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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein nicht-sporenbildendes, unbewegliches, Gram-positives,
kokkoides Bakterium mit einem niedrigen GC-Gehalt. Die Zugehérigkeit zu den
Micrococcaceae wurde nach molekulargenetischen Untersuchungen revidiert, jetzt
werden die Staphylokokken zur Familie der Staphylococcaceae, Abteilung Bacillen
und Lactobacillen, Ordnung Bacillales, gezahlt (GARRITY et al., 2001).

Die Gattung S. aureus umfasst bis dato 35 Spezies und 17 Subspezies (MURRAY,
2003). Diese sind an Mensch und Tier adaptiert, jedoch auBerst resistent gegeniber
Umwelteinfliissen, so dass auch unbelebte Gegenstidnde als Ubertrdger fungieren
kdnnen. Die molekulargenetisch nicht bestétigte Einteilung nach V. DARANYI (1955) in
plasmakoagulasepositive  (S.  aureus-Gruppe) und plasmakoagulasenegative
Staphylokokken wird aufgrund klinischer Relevanz immer noch verwendet (KOHLER et
al., 2001).

Die Bakterienzellen besitzen einen Durchmesser von 1-2 pm. Sie sind in
traubenférmigen Haufen (griechisch: staphyle = Traube) angeordnet, da die Teilung
in mehreren Ebenen erfolgen kann, im Gegensatz zu den Streptokokken, die sich nur
in einer Ebene teilen und daher kettenférmig angeordnet sind. Die Koloniefarbe von
Staphylococcus aureus variiert von weif3 bis goldgelb, daher der Speziesname agureus
(lateinisch: aureus = golden). Die Pigmente gehdren zur Familie der Karotinoide und
dienen, wie auch bei vielen Luftkeimen, zum Schutz vor Photooxidation durch Licht
und UV-Strahlung (SCHLEGEL, 1992).

Die Zellwand von Gram-positiven Bakterien besteht zu 30-70% des
Trockengewichtes aus Murein, einem Peptidoglykan (SCHLEGEL, 1992). Zusatzlich
findet man in der Zellwand noch Proteine und andere Polymere, wie Teichon- und
Teichuronsauren. Die Zellwand ist wichtig fur die Stabilitét der Bakterienzelle,
deshalb ist sie oft die Zielstruktur von Antibiotika. Im Gegensatz zu Gram-negativen
Bakterien, die nur eine dinne Mureinschicht aufweisen, besteht die Zellwand bei
Gram-positiven Bakterien aus 30-40 Schichten Murein.

Bausteine des Mureins sind N-Acetyl-D-Glucosamin und N-Acetyl-D-Muraminsaure,

die abwechselnd glykosidisch miteinander verbunden sind. An der Carboxylgruppe
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Einleitung

der Muraminsaure befindet sich eine Peptidseitenkette aus vier Aminosauren (L-
Alanin, D-Glutamin, L-Lysin und D-Alanin), und an diesen Peptidketten findet die
Verknlipfung zu einem Mureingertst statt. Charakteristisch fir das Peptidoglykan von
S. aureus sind die Pentaglycinbriicken, die die verschiedenen Peptidseitenketten
verbinden. Das Murein von S. gureus ist resistent gegen Lysozym, dies liegt an der
O-Acetylierung des Mureins, dem Vorhandensein der Teichonsduren (Wall Teichoic
Acid (WTA)) und einer hohen Zahl von Querverbindungen (BERA et al., 2006). Deshalb
wird zur Zelllyse Lysostaphin eingesetzt. Lysostaphin wird aus Kulturiiberstanden von
Staphylococcus simulans gewonnen und arbeitet als Glycyl-Glycyl-Endopeptidase
(SCHINDLER & SCHUHARDT, 1964; ZYGMUNT et al., 1967).

S. aureus ist in der Lage, sich auf vielen Nahrboden zu vermehren, auch relativ hohe
Kochsalzkonzentrationen (bis 10%) und ein weiter pH-Wert Bereich kénnen toleriert
werden und machen die Anzucht unkompliziert. Auf Blutagarplatten Ilasst sich
meistens eine B-Hamolyse erkennen, die durch mindestens eins von vier bekannten
Hamolysinen verursacht wird (MADIGAN et al., 2000). Das Wachstumsoptimum liegt,
an den Menschen adaptiert, bei 30-37 °C, die Kokken sind aber in der Lage, sich bei
Temperaturen von 10-45 °C zu vermehren.

Man findet S. aureus als normalen Bestandteil der Bakterienflora des Menschen, und
dort vor allem im Nasenvorhof bei bis zu 40% der Bevolkerung (NOBLE, 1997),
weiterhin aber auch im Kolon und der Vagina. Der Tragerstatus hangt zwar auch von
der Virulenz des Erregerstammes ab, aber PEACOCK et al. (2003) postulieren, dass die
Wirtseigenschaften ausschlaggebend sind. Es wird oft betont, dass Trager von S.
aureus eine hohere Infektionsrate aufweisen (LUZAR et al., 1999; WEINSTEIN, 1959).
Allerdings zeigen neuere Untersuchungen, dass Patienten mit Tragerstatus eine
bessere Prognose bei schweren Infektionen, z. B. S. gureus-Sepsis, haben, da
anscheinend gebildete Antikorper u.a. gegen die Superantigen-Toxine gerichtet sind
und so einen protektiven Effekt aufweisen (HOLTFRETER, 2006; VAN BELKUM, 2006).
Die meisten der S. aureussStamme sind fakultativ anaerob, und die
Kohlenhydratverwertung kann von ihnen auf fermentativem Weg durchgefiihrt
werden (HAHN et al., 2004).

10



Einleitung

1.2 Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus

S.  agureus exprimiert viele potenzielle Virulenzfaktoren. Es existieren
Oberflachenmolekiile, die die Kolonisierung des Wirtes unterstiitzen, wie WTA (Wall
Teichoic Acid) (WEIDENMAIER et al., 2004). Die Produktion von Invasinen unterstitzt
die Ausbreitung der Bakterien im Wirtsgewebe (Leukocidin, Kinasen, Hyaluronidase,
Lipasen, Nukleasen, Proteasen). Verschiedene Oberflachenfaktoren verhindern die
Phagozytose (11 Kapseltypen, Protein A) und biochemische Eigenschaften sichern
das Uberleben in Phagozyten (Produktion von Karotinoiden, Katalase). Eine
immunologische Tarnung schitzt vor dem Erkennen durch das Immunsystem
(Protein A, Koagulase, Clumpingfaktor) (KOHLER et al., 2001). Weiterhin ist S. aureus
in der Lage, intrazellular zu persistieren. Dies geschieht in Form eines besonderen
Phanotyps, der Small Colony Variants (SCV). Dies sind langsam wachsende
Subpopulationen mit einem reduzierten Metabolismus (PROCTOR, 1994). Die SCV
kénnen aber wieder zu dem schnell wachsenden Phanotyp revertieren und sind oft
der Grund flr rezidivierende Infektionen (VESGA et al., 1996). Die Induktion dieses
SCV-Phanotyps wird u.a. durch Gentamicin ausgelést und kann Mutationen
involvieren (SCHAAFF et al., 2003).

Als weitere Virulenzfaktoren werden viele Toxine produziert (a-, B-, y-, 8- Hamolysin,

Leukotoxin, Leukocidin, Enterotoxine, TSST, s.u.).

1.3 Infektionen durch S. aureus

Die Infektionen des Menschen durch S. aureus kann man aufteilen in Krankheiten,
die durch direkten, invasiven Bakterienbefall oder durch Bakterienprodukte, z. B.

Toxine bei Lebensmittelvergiftungen, ausgeldst werden.

Symptome durch invasiven Bakterienbefall:

Zu Krankheitssymptomen, die durch die Bakterien selber hervorgerufen werden,
kommt es oft durch endogene Infektionen. Dies geschieht bei gestértem lokalen oder
systemischen Immunstatus und wird deshalb als opportunistische Infektion

bezeichnet. Die Invasion geht auch meistens sekundar tber vorbestehende Wunden
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oder praexistente Dermatosen vonstatten. Allerdings kann es auch bei exogener
Ubertragungsweise im Rahmen einer nosokomialen Infektion zu schweren
Krankheitssymptomen bei ohnehin immunsupprimierten Patienten im Krankenhaus
kommen. Diese Stamme sind dann meistens schwieriger zu therapieren, da die Zahl
der Resistenzen, aufgrund des hoheren Selektionsdrucks durch Antibiotikagabe, im
Krankenhaus groBer ist. S. aureus kann im Krankenhaus auch durch unbelebte
Gegenstande Ubertragen werden, der haufigste Weg ist jedoch tber das Pflege- und
arztliche Personal.

Zum Spektrum der invasiven Erkrankungen gehdren die oberflachlichen und die
tiefen Prozesse. Bei Infektionen der Haut unterscheidet man follikelgebundene und
nicht-follikulare Infektionen. Als Follikulitis bezeichnet man oberflachliche, meist
eitrige Entzindungen der Haarfollikel, die recht haufig sind. AuBer S. aureus
kommen als Erreger auch Malassezia furfur, koryneforme und Gram-negative
Bakterien in Frage. Ist der gesamte Haarfollikel betroffen, spricht man von einem
Furunkel, einer sehr schmerzhaften, nekrotisierenden Entziindung. Sind benachbarte
Follikel betroffen, kdnnen diese zu einem Karbunkel verschmelzen. Furunkel und
Karbunkel kdnnen ohne erkennbare Disposition auftreten, aber auch im Rahmen von
Dermatosen wie Follikulitis, Seborrhoe, Acne wvulgaris oder bei systemischen
Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder systemischer Immunsuppression. Auch die
apokrinen und ekkrinen SchweiBdrisen kénnen betroffen sein.

Bei den nicht follikuldren Pyodermien unterscheidet man die groBblasige Impetigo
contagiosa und Entziindungen der Finger und Zehen in Form von Paronychien oder
Panaritien (FRITSCH, 2004).

Als Beispiele flir tiefe Infektionen durch S. gureus sind die Parotitis, die Mastitis
puerperalis, Abszesse in allen Organen und Weichteilen, die Osteomyelitis und
Empyeme zu nennen. Werden Bakterien in die Blutbahn verschleppt, kann es sowohl
zu einer Endokarditis als auch zu einer Sepsis kommen. Als Superinfektionen bei
einer Viruserkrankung (z.B. Influenza) kann sich eine Pneumonie ausbilden und einen
schweren Verlauf nehmen (KOHLER, 2001).

Symptome durch Bakterienprodukte:
Staphylococcus aureus ist der Produzent von vielen verschiedenen Toxinen. Die
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entstehenden Krankheitsbilder werden nicht durch das Bakterium selbst verursacht,
sondern von Bakterienprodukten, die ausgeschieden werden. Deshalb werden diese
als Exotoxine bezeichnet. Die Toxine bewirken Erscheinungen an der Haut
(Blasenbildung durch exfoliative Toxine), im Gastrointestinaltrakt (Ubelkeit und
Erbrechen durch Enterotoxine) und generalisierte Symptome (z.B. bei TSST-1).

Ein wichtiges Beispiel ist das TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin), das friiher als
SEF (staphylococcal enterotoxin F) bezeichnet wurde (BERGDOLL et al., 1981;
SCHLIEVERT et al., 1981; DINGES et al., 2000). Das durch TSST-1 verursachte
ernstzunehmende Krankheitsbild duBert sich mit hohem Fieber, Hypotonie, diffuser
Hautrétung und Hautschuppung der Handflachen und FuBsohlen. Die Symptome
ahneln dem Scharlach, aber die Patienten sind meistens weiblich und zwischen 20
und 40 Jahre alt. Es stellte sich heraus, dass das Krankheitsbild meistens wahrend
der Menstruation auftritt und ein erhohtes Risiko bei dem Gebrauch von Tampons
besteht (DAVIS et al., 1980; SHANDS et al., 1980). Das unter bestimmten Umstanden
von S. agureus gebildete Toxin TSST-1 gelangt in den Blutkreislauf und fihrt zu
Symptomen, die in 5-8 % tddlich enden (HILL et al., 2005). Ein nicht-menstruelles
TSST tritt auch auf, ist aber viel seltener (KOHLER et al., 2001).

Ein weiteres wichtiges Krankheitsbild ist das SSSS (Staphylococcal Scalded Skin
Syndrome), das auch Morbus Ritter von Rittershain genannt wird, und vorwiegend
bei Sduglingen beobachtet wird. Exfoliative Toxine, die von S. agureus gebildet
werden, spalten ein Adhdsionsmolekiil der Haut, das Desmoglein 1, und flihren so zu
einer intraepidermalen Spaltbildung (HANAKAWA & STANLEY, 2004). Histologisch
abzugrenzen ist das medikamenteninduzierte Lyell-Syndrom, bei dem die
Spaltbildung subepidermal erfolgt (KOHLER et al., 2001).

Staphylococcus aureus ist auch eine wichtige Ursache von Lebensmittelvergiftungen.
Die hitzestabilen Enterotoxine, die in Lebensmitteln wie Mayonnaise gebildet werden
kdénnen, stimulieren wahrscheinlich den Nervus Vagus (X) und flihren zu heftigem
Erbrechen. AuBerdem agieren sie, wie das TSST-1, als Superantigene und stimulieren
eine T-Zell-Proliferation (SALYERS, 1994).

Normalerweise prozessieren die APC (Antigen Prasentierende Zellen) das Antigen und
prasentieren es den T-Zellen an das MHC II- (Major Histocompatibility Complex)

Molekll gebunden. Wird das Antigen vom T-Zell-Rezeptor erkannt, kommt es zu
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einer Aktivierung der T-Zelle. Ein Superantigen hingegen aktiviert die T-Zelle, ohne
dass ein spezifisches Antigen erkannt wird. Es bindet unspezifisch seitlich an das
MHC-II-Molekdl und an den T-Zell-Rezeptor und verbindet diese, ohne dass das
Antigen von dem T-Zell-Rezeptor erkannt wird. Da die Superantigene bis zu 5 % aller

T-Zell-Klone aktivieren kénnen, ist die Immunantwort stark ausgepragt.

Superantigen
Prasentiertes

Antigen
|
|
MHC T-Zell- 0
Antigen- Klasse IT Rezeptor T-Zelle
Prasentierende

Zelle

Abb. 1: Ein Superantigen bindet unspezifisch seitlich an den T-Zell-Rezeptor und das
MHC-II-Molekil, dadurch wird die T-Zelle aktiviert ohne dass ein passendes
prasentiertes Antigen erkannt wurde (modifiziert nach JANEWAY et al. 1999)

Bis dato sind 18 verschiedene Enterotoxine beschrieben. Die Enterotoxine SEA
(Staphylococcal Enterotoxin A), SEB, SEC (SEC;, SEC,, SEGC;3), SED und SEE sind
schon langer bekannt (BETLEY, 1987; MARR et al., 1993). Weiterhin wurden noch die
Toxine SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER und SEU
beschrieben (MUNSON et al., 1998; SU et al., 1998; Zhang et al., 1998; LETERTRE et al.,
2003; BAKER et al., 2004). Neuren Datums sind auch die ,Enterotoxin-like toxins"
(SEl), die keine emetischen Reaktionen in Primaten auslésen, aber mit den
Enterotoxinen strukturell verwandt sind, z.B. SEIP (OMOE et al. 2005).

