigecyclin) 

oder hohem osmotischem Druck induzierbar sein kann (Sellmann et al. 2005, 

Christner et al. 2010, Kaplan et al., 2011a, Kaplan 2011b, Linnes et al. 2013, Weiser et 

al. 2016). Dieser Aspekt trifft auf die Embp-basierte Biofilmbildung von S. 

epidermidis 1585 zu und ist ein zentraler Punkt dieser Arbeit. Er stützt die Vermutung, 

dass in vitro biofilmnegative Stämme, zumindest unter bisher existierenden 

Nachweismethoden, nicht automatisch in vivo biofilmnegativ sein müssen (Rohde et 

al. 2005, Christner et al. 2012).  
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1.4.1 Phase der ersten Anhaftung   
 

Die erste Anhaftung von S. epidermidis Zellen kann entweder direkt an das abiotische 

Fremdmaterial (zum Beispiel Katheter oder Prothesen) oder aber an mit wirtseigener 

Extrazellularmatrix beschichtetes, also konditioniertes Fremdmaterial geschehen. Bei 

den zur Anhaftung benötigten Adhäsinen wird unterschieden, ob und wie sie entweder 

direkt an abiotisches Fremdmaterial adhärieren oder spezifisch an wirtseigene 

Extrazellularmatrix binden (Vuong und Otto 2002, Becker et al. 2014). Die 

Beschichtung mit Extrazellularmatrix (ECM = extracellular matrix) findet innerhalb 

kurzer Zeit nach der Insertion statt (François et al. 1998). Sie besteht vor allem aus 

Fibrinogen (Fg), Fibronektin (FN), Thrombospondin, Kollagen (Cn), 

vonWillebrandfaktor (vWF), Vitronektin (Vn) und Thrombozyten (Becker et al. 2014, 

Büttner et al. 2015).  

Unterteilt werden die Adhäsine in Proteine und Nicht-Proteine (Heilmann 2011, 

Becker et al. 2014). Die Proteine werden wieder unterteilt in kovalent gebundene, 

zellwandverankerte Proteine (CWA, cell wall anchored), nicht kovalent gebundene, 

oberflächenassoziierte Proteine und membrandurchspannende Proteine (Patti et al. 

1994, Foster et al. 2014, Becker 2014). In dieser Reihenfolge werden die einzelnen 

Adhäsine auch jeweils in den beiden folgenden Unterkapiteln. vorgestellt. Den CWA-

Proteinen liegt zugrunde, dass C-terminal ein sogenanntes LPXTG-Sortase-Spaltungs-

Motiv (LPXTG = Leu-Pro-X-Thr-Gly, X = variable Aminosäure) angegliedert ist, 

über das sie in der Peptidoglykan verankert sind (Foster et al. 2014). Die 

Zelloberflächen-assoziierten Proteine hingegen sind über verschiedene Mechanismen 

wie hydrophobe Wechselwirkungen oder Ionenbindungen mit der Zelloberfläche der 

Bakterienzellen verbunden (Becker et al. 2014). 

 

 

1.4.1.1 Anhaftung an abiotische Oberflächen und beteiligte Faktoren 
 

Die Anhaftung an nicht mit Wirtsmatrix beschichtete, also abiotische Oberflächen wie 

zum Beispiel Polystyren, funktioniert in der Regel ohne spezifischen Rezeptor-

Ligand-Interaktionen (Büttner et al. 2015). Es stehen intermolekulare 
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Wechselwirkungen wie hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals-Kräfte und 

andere ladungsbedingte Interaktionen im Vordergrund (Becker et al. 2014). Zu den bis 

jetzt bekannten Adhäsinen, die Proteine sind und die Anhaftung an abiotische 

Oberflächen vermitteln, gehören Bhp (Tormo et al. 2005b) und AtlE (Heilmann et al. 

1997). Dabei ist Bhp ein CWA-Protein. AtLE ist oberflächenassoziiert. Zu den Nicht-

Proteinen, die Anhaftung an abiotische Oberflächen vermitteln, gehören 

Teichonsäuren, im speziellen die WTA (wall teichoic acid) und eDNA (siehe auch 

Abbildung 4) (Gross et al. 2001, Sadovskaya et al. 2004, Holland et al. 2011, Becker 

et al. 2014).  

Herauszuheben sind AtlE (Zelloberflächen-assoziiertes Autolysin/Adhäsin von S. 

epidermidis) und eDNA. AtlE ist ein 115kDa großes Protein, welches zu der Gruppe 

der bakteriellen Peptidoglykanhydrolasen gehört und damit für die Degradation der 

bakteriellen Zellwand mitverantwortlich ist (Biswas et al. 2006). Wegen seiner 

Funktion in der Zellwanderneuerung ist es ebenfalls verantwortlich für die eDNA-

Freisetzung, welche von der Zelllyse abhängig ist (Qin et al. 2007, Rohde et al. 2010). 

Der polyanionische Charakter von DNA und Teichonsäure hat die Kapazität, andere 

Moleküle miteinander in der Biofilmmatrix zu verbinden (Otto 2008).  

 

 

1.4.1.2 Anhaftung an konditionierte Oberflächen und beteiligte 

Faktoren 
 

Bei der Adhäsion an mit ECM beschichtetes Fremdmaterial stehen spezifische 

Interaktionen von Zelloberflächen-assoziierten Proteinen und ECM im Vordergrund 

(Hermann et al. 1993, Patti et al. 1994, Hermann et al. 1997, Becker et al. 2014, 

Büttner et al. 2015). Dabei spielt eine Sonderform von CWA-Proteinen, die 

MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 

eine zentrale Rolle (Patti et al. 1994, Foster et al. 2014). Das Funktionsmerkmal von 

MSCRAMMs ist die Bindung von Fibrinogen via dock-lock-latch-Mechanismus 

(DLL) (Foster et al. 2014). Für diesen ursprünglich für SdrG (Serin-Aspartat-Repeat-

beinhaltendem Protein g) von S. epidermidis beschriebenen Mechanismus sind zwei 

IgG-ähnlich gefaltete Domänen (N2 und N3) ausschlaggebend. Zwischen N2 und N3 
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besteht in der offenen Apoform eine Furche, an die der Ligand (z.B. Fg) andocken 

kann. Es folgt eine Konformitätsänderung zur geschlossenen Proteinform, sodass der 

Ligand an Ort und Stelle bleibt (lock). Anschließend entsteht ein stabilisierter 

MSCRAMM-Ligand-Komplex (latch). MSCRAMMs kommen auch in S. aureus, 

Staphylococcus pseudointermedius, Enterokokken und Streptokokken vor. 

Verschiedene MSCRAMMs können zwei oder mehrere Liganden binden (Foster et al. 

2014).  

 

Zu den Adhäsinen, die Proteine sind und die Interaktionen mit Wirtsmatrix vermitteln, 

gehören SdrG/Fbe (Pei et al. 1999, Nilsson et al. 1998), SdrF (McCrea et al. 2000, 

Arrecubieta et al. 2007), SdrH (McCrea et al. 2000), SesC (Shahrooei et al. 2009), Aap 

(Rohde et al. 2005, Macintosh et al. 2009), AtlE (Heilmann et al. 1997), Aae 

(Heilmann et al. 2003), GehD-Lipase (Bowden et al. 2002) und Embp (Christner et al. 

2010). Dabei sind Fbe/SdrG, SdrF, SdrH, SesC und Aap CWA-Proteine, genauer 

MSCRAMMs. AtlE, Aae, GehD gehören zu den oberflächenassoziierten Proteinen 

und Embp am ehesten zu den membrandurchspannenden Proteinen (Christner et al. 

2010, Becker 2014). Zu den Nicht-Proteinen, die Anhaftung an Wirtsmatrix 

vermitteln, gehören Teichonsäuren (Hussain et al. 2001). In klinischen Isolaten 

werden häufig die entsprechenden Gene embp, aap, sdrG und icaADBC für PIA, 

gefunden (Rohde et al. 2004, Rohde et al. 2007, Büttner et al. 2015).  

 

 

1.4.3 Phase der Akkumulation und Reifung und beteiligte Faktoren 

 

Der nächste Schritt der Biofilmbildung ist die Akkumulation und Reifung. Sie werden 

als parallel organisierter, multifaktorieller Prozess beschrieben, für den viele adhäsive 

Faktoren eine Rolle spielen (Christner et al. 2010, Christner et al. 2012). Die 

interzelluläre Adhäsion über polyanionische Makromoleküle steht dabei im 

Mittelpunkt (Otto 2009). Auch hier ist die Unterteilung der Adhäsine in Proteine und 

Nicht-Proteine möglich. Zu den Proteinen zählen ebenfalls Aap, Bhp und Embp, zu 

den Nicht-Proteinen gehören das Polysaccharid PIA, Teichonsäuren und eDNA 

(Becker et al 2014). PIA, der am besten untersuchte Faktor der S. epidermidis 
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Biofilmbildung, nimmt eine zentrale Rolle ein (Rohde et al. 2010). Embp und Aap 

zählen zu den bekanntesten multifunktionalen Proteinen (Büttner et al. 2015). Zur 

Embp-abhängigen Biofilmbildung siehe Kapitel 1.5.  

PIA besteht aus zwei Polysaccharidketten mit anionischem Charakter (Mack et al. 

1996, Vuong und Otto 2002, Rohde et al. 2010). PIA wird durch Enzyme synthetisiert, 

für die das Operon icaADBC kodiert (Heilmann et al. 1996b). Es konnte eine 

Korrelation zwischen der Invasivität von S. epidermidis und dem Vorhandensein des 

ica-Lokus gezeigt werden (Li et al. 2005). Als Hinweis auf die angenommene 

gegenseitige Ersetzbarkeit unterschiedlicher adhäsiver Faktoren kann beispielsweise 

herangezogen werden, dass die parallele Expression von Embp und PIA den Biofilm 

vor der Lyse durch Dispersin B schützt. Dispersin B ist einer Glykosidhydrolase, die 

eigentlich PIA-abhängigen Biofilm zersetzt (Kaplan et al. 2004, Ramasubbu et al. 

2005, Christner et al. 2010, Büttner et al. 2015). 

 

 

1.4.4 Phase der Biofilmauflösung 

 
Die Auflösung oder Destabilisierung von Biofilmen kann durch extrazelluläre 

Enzymfunktionen oder durch sogenannte von den Bakterien gebildete PSMs (phenol-

soluble modulins) erfolgen. Extrazelluläre Enzyme lassen sich entsprechend der im 

Biofilm vorhandenen Makromoleküle in Proteasen, Zuckerhydrolasen und Nukleasen 

aufteilen. PSMs sind kurze, amphiphatische Peptide der Größen 20-25 AS (α-PSMs) 

und 40-45 AS (β-PSMs) (Becker et a. 2014). Es wird angenommen, dass sie durch 

ihren amphiphatischen Charakter wie Surfactant wirken und damit den Biofilm 

desintegrieren können (Yao et al. 2005, Becker et al. 2014). Aber auch mechanische 

Krafteinwirkungen wie der Blutfluss und die herunterregulierte Produktion von 

Adhäsinen tragen zur Desintegration bei (Otto et al. 2008).  

 

 

1.4.5 Regulationsmechanismen  
 

Die Biofilmbildung von S. epidermidis wird hauptsächlich durch sogenannte Quorum 
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sensing-Systeme (QS) reguliert. Dazu zählt agr (accessory gene regulator) (Dufour et 

al. 2002, Novick et al. 2003) und luxS/AI-2 (Xu et al. 2006). Andere globale 

Regulatoren sind der staphylococcal accessory regulator-Lokus sar (Tormo et al. 

2005a, Christner et al. 2012, Becker et al. 2014) und der alternative 

Transkriptionsfaktor σB. Agr und sar unterliegen σB, einem globalen Regulator für 

Stressantworten in vielen Bakterienspezies (Becker et al. 2014).  

Quorum sensing ist als ein Umweltwahrnehmungs- oder auch 

Zelldichtemessungssystem zu verstehen, das Bakterien das Überwachen der eigenen 

Populationsdichte erlaubt (Fuqua et al. 1994). Der Begriff geht auf die Beschreibung 

der Autoinduktion von Lumineszenz bei Vibrio fischeri in Abhängigkeit der Zelldichte 

zurück. Als Quorum wird diejenige minimale Einheit von Bakterien bezeichnet, die 

zur Verhaltensänderung in Richtung Lumineszenz führt (Fuqua et al. 1994). Lebt V. 

fischeri planktonisch, wird die für die Lumineszenz verantwortliche Genfamilie lux 

nicht abgelesen. Ein sogenannter Autoinducer, hier V. fischeri autoinducer VAI, wird 

von den Bakterien gebildet und akkumuliert nur bei sessilem Wachstum. Ab einer 

kritischen Konzentration von VAI wird die Transkription von lux aktiviert. Befindet 

sich V. fischeri also sessil in den Leuchtorganen bestimmter Tintenfische und Fische, 

verleiht es ihnen ab dem Erreichen des Quorums Lumineszenz (Fuqua et al. 1994).  

Dies lässt sich auf die Regulation der Biofilmbildung durch agr übertragen. Steigt die 

Zelldichte der sich im Biofilm befindenden Bakterienzellen, akkumuliert das zu VAI 

äquivalente AIP (autoinducing peptide) von S. epidermidis. Ist das Quorum für die 

kritische Menge an AIP erreicht, hat dies über mehrere Zwischenschritte zur Folge, 

dass agr aktiviert und darüber die PSM-, Proteasen-, Nuklease- und Lipasen-Synthese 

hochreguliert wird (Novick und Geisinger 2008, Otto 2009, Becker et al. 2014). 

Hierdurch wird die Biofilmdesintegration vermittelt. 

SarA hingegen ist ein globaler Regulator, der die Exoproteinsynthese durch die 

Modulation von agr kontrolliert (Christner et al. 2012). Auch S. aureus verfügt über 

ein SarA-System, welches mit dem von S. epidermidis zu 84 % übereinstimmt 

(Fluckiger et al. 1998). SarA kontrolliert PIA-abhängige und PIA-unabhängige 

Biofilmbildungen invers, sodass in beiden Fällen die Biofilmbildung induziert wird: 

Ist sarA aktiv, wird PIA hochreguliert, ist es inaktiv, werden Embp und SepA 

hochreguliert (Christner et al. 2012, Weiser et al. 2016). SepA ist für die AtlE-
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Prozessierung verantwortlich, wodurch indirekt auch die eDNA-Freisetzung steigt 

(Christner et al. 2012).  

Auch die ATP-abhängige Protease Clp der Unterklasse ClpP, welche fehlgefaltete 

Proteine beseitigt, steht unter dem negativen Einfluss von agr. Wahrscheinlich 

reguliert ClpP Faktoren, die zur ersten Anhaftung an abiotische Oberflächen beitragen. 

Gegenebenfalls könnte auch die Anreicherung an fehlgefalteten Proteinen bei 

verminderter ClpP-Aktivität die Biofilmbildung verändern. Die ClpP-Regulation 

könnte ein zusätzlicher Beitrag zur agr-abgängigen Kontrolle der primären Anhaftung 

an abiotische Oberflächen sein (Wang et al. 2007).  

 

 

1.5 Embp-vermittelte Biofilmbildung  

 
Embp ist ein von S. epidermidis exprimiertes, multifunktionelles Zelloberflächen-

assoziiertes Protein. Es trägt in der Biofilmbildung zur Anhaftung an mit Wirtsmatrix 

beschichtetes Fremdmaterial, zur Akkumulation (Abbildung 4) sowie zum Schutz vor 

Phagozytose bei (Christner et al. 2010, Schommer et al. 2011, Becker et al. 2014). Es 

wurde in vielen invasiven S. epidermidis-Stämmen gefunden, die aus Blutkulturen 

(Rohde et al. 2004), von TEP-Infektionen (Rohde et al. 2007) und von intraokulären 

Infektionen (Duggirala et al. 2007, Christner et al. 2010) isoliert wurden. Im Biofilm 

ist es nah an der bakteriellen Zellwand lokalisiert, wobei kleine Mengen der 

Proteinmatrix die Bakterienzellen einbetten (Schommer et al. 2011). Das 

Molekulargewicht beträgt etwa 1.000 kDa und die Struktur weißt mehrere Domänen 

auf. N-terminal befindet sich eine konserviertes Exportsignalpeptid (YSIRK; 

Aminosäuren, AS 58 - 84) (Rosenstein und Götz 2000, Bae und Schneewind 2003, 

DeDent et al. 2008). Daran schließt sich eine ungeordnete Region von etwa 2500 AS 

an (AS 85 - 2 586). Es folgen 21 repetitive Found In Various Architectures (FIVAR)-

Domänen (AS 2 587 - 4 500), sowie 38 alternierende G-related Albumine-binding” 

(GA) und FIVAR-Domänen (AS 4 501 - 9 443). Ein etwa 7000 AS langer Abschnitt 

zwischen den AS Positionen 2587 bis 9443 bildet das Kernstück des Proteins und ist 

für die bislang bekannten, biologischen Funktionen von Embp verantwortlich. C-

terminal befinden sich vier Domänen mit unbekannter Funktion (DUF1542, domains 
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of unknown function, AS 9 444 - 9 841) und eine putative trans-Membrandomäne 

(TM, AS 10 070 - 10 088, siehe Abbildung 5) (Christner et al. 2010, Büttner et al. 

2015). Embp wird in allen Wachstumsphasen exprimiert (Williams et al. 2002). 

Williams et al. beschrieb 2002 zuerst eine minimale Sequenz von 364 bp in einem 

30,5-kb-großen open reading frame (ORF), die für die Bindung an Fibronektin (FN) 

bei S. epidermidis NCTC11047 ausschlaggebend war (vergleiche Abbildung 5, 

Embp32). Diese FN-bindende Domäne konnte auch andere Matrixkomponenten wie 

Plasminogen, Heparin und Hyaluronsäure binden. Das in dem ORF kodierte Proteine 

wurde aufgrund seiner Eigenschaften als Extracellular matrix-binding protein benannt 

(Williams et al. 2002).  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung von Embp. Zu sehen ist die Proteinstruktur von Embp und die relative 
Position der rekombinanten Proteine, für die funktionelle Daten bestehen. Embp32 ist ein rekombinantes Embp-
Fragment (AS 9180-9421) von S. epidermidis NCTC11047 mit vier alternierenden FIVAR und FIVAR-GA-
Repeats mit Fibronektin-Bindungskapazität (Büttner et al. 2015, Williams et al. 2002). rEmbp2588 (AS 2588-3187) 
beinhaltet sieben FIVAR-Domänen, während rEmbp6599 (AS 6599-7340) sechs GA-Module beinhaltet, die von 
FIVAR-Domänen unterbrochen werden. Beide Embp-Ausschnitte (rEmbp2588 und rEmbp 6599) binden an an 
Oberflächen haftendes Fibronektin (Büttner et al. 2015, Christner et al. 2010). Abbildung und Text aus Büttner et 
al. 2015. 
 

FIVAR-Domänen werden mit der interzellulären Adhäsion in Verbindung gebracht 

(Komatsuzawa et al. 2000, Hashimoto et al. 1998, Christner et al. 2010). Außerdem 

scheint die Kombination und Anzahl von FIVAR- und GA-Domänen für die Induktion 

der Zellaggregation wichtig zu sein (Christner et al. 2010). FIVAR-GA-Module sind 

ausschlaggebend für die FN-bindende Aktivität von Embp (Christner et al. 2010, 

Büttner et al. 2015). GA-Domänen sind in die Bindung von humanem Albumin 

involviert (de Château et al. 1996, Christner et al. 2010). Die genauen Beiträge, die 

FIVAR, GA, DUF1542 und die trans-Membrandomäne zur Embp-vermittelten 

Biofilmbildung leisten, sind jedoch noch nicht ausreichend verstanden (Christner et al. 

2010). 

 

Büttner et al. Staphylococcus epidermidis biofilm formation

FIGURE 1 | Schematic representation of Embp and relative position of
recombinant proteins for which functional data are available. Embp
possesses an N-terminal YSIRK motif containing export signal, which is
followed by a region of unordered conformation. The central part is
comprised of the FIVAR or FIVAR-GA repeats, while the C-terminal end
comprises up by four Domains of Unknown Function (DUF) and a putative
transmembrane (TM) region (Christner et al., 2010). Embp32 is a recombinant

Embp fragment (aa 9180–9421) from S. epidermidis NCTC11047 spanning
four alternating FIVAR and FIVAR-GA repeats and that exhibits fibronectin
binding capacity (Williams et al., 2002). rEmbp2588 (aa 2588–3187) contains
seven FIVAR-only repeat units, while rEmbp6599 (aa 6599–7340) consists of
six G-related albumin binding (GA) modules intercalated by FIVAR repeats.
The rEmbp2588 and rEmbp6599 both bind to surface immobilized fibronectin
(Christner et al., 2010).

detail gradual differences are apparent, e.g., only seven FIVAR
motifs but 12 additional FIVAR-GA repeats and four additional
DUF1542 repeats compared to Embp were predicted (Tanaka
et al., 2008). In fact, it appears that among different S. aureus
strains the number of repetitive modules (FIVAR and FIVAR-GA)
within Ebh is variable, while available sequence data shows no
variability of these features in Embp from S. epidermidis RP62A,
ATCC12228 or 1585.

Crystallization of two 126 amino acid FIVAR-GA repeats from
EbhA of S. aureus MU50 (termed EbhA-R7-R8) revealed a triple
α-helical structure interconnected by a continuous alpha heli-
cal string displaying an elongated shape (Sakamoto et al., 2008;
Tanaka et al., 2008). In fact, the corresponding FIVAR-GA repeat
of Embp exhibits a very similar, if not identical structure (Büttner,
Perbandt, Rohde, unpublished results). Additional preliminary
structural analysis of repetitive FIVAR regions (Büttner, Perband,
Rohde, unpublished results) or DUF1542 repeats (Linke et al.,
2012) suggest that overall Embp constitutes an elongated rod-like
conformation.

In collections of clinical significant S. epidermidis isolates embp
was detected in more than 90% of strains (Rohde et al., 2004,
2007). In addition, evidence for the expression of Embp in vivo
resulted from investigations showing the presence of anti-Embp
antibodies in patients with confirmed S. epidermidis prosthetic
joint infections (Mack, Büttner, Rohde, unpublished). Strikingly,
using a flow cell model of biofilm formation, anti-Embp antibod-
ies were shown to inhibit S. epidermidis 1457 biofilm formation
(Lam et al., 2014), making Embp a potential candidate for pre-
ventive strategies (Götz, 2004).

Experimental evidence primarily suggested a role of Embp in
primary attachment. Importantly, over-expression of Embp did
not alter binding to unmodified polystyrene, but only boosted
bacterial adherence to Fn-coated surfaces (Christner et al., 2010),
and Embp–Fn interactions were necessary for biofilm accumula-
tion on plastic surfaces that otherwise did not promote bacterial
binding (Christner et al., 2010). Results from phage display sug-
gested that FIVAR-GA repeats were relevant to the Fn-binding

activity of Embp (Clarke et al., 2002; Williams et al., 2002). This
assumption was later validated by biochemical analysis showing
direct evidence for interactions between a recombinant protein
containing FIVAR-GA repeats (Christner et al., 2010). In addi-
tion, these studies also found evidence that FIVAR-modules alone
are capable of binding to immobilized Fn (Christner et al., 2010)
(Figure 1). The vast majority of bacterial Fn-binding proteins
bind to Fn via interactions with the N-terminal Fn type I domains
(Bingham et al., 2008; Chagnot et al., 2012). This is especially true
for the S. aureus Fn binding protein FnBPA (Meenan et al., 2007).
Although the exact mechanism of Embp–Fn interaction awaits
definitive molecular analysis, it is already clear that Embp uses an
mechanism for Fn interactions independent of type I Fn modules,
but involving Fn type III modules located at the C-terminus of
Fn (Bustanji et al., 2003), most likely FnIII12− 14 (Christner et al.,
2010). This type of interaction has only rarely been described in
bacterial pathogens (Kingsley et al., 2004; Dabo et al., 2006).

In addition to its function in primary attachment, Embp is
also functional as an intercellular adhesin. The intercellular adhe-
sive properties and biofilm inducing activity of Embp was first
detected in a laboratory derived strain S. epidermidis 1585v that,
by a spontaneous chromosomal rearrangement, overexpressed
a truncated isoform of Embp referred to as Embp1 (Christner
et al., 2010). A transposon insertion within Embp1 resulted in
abolished biofilm formation. By placing an inducible promoter
in front of the wild-type embp, a biofilm inducing effect of full
length Embp became apparent (Christner et al., 2010), proving
the intercellular adhesive properties of Embp. Of notice, up-
regulation of embp is also associated with resistance against up-
take by professional phagocytes (Schommer et al., 2011). Studies
on the overall impact of Embp on S. epidermidis cell wall assembly
and its relation to immune-escape will shed light on the ques-
tion if in this species, the giant protein carries similar functions as
compared to Ebh in S. aureus (Cheng et al., 2014).

