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1. EINLEITUNG 
 

 

1.1. Staphylococcus aureus: Epidemiologie und Ökologie 
 

Staphylococcus aureus ist ein gram-positives, fakultativ anaerobes, unbeweg-

liches Bakterium, welches den Micrococcaceae zugeordnet wird (51, 65). Die 

circa 1 µm im Diameter großen Kokken bilden traubenförmige Einheiten (101). 

Das natürliche Reservoir von S. aureus ist der Mensch, vorzugsweise der 

Nasenrachenraum und seine unmittelbare Umgebung (65). Die Pathogenität 

von S. aureus lässt sich durch seine große Widerstandsfähigkeit und seine 

Anpassungsfähigkeit an den Wirt erklären. S. aureus kann große Temperatur-

schwankungen überleben. Ein Zellwachstum findet zwischen 10 und 45°C noch 

statt. Seine Stabilität gegenüber Trockenheit erklärt den Nachweis von S. 

aureus außerhalb des menschlichen und tierischen Organismus. S. aureus 

kann in der Luft, im Staub, auf Textilien und trockenen Oberflächen relativ lange 

persistieren. Für das Überleben in hohen NaCl-Konzentrationen ist eine 

Osmoprotektion verantwortlich, die ein Wachstum in Medien bis zu 20% NaCl-

Gehalt möglich macht (101). Diese Fähigkeit erklärt das Wachstum in 

Lebensmitteln mit hohem Salzgehalt, beispielsweise in Konservendosen (3, 

101).   

 

Bei etwa 30% der Bevölkerung lässt sich S. aureus regelmäßig auf der 

vorderen Nasenschleimhaut nachweisen, dies häufig nicht kontinuierlich. Damit 

wird zwischen Trägern, Nicht-Trägern und Intermittierenden-Trägern unter-

schieden (44). Die Kolonisation der Nase wird für den Träger als harmlos 

betrachtet. Eine nicht genau geklärte Disposition hinsichtlich der Kolonisation 

mit S. aureus, wird diskutiert (44). Als Krankenhausinfektionserreger spielt S. 

aureus eine große Rolle, da er für eine große Anzahl von nosokomialen 

Infektionen verantwortlich gemacht wird (79). Ein Beispiel hierfür sind post-

operative Wundinfektionen oder