1.4 Das Resistenzproblem bei S. aureus

S. aureus bildet schnell Resistenzen gegen Antibiotika und besitzt ein groBes
akzessorisches Genom in Form von Plasmiden, Bakteriophagen, Transposons,
chromosomalen Kassetten und genetischen Inseln. Dort sind meist die Gene, die fur
die Virulenz verantwortlich sind, kodiert (LINDSAY & HOLDEN 2004). Kurz nach der
Einfihrung des Penicillins in die Klinik wurden schon die ersten resistenten S. aureus-
Stamme beschrieben (BARBER 1947; NORTH & CHRISTIE 1946). Diese Resistenz beruht
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auf der Bildung von B-Lactamasen, die den B-Lactam Ring des Penicillins zu spalten
vermogen.

Nach der Entwicklung und dem Einsatz von B-Lactamase-festen Antibiotika, z.B.
Methicillin, zeigte sich jedoch auch hier eine Resistenzbildung.

Der erste Methicillin-resistente Stamm (MRSA) wurde 1960 beschrieben (BARBER
1961). Diese Resistenz entsteht allerdings durch einen anderen Mechanismus als jene
gegen Penicillin. Bei S. gureus sind vier Enzyme, die so genannten Penicillin-
bindenden-Proteine (PBP1-4), an der Zellwandsynthese beteiligt. Die resistenten
Stamme bilden ein weiteres PBP, das PBP2a, das eine geringere Affinitat fur B-
Lactame besitzt und deshalb von Methicillin nicht inaktiviert werden kann. Die
genetische Information flir das PBP2a befindet sich auf dem mecA-Gen.

In den vergangenen Jahren lieB sich ein Anstieg der MRSA-Pravalenz beobachten.
Man unterscheidet zwischen den so genannten hospital-acquired (HA)-MRSA- und
den community-acquired (CA)-MRSA-Stammen.

Zwischen den verschiedenen Landern und Krankenhdusern und sogar innerhalb der
Krankenhaduser lassen sich groBe Unterschiede in der HA-MRSA-Pravalenz erkennen
(GASTMEIER et al. 2002). Diese Stamme weisen meistens eine Multiresistenz gegen
viele verschiedene Antibiotika auf. In Japan, den USA und einigen slideuropadischen
Landern geht man von einer MRSA-Rate von 30-80 % aus, in Danemark und
Finnland unter 1 % und in den Niederlanden von unter 0,5 % (PANLILIO et al. 1992,
SALMENLINNA et al. 2000, VERHOEF et al. 1999, VOSS et al. 1994).

Sehr niedrige Infektionsraten in den Niederlanden sind durch den vorsichtigen
Umgang mit Risikopatienten zu begriinden. Dort werden die Patienten mit einem
erhdhten Risiko von MRSA-Infektionen direkt isoliert, bevor eine MRSA-Diagnostik
erfolgt. Die Stationen werden komplett abgeriegelt und das Pflegepersonal darf die
Station nur zu Dienstschluss verlassen. Allerdings sehen VAN BEIJNUM et al (2006)
darin auch Gefahren fir den Patienten, die zu schlechterer Pflege und mdglichem
Tod flhren kénnen.

In Deutschland stieg der HA-MRSA-Anteil an den Staphylococcus aureus-Infektionen
von 1,7 % im Jahre 1990 auf 15,2 % in 1998 und schlieBlich auf 20,7 % in 2001
(KIPP et al. 2004, KRESKEN et al. 2003). In Europa ist dies derzeit die hdchste
Zuwachsrate (TIEMERSMA et al. 2004).
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Auch die Zahl der CA-MRSA-Stamme ist steigend. Diese Stamme kdnnen u.a. zu
Weichteilinfektionen flihren, sind meist aber nicht multiresistent (DREWS et al. 2006).
Zur Therapie der multiresistenten Stamme sind noch einige wenige Antibiotika
geeignet, z.B. die Glykopeptide, wie Vancomycin und Teicoplanin, und neuere
Substanzen, wie das Linezolid oder Daptomycin (AMMERLAAN et al. 2006).

Vancomycin wird seit 1956 in der Klinik verwendet und es haben sich vergleichsweise
wenige Resistenzen entwickelt. Die Isolation von VISA- (Vancomycin intermedidr
resistente S. aureus) (HIRAMATSU et al. 1997) und VRSA- (Vancomycin resistente S.
aureus) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION 2002) Stammen macht
aber eine Suche nach Alternativen in der antibiotischen Behandlung von
Staphylokokken notwendig. Der Begriff Vancomycin-resistenter S. aureus wird
unterschiedlich definiert. Meistens angewandt wird eine Klassifizierung nach CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, friilher NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards)), diese gilt flr die USA und teilweise fur Deutschland.
Danach ist ein S. aureus-Stamm gegenliber Vancomycin empfindlich, bei einer MHK
< 4 ug/ml, intermediar resistent (VISA) bei einer MHK = 8-16 pg/ml und resistent
(VRSA) bei einer MHK > 16 ug/ml.

Den Resistenzen bei VISA- und VRSA-Stammen liegen unterschiedliche Mechanismen
zugrunde. Bei den Kkirzlich isolierten VRSA-Stammen ist wahrscheinlich ein von
Enterokokken erworbenes Gencluster, van, fir die Resistenz verantwortlich (CHANG
et al. 2003). Dieses Gencluster codiert drei Enzyme, die das Ende der Peptidketten bei
der Zellwandsynthese so verandern, dass das Vancomycin nicht mehr in die
Zellwandsynthese eingreifen kann. Bei den VISA-Stdmmen spielen vermutlich viele
Mutationen eine Rolle, die zu einer veranderten Zellwandstruktur und einer
verstarkten Zellwandsynthese (HIRAMATSU 1998, GEISEL 2001), sowie zu einem
veranderten Autolyseverhalten (HANAKI 1998) und einer veranderten PBP-Expression
fUhren (FINAN 2001, SIERADZKI 1999).

Die Grenzwerte flir Resistenzen sind je nach Richtlinien auch bei allen anderen
Antibiotika unterschiedlich. Wie auch im Staphylokokkenreferenzlabor, Bonn, werden
in dieser Arbeit die Richtwerte nach CLSI und DIN verwendet (siehe 2.14).
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1.5 Atopie

Definition: ,...Der Begriff ,Atopie" bezeichnet eine genetisch determinierte
Bereitschaft, gegen bestimmte exogene, mdglicherweise aber auch endogene
Substanzen ohne klar ersichtlichen Grund sensibilisiert zu werden und in der Folge
klinische Erscheinungsbilder wie Inhalationsallergien (...) und Ekzeme zu
entwickeln..." (FRITSCH 2004).

Allergische Erkrankungen gehdren zu den haufigsten Erkrankungen des Menschen
Uberhaupt, und in den Industrieldndern leidet mehr als ein Viertel der Bevolkerung

unter allergischen Symptomen.

Derzeitige Pravalenz in Europa (BACHERT et al. 2001):

Allergische Rhinitis (saisonal) 10-20 %

Allergische Rhinitis (perennial) | 10-15 %

Atopische Dermatitis 10-12 %
Asthma 5-10 %
Kontaktdermatitis 1-2 %

Meistens liegt bei den Patienten eine Kombination der verschiedenen allergischen
Erkrankungen vor, oft geht z.B. dem Asthma eine Rhinitis voraus (,,Etagenwechsel").

Die Pathogenese der Atopie ist noch nicht geklart. Genetische Faktoren allein kénnen
nicht erklaren, dass die Pravalenz in den westlichen Landern zunehmend ist oder
dass Einwanderer das Risiko einer allergischen Erkrankung des neuen Lebensraums
annehmen. Neuere Studien zeigen allerdings, dass auch in den Entwicklungslandern
wie in Ecuador und anderen stidamerikanischen Landern die Anzahl von atopischen
Patienten besonders in den stadtischen Ballungsgebieten stark ansteigt (COOPER et
al. 2006). Nachdem bei Mdausen durch Vitamin D eine TH2-gewichtete (s.u.)
Immunantwort ausgelést werden konnte, wurde in einer Studie in Finnland ein
erhohtes Risiko von atopischen Erkrankungen nach der Gabe von Vitamin D bei
Kindern zur Rachitisprophylaxe beobachtet (HYPPONEN et al. 2004). HUSSAIN & SMITH
2003 postulieren, dass Mikroorganismen beim gesamten atopischen Formenkreis eine
wichtige Bedeutung zukommt, da besonders Viren und bakterielle Produkte die

Uberlebenszeit von TH2-Zellklonen verldngern (s.u.).
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1.6 Atopische Dermatitis

Psoriasis und atopische Dermatitis sind die haufigsten chronischen entziindlichen
Hauterkrankungen in der allgemeinen Bevolkerung (NOMURA et al. 2003).

Die atopische Dermatitis manifestiert sich meist im Kindesalter und ist bei 10 % aller
Schulanfanger zu finden (BACHERT et al. 2001). Sie ist eine multifaktoriell bedingte
chronische Entziindungsreaktion der Haut, bei der genetische Pradispositionen und
eine kutane Hyperreaktivitdt auf bestimmte Umwelteinflisse eine grundlegende Rolle
spielen (CORK et al. 2006).

Die T-Helferzellen des adaptierten Immunsystems werden in TH1- und TH2-Zellen
unterteilt, die sich durch eine unterschiedliche Zytokinproduktion auszeichnen. Durch
die Produktion der Zytokine werden andere Zellen in verschiedener Weise
beeinflusst. = TH1-Zytokine aktivieren = Makrophagen, wahrend TH2-Zellen
Makrophagen hemmen und dafir B-Zellen aktivieren, die daraufhin Antikdrper
produzieren.

TH1-Zelle TH2-Zelle

Interferon- vl,: ‘

%\ I IL-4, IL-10, IL-13

IL-2, IL-3, TNFB

ﬂg@ IL-3, GM-CSF,

TGFB, Eotaxin

IL-4, IL-5,
IL-12 IL-10 CD40 Ligand

TNFa, IFN-y, GM-
CSF, CD40 Ligand,

Fas Ligand ' ’ '

Abkurzungen: Makmphage B-Zelle

IL: Interleukin

TNF: Tumor Nekrose Faktor

IFN: Interferon Y

TGF: Transforming Growth Faktor Antikorper-
GM-CSF: Granulozyten Makrophagen Kolonie Stimulierender Faktor Produktion

Abb. 2: TH1- und TH2-Zellen produzieren unterschiedliche Zytokine und beeinflussen
sich damit gegenseitig und haben weiterhin eine aktivierende oder hemmende
Wirkung auf andere Zelltypen, wie Makrophagen und B-Zellen (BACHERT et al.
2001, JANEWAY 1999)
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Die oben erwahnte Dichotomie spielt eine wichtige Rolle bei der atopischen Diathese
und bei der Psoriasis. Wahrend bei der Psoriasis angenommen wird, dass das
Gleichgewicht in Richtung der TH1-Zellen verschoben ist, geht man bei atopischer
Diathese von vermehrter TH2-Zellaktivitat aus.

Die Allergene werden bei der atopischen Dermatitis Uber die Haut oder den
Gastrointestinaltrakt aufgenommen und provozieren Ekzemreaktionen. Dabei spielen
die Langerhanszellen eine wichtige Rolle, die die Allergene prasentieren und
zusatzlich Uber IgE-Rezeptoren auf ihrer Oberflache binden. Sie induzieren eine
deutlich verstarkte TH2-gerichtete Immunantwort in der akuten Reaktion (BACHERT
et al. 2001).

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen der Psoriasis und der atopischen
Dermatitis ist die Haufigkeit der Superinfektionen. Wahrend bei der Psoriasis nur in
6.7% Superinfektionen zu beobachten sind, findet man in der Literatur immer wieder
Angaben, dass bei (iber 90% der Patienten mit atopischer Dermatitis Staphylococcus
aureus von der Haut isoliert werden kann (CHRISTOPHERS & HENSELER 1987, LEYDEN
et al. 1974). Die Adhasion von S. aureus ist bei Atopikern durch das TH2-
Cytokinmilieu erleichtert und wird durch Fibronektin und Fibrinogen vermittelt (CHO
et al. 2001).

Andere Mikroorganismen, wie der Pilz Malassezia furfur und Viren sind allerdings
auch auf atopischen Lasionen zu finden. Besonders ausgepragt ist die Infektion von
Atopikern mit Herpesviren (Eczema herpeticum). HOWELL et al. (2006) postulieren,
dass eine verminderte Bildung des Peptids Cathelicidins LL-37 und eine damit
einhergehende Erhéhung des IgE-Titers die Gefahr eines Eczema herpeticum bei
Atopikern erhoht. Vaccinia-Viren kénnen ein Eczema vaccinatum auslésen, das nach
Pockenimpfung auftreten kann. Da aus Angst vor Terroranschlagen nach dem 11.
September groBe Teile der US Armee und der Bevolkerung geimpft werden sollten,
stellte diese Impfkomplikation ein groBes Problem dar (MAURER et al. 2003, ENGLER et
al. 2002).

Auch das angeborene Immunsystem weist bei der atopischen Dermatitis im
Gegensatz zur Psoriasis Funktionsstérungen auf und beglinstigt eine Besiedlung mit
S. aureus. Die antimikrobiellen Peptide des angeborenen Immunsystems stellen eine
erste Abwehr gegen Mikroorganismen dar und werden bei Entziindungen von den

Keratinocyten in hdheren Konzentrationen gebildet (GALLO et al. 2003). ONG et al.
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(2002) zeigten, dass die Produktion von Defensinen und Cathelicidinen (LL-37) bei
Atopikern im Vergleich zu Psoriatikern stark verringert ist. NOMURA et al. (2003)
erganzten dies und beschrieben, dass bei atopischer Dermatitis die Expression des
humanen B-Defensin 2 (HBD-2) im Vergleich zur Psoriasis vermindert ist und die
Cytokinproduktion Unterschiede erkennen lasst. Die TH2-Cytokinproduktion ist erhéht
und andere Cytokine, wie TNF-a (Tumor Necrosis Factor a), IFN-y (Interferon y) und
IL-1B (Interleukin 1B) sind nur in geringen Konzentrationen nachweisbar. AuBerdem
verringern die TH2-Cytokine (besonders IL-4, -10 und -13) die Induktion von dem
humanen B-Defensin 3 (HBD-3) (HOWELL et al. 2006, HOWELL et al. 2005), dessen
Bildung durch TNF-a und IFN-y induziert wird. HBD-3 zeigt die beste bacteriozide
Wirkung gegen S. gureus (SCHIBLI et al. 2002, HARDER et al. 2001, GARCIA et al. 2001),
wahrend HBD-2 nur in Gegenwart von dem Cathelicidin LL-37 gegen S. gureus
wirksam ist (ONG et al. 2002).