While at the time of its identification Embp appeared primar-
ily as a factor mediating primary attachment, Aap was initially,
and as already suggested by its designation, thought to confer
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Interessant ist, dass der von einer Portinfektion isolierte embp-positive S. epidermidis-

Stamm 1585 (Rohde et al. 2005) unter in vitro-Standardbedingungen kein Embp und 

auch keinen Biofilm bildet (Christner et al. 2010, Schommer et al. 2011). Inkubiert 

man 1585 zusammen mit Ziegenserum, exprimiert der Stamm plötzlich Embp und 

wird phänotypisch biofilmpositiv (Abbildung 6) (Christner et al. 2010). Auch 

osmotischer Druck kann die Embp- und Biofilmproduktion induzieren (Linnes et al. 

2013). Bis jetzt bekannt ist, dass die Embp-Produktion durch den übergeordneten 

Regulator SarA gesteuert wird (Christner et al. 2012). Außerdem ist das QS-System 

agr ein Negativregulator des embp-Homolog ebh von S. aureus (Clarke et al. 2002, 

Christner et al. 2010). Die genauen Modalitäten der Embp-Expressionkontrolle sind 

jedoch unbekannt. Diese Arbeit soll dazu beitragen, die Embp-basierte Biofilmbildung 

besser zu verstehen, indem für die Embp-Bildung essentielle Genorte identifiziert 

werden sollen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 6: Darstellung der Biofilmbildung von S. epidermidis 1585 nach Serumexposition mittels 
Biofilmassay. Zu sehen sind die Näpfchen aus Nunclon∆-Mikrotiterplatten mit den mit Gentianaviolett angefärbten 
Biofilmen. Es wurden die S. epidermidis-Stämme 1585 = 1585wt, 1585-M135 (Mutante mit Embp-Defekt), 1585v 
(Positivkontrolle) und M135 in Gegenwart von 50 % Serum und ohne Serum getestet. Es ist eine Biofilmbildung 
bei 1585 mit 50 % Serum und bei 1585v ohne und mit 50 % Serum zu sehen (dunkelgrauen Näpfchen). Die 
Biofilmdichte ist anhand der graphischen Auswertung der Extinktionsmessung abzulesen. TSB = Trypticase Soy 
Broth, geläufiges Nährmedium. Abbildung aus Christner et al. 2010. 
 

 

 

 

 

unambiguous genetic evidence that Embp expression is
sufficient for S. epidermidis biofilm formation. No differ-
ences in primary attachment to the unconditioned Nun-
clonD surface were detected between induced and
uninduced 1585Pxyl/tetembp cells (data not shown).

Growth in the presence of serum induces Embp
expression, cell aggregation and biofilm formation in
wild-type S. epidermidis 1585

Analysis of 1585Pxyl/tetembp does not completely rule out
the possibility that only artificial overexpression of Embp
is associated with S. epidermidis biofilm formation.
S. epidermidis 1585 expresses Embp only when grown in
the presence of serum (Fig. 5A). Therefore we asked if in
wild type in S. epidermidis 1585 Embp expression from its
natural promoter leads to cell aggregation and biofilm
formation. To give answer to this question Tn917 insertion
from mutant M135 was transduced into S. epidermidis

1585, resulting in strain 1585-M135 (Fig. 2A). PCR and
sequencing proved that phage transduction resulted in
transfer of Tn917 insertion in embp, but not of the msrR–
embp rearrangement into S. epidermidis 1585. After 48 h
growth in the presence of 75% (v/v) goat serum immuno-
blot analysis of cell surface-associated proteins demon-
strated that 1585 expresses large Embp amounts,
migrating above the 420 kDa marker band (Fig. 5A). In
contrast, no Embp was detected in mutant 1585-M135,
showing that Tn917 insertion at position of bp 21 251
(Fig. 2A) interferes with Embp production in this strain
(Fig. 5A). Using anti-rEmbp6599 antiserum Embp was
detected on the surface of wild-type S. epidermidis
1585 grown in the presence of serum, but not
mutant 1585-M135 (Fig. 5B). Moreover, Embp-producing
S. epidermidis 1585 formed large cell clusters not found
with Embp-negative mutant 1585-M135 (Fig. 5B),
showing that Embp possesses intercellular adhesive
properties. In line with this, 48 h of growth in the presence

Fig. 5. Embp production and biofilm
formation in goat serum.
A. Immunoblot analysis of cell wall-associated
proteins from S. epidermidis 1585, 1585-M135
and 1585v after growth in TSB (T) or goat
serum supplemented with 25% (v/v) TSB (S).
Proteins were separated on a 4–12% Bis-Tris
gradient gel (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)
and blotted onto a PVDF membrane. Embp
was detected by using anti-rEmbp6599
antiserum. The smear observed with protein
preparation from S. epidermidis 1585 and
1585v grown in serum most likely results from
unspecific degradation.
B. Detection of surface-associated Embp by
immunofluorescence assay (IFA). After 48 h
growth in goat serum bacterial cells were,
after washing with PBS, adjusted to an A600

0.1 and spotted onto immunofluorescence
slides. Anti-rEmbp6599 antiserum and
FITC-coupled anti-rabbit IgG were used to
detect Embp. S. epidermidis 1585 grown in
75% (v/v) goat serum formed cell clusters that
strongly reacted with anti-rEmbp6599. In
mutant 1585-M135 only small cell aggregates
were found that displayed almost no
immuno-reactivity.
C. Biofilm phenotypes of S. epidermidis 1585,
transductant 1585-M135, strain 1585v and
mutant M135 after 48 h growth in the
presence of 50% (v/v) goat serum. The upper
panel shows biofilm formation in NunclonD
microtitre plates (Nunc, Roskilde) in the
presence or absence of goat serum; the lower
panel shows the corresponding quantitative
read-out. Means were calculated from 16
values obtained in three independent
experiments. Error bars represent standard
error of mean. Growth in the presence of 75%
(v/v) serum also induced biofilm formation in
S. epidermidis 1585; however, under these
conditions biofilms were less strong due to
interference of serum components with
primary attachment and weak growth.

8 M. Christner et al. !

© 2009 The Authors
Journal compilation © 2009 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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1.6 Prinzipien der Transposonmutagenese  
 

Um für einen bestimmten Prozess relevante Genorte zu identifizieren, macht man sich 

in der Bakteriologie das Prinzip der Transposonmutagenese zu Nutze. Bei einer 

Transposonmutagenese wird ein mobiles genetisches Element, genauer ein 

Transposon, in ein Bakteriengenom integriert (Pajunen et al. 2010). Dadurch soll 

idealerweise eine Transposonmutantenbank mit Mutanten in jedem offenen 

Leserahmen entstehen. Identifiziert man anschließend durch ein Screening diejenigen 

Mutanten, bei denen eine bestimmte Veränderung im Phänotyp vorliegt, kann über die 

Lokalisation der Transposoninsertion ein für diese Veränderung wichtiger Genort 

gefunden werden. 

Um eine Transposonmutagenese durchzuführen, muss ein Transposon-tragendes 

Plasmid zum Beispiel durch Elektroporation oder Phagentransduktion in Bakterien 

eingebracht werden. Anschließend muss die Transposon-DNA in das Bakterien-

Genom integriert werden. Die Transposase, die die DNA-Abspaltung vom Plasmid 

sowie den DNA-Transfer und die -Integration an die Ziel-DNA katalysiert, ist auf dem 

Transposon selbst kodiert (Pajunen et al. 2010). Nach der Integration des Transposons 

muss das Plasmid wieder eliminiert werden. Auf dem Plasmid und auf dem 

Transposon sind unterschiedliche Antibiotikaresistenzen kodiert, die man sich bei dem 

Experiment zur Erfolgskontrolle zu Nutze macht.  

In dieser Arbeit sollte eine Transposonmutantenbank in S. epidermidis 1585wt mit 

dem Transposon himar1-mariner-Tn vom Plasmid pBTn erstellt werden. In einer 

anderen für diese Arbeit relevanten Transposonmutantenbank wurde Tn917 vom 

Plasmid pTV1ts benutzt (Heinze 2012). Bei Tn917 sind Integrationsfehler beobachtet 

worden, die bei dem Mariner-basierten Transposonmutagenesesystem nicht mehr 

auftreten sollen (Bae et al 2004, Li et al. 2009). Die Methoden zum Plasmid-Transfer 

wie Elektroporation und Phagentransduktion sind in der Durchführung mit S. 

epidermidis-Stämmen häufig problematisch. Nicht selten werden mehrere 

Versuchsanläufe benötigt (Monk et al. 2012, Winstel et al. 2015, Winstel et al. 2016). 

Um das Plasmid pBTn in den Zielstamm S. epidermidis 1585wt einzubringen, sollte es 

auf Grundlage von Erfahrungen aus anderen Plasmidtransfers von E. coli DH5α in S. 

aureus RN4220, dann in S. epidermidis 1457-M12 und anschließend in S. epidermidis 
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1585wt transloziert werden (Rohde et al. 2005). Bis 1457-M12 wird das Plasmid 

elektroporiert und danach durch Phagentransduktion in 1585wt übertragen (Phage 

A6C, Mack et al. 2001, Rohde et al. 2005). Nach dem Plasmidtransfer soll die 

Integration vom himar1-mariner-Transposon in das 1585wt-Genom und die 

Plasmidelimination erfolgen. Dies soll durch Wachstum unter Temperaturshifts und 

verschiedenen Antibiotikaselektionsdrücken gelingen. Die Temperaturshifts bestehen 

aus Zyklen mit Wachstum bei einer permissiven Temperatur (das Plasmid wird 

repliziert, 30 °C für pBTn,) und einer nicht permissiven Temperatur (das Plasmid wird 

nicht repliziert, 43 °C) (Li et al. 2009). Während des Wachstums bei der permissiven 

Temperatur soll sich das Transposon spontan in die chromosomale Bakterien-DNA 

integrieren. Durch das Wachstum bei der nicht permissiven Temperatur sollen sich nur 

noch Klone mit einer Transposoninsertion aber eliminiertem Plasmid vermehren. 

Deshalb erfolgt diese Inkubation zusammen mit dem Antibiotikum, gegen das eine 

Resistenz auf dem Transposon enthalten ist (hier Erythromycin). Aufgrund der 

Antibiotikaresistenzen des Plasmids (Chloramphenicolresistenz auf pBTn) und des 

Transposons (Erythromycinresistenz auf himar1-mariner-Tn) müssen die 

Transposonmutanten erythromycinresistent und chloramphenicolsensibel sein (Li et al. 

2009, Xia et al. 2010). Diese Transposonmutanten, in der Regel tausende, können 

anschließend in Mikrotiterplatten zu einem Mutanten pro Well bei -80 °C archiviert 

werden. Damit würde eine Transposonmutantenbank für das Screening nach 

bestimmten phänotypischen Merkmalen wie zum Beispiel eine verminderte Embp 

Produktion und Biofilmbildung bereit stehen. 
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1.7 Arbeitshypothese und Fragestellung 
 

S. epidermidis 1585 bildet Embp-vermittelten Biofilm, sofern ein Wachstum in 

Gegenwart von Ziegenserum stattfindet (Christner et al. 2010). Unter Standard-in 

vitro-Bedingungen, also ohne die Gegenwart von Ziegenserum, ist der Stamm 

biofilmnegativ (Christner et al. 2010). Die Determinanten der Embp-

Expressionskontrolle sowie Signaltransduktionswege, die an der Steuerung der 

Expression beteiligt sind, sind unbekannt. Um diese Determinanten zu identifizieren, 

bietet sich das Screening einer Transposonmutantenbank in S. epidermidis 1585 auf 

eine veränderte Embp Produktion oder Biofilmbildung an. Die Mutanten mit dem 

veränderten Phänotyp müssen im Anschluss an das Screening auf die Lokalisation der 

Transposoninsertion untersucht werden, um Aufschluss über essentielle Genorte für 

die Embp Expression zu gewinnen. 

Hauptziel dieser Arbeit war es, durch die Etablierung von Screeningmethoden die 

Grundlage für die Identifikation genetischer Determinanten der Serum-induzierten 

Embp Produktion und Biofilmbildung zu legen. Hierbei sollten Assays aufgebaut 

werden, welche die parallele Analyse von Transposonmutanten ermöglichen, die im 

Format einer 96-Well Mikrotiterplatte archiviert sind. Als Ausleseparameter wurden 

die Embp Produktion (nachgewiesen durch ein anti-rEmbp-Antiserum) und die 

Biofilmbildung gewählt. Diese sollten in einem Dot Blot Assay beziehungsweise in 

einem Biofilmassay bestimmt werden.  

Mithilfe der etablierten Screeningmethoden sollten zwei Transposonmutantenbanken 

auf das Vorliegen von Mutanten mit verringerter Embp Produktion beziehungsweise 

verminderter Biofilmbildung untersucht werden. Hierzu sollte zu einer bereits 

bestehenden Transposonmutantenbank eine zusätzliche Sammlung von 

Transposonmutanten aufgebaut werden.  

Es konnte in unabhängigen Untersuchungen gezeigt werden, dass das 

Glycylantibiotikum Tigecyclin eine biofilminduzierende Wirkung bei S. epidermidis 

besitzt. Dies wurde für ica-positive S. epidermidis-Stämme (Kaplan et al. 2011a) und 

auch für S. epidermidis 1585 (embp-positiv, ica-negativ) nachgewiesen (Weiser et al. 

2016). In Nebenversuchen dieser Arbeit sollte deshalb eine Variante des Screens für 

das Bakterienwachstum in Gegenwart von Tigecyclin erstellt werden. 



 
 

27 

2. Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Bakterienstämme 
 
S. epidermidis 1585 Auch 1585wt bezeichnet. Embp-positiv, icaADBC- und 

aap-negativ, unter Standard-in-vitro-Bedingungen 
biofilm-negativ, nach Inkubation in Ziegenserum und 
Tigecyclin biofilm-positiv, isoliert aus einer Port-
Infektion (Rohde et al. 2005, Christner et al. 2010, diese 
Arbeit, Weiser et al. 2016).  

 
S. epidermidis 1585v  Unter Standard-in-vitro-Bedingungen biofilmpositive 

Variante des unter Standard-in-vitro-Bedingungen 
biofilmnegativen Stammes 1585wt, Embp1-positiv 
(Christner et al. 2010). 

 
S. epidermidis 1585-M135 embp::Tn917, biofilm-negativ. Expression eines 115kDa 

großen Embp-Restfragments mit 18 FIVAR-GA-
Modulen (Christner et al. 2010).  

 
S. epidermidis 1585hc Von einem 6,3 kb großen Plasmid bereinigte (c für 

plasmid-cured) und hitzeresistente Subpopulation 
(wächst bei 45 °C, h für heat-adapted) von 1585wt. 
embp-positiv, unter Standard-in-vitro-Bedingungen 
biofilm-negativ. Nach Inkubation mit Ziegenserum 
biofilm-positiv. Trägerstamm der 
Transposonmutantenbank C. Heinze 2012 mit Tn917 aus 
Plasmid pTV1ts (Christner et al. 2010, Christner et al. 
2012, Heinze 2012, diese Arbeit) .  

 
S. epidermidis 1457  icaADBC-positiv, PIA-positiv, biofilm-positiv (Mack et 

al. 2001). 
 
S. epidermidis 1457-M10  icaA::Tn917, PIA- und biofilm-negativ (Mack et al. 

2001). 
 
S. epidermidis 1457-M12 defekte ica-Transkription durch die Insertion von Tn917, 

biofilm-negativ (Mack et al. 2000). 
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S. aureus RN4220   restriktionsdefizienter Stamm, Fairweather et al. 1983. 
 
E. coli DH5α E. coli mit hoher Transformationseffektivität (Hanahan 

1983), Invitrogen. 
 
E. coli One Shot®TOP10 Invitrogen/Karlsruhe  
 
 
2.1.2 Plasmide/Phagen/Antikörper 
 
pBTn Temperatursensibles Plasmid mit dem Transposon 

himar1-mariner-Tn. Das Plasmid trägt eine 
Chloramphenicolresistenzkassette. Das Transposon trägt 
ermB, ein 1,45-kb großes Fragment für die 
Erythromycinresistenz aus dem Transposon Tn551. 
Permissive Temperatur ist 30 °C. (Lampe et al. 1999, 
Bae et al. 2004, Li et al. 2009, Xia et al. 2010).  

 
Phage A6C   (Rohde et al. 2005). 
 
Rabbit anti-rEmbp6599 –  1. – Detektion von Embp im Dot Blot Assay (Christner 
Antiserum et al. 2010). 
 
 
Peroxidase-coupled – 2. – Antikörper für Dot Blot Assay (Christner et al. 
anti-Rabbit IgG  2010). 
 
 
2.1.3 Nährmedien 
 
Trypticase Soy Broth (TSB)   Becton Dickinson, Cockeysville, USA 
 
TSB+ TSB 
 6 g / l yeast extract 
 8 g / l Glucose 
 
Brain Heart Infusion (BHI) Oxoid™ 
 
BHI+ BHI Oxoid™ 
 0,167 g / l Natriumcitrat 
 
BHI+-Softagar BHI Oxoid™ 
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 0,167 g / l Natriumcitrat 
 7 g / l Bacto-Agar 
 
NB2+     20 g / l  Nutrient Broth No 2 (Oxoid™)  
     0,4 g / l CaCl2 
 
Staphylococcus Typing Agar  20 g / l Nutrient Broth No 2 (Oxoid™) 
(ST-Agar), fest   5 g / l NaCl 
     0,4 g / l CaCl2 

 
für soft     + 7 g / l Bacto-Agar (Difco) 
 
B2-Medium    pH = 7,4 

10 g / l Caseinhydrolysat 
     5 g / l D-Glucose 
     25 g / l NaCl 
     25 g / l Yeast-Extract 
     1 g K2HPO4 
 
Luria Bertani-Medium (LB)  pH = 7,0 

10 g / l Bacto Tryptone 
     5 g / l Bacto Yeast 
     10 g / l NaCl 
 
Einfriermedium   1,5 % Bacto-Peptone 

85 %-iges Glycerin   
Medien getrennt autoklavieren, dann 30 ml 
Glycerin mit 100ml Bacto-Peptone 1,5 % (wt/vol) 
mischen. 

 
NYE     1 % (w / v) Caseinhydrolysat  

0,5 % (w / v) Hefeextrakt  
0,085 M NaCl  

 
Blutagarplatten   Columbia Agar mit Schafblut Plus (Oxoid)  
 
Ziegenserum    Difco, Heidelberg, Germany  
 
 
2.1.4 Lösungen, Reagenzien und Puffer 
 
Phosphate buffered saline   pH = 7,4 
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(PBS) 20%    2,73 M NaCl 
53 mM KCl 
166 mM Na2HPO4 
53 mM KH2PO4 

 
PBS-Tween-Puffer   PBS-1 % 
     0,05 % Tween 20 (Roth, Karlsruhe) 
 
Kälberserumalbumin (BSA) 3 % 3 g BSA (Serva, Heidelberg) 
     100 ml PBS-1 % 
     Nach dem Mischen steril filtrieren 
 
TBE-Puffer 54 g / l Tris (Invitrogen)  

27,5 g / l Borsäure  
20 ml / l EDTA 0,5 M, pH = 8 

 
10 %-ige Glyerinlösung  88,24 ml Milipore-Wasser 
     11,76 ml Glycerin 85 % 
 
Agarose    Invitrogen (Karlsruhe) 
DNA-Marker aus HindIII-gespal-  Finnzymes, Espoo (Finnland) 
tener DNA des ص-Phagens und    
HaeIII- gespaltener DNA 
des Phagens ظX174 
Lithium Dodecyl Sulfate (LDS) –  Invitrogen (Heidelberg)  
Puffer 
Lysostaphin (Enzym)    Sigma (München) 
Magermilchpulver    Merck (Darmstadt) 
NEB – Puffer 1  New England Biolabs 
Proteinfreier Blocking-Puffer  Pierce (Rockford, USA) 
Restriktionsenzyme PstI und KpnI  New England Biolabs 
Western Blotting Reagent 1+2  Amersham (Freiburg) 
 
 
2.1.5 Antibiotika 
 
Tigecyclin     Sigma-Aldrich (USA) 
Chloramphenicol    Sigma-Aldrich (USA) 
Erythromycin     Sigma-Aldrich (USA) 
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2.1.6 Kits   
 
DNA Präp-Kit     Quiagen (Hilden)  
Plasmid Minipräp-Kit    Quiagen (Hilden) 
 
 
2.1.7 Laborgeräte und Verbrauchsmaterial 
 
Biofuge pico     Heraeus (Osterode) 
Biofuge 28 RS    Heraeus (Osterode) 
ChemiDoc™XRS Geldokumentations- BioRad (Hercules, USA) 
system    
Centrifuge 5417R    Eppendorf (Hamburg) 
Centrifuge 5415D    Eppendorf (Hamburg) 
Curix 60 Entwicklergerät   Agfa (Mortsel, B)  
Deepwellplatten 96 Well   Greiner (Nürtingen) 
Digital Sonifier    Branson (Danbury, CT) 
Digital pH-Meter 646    Knick (Berlin) 
Elektroporationsküvetten   BioRad (München) 
ChemiDoc™XRS- 
Geldokumentationssystem    BioRad (München) 
Gene Pulser® II Elektroporator  BioRad (Hercules, USA) 
Genie 2 Vortex    Bender & Hobein AG (Zürich, Schweiz) 
Greiner-96-Mikrotiterplatten   Greiner (Nürtingen) 
Infinite M 200 Photometer   Tecan® (Männedorf) 
Megafuge 3,0 R    Heraceus (Osterode) 
Mikrotiterplatteninkubator, dynamisch Eppendorf (Hamburg) 
Xplorer 12-Kanalpipette 5-100 µl   Eppendorf (Hamburg)  
Xplorer 12-Kanalpipette 50-1200 µl   Eppendorf (Hamburg) 
12-Kanalpipette 30-300 µl manuell  Eppendorf (Hamburg) 
Multifuge 1 S-R    Heraceus (Osterode) 
NunclonΔ96-Mikrotiterplatten  Nunc (Roskilde, Dänemark) 
Photometer für Küvetten   Bio-Rad (München) 
PVDF-Membran    Millipore 
Primus 96 plus Thermocycler  MWG (Eberswalde) 
Röntgenfilme     Fuji (Düsseldorf) 
Schüttelinkubator    New Brunswick Scientific Co  
        (New Brunswick, NJ) 
Schüttelinkubator Certomat® BS-1  Sartorius (Göttingen)  
Smart Spec plus Spektralphotometer  BioRad (München) 
Sorvall RC5B     DuPont (Wilmington, DE) 
Spektralphotometer Smart Speck Plus BioRad (München) 
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Statischer Inkubator 5050E   Heraeus (Osterode) 
Replika-Stempel mit 8 x 12 Stäben  Hartenstein (München) 
Sterilfilter 0,22µm    Merck (Darmstadt) 
 
2.1.8 Software 
 
Graphpad-Prism5  GraphPad Software (Kalifornien) 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Phänotypische Methoden 

 

2.2.1.1 Biofilmassay in Gegenwart von Ziegenserum 
 

Die Durchführung des Assays basiert auf dem Protokoll des semiquantitativen 

Mikrotiterplattentests nach Mack et al. 2001. Eine Vorkultur in TSB wird 1:100 in 

frisches TSB verdünnt, um dieses mit 200 µl / Well in NunclonΔ96-Platten zu 

pipettieren. Es folgen 6 Stunden Inkubationszeit bei 37°C, damit die Zellen an den 

Wellboden adhärieren. Anschließend wird eine in einer Greiner-96-Platte vorgelegte 

Serumverdünnungsreihe je nach gewünschten Mengen mit insgesamt jeweils 200 µl 

Volumen auf die bereits befüllten Wells gegeben und es folgt noch mal eine 

Inkubation über Nacht für 16 Stunden. Nun werden die jeweils 400 µl / Well 

abgegossen und zweimal mit jeweils 200 µl PBS-1%-Lösung gespült. Mit offenem 

Deckel wird die Platte 4 Stunden im 37 °C-Inkubator getrocknet, anschließend mit 300 

µl / Well Gentianaviolett befüllt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es 

erfolgt erneut das Trocknen mit offenem Deckel bei 37 °C. Anschließend wird die 

Mikrotiterplatte im Photometer bei einer Wellenlänge von 570 nm und einer 

Referenzwellenlänge von 405 nm gemessen. Die Auswertung erfolgt über die 

Software GraphPad Prism5 per Säulendiagramm mit Standardabweichung.  