Liegt eine Superinfektion mit S. aureus vor, kommt es durch die Produktion von
Superantigenen zu einer Verstarkung der entzlindlichen Veranderungen (KIM et al.
2006). LAOUINI et al. (2003) zeigten auch in einem Mausmodell, dass die Stimulation
mit SEB in der Maus eine TH2-gerichtete Immunantwort mit erhéhten IgE-Spiegeln,
wie bei der atopischen Dermatitis ausldost. Die Staphylokokken kolonisieren
vorwiegend die Hornschicht von ekzematds veranderter Haut. Dermal lasst sich SEB
in der Nahe des Infiltrats nachweisen. AuBerdem induzieren SEA und SEB die
Expression von ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) und HLA-DR (Human
Leucocyte Antigen DR) auf humanen Keratinozyten (MORISHITA et al. 1999). Die
Keratinozyten aus der Haut von Atopikern produzieren weiterhin nach Stimulation mit
TSST-1, SEA und SEB vermehrt die Cytokine IL-1q, IL-1B und TNF-a und reagieren
somit anders auf die externen Reize als die Keratinozyten aus der Haut von
Kontrollpersonen (KIM et al. 2006). Oft wurde versucht, die Serumspiegel der
spezifischen IgE gegen Entertoxine (meist SEA und SEB) mit dem klinischen
Erscheinungsbild und dem SCORAD (Score of Atopic Dermatitis) zu korrelieren. Meist
wurde gezeigt, dass der Serum-IgE-Spiegel von atopischen und nicht-atopischen
Patienten ahnlich ist, aber bei schwerwiegenden Hautbefunden auch die spezifischen
IgE-Antikdrper gegen SEA und SEB erhoht waren (IDE et al. 2004, LIN et al. 2000).
LEYDEN & KLINGMANN (1977) zeigten, dass eine kombinierte Therapie aus Antibiotika
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und Kortikosteroiden effektiver ist, als eine alleinige Therapie mit Steroiden.
Allerdings zeigten GONG et al. (2006), dass auch eine alleinige Steroidtherapie die S.
aureus-Kolonisation vermindert und empfehlen eine antibiotische Therapie nur bei
friiher Therapie der Hautlasionen. Trotz des anscheinenden Widerspruchs ist damit
gesichert, dass eine Superinfektion maBgeblich an der Auspragung der atopischen
Dermatitis beteiligt ist. Es bleibt aber die Frage, wie die verschiedenen
pathologischen Veranderungen zusammenspielen und letztendlich zur Pathogenese

der atopischen Dermatitis beitragen.

1.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, die Besiedlung von Patienten mit atopischer
Dermatitis mit Staphylococcus aureus zu untersuchen und die isolierten Stamme
naher zu charakterisieren. Es wurden Patienten ausgewahlt, die mit ihren Eltern oder
anderen Familienmitgliedern die Atopie-Sprechstunde der Hautklinik der Universitat
Bonn besuchten, um auch Abstriche von den Angehdrigen zu erhalten. Die Stdmme
sollten mittels PFGE analysiert werden, um zu sehen, ob die Familienmitglieder
Trager des gleichen S. aureus-Stammes sind. Dies kdnnte Aufschluss dariiber geben,
ob es sinnvoll ware mit Atopikern zusammen lebende besiedelte Familienmitglieder
mittels lokaler Antibiose zu behandeln, um den Tragerstatus zu beeinflussen und
eventuelle Reinfektionen auszuschlieBen. AuBerdem sollte untersucht werden, ob die
isolierten Stamme Bildner von Enterotoxinen sind, da diese als Superantigene
vermutlich einen wichtigen Teil der Pathogenese der atopischen Dermatitis
ausmachen (KIM et al. 2006). Dabei sollten die Enterotoxine A, B, C, D, E, G, H, I, ]
nachgewiesen und deren Frequenz verglichen werden. Weiterhin sollten die isolierten
Stamme auf Antibiotika-Resistenzen untersucht werden, da in der Literatur
beschrieben wird, dass z.B. die Zahl der CA-MRSA (Community Acquired Methicillin
Resistenter Staphylococcus aureus) und auch anderer resistenter Stamme, z.B. VISA
(Vancomycin Intermediar resistenter Staphylococcus aureus) und VRSA (Vancomycin
resistenter Staphylococcus aureus), ansteigt (DREWS et al. 2006). Dies kdnnte ein
verandertes Patientenmanagement von Risikopatienten notwendig machen, wie es in

anderen europadischen Landern, z.B. den Niederlanden, schon praktiziert wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikaliennachweis

Chemikalien

Hersteller

Agar

Becton & Dickinson, Heidelberg

Agarose, pulse field certified

BioRad, Miinchen

Agarose Top Vision™, LE GQ

Fermentas, St. Leon-Rot / Biozym, Oldendorf

Antibiotikaresistenzplattchen

Oxoid, Hampshire, England

BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion)

Difco (Becton & Dickinson), Heidelberg

Blutagar, Columbia mit 5% Schafblut

Becton & Dickinson, Heidelberg

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Instagene Matrix

BioRad, Miinchen

Kivetten (10x4x45mm)

Sarstedt, Nimbrecht

Lysostaphin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lysozym Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Mastaswab™ — Abstrichréhrchen Mast Group Ltd, Brescia, Italien

Molekulargewichtstandards

Biorad, Miinchen / Fermentas, St. Leon-Rot

Miiller-Hinton Agar

Becton & Dickinson, Heidelberg

Nukleotide (dNTPs)

Fermentas, St. Leon-Rot

Primer

Metabion, Martinsried

Proteinase K

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Qiagen Genomic-tip 20/G Kit

Qiagen, Hilden

ReaktionsgefaBe 0,2 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Restriktionsenzyme und Puffer

Roche, Mannheim

7ag-Polymerase, 5 U/l + Reaktionspuffer

Bioline, Luckenwalde

TSB-Medium (Tryptic Soy Broth)

Difco (Becton & Dickinson), Heidelberg

Alle nicht aufgeflihrten Chemikalien wurden von der Fa. Merck (Darmstadt) im

Reinheitsgrad per analysis bezogen.
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2.2 Geratenachweis

Gerat

Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammer (60 ml)

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Antibiotikaplattchendispenser Mark II

Oxoid, Hampshire, England

Brutschrank

Heraeus, Langenselbold

Dampfsterilisator, Varioklav 75S

H + P Labortechnik AG, OberschleiBheim

Electrophoresis Cell
(PFGE, Elektrophoresegelkammer)

BioRad, Miinchen

Electrophoresis Powersupply

Renner, Dannstadt

Gefrierschrank HFU 86 (-70 °C)

Heraeus (Kendro Lab.), Langenselbold

Nanodrop, ND 1000

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Photometer, UV-160

Shimadzu, Duisburg

Schiittler, Certomat U

B. Braun, Melsungen

Thermocycler, PCR Express

Hybaid, Engelsbach

Tischzentrifuge 2K15 (Rotor SW40)

Sigma, Osterode

UV-Imager, Image Master VDS

Amersham Biosciences, Freiburg

2.3 Bakterienstamme

Stamm Beschreibung Referenz
Staphylococcus aureus NCTC | Kontrollstamm NOVICK (1963)
8325
Staphylococcus aureus Enterotoxine A, G, I HIRAMATSU et al. (1997)
Mu50
Staphylococcus aureus Enterotoxin B ATCC
10654, 243 ATCC 14456
Staphylococcus aureus SEC+ | Enterotoxin C Enterotoxin C mit Latex-
aus Phagenlabor Bonn agglutination nachgewiesen
Staphylococcus aureus Enterotoxin D, ] ATCC
10656, 494 ATCC 23235
Staphylococcus aureus 326 | Enterotoxin E ATCC

Die Patientenstamme wurden in der Sprechstunde fir atopische Dermatitis der
Hautklinik Universitat Bonn gesammelt. Die Abstriche wurden von Hautlasionen oder
aus der Nase mittels Mastaswab™"-Abstrichrohrchen genommen und innerhalb von

24 Stunden auf Blutplatten ausgestrichen und UGN bei 37 ©°C bebritet.
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2.4 Stammbhaltung und Medien

Von allen verwendeten Bakterienstammen wurden Glycerinkulturen angelegt (50 %
(v/v) Glycerin) und bei -70°C eingelagert. Zum Versuch erfolgte ein Ausstrich der
Bakterien auf Blutagar und GN-Bebriitung bei 37 °C. Fir Fllssigkulturen wurden 5 ml
TSB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und UGN bei 37 °C im Schittler

inkubiert.

2.5 Sterilisationsverfahren

Néhrmedien, Losungen, ReaktionsgefaBe und Pipettenspitzen wurden durch
Autoklavieren bei 121 °C flr 20 min sterilisiert. Leere Kolben, Glasréhrchen,

Glasspatel und Messzylinder wurden 3 h bei 180 °C im Sterilisator sterilisiert.

2.6 Photometrische Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (ODs;s) wurde im Photometer (Shimadzu) bei A=578 nm

vermessen. Als Leerwert diente 1 ml A. dest.

2.7 DNA-Analyse mittels Agarosegelelektrophorese

Zur Bestimmung der GroBe und Reinheit der PCR-Produkte wurde eine
elektrophoretische Auftrennung durchgeflihrt (SAMBROOK et al. 1989). Da die DNA
negativ geladen ist, wandert sie in einem elektrischen Feld in Richtung der positiv
geladenen Anode. Als Standard werden DNA-Fragmente mit bekannter GroBe
aufgetragen, die genau wie die zu untersuchende DNA im elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Die Laufstrecke der DNA ist umgekehrt proportional zum
dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare, und so wandern die kurzen
DNA-Fragmente schneller, als die langeren DNA-Fragmente. AuBer der GroBe
bestimmen noch andere Faktoren, wie die Konzentration des Agarosegels, die
angelegte Spannung, die DNA-Konformation, die Basenzusammensetzung und der
Puffer das Laufverhalten. In dieser Arbeit wurden 60 ml Agarosegele verwendet, die
entweder 1%, 2% oder 2,5% Agarose enthielten und mit Tris-Acetat-EDTA-Puffer
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hergestellt wurden. Die DNA-Proben wurden mit 5fachem Ladepuffer versetzt und in
die Geltaschen gegeben. Nach circa 3 Stunden bei einer Spannung von ungefahr 100
Volt wurde das Gel flir eine halbe Stunde in Ethidiumbromid gefarbt und
anschlieBend im UV-Licht bei 366 nm fotografiert. Ethidiumbromid lagert sich in die
Doppelhelix ein und macht die DNA im UV-Licht sichtbar.

Lésungen:
TAE-Puffer (50fach): 121,14 g Tris
(Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 27 ml Eisessig
pH=8,5 9,31 g Na,EDTA(2H,0)
ad 500 ml mit A. dest.
Ethidiumbromid: 1 pg/ml Ethidiumbromid
Ladepuffer: Na-Acetat 5 mM

SDS (Natriumdodecylsulfat) 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

Saccharose 25 % (w/v)

2.8 Isolierung von genomischer DNA mittels Genomic Tip 20/G-Saulen

Die Isolierung der DNA aus den Referenzstdmmen wurde mit Hilfe von Genomic Tip
20/G-Saulen der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt
(Handbook, 2001). Zur Lyse der Zellen wurde zum Puffer bei S. aureus noch
Lysostaphin [5 mg/ml] zugegeben, und die Suspension solange bei 37 °C inkubiert
bis die Loésung eine klare und viskdse Konsistenz aufwies. Danach wurden in
verschiedenen Puffern die RNA durch RNase [100 mg/ml] und die Proteine durch
Proteinase K [20 mg/ml] abgebaut. AnschlieBend wurde der Ansatz (iber eine Saule
gegeben, deren Membran die DNA bindet. Nach der Elution der DNA erfolgte die
Prazipitation mit Isopropanol. AnschlieBend wurde mit Ethanol gewaschen, um
verbliebenes Salz zu entfernen. Die DNA wurde in MilliQ-Wasser gelést und bei
-20 °C aufbewahrt.
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2.9 Isolierung von genomischer DNA mittels Insta-Gene Matrix

Die Insta-Gene Matrix funktioniert dhnlich wie ein Ionenaustauscher. Die Matrix ist
ein Chelatbildner mit einer hohen Affinitdt zu polyvalenten Metallionen. Der stark
alkalische pH-Wert der Matrix und die Einwirkung von Hitze beim Kochen zerstéren
die Zellwand. Auf diese Weise wird die DNA aus der Zelle freigesetzt. Wahrend des
Kochvorgangs wird auBerdem die enzymatische Degradation der DNA durch die
Chelierung von Metallionen verhindert. Eine Trennung der DNA von
Verunreinigungen (Proteinen, Zelldetritus) wird nicht vorgenommen (WALSH et al.
1991, BERNAL et al. 1997, DE LAMBALLERIE et al. 1992, SANTURDE et al. 1996).

Die Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers und die gewonnene DNA wurde
vermessen und bei -20 °C gelagert. Zum Versuch wurden je 20 pl fiir die Multiplex-

PCR eingesetzt.

2.10 Vermessung der DNA

Die Vermessung der DNA erfolgte mit dem Nanodrop 1000-Gerat von Peglab. Dazu
wurden jeweils 2 pl der DNA aufgetragen, nachdem ein Leerwert mit MilliQ bestimmt
wurde. Die DNA-Vermessung erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm.

Die erhaltenen Konzentrationen der DNA nach Isolierung mit der Insta-Gene Matrix
lagen zwischen 177 ng/ul und 706 ng/ul, der Durchschnitt lag bei ungefahr 400
ng/ul. Der Faktor 260/280 lag zwischen 2,05 und 2,25. Die Vermessung der DNA, die
mit den Genomic Tips 20 isoliert wurde, ergab Konzentrationen zwischen 25 ng/ul
und 70 ng/ul. Der Faktor 260/280 lag hier zwischen 1,96 und 2,26.