 

 

2.2.1.2 Biofilmassay in Gegenwart von Tigecyclin 
 

Aus einer Übernachtkultur eines Bakterienstammes in TSB wird eine 1:100-

Verdünnung in frischem TSB und in TSB+ erstellt. Davon werden jeweils 180 µl / 

Well in eine NunclonΔ-Mikrotiterplatte pipettiert. Es wird eine Verdünnungsreihe des 

Tigecyclins von 10 µg / µl bis 0,16 µg / ml erstellt und davon jeweils 20 µl / Well zu 

den Wells dazu gegeben. Das Tigecyclin ist nach dem Ansetzen in Flüssigkeit 12 

Stunden haltbar und muss daher immer frisch verwendet werden. Für die 

Negativkontrolle wird den dafür vorgesehenen Wells 20 µl / Well Aqua ad injectabilia 
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hinzu pipettiert. Es folgt eine statische Inkubation über Nacht bei 37 °C. Am Folgetag 

wird nach der Inkubation die OD600 im Photometer gemessen, anschließend wird die 

Mikrotiterplatte zwei Mal mit 200 µl PBS-1 % gewaschen und anschließend bei einer 

Wellenlänge von A595 gemessen. 

 

 

2.2.2 Genetische Methoden 

 

2.2.2.1 Präparation von Plasmid-DNA 
 

Versuchsprotokoll grundsätzlich nach Gebrauchsanweisung des Quiagen Kits. 

Entweder eine Übernachtvorkultur oder bei pBTn-haltigen Stämmen direkt eine Öse 

eines Drei-Ösenausstrichs, inkubiert bei 30 °C benutzen. Die Öse direkt in P1-Puffer 

resuspendieren. 1 ml steriles Miliporewasser auf 70 °C erhitzen. Je 2 ml der Vorkultur 

in 2 ml Eppendorftubes geben, 3 Minuten bei 13200 rpm zentrifugieren, Überstand 

verwerfen, Pellet in 250 µl P1-Puffer resuspendieren. 3 µl Lysostaphin hinzugeben, 

einmal vortexen, 25 Minuten bei 30 °C / 37 °C (je nach Plasmid, vergleiche pBTn 

Kapitel 2.1.2) inkubieren, dabei alle 5-10 Minuten schwenken. Bei niedriger 

Plasmidkonzentration kann diese Inkubationszeit auf 1 Stunde erhöht werden. 250 µl 

P2 Puffer hinzugeben, 6 x schwenken, 350 µl N3-Puffer hinzugeben, sofort mischen, 

10 Minuten bei 13200 rpm zentrifugieren. Überstand ohne Pellet in die Säule geben, 1 

Minute bei 13200 rpm zentrifugieren. 500 µl PB-Puffer hinzugeben, 1 Minute 13200 

rpm zentrifugieren. Durchfluss verwerfen, 750 µl PE-Puffer hinzugeben, 1 Minute 

13200 rpm zentrifugieren. Durchfluss verwerfen, 5 Minuten 13200 rpm leer 

zentrifugieren, Filter auf neuen 1,5 ml Tube setzen. 50 µl steriles 70 °C-

Miliporewasser (statt E-Puffer, wegen eines potentiellen Kurzschlusses in der 

Elektroporation), 3 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen, 3 Minuten bei 13200 

rpm zentrifugieren. Den plasmidhaltigen Überstand weiter verarbeiten oder einfrieren. 
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2.2.2.2 Präparation von chromosomaler DNA 
 

Grundsätzlich nach Herstellerangaben des Quiagen-Kits. In einem Eppendorftube 

werden 2-3 Kolonien des Bakteriums in 500 µl Aqua ad injectabilia resuspendiert. Es 

wird 1 Minute bei 12000 rpm zentrifugiert und der Überstand wird abgenommen. Die 

InstaGene Matrix wird auf der Magnetplatte und mit einem Rührfisch durchmischt 

und danach werden 200 µl davon zum Pellet gegeben. Nun gibt man 3 µl Lysostaphin 

hinzu und inkubiert den Ansatz 1 Stunde bei 37 °C. Es folgt eine Inkubation von 15-30 

Minuten bei 56 °C sowie das Mischen für 10 Sekunden auf dem Vortex. Anschließend 

wird das Eppendorftube 8 Minuten bei 100 °C inkubiert und dann wieder 10 Sekunden 

auf den Vortex gehalten. Jetzt wird es 2-3 Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert. Die 

DNA kann jetzt verwendet oder eingefroren werden. Bei Wiederverwendung der DNA 

muss sie erneut 10 Sekunden im Vortex gemischt und anschließend 2-3 Minuten bei 

12000 rpm zentrifugiert werden. 

 

 

2.2.2.3 Restriktionsverdau und Gelelektrophorese 
 

Für das Agarosegel 1 g Agarose in 100 ml TBE-Puffer geben. In der Mikrowelle 

erhitzen. Abkühlen lassen, 5 µl RedSafe hinzugeben und in einen Gelträger mit Kamm 

gießen, fest werden lassen. 

Je Plasmid einen 20 µl-Ansatz vorbereiten. 10 µl Plasmid, 2 µl NEB-Puffer 1, je 1 µl 

der Restriktionsenzyme PstI und KpnI, 4 µl Aqua ad injectabilia und 2 µl BSA 

vermengen. Diesen Ansatz 2-3 Stunden oder über Nacht bei 37 °C inkubieren, 

anschließend 30 Sekunden kurz zentrifugieren, um das Kondenswasser in das 

Eppendorftube zurück zu bringen. 4 µl DNA-Ladepuffer pro Ansatz hinzugeben. 

DNA-Marker und Restriktionsverdauansätze auf das Agarosegel auftragen und 60 

Minuten bei 120 V laufen lassen. Anschließend wird das Gel mit dem 

Geldokumentationssystem ausgelesen. 
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2.2.3 Genetische Manipulation von Bakterien 

 

2.2.3.1 Chemische Transformation von E. coli  
 

Grundsätzlich nach Herstellerangaben. E. coli One Shot®TOP10 auf Eis auftauen 

lassen. 5 µl Plasmidpräparation zu 100 µl E. coli One Shot®TOP10 geben, kurz 

verrühren. 30 Minuten auf Eis inkubieren, für 30 Sekunden bei 42 °C erhitzen und 

wieder auf Eis legen. 500 µl raumtemperiertes S.O.C.-Medium hinzu geben. 1 Stunde 

bei 37 °C bei 200 rpm inkubieren. Je 100 µl und 50 µl auf vorgewärmte LBAmpiciliin-

Agarplatten ausplattieren. Anschließend Kolonien aufnehmen, Plasmidpräparation und 

Restriktionsverdau durchführen. 

 

 

2.2.3.2 Phagentransduktion 
 

Phagentitration 

In 5 15 ml-Falcontubes werden je 1 ml NB2+-Medium gegeben. In das erste wird 1 µl 

Phagenlysat gegeben, sodass es im Verhältnis 10-3 vorliegt und anschließend wird es 

gevortext. Aus dem ersten Tube werden 10 µl in das zweite pipettiert, gevortext und 

dann je immer 100 µl in das nächste pipettiert und gevortext. So entstehen 5 

Falcontubes mit dem Phagenlysatverhältnis zum Medium von 10-3, 10-5, 10-6, 10-7 und 

10-8. Nun wird ein neues Falcontube mit 5 ml NB2+-Medium gefüllt, worin dann das 

Plasmiddonator-Bakterium resuspendiert wird. Es wird eine OD600 = 0,1 eingestellt. Je 

1 ml hiervon wird auf die 5 anderen Falcontubes verteilt. Jetzt wird in jeden Tube 4 ml 

STA-Soft-Agar, welches vorher in der Mikrowelle erhitzt wird, bis es flüssig ist, 

gegeben und umgehend jeweils auf eine STA-Agar-Platte gegossen. Nach dem 

Festwerden des Soft-Agars werden die Platten bei 30 °C über Nacht statisch inkubiert. 

Sofern auf den Platten am Folgetag Plaques zu sehen sind, wird auf jede Platte 5 ml 

NB2+-Medium gegeben und mit einem Glasstab das sich lösende STA-Soft-Agar 

gekratzt und in einem 50 ml-Falcontube gesammelt. Das Gemisch wird nun für 10 

Sekunden und 70 % Ultraschall ausgesetzt, sodass es anschließend flüssig ist. Das 

Falcontube wird nun bei 6000 rpm 45 Minuten und 4 °C zentrifugiert, der Überstand 
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in ein anderes Tube überführt. Dieses wird nochmals für 15 Minuten bei 6000 rpm und 

4 °C zentrifugiert. Jetzt wird der Überstand im 0,22 µm-Sterilfilter gefiltert. Die 

dadurch entstandene Lösung fungiert als neues Phagenlysat und muss bei 4 °C 

gelagert werden. 

 

Phagenpräparation 

STA-Softagar wird in der Mikrowelle erhitzt, bis es flüssig ist, sodass es bis zum 

Gebrauch etwas abkühlen kann. Von dem Plasmiddonator-Bakterium werden etwa 2-3 

Kolonien in 3 ml NB2+ resuspendiert und auf eine OD600 = 0,1 eingestellt. Es werden 

3 x 250 µl Phagenlysat in einem 14 ml-Falcontube vorgelegt, dazu wird jeweils 250 µl 

NB2+ und dann jeweils 500 µl der NB2+-Bakterien-Suspension gegeben. In jedes der 

drei Tubes wird 3 ml STA-Softagar gegeben und auf je eine STA-Agarplatte 

gegossen. Sofern auf den Platten am Folgetag Plaques zu sehen sind, wird auf jede 

Platte 5 ml NB2+-Medium gegeben und mit einem Glasstab das sich lösende STA-

Soft-Agar gekratzt und in einem 50 ml-Falcontube gesammelt. Das Gemisch wird nun 

für 10 Sekunden und 70 % Ultraschall ausgesetzt, sodass es anschließend flüssig ist. 

Der Falcontube wird nun bei 6000 rpm 45 Minuten zentrifugiert, der Überstand in ein 

neues 14 ml-Falcontube überführt und dieser wird nochmals 15 Minuten bei 6000 rpm 

zentrifugiert. Jetzt wird der Überstand im 0,22 µm-Sterilfilter gefiltert. Die dadurch 

entstandene Lösung kann nun zur Phagentransduktion eingesetzt werden und muss bei 

4 °C gelagert werden.  
 

Phagentransduktion 

1 – 2 Agarplatten der zu infizierenden Bakterien in je 5 ml NB2+-Medium 

resuspendieren, sodass eine 1:100-Verdünnung aus dieser Suspension eine OD600 = 0,1 

ergibt. In einem 14 ml-Falcontubes je 1 ml Phagenlysat (siehe Phagentitration und 

Phagengewinnung) und 1 ml Bakteriensuspension zusammen geben und 30 Minuten 

bei 30 °C / 37 °C (je nach Plasmid, vergleiche pBTn Kapitel 2.1.2) und 200 rpm 

dynamisch inkubieren. Nun 40 µl 1 M Natriumcitratlösung hinzugeben und 15 

Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugieren. Das Pellet zwei Mal mit 5 ml BHI+ 

waschen, dabei jeweils 10 Minuten bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugieren. Nun das 

Pellet mit 3 ml BHI+ sowie 3 µl entsprechendem Antibiotikum resuspendieren und 1 
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Stunde bei 30 °C / 37 °C (je Plasmid) und 200 rpm dynamisch inkubieren. Inzwischen 

wird das BHI-Softagar in der Mikrowelle erhitzt, bis es flüssig ist und dann wird es 

etwas abkühlen gelassen. Nach der Inkubationszeit nochmals 3 µl entsprechendes 

Antibiotikum sowie 3 ml BHI-Softagar in das Falcontube geben und auf BHIAntibiotikum-

Platten ausplattieren. 24 - 48 Stunden bei 30 °C / 37 °C (je Plasmid) inkubieren. 

 

 

2.2.3.3 Elektroporation 
 

1 Kolonie des Bakterienstamms, welches das Plasmid aufnehmen soll, wird in 5 ml 

B2-Medium bei 37 °C und 200 rpm dynamisch über Nacht inkubiert. 1000 µl (je nach 

Erfahrung mit dem zu verwendenden Bakterium kann dies von etwa 500 µl – 2000 µl 

schwanken) der Vorkultur wird in 50 ml frisches B2-Medium pipettiert und die OD600 

wird gemessen. Nun wird das Bakterium weiterhin bei 37 °C und 200 rpm inkubiert, 

bis es auf eine OD600 = 0,6 - 0,8 angewachsen ist. Zwischen allen Schritten des 

Versuchs müssen die Tubes stets auf Eis gelagert werden. Die Inkubation dauert etwa 

1 - 2 Stunden. Die 50 ml Medium mit Bakterium werden auf 2 x 25 ml in 50 ml-

Falcontubes auf Eis aufgeteilt und 15 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wird abgenommen und es folgt das dreimalige Waschen des Pellets mit 

je 25 ml destilliertem, 4 °C-temperiertem Miliporewasser und 15 minütiger 

Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C. Nach dem Waschen werden die Zellpellets in je 

5 ml sterilem, 4 °C-temperiertem 10 %-igen Glycerol resuspendiert, in je ein 14 ml-

Falcontube überführt und 15 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Pellets 

werden erneut mit je 2,5 ml sterilem, 4 °C-temperiertem 10 %-igen Glycerol 

resuspendiert und 15 Minuten bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nun lässt man die 

Zellen 15 Minuten bei Raumtemperatur ruhen. Das Pellet wird in Abhängigkeit von 

der Ausgangs-OD600 in 600 µl – 800 µl sterilem, 4 °C-temperiertem 10 %-igen 

Glycerol resuspendiert und in 70 µl-Portionen in Eppendorftubes aliquotiert. Die 

elektrokompetenten Zellen von S. aureus RN4220 können bei -80 °C gelagert werden, 

die von S. epidermidis müssen frisch verwendet werden. 

Zu dem Aliquot der elektrokompetenten Zellen 1 µl Plasmidpräparation zugeben 

(möglichst über 200 µg / µl, sonst dementsprechend mehr Plasmidpräparation 
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einsetzten) und 30 Minuten auf Eis inkubieren. Nun wird das Gemisch in die 

Elektroporationsküvette pipettiert und bei Raumtemperatur, 100 Ω, 21 kV und 25 µF 

elektroporiert. Sofort 390 µl, bei 30 °C vorgewärmtes B2-Medium in die 

Elektroporationsküvette pipettieren und daraus die 461 µl (390 µl B2-Medium + 71 µl 

elektrokompetente Zellen mit Plasmidpräparation) in ein vorgewärmtes Eppendorftube 

pipettieren. Dieses nun 1 h bei 30 °C und 200 rpm dynamisch inkubieren. Aus einem 

Eppendorftube je 4 x 100 µl auf NYEC-Platten ausplattieren und 24 h – 48 h bei 30 °C 

inkubieren.  

 

 

2.2.3.4 Transposonmutagenese mit Plasmid pBTn  
 

20 ml TSB werden mit 1 g Xylose versetzt und mit einem Sterilfilter 0,22 µm steril 

filtriert. Dazu werden 20 µl einer Chloramphenicollösung (10 mg / ml) und 5 µl einer 

Erythromycinlösung (10 mg / ml) gegeben. In dem Gemisch werden 1 Kolonie des 

Plasmid tragenden Bakterienstamms resuspendiert und 24 Stunden bei 30 °C und 200 

rpm dynamisch inkubiert. Am Folgetag wird hieraus eine 1:100-Verdünnung erstellt. 

Diese wird in einen Ansatz aus 20 ml TSB + 1g Xylose + 5 µl Erythromycin (10 mg / 

ml) pipettiert und 24 Stunden bei 43 °C (kann variieren, siehe Kapitel 3.4) und 200 

rpm dynamisch inkubiert. Die Inkubation bei den unterschiedlichen Temperaturen 

kann auch wiederholt werden. Aus dem bei 43 °C inkubierten Ansatz wird eine 

Verdünnungsreihe in je 1000 µl PBS-1 % zu 10-3, 10-5, 10-7, 10-8 und 10-9 erstellt und 

davon je 50 µl auf je eine Blutagar-, BHIChloramphenicol + Erythromycin und eine 

BHIErythromycin-Platte ausplattiert. Diese Platten werden bei 43°C (kann variieren, siehe 

Kapitel 3.4) für 48 Stunden inkubiert. Bei den Verdünnungen, bei denen Kolonien auf 

der Blutagar- sowie BHIErythromycin-Platte und nicht auf der BHIChloramphenicol + Erythromycin-

Platte angewachsen sind, werden die Klone von der BHIErythromycin-Platte gepickt. Diese 

werden erneut auf BHIErythromycin- und BHIChloramphenicol + Erythromycin-Platten bei 43 °C 

(kann variieren, siehe Kapitel 3.4) über 24 Stunden inkubiert. Diejenigen Klone, die 

dabei nur auf der der erythromycinhaltigen Agarplatte angewachsen sind, zeigen das 

erwünschte Verhalten. Auf dem Plasmid pBTn liegt nämlich eine 

Chloramphenicolresistenzkassette und das Transposon trägt eine 



 
 

40 

Erythromycinresistenz. Bei echten Transposonmutanten der Transposonmutagenese 

muss das Transposon in das Genom des Bakteriums aufgenommen 

(erythromycinresistent) und das Plasmid wieder eliminiert sein (nicht mehr 

chloramphenicolresistent, also –sensibel). 

 

 

2.2.4 Immunchemische Methoden 
 

2.2.4.1 Dot Blot Analyse von Oberflächenproteinen nach Kultur in 

Gegenwart von Ziegenserum 

 
Aus einer Vorkultur wird eine 1:100-Verdünnung in 50 ml Falcontubes oder 

Erlenmeyerkolben zu je 5 ml TSB oder 5 ml der jeweiligen Ziegenserumverdünnung 

in TSB erstellt. Diese wird bei 170 rpm und 37 °C inkubiert und nach 8 Stunden je 2 

ml in 2 ml-Eppendorftubes pipettiert. Die 50 ml-Falcontubes bzw. Erlenmeyerkolben 

werden weiter bei 170 rpm und 37 °C inkubiert und nach weiteren 16 Stunden erneut 2 

ml-Proben für den Zeitpunkt „24-Stunden“ in 2 ml-Eppendorftubes pipettiert. Die 2 

ml-Proben werden bei 13200 rpm 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das Pellet wird mit 500 µl PBS-1 % resuspendiert, noch einmal 5 Minuten 

bei 13200 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die 8 Stunden-Probe wird 

am Vortag nach diesem Schritt bei -18 °C eingefroren und zum Verarbeiten der 24-

Stunden-Probe wieder aufgetaut. Nun werden die Pellets aus den Proben beider 

Zeitpunkte mit 500 µl PBS-1 % aufgenommen und in einer 1,5 ml-Küvette eine 1:10-

Verdünnung auf 1 ml erstellt. Es folgt die OD600-Einstellung jeder Probe auf die 

niedrigste gemeinsame OD600. Da der S. epidermidis-Stamm 1585v (Positivkontrolle), 

oft nach 8 Stunden nur einen sehr geringen Wachstumszuwachs und damit OD600 

aufweist, wurden die OD600-Schwankungen dieser Probe gelegentlich nicht 

berücksichtigt.  

Nach der OD600-Einstellung wird aus jeder Küvette 500 µl in ein neues Eppendorf-

Tube pipettiert und 5 Minuten bei 13200 rpm zentrifugiert. Überstand verwerfen und 

mit 50 µl 1x – LDS – Puffer resuspendieren. Nun werden die Proben bei 95 °C für 5 

Minuten aufgekocht. PVDF-Membran mit etwas PBS-1 % befeuchten, mit Methanol 
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aktivieren und mit etwas PBS-1 % waschen. Dot Blot-Membran auf angefeuchtetes 

Filterpapier legen und 8 µl jeder Probe auf die Membran pipettieren. Über Nacht mit 3 

%-igem Milchpulver bei 4 °C auf dem Kipptisch blocken. Am Folgetag wir die 

Membran 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei 200 rpm und Raumtemperatur 

waschen. 1 Stunde mit 1.-Antiserum 1:10000 in 30 ml PBS-1 % bei 200 rpm, 

Raumtemperatur inkubieren. 4 x 8 Minuten mit PBS-1 % - T0,05 % bei 200 rpm, 

Raumtemperatur waschen. 1 Stunde mit 2.-Antikörper, 1:10000 in 30 ml PBS-1 % bei 

200 rpm, Raumtemperatur inkubieren. 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei  200 

rpm, Raumtemperatur waschen. Für die Membran der Größe einer Mikrotiterplatte 

insgesamt 1000 µl Western-Blotting-Reagenz, also 500 µl Lösung 1 + 500µl Lösung 2 

in einem Eppendorftube vorbereiten. Bei kleineren Membranen entsprechend weniger 

Die Membran wird luftblasenfrei auf eine doppelt so große Folie gelegt, das Substrat 

dazu gegeben und etwas geschwenkt, sodass die Membran makroskopisch mit einem 

Film überzogen ist. Die Folie luftblasenfrei auf die Membran umschlagen. Die 

eingeschlagene Membran wird auf Zellstoff gelegt. Beispielsweise mit einem dicken 

Stift wird wie mit einem Nudelholz das überflüssige Substrat vorsichtig aus der Folie 

herausgestrichen, damit der Fotofilm später nicht benetzt wird. Anschließend 

belichten. 

 

 

2.2.4.2 Dot Blot Analyse von Oberflächenproteinen nach Kultur in 

Gegenwart von Tigecyclin 
 

Für die Tigecyclinverdünnungsreihe wird eine 1 mg / ml – Lösung aus der 

Trockensubstanz Tigecyclin in Aqua ad injectabilia erstellt und diese zu den 

gewünschten Konzentrationen mit TSB gemischt, dass  5 ml – Ansätze entstehen. Aus 

einer Vorkultur werden 1:100-Verdünnungen in 50 ml - Falcontubes oder 

Erlenmeyerkolben in je 5 ml TSB und 5 ml des TSB-Tigecyclin-Gemisches pipettiert.  

Diese werden bei 170 rpm und 37 °C inkubiert und nach 8 Stunden je 2 ml in 2 ml-

Eppendorftubes pipettiert. Die 50 ml-Falcontubes bzw. Erlenmeyerkolben werden 

weiter bei 170 rpm und 37 °C inkubiert und nach weiteren 16 Stunden erneut 2 ml-

Proben für den Zeitpunkt „24-Stunden“ in 2 ml-Eppendorftubes pipettiert. Die 2 ml-
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Proben werden bei 13200 rpm 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. 

Das Pellet wird mit 500 µl PBS-1 % resuspendiert, noch einmal 5 Minuten bei 13200 

rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die 8 Stunden-Probe wird am Vortag 

nach diesem Schritt bei -18 °C eingefroren und zum Verarbeiten der 24-Stunden-

Probe wieder aufgetaut. Nun werden die Pellets aus den Proben beider Zeitpunkte mit 

500 µl PBS-1 % aufgenommen und in einer 1,5 ml-Küvette eine 1:10-Verdünnung auf 

1 ml erstellt. Es folgt die OD600-Einstellung jeder Probe auf die niedrigste gemeinsame 

OD600. Da der S. epidermidis-Stamm 1585v (Positivkontrolle), oft nach 8 Stunden nur 

einen sehr geringen Wachstumszuwachs und damit OD600 aufweist, wurden die OD600-

Schwankungen dieser Probe gelegentlich nicht berücksichtigt.  

Nach der OD600-Einstellung wird aus jeder Küvette 500 µl in ein neues Eppendorf-

Tube pipettiert und 5 Minuten bei 13200 rpm zentrifugiert. Überstand verwerfen und 

mit 50 µl 1x – LDS – Puffer resuspendieren. Nun werden die Proben bei 95 °C für 5 

Minuten aufgekocht. Dot Blot-Membran mit etwas PBS-1 % befeuchten, mit 

Methanol aktivieren und mit etwas PBS-1 % waschen. Dot Blot-Membran auf 

angefeuchtetes Filterpapier legen und 8 µl jeder Probe auf die Membran pipettieren. 

Über Nacht mit 3 %-igem Milchpulver bei 4 °C auf dem Kipptisch blocken. Am 

Folgetag wir die Membran 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei 200 rpm und 

Raumtemperatur waschen. 1 Stunde mit 1.-Antiserum 1:10000 in 30 ml PBS-1 % bei 

200 rpm, Raumtemperatur inkubieren. 4 x 8 Minuten mit PBS-1 % - T0,05 % bei 200 

rpm, Raumtemperatur waschen. 1 Stunde mit 2.-Antikörper, 1:10000 in 30 ml PBS-1 

% bei 200 rpm, Raumtemperatur inkubieren. 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei  

200 rpm, Raumtemperatur waschen. Für die Membran der Größe einer 

Mikrotiterplatte insgesamt 1000 µl Western-Blotting-Reagenz, also 500 µl Lösung 1 + 

500µl Lösung 2 in einem Eppendorftube vorbereiten. Bei kleineren Membranen 

entsprechend weniger Die Membran wird luftblasenfrei auf eine doppelt so große 

Folie gelegt, das Substrat dazu gegeben und etwas geschwenkt, sodass die Membran 

makroskopisch mit einem Film überzogen ist. Die Folie luftblasenfrei auf die 

Membran umschlagen. Die eingeschlagene Membran wird auf Zellstoff gelegt. 