2.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

1983 beschrieb Kary Mullis erstmals die PCR, die eine Methode darstellt, mit der man
gezielt bestimmte DNA-Abschnitte vervielfaltigen und sichtbar machen kann. Die
7ag-Polymerase wurde in einem Kit der Firma Bioline mit 10-fachem Reaktions-
Puffer, der NH; enthadlt, und einer 50 mM MgCl,-Losung geliefert. Bei der
durchgefiihrten Multiplex-PCR wurden mehrere Primer zum Reaktionsgemisch

hinzugegeben, so dass in zwei Ansatzen die Enterotoxine SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
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SEG, SEH, SEI und SEJ nachgewiesen werden konnten. Als Kontrolle, ob die PCR
erfolgreich war, diente ein Abschnitt der 16S rRNA, der in jedem untersuchten S.
aureus-Stamm vorhanden sein muss. Die PCR-Anleitung wurde, leicht verandert,
inklusive der notwendigen Primersequenzen den Veréffentlichungen von MONDAY &
BOHACH (1999) und in Uberarbeiteter Fassung von L@VSETH et al. (2004) entnommen.

Da die PCR mit ganzen Zellen keine zuverldssigen Ergebnisse zeigte, wurde die DNA

mittels der Genomic Tip-Saulen oder der Insta-Gene Matrix isoliert.

Reagenz

Volumen [Konzentration]

DNA

20 pl [mindestens 160 ng/pl]
(1 pl bei DNA aus Genomic Tips)

Tag-Polymerase

0,25 pl [5 U/pl]

dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2 ul [0,2 mM]

10x-Puffer 5l

MgCl, 5 ul [4 mM]

Primer: Enterotoxin Primer 1pl [600 nM]

Ansatz 1: Primer flr sed, see, seg, sei

16S rRNA Primer 1 pl [120 nM]:

und 165 rRVA = Ansatz 1: 5 pl

Ansatz 2: Primer fiir sea, seb, sec, seh, = Ansatz 2: 6 pl

sejund 165 rRNA

Milli Q Ansatz 1: 12,75 pl

Ansatz 2: 11,75 pl

Wurde die DNA verwendet, die mittels der Insta-Gene Matrix isoliert worden war,
musste mehr DNA eingesetzt werden, da der Reinheitsgrad geringer ist, als bei
anderen DNA-Isolierungs-Methoden. Die isolierte DNA aus jedem S. aureus-Stamm
wurde in je 2 Ansatzen mit den verschiedenen Primern und den restlichen
Reagenzien versetzt, und die PCR in 0,2 ml ReaktionsgefdaBen durchgefihrt.

Folgendes Protokoll wurde fir die Amplifizierung verwendet:

1) 1 Zyklus: Denaturieren: 95 °C, 10 min
2) 20 Zyklen: Denaturieren: 95°C, 1min
Primer-Anlagerung: 68 °C, 45 sec
Elongation: 72 °C, 1 min
3) 30 Zyklen: Denaturieren: 95°C, 1min
Primer-Anlagerung: 62 °C, 45 sec
Elongation: 72 °C, 1 min
4) 1 Zyklus: Elongation: 72 °C, 10 min
5) 1 Zyklus: Abkiihlen: 4 °C, 10 min
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Die Elongationszeit wurde nach der ProduktgroBe bestimmt (1 min pro kb GroBe)

und die Primer-Anlagerungstemperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur des

Primers mit der niedrigsten Temperatur.

2.12 Primer

Die Primersequenzen wurden wie durch MONDAY & BOHACH (1999), und

Uberarbeiteter Version nach L@VSETH et. al (2004) beschrieben, verwendet.

in

Primername | Enterotoxin Sequenz Produkt- | Ansatz

groBe

[bp]

sea hin A GCA GGG AACAGCTTT AGG C 521 2
sea riick GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG
seb-c hin B ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G 667 2
seb riick TGC AGG CAT CAT GTC ATA CCA
sec hin C CTT GTA TGT ATG GAG GAA TAA CAA 284 2
secriick TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA
sed hin D GTG GTG AAA TAG ATAGGA CTG C 385 1
sed riick ATA TGA AGG TGC TCT GTG G
see hin E TAC CAA TTA ACT TGT GGA TAG AC 171 1
see riick CTC TTT GCA CCT TAC CGC
seg hin G CGT CTC CACCTG TTG AAG G 328 1
seg riick CCA AGT GAT TGT CTATTG TCG
seh hin H CAA CTG CTG ATT TAG CTC AG 359 2
seh riick GTC GAA TGA GTA ATC TCT AGG
sei hin I CAA CTC GAATTT TCA ACA GGT ACC 466 1
sei riick CAG GCA GTC CAT CTC CTG
sejhin J CAT CAG AAC TGT TGT TCC GCT AG 142 2
sej ruck CTG AAT TTT ACC ATC AAA GGT AC
16S rRNA hin Kontrolle GTA GGT GGC AAG CGT TAT CC 228 1+2
16SrRNA riick CGC ACA TCA GCG TCA G
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2.13 Staphylococcus aureus Typisierung durch Pulsfeldgelelektrophorese

Um unterschiedliche Stamme innerhalb der Art Staphylococcus aureus voneinander
abzugrenzen wird die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) verwendet. Nachdem die

genomische DNA isoliert und gereinigt war, wurde ein enzymatischer Verdau mit
Smal durchgefiihrt. Smal erkennt und schneidet die Sequenz GGG|CCC. Bei S.

aureus entstehen so ungefahr 17 Fragmente des ca. 2800 kb groBen Genoms, da der
GC-Gehalt sehr gering ist. Die entstehenden Fragmente haben eine GréBe von 10 bis
700 kb. In einem normalen Agarosegel ware eine Auftrennung der Fragmente
problematisch, da der Siebeffekt der Agarose Fragmente (ber 20 kb nicht auftrennt.
Bei der PFGE wechselt die Richtung des elektrischen Feldes in einem anfangs
schnellen und spater langsameren Rhythmus (Pulszeit). Nach jedem Wechsel richten
sich die negativ geladenen DNA-Fragmente neu im elektrischen Feld aus. Die
Laufrichtung der DNA-Fragmente schlieBt einen Winkel von 120° ein. Die
Laufgeschwindigkeit der Fragmente ist abhdngig von Pulszeit, der Spannung und
dem Winkel zwischen den Polen. Da die Pulszeit am Anfang sehr gering ist, wandern
groBe Fragmente zu Beginn nicht, da nach der Ausrichtung im elektrischen Feld
keine Zeit mehr fiir eine Bewegung entlang des Spannungsgradienten verbleibt.
Kleinere Fragmente wandern schneller, die Laufstrecke verlangert sich zwar auch
durch den Richtungswechsel, aber meistens sind sie auf dem Gel nicht mehr sichtbar.
Die Pulszeiten werden dann kontinuierlich verlangert, so dass auch die groBen
Fragmente in Reihenfolge ihres Molekulargewichtes mit der Wanderung durch das
Gel beginnen. Als Standard wird immer ein bekannter Stamm verwendet, in diesem
Fall S. agureus NCTC 8325 (NOVICK 1963). Die Isolierung und der Verdau der
genomischen DNA wurde nach GOERING & DUENSING (1990) durchgefiihrt.

Losungen:
PIV (1l): 5 ml 2 M Tris-HCI => Endkonzentration: 10 mM
200 ml 5 M NaCl => Endkonzentration: 1M
ad 1000 ml mit A. dest.  pH = 8,0; autoklavieren
Lysisstamm- 60 ml 5 M NaCl => Endkonzentration: 1M
I6sung 60 ml 0,5 M EDTA => Endkonzentration: 100 mM
(300 ml) (pH = 8,0)
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LMP-Agarose:
Lysostaphin:
Lysozym:
RNase:

Lysis-Losung:

ES-Losung:

Proteinase K-

Losung (10x):

ESP-Losung:
Smal-Puffer:
(10x, 100 ml)

Smal-Verdau:
TE-Puffer (41):

Ladepuffer:
(50 ml)

TBE-Puffer:

900 pl 2 M Tris-HCl 6 mM
(pH = 8,0)

600 mg N-Lauroylsarkosin
ad 300 ml mit A. dest.

60 mg in 5 ml PIV lésen

=> Endkonzentration:

pH = 8,0; sterilfiltrieren

5 mg/mlin A. dest.

10 mg/ml in A. dest.

10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI
15 ml Lysis-Stammldsung
90 pl RNase

165 pl Lysozym

165 pl Lysostaphin

0,5MEDTAII (73,1 g)
(pH =9,0)
5 g N-Lauroylsarkosin

ad 500 ml mit A. dest. pH = 9,0; sterilfiltrieren

130 mg in 13 ml ES-Lésung auflésen

1,6 ml Proteinase K-Losung ad 16 ml mit ES-Lésung

Trisacetat 5,98 g => Endkonzentration: 33 mM
Mg-Acetat 2,15 g => Endkonzentration: 10 mM
K-Acetat 6,50 g => Endkonzentration: 66 mM
Dithiothreitol 0,08 g => Endkonzentration: 0,5 mM

Ad 100 ml mit A. dest.
64 pl Enzym, 80 pl Puffer A von Boehringer, 720 pl Milli Q

pH = 7,9; autoklavieren

20 ml 2 M Tris-HCI => Endkonzentration: 10 mM
8 ml 0,5 M EDTA => Endkonzentration: 1 mM
(pH = 8,0)

ad 4 | mit A. dest. pH = 7,5; autoklavieren

200 mg Na,-EDTA

20 g Saccharose

15 mg Bromphenolblau (Merck)

ad 50 ml mit A. dest

145, 36 g Tris => Endkonzentration: 1M
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(10x, 1200 ml) 74,20 g Borsaure => Endkonzentration: 1M
1,40 g EDTA II => Endkonzentration: 4 mM
ad 1200 ml mit A. dest.  pH = 8,5; autoklavieren

Ethidiumbromid: 1 mg/ml in A. dest.

Durchfiihrung:

Am ersten Tag wurde die Lysis durchgefiihrt. Nachdem der zu untersuchende Stamm
UN bei 37 °C auf einer Blutplatte bebritet worden war, wurden mehrere Kolonien in
5 ml BHI (Brain Heart Infusion)-Fllissigmedium suspendiert und ca. 3 h bei 37 °C im
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml der Kultur abgeerntet (1 min, 15300
rpm, Bremse 9, 4 °C) und das Pellet mit 1 ml eiskaltem PIV gewaschen. Das Pellet
wurde in ca. 700 ul PIV resuspendiert und die optische Dichte bei A = 578 nm
bestimmt. Diese wurde dann mit PIV so eingestellt, dass sie zwischen 1 und 2,5 lag.

Nach Optimierung der optischen Dichte wurden 50 ul der PIV-Zellsuspension mit 50
Ml aufgekochter und bei 41 °C temperierter LMP-Agarose (1,2%) vermischt und in
eine GieBform geflllt. Die GieBform wurde fiir 5 min bei -20 °C und dann flir 20 min
bei 4 °C abgekihlt. Die entstandenen Blockchen wurden mit 1 ml Lysis-Losung in 1,5

ml ReaktionsgefaBen UN bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Am néachsten Tag folgte dann die Deproteinisierung. Die Lysisldsung wurde entfernt
und autoklaviert und die Blockchen zweimal flir mindestens 30 min mit ES-L6sung
gespult. AnschlieBend wurde 1 ml ESP-Losung hinzu gegeben und die Blockchen
darin UGN (mindestens 17 h) bei 50 °C inkubiert.

Am 3. Tag erfolgte eine Restriktase-Spaltung. Die Agarose-Blockchen wurden dreimal
in ca. 14 ml TE-Puffer jeweils 30-120 min gewaschen und anschlieBend 30 min bei
Raumtemperatur in 1 ml Smal-Puffer aquilibriert. Der Puffer wurde vollstandig
entfernt und zu den Bldckchen 54 ul des Enzym-Puffer-Gemischs gegeben. Der

Verdau erfolgte UGN bei Raumtemperatur.

Am 4. Tag erfolgte dann die eigentliche Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). In die
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ReaktionsgefaBe wurden 60 pl Ladepuffer gegeben, um den Verdau zu stoppen. Das
100 ml Agarosegel (1%) wurde mit 0,5fachem TBE-Puffer hergestellt und
polymerisierte mindestens fir 30 min bei Raumtemperatur. Die Bléckchen wurden
halbiert und in die Geltaschen gegeben. Das VerschlieBen der Geltaschen erfolgte mit
1 %iger Agaroselésung, die aufgekocht und bei 50 °C temperiert wurde. Nach 15
min wurde das Gel in die Kammer gelegt, in der der 0,5fache TBE-Puffer schon auf

14 °C gekiihlt war. AnschlieBend folgte der Lauf mit folgendem Programm:

Block 1: Pulszeit zu Beginn (initial switch time): 5s
Pulszeit gegen Ende (final switch time): 15s
Laufzeit (run time): 7 h
Feldstarke [Spannung]: 6 V/cm [200 V]
Winkel (included angle): 120°

Block 2: Pulszeit zu Beginn (initial switch time): 15s
Pulszeit gegen Ende (final switch time): 60 s
Laufzeit (run time): 19 h
Feldstarke [Spannung]: 6 V/cm [200 V]
Winkel (included angle): 120°

Nach Beendigung des PFGE-Laufes erfolgten die Farbung und die Auswertung. Nach
ca. 26 h Laufzeit wurde das Gel aus der Kammer entnommen und mindestens flir 30
min in einer Ethidiumbromid-Losung gefarbt. AnschlieBend wurde das Gel im UV-

Imager fotografiert.

2.14 Staphylococcus aureus Resistenzbestimmung

In dieser Arbeit wurden die Resistenzen nach CLSI (2003/2005) und DIN 58940-4
(1989) ausgewertet. Dazu wurde jeweils 1 Kolonie des zu untersuchenden Isolates in
5 ml NaCl-Lésung gut verrieben und die 5 ml auf 3 Miller-Hinton Platten verteilt. Die
Uberschissige Flissigkeit wurde abgesaugt und die Platten getrocknet. AnschlieBend
wurden mit dem Antibiotikaplattchendispenser der Firma Oxoid die
Antibiotikaplattchen auf die Platten aufgelegt und diese bei 37 °C UGN bebritet.
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Die Auswahl der Antibiotika wurde entsprechend der Standardtherapien fur S. aureus
vorgenommen.
Am néachsten Tag wurden die Durchmesser der Hemmhofe erfasst und nach der

folgenden Tabelle die Resistenzen bestimmt.