Beispielsweise mit einem dicken Stift wird wie mit einem Nudelholz das überflüssige 

Substrat vorsichtig aus der Folie herausgestrichen, damit der Röntgenfilm später nicht 

benetzt wird. Anschließend belichten. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Begriffsbestimmungen und Definitionen 
 

Im Hinblick auf die Entwicklung eines Screens im 96-Well-Format mussten je nach 

experimentellem Setting spezifische Modifikationen im Umgang mit Kulturen 

erarbeitet werden. Tabelle 1 fasst diese mit den korrespondierenden Abkürzungen 

zusammen.  

 
Tabelle 1: Unterschiede von Einzel- und 96-Well-Format-Kulturen: Abkürzungen und Beschreibung vom 
speziellen Umgang mit Vorkulturen und Kulturen bei Experimenten, die in den Folgekapiteln beschrieben werden.  
 
Abkürzung Beschreibung 

Vorkulturen 
VK-RG  
 

Animpfen von TSB im Reagenzglas mit einer Bakterienkolonie, Kultur dynamisch über Nacht. In 
der Regel S. epidermidis 1585wt oder 1585hc (Teststämme), 1585v (Positivkontrolle) und 1585-
M135 (Negativkontrolle). 

VK-RG-OD  
 

Wie VK-RG, anschließend Verdünnung 1:100 in frisches TSB und Vereinheitlichung des 
Zellwachstums mittels Einstellung auf eine Ziel-OD600. 

VK-96  
 

Vorkultur im 96-Well-Format von S. epidermidis 1585wt oder 1585hc. Ziel ist die Imitation der 
Mikrotiterplatten, in denen die Transposonmutanten archiviert sind und die Anzucht von 
Vorkulturen daraus. Zunächst Kolonien von 1585wt und 1585hc in 96-Well-Greinerplatten in 
Einfriermedium einfrieren. Für die VK-96 diese Platten wieder auftauen. Anschließend Stempeln 
des Inhalts auf große Agarplatten und nach Koloniebildung weiter stempeln in 96-Deepwellplatten 
mit TSB und inkubieren. (Kapitel 3.3.2.2). 

VK-96-OD  
 

Wie VK-96, anschließend Verdünnung in frisches TSB in einer neuen 96-Deepwellplatte und 
Vereinheitlichung des Zellwachstums mittels Einstellung auf eine Ziel-OD600 in allen Vertiefungen 
der Platte. (Kapitel 3.4.3). 

Kulturen Dot Blot Assay 
Kultur DB-
Basis  
 

TSB und Ziegenserum- oder Tigecyclinverdünnungen in 50 ml - Falcon Tubes vorgelegen. 
Übertragung von VK-RGs 1:100 in die Falcontubes. Anschließend dynamische Inkubation und 
Probengewinnung nach definierter Kulturdauer. Einstellung der Zelldichte aller gewonnenen 
Proben auf eine OD600. (Versuchsprotokoll aus Material und Methoden). 

Kultur DB-
96  
 

Kultur statt in Falcon-Tubes in Näpfchen von 96-Deepwellplatten. Inokulation der Näpfchen mit 
einer Ziegenserum- oder Tigecyclinverdünnung. Anschließend Animpfen aus einer VK-96 oder 
einer VK-96-OD. Dynamische Inkubation und weiterer Versuchsablauf im 96-Well-Format. 
(Screeningbedingungen). 

Kultur DB-
96-Test  
 

Kultur in 96-Deepwellplatten, ohne diese aus VK-96 oder VK-96-OD anzuimpfen, sondern aus 
VK-RGs. Inokulation der Näpfchen der Deepwellplatten mit TSB und Ziegenserum- oder 
Tigecyclinverdünnungen. Anschließend Animpfem der Näpfchen einer Platte aus VK-RGs von S. 
epidermidis 1585wt / 1585hc, 1585v und 1585-M135 (Abbildung 9). Nach Inkubation wird der 96-
Well-Plattenansatz mit Mehrkanalpipetten durch die Versuchsschritte geführt und so die 96-Well-
Anordnung beibehalten. Die Versuchsschritte, die Bakterien im 96-Well-Format aufzutauen, 
anzuzüchten und daraus Vorkulturen zu erstellen (VK-96) wurden so übersprungen. (Kapitel 3.3.1) 

Kulturen Biofilmassay 
Kultur BFA-
Basis  
 

Einzelne Inokulation von Näpfchen einer 96-Well-Nunclon∆-Mikrotiterplatte aus einer 1:100-
Verdünnungen von VK-RG oder VK-RG-OD. Anschließend Inkubation für die Adhärenzphase 
und Zugabe von Ziegenserum oder Tigecyclin in gewünschter Konzentration, weitere Inkubation. 
(Versuchsprotokolle aus Material und Methoden). 

Kultur BFA-
96  
 

Inokulation aller Näpfchen einer 96-Well-Nunclon∆-Mikrotiterplatte mit einer Verdünnung aus 
VK-96 oder VK-96-OD in frischem TSB mittels Mehrkanalpipette. Anschließend Inkubation für 
die Adhärenzphase, Zugabe von Ziegenserum und weitere Inkubation. (Screeningbedingungen). 
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3.2 Identifikation geeigneter Bedingungen zur Detektion 

Ziegenserum-induzierter S. epidermidis Biofilmbildung und Embp 

Produktion  
 

Ziel der in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente war es, ein Basis-

Versuchsprotokoll zu erarbeiten, mithilfe dessen Biofilmbildung und Embp 

Produktion bei S. epidermidis 1585 in Gegenwart von Ziegenserum dargestellt werden 

können. Es sollte vor allem die Ziegenserumkonzentration gefunden werden, die 

zuverlässig eine stabile Embp Produktion sowie Biofilmbildung bei S. epidermidis 

1585 induziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7: Ziegenseruminduzierte Biofilmbildung von S. epidermidis 1585wt. Untersuchung der 
Biofilmbildung von S. epidermidis 1585wt in Gegenwart von Ziegenserum mittels Biofilmassay. Kultur BFA-Basis 
aus VK-RG, Ziegenserumexposition über Nacht. Nach Waschen und Trocknen wurden die angehefteten Zellen mit 
Gentianaviolett angefärbt. Es ist eine Biofilmbildung im Bereich von 40 % - 100 % Ziegenserumkonzentration zu 
sehen. 1585v ohne Serum ist die Positivkontrolle, 1585wt ohne Serum ist die Negativkontrolle. N = 8 für jede 
Säule des Diagramms. 
 

Hierfür wurde die Induktion der Biofilmbildung bei S. epidermidis 1585 in Gegenwart 

unterschiedlicher Serumkonzentrationen (10 - 100 %) mittels Biofilmassay getestet. 

Als Kontrollen wurden S. epidermidis 1585v (Positivkontrolle) und 1585 ohne Serum 

(Negativkontrolle) mitgeführt (Abbildung 7). Bei der Analyse zeigte sich, dass eine 

Biofilmbildung oberhalb einer Serumkonzentration von 40 % nachgewiesen werden 

kann. Dabei ergab sich ab dieser Konzentration keine wesentliche Zu- oder Abnahme 
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der Biofilmbildung (Abbildung 7). Im Vergleich zur Positivkontrolle 1585v war die 

Stärke des durch Serum induzierten Biofilms schwächer. 

Im Folgenden wurde die Serumkonzentrations-abhängige Embp-Produktion mittels 

Dot Blot Assay getestet. Als Positivkontrolle diente der S. epidermidis Stamm 1585v, 

als Negativkontrolle die Mutante 1585-M135, die sich durch einen Defekt im embp-

Gen auszeichnet (Abbildung 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 8: Ziegenseruminduzierte Embp Produktion von S. epidermidis 1585wt. Untersuchung der Embp 
Produktion nach Anzucht mit 25 %, 50 % und 75 % Ziegenserumkonzentration mittels Dot Blot Assay. Kultur DB-
Basis aus VK-RGs. Probengewinnung nach 8 und 24 Stunden. Nach OD600-Einstellung erneute Zentrifugation. Die 
Überstände wurden verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen und aufgekocht. Von jeder Probe wurden 
10 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 
(1:10000), sowie einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (1:10000). Belichtungszeit 3 Minuten. Es ist ein 
positiver Embp-Nachweis bei S. epidermidis 1585wt mit 50 % Ziegenserum nach 8- und 24-stündiger Kultur zu 
sehen. In abgeschwächter Form ist dies ebenfalls bei 25 % und 75 % Ziegenserum zu beobachten. 1585v ohne 
Serum ist die Positivkontrolle, 1585wt ohne Serum und 1585-M135 (Mutante mit Embp-Defekt) mit und ohne 
Serum sind Negativkontrollen. 
 

Nach Optimierung der Kulturbedingungen gelang es, eine Ziegenserum-induzierte 

Embp Produktion darzustellen. Hierzu wurden aus einer 5 ml Bakterienkultur 2 ml 

entnommen und auf eine OD600 von circa 0,5 eingestellt. Von Vorteil war hierbei, die 

Kulturen in Erlenmeyerkolben oder 50 ml-Falcontubes zu inkubiert, da sich in 15 ml-

Falcontubes während der dynamischen Inkubation im konischen Boden des Gefäßes 

Pellets bildeten. Nach Präparation der Oberflächenproteine wurden diese durch den 

Einsatz eines anti-rEmbp Antiserums im Dot Blot analysiert. Exemplarisch zeigt der 

Dot Blot in Abbildung 8 eine starke Embp-Induktion nach 8 Stunden sowie  24 

Stunden Kultur in Gegenwart von 50 % Ziegenserum. Unter diesen Bedingungen 

zeigte sich bei der Negativkontrolle 1585-M135 kein Signal. In weiteren Schritten zur 

Etablierung eines Screening-Dot Blots wurden basierend auf den hier gezeigten 
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Ergebnissen eine Ziegenserumkonzentration von 50 % als optimale Kulturbedingung 

festgelegt. 

 

 

3.3 Dot Blot Assay-basierter Screen zur Identifikation von S. 

epidermidis 1585wt Transposonmutanten mit einer veränderten 

Ziegenserum-induzierten Embp Produktion  
 

3.3.1 Adaptation des Basis Dot Blot-Protokolls auf ein Protokoll im 

96-Well-Format 
 

Die Experimente zur Identifikation der optimalen Ziegenserumkonzentration waren 

durch Kultur von S. epidermidis in Reagenzgläsern durchgeführt worden (VK-RG und 

Kulturen BFA- sowie DB-Basis, Tabelle 1). Ziel der in dem folgenden Abschnitt 

beschriebenen Experimente war es, die Kultur von S. epidermidis in Gegenwart von 

50 % Ziegenserum auf ein 96-Well Mikrotiterplattenformat zu überführen. Neben 

einer Ziegenserumkonzentration von 50 % wurden in diesem Schritt auch Kulturen in 

Gegenwart von 75 % und 25 % Ziegenserum mitgeführt. Eine wesentliche 

Schwierigkeit bestand in der Begrenzung des Kulturvolumens auf 400 µl / Well in 

Mikrotiterplatten. 

Die Experimente erfolgten zunächst ausgehend von S. epidermidis-Kulturen DB-96-

Test (Tabelle 1). Das in Abbildung 9 gezeigte Inokulationsmuster der 96-Well-Platten 

wurde in den meisten der folgenden Experimente benutzt. Durch diesen 

Versuchsaufbau war es möglich, unterschiedliche Bakterienstämme schnell in die 

Kultur im 96-Well-Format einzubringen und das Inokulationsmuster der 96-Well-

Plattenkulturen spontan nach Bedarf zu variieren. Mit dem Stempelverfahren (VK-96) 

hätte dies für jeden Versuch lange vorbereitet werden müssen. So konnten einzelne 

Kulturbedingungen wie beispielsweise Kulturvolumina oder Inkubationszeiten gut 

verändert und die direkte Auswirkung auf den Embp-Nachweis auf dem Röntgenfilm 

gezeigt werden. Als Kontrollen dienten die Kulturen in TSB ohne Ziegenserum und 

der Mutante 1585-M135 mit den Ziegenserumkonzentrationen 25 %, 50 % und 75 %. 
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Abbildung 9: Inokulationsmuster der 96-Well-Platten für die Folgeversuche. Dargestellt ist das Schema einer 
96-Well-Platte. In den Folgeversuchen wird die Kulturvariante DB-96-Test (Tabelle 1) verwendet. Es dient der 
Testphase, die Kulturbedingungen Kultur DB-Basis auf die Durchführung im 96-Well-Format zu übertragen. Das 
Schema zeigt, in welcher Anordnung die VK-RGs regelhaft in die 96-Well-Platten pipettiert wurden. Innerhalb der 
Versuche kommt es zu Wechseln zwischen Mikrotiter- und Deepwellplatten (Füllungsvolumen 400 µl / Well 
versus 1000 µl / Well).  
 

 

3.3.1.1 Essentielle Versuchsschritte eines Dot Blot Assays im 96-Well-

Format  
 

Die am stärksten vereinfachte Variante des Dot Blot-Protokolls im 96-Well-Format 

bestand darin, die Kulturen DB-96-Test nach Inokulationsmuster aus Abbildung 9 in 

einer Mikrotiterplatte statisch zu inkubieren (Kulturvolumen 200 µl / Well). Nach der 

Inkubation wurde die Mikrotiterplatte zentrifugiert, die Pellets wurden mit einer 

Mehrkanalpipette in je 30 µl LDS-Puffer aufgenommen und in eine PCR-

Mikrotiterplatte pipettiert. Hierin wurden die Ansätze in einem PCR-Cycler bei 95 °C 

erhitzt und die Überstände mit der Mehrkanalpipette auf die PVDF-Membran 

übertragen. Bei diesem Vorgehen konnte jedoch kein Embp nachgewiesen werden 

(Daten nicht gezeigt). Dies gelang erst sukzessive durch die Einführung der 

dynamischen Inkubation (Abbildung 10 A, Mikrotiterplatte in Schüttelinkubator) in 

Kombination mit der Vergrößerung des Kulturvolumens durch den Einsatz von 

Deepwellplatten (Abbildung 10 B, 1000 µl Kulturvolumen, Schüttelinkubator). 

Insbesondere die dynamische Inkubationsform war entscheidend für den Nachweis 
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einer Serum-induzierten Embp-Produktion. Die Kultur in einer Deepwellplatte unter 

statischen Inkubationsbedingungen erbrachte auch keinen Embp-Nachweis (Daten 

nicht gezeigt). Durch spezifische Fixierung im Schüttelinkubator war sogar die 

parallele Untersuchung vieler Platten möglich (Abbildung 11). 

 
Abbildung 10: Minimalform des Dot Blot Protokolls im 96-Well Format mit positivem Embp-Nachweis bei 
1585wt. Untersucht wurde, welche Minimalform des Basis Dot Blot Assay Protokolls im 96-Well-Format zur 
Embp Produktion von S. epidermidis 1585wt führt. Nach Kultur DB-96-Test mit dem Inokulationsmuster von 
Abbildung 9 wurden die Platten zentrifugiert, die Überstände verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen 
und in 96-Well-PCR-Platten im PCR-Cycler aufgekocht. Aus jedem Well wurden 10 µl auf eine PVDF-Membran 
aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) sowie einem 
Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (1:10000). (A) Kulturvolumen 200 µl / Well in einer Mikrotiterplatte, 
8-stündige Inkubation bei 300 rpm und 37 °C. 2 Minuten Belichtungszeit. Es ist ein positiver Embp-Nachweis bei 
der Positivkontrolle S. epidermidis 1585v zu sehen. (B) Kulturvolumen 1000 µl / Well in einer Deepwellplatte mit 
24-stündige Inkubation bei 550 rpm und 37 °C. 30 Sekunden Belichtungszeit. Es ist ein positiver Embp-Nachweis 
bei der Positivkontrolle (1585v), bei S. epidermidis 1585wt mit 50 % Ziegenserum sowie bei 75 % und 25 % in 
abgeschwächter Form zu sehen. * markiert für Embp positive Chemolumineszenzreaktionen bei den 
Negativkontrollen, die durch das Überlaufen der maximal befüllten Deepwellplatten-Näpfchen zu erklären sind. 
 

Der in Abbildung 10 B dargestellte Dot Blot zeigt, dass 1585wt nach Wachstum in 

Gegenwart von 50 % Ziegenserum eine mit der Positivkontrolle vergleichbare 

antigene Reaktivität aufweist. Diese ist auch bei 75 % und 25 % Ziegenserum zu 

erkennen, jedoch weniger konsistent in allen Wells. Als Ziegenserumkonzentration für 

den Screen bei Durchführung der Kulturen im 96-Well-Format wurde daher 50 % 

festgelegt.  
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Abbildung 11: Versuchsanordnung zur parallelen Inkubation mehrere Deepwellplatte. Dargestellt ist ein Foto 
der auf einer Motorplatte eines Schüttelinkubators mit Pflasterstreifen fixierten Deepwellplatten. 
 

Problematisch bei dem Einsatz eines Kulturvolumens von 1000 µl war, dass dies zu 

einer grenzwertigen Befüllung der Wells führte. In der Folge kam es zu 

Kreuzkontaminationen (* in Abbildung 10 B). Für Folgeversuche wurde daher das 

Kulturvolumen auf maximal 400 µl / Well festgelegt. Darüber hinaus kam es in allen 

Reihen, deren Proben mit Serum inkubiert wurden, tauchen verschwommene Ränder 

in Kreisform auf. Um dieses Phänomen zu verhindern, wurden die Zellpellets in den 

Folgeversuchen vor der Inkubation mit dem LDS-Puffer gewaschen. 

 

 

3.3.1.2 Kulturdauer und Ziegenserumkonzentration im 96-Well-

Format 
 

Es sollte nun die optimale Inkubationszeit zur Embp Induktion ermittelt werden. 

Hierzu wurden Inkubationszeiten von 8 Stunden, 14 Stunden und 20 Stunden 

verglichen (Abbildung 12). Unabhängig von den gewählten Inkubationszeiten war 

eine deutliche Embp-Induktion in Gegenwart von 50 % Ziegenserum nachweisbar. Bei 

Inkubation in Gegenwart von 25 % und 75 % Serum war die Signalintensität 

schwächer und weniger konsistent in allen Wells darstellbar. 

Aus dieser Versuchsreihe ergab sich die Entscheidung, die Embp-Produktion nach 8 

Stunden Kultur in Gegenwart von 50 % Ziegenserum zu analysieren.  
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Abbildung 12: Validierung der Kulturdauer und Ziegenserumkonzentration für den Screen. Untersucht 
wurde die Auswirkung unterschiedlicher Kulturdauern und Ziegenserumkonzentrationen auf die Embp Produktion 
von S. epidermidis 1585wt, nachgewiesen mittels Dot Blot Assay unter bis jetzt erarbeiteten Bedingungen im 96-
Well-Format. Kultur DB-96-Test mit dem Inokulationsmuster von Abbildung 9 und Inkubation wie in Abbildung 
11 bei 180 rpm und 37 °C. Anschließend wurden die Platten zentrifugiert, die Überstände verworfen, die Pellets in 
LDS-Puffer aufgenommen und aufgekocht. Aus jedem Well wurden 9 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. 
Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) sowie einem Peroxidase-markierten 
anti-Kaninchen IgG (1:10000). Belichtungszeit jeweils 2 Minuten. (A) Es ist ein positiver Embp Nachweis bei S. 
epidermidis 1585wt nach 8-stündiger Exposition mit 25 %, 50 % und 75 % Ziegenserum zu sehen. Die 
Positivkontrolle findet sich exemplarisch in (C). (B) Es ist ein positiver Embp Nachweis bei 1585wt nach 14-
stündiger Exposition mit 25 % und 50 % Ziegenserum zu sehen. Die Positivkontrolle findet sich exemplarisch in 
(C). * markiert eine Blasenbildung durch das Pipettieren der Zellwandpräparation auf die PVDF-Membran. (C) Es 
ist ein positiver Embp Nachweis bei 1585wt nach 20-stündiger Exposition mit 25 %, 50 % und teilweise mit 75 % 
Ziegenserum zu sehen. * siehe (B). 
 

 

3.3.1.3 Optimierung des Kulturvolumens 
 

Im Weiteren sollte versucht werden, das Kulturvolumen weiter zu verkleinern und 

somit Ziegenserum zu sparen. Es wurde daher der Einfluss des Kulturvolumens auf 

die Nachweisbarkeit der Embp-Induktion in Gegenwart einer 
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Ziegenserumkonzentration von 50 % untersucht. Hierbei wurden die Bakterien in 200 

µl, 300 µl oder 400 µl Medium / Well angezüchtet (Abbildung 13).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: Identifikation des optimalen Kulturvolumens bei Kultur im 96-Well Format. Untersucht wurde 
die Auswirkung der Kulturvolumina 200 µl, 300 µl und 400 µl auf die Embp Produktion von S. epidermidis 
1585wt, nachgewiesen mittels Dot Blot Assay im bisher erarbeiteten 96-Well-Format. Ziegenserumkonzentration 
nur noch 50 % und 0 %. Kultur DB-96-Test, 14-stündige Ziegenserumexposition bei 180 rpm und 37 °C. 
Anschließend wurden die Platten zentrifugiert, die Überstände verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen 
und aufgekocht. Aus jedem Well wurden 9 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte 
durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) sowie einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG 
(1:10000). 2 Minuten Belichtungszeit. Es ist ein positiver Embp Nachweis bei S. epidermidis 1585wt mit 50 % 
Ziegenserum und 1585v bei allen Kulturvolumina zu sehen. Die Intensität der Chemolumineszenzreaktion sinkt mit 
reduziertem Kulturvolumen. * Die Hinzunahme des S. epidermidis-Stamm 1585hc (Transposonmutantenbank 
Heinze 2012) erbringt keinen Embp Nachweis. Dies wäre die Voraussetzung, um den Dot Blot-basierten Screen 
auch auf diese Transposonmutantenbank anzuwenden. Weiterführende Versuche siehe Kapitel 3.3.5 und folgende. 
 

Unabhängig vom Kulturvolumen konnte eine deutliche Embp-Expression bei 1585wt 

nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Intensität der 

Chemolumineszenzreaktion mit abnehmenden Kulturvolumen geringer wurde. 

Vergleicht man die Signalintensität bei S. epidermidis 1585wt und 1585v, so ergaben 

sich 300 µl als optimales Kulturvolumen. Basierend auf diesem Kulturvolumen konnte 

berechnet werden, dass für das Screening der bereits etablierten 

Transposonmutantenbank in 1585hc (umfasst etwa 4100 Tn-Mutanten; Heinze 2012) 

bei der Ziegenserumkonzentration 50 % ein Gesamtvolumen von etwa 0,615 l 

Ziegenserum notwendig sein würden.  

 

 

 

 



 
 

52 

3.3.2 Verfahren zur Rekultivierung von archivierten 

Transposonmutanten im 96-Well-Format 
 

3.3.2.1 Auftauen von in Mikrotiterplatten archivierten Bakterien 
 

Die Transposonmutantenbank ist in Mikrotiterplatten bei -80 °C archiviert. Für das 

Screening müssen die Transposonmutanten wieder in Kultur gebracht werden, ohne 

dass es zu Kreuzkontaminationen zwischen den einzelnen Mutanten kommt. Für das 

Auftauverfahren wurde ein Replika-Stempel mit 96 Stäben benutzt, um die 

Bakterienzellen von Schritt zu Schritt zu transferieren. Um das Vorgehen der 

Rekultivierung testen zu können, wurden 1585wt und 1585hc (Trägerstamm der 

Transposonmutantenbank aus Heinze 2012) jeweils in 25 ml Einfriermedium 

resuspendiert und auf eine OD600 = 0,1 eingestellt. 200 µl der Suspension wurden in 

Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert und bei -80 °C eingefroren. Dies entspricht einer 

Imitation der eingefrorenen Transposonmutantenbank. Nachdem die Mikrotiterplatten 

bei Raumtemperatur aufgetaut wurden, konnte der Stempel in die Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte getaucht werden. Die danach an den einzelnen Stäben haftenden 

Bakterienzellen konnten so auf eine Agarplatte übertragen werden. Nach statischer 

Inkubation bei 37 °C über Nacht sind auf der Agarplatte 8 x 12 klar voneinander 

separierte Kolonien pro Stempelabdruck entstanden, bei denen im Screen jede Kolonie 

den Bakterienzellen einer Transposonmutante entspricht (siehe Abbildung 14).  

 

 
 
Abbildung 14: Darstellung der verwendeten Replika-Stempel sowie durch Stempel auf Agarplatten 
übertragenen Replikakulturen. (A, B) Foto des Replika-Stempels mit 96 Stäben. (C) Foto einer Agarplatte mit S. 
epidermidis 1585wt-Kolonien aus sechs Replika-Stempel-Abdrücken. Im rechten unteren Abschnitt ist das 
Verlaufen der Kolonien zu sehen.  
 

A C B 
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Das Auftauen der Mikrotiterplatten wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten, auch 

nach Wochen getestet und war problemlos möglich. Erklärungen zur Vermeidung von 

ineinander laufenden Kolonien wie im unteren rechten Feld von Abbildung 14 C siehe 

Fußnoten in den Versuchsprotokollen. Die Kolonien können für den nächsten 

Versuchsschritt erneut mit dem Stempel aufgenommen werden. Darüber hinaus 

können die Agarplatten bei 4 °C gelagert werden. So können beim Screening einzelne 

Transposonmutanten direkt zurückverfolgt und direkt neue Kulturen für weitere Tests 

angefertigt werden.  

Beim Auftauen der Transposonmutantenbank in 1585hc (Heinze 2012) im Rahmen 

des tatsächlichen Screenings bildeten sich anfangs nicht zuverlässig 96 Kolonien pro 

Stempelabdruck. Die Bakterien haben nach dem Auftauen der Mikrotiterplatten Pellets 

am Näpfchenboden geformt. Um dieses Problem zu beheben, wurden vor dem 

Replikatransfer alle Vertiefungen durch Pipettieren suspendiert.  

 

 

3.3.2.2 Anzucht von Vorkulturen aus S. epidermidis-Kolonien im 96-

Well-Format (VK-96) 
  

Um Bakterienzellmaterial für eine Oberflächenproteinpräparation zu erzeugen, musste 

nun ein Weg gefunden werden, um ausgehend von den im 96-Well-Format 

vorliegenden Replika-Kulturen (Abbildung 14 C) Flüssigkulturen anzulegen. Dazu 

wurden die Kolonien eines Stempelabdrucks von 1585wt erneut mit dem Stempel 

(Abbildung 14 A, B) aufgenommen und in eine Deepwellplatte mit 400 µl / Well 

frischem TSB übertragen. Der Stempel wurde abgelegt und etwas auf den Boden 

geklopft. Die Deepwellplatte wurde auf der Motorplatte eines Schüttelinkubators bei 

180 rpm inkubiert (Abbildung 11). Aus dieser VK-96-Platte wurde eine 1:100-

Verdünnung in einer neuen Deepwellplatte (Kultur-DB-96) erstellt und der Dot Blot 

Abbildung 15 erstellt. Der Dot Blot ergab ein verwertbares Ergebnis, sodass dieses 

Vorgehen der Vorkulturerstellung in das Versuchsprotokoll übernommen werden 

sollte.  

Im finalen Versuchsprotokoll für den Dot Blot Assay-basierten Screen findet sich 

allerdings die Verwendung einer VK-96-OD statt der VK-96 wieder. Grund ist, dass 
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sich erst später heraus stellte, dass es unter VK-96-Bedingungen nicht zu einem 

einheitlichen Zellwachstum in allen Vertiefungen der Deepwellplatten kommt. Dies 

wird erst in der VK-96-OD-Variante gewährleistet (Kapitel 3.4.3). Wegen besserer 

Aussagekraft wurde diese Vorgehensweise für den Screen übernommen. Die VK-96-

OD wurde im Rahmen der Screeningmodifikation auf eine Biofilmassay-basierte 

Version entwickelt. Es besteht ein Unterschied in der Weiterverwendung der VK-96-

OD für die Dot Blot-basierte Version. Hier muss aus den VK-96-OD-Platten 5 µl / 

Well in neue Kultur-DB-96-Platten mit einem vorgelegten TSB-Ziegenserumgemisch 

(50 % Ziegenserum) pipettiert werden. 

 

 

3.3.3 Erstellung eines Dot Blot Assays im 96-Well-Format 
 

 

Abbildung 15: Validierung der endgültigen Screeningbedingungen im 96-Well-Format. Abschließender 
Vergleich der Kulturvolumina 200 µl und 300 µl und der Kulturdauern von 8 und 14 Stunden für den Embp 
Nachweis von S. epidermidis 1585wt unter Screeningbedingungen. 50 % Ziegenserum als feste Größe. Kultur DB-
96 aus VK-96 ausschließlich mit S. epidermidis 1585wt. Nach Kultur wurden die Platten zentrifugiert, die 
Überstände verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen und aufgekocht. Aus jedem Well wurden 9 µl auf 
eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) 
sowie einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (1:10000). 2 Minuten Belichtungszeit. (A) Es ist ein 
deutlicher Embp-Nachweis bei 300 µl / Well, also 150 µl / Well Serum, nach 8-stündiger Serumexposition zu 
erkennen. (B) Es ist ein deutlicher Embp-Nachweis ebenfalls bei 300 µl / Well, also 150 µl Serum / Well, nach 14-
stündiger Kultur zu erkennen. Allerdings ist die Intensität des Signals inhomogener im Vergleich zur 8-stündigen 
Inkubation in (A). 
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Es sollte nun geprüft werden, ob das Kulturvolumen von 300 µl auch ausreichend sein 

würde, wenn die Beimpfung der Wells aus der Vorkulturvariante VK-96 erfolgen 

würde (VK-96-OD war noch nicht bekannt). Es zeigte sich, dass auch bei diesem 

Vorgehen nach 8-stündiger Kultur in einem Endvolumen von 300 µl die Embp-

Induktion in allen Wells nachgewiesen werden konnte. Bei einem Kulturvolumen von 

200 µl war das erzeugte Signal erneut nur schwach. Die Inkubation über 14 Stunden 

führte bei einer 300 µl Kultur zu einer inhomogenen Signalverteilung zwischen den 

einzelnen Näpfchen (Abbildung 15).  

Zusammenfassend wurde unter Berücksichtigung der erhobenen Daten festgelegt, dass 

der Screen der Transposonmutanten nach 8-stündiger Inkubation in 300 µl TSB und in 

Gegenwart von 50 % Ziegenserum erfolgen sollte. Unter diesen Bedingungen ist eine 

parallele Verarbeitung von sechs 96 – Well – Mikrotiterplatten und damit die Analyse 

von 576 Mutanten pro Versuchsdurchlauf möglich. Es können mehrere 

Versuchsdurchläufe versetzt laufen. 

 

 

3.3.4 Positiv- und Negativkontrollen im Screen 
 

Damit die Positiv- und Negativkontrolle mit der eingefrorenen 

Transposonmutantenbank vergleichbar ist, müssen diese Stämme ebenfalls eingefroren 

werden, um sie wie die Transposonmutanten im Screen mit auf zu tauen und im Sinne 

des 96-Well-Formats weiter zu verarbeiten. Dafür wurden Kolonien der Stämme S. 

epidermidis 1585v und 1585-M135 in Einfriermedium resuspendiert, auf eine OD600 = 

0,1 eingestellt und zu 200 µl / Well in je einer Greinermikrotiterplatten eingefroren. 

Diese werden dann zum ersten Durchlauf wie alle anderen Platten aufgetaut und auf 

Agarplatten gestempelt. Im Screen selbst braucht dann nur noch aus je eine Reihe mit 

acht Kolonien von der Agarplatte eine VK-96 (beziehungsweise VK-96-OD) erstellt 

werden. So können je eine Reihe Positiv- und Negativkontrolle in eine gemeinsame 

Deepwellplatte übertragen werden. Dadurch entsteht zusätzliche eine Kontroll-

Deepwellplatte pro Durchlauf entsteht. Da nicht die gesamte Deepwellplatte mit der 

Positiv- / Negativkontrolle versehen wird, sondern nur jeweils eine Reihe (also acht 

Näpfchen), sollten die mittleren Reihen der Deepwellplatten (Reihe 6 und 7) genutzt 
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werden, da diese bei der Inkubation am fehleranfälligsten sind (vergleiche Kapitel 

3.4.3).   

 

 

3.3.5 Validierung des Dot Blot Assay-basierten Screens zur 

Identifikation von S. epidermidis 1585hc Mutanten mit veränderter 

Embp Produktion 

 

Eine zentrale Voraussetzung für die Durchführung eines Screenings auf verminderte 

Embp-Expression ist eine stabile Expression des untersuchten Phänotyps unter den 

gewählten Bedingungen. Eine der zu untersuchenden Transposonmutantenbanken 

basiert auf S. epidermidis 1585hc (Heinze 2012). Die Etablierung des Prozederes war 

unter Verwendung des Wildtypstamms 1585 erfolgt, da ebenfalls Ziel dieser Arbeit 

war, in 1585wt eine andere Transposonmutantenbank zu erstellen und diese zu 

screenen. Daher musste die Durchführbarkeit des Dot Blot-Screeningprotokolls auch 

für den Stamm 1585hc untersucht werden (Abbildung 13).  

Es zeigte sich, dass S. epidermidis 1585hc, anders als der Wildtyp, in Gegenwart von 

50 % Ziegenserum nur geringe Mengen Embp produziert (Abbildung 13). Im 

daraufhin durchgeführten Basis-Dot Blot Assay, also Kultur DB-Basis aus VK-RGs 

(Tabelle 1) zeigte sich, dass in Gegenwart von 75 % Ziegenserum die Embp-

Produktion induziert wird. Im Vergleich zu dem bei S. epidermidis 1585 üblicherweise 

detektierten Signal in Gegenwart von 50 % Serum oder zu 1585v war die Intensität der 

Reaktivität jedoch deutlich schwächer (Abbildung 16, vergleiche auch Abbildung 8). 

Es konnte kein deutlicher Unterschied der Embp- Expression nach 8 oder 24 Stunden 

Inkubationszeit mit Ziegenserum gefunden werden. 

Die nur schwache Embp-Induktion konnte auch nicht durch systematische Variation 

der Serumkonzentration verändert werden (Abbildung 17). Es wurde basierend auf 

diesen Ergebnissen geschlussfolgert, dass für das Screening von S. epidermidis 1585hc 

ein alternatives Assay-Format notwendig ist.  
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Abbildung 16: Ziegenseruminduzierte Embp Produktion von S. epidermidis 1585hc. Untersuchung der Embp 
Produktion von S. epidermidis 1585hc nach Anzucht mit 25 %, 50 % und 75 % Ziegenserumkonzentration. Kultur 
DB-Basis. Probengewinnung nach 8 und 24 Stunden. Nach OD600-Einstellung Zentrifugation. Die Überstände 
wurden verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen und aufgekocht. Von jeder Probe wurden 10 µl auf 
eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000), 
sowie einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (1:10000). Belichtungszeit 2 Minuten. Es ist ein positiver 
Embp Nachweis bei 75 % Ziegenserum und in abgeschwächter Form bei 50 % zu erkennen. 
 

 
 

 
Abbildung 17: Validierung des Dot Blot-basierten Screens für S. epidermidis 1585hc. Untersucht wurde das 
neue Versuchsprotokoll für einen Dot Blot Assay im 96-Well-Format mit S. epidermidis 1585hc. Verglichen 
wurden die Ziegenserumkonzentrationen 0 % - 100 % und die Kulturvolumina 200 µl und 300 µl. Kultur DB-96 
aus VK-96 mit S. epidermidis 1585hc und einer Reihe 1585v aus einer VK-RG. Nach 8-stündiger Inkubation bei 
180 rpm und 37 °C wurden die Platten zentrifugiert, die Überstände verworfen, die Pellets gewaschen, in LDS-
Puffer aufgenommen und aufgekocht. Aus jedem Well wurden 9 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die 
Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) sowie einem Peroxidase-markierten anti-
Kaninchen IgG (1:10000). 2 Minuten Belichtungszeit. Die Positivkontrolle 1585v zeigt einen Embp-Nachweis, alle 
anderen Zellwandpräparationen von S. epidermidis 1585hc weisen ebenfalls eine abgeschwächte positive 
Chemolumineszenzreaktion auf. Es kann kein klarer Unterschied zwischen den einzelnen 
Ziegenserumkonzentrationen ausgemacht werden, auch nicht zur Inkubation von 1585hc ohne Ziegenserum. 
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3.3.6 Versuchsprotokoll Dot Blot Assay-basierter Screen auf das 

Vorliegen einer verminderten Embp Induktion durch Ziegenserum 
 

Vorarbeit: 

- Große Agarplatten gießen1 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 1585v und 1585-M135 in 

Einfriermedium resuspendieren  

- Auf eine OD600 = 0,1 einstellen  

- Pro Well 100 µl in eine Greinermikrotiterplatte überführen  

- Platte mit Folie verschließen  

- Bei -80 °C einfrieren 
 
Tag 1: 

- Sechs Mikrotiterplatten der Transposonmutantenbank sowie je der Positiv- und 

Negativkontrolle auftauen  

- Inhalt der Näpfchen resuspendieren  

- Bakterienzellen mit Replika-Stempel auf eine ausreichend große BHIErythromycin-

Agar-Platte (Mutantenbank mit pBTn, sonst je Tn-Resistenz) übertragen  

- Positiv- und Negativkontrolle mit Replika-Stempel nur auf BHI-Agar-Platte2 

übertragen  

- Inkubation bei 37 °C statisch über Nacht3  
 
Tag 2: 

- Für die Vorkultur 400 µl / Well TSBErythromycin in sechs Deepwellplatten 

pipettieren 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 400 µl / Well TSB nur in die Reihen 6 

und 7 einer Deepwellplatte pipettieren  
 

 

 

1 Platten nach dem Gießen mit der offenen Agarfläche nach unten für circa 2 - 3 Stunden in einem 30 °C-Inkubator 
trocknen. Bei Trocknen mit der Agarfläche nach oben, bei Raumtemperatur oder über einen längeren Zeitraum 
kann es zu Kontaminationen kommen.  
2 Die BHI-Platte der Positiv- und Negativkontrolle kann, bei 4 °C gelagert, für 12 Durchläufe (12 Reihen) benutzt 
werden, ohne die Kontrollen bei jedem Durchlauf neu auftauen zu müssen.  
3 Die beimpften Agarplatten erst mit der Deckelseite nach oben inkubieren, bis die anfangs noch flüssigen 
Stempelabdrücke angetrocknet sind. Anschließend Platten wenden, da sich nach mehrstündiger Inkubation 
Kondenswasser unter dem Deckel bildet, welches auf die Agarplatte herunter tropfen kann und die Kolonien 
ineinander laufen lässt (Abbildung 14 C).  
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- Kolonien der BHIErythromycin-Platten von Tag 1 mit Replika-Stempel in die 

Deepwellplatten übertragen (Stempel etwas auf den Boden der Deepwellplatte 

klopfen) 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle je nur eine Reihe des Stempelabdrucks in 

je eine der Reihen 6 und 7 der Kontroll-Deepwellplatte übertragen 

- Inkubation der Deepwellplatten über Nacht bei 300 rpm und 37°C4 
 
Tag 3: 

- 360 µl / Well TSBErythromycin in sechs neue Deepwellplatten pipettieren 

- 360 µl / Well TSB in Reihen 6 und 7 einer Deepwellplatte für die Positiv- und 

Negativkontrolle pipettieren  

- Je 40 µl / Well aus den Vorkultur-Deepwellplatten in die neuen 

Deepwellplatten hinzu pipettieren 

- Erneut bei 37 °C und 300 rpm4 für circa 2,5 - 3 Stunden inkubieren, bis eine 

OD600 = 0,4 – 0,65 erreicht ist (= VK-96-OD-Platten) 

 
- 90 ml Ziegenserum und 90 ml TSBErythromycin mischen  

- Davon 300 µl / Well in eine weitere Deepwellplatte in Reihe 6 und 7 für die 

Kontrollen pipettieren 

- Davon 300 µl / Well in sechs Deepwellplatten pipettieren (= Kultur-DB-96-

Platten) 

- 3 ml Ziegenserum und 3 ml TSB mischen 

 
- Aus den VK-96-OD-Deepwellplatten 100 µl / Well in Greinermikrotiterplatten 

und im gleichen Schritt 5µl / Well in Kultur-DB-96-Deepwellplatten 

pipettieren 

- Die Kultur-DB-96-Deepwellplatten für 8 Stunden bei 37°C bei 300 rpm4 

inkubieren 

- Aus den Greinermikrotiterplatten OD600 messen (Wellenlänge = 600 nm, keine 

Reference, 25 Flashes). Ziel-OD600 ist 0,4 – 0,65 

 
4 Inkubation wie in Abbildung 11. Die Platten sollten jeweils einzeln auf dem Boden mit Pflasterstreifen fixiert 
werden, da sie sich sonst bei der dynamischen Inkubation lösen. Die Drehzahl von 300 rpm ist sehr wichtig, siehe 
Kapitel 3.4.3. 
5 Bei abweichenden OD600-Werten Inkubationszeit von 2,5 – 3 Stunden anpassen, siehe Kapitel 3.4.3. 
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- Die sechs Kultur-DB-96-Deepwellplatten sowie die Kontroll-Deepwellplatte 

10 Minuten bei 3000 rcf, 4 °C zentrifugieren 

- Medium verwerfen 

-  Pellets zwei Mal mit 500 µl PBS-1 % waschen  

- 10 Minuten bei 3000 rcf, 4 °C zentrifugieren 

- Überstand abkippen 

- Pellets mit 30 µl / Well LDS-1x aufnehmen  

- In eine PCR-Mikrotiterplatte pipettieren 

- Im PCR-Cycler 5 Minuten bei 95 °C erhitzen 

- PVDF-Membran in Methanol aktivieren und in PBS-1 % waschen und auf ein 

angefeuchtetes Filterpapier legen 

- Mit der Mehrkanalpipette 5 – 100 µl, Programm Pip, 9 µl der 

Proteinpräparation aus der PCR-Mikrotiterplatte auf die Membran pipettieren6  

- Über Nacht mit 3 % Milchpulver, 4 °C auf dem Kipptisch blocken 

 
Tag 4: 

- Die Membranen 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 %, 200 rpm, 

Raumtemperatur waschen 

- 1 Stunde mit 1.-Antiserum (Rabbit anti-rEmbp6599 Antiserum), 1:10000 in 30 

ml PBS-1 % bei 200 rpm, Raumtemperatur inkubieren 

- 4 x 8 Minuten mit PBS-1 % - T0,05 % bei 200 rpm, Raumtemperatur waschen 

- 1 Stunde mit 2.-Antikörper (Peroxidase-coupled anti-Rabbit IgG), 1:10000 in 

30 ml PBS-1 % bei 200 rpm, Raumtemperatur inkubieren 

- 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei  200 rpm, Raumtemperatur waschen 

- Für jede Membran in der Größe einer Mikrotiterplatte insgesamt 1000 µl 

Western Blotting-Reagenz also jeweils 500 µl der Lösungen 1 und 2 in einem 

Eppendorftube vorbereiten 

- Membranen luftblasenfrei auf eine Folie legen 

- 1000 µl Substrat darauf geben und etwas schwenken, bis die Membran sichtbar 

mit einem Film übergeben ist 

- Die Folie luftblasenfrei auf die Membran umschlagen 
6 Die genauen Pipetteneinstellungen sind wichtig, bei weniger als 9 µl bleibt der Tropfen an den Pipettenspitzen 
hängen. Für den Vorgang „up“ ist die Geschwindigkeit egal, 8 wurde genommen. Für down ist die Einstellung 4 
wichtig, weil die Probe sonst zu sehr rausspritzt und keine runden Dots entstehen. 
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- Eingeschlagene Membran in Zellstoff legen und das überflüssige Substrat 

vorsichtig aus der Folie herausstreichen 

- 2 Minuten belichten 

 

Anmerkung: 

In den Zwischenschritten, in denen abzentrifugierte Pellets entstehen, können diese in 

der Deepwell- oder PCR-Mikrotiterplatte eingefroren werden, falls eine 

Unterbrechung des Protokolls notwendig ist. Dies wurde mehrfach getestet. Das 

Screening kann mit mehreren Durchläufen versetzt durchgeführt werden. 
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3.4 Biofilmassay-basierter Screen zur Identifikation von S. 

epidermidis 1585hc Transposonmutanten mit einer veränderten 

Ziegenserum-induzierten Biofilmbildung 

 

3.4.1 Analyse der Serum-induzierten Biofilmbildung bei S. 

epidermidis 1585hc 

 

Ziegenserum induziert neben der Embp-Produktion auch die S. epidermidis 

Biofilmbildung. Da für das Screening der Transposonmutantenbank in S. epidermidis 

1585hc (Heinze 2012) das Dot Blot-basierte Verfahren nicht in Frage kommt (siehe 

Kapitel 3.3.5), wurde als alternativer read-out für den Einfluss von Ziegenserum auf S. 

epidermidis 1585hc die Messung der Biofilmbildung gewählt. Zunächst wurde formal 

die Induktion der Biofilmbildung bei S. epidermidis 1585hc geprüft (Abbildung 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 18: Ziegenseruminduzierte Biofilmbildung von S. epidermidis 1585hc. Kultur BFA-Basis aus VK-
RG. Das Medium aus der Adhärenzphase (200 µl / Well) wurde in den Näpfchen belassen. Ziegenserumexposition 
für 16 Stunden. Nach Waschen und Trocknen wurden die angehefteten Zellen mit Gentianaviolett angefärbt. Es 
zeigt sich eine deutliche Biofilmbildung bei 1585hc im Bereich 20 % - 50 % Ziegenserum sowie bei der 
Positivkontrolle 1585v. 1585hc ohne Serum ist die Negativkontrolle. N = 24 für jede Säule des Diagramms. 
 

Bei den drei unabhängig voneinander erstellten zur Auswertung heran gezogenen 

Biofilmassays wurde die Kulturvariante BFA-Basis aus VK-RGs gewählt. Eine 



 
 

63 

Veränderung bestand darin, das Medium aus der Adhärenzphase (200 µl / Well) nicht 

zu verwerfen, bevor das Ziegenserum als Verdünnung in TSB hinzu gegeben wurde. 

Unter diesen Versuchsbedingungen zeigte sich in den Biofilmassays eine 

überzeugende und reproduzierbare, durch Serum induzierte Biofilmbildung bei 

1585hc nach Inkubation mit 20 % - 50 % Serum (Abbildung 18). Somit war die 

Grundlage gegeben, das Screeningverfahren auf eine Biofilmassay-basierte Variante 

für 1585hc zu modifizieren.  

Bei der Ausreizung des Fassungsvolumens von 400 µl / Well der Nunclon∆-

Mikrotiterplatten war der Deckel nach der Inkubation mit Medium benetzt, sodass 

Kreuzkontaminationen wahrscheinlich wurden. Es wurde daraufhin eine maximale 

Füllmenge von 385 µl / Well für alle Versuchsschritte festgelegt.  

 

 

3.4.2 Aufbau eines Biofilm-Screeningassays im 96-Well-Plattenformat 

 
Es wurde angenommen, dass als Vorkultur für den Biofilmassay-basierten Screen die 

VK-96 aus dem Dot Blot-Protokoll übernommen werden kann. Um diese Annahme zu 

prüfen sowie die Homogenität des Serum-induzierten Biofilms auf einer vollständigen 

96-Well Mikrotiterplatte zu analysieren, sollten in allen Vertiefungen der 

Biofilmphänotyp von 1585hc in Gegenwart von Serum getestet werden. Um die 385 

µl / Well Maximalkulturvolumen zu wahren und sinnvolle 

Ziegenserumkonzentrationen zu testen (Abbildung 18), wurden 180 µl / Well Medium 

in Nunclon∆-Mikrotiterplatten für die Adhärenzphase vorgelegt und 5 µl / Well aus 

einer VK-96-Deepwell-Platte hinzu pipettiert. Nach 6-stündiger statischer Inkubation 

wurde zu der Kultur 200 µl / Well eines TSB-Ziegenserum-Gemisches hinzugegeben. 

Eine Hälfte der Nunclon∆-Mikrotiterplatte erhielt 100 µl Serum + 100 µl TSB pro 

Well, die andere erhielt 150 µl Serum + 50 µl TSB. Die finale Ziegenserum-

Konzentration gemessen am gesamten Wellinhalt von nun 385 µl / Well lag somit bei 

etwa 26 % beziehungsweise 39 %. Grundsätzlich konnte eine Biofilmbildung induziert 

werden, allerdings wirkte dieser größten Teils rissig. Eine einheitliche verlässliche 

Biofilmbildung war nicht sichtbar (Abbildung 19). Es gab keinen Unterschied 

zwischen den beiden Serumkonzentrationen 26 % und 39 %. Dies bestätigten auch die 
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Extinktionsmessungen des angefärbten Biofilms mit hohen Standardabweichungen. 