Folgenden Antibiotika wurden getestet:

Antibiotikum @ Hemmbhofe Dosis
[mm] [na]
resistent | intermediar | sensibel

Penicillin <28t > 291 10

Methicillin <ot 10-131 > 141 5

Oxacillin < 152 > 162 5

Cephazolin < 192 15-171 > 222 30
(14%) (18%)

Cefoxitin < 202 15-17% > 262 30
(14%) (18%)

Gentamicin < 14? 13-141 > 212 10
(124 (15%)

Netilmycin < 162 > 222 10

Fusidinséure <192 > 202 10

Erythromycin < 162 14-221 > 212 15
(134 (234

Clindamycin < 14? > 172 10

Doxycyclin <12t 13-151 > 161 30

Imipenem < 192 14-151 > 24 10
(13%) 2(16%)

Ciprofloxacin < 182 16-20* > 232 5
(15%) (21h)

Fosfomycin < 132 > 202 50
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Antibiotikum

@ Hemmbhofe Dosis
[mm] [ng]
resistent | intermedidar | sensibel
Teicoplanin < 10t 11-131 > 141 30
Mupirocin <9l 5
Linezolid > 211 30
Levofloxacin <13t 14-16* > 171 5
Vancomycin > 15t

Die Resistenzwerte wurden bestimmt:
1 hach CLSI (NCCLS) (2002/2005)
2 hach DIN 58940-4 (1989)
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3 Ergebnisse

3.1 Besiedlung der Patienten mit Staphylococcus aureus

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 158 Abstriche ausgewertet. Diese stammten von 45
Patienten und 76 Angehdrigen, die weitgehend aus Eltern und Geschwistern der
Patienten bestanden. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 6 Jahre, 24
Patienten waren zwischen 2 und 4 Jahren alt. Insgesamt konnten von 30 Patienten
45 S. aureus-Isolate gewonnen werden, es konnte also nicht bei jedem Patienten ein
S. aureus isoliert werden. 24 Isolate stammten von den Angehérigen. Folglich
wurden bei 30 Patienten (67 %) mit atopischer Dermatitis S. aureus-Stamme
nachgewiesen. Von jedem Patienten wurde ein Abstrich aus der Nase und einer von
der Haut ausgewertet. Bei den Angehérigen wurden nur Abstriche aus der Nase

entnommen und untersucht.

O, ® [
Patient 1, . e Patient 2, Patient 3,
Nase Nase Haut
© [

Patient 4, (® Patient 5, Patient 6,
Nase & Haut Nase & Haut Nase & Haut

Patient 7, Patient 8,
Nase & Haut Nase
(+) Patient 9,
Nase & Haut

Zeichen:

O = weiblich + = S. aureusisoliert

[] = manniich - = kein S. aureus isoliert } Eltemn

? = Familienmitglied nicht erfaBt
Kinder (Patient)

Abb. 3: Stammbdume der Patienten mit Staphylococcus aureus-Besiedlung, dargestellt
sind die einzelnen Patienten mit den untersuchten Familienmitgliedern
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Patient 10,

(% ) Patient 11,

e Patient 12,

Nase & Haut Nase Nase
O,
Patient 13, |- | (®)Patient 14, Patient 15,
Nase Haut Nase
O, S,
; Patient 17, (+) Patient 18,
Nase & Haut Haut Nase & Haut
» L O,
Patient 19, (+) Patient 20, Patient 21,
Haut Haut Nase & Haut
; %,
() patient 22, Patient 23, II:atient 24 b, (+) ;atier;gtL i'4a,
aut ase & Haut
Nase & Haut Nase & Haut
O,
Patient 26, Patient 27, Patient 28,
Nase & Haut Nase & Haut Nase & Haut
Patient 29, [-] [&] patient 30,
Haut
Zeichen:
O = weiblich + = S aureusisoliert
[] = ménnlich - = kein S, aureus isoliert } Eitern
? = Familienmitglied nicht erfaft
Kinder (Patient)
Abb. 3: Stammbdume der Patienten mit Staphylococcus aureus-Besiedlung, dargestellt

sind die einzelnen Patienten mit den untersuchten Familienmitgliedern

(fortgesetzt)
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Wie in Abb. 3 zu sehen, wurden die Familienangehérigen von 29 Patienten
untersucht. Bei Familie 24 zeigten beide Kinder atopische Ekzeme und wurden als
Patient 24a und 24b bezeichnet. Bei 6 Familien konnte kein Abstrich vom Vater
erlangt werden. Bei den 23 Familien, bei denen beide Elternteile untersucht wurden,
zeigte sich, dass bei 13 Familien (57 %) auch ein S. gureus-Stamm von der Mutter
und in 9 Familien (39 %) ein Stamm von dem Vater isoliert werden konnte. Dieses
Verhaltnis ist in Abb. 4 dargestellt.

Anzahl der
Personen
25+
20+
154 O Patienten (23)
M Miitter (10)
10+ W Viter (6)
O Beide Elternteile (3)
5_
O_
Anzahl besiedelter Personen
Abb. 4: Vergleich der Anzahl der mit S. aureus besiedelten Personen, dargestellt sind

die 23 Patienten bei denen auch die Eltern untersucht wurden. In 10 Familien
war nur die Mutter besiedelt, in 6 Familien nur der Vater und in 3 Famillien
beide Elternteile.

3.2 PFGE-Analyse der isolierten Staphylococcus aureus-Stamme

Die PFGE (Pulsfeldgelelektrophorese) ist eine Methode, um Bakterienisolate
miteinander zu vergleichen. Besonders bei S. aureus und im speziellen in der MRSA-
(Methicillin resistenter S. aureus) Diagnostik spielt sie eine wichtige Rolle, um
nosokomiale Ausbriiche zu verfolgen und Infektionsketten nachzuweisen. Als
Kontrolle wird meistens der Stamm S. agureus NCTC 8325 verwendet. Die MRSA-
Stamme kénnen dann einem bestimmten Typ zugeordnet werden. In dieser Arbeit
war es das Ziel, die Isolate der verschiedenen Familienangehdrigen miteinander zu
vergleichen, um Trager des gleichen Stammes zu identifizieren. Zu diesem Zweck
wurden 6 Pulsfeldgelelektrophoresen durchgefiihrt (Abb.5).
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PFGEili‘lr. 1:

1+10 S. aureus NCTC 8325
Patient 2 »D2
Patient 2, Mutter »D3
Patient 4, Nase »D6
Patient 4, Ekzem »D6
Patient 5, Nase »D7
Patient 5, Kniekehle »D8
Patient 6, Nase »D9
Patient 6, Knie »D9

@m\ld\(ﬂ-hWN

# verschieden

1 2 34 5 6 7 8 9 10
\_Y_}
& verwandt

g 0w

PFGE Nr. 2: gleich

1+11:S. aureus NCTC 8325

2: Patient 3 »D4
3 Patient 3, Mutter »D5
4 Patient 7, Nase »D10
5: Patient 7, Bein »D11
6: Patient 8 »D12
7: Patient 8, Mutter »D12
8 Patient 9, Nase »D13
9: Patient 9, Fu8 »D13
10: Patient 9, Mutter »D13

AN

1 2345 678 9 1011
22 S

PFGE Nr. 3:

S. aureus NCTC 8325
Patient 10, Nase »D14
Patient 10, Augenlid »D14
Patient 10, Mutter »D14
Patient 11 »D15
Patient 11, Vater »D16
Patient 12 »D17
Patient 12, Vater »D17
Patient 13 »D18
0: Patient 13, Mutter »D18

SBoeeNaumhwNE

1 234567 8 910
—— o Y Y

Abb.5: Die einzelnen durchgeflihrten Pulsfeldgelelektrophoresen fiir jedes einzelne
Isolat, insgesamt zusammengefaBt auf 6 verschiedenen Gelen, sind in dieser
Abbildung dargestellt.

38



Ergebnisse

PFGE Nr. 4 :
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1 23 456 789101112131415
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+15:

S. aureus NCTC 8325

Patient 14 »D19
Patient 14, Vater »D19
Patient 16, Nase »D21
Patient 16, Hand »D21
Patient 16, Vater »D21
Patient 16, Mutter »D21
Patient 17 »D22
Patient 17, Vater »D22
Patient 18, Nase »D23
Patient 18, Stirn »D23
Patient 18, Vater »D23
Patient 19 »D24
Patient 19, Mutter »D24

PFGE Nr. 5:

2 34567 8 9101112131415
s ~

S. aureus NCTC 8325
Patient 15 »D20
Patient 15, Mutter »D20
Patient 20 »D25
Patient 20, Vater »D25
Patient 21, Nase »D26
Patient 21, Unterarm»D26
Patient 22, Nase »D27
Patient 22, Fu »D27
Patient 23, Nase »D28
Patient 23, Arm »D28
Patient 23, Mutter »D28
Patient 25, Nase »D32
Patient 25, Perioral»D33

- =

1 sz \S_Vj 7 8 9 101 12z13]éviF

S. aureus NCTC 8325
Patient 24, Vater »D31
Patient 24b, Nase »D30
Patient 24, Mutter »D30
Patient 24b, Gesicht »D29
Patient 24a, Hand »D29
Patient 26, Vater »D34
Patient 26, Nase »D34
Patient 26, Hand »D34
Patient 27, Mutter »D36
Patient 27, Nacken »D36
Patient 27, Vater »D37
Patient 27, Nase »D35
Patient 28, Nase »D38
Patient 28, Perioral »D38

Die Stamme aus den Laufbahnen 3,4,5 und 6 sind eng verwandt, der Stamm aus Bahn 2

konnte auBerdem mit Isolat 3,4 und 5 verwandt sein.

Abb. 5 : Die einzelnen durchgeflihrten Pulsfeldgelelektrophoresen fiir jedes einzelne
Isolat, insgesamt zusammengefalt auf 6 verschiedenen Gelen, sind in dieser

Abbildung dargestellt (fortgesetzt).
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Die folgenden Tabellen 1 und 2 zeigen die Ergebnisse der durchgefiihrten

Pulsfeldgelelektrophoresen der 69 Isolate. Zeigten die Isolate das gleiche PFGE-

Muster, wurden sie als gleicher Stamm eingeordnet und ein Name vergeben (S.

aureus D1-D40), der in dieser Arbeit weiterhin verwendet wird. Tabelle 1 zeigt die

Analyse der Isolate der verschiedenen Familienmitglieder und Tabelle 2 die Analyse

von den Isolaten an verschiedenen Korperstellen.
Die Patienten 1 (Stamm S. aureus D1), 29 (Stamm S. aureus D 39) und 30 (Stamm

S. aureus D40) sind in den Tabellen nicht erfasst, da von ihnen nur jeweils ein S.

aureus-Isolat erhalten werden konnte.

Tab. 1: Analyse der S. gureus-Stamme mittels PFGE von unterschiedlichen

Familienmitgliedern

Patient Lokalisation S. aureus -Isolat Stamm-Name
S. aureus
Patient 2 Nase Verwandte Stamme D2
Patient 2, Mutter Nase D3
Patient 3 Hand Verschiedene Stéamme D4
Patient 3, Mutter Nase D5
Patient 8 Nase Gleiche Stamme D12
Patient 8, Mutter Nase
Patient 9 Nase Gleiche Stamme D13
FuB
Patient 9, Mutter Nase
Patient 10 Nase Gleiche Stamme D14
Augenlid
Patient 10, Mutter Nase
Patient 11 Nase Verschiedene Stémme D15
Patient 11, Mutter Nase D16
Patient 12 Nase Gleiche Stamme D17
Patient 12, Vater Nase
Patient 13 Nase Gleiche Stamme D18
Patient 13, Mutter Nase
Patient 14 Hand Gleiche Stamme D19
Patient 14, Vater Nase
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Patient Lokalisation S. aureus -Isolat Stamm-Name
S. aureus

Patient 15 Nase Gleiche Stamme D20

Patient 15, Mutter Nase

Patient 16 Nase Gleiche Stamme D21
Hand

Patient 16, Mutter Nase

Patient 16, Vater Nase

Patient 17 Wange Gleiche Stamme D22

Patient 17, Vater Nase

Patient 18 Nase Gleiche Stamme D23
Stirn

Patient 18, Vater Nase

Patient 19 Wange Gleiche Stamme D24

Patient 19, Mutter Nase

Patient 20 Ohr Gleiche Stamme D25

Patient 20, Vater Nase

Patient 23 Nase Gleiche Stamme D28
Arm

Patient 23, Mutter Nase

Patient 24a Hand Gleiche Stamme D29

Patient 24b Gesicht
Nase Gleiche Stamme D30

Patient 24, Mutter Nase

Patient 24, Vater Nase Verwandte Stamme D31

Patient 26 Nase Gleiche Stamme D34
Hand

Patient 26, Vater Nase

Patient 27 Nase Verwandter Stamm D35
Nacken Gleiche Stamme D36

Patient 27, Mutter Nase

Patient 27, Vater Nase Verwandter Stamm D37

Neben den Abstrichen von unterschiedlichen Familienmitgliedern wurden auch die

Isolate von verschiedenen Abstrichorten der Patienten miteinander verglichen. Dies

ist in der folgenden Tabelle dargestellt.
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Tab. 2: Analyse der S. aureus-Isolate von unterschiedlichen Abstrichorten
Patient Lokalisation S. aureus -Isolat Stamm-Name
S.aureus

Patient 4 Nase Gleiche Stamme D6
Ekzem

Patient 5 Nase Verwandte Stamme D7
Kniekehle D8

Patient 6 Nase Gleiche Stamme D9
Knie

Patient 7 Nase Verschiedene Stéamme D10
Bein D11

Patient 9 Nase Gleiche Stamme D13
FuB

Patient 10 Nase Gleiche Stamme D14
Augenlid

Patient 16 Nase Gleiche Stamme D21
Hand

Patient 18 Nase Gleiche Stamme D23
Stirn

Patient 21 Nase Gleiche Stamme D26
Unterarm

Patient 22 Nase Gleiche Stamme D27
FuB

Patient 23 Nase Gleiche Stamme D28
Arm

Patient 24b Gesicht Verwandte Stamme D29
Nase D30

Patient 25 Nase Verwandte Stamme D32
Perioral D33

Patient 26 Nase Gleiche Stamme D34
Hand

Patient 27 Nase Verschiedene Stémme D35
Nacken D36

Patient 28 Nase Gleiche Stamme D38
Perioral
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Die PFGE-Ergebnisse zeigen, dass bei den 19 Familien, bei denen bei einem Elternteil
ein S. aureus-Isolat nachgewiesen wurde, in 16 Familien (84 %) der gleiche Stamm
bei einem oder zwei Elternteilen und Patient nachgewiesen werden konnte. In neun
Familien konnte der Stamm der Mutter, in sechs der des Vaters und bei einer Familie
der gleiche Stamm bei allen Familienmitgliedern nachgewiesen werden.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass bei den 16 atopischen Patienten, bei denen
sowohl in der Nase als auch in den Hautldsionen ein S. gureus-Stamm nachgewiesen
werden konnte, es sich in 11 Féllen (69 %) um den gleichen Stamm handelte.

Dieses Verhaltnis wird in der folgenden Abbildung dargestellt.

Anzanl der
Patienten

O Familien mit Isolat bei

20 einem Elternteil

18 . .
|| B Gleicher Stamm bei

161 Mutter und Patient

14+ ® Gleicher Stamm bei Vater
12- und Patient

101 B Gleicher Stamm bei
Mutter, Vater und Patient

O Patienten mit Isolat aus
Nase und von Haut

O Gleicher Stamm in Nase
und auf Haut

Abb 6: Verteilung der gleichen S. aureus-Stamme, einmal sind die Patienten
dargestellt, bei deren Eltern der gleiche Stamm gefunden wurde und weiterhin
sind die Patienten dargestellt, bei denen der gleiche Stamm in Nase und auf
der Haut bestimmt wurden.

3.3 Resistenzen der isolierten Staphylococcus aureus-Stamme

69 Isolate (40 S. aureus-Stammen) wurden in Bezug auf ihre Empfindlichkeit
gegenliber den gangigen Antibiotika, wie unter 2.14 beschrieben, getestet. Die
Isolate mit dem gleichen PFGE-Muster zeigten auch das gleiche Resistenzmuster. Es
konnte kein MRSA, VRSA oder VISA detektiert werden. Ein Stamm zeigte 4
Resistenzen, namlich gegen Penicillin, Mupirocin, Erythromycin und Fusidinsaure. Ein

Stamm wies drei Resistenzen gegen Penicillin, Gentamicin und Netilmycin, auf. Die
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meisten Isolate zeigten aber nur ein bis zwei Antibiotikaresistenzen gleichzeitig, meist

gegeniber Penicillin.

Anzahl der Isolate

U

501

401

30

20

10/

Abb. 7:

Resistenzen

der 69 Isolate

O Keine
Resistenz (9)

B Penicillin (60)

B Erythromycin
(8)
@ Netilmycin (6)

B Fusidinsdure
(5)
W Mupirocin (4)

O Gentamicin

(2)

Anzahl der Isolate

397
30
251
20
151
101

Resistenzen
der 40 Stamme

Stammen entsprechen, die flr Penicillin, Erythromycin, Netilmycin,
Fusidinsaure, Mupirocin und Gentamicin bestimmt wurden. Alle anderen
getesteten Antibiotika zeigten volle Wirksamkeit.

OKeine
Resistenz (7)

B Penicillin (33)

B Erythromycin
4)
@ Netilmycin (3)

@ Fusidinsaure
(2)
® Mupirocin (1)

O Gentamicin

(1)

Dargestellt ist die Anzahl der Resistenzen von 69 Isolaten, die 40 S. aureus-

In Abb. 7 sind die Resistenzen einmal fir die 69 Isolate und einmal fir die 40

Stamme dargestellt. 7 Stamme (17,5 %), dies entsprach 9 Isolaten (13 %), waren

gegeniber allen getesteten Antibiotika empfindlich. 60 Isolate (87 %) (33 Stamme

(83 %)) zeigten eine Resistenz gegen Penicillin. 8 Isolate (12 %) waren nicht

empfindlich gegentiber Erythromycin, 6 (9 %) Isolate gegenliber Netilmycin. Gegen

die topisch verwendeten Antibiotika Fusidinsaure und Mupirocin waren 5 (7 %) und 4

(6 %) Isolate resistent. 2 Isolate (3 %) zeigten keine Empfindlichkeit gegentber

Gentamicin.

Die folgende Tabelle zeigt die Resistenzen der einzelnen Stamme und die

nachgewiesenen Enterotoxingene (siehe Kapitel 3.4).
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Tab. 3: Resistenzen und Enterotoxine der isolierten S. aureus-Stamme

Stamme | Patient Antibiotikaresistenzen Enterotoxine | Anzahl

S. aureus Isolate

2=40 2=69
D1 1 Keine Keine 1
D2 2 Keine Keine 1
D3 2 Penicillin Keine 1
D4 3 Penicillin, Fusidinsaure Keine 1
D5 3 Penicillin Keine 1
D6 4 Keine D, ] 2
D7 5 Penicillin Keine 1
D8 5 Penicillin B, I 1
D9 6 Penicillin G 2
D10 7 Keine I 1
D11 7 Keine G 1
D12 8 Penicillin A, B, C 2
D13 9 Penicillin, Netilmycin A G 3
D14 10 Penicillin I 3
D15 11 Penicillin I 1
D16 11 Penicillin D, I 1
D17 12 Penicillin I 2
D18 13 Penicillin I 2
D19 14 Penicillin Keine 2
D20 15 Penicillin, Erythromycin B, E H 2
D21 16 Penicillin, Mupirocin, B, G, 1 4

Erythromycin, Fusidinsaure

D22 17 Penicillin B, I 2
D23 18 Penicillin B 3
D24 19 Penicillin G, I 2
D25 20 Penicillin B, H 2
D26 21 Penicillin E 2
D27 22 Penicillin Keine 2
D28 23 Penicillin A C 1 3
D29 24a/b | Penicillin B 2
D30 24a/b | Penicillin Keine 2
D31 24a/b | Keine Keine 1
D32 25 Penicillin, Erythromycin B 1
D33 25 Penicillin, Erythromycin B, I 1
D34 26 Penicillin B, I 3
D35 27 Penicillin Keine 1
D36 27 Keine I 2
D37 27 Penicillin, Netilmycin B,IG 1
D38 28 Penicillin, Gentamicin, Netilmycin | D, I, ] 2
D39 29 Penicillin Keine 1
D40 30 Penicillin Keine 1
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3.4 Nachweis der Gene fiir Enterotoxine der isolierten Staphylococcus

aureus-Stamme

Um die Bakterien auf das Vorhandensein von Enterotoxingenen zu untersuchen,
wurde eine PCR durchgefiihrt. Diese Multiplex-PCR wurde in zwei ReaktionsgefaBen
mit unterschiedlichen Primern angesetzt. Als Kontrolle fiir den Erfolg der PCR diente
ein Gen, das 16S rRNA codiert und in jedem Staphylococcus aureus-Stamm
nachweisbar sein muss.

Tab 4: Nachgewiesene Enterotoxingene und deren ProduktgréBe

Enterotoxingen ProduktgrofBie [bp] Ansatz
sea 521 1
seb 667 1
sec 284 1
sed 385 2
see 171 2
seg 328 2
seh 359 1
sei 466 2
sej 142 1

165 rRNA 228 1+2

Die PCR wurde mit den Referenzstammen durchgefiihnrt und die einzelnen
Enterotoxingene nachgewiesen (Abb. 8, 9, 10). AuBerdem sind noch exemplarisch
einige Patientenproben zu sehen. Die PCR-Produkte wurden in einem 2,5 %igen

Agarosegel aufgetrennt.

3000 bp - 1: S. aureus 326
- 2: Standard:
“100 bp DNA-ladder plus”
- 3: Patient 21
- 4: Patient 22
5: Patient 23
1031b ==
P -_— 6: Standard:
: seb “DNA-ladder, Low-range”
700 bp - 7: S. aureus Mu50
sei 8: S. aureus 10654
500 bp - 9: Patient9
10: Patient 3
300 bp S€9 | 11: Patient 14
see — Fo _ 165 rRNA
1 23 4 5 6 7 8 9 10 11
Abb. 8: Nachweis der Enterotoxingene seb, see, seg und sej, dargestellt sind

exemplarisch einige Patientenproben und die Positivkontrollen fiir die
angegebenen Gene
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500 bp .
sel 1: Standard:
“100 bp DNA-ladder plus”
2: S. aureus 10656
sed 3: Patient 10
4: Patient 11
300 bp 5: Standard:
“DNA-ladder, Low-range”
16S rRNA
1 2 3 4 5
Abb. 9: Nachweis der Enterotoxingene sed und se/ , dargestellt sind neben der
Positivkontrolle noch der Standard und zwei Patienten
3000 bp
1: Standard:
100 bp DNA-ladder plus”
2: Patient 15
3: Patient 20
4: Patient 21
seb 5: Patient 23
6: Standard:
500 bp sea “DNA-ladder, Low-range”
seh 7: Patient 8
8: S. aureus 10654
séc 300 bp 9: S. aureus SEC+
165 rRNA | 10: S. aureus Mu 50
sej 11: S. aureus 10656
123 4 5 8 7891011
Abb. 10: Nachweis der Enterotoxingene sea, seb, sec seh und sej, wiederum

dargestellt sind die Positivkontrollen, zwei verschiedene DNA-Standards und
exemplarisch einige Patienten.

Die 69 Isolate (40 Stamme) wurden mittels PCR auf das Vorhandensein von
Enterotoxingenen untersucht. Die Toxingene der einzelnen Stdmme sind in Tabelle 3

dargestellt.

Wie auch bei den Antibiotikaresistenzen wurde das Ergebnis einmal fiir die Isolate

und einmal fir die Stamme in Abb. 11 dargestellt.
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Anzahl der Isolate Anzahl der Isolate
395 O Kein 16 O Kein
Enterotoxin Enterotoxin
6 13
301 m Sears) 14 m Seay3)
o5 B seb (24) 12 B seb (12)
O sec (3) 10 O sec (2)
20
B sed (5) 8- B sed (3)
15
W see (4) 6- W see (2)
10/ W seg (13) n B seg (6)
5 O seh (4) 2] Oseh (2)
0 B sei (31) 0 B sei (16)
Enterotoxingene _ Enterotoxingene der _
der 69 Isolate O sej(4) 40 Stimme O sej(2)

Abb. 11:  Anzahl der nachgewiesenen Enterotoxingene der 69 Isolate, die 40 S. aureus-
Stamme entsprechen. Getestet wurde das Vorhandensein der Gene sea-sej
und die Anzahlen graphisch dargestellt.

Bei 31 Isolaten (45 %), dies entspricht 16 Stammen (40 %) lieB sich das Gen fir die
Bildung von Enterotoxin I nachweisen. Weiterhin enthielten 24 Isolate (35 %) (12
Stamme (30 %)) das Gen seb fir die Bildung von Enterotoxin B. Bei 13 Isolaten (6
Stammen) konnte seg nachgewiesen werden und die restlichen Enterotoxine (sea,
sec, sed, see, seh und sgj) bei 3 (4 %) bis 8 Isolaten (12 %). Bei 16 Isolaten (23 %)
(13 Stammen (32 %)) lieB sich keins der untersuchten Enterotoxine nachweisen.

Bei den Stammen mit mehreren Toxingenen lieBen sich auch meistens mehrere
Antibiotikaresistenzen beobachten. So konnten bei dem Stamm D21 vier
Antibiotikaresistenzen, namlich gegen Penicillin, Mupirocin, Erythromycin und
Fusidinsaure, nachgewiesen werden und dieser Stamm enthielt die Gene fir die
Bildung von SEB, SEG und SEI. Ein weiteres Beispiel ist der Stamm D38, bei dem die
Gene flr die Bildung von SED, SEI und SEJ vorlagen und Resistenzen gegeniber

Penicillin, Netilmycin und Gentamicin bestanden.

48



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Besiedlung der Patienten mit Staphylococcus aureus

In der Literatur findet man immer wieder Angaben, dass bei Patienten mit atopischer
Dermatitis in tGber 90 % eine Superinfektion mit Staphylococcus aureus zu finden ist
((CHRISTOPHERS & HENSELER, 1987; LEYDEN et al., 1974). Bei der Auswertung der
Patienten in Bonn zeigte sich nur bei 67 % der Patienten eine Besiedlung mit S.
aureus. RICCI et al. (2003) untersuchten Kinder mit atopischer Dermatitis in Bologna,
Italien, und konnten eine Besiedlung in 64,2 % der Falle nachweisen. Auch SZAKOS et
al. (2004) konnten in Ungarn bei 57 % der Kinder eine Superinfektion zeigen. In Hong
Kong, China ergab eine Studie bei Kindern mit atopischer Dermatitis eine
Superinfektion in 58 % der Falle (HONG et al., 2005). Diese neueren Studien konnten
die Zahlen von (ber 90 % Superinfektionen also nicht bestatigen. GONG et al. (2006)
beobachteten in einer klinischen Studie, dass die Schwere der atopischen Ldsionen
mit der Rate der isolierbaren S. aureus-Kolonien positiv korreliert. Um einen Grund
fur die erhohte Besiedlungsrate mit S. aureus zu finden, untersuchten CHO et al.
(2001) an einem murinen Modell die Bindung der Bakterien an die Haut. Diese Studie
ergab, dass ein TH2-Cytokin-Milieu, wie es bei der atopischen Dermatitis zu finden ist
(besonders Interleukin-4), die Bindung von S. gureus mit Hilfe von Fibronektin und
Fibrinogen fordert.

Daher miisste die Zahl der Superinfektionen auch von der Auswahl des
Patientenkollektivs abhangen und besonders hoch ausfallen, wenn sich unter den
Patienten viele Kinder mit schwerwiegender Hautbeteiligung finden. In der Studie
von GONG et al. (2006) wurden in 80 % der Falle S. gureus-Stamme bei atopischen
Patienten gefunden, und die Autoren untersuchten weiterhin die Wirksamkeit von
Mupirocin in Kombination mit Hydrocortison im Vergleich zur alleinigen Anwendung
von Hydrokortison bei der Behandlung der Hautldsionen.

Beide Behandlungsmethoden zeigten eine Reduktion der Kolonisation mit S. aureus,
wobei eine Kombinationstherapie mit Antibiotikum im friihen Stadium des Hautbefalls
einen groBeren Benefit flir die Patienten bringt. Also hdngt die Rate der

nachgewiesenen Superinfektionen sowohl von der Schwere der Hautldasionen, als
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auch von einer eventuellen Vorbehandlung mit Steroiden und/oder Antibiotika ab. Da
die Kinder mit atopischer Dermatitis heutzutage meist engmaschig dermatologisch
betreut werden, liegt die Vermutung nahe, dass eine Vorbehandlung durch die Eltern
stattgefunden hat, bevor die Abstriche fiir die unterschiedlichen Studien genommen
wurden. Dies wirde einen Rlickgang der nachgewiesenen Superinfektionen erklaren,
obwohl die Inzidenz der Superinfektionen selber wahrscheinlich nicht gesunken ist,
sondern nur der Zeitraum der nachweisbaren Infektion verkurzt ist.

Bei 23 untersuchten Familien der Patienten mit positivem S. aureus-Nachweis, von
denen beide Elternteile untersucht wurden, zeigte sich in 19 Familien (83 %), dass
ein S. gureus-Stamm min. bei einem Elternteil nachgewiesen werden konnte. Auch
die Besiedlungsquote der Eltern liegt tber der Norm (NOBLE, 1997), was dadurch
erklart werden kann, dass bei Kindern mit atopischer Dermatitis meist einer der
Elternteile eine atopische Diathese aufweist. Bei den untersuchten Familien fand sich
aber nur ein Elternteil mit noch bestehenden Hautveranderungen im Sinne einer
atopischen Dermatitis. In 6 Familien konnte jedoch kein Abstrich vom Vater
durchgefiihrt und ausgewertet werden. Die nadhere Untersuchung des

Verwandtheitsgrades der S. aureus-Isolate erfolgte dann mittels PFGE.