Da im Screen später aber nicht nur Mutanten mit einer aufgehobenen, sondern auch 

mit einer nur verringerten Biofilmbildung identifiziert werden sollten, müssten die 

Biofilme aller 96 Wells einer solchen Testplatte bestenfalls identisch sein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 19: Test einer Biofilmassay-basierten Variante des Screens im 96-Well-Format für S. epidermidis 
1585hc. Getestet wurde ein Biofilmassay nach aus den vom Dot Blot Assay-basierten Screen bekannten 
Vorkulturbedingungen im 96 Well-Format mit S. epidermidis 1585hc. Verglichen wurden die 
Ziegenserumkonzentrationen 26 % (100 µl Serum in 385 µl Kulturvolumen) und 39 % (150 µl Serum in 385 µl 
Kulturvolumen). Kultur BFA-96 aus VK-96 ausschließlich mit 1585hc. Adhärenzphase 6 Stunden, Medium wurde 
belassen, Ziegenserumexposition über Nacht. Nach Waschen und Trocknen wurden die angehefteten Zellen mit 
Gentianaviolett angefärbt. Insgesamt konnte eine Biofilmbildung bei 1585hc durch die Inkubation mit Ziegenserum 
induziert werden. Die Biofilme wirken aber uneinheitlich und rissig. Es ergibt sich kein deutlicher Unterschied 
zwischen den Serumkonzentrationen 26 % und 39 %. 
 

Es wurde angenommen, dass der Grund für die Inhomogenität der Biofilme ein 

uneinheitliches Zellwachstum der Bakterien in den einzelnen Vertiefungen der VK-

96-Deepwellplatte ist. Aus diesem Grund wurde noch einmal ein Biofilmassay der 

Kulturvariante Kultur-BFA-Basis, allerdings nicht aus VK-RGs, sondern aus VK-RG-

ODs erstellt. So wurden die Vorkulturen vor Inokulation der Nunclon∆-

Mikrotiterplatte auf eine definierte OD600 von 0,5 eingestellt wurden. Die Induktion 

der Biofilmbildung wurde in Gegenwart von 39 %, 26 % und 13 % Ziegenserum 

analysiert (Abbildung 20).  

In dem Versuch zeigte sich eine homogene Biofilmbildung nach der Inkubation mit 39 

% und 26 % Ziegenserum. Auch die Inkubation mit 13 % Ziegenserumanteil führte 

erneut zu einer Biofilminduktion, allerdings in abgeschwächter Form. Die Biofilme 

bei 39 % und 26 % sind makroskopisch deutlich homogener als im Biofilmassay von 

Abbildung 19. Dies spiegelte sich auch in den Standardabweichungen der 

Extinktionsmessungen wieder (Abbildung 20). Zwischen den Serumkonzentrationen 
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39 % und 26 % war nahezu kein Unterschied in der Stärke des Biofilms zu erkennen. 

Es wurde daraus geschlossen, dass die Einstellung einer definierten Zellzahl auf Basis 

einer OD600-Bestimmung ein notwendiger Schritt für den Biofilmassay-basierten 

Screen darstellt.  

 

 
Abbildung 20: Biofilmassay 1585hc mit Ziegenserum nach Vereinheitlichung der Zelldichte. Untersucht 
wurde, welche Auswirkung die Einstellung einer einheitlichen Zelldichte der Vorkultur anhand der 
Vereinheitlichung der OD600 auf die Gleichmäßigkeit des Biofilms hat. Kultur BFA-Basis aus VK-RG-OD. 
Kulturvolumina siehe Abbildung 19. Ziegenserumexposition über Nacht. Nach Waschen und Trocknen wurden die 
angehefteten Zellen mit Gentianaviolett angefärbt. Es sind homogen angefärbte Biofilme nach der Inkubation mit 
39 % und 26 % zu sehen, die in den Extinktionsmessungen nahezu keine Standardabweichung aufweisen. 1585v ist 
die Positivkontrolle, 1585wt ohne Serum ist die Negativkontrolle. N = 8 für jede Säule des Diagramms. 
 

 

3.4.3 Optimierte Vorkultur zur Erzielung von homogenen 

Bakterienzellzahlen in 96-Well Deepwellplatten (VK-96-OD) 

 

Ziel der in diesem Abschnitt geschilderten Untersuchungen war es, die 

Anzuchtbedingungen im 96-Well-Plattenformat so zu optimieren, dass tatsächlich in 

allen Vertiefungen vergleichbare Zellmengen vorliegen. Dies sollte dadurch erreicht 

werden, dass ein Kulturschritt in einer Deepwellplatte vor die Inokulation der 

Biofilmplatte vorgeschaltet wird.  

Aus einer VK-96 wurde eine 1:100 in eine neue Deepwellplatte mit 400 µl / Well 

frischem TSB verdünnt. Zu diesem Zeitpunkt lag die OD600 bei etwa 0,1. Im Laufe der 

nun folgenden dynamischen Inkubation (180 rpm, 37 °C wie in den Vorversuchen) 

kam es zu einem Anstieg der OD600. Abbildung 21 zeigt exemplarisch das Phänomen, 

dass nur an den äußeren Wells der Deepwellplatten das Zellwachstum die angestrebte 



 
 

66 

OD600 von 0,4 – 0,6 erreichte. Die Vertiefungen in der Mitte der Platte (zum Beispiel 

E6) wiesen nur eine geringe OD600 auf (OD600 in E6 = 0,06). Makroskopisch war in 

den mittleren Wells der Platte eine Pelletbildung zu beobachten (Daten nicht gezeigt). 

 
Abbildung 21: Zellwachstum in 96-Deepwellplatten-Kulturen. Dargestellt ist das Bakterienwachstum einer VK-
96 von S. epidermidis 1585hc nach einer weiteren 3,5-stündigen Inkubation bei 180 rpm und 37 °C mittels OD600-
Messung. Nach Kultur Übertragung von 100 µl / Well aus der Deepwellplatte in eine 96-Well-Greiner-
Mikrotiterplatte und Extinktionsmessung im Photometer. Das Diagramm zeigt stark voneinander abweichende 
Messungen mit hohen Standardabweichungen. Auffällig sind hohe OD600-Werte in den äußeren Reihen der 96-
Well-Platten (Reihen 1 und 12) und nach innen hin abnehmende Werte mit immer größer werdenden 
Standardabweichungen. N = 8 für jede Säule des Diagramms. 
 

Als Ursache für dieses Phänomen wurde angenommen, dass die Drehzahl der 

dynamischen Inkubation nicht ausreichte, um in den mittig liegenden Wells 

ausreichend Bewegung des Flüssigmediums zu erzeugen. Daher wurde die Drehzahl 

bei der dynamischen Inkubation in mehreren Versuchen sukzessive gesteigert. 

Darüber hinaus wurde für den OD600-Ansatz nun mit einer 1:10- statt einer 1:100-

Verdünnung aus der Vorkultur, also 360 µl Frischmedium + 40 µl aus der Vorkultur, 

gearbeitet.  
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Abbildung 22: Zellwachstum in 96-Deepwellplatten-Kulturen nach angepasster Drehzahl (VK-96-OD). 
Dargestellt ist das Bakterienwachstum einer nun als „VK-96-OD“ bezeichneten Vorkultur von S. epidermidis 
1585hc mittels OD600-Messungen nach einer 1,5-stündigen Inkubation bei nun 300 rpm und 37 °C. Nach Kultur 
Übertragung von 100 µl / Well aus der Deepwellplatte in eine 96-Well-Greiner-Mikrotiterplatte und 
Extinktionsmessung im Photometer. Das Diagramm zeigt einheitliche Messwerte mit sehr geringen 
Standardabweichungen aus allen Vertiefungen der 96-Well-Platte. N = 8 für jede Säule des Diagramms. 
 

Abbildung 22 zeigt, dass die dynamische Inkubation bei 300 rpm ein einheitliches 

Zellwachstum der 1:10-Verdünnung aus der Vorkultur ermöglicht. Nach 1/1/2 – 

stündiger Inkubation dieses Ansatzes wurde über alle Wells hinweg eine OD600 ≈ 0,3 

mit geringer Standardabweichung gemessen. Makroskopisch war keine Pelletbildung 

mehr zu sehen (Daten nicht gezeigt). Es wurde daraufhin festgelegt, dass der Ansatz 

im Screen 2,5 - 3 Stunden bei 300 rpm inkubiert werden sollte, um eine OD600 ≈ 0,4 - 

0,6 einheitlich zu erhalten. Anschließend wird aus dieser VK-96-OD-Deepwellplatte 

unverdünnt die für die Adhärenzphase gewünschte Menge Bakterien-TSB-Suspension 

in die Mikrotiterplatten pipettiert.  

 

 

3.4.4 Feineinstellung des Biofilmassay-basierten Screeningverfahrens 
 

In den nun folgenden Untersuchungen sollte die genaue Serumkonzentration zur 

Biofilminduktion und damit einhergehend die genauen Füllvolumina der 

Mikrotiterplattennäpfchen beim Biofilmassay abschließend festgelegt werden. Ziel 

war es vor allem, die Menge des einzusetzenden Ziegenserums zu minimieren und 

nach Möglichkeit das experimentelle Prozedere zu vereinfachen.  
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Abbildung 23: Biofilmbildung von S. epidermidis 1585hc nach VK-96-OD in Gegenwart unterschiedlicher 
Ziegenserumkonzentrationen und Kulturvolumina. Untersucht wurde, welche minimale 
Ziegenserumkonzentration in Kombination mit dem minimalen Kulturvolumen bei S. epidermidis 1585hc zu einer 
einheitlichen Biofilmbildung im 96-Well-Format führt. Dargestellt ist ein Biofilmassay in einer Nunclon∆-
Mikrotiterplatte, deren eine Hälfte in (A) und die andere in (C) zu sehen ist. Gemessen anhand des Kulturvolumens 
der Adhärenzphase wurden 180 µl / Well (A und B) mit 100 µl / Well (B und C) TSB verglichen. Kultur BFA-96 
aus VK-96-OD ausschließlich mit 1585hc, OD600 = 0,4 – 0,6. Adhärenzphase 9 Stunden, Medium wurde belassen, 
Ziegenserumexposition 17 Stunden. Nach Waschen und Trocknen wurden die angehefteten Zellen mit 
Gentianaviolett angefärbt (A) Es ist eine gleichmäßige Biofilmbildung bei 30 % Ziegenserum (54 µl Ziegenserum 
zu 180 µl TSB) und keine Biofilmbildung bei 0 % Ziegenserum zu sehen. Bei allen anderen 
Ziegenserumkonzentrationen findet Biofilmbildung unterschiedlicher Intensität statt. Dieser wirkt aber instabiler 
und rissiger als bei 30 %. (B) Photometrische Messung der Biofilmdichte von (A), welche den makroskopischen 
Eindruck einer homogenen Biofilmbildung nur bei 30 % Ziegenserum mit Messwerten von OD600 = 3,0 (N = 4 für 
jede Säule) ohne Standardabweichung bestätigt. (C) Es ist eine gleichmäßige Biofilmbildung wieder nur bei 30 % 
Ziegenserum (30 µl Ziegenserum zu 100 µl TSB) zu sehen. Die Biofilmbildung in allen anderen Näpfchen wie in 
(A). (D) Photometrische Messung der Biofilmdichte von (C), welche auch hier den makroskopischen Eindruck 
einer homogenen Biofilmbildung nur bei 30 % Ziegenserum mit Messwerten von OD600 = 3,0 (N = 4 für jede 
Säule) ohne Standardabweichung bestätigt. 
 

Um die Menge des Ziegenserums zu reduzieren sollte im ersten Schritt des 

Biofilmassays (Adhärenzphase) deutlich weniger TSB genutzt werden und das Serum 
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unverdünnt hinzuzugeben werden. Gleichzeitig sollte nochmals die geringste Biofilm-

induzierende Serumkonzentration in diesem spezifischen experimentellen Setting 

bestimmt werden (Abbildung 23). Es zeigte sich, dass sowohl bei 180 µl (Abbildung 

23 A und B) wie auch 100 µl (Abbildung 23 C und D) Adhärenzphasenkulturvolumen 

bei einer Ziegenserumkonzentration von 30 %* eine starke und homogene 

Biofilmbildung induziert werden konnte. Auch bei 20 %* - 80 %* 

Serumkonzentration kam es zur Induktion der Biofilmbildung bei S. epidermidis 

1585hc, aber nicht in der überzeugenden Gleichförmigkeit und Intensität der 30 %*. In 

Abwesenheit von Serum bildete sich kein Biofilm. 

Aus den Ergebnissen wurde geschlossen, dass für den Screeningversuch die Kultur 

von 1585hc in 100 µl / Well TSB + 30 µl / Well Ziegenserum erfolgen sollte. Es sollte 

geprüft werden, ob es unter diesen Kulturbedingungen nach einer VK-96-OD auch in 

allen Vertiefungen einer 96-Well Nunclon∆-Mikrotiterplatte verlässlich zu einer 

homogenen Biofilmbildung kommt. Tatsächlich zeigte sich eine einheitliche stabile 

Biofilmbildung in allen Näpfchen mit geringer Standardabweichung in den 

Messungen der angefärbten Biofilme (Abbildung 24).  

 

 
Abbildung 24: Biofilmassay unter Screeningbedingungen im 96-Well-Format mit S. epidermidis 1585hc. 
Kultur BFA-96 aus VK-96-OD, ausschließlich mit 1585hc, OD600 = 0,4 – 0,6. Kulturvolumen in der 
Adhärenzphase 100 µl / Well, Hinzugabe von 30 µl / Well Ziegenserum. Adhärenzphase 5,5 Stunden, Medium 
wurde belassen, Ziegenserumexposition 19 Stunden. Nach Waschen und Trocknen wurden die angehefteten Zellen 
mit Gentianaviolett angefärbt. (A) Es zeigt sich eine durchweg einheitliche Biofilmbildung in allen Wells der 
Mikrotiterplatte. (B) Die Extinktionsmessungen bestätigen den makroskopischen Eindruck aus (A) mit insgesamt 
sehr niedrigen oder nicht vorhandenen Standardabweichungen. N = 8 für jede Säule. 
 
* Serumkonzentration im Gegensatz zu den Vorversuchen hier als Anteil gemessen am 
Adhärenzphasenkulturvolumen angegeben. Auf den gesamten Wellinhalt bezogen bedeuten die 30 % in beiden 
Fällen etwa 23 % (Abbildung 23 A und B: 54 µl Serum von 234 µl TSB, Abbildung 23 C und D: 30 µl von 130 µl 
gesamten Kulturvolumen) 
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Diese Kulturbedingungen wurden daher als Basis für den Biofilmassay-basierten 

Screen der Transposonmutantenbank festgelegt. Auch in diesem Screen ist eine 

parallele Verarbeitung von sechs 96–Well Mikrotiterplatten und damit 576 Mutanten 

pro Versuchsdurchlauf möglich. Ebenfalls können mehrere Versuchsdurchläufe 

versetzt nebeneinander laufen.  

 

 

3.4.5 Versuchsprotokoll Biofilmassay-basierter Screen auf das 

Vorliegen einer verminderten Biofilmbildung durch Ziegenserum 
 

Vorarbeit: 

- Große Agarplatten gießen1 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 1585v und 1585-M135 in 

Einfriermedium resuspendieren  

- Auf eine OD600 = 0,1 einstellen  

- Pro Well 100 µl in eine Greinermikrotiterplatte überführen  

- Platte mit Folie verschließen  

- Bei -80 °C einfrieren. 

 
Tag 1: 

- Sechs Mikrotiterplatten der Transposonmutantenbank sowie je der Positiv- und 

Negativkontrolle auftauen  

- Inhalt der Näpfchen resuspendieren  

- Bakterienzellen mit Replika-Stempel auf eine ausreichend große BHIErythromycin-

Agar-Platte2 (Mutantenbank mit Tn917, sonst je Tn-Resistenz) übertragen 

- Positiv- und Negativkontrolle mit Replika-Stempel nur auf BHI-Agar-Platte2,3 

übertragen 
 

1 Platten nach dem Gießen mit der offenen Agarfläche nach unten für circa 2 - 3 Stunden in einem 30 °C-Inkubator 
trocknen. Bei Trocknen mit der Agarfläche nach oben, bei Raumtemperatur oder über einen längeren Zeitraum 
kann es zu Kontaminationen kommen.  
2 Die BHI-Platte der Positiv- und Negativkontrolle kann, bei 4 °C gelagert, für 12 Durchläufe (12 Reihen) benutzt 
werden, ohne die Kontrollen bei jedem Durchlauf neu auftauen zu müssen.  
3 Die beimpften Agarplatten erst mit der Deckelseite nach oben inkubieren, bis die anfangs noch flüssigen 
Stempelabdrücke angetrocknet sind. Anschließend Platten wenden, da sich nach mehrstündiger Inkubation 
Kondenswasser unter dem Deckel bildet, welches auf die Agarplatte herunter tropfen kann und die Kolonien 
ineinander laufen lässt (Abbildung 14 C).  
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- Inkubation bei 37 °C statisch über Nacht3  

 

Tag 2: 

- Für die Vorkultur 400 µl / Well TSBErythromycin in sechs Deepwellplatten 

pipettieren 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 400 µl / Well TSB nur in die Reihen 6 

und 7 einer Deepwellplatte pipettieren 

- Kolonien der BHIErythromycin-Platten von Tag 1 mit Replika-Stempel in die 

Deepwellplatten übertragen (Stempel etwas auf den Boden der Deepwellplatte 

klopfen) 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle je nur eine Reihe des Stempelabdrucks in 

je eine der Reihen 6 und 7 der Kontroll-Deepwellplatte übertragen 

- Inkubation der Deepwellplatten über Nacht bei 300 rpm und 37 °C4 

 

Tag 3: 

- 360 µl / Well TSBErythromycin in sechs neue Deepwellplatten pipettieren 

- 360 µl / Well TSB in Reihen 6 und 7 einer Deepwellplatte für die Positiv- und 

Negativkontrolle pipettieren  

- Je 40 µl / Well aus den Vorkultur-Deepwellplatten in die neuen 

Deepwellplatten hinzu pipettieren 

- Erneut bei 37 °C und 300 rpm dynamisch für circa 2,5 - 3 Stunden inkubieren, 

bis eine OD600 = 0,4 – 0,65 erreicht ist (VK-96-OD-Platten) 

- Aus den VK-96-OD-Deepwellplatten 100 µl / Well in NunclonΔ96-

Mikrotiterplatten pipettieren  

- Im gleichen Schritt weitere 100 µl / Well in Greinermikrotiterplatten 

pipettieren 

- NunclonΔ96-Platten 6 Stunden bei 37 °C statisch inkubieren 

- Aus den Greinermikrotiterplatten OD600 messen (Wellenlänge = 600 nm, keine 

Reference, 25 Flashes). Ziel-OD600 ist 0,4 – 0,65 

 
4 Inkubation wie in Abbildung 11. Die Platten sollten jeweils einzeln auf dem Boden mit Pflasterstreifen fixiert 
werden, da sie sich sonst bei der dynamischen Inkubation lösen. Die Drehzahl von 300 rpm ist sehr wichtig, siehe 
Kapitel 3.4.3. 
5 Bei abweichenden OD600-Werten Inkubationszeit von 2,5 – 3 Stunden anpassen, siehe Kapitel 3.4.3. 
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- Nebenher ab jetzt Ziegenserum bei 4 °C langsam auftauen lassen 

- Nach der 6-stündigen Inkubationszeit 30 µl / Well Ziegenserum in die 

NunclonΔ96-Platten pipettieren 

- 14 Stunden statisch bei 37 °C inkubieren 

 

Tag 4: 

- Kulturvolumina aus den Nunclon∆-Mikrotiterplatten abkippen  

- Zweimal mit jeweils 150 µl / Well PBS-1 % spülen, jeweils abkippen und auf 

einem Tuch etwas ausschlagen 

- Trocknen lassen  

- Für 10 Minuten bei Raumtemperatur mit Gentianaviolett anfärben 

- Unter dem Wasserhahn auswaschen und erneut trocknen lassen 

- Im Photometer bei einer Wellenlänge von 570 nm und einer 

Referenzwellenlänge von 405 nm, 25 Flashes messen 

- Die Auswertung erfolgt über die Software GraphPad Prism5 per 

Säulendiagramm mit Standardabweichung 
 

Anmerkung: 

Das Screening kann versetzt mit mehreren Durchläufen durchgeführt werden.  

 

 

3.4.6 Ergebnis nach Durchführung des Screens  
 

Die Transposonmutantenbank in S. epidermidis 1585hc (Heinze 2012) wurde mit dem 

Biofilmassay-basierten Screen auf Transposonmutanten mit veränderter 

Biofilmbildung gescreent. Von den circa 4100 Transposonmutanten konnten 5 mit 

gewünschtem Phänotyp identifiziert werden. Diese wurden in einer weiteren 

Dissertation auf die Lokalisation der Transposoninsertionen untersucht (Wiechmann 

2016).  
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3.5 Untersuchung zur Tigecyclin-induzierten Biofilmbiofilmbildung 
 

3.5.1 Embp- und Biofilminduktion durch Tigecyclin bei 1585wt 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 25: Tigecyclin-induzierte Biofilmbildung von S. epidermidis 1585wt. Darstellung eines 
Biofilmassays in Näpfchen einer Nunclon∆-Mikrotiterplatte in Korrelation mit der subinhibitorischen 
Tigecyclinkonzentration. Kultur BFA-Basis aus VK-RG mit S. epidermidis 1585wt. Anschließend Waschen, 
Trocknen und Anfärben der angehefteten Zellen mit Gentianaviolett. (A) Es ist eine deutliche Biofilmbildung bei 
0,32 µl / ml Tigecyclin zu erkennen. (B) Das Zellwachstum sinkt mit Zunahme der Tigecyclinkonzentration im 
Nährmedium. Dabei haben 0,16 µg / ml kaum einen Einfluss. 0,32 µg / ml und 0,63 µg / ml bilden den 
subinhibitorischen Bereich ab. Gänzlich inhibiert ist das Zellwachstum ab 2,5 µg / ml. N = 8 für jede Säule (C) Die 
photometrische Messung bestätigt den makroskopischen Eindruck von (A), dass die Biofilmbildung nur bei einer 
Tigecyclinkonzentration von 0,32 µg / ml statt gefunden hat. N = 8 für jede Säule. 
 
Zusammen mit Weiser et al. 2016 konnte gezeigt werden, dass es bei S. epidermidis 

1585 durch Tigecyclin zu einer Induktion der Embp-Expression und Biofilmbildung 

kommt. Auf diesen Erkenntnissen aufbauend sollte in Nebenversuchen ein 

Screeningansatz validiert werden, mit dem es möglich sein sollte, genetische 
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Determinanten der Tigecyclin-vermittelten Embp Induktion und Biofilmbildung zu 

identifizieren.  

 

Zu diesem Zweck wurde ein Biofilmassay mit der Kulturvariante BFA-Basis aus VK-

RGs erstellt. Es zeigte sich, dass es bei der Kultur des Stamms 1585 in TSB zu einer 

konzentrationsabhängigen Induktion der Biofilmbildung kam. Das Maximum der 

Biofilmausprägung fand sich bei einer Tigecyclinkonzentration von 0,32 µg/ml 

(Abbildung 25 A und C). Parallel wurde auch das bakterielle Wachstum durch 

Ermittlung der OD600 charakterisiert. Hier zeigte sich, dass Tigecyclin bis zu einer 

Konzentration von 1,25 µg / ml das Wachstum von S. epidermidis 1585 hemmt. Bei 

niedrigeren Konzentrationen ist Wachstum nachweisbar, welches bei einer 

Konzentration von 0,16 µg / ml in etwa dem der Kultur ohne Tigecyclin entspricht. 

Somit ergibt sich ein Zusammenhang zwischen dem Wachstum in Gegenwart sub-

inhibitorischer Tigecyclinkonzentrationen und der Induktion eines Biofilm-positiven 

Phänotyps bei S. epidermidis 1585.  

 

 
Abbildung 26: Tigecyclin-induzierte Embp Produktion von S. epidermidis 1585wt. Untersuchung der Embp 
Produktion nach Anzucht mit 0,0 µg / ml, 0,16 µg / ml, 0,32 µg / ml und 0,63 µg / ml Tigecyclin in TSB mittels 
Dot Blot Assay. Kultur DB-Basis aus VK-RGs. Probengewinnung nach 8 und 24 Stunden. Nach OD600-Einstellung 
Zentrifugation. Die Überstände wurden verworfen, die Pellets in LDS-Puffer aufgenommen und aufgekocht. Von 
jeder Probe wurden 10 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation 
mit anti-rEmbp6559 (1:10000), sowie einem Peroxidase-markierten anti-Kaninchen IgG (1:10000). Belichtungszeit 
5 Minuten. Es ist ein positiver Embp-Nachweis bei 1585v nach 8- und 24-stündiger Inkubation ohne Tigecyclin 
sowie bei 1585wt nach 8-stündiger Inkubation mit je 0,63 µg / ml und 0,32 µg / ml Tigecyclin zu sehen. 1585v ist 
die Positivkontrolle, 1585wt ohne Tigecyclin und 1585-M135 (Mutante mit Embp-Defekt) mit und ohne Tigecyclin 
sind Negativkontrollen. 
 