4.2 PFGE der isolierten Staphylococcus aureus-Stamme

Die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) wird benutzt, um Bakterienstamme und
insbesondere S. gureus-Stamme miteinander zu vergleichen (TENOVER et al., 1995).
Normalerweise wird dieses Verfahren z.B. beim Vergleich von MRSA-Stammen
angewendet, um bei einem nosokomialen Ausbruch eine Infektionsquelle zu
identifizieren und die Verbreitung der MRSA-Stdmme zu Uberwachen und zu
verhindern. Dabei ist die PFGE der Multilocus-Sequenz-Typisierung und der spa-
Typisierung gleichwertig (PEACOCK et al., 2002), obwohl die PFGE noch als
Goldstandard gilt (VAN BELKUM, 2006).

In dieser Arbeit ging es nicht um die Identifikation der Stamme, sondern um die
Frage, ob bei Familienmitgliedern von atopischen Patienten der gleiche Stamm wie
bei den Patienten zu finden ist. AuBerdem sollte Uberprift werden, ob bei den
atopischen Patienten die Isolate von Haut und Nase Ubereinstimmen. Bei der Analyse

der Familien ergab sich, dass bei 16 von 19 Familien (84 %) der gleiche Stamm beim
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Patienten und einem Elternteil nachgewiesen werden konnte. Bei einer Familie
(Patient 27) konnte man erkennen, dass der Stamm von der Haut des Patienten mit
dem der Mutter Ubereinstimmte, wohingegen in der Nase des Patienten ein anderer
S. aureus-Stamm nachgewiesen wurde. Bei den atopischen Patienten handelte es
sich in 11 von 16 Féllen (69 %) um den gleichen Stamm in der Nase und auf der
Haut.

Auch wenn die Stdmme der Familienmitglieder nicht Ubereinstimmen, so kann man
dennoch eine Verwandtschaft erkennen, da sich die PFGE-Muster sehr ahnlich sehen.
Dies ist der Fall bei den Patienten 2, 3, 5, 25 und bei der Familie von den Patienten
24 a und 24 b. Die PFGE-Muster zeigen nur wenige unterschiedliche Banden, so dass
anzunehmen ist, dass die verschiedenen Stamme bei Familienangehoérigen durch
Mutationen hervorgegangen sind. Dabei ist zu sehen, dass die Stamme auf der Haut
der Patienten mehr Resistenzen und Enterotoxingene aufweisen als die Stamme aus
den Nasen der Patienten und den Nasen der Angehdrigen. Bei Patient 3 zeigt der
Stamm D4, der von der Haut isoliert wurde, eine Resistenz gegen Fusidinsaure und
Penicillin, wahrend der Stamm D5 aus der Nase der Mutter nur eine Resistenz gegen
Penicillin aufweist. Bei Patient 5 konnte bei dem Stamm D7 aus der Nase kein
Enterotoxingen nachgewiesen werden, jedoch beim Stamm D8, dem Isolat von der
Haut, die Enterotoxingene seb und sei. Auch bei Patient 25 enthielt das Isolat von
der Haut, D33, ein zusatzliches Enterotoxin, sej, im Vergleich zu dem Stamm D32 aus
der Nase. Bei der Familie der Patienten 24 a und 24 b sieht sich das PFGE-Muster
aller 5 Isolate sehr dhnlich. Die Isolate von der Haut der beiden Patienten, Stamm
D29, zeigt im Vergleich zu den anderen zwei Stammen D30 und D31, ein zusatzliches
Enterotoxingen, namlich seb. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
Bakterienisolate von der Haut der Patienten mehr Virulenzfaktoren und Resistenzen
besitzen und diese durch Mutationen entstanden sein kénnten (Resistenzen) oder
eventuell durch horizontalen Gentransfer akquiriert wurden (Enterotoxingene). Auf
jeden Fall findet innerhalb der Familien eine Ubertragung von Bakterien statt.

Da die Schwere der atopischen Lasionen mit der Anzahl der Bakterien auf der Haut
korreliert, flhrt eine Bakterienreduktion auch zu einer Verbesserung des Hautbildes
und sollte ein Behandlungsziel darstellen (GUZIK et al., 2005; GONG et al., 2006).
GILANI et al. (2005) beschreiben drei Mechanismen, die zu einer Rekolonisation der

Haut bei Atopikern durch S. aureus flihren. Dazu zahlen Antibiotikaresistenz, eine
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Besiedlung der Nase und eine Kontamination der Behandlungsmittel. BREUER et al.
(2002) untersuchten die antibakterielle Behandlung von Atopikern und deren engeren
Kontakten und stellten fest, dass enge Kontaktpersonen topisch mitbehandelt werden
sollten, und dass eine antibiotische Behandlung eine klare Verbesserung fir den
Patienten darstellt und eine Rekolonisation verzdgert wird.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei 84 % der untersuchten Patienten der gleiche
Stamm gefunden wurde wie bei einem Elternteil, so dass die Bakterien aus den
Nasen der Eltern definitiv eine Quelle flir eine Reinfektion darstellen. AuBerdem stellt
auch die Nase der Atopiker eine endogene Quelle flir eine Reinfektion dar, da bei
69 % der Patienten der gleiche Stamm in der Nase und auf der Haut gefunden
wurde. Es ware daher sinnvoll, bei Superinfektion der Haut auch die Nase bei
positivem S. aureus-Nachweis topisch mit einem Antibiotikum zu sanieren. Dies sollte
nicht nur bei den atopischen Patienten selbst, sondern auch bei engen
Kontaktpersonen durchgefiihrt werden. Als topisches Antibiotikum wird meist
Mupirocin verwendet (BREUER et al., 2005), wie man im folgenden Kapitel sieht, sollte

aber eine Antibiotikaresistenztestung durchgefihrt werden.

4.3 Resistenzen der isolierten Staphylococcus aureus-Stamme

Besonders  Staphylococcus aureus ist ein  Bakterium, bei dem Vviele
Antibiotikaresistenzen beschrieben wurden und oft als ein ,Problemkeim™ bezeichnet
wird. Grund dafir sind die hohe Toleranz gegeniiber Umwelteinfllissen und das
Uberleben auf unbelebten Gegenstinden. AuBerdem kann S. aureus zur residenten
Mikroflora des Menschen gehdren und stellt so ein Reservoir fur Infektionen dar.
Schon kurz nach der Einfihrung des Penicillins wurden Resistenzen bei S. aureus
beschrieben (BARBER, 1947, NORTH & CHRISTIE, 1946). Auch Antibiotika, wie
Methicillin (BARBER, 1961) und Vancomycin (HIRAMATSU et al., 1997) zeigen schon
Wirkverluste bei bestimmten Stdmmen. Die Entwicklung neuer Antibiotika gestaltet
sich als sehr langwierig. Aus diesem Grunde ist es eine wichtige MaBnahme im Kampf
gegen die Resistenzen, die Verbreitung von resistenten Stdmmen zu verhindern. Da
VRSA (Vancomycin Resistente Staphylococcus aureus) erst in wenigen Fallen isoliert
wurden ((CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2002), sind diese

Stamme noch nicht relevant flir den taglichen Klinikbetrieb. Anders hingegen verhalt
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es sich mit MRSA-Stammen (Methicillin resistenter Staphylococcus aureus). Die
infizierten Patienten missen in Deutschland bei einem stationaren Aufenthalt isoliert
werden, und diese MaBnahmen sind sehr zeit- und geldaufwendig. Da nicht nur die
Zahl nosokomialer Infektionen mit MRSA (hospital acquired MRSA) zunimmt, sondern
auch die Besiedlung von ambulanten Patienten (community acquired MRSA), wird oft
diskutiert, ob in Deutschland eine Veranderung der MRSA-Politik, wie ein
Eingangsscreening bei stationarer Aufnahme, sinnvoll ware.

BEAM & BUCKLEY (2006) fuihrten eine Pubmed-Recherche durch und kamen zu dem
Ergebnis, dass die Pravalenz von CA-MRSA in der Bevdlkerung gering ist. Allerdings
ist die Zahl der Patienten mit positivem Eingangsscreening bei stationdrer Aufnahme
dagegen sehr hoch und diese Patienten weisen bestimmte Risikofaktoren auf. Dazu
gehdren Aufenthalte in Krankenhdusern und Pflegeheimen, Antibiotikatherapie,
chronische Krankheiten, intravendser Drogenabusus, enger Kontakt zu Personen mit
Risikofaktoren und ambulante Behandlungen.

Deshalb lag die Vermutung nahe, dass auch Patienten, die regelmaBig eine Atopie-
Sprechstunde besuchen, ein erhohtes Risiko fir eine CA-MRSA-Besiedlung aufweisen.
Allerdings fuhrten VON EIFF et al. (2006) eine Untersuchung von 1753 MRSA-Isolaten
durch und fanden nur bei 1,1 % das Gen flir die Bildung des Panton-Valentin
Leukozidin, einem Toxingen. Da dieses Toxingen meistens bei CA-MRSA-Stammen in
Deutschland vorkommt, ist wahrscheinlich nur ca. 1 % der hier isolierten MRSA-
Stamme ein CA-MRSA.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nicht bestatigt werden, dass bei Atopikern
ein erhohtes Risiko flir eine MRSA-Besiedlung vorliegt. Unter den 69 S. aureus-
Isolaten befand sich kein MRSA und auch kein VISA oder VRSA. Bei einer Studie in
China wurden 55 atopische Kinder untersucht und auch dort fand sich nur ein MRSA-
Stamm unter den Isolaten (HON et al., 2005).

Im Gegenteil dazu waren die Isolate aus Bonn empfindlich gegenliber den meisten
Antibiotika. 9 Isolate (13 %) wiesen gar keine Resistenzen gegentiber den getesteten
19 Substanzen auf. Die hdufigste Resistenz (60 Isolate (87 %)) bestand gegen
Penicillin.

In Hamburg wurde eine Studie bei Kindern mit atopischer Dermatitis durchgefihrt
und bei 18 % der S. aureus-Isolate eine Resistenz gegen Erythromycin gefunden,

das als Mittel der ersten Wahl bei Kindern mit Hautbeteiligung verwendet wird
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(HOEGER, 2004). Im Rahmen dieser Arbeit aus Bonn zeigten sich 8 Isolate (12 %)
resistent gegeniber Erythromycin. Da die topische Therapie und besonders die
Sanierung der Nasenflora mit Mupirocin oder Fusidinsaure durchgefiihrt werden, ist
noch besonders zu erwdhnen, dass sich 5 Isolate (7 %) resistent gegenlber
Fusidinsdure zeigten und 4 Isolate (6 %) gegenliber Mupirocin. Weiterhin wurden bei
6 Isolaten (9 %) Resistenzen gegen Netilmycin, bei 2 Isolaten (3 %) gegen
Gentamicin festgestellt. Alle anderen Antibiotika wirkten gegen alle Isolate. Obwohl
diese Stamme keine besonders erhohte Resistenzbildung gegen die gangigen
Antibiotika aufweisen, ware es aber unbedingt empfehlenswert, auch bei topischer
Behandlung eine  Antibiotikaresistenztestung bei  ambulanten  Patienten

durchzufiihren, um eine Reinfektion zu verhindern.

4.4 Vergleich verschiedener Methoden zur DNA-Isolierung

Nach Riicksprache mit L@VSETH et al. (2004) ist es fir den Erfolg der Multiplex-PCR,
die in dieser Arbeit durchgeflihrt wurde, unabdingbar, dass die DNA vorab isoliert
wird. Da die Isolierung mittels der Genomic Tips 20 relativ aufwendig ist, wurde als
alternative Methode die Insta-Gene Matrix verwendet. Diese Methode ist schnell und
preisglinstig, und die PCR mit der so gewonnenen DNA zeigte den gleichen Erfolg
wie die PCR mit DNA aus der Genomic Tip-Isolation. Bei der Vermessung der DNA
mit dem Nanodrop 1000 zeigte sich unerwarteterweise, dass der Faktor 260/280 im
gleichen Bereich lag, und dass die Konzentration der gewonnenen DNA mittels der
Insta-Gene Matrix scheinbar viel hoher war. Im PCR-Ansatz wurde trotzdem die
20fache Menge an Eluat eingesetzt, da der Reinheitsgrad laut Herstellerangaben bei
der Genomic Tip-Methode hoher ist als bei der Insta-Gene Matrix. Wahrscheinlich ist
der Grund flr die hohe Konzentration der DNA nach der Insta-Gene Matrix Methode
darauf zurlickzuflihren, dass die erhaltene DNA noch viele andere Bestandteile
enthalt, die die Messung beeinflussen. Obwohl sich die eingesetzten Volumina stark
unterschieden, erwiesen sich in Bezug auf die Multiplex-PCR beide Methoden zur

Isolierung von DNA als gleichwertig.
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4.5 Enterotoxingenanalyse der isolierten Staphylococcus aureus-Stamme

Die Produktion von Enterotoxinen von Staphylococcus aureus-Stammen, die von
atopischen Patienten isoliert wurden, ist schon mehrfach untersucht worden.
Allerdings beschrankten sich diese Untersuchungen meist auf die Enterotoxine SEA,
SEB, SEC und das TSST-1 (TOMI et al., 2005; YAGI et al., 2004). In den meisten dieser
Studien wurde seb als haufigstes Toxingen bei Isolaten von Patienten mit atopischer
Dermatitis nachgewiesen (YAGI et al., 2004). Auch in dieser Arbeit wurde bei 24
Isolaten (35 %) seb als zweithaufigstes Toxingen nachgewiesen.

OMOE et al. (2002) zeigten in Japan bei einer Studie von 146 Isolaten aus
Lebensmittelvergiftungen, von gesunden Menschen, von Kiihen mit Mastitis und aus
Rohmilch, dass bei 77 % der Stdmme ein Enterotoxingen (sea-sei) nachweisbar war.
Dies entspricht den Zahlen in dieser Arbeit, da bei 77 % der Isolate ein
Enterotoxingen (sea-sej) nachgewiesen werden konnte.

EL-HUNEIDI et al. (2006) untersuchten 100 Kklinische Isolate in Jordanien auf die
Enterotoxingene seg, sefi, se/und sej und fanden mindestens eines dieser Gene bei
39 % der Isolate. MEMPEL et al. (2003) untersuchten nur das Vorhandensein des egc-
Genclusters bei Isolaten von Patienten mit atopischer Dermatitis und fanden dies bei
48 % der Isolate. In den in dieser Arbeit untersuchten 69 Isolaten aus Bonn fanden
sich bei 43 Isolaten (62 %) eins oder mehrere der Enterotoxingene seg, seh, ser
oder sej. Weiterhin gaben EL-HUNEIDI et al. (2006) an, dass bei allen sefFpositiven
Stammen auch seg nachgewiesen werden konnte, und dass seg das haufigste
nachgewiesene Enterotoxin in dieser Studie darstellte. Dies konnte in dieser Arbeit
jedoch nicht bestatigt werden, da se/ (45 % der Isolate) das haufigste
Enterotoxingen darstellte und auch unabhangig von seg, das bei 13 Isolaten (19 %)
nachgewiesen wurde, zu finden war.