Um zu überprüfen, ob die Biofilmbildung bei 0,32 µg / ml Tigecyclin auch mit einer 

induzierten Embp-Expression korreliert, wurde ein Dot Blot Assay mit der 
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Kulturvariante DB-Basis aus VK-RGs erstellt (Abbildung 26). Auf dem Dot Blot 

bildet sich bei den Oberflächenproteinpräparationen des Stamms 1585 nach 8 

stündiger Kultur in Gegenwart von 0,63 µg / ml sowie 0,32 µg / ml eine deutlich 

positive Chemolumineszenzreaktion ab. Da dieses Signal bei der isogenen Mutante 

1585-M135 nicht nachweisbar war, spricht dies für eine Embp-Induktion durch 

Tigecyclin im getesteten Konzentrationsbereich.  

 

 
Abbildung 27: Test für eine Screenvariante basierend auf einem Tigecyclin integrierenden Dot Blot Assay. 
Versuchsaufbau analog zum Versuch aus Abbildung 12. Kultur DB-96-Test mit dem Inokulationsmuster von 
Abbildung 9 (Tigecyclin statt Serum) und dynamischer Inkubation unterschiedlicher Dauer bei 180 rpm und 37 °C 
wie in Abbildung 11. Anschließend wurden die Platten zentrifugiert, die Überstände verworfen, die Pellets in LDS-
Puffer aufgenommen und aufgekocht. Aus jedem Well wurden 9 µl auf eine PVDF-Membran aufgebracht. Die 
Embp-Detektion erfolgte durch Inkubation mit anti-rEmbp6559 (1:10000) sowie einem Peroxidase-markierten anti-
Kaninchen IgG (1:10000). Belichtungszeiten siehe (A), (B), (C). (A) Es ist ein positiver Embp Nachweis bei S. 
epidermidis 1585wt nach 8-stündiger Exposition mit 0,63 µg / ml Tigecyclin zu sehen. Belichtungszeit 10 Minuten. 
Embp-Nachweis der Positivkontrolle 1585v siehe (B) und (C). (B) Es ist ein positiver Embp Nachweis bei 1585wt 
nach 14-stündiger Exposition mit 1,25 µg / ml, 0,63 µg / ml und 0,32 µg / ml Tigecyclin sowie bei der 
Positivkontrolle 1585v zu sehen. Belichtungszeit 5 Minuten. * Markiert pipettierbedingte Ausfälle der 
Positivkontrolle. (C) Es ist ein positiver Embp Nachweis bei 1585wt mit 1,25 µg / ml, 0,63 µg / ml und angedeutet 
bei 0,32 µg / ml Tigecyclin sowie bei der Positivkontrolle zu sehen. 
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Mit dem Ziel, analog zu dem Dot-Blot-basierten Screeningverfahren für 1585wt in 

Gegenwart von Ziegenserum eine Variante des Screens für die Identifikation von 

Transposonmutanten mit einer veränderten Tigecyclin-induzierten Embp-Produktion 

zu entwickeln, wurden Versuche im 96-Well-Format durchgeführt. Es wurde die 

Inkubation von 1585wt mit Tigecyclin in 96-Deepwellplatten mit demselben 

Versuchsaufbau wie aus Abbildung 12 (Ziegenserum) getestet. Hierzu wurden Dot 

Blot Assays mit DB-96-Test-Kulturen aus VK-RGs erstellt (Abbildung 27). Getestet 

wurden 1,25 µg / ml, 0,63 µg / ml, 0,32 µg / ml, 0,16 µg / ml und 0,0 µg / ml 

Tigecyclin nach 8, 14 und 20 Stunden Wachstum. Nach 8-stündiger Inkubation konnte 

Embp in Gegenwart von 0,63 µg / ml Tigecyclinkonzentration detektiert werden. Nach 

14 h und 20 h war dies in Gegenwart von 1,25 µg / ml, 0,63 µg / ml und 0,32 µg / ml 

möglich (Abbildung 27). 

Aus diesen Versuchen zusammen mit den Erfahrungen aus der Entwicklung der 

anderen beiden Screeningmethoden (Dot Blot Assay-basiert für 1585wt und 

Biofilmassay-basiert für 1585hc) kann ein Versuchsprotokoll für einen Dot Blot-

basierten Screen zur Identifikation von S. epidermidis 1585wt-Transposonmutanten 

mit einer veränderten Embp-Produktion nach Induktion durch das Antibiotikum 

Tigecyclin abgeleitet werden. 

 

 

3.5.2 Versuchsprotokoll Dot Blot-basierter Screen zur Identifikation 

von S. epidermidis 1585wt Transposonmutanten mit einer 

veränderten Tigecyclin-induzierten Embp Produktion  
 

Vorarbeit: 

- Große Agarplatten gießen1 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 1585v und 1585-M135 in 

Einfriermedium resuspendieren  

- Auf eine OD600 = 0,1 einstellen  

- Pro Well 100 µl in eine Greinermikrotiterplatte überführen  
1 Platten nach dem Gießen mit der offenen Agarfläche nach unten für circa 2 - 3 Stunden in einem 30 °C-Inkubator 
trocknen. Bei Trocknen mit der Agarfläche nach oben, bei Raumtemperatur oder über einen längeren Zeitraum 
kann es zu Kontaminationen kommen.  
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- Platte mit Folie verschließen  

- Bei -80 °C einfrieren 
 
Tag 1: 

- Sechs Mikrotiterplatten der Transposonmutantenbank sowie je der Positiv- und 

Negativkontrolle auftauen  

- Inhalt der Näpfchen resuspendieren  

- Bakterienzellen mit Replika-Stempel auf eine ausreichend große BHIErythromycin-

Agar-Platte (Mutantenbank mit pBTn, sonst je Tn-Resistenz) übertragen 

- Positiv- und Negativkontrolle mit Replika-Stempel nur auf BHI-Agar-Platte2 

übertragen 

- Inkubation bei 37 °C statisch über Nacht3 

 
Tag 2: 

- Für die Vorkultur 400 µl / Well TSBErythromycin in sechs Deepwellplatten 

pipettieren 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle 400 µl / Well TSB nur in die Reihen 6 

und 7 einer Deepwellplatte pipettieren  

- Kolonien der BHIErythromycin-Platten von Tag 1 mit Replika-Stempel in die 

Deepwellplatten übertragen (Stempel etwas auf den Boden der Deepwellplatte 

klopfen) 

- Für die Positiv- und Negativkontrolle je nur eine Reihe des Stempelabdrucks in 

je eine der Reihen 6 und 7 der Kontroll-Deepwellplatte übertragen 

- Inkubation der Deepwellplatten über Nacht bei 37°C bei 300 rpm und 37 °C4 

 
Tag 3: 

- 360 µl / Well TSBErythromycin in sechs neue Deepwellplatten pipettieren 

- 360 µl / Well TSB in Reihen 6 und 7 einer Deepwellplatte für die Positiv- und 

Negativkontrolle pipettieren  
3 Die BHI-Platte der Positiv- und Negativkontrolle kann, bei 4 °C gelagert, für 12 Durchläufe (12 Reihen) benutzt 
werden, ohne die Kontrollen bei jedem Durchlauf neu auftauen zu müssen. 
2 Die beimpften Agarplatten erst mit der Deckelseite nach oben inkubieren, bis die anfangs noch flüssigen 
Stempelabdrücke angetrocknet sind. Anschließend Platten wenden, da sich nach mehrstündiger Inkubation 
Kondenswasser unter dem Deckel bildet, welches auf die Agarplatte herunter tropfen kann und die Kolonien 
ineinander laufen lässt (Abbildung 14 C).  
4 Inkubation wie in Abbildung 11. Die Platten sollten jeweils einzeln auf dem Boden mit Pflasterstreifen fixiert 
werden, da sie sich sonst bei der dynamischen Inkubation lösen. Die Drehzahl von 300 rpm ist sehr wichtig, siehe 
Kapitel 3.4.3. 



 
 

78 

- Je 40 µl / Well aus den Vorkultur-Deepwellplatten in die neuen 

Deepwellplatten hinzu pipettieren 

- Erneut bei 37 °C und 300 rpm4 für circa 2,5 - 3 Stunden inkubieren, bis eine 

OD600 = 0,4 – 0,6 erreicht ist (= VK-96-OD-Platten) 

 

- 180 ml TSBErythromycin mit einer Tigecyclinkonzentration von 0,63 µg / ml5 

versetzen6 

- Davon 300 µl / Well in sechs Deepwellplatten pipettieren (= Kultur-DB-96-

Platten)6 

- 6 ml TSB mit einer Tigecyclinkonzentration von 0,63 µg / ml versetzen5 

- Davon 300 µl / Well in eine weitere Deepwellplatte in Reihe 6 und 7 für die 

Kontrollen pipettieren6 

 
- Aus den VK-96-OD-Deepwellplatten 100 µl / Well in Greinermikrotiterplatten 

und im gleichen Schritt 5µl / Well in die Kultur-DB-96-Deepwellplatten 

pipettieren 

- Die Kultur-DB-96-Deepwellplatten für 14 Stunden bei 300 rpm und 37 °C 

inkubieren6  

- Aus den Greinermikrotiterplatten OD600 messen (Wellenlänge = 600 nm, keine 

Reference, 25 Flashes). Ziel-OD600 ist 0,4 – 0,67 

- Die sechs Kultur-DB-96-Deepwellplatten sowie die Kontroll-Deepwellplatte 

10 Minuten bei 3000 rcf, 4 °C zentrifugieren 

- Medium verwerfen 

-  Pellets zwei Mal mit 500 µl PBS-1 % waschen  

- 10 Minuten bei 3000 rcf, 4 °C zentrifugieren 

- Überstand abkippen 

- Pellets mit 30 µl / Well LDS-1x aufnehmen  

- In eine PCR-Mikrotiterplatte pipettieren 

- Im PCR-Cycler 5 Minuten bei 95 °C erhitzen 
 
5 Entspricht dem Ergebnis aus (Abbildung 27 B) es erfolgten aber keine weiteren Tests. Die Inkubationszeit muss 
gegebenenfalls noch variiert werden. 
6 Schritt nicht experimentell validiert, sondern abgeleitet. 
7 Bei abweichenden OD600-Werten Inkubationszeit von 2,5 – 3 Stunden anpassen, siehe Kapitel 3.4.3. 
Gegebenenfalls müsste für den Tigecyclinscreen analog zu Kapitel 3.4.3 untersucht werden, ob auch hier eine 
OD600 = 0,4 – 0,6 gut geeignet ist und die Inkubationszeit für die OD600 – Einstellung eventuell variiert werden. 
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- PVDF-Membran in Methanol aktivieren und in PBS-1 % waschen und auf ein 

angefeuchtetes Filterpapier legen 

- Mit der Mehrkanalpipette „5 – 100 µl“, Programm „Pip“, 9 µl der 

Proteinpräparation aus der PCR-Mikrotiterplatte auf die Membran pipettieren.8  

- Über Nacht mit 3 % Milchpulver, 4 °C auf dem Kipptisch blocken 

Tag 4: 

- Die Membranen 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 %, 200 rpm, 

Raumtemperatur waschen 

- 1 Stunde mit 1.-Antiserum (Rabbit anti-rEmbp6599 Antiserum), 1:10000 in 30 

ml PBS-1 % bei 200 rpm, Raumtemperatur inkubieren 

- 4 x 8 Minuten mit PBS-1 % - T0,05 % bei 200 rpm, Raumtemperatur waschen 

- 1 Stunde mit 2.-Antikörper (Peroxidase-coupled anti-Rabbit IgG), 1:10000 in 

30 ml PBS-1 % bei 200 rpm, Raumtemperatur inkubieren 

- 4 x 8 Minuten mit PBS-1 %-T0,05 % bei  200 rpm, Raumtemperatur waschen 

- Für jede Membran in der Größe einer Mikrotiterplatte insgesamt 1000 µl 

Western Blotting-Reagenz also jeweils 500 µl der Lösungen 1 und 2 in einem 

Eppendorftube vorbereiten 

- Membranen luftblasenfrei auf eine Folie legen 

- 1000 µl Substrat darauf geben und etwas schwenken, bis die Membran sichtbar 

mit einem Film übergeben ist 

- Die Folie luftblasenfrei auf die Membran umschlagen 

- Eingeschlagene Membran in Zellstoff legen und das überflüssige Substrat 

vorsichtig aus der Folie herausstreichen 

- 5 Minuten belichten5 

 

 

 

 

 

 
8 Die genauen Pipetteneinstellungen sind wichtig, bei weniger als 9 µl bleibt der Tropfen an den Pipettenspitzen 
hängen. Für den Vorgang „up“ ist die Geschwindigkeit egal, 8 wurde genommen. Für „down“ ist die Einstellung 4 
wichtig, weil die Probe sonst zu sehr rausspritzt und keine runden Dots entstehen. 
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3.6 Etablierung eines pBTn (mariner)-basierten 

Transposonmutagenesesystems in S. epidermidis 1585wt 
 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, eine Transposonmutanten-Bank in S. 

epidermidis 1585 zu etablieren. Diese sollte dann unter Verwendung des Dot Blot 

Assay-basierten Screens auf das Vorliegen von Mutanten mit aufgehobener Embp-

Produktion nach Ziegenserum-Exposition untersucht werden. Um Nachteile bisher 

genutzter Transposonmutagenesesysteme wie zum Beispiel Tn917 (Christner et al. 

2010) zu umgehen, sollte hier ein neuartiges Mariner-basiertes 

Transposonmutagenesesystem eingesetzt werden (Bae et al. 2004, Li et al. 2009). 

 

Um pBTn in S. epidermidis einzubringen, wurde das Plasmid zunächst aus E. coli 

DH5a isoliert und in S. aureus RN4220 elektroporiert. Die resultierenden Klone 

wurden mittels spezifischer Spaltung der extrahierten Plasmide und Re-

Transformation in E. coli auf Richtigkeit geprüft (Daten nicht gezeigt). PBTn-

Präparationen aus S. aureus RN4220 wurden verwendet, um sie in S. epidermidis 

1457-M12 zu elektroporieren. Nach Überprüfung der Richtigkeit dieser Klone (s.o., 

Daten nicht gezeigt) wurde pBTn durch Transduktion mittels Phagen A6C in die 

Zielstämme S. epidermidis 1585 und 1585hc eingebracht. Aus den resultierenden 

Klonen wurden Plasmide extrahiert und durch Restriktionsverdau unter Verwendung 

der Enzyme PstI und KpnI geprüft (Abbildung 28).  

Nun sollte die optimale Eliminationstemperatur für das Plasmid pBTn identifiziert 

werden. Hierzu wurde der Stamm 1585xpBTn bei 30°C in Flüssigmedium und 

Gegenwart von Chloramphenicol angezüchtet. Ausgehend von dieser Kultur wurden 

geeignete Verdünnungen auf Blutagar und BHI-Agar + Chloramphenicol ausplattiert 

und bei 42 °C, 42,5 °C, 43,0 °C, 43,5 °C, 44,0 °C oder 44,5 °C inkubiert. Während bei 

einer Temperatur von 42 °C noch Wachstum auf Blutagar und BHI-Agar + 

Chloramphenicol zu beobachten war, fand sich bei 44,5 °C nur noch Wachstum auf 

Blutagar, nicht aber BHI-Agar + Chloramphenicol. Dieses Ergebnis zeigt, dass pBTn 

bei 44,5°C nicht repliziert und daher eliminiert wird.  
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Abbildung 28: Plasmidanalyse durch Restriktionsverdau nach Isolierung aus S. epidermidis 1585 und 
1585hc. Plasmide aus den pBTn-Transduktanten S. epidermidis 1585xpBTn und 1585hcxpBTn wurden über Nacht 
bei 37°C gespalten. Resultierende Fragmente wurden in einem 1 % Agarosegel getrennt und mittels RedSafe 
gefärbt. pBTn aus E. coli DH5α diente als Kontrolle. × markiert diejenigen Klone, die aufgrund des Bandenmusters 
als 1585wt x pBTn bzw. 1585hc x pBTn weiter verwendet wurden. 
 

Im Folgenden sollte geprüft werden, ob unter permissiven Kulturbedingungen das 

Mariner-Transposon in das Genom von S. epidermidis integriert wird. Hierzu wurde 

die Zahl von Erythromycin-resistenten, Chloramphenicol-sensiblen Klonen nach 

Schüttelkultur bei 44,5 °C bestimmt. Es zeigte sich, das bei Ausplattierung von 50 µl 

der 1:1000 verdünnten Kultur auf BHI-Agar + Erythromycin (BHIE10) 176 Kolonien 

wuchsen (Tabelle 2). Bei BHI-Agar + Erythromycin und Chloramphenicol (BHIE10C10) 

wuchsen jedoch nur 34 Kolonien. Somit kann abgeschätzt werden, dass etwa 2,8 % 

der Zellen das Mariner-Transposon chromosomal integriert hatten, während das 

Plasmid offenbar eliminiert worden war. Bei 0,7 % der Zellen muss von einer 

Anwesenheit des Plasmids ausgegangen werden.  
 

Tabelle 2: Elimination des Plasmids und Ausbeute von Mariner-Integraten in S. epidermidis 1585. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
a Ausplattierung einer Kultur nach 24-stündiger Inkubation bei 44,5°C. Die Kultur wurde wie angegeben in PBS 
verdünnt und 50 µl wurden jeweils auf Blutagar, BHI Agar + Erythromycin (BHIE10) Agarplatten oder BHI-Agar + 
Erythromycin und Chloramphenicol (BHIE10C10) ausplattiert.  
 

Eingesetzte 

Verdünnunga 
Blutagar 

BHIE10  

Agar 

BHIE10C10  

Agar 

10-3 etwa 5000 176 34 

10-4 etwa 2000 22 1 

10-5 170 1 1 

10-6 26 1 0 

10-7 1 0 0 
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Um zu zeigen, dass die auf BHIE10 gewachsenen Klone in der Tat zum Großenteil 

pBTn eliminiert hatten, wurden 100 zufällig ausgewählte Kolonien jeweils auf BHIE10- 

sowie BHIE10C10-Platten kultiviert. 76 von 100 Klonen zeigten Wachstum auf BHIE10, 

jedoch nicht auf BHIE10C10. Diese 76 Klone wurden als putative Transposonmutanten 

betrachtet und weiter analysiert. Nach Aufreinigung von Plasmiden aus den putativen 

Klonen zeigte sich jedoch, dass trotz des passenden Resistenzphänotyps das pBTn 

weiterhin nachweisbar war (Abbildung 29, 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abbildung 29: Plasmidanalyse von 10 der 76 putativen 1585 Transposonmutanten. Die Plasmidpräparation 
wurde direkt ohne Spaltung auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen und mittels RedSafe gefärbt. Die jeweils ersten 
beiden Banden oberhalb von 23 kb wurden als pBTn gewertet. * markiert eine Bande, die bei üblicherweise 
verwendeten DNA-Mengen meist kaum zu erkennen ist. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abbildung 30: Plasmidanalyse durch Restriktionsverdau von 10 der putativen 76 Transposonmutanten Die 
Plasmide von 10 der putativen 76 Transposonmutanten wurden über Nacht bei 37 °C mit PstI und KpnI gespalten. 
Resultierende Fragmente wurden in einem 1 % Agarosegel getrennt und mittels RedSafe gefärbt. pBTn aus E. coli 
DH5α sowie aus 1585wtxpBTn dienten als Kontrolle. Die jeweils ersten beiden Banden oberhalb von 23 kb wurden 
als pBTn gewertet. * markiert eine Bande, die bei üblicherweise verwendeten DNA-Mengen meist kaum zu 
erkennen ist.  
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4. Diskussion 
 

Die Biofilmbildung von Bakterien ist der zentrale Pathomechanismus bei 

fremdmaterialassoziierten Infektionen. S. epidermidis ist diesbezüglich einer der 

wichtigsten Erreger und die Referenzspezies für die Forschung an biofilmassoziierten 

Infektionen (Costerton et al. 1999, Otto 2009, Mack et al. 2009, Rohde et al. 2010, 

Becker et al. 2014, Büttner et al. 2015). Auch Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. 

coli, C. difficile, Streptococcus spp, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, 

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, Yersinia pestis und 

Bordetella spp. bilden Biofilme und sind nosokomiale Erreger (Stewart und Costerton 

2001, Otto 2008, Mack et al. 2009, Römling und Balsalobre 2012, Becker et al. 2014, 

ECDC 2013, 2015, Kapitel 1.1). Ausreichend gezielt biofilmwirksame Antibiotika 

fehlen, sodass in der Regel eine Explantation des infizierten Fremdmaterials in 

Kombination mit einer Langzeitantibiose notwendig ist (Widerström et al. 2012, 

Römling und Balsalobre 2012, Becker et al. 2014). Zur Biofilmbildung von S. 

epidermidis tragen unterschiedliche Faktoren wie die Proteine Embp und Aap, das 

Polysacchariden PIA, eDNA und Teichonsäuren bei (Hussain 1993, Mack 1996, 

Stewart 2001, Rohde et al. 2005, Sadovskaya 2005, Izano 2008, Schommer 2011, 

Becker et al. 2014, Büttner et al. 2015). Für die Forschung in diesem Gebiet ging es in 

dieser Arbeit um das extracellular matrix binding protein (Embp). Die Besonderheit 

von Embp ist, dass es nicht unter bisher etablierten Standard-in vitro-Bedingungen 

nachweisbar ist, sondern in Gegenwart von Ziegenserum oder Tigecyclin exprimiert 

wird (Christner et al. 2010, Weiser et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Embp-Expression unter der Kontrolle von sarA, einem globalen Regulator der 

Virulenz bei Staphylokokken, steht (Christner et al. 2012). Die Determinanten der 

Embp-Expressionskontrolle sowie Signaltransduktionswege, die an der Steuerung der 

Expression beteiligt sind, sind unbekannt. Über die Etablierung neuer high-throughput 

Screeningmethoden für Transposonmutantenbanken, die die neuen 

Nachweisbedingungen für Embp integrieren, sollten regulatorische Mechanismen der 

Embp-Expression identifiziert werden.  

 

Bisherige Screeningansätze wurden regelhaft unter Standard-in vitro-Bedingungen, 

also ohne Hinzugabe einer biofilminduzierenden Substanz, durchgeführt (Mack et al. 
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1994, Heilmann et al. 1996a, Mack et al. 2000, Christner et al. 2010, Wang et al. 

2011). Mit dem Screen dieser Arbeit sollten Transposonmutanten mit einer 

erloschenen oder verminderten Embp-Expression mittels eines Immuno-Dot Blot 

Verfahrens identifiziert werden. Dafür musste zunächst ein Standard-Dot Blot-

Protokoll um die Hinzugabe von Ziegenserum erweitert werden. Hierbei stellte sich 

heraus, dass für den Embp Nachweis deutlich größere Proben für die 

Oberflächenproteinpräparation nötig sind als beim Standardprotokoll. Vermutlich ist 

bei dem verwendeten Ziegenserumanteil von 50 % die Verfügbarkeit von Nährstoffen 

reduziert, sodass weniger hohe Zellzahlen in der Kultur erzielt werden können, was 

durch die Vergrößerung des Probenvolumens wieder kompensiert werden kann.  

Nach erfolgreichem Embp-Nachweis in diesem Basis-Format des Dot Blot Assays, 

sollte die Durchführung aller Versuchsschritte im 96-Well-Plattenformat getestet 

werden. Dies sollte der Entwicklung einer Methode dienen, bei der viele 

Transposonmutanten gleichzeitig gescreent werden können. Bei einem anderen 

Screening einer Transposonmutantenbank in einem S. aureus-Stamm zur Darstellung 

unterschiedlicher Dermicidin-Interaktionen wurde zu diesem Zweck ein 96-Well-

Plattenformat genutzt (Li et al. 2009). Außerdem war eine für das Screening bereit 

stehende Transposonmutantenbank in S. epidermidis 1585hc (Heinze 2012) in 96-

Well-Mikrotiterplatten archiviert.  

Bei der Übersetzung ins 96-Well-Format bestanden zwei wesentliche Schwierigkeiten. 

Dies waren zum einen der Transfer aller 96 Mutanten pro Mikrotiterplatte von der 

Rekultivierung bis zur Entwicklung der Signale auf dem Röntgenfilm ohne, dass es zu 

Kreuzkontaminationen kommen kann. Zum anderen war es die Limitation der 

Kulturvolumina (Mikrotiterplatte: 400 µl / Well).  

Zum sicheren Transfer der Mutanten beziehungsweise deren Kulturen und 

Oberflächenproteinpräparationen wurden ein Replika-Stempel mit 96 Stäben und 

Mehrkanalpipetten eingesetzt. Eine besondere Rolle für die Effektivität der neuen 

Methode kommt der Form der Rekultivierung mittels Replikastempel zu. Die in 

Mikrotiterplatten archivierten Transposonmutanten wurden nach dem Auftauen 

zunächst auf große Agarplatten gestempelt, sodass jeder Transposonmutant eine 

Kolonie auf der Agarplatte bildet. Erst anschließend wurden daraus erneut mit dem 

Replika-Stempel Vorkulturen angeimpft. Durch dieses Vorgehen ist unmittelbar 
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sichtbar, ob eine gegebene Mutante anwachsen konnte oder nicht. Diejenigen, die 

nicht anwachsen, sind im späteren Screen auch Embp-negativ und würden einen 

Mutanten mit der gewünschten Transposoninsertion im embp-Gen vortäuschen. Da 

dieser Unterschied direkt sichtbar ist, entfällt eine aufwändige Charakterisierung. Die 

Platten können bei 4 °C gelagert werden und einzelne Mutanten so direkt 

zurückverfolgt sowie erneute Kulturen angefertigt werden. Die Handhabung großer 

Agarplatten für 6 Stempelabdrücke war weniger trivial als vermutet. Wegen schneller 

Kontaminationen und der Entwicklung von Kondenswasser bei Inkubationsschritten 

ergaben sich einige Details als Fehlerquellen. 

Wie auch bei den Versuchen im Basis-Format war eine Embp-Detektion mit geringem 

Kulturvolumen nicht möglich. Die Lösung bestand im Einsatz von Deepwellplatten 

(1000 µl / Well statt 400 µl / Well). Diese dürfen bei dynamischen 

Inkubationsschritten allerdings nur maximal mit 400 µl / Well befüllt werden, da sonst 

ein Ineinanderlaufen der Kulturen droht. Eine besondere Rolle kommt der 

dynamischen Inkubation der Kulturen in den Deepwellplatten in ausreichend hoher 

Drehzahl zu. Erst bei einer Drehzahl von 300 rpm wird gewährleistet, dass das 

Medium in den mittig liegenden Vertiefungen der Platten ausreichend in Bewegung 

gerät, sodass in allen Vertiefungen gleiche Wachstumsbedingungen vorherrschen. Die 

Kontrolle der einheitlichen Zellzahl in allen Näpfchen der Deepwellplatten erfolgt 

durch OD600-Messungen. Damit sehr viele Mutanten pro Versuchsdurchlauf gescreent 

werden können, wurde eine spezifische Fixierung mehrerer Platten auf der Motorplatte 

eines normalen Schüttelinkubators gewählt. 

Der zusätzliche Versuchsschritt, die Bakteriendichte gemessen an der OD600 während 

des Screens zu überprüfen, erhöht die Trennschärfe der Screeningmethode. Sie steigt 

an, da im Falle von biofilm- oder Embp-negativ gefilterten Transposonmutanten im 

Einzelfall nachvollziehbar ist, ob diese akzidentiell im Flüssigmedium nicht 

angewachsen sind (sehr niedrige OD600 und damit falsch negativ) oder ob ein durch 

das Transposon verursachtes tatsächliches Defizit in Biofilmbildung und / oder Embp-

Expression hoch wahrscheinlich ist (OD600 vergleichbar mit den anderen 

biofilmpositiven Transposonmutanten). Durch diese Verfeinerung werden im Screen 

außerdem Mutanten mit nur eingeschränkter Embp-, beziehungsweise Biofilmbildung 
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statt gänzlich erloschener Embp-Bildung oder Biofilmbildung zuverlässiger 

identifiziert. 

Zusammenfassend konnte das Dot Blot-basierte Screeningverfahren etabliert werden, 

Es integriert die Embp-induzierenden Wachstumsbedingungen mit Ziegenserum und 

erlaubt die parallele Verarbeitung von 6 x 96 – Well – Mikrotiterplatten, also 576 

Mutanten pro Versuchsdurchlauf. Es dient der Identifikation von S. epidermidis-

1585wt-Transposonmutanten mit einer veränderter ziegenseruminduzierten Embp-

Produktion. 

Auch bei S. epidermidis 1585hc ist es möglich, durch Wachstum in Ziegenserum die 

Expression von Embp im Basis-Dot Blot-Format zu induzieren. Allerdings war dies 

nicht mit dem Dot Blot-basierten Screeningassay möglich. Daher wurde für diesen 

Stamm ein Biofilmassay-basiertes Screeningsystem aufgebaut. Die Ursache für die 

nicht ausreichende Embp-Induktion bei S. epidermidis 1585hc ist wahrscheinlich in 

den spezifischen Versuchsbedingungen des Screening-Assays zu finden. So ist es 

denkbar ist, dass es durch die dynamische Inkubation und das damit verbundene 

planktonische Wachstum, anders als bei S. epidermidis 1585, zu keiner ausreichend 

starken Embp-Produktion kommt. Letztendlich konnte der Biofilmassay-basierte 

Screen erfolgreich etabliert werden. Das Verfahren erlaubt, die biofilminduzierenden 

Wachstumsbedingungen mit Ziegenserum zu integrieren und ebenfalls eine parallele 

Verarbeitung von 6 x 96 – Well – Mikrotiterplatten, also 576 Mutanten pro 

Versuchsdurchlauf durchzuführen. Es dient der Identifikation von S. epidermidis-

1585hc-Transposonmutanten mit einer veränderten ziegenseruminduzierten 

Biofilmbildung. 

Dieser Screen wurde erfolgreich auf die Transposonmutantenbank in 1585hc (Heinze 

2012) angewendet. Es konnten 5 von etwa 4100 Transposonmutanten mit einem 

biofilm-negativen Phänotyp identifiziert werden (M25, M26, M55, M66 und M151). 

Durch Sequenzierung des Genoms dieser Mutanten konnte die Transposoninsertion 

bei vier der Mutanten (M25, M55, M66 und M151) im 13165 bp großen offenen 

Leserahmen SERP0157 lokalisiert werden (Wiechmann 2016). SERP0157 konnte in 

die Familie der GntR-like Transkriptionsfaktoren eingeordnet werden und wurde als 

serum response regulator (srr) bezeichnet. GntR-like Transkriptionsfaktoren werden 
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mit der Adaptation von Bakterien an ihre Umgebung assoziiert (DiRusso und Nyström 

1998, Hänssler et al. 2007 aus Wiechmann 2016). 

 

Während beide Verfahren, der Dot Blot- und der biofilmbasierte Screen, sich gut für 

das schnelle Screening großer Mutantenbanken eignen, birgt das Dot Blot-basierten 

Screeningverfahren den Vorteil, dass direkt die veränderte Embp-Bildung 

nachgewiesen wird. Theoretisch ist es möglich, dass im Falle eines biofilmbasierten 

Screens die Biofilmbildung auch über andere, möglicherweise noch unbekannte 

Faktoren abläuft. Somit muss im Anschluss an den biofilmbasierten Screen mit den 

biofilmnegativ identifizierten Mutanten ein Dot Blot auf Embp nachgeholt werden, um 

nachzuweisen, dass die veränderte Fähigkeit zur Biofilmbildung auch mit einer 

erloschenen oder verminderten Embp-Expression korreliert. Andererseits liegt der 

Vorteil des biofilmbasierten Screens darin, dass er theoretisch auch auf andere S. 

epidermidis-Stämme angewendet werden könnte, um ganz neue, Embp-unabhängige 

Faktoren zu suchen, deren Expression auch durch Ziegenserum induziert wird. Die 

Voraussetzung für die Durchführung wäre, dass die anderen S. epidermidis-Stämme 

eine durch Ziegenserum induzierbare Biofilmbildung aufweisen.  

 

Ebenfalls sollte in dieser Arbeit eine Transposonmutantenbank im S. epidermidis 

Wildtypstamm 1585wt mit dem Transposon himar1-mariner aus dem Plasmid pBTn 

erstellt werden. Die S. epidermidis-1585wt- Transposonmutanten sollten mit dem Dot 

Blot-basierten Screen auf eine veränderte Embp-Produktion untersucht werden. Die 

Transposonmutagenese in 1585wt war jedoch nicht erfolgreich.  

Als Ursache wurde eine zu niedrig gewählte nicht permissive Inkubationstemperatur 

für das Plasmid pBTn von 43 °C vermutet. Nach Ausplattieren und Inkubieren von 

1585wt x pBTn bei unterschiedlichen Temperaturen erschien 44,5 °C als die 

Temperatur, bei der pBTn nicht mehr repliziert wird. Dennoch war pBTn nach einem 

Transposonmutagenese-Versuch mit dieser nicht permissiven Inkubationstemperatur 

(44,5 °C) trotz passenden Antibiogramms der putativen Transposonmutanten 

weiterhin nachweisbar. Die nicht permissive Temperatur könnte in Folgeversuchen auf 

> 44,5 °C erhöht werden. 
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Transposonmutagenese-Experimente mit pBTn sind erstmals durch Wang et al. 2011 

in einem S. epidermidis-Stamm durchgeführt worden (S. epidermidis 1457). Sonst 

finden sich Versuche mit S. aureus-Stämmen (Li et al. 2009, Xia et al. 2010) und 

Streptokokken (Nilsson et al. 2014). Im Vergleich mit dieser Arbeit weichen die 

Antibiotikakonzentrationen während der Temperaturshifts teilweise voneinander ab. In 

dieser Arbeit wurden die Inkubationen mit 2,5 µg / ml Erythromycin und 10 µg / ml 

Chloramphenicol durchgeführt. Abweichend davon wurden bei Wang et al. 2011 20 

µg / ml Chloramphenicol genutzt und bei Li et al. 2009 5 µg / ml Erythromycin. 

Außerdem wurde bei Li et al. 2009 sowie bei Xia et al. 2010 ein Zyklus der 

Temperaturshifts ohne Antibiotikum durchgeführt. In Folgeversuchen könnten die 

Antibiotikakonzentrationen entsprechend variiert werden und ein Zyklus der 

Temperaturshifts ohne Antibiotika erfolgen.  

Der Plasmid-Transfer von pBTn in den Stamm 1585wt via Elektroporation und 

Phagentransduktion gestaltete sich in dieser Arbeit schwierig, es waren mehrere 

Versuchsanläufe notwendig. Plasmid-DNA-Übertragungen bei S. epidermidis-

Stämmen sind bekanntermaßen schwierig, wohingegen die Methoden für S. aureus 

zum gut funktionierenden Standard gehören (Monk et al. 2012, Winstel et al. 2015, 

Winstel et al. 2016). Ein häufiges Problem ist, dass genetische Barrieren in KNS wie 

zum Beispiel Restriktions-Modifikations-Systeme oder clustered regularly 

interspaced palindromic repeat (CRISPR/Cas) den horizontalen Gentransfer 

behindern, die Plasmid-DNA wird häufig im Akzeptor-Stamm inaktiviert (Winstel et 

al. 2013, Winstel et al. 2015, Winstel et al. 2016). Um dieses Problem zu umgehen, 

wird, wie auch in dieser Arbeit, oft der restriktions-defiziente S. aureus-Stamm 

RN4220 genutzt, aus dem sich Fremd-DNA verhältnismäßig gut in weniger eng 

verwandte S. aureus- und S. epidermidis- Stämme via Elektroporation oder 

Phagentransduktion transferieren lässt (Monk et al. 2012). Dieser Weg des 

horizontalen Gentransfers wurde auch bei Wang et al 2011 genutzt. pBTn wurde in S. 

aureus RN4220 und anschließend in den Zielstamm 1457 elektroporiert. In dieser 

Arbeit wurde pBTn von S. aureus RN4220 in S. epidermidis 1457-M12 elektroporiert 

und anschließend per Phagentransduktion (Phage A6C) in S. epidermidis 1585 

eingebracht (Rohde et al. 2005). Allerdings waren für beide Plasmid-Transfers viele 

Anläufe notwendig, bis die gewünschten Ergebnisse erzielt werden konnten.  
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In Bezug auf dieses Problem konnte kürzlich gezeigt werden, dass 

Phagentransduktionen mit dem Phagen 187 von dem S. aureus-Stamm PS187 in 

diverse KNS suffizient gelungen sind (Winstel et al. 2015). Es wurde ein Protokoll 

erstellt, das prinzipiell mit jedem bei Staphylokokken geeignetem Plasmid anwendbar 

ist, so auch pBTn (Winstel et al. 2016). S. aureus PS187 wurde anstelle von S. aureus 

RN4220 eingesetzt. Der Transfer von Plasmid-DNA speziell in den S. epidermidis-

Stamm 1585 wurde nicht getestet (Winstel et a. 2016). Es wäre aber möglich, den 

Transposonmutagenese-Versuch dieser Arbeit inklusive der vorangehenden Plasmid-

DNA-Transfers entsprechend der Ergebnisse aus Winstel et al. 2015 und 2016 neu zu 

gestalten. Dazu könnte man pBTn aus E. coli DH5α in S. aureus PS187 

elektroporieren und anschließend versuchen, pBTn via Phagentransduktion mit dem 

Phagen 187 von S. aureus PS187 direkt in S. epidermidis 1585wt zu transferieren. 

Sollte dies nicht funktionieren, könnte man pBTn aus S. aureus PS187 auch erst 

wieder in S. epidermidis 1457-M12 transferieren (siehe Winstel et al. 2013) und dann 

erst in 1585wt. Möglicherweise entstehen so stabilere 1585wt x pBTn – Klone und 

eine Transposonmutagenese ist besser möglich und erfolgreich. 

 

Zusammen mit Weiser et al. 2016 konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit 

einer subinhibitorischen Konzentration des Antibiotikums Tigecyclin die 

Biofilmbildung sowie die Embp-Expression von S. epidermidis 1585 induziert. Dieser 

Umstand ist von besonderer klinischer Relevanz, da er bedeuten kann, dass eine 

Unterdosierung von Antibiotika zu einer Verschlechterung von katheterassoziierten 

Infektionen führen kann. Zuvor konnte eine Biofilminduktion durch Tigecyclin bei 

ica-positiven S. epidermidis-Stämmen gezeigt werden (Kaplan et al 2011a). Die 

weiterten Untersuchungen konnten unter anderem die Wichtigkeit von Embp für die 

Tigecyclin-induzierte Biofilmbildung sowie für die Evasion des Immunsystems 

nachweisen (Weiser et al. 2016). 

In Nebenversuchen dieser Arbeit wurde ein weiteres Versuchsprotokoll für einen Dot 

Blot-basierten Screen zur Identifikation von S. epidermidis-1585wt-

Transposonmutanten mit einer veränderten Embp Produktion erstellt. Damit könnte 

die Transposonmutantenbank in 1585wt aus der Weiterführung der Versuche zur 

Transposonmutagenese gescreent werden, um Aufschluss über den genetischen 
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Hintergrund der Tigecyclin-induzierten Embp-vermittelten Biofilmbildung bei S. 

epidermidis 1585wt zu erlangen. Hierbei ist zu beachten, dass dieses Protokoll keinen 

kompletten Testdurchlauf erfahren hat, sondern einige wenige Schritte aus den 

Erfahrungen der Entwicklung der Dot Blot- und biofilmbasierten Screeningmethoden 

mit Ziegenserum für je S. epidermidis 1585wt und 1585hc abgeleitet wurden.  

Darüber hinaus könnte auch eine biofilmbasierte Variante des Screens analog zum 

biofilmbasierten Screen für 1585hc erstellt werden. Mit diesem Screen könnte man 

generell Transposonmutantenbanken in S. epidermidis-Stämmen screenen, die 

grundsätzlich eine durch Tigecyclin induzierbare Biofilmbildung aufweisen, ohne, 

dass der zu Grunde liegende Faktor bekannt ist. Diese unbekannten Faktoren könnten 

damit identifiziert werden.  

 

Der Umstand, dass lange Zeit Untersuchungen unter Standard-in vitro-Bedingungen, 

also ohne Zusatz einer bestimmtem biofilminduzierenden Substanz, statt gefunden 

haben ist ein Hauptgrund dafür, dass Embp lange nicht identifiziert werden konnte, 

obwohl es im Nachhinein in vielen klinisch signifikanten S. epidermidis-Stämmen 

nachzuweisen war (Christner et al. 2010, Christner et al. 2012). Hypothetisch dürften 

noch viele weitere bisher unbekannte Faktoren in der bakteriellen Biofilmbildung eine 

Rolle spielen, die ebenfalls erst nach Induktion durch zum Beispiel Serum, Antibiotika 

oder andere Substanzen exprimiert werden. Diese induzierbare Biofilmbildung sollte 

der tatsächlich stattfindenden Biofilmbildung in vivo bei Biofilm-assoziierten 

Infektionen am nächsten kommen. Die weitere Untersuchung der Embp-basierten 

Biofilmbildung, aber auch generell der induzierbaren Biofilmbildung ist daher 

interessant. Ein wichtiger Schritt dabei ist, etablierte in vitro-Standardverfahren zu 

überdenken und zu erneuern. In Bezug auf die Integration von Ziegenserum und 

Tigecyclin stehen veränderte Verfahren sowie neue Screeningmethoden durch diese 

Arbeit zur Verfügung. Gegebenenfalls kann nach besserem Verständnis der 

induzierbaren Biofilmbildung eine andere Empfehlung der antibiotischen Therapie für 

Fremdmaterial-assoziierte Infektionen durch S. epidermidis und andere Pathogene 

resultieren. Daher ist die Fortführung der Resultate dieser Arbeit zur weiteren 

Abklärung der Embp-basierten Biofilmbildung von S. epidermidis sinnvoll. 
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5. Zusammenfassung 
 

Die Biofilmbildung von S. epidermidis spielt eine zentrale Rolle im 

Pathomechanismus von Fremdmaterial-assoziierten Infektionen. Diese sind im 

klinischen Alltag sehr häufig und die Behandlung ist meist aufwändig und 

problematisch. Die Biofilmforschung befasst sich damit, über welche Mechanismen 

und Faktoren Biofilme gebildet werden. Dadurch können potentielle Zielstrukturen für 

die Entwicklung biofilmwirksamer Antibiotika gefunden werden.  

Zur Untersuchung der Biofilmbildung gibt es Standardmethoden, die den in vitro-

Nachweis der Biofilmbildung und beteiligter Faktoren erlauben. Sie berücksichtigen in 

der Regel aber nicht das Bakterienwachstum in Gegenwart Biofilm-induzierender 

Substanzen wie beispielsweise Blutserum oder Antibiotika. Ein Faktor, der erst nach 

einer solchen Exposition exprimiert wird, ist das Protein extracellular matrix binding 

protein (Embp) von S. epidermidis. Daher müssen zum Nachweis solcher 

induzierbarer Faktoren bisherige Versuchsprotokolle modifiziert werden. Damit soll 

ermöglicht werden, die in vivo stattfindende Biofilmbildung besser zu verstehen.  

Das wesentliche Ziel dieser Arbeit war der Aufbau einer neuen Screeningmethode 

zum Nachweis von S. epidermidis Transposonmutanten mit einer veränderten Embp 

Produktion und Biofilmbildung. Aufbauend auf diesen Ergebnissen können anhand 

von Transposonmutanten mit verändertem Phänotyp essentielle Genorte für die Embp 

Bildung identifiziert werden.  

Es wurden drei Screeningvarianten etabliert. Zwei weisen direkt eine veränderte Embp 

Produktion nach, die eine umfasst das Bakterienwachstum in Gegenwart von 

Ziegenserum, die andere das in Gegenwart vom Antibiotikum Tigecyclin. Die dritte 

Methode weist eine veränderte Biofilmbildung nach Wachstum in Gegenwart von 

Ziegenserum nach. Mit diesem Verfahren wurde eine Transposonmutantenbank 

gescreent, hierbei wurden fünf Mutanten mit verminderter Biofilmbildung gefunden.  

Die Screeningmethoden zum Nachweis einer veränderten Embp Produktion können 

zukünftig verwendet werden, um gezielt Determinanten der Embp Bildung von  

S. epidermidis zu suchen. Das Verfahren zum Nachweis einer veränderten 

Biofilmbildung kann weiterhin verwendet werden, um noch unbekannte Faktoren der 

Ziegenserum-induzierten Biofilmbildung von S. epidermidis zu identifizieren. 
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6. Summary 

 

Biofilm formation by S. epidermidis plays a central role in the pathogenesis of device-

associated infections. In clinical routine they are very common and the treatment is 

complex and often difficult. The main goal of scientific research concerning biofilm 

biology is thus to identify the mechanisms and factors of its formation. Detailed 

knowledge of these processes is the pre-requisite for the development of antibiotics, 

which are able to potently attack biofilms. 

Standard methods are used to detect factors of biofilm formation in vitro. Usually, 

however, these standard assays are inapt to assess bacterial growth in the presence of 

certain substances, which are known inducers of biofilm formation, like serum or 

antibiotics. One important factor, which is expressed only after such exposition, is the 

protein extracellular matrix binding protein (Embp) of S. epidermidis. Hence, existing 

assay protocols need to be modified, in order to allow for detection of such inducible 

factors, too. In consequence, this would enable us, to gain a better understanding of in 

vivo biofilm formation. 

The main objective of this thesis was, to develop a new screening method to detect 

transposon mutants of S. epidermidis, which show a modified Embp production and 

altered biofilm formation. These results would provide a basis for identification of 

essential gene loci for Embp expression by analysing the identified transposon 

mutants. 

We thus established three novel screening variants. Two of them directly detect Embp 

expression. One assay analyses the bacterial growth in the presence of goat serum and 

the other in the presence of the antibiotic Tigecyclin. The third method detects a 

modified biofilm formation after bacterial growth in the presence of goat serum. Using 

this third method, we screened a transposon mutant library. Five mutants with a 

decreased ability of biofilm formation were identified. 

The screening methods, that detect a modified Embp production, will be of future use 

to specifically look for determinants of Embp expression of S. epidermidis. Also the 

third method, which detects a modified biofilm formation, can be helpful in the future 

to identify yet unknown factors of biofilm formation by S. epidermidis, which are 

inducible by goat serum. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

 
Aap   Accumulation associated protein 
agr   Accessory gene regulator 
AIP   Auto-inducing peptide von S. epidermidis 
AtlE  Zelloberflächen-assoziiertes Autolysin/Adhäsin von S. 

epidermidis 
 
BSA   Kälberserumalbumin 
BSI   Blood stream infection / Blutstrominfektion 
 
CAUTI  Catheter associated urinary tract infection 
CDC/NHSN  Centre of Disease Control and Prevention / National Healthcare 

Safety Network 
CLABSI  Central line associated blood stream infection 
Clp   Bakterielle ATP-abhängige  Protease 
CLSM   Confocal laser scanning microscopy 
Cmr   Chloramphenicolresistenz  
Cn   Kollagen 
CRISPR/Cas   Clustered regularly interspaced palindromic repeat-Lokus 
CWA   Cell wall anchored 
 
DA-HAI  Device-associated healthcare-associated infection 
DUF1542  Domains of unknown function 
 
ECDC   European Centre for Disease Prevention and Control 
ECM   Extracellular matrix  
eDNA   Extrazelluläre Desoxyribonukleinsäure 
Embp   Extracellular matrix binding protein 
ermB   Ein 1,45-kb großes Fragment für eine Erythromycinresistenz 
Ermr   Erythromycinresistenz 
 
Fg   Fibrinogen 
FIVAR-Domäne Found In Various Architectures-Domäne 
FN   Fibronektin 
 
GA-Domäne  G-related Albumine-binding-Domäne 
 
HAI   Healthcare-associated infection 
 
icaADCB-Locus PIA kodierendes Gen  
IfSG   Infektionsschutzgesetz 
IgG   Immunglobulin G 
INICC  International Nosocomial Infection Control Consortium 
 
KISS  Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System 
KNS   Koagulase-negative Staphylokokken 
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KPS   Koagulase-positive Staphylokokken 
 
LDS   Lithium Dodecyl Sulfate 
LPSN   List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature 
LPXTG  Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin, X = variable Aminosäure 
 
MRSA   Methicillinresistenter S. aureus 
MRSE   Methicillinresistenter S. epidermidis 
MSCRAMM Microbial surface components recognizing adhesive matrix 

molecules 
 
NI   Nosokomiale Infektion 
 
OD600   Optische Dichte bestimmt bei einer Wellenlänge von 600nm 
ORF   Open reading frame 
 
PBP2a   Penicillinbindende Protein  
PIA    Polysaccharide intercellular adhesin 
PNAG   poly-N-acetylglucosamine  
PSM   Phenol-Soluble Modulin 
 
QS-System  Quorum-Sensing-System 
 
rcf   Relative centrifuge force 
RKI  Robert Koch Institut  
rpm Revolutions per minute 
 
sar   Staphylococcal accessory regulator-Lokus  
SCC   Staphylococcus Cassette Chromosome 
SCV   Small colony variant 
SdrG   Serin-Aspartat-Repeat-beinhaltendem Protein g 
SepA   Metalloprotease zur AtlE-Prozessierung 
σB = SigB  Bakterieller globaler Regulator für Stressantworten  
SSI   Surgical site infection 
 
TEP   Totale Endoprothese 
TM-Domäne  trans-Membrandomäne 
 
VAI    V. fischeri autoinducer 
Vn   Vitronektin 
vWF   von Willebrandfaktor 
 
WTA   Wall teichoic acid 
 
YSIRK Aminosäursequenc eines Proteinexportsignals bei 

Staphylokokken  
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