Die anderen Enterotoxingene wurden nicht hdufig nachgewiesen. Das Gen sea lieB
sich bei 8 Isolaten (12 %), sec bei 3 Isolaten (4 %), sed bei 5 Isolaten (7 %), see
bei 4 Isolaten (6 %), seh bei 4 Isolaten (6 %) und se¢f auch bei 4 Isolaten (6 %)
zeigen. MEMPERT et al. (2003) konnten sej bei 7,5 %, aber see und se/1 bei keinem
Isolat nachweisen. Bisher wurden S. agureus-Isolate von Patienten mit atopischer
Dermatitis noch nicht explizit auf das Vorhandensein von dem Enterotoxingen se/

untersucht. Dieses Gen scheint eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
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atopischen Dermatitis zu spielen, da gerade die Patienten mit dieser Atopie-
Manifestation mit S. gureus-Stammen besiedelt sind, die das Enterotoxingen se/
besitzen. Allerdings gibt es auch noch keine Zahlen Uber die Haufigkeit von se/bei S.
aureus-Stammen und BLAIOTTA et al. (2006) vermuten, dass seg und se/ haufiger im
Genom von Staphylokokken zu finden ist, als bisweilen angenommen. Diese Autoren
postulieren auch, dass se/ und seg immer beide im Genom vorhanden sind und die
PCR falsch negativ ausfallen kann, da die Primer flir die PCR aufgrund polymorpher
Bindungsstellen nicht am Enterotoxingen binden kdnnen. Dies misste also noch
weiterhin untersucht werden. Die zweithdufigste Detektion von seb stimmt mit den
Angaben aus der Literatur liberein (YAGI et al., 2004).

4.6 Die Bedeutung von Staphylococcus aureus-Superinfektionen fiir die

Pathogenese der atopischen Dermatitis

Die Pathogenese der Atopie ist noch nicht geklart. Es gibt viele Hypothesen, z. B. die
Hygiene-Hypothese, bei der eine fehlende Auseinandersetzung mit Mikroorganismen
in der Kindheit fir die Entstehung der atopischen Diathese verantwortlich gemacht
wird (BAKER, 2006). Die Theorie, dass nur in den Industrieldndern die Anzahl von
Atopie-Erkrankungen steigt, scheint nicht mehr aktuell zu sein, aber einig sind sich
die Autoren, dass in stadtischen Ballungsgebieten héhere Erkrankungsraten zu finden
sind, als in landlicher Umgebung (COOPER et al., 2006; YAZDANKBAKHSH & WAHYUNI,
2005, VON HERTZEN, 2006). Infektionen durch Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten
scheinen auch tatsachlich eine groBe Rolle zu spielen. Wurminfektionen werden oft
mit Atopie in Verbindung gebracht, da sie eine TH2-gerichtete Immunantwort
ausldsen. YAZDANBAKHSH & WAHYUNI (2005) verglichen mehrere Studien, um den
protektiven Effekt von Infektionen mit Helminthen zu untersuchen und bemerkten,
dass sich die verschiedenen Ergebnisse widersprechen und noch weiter vertieft
werden mussen. In Sldafrika wurden Kinder aus einem verarmten Stadtviertel
untersucht und die Daten deuteten auf eine erhdhte Atopie-Neigung bei Infektionen
mit Ascaris, einem Nematoden, und ein verringertes Atopie-Risiko bei Infektionen mit
Mycobacterium tuberculosis hin (OBIHARA et al., 2006). Weiterhin postulierten
CARVALHO et al. (2006), dass bei Wurminfektionen das Stadium der Krankheit und die
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Quantitat des Wurmbefalls einen Einfluss auf die Starke der negativen Regulation des
Immunsystems haben und beachtet werden mussen.

Infektionen spielen auch bei der atopischen Dermatitis, die zum Formenkreis der
Atopie zahlt, eine wichtige Rolle. Immer wieder werden Sekundarinfektionen durch
Pilze, wie Malassezia spp., Viren, wie Herpes simplex, oder Bakterien, wie
Staphylococcus aureus beschrieben und flr die pathologische Entzilindungsreaktion
mit verantwortlich gemacht (LUBBE, 2003; BAKER, 2006).

Von der Wirtsseite aus zeichnet sich beim Atopiker sowohl das angeborene als auch
das erworbene Immunsystem durch pathologische Reaktionsmuster aus. Die
antibiotischen Peptide werden nur vermindert exprimiert, und vor allem T-Zellen,
dendritische Zellen, Mastzellen und deren Einfluss auf Keratinozyten sind fir die
pathologischen Reaktionen der Haut verantwortlich (GOMBERT et al., 2005). Deshalb
stellen dendritische Zellen und auch Monozyten ein mdgliches Ziel fir eine
Immuntherapie dar (NOVAK, 2006; JOCKERS & NOVAK, 2006). Therapeutische Ansatze
werden auch durch die Gabe von Probiotika (Lactobacillus spp.) versucht.
KOLLIOMAKI et al. (2001) zeigten, dass eine perinatale Gabe bei Schwangeren und
deren Kindern mit hohem Atopierisiko das Auftreten einer atopischen Dermatitis bei
den Kindern um fast 50 % senkt.

Einig sind sich die Autoren, dass die Besiedlung mit Staphylococcus aureus eine
wichtige Bedeutung, nicht nur als Sekundarinfektion, haben muss. In der Literatur
findet man Angaben, dass die Exazerbation von atopischer Dermatitis mit der Bildung
von Enterotoxinen von S. aureus zusammenhangt (YAGI et al., 2004; ZOLLNER et al.,
2000). TOMI et al. (2005) zeigten, dass auch bei Psoriasis die Schwere der
Hautlasionen mit einer Enterotoxinproduktion von S. aureus korreliert. TASKAPAN &
KUMAR (2000) beschreiben 5 mogliche Wirkweisen der Enterotoxine in der
Pathogenese der atopischen Dermatitis, (i) wie eine direkte Aktivierung der Antigen-
prasentierenden Zellen und Keratinozyten, (ii) direkte Stimulation der T-Zell-
Proliferation, (iii) Induktion von Apoptose der T-Zellen, (iv) eine Erhéhung der Zahl
von CLA- (cutaneous lymphocyte antigen) positiven T-Zellen und (v) eine Rolle der
Superantigene als Allergene.

DAUWALDER et al. (2006) zeigten, dass SEA eine hdhere proinflammatorische Wirkung
hat als SEG, und dass ein septischer Schock haufiger mit SEA-Bildnern in Verbindung

steht. Allerdings konnte in dieser Arbeit aus Bonn nur bei 8 Isolaten sea
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nachgewiesen werden. Anders verhdlt sich dagegen seb, das bei 24 Isolaten
gefunden wurde. Es ist flir SEB bekannt, dass es bei Mdusen eine TH2-gewichtete
lokale Entziindungsreaktion der Haut hervorruft (LAOUINI et al., 2003). MANDRON et al.
(2006) konnten auch flir humane dendritische Zellen mit der Provokation durch SEB
eine TH2-Polarisierung ausldésen und nachweisen, dass SEB den TLR2- (Toll like
receptor) Signalweg induziert. Bei Zellkulturen von atopischen Patienten zeigten sich
die T-Zellen resistenter gegentiber SEB-induzierter Apoptose, aber die Induktion der
Apoptose konnte durch die Inhibition von IL-4 verstarkt ausgelost werden (LIN et al.,
2003). KEDZIERSKA et al. (2005) bewiesen, dass die Apoptose-Induktion von T-Zellen
durch SEB auch abhangig von der Kolonisation mit S. gureus ist. LEHMANN et al.
(2004) zeigten, dass mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut nach Stimulation
mit SEB vermehrt IL-5 und IL-13 bilden. Auch die Keratinozyten aus Hautlasionen
von Patienten mit atopischer Dermatitis weisen ein verandertes Reaktionsmuster im
Vergleich mit Keratinozyten von Kontrollpersonen oder aus unauffélliger Haut von
Atopikern auf. Nach der Stimulation mit SEA, SEB und TSST-1 sezernierten die
Keratinozyten groBere Mengen von IL-1qa, IL-18 und TNF-a (KIM et al., 2006). Durch
die Vielfalt der Studien zum Effekt der Enterotoxine auf die unterschiedlichen
Zelltypen, lasst sich erkennen, wie komplex sich die Pathogenese der atopischen
Dermatitis gestaltet und dass die Enterotoxine der Staphylokokken einen groBen
proinflammatorischen Teil dazu beitragen.

Auch die Sensibilisierung gegeniber den Superantigenen und die Bildung von
spezifischen IgE-Antikdrpern ist auffallig. IDE et al. (2004) untersuchten Patienten mit
atopischer Dermatitis auf spezifisches IgE gegen SEA und SEB und fanden bei 33,6
% der Patienten diese Antikdrper (34 % bei BUNIKOWSKI et al., 1999). Bei Patienten
mit allergischer Rhinitis wurden am haufigsten, namlich bei 24,7 % der Patienten,
IgE-Antikdrper gegen TSST-1 gefunden und bei 24,2 % IgE gegen SEA und SEB.
AuBerdem lieBen sich Antikdrper gegen SEC bei 22 % und SED bei 5 % der Patienten
nachweisen (ROSSI & MONASTEROLO, 2004). Antikdrper gegen andere Enterotoxine
wurden noch nicht untersucht, aber die Daten zeigen schon einmal, dass in den
meisten Fallen eine Sensibilisierung gegen die Enterotoxine SEA, SEB, SEC und dem
TSST-1 stattgefunden hat, wahrend SED-Antikorper seltener nachgewiesen wurden.
Flir SEB wurde gezeigt, dass es einen starken Einfluss auf die verschiedenen

Zelltypen auslibt. Da se/ noch haufiger als seb in dieser Arbeit detektiert wurde,
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scheint auch SEI eine wichtige Rolle bei der Exazerbation der atopischen Dermatitis

zu spielen. Daher musste die Wirkungsweise von SEI noch naher untersucht werden.

4.7 Ausblick

Die Faktoren, die zur Besiedlung mit Staphylococcus aureus von Patienten mit
atopischer Dermatitis flihren, und die Folgen dieser Besiedlung werden weiterhin
Grundlage vieler Forschungsprojekte sein, da sie einen wichtigen Teil der
Pathogenese der atopischen Dermatitis darstellen. Bei Folgeuntersuchungen ware es
sinnvoll, den SCORAD (Severity Scoring of Atopic Dermatitis) der Patienten zu
erfassen, da eine bessere Auswertung in Bezug auf die Bakteriendichte mdglich
ware.

Da die Multiplex-PCR zwar die Enterotoxingene nachweisen kann, aber nicht die
Bildung der Enterotoxine, misste die tatsachliche Bildung der Enterotoxine noch mit
weiteren Tests nachgewiesen werden, die allerdings noch nicht kduflich verfligbar
sind.

Weiterhin kdnnten die IgE-Spiegel fir die spezifischen Enterotoxine, besonders fur
SEI gemessen werden, da derzeit nur die IgE-Spiegel flir die Enterotoxine SEA, SEB,
SEC und SED bestimmt werden. Auch die Wirkung von SEI auf die
Cytokinproduktion, wie fiir SEB geschehen, ware eine interessante Untersuchung. Da
immer noch neue Enterotoxine beschrieben werden, gibt es vielleicht noch andere
Toxine, die eine Rolle in der Pathogenese der atopischen Dermatitis spielen. Dazu
konnten auch die ,Enterotoxin-like toxins", die keine emetischen Reaktionen in
Primaten ausldsen, ansonsten aber mit den Enterotoxinen strukturell verwandt sind,
zahlen (OMOE et al., 2005).
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Abstriche von Patienten mit atopischer Dermatitis
und deren Angehdrigen genommen und in Hinblick auf das Vorhandensein von
Staphylococcus aureus ausgewertet. Die gewonnenen S. gureus-Isolate wurden
naher charakterisiert. Mittels Pulsfeldgelelektrophorese wurden die Isolate von den
einzelnen Familienmitgliedern verglichen. AuBerdem wurden die Isolate auf

Antibiotikaresistenzen und Enterotoxingene untersucht.

> In dieser Arbeit wurden 158 Abstriche ausgewertet. 67 % der Patienten mit
atopischer Dermatitis zeigten eine Besiedlung mit Staphylococcus aureus.

» 69 Staphylococcus aureus-Isolate wurden untersucht. Die Pulsfeldgel-
elektrophorese ergab, dass es sich dabei um 40 S. gureus-Stdmme handelte.
> Bei 84 % der Familien konnte der gleiche Stamm bei Patient und einem

Elternteil nachgewiesen werden. Bei 69 % der Patienten stimmten der Stamm,
der aus der Nase isoliert wurde, mit dem vom der Haut Uberein. Folglich sollte
bei Behandlung die Nase des Patienten und eventuell der Angehdrigen auch

saniert werden.

» Es wurde kein MRSA (Methicillin resistenter Staphylococcus aureus), kein VISA
(Vancomycin intermediar resistenter S. aureus) und kein VRSA (Vancomycin
resistenter S. gureus) detektiert, obwohl der Besuch der atopischen
Sprechstunde fiir die Patienten einen Risikofaktor fir die Besiedlung mit einem
MRSA-Stamm darstellt

> Die S. agureus-Isolate zeigten meist eine Empfindlichkeit in Hinblick auf die
getesteten 19 Antibiotika. 13 % der Isolate waren gegenlber allen
Substanzen empfindlich. Am haufigsten, bei 87 % der Isolate, wurde eine
Resistenz gegen Penicillin festgestellt. 8 Isolate (12 %) waren nicht mehr
empfindlich gegeniber Erythromycin, 5 Isolate (7 %) zeigten eine Resistenz
gegen Fusidinsdure und 4 Isolate (6 %) gegen Mupirocin. 6 Isolate (9 %)
zeigten keine Empfindlichkeit gegenitber Netilmycin und 2 Isolate (3 %)

wiesen eine Gentamicin-Resistenz auf.
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> Bei 77 % der Isolate wurde ein Gen der Enterotoxine sea-sej detektiert. 31
Isolate (45 %) enthielten das Gen fir die Bildung von SEI. 24 Isolate (35 %)
wurden positiv flir seb und 13 Isolate (19 %) positiv flir seg getestet. Das
Gen sea lieB sich bei 8 Isolaten (12 %), sec bei 3 Isolaten (4 %), sed bei 5
Isolaten (7 %), see bei 4 Isolaten (6 %), seh bei 4 Isolaten (6 %) und sej

auch bei 4 Isolaten (6 %) nachweisen.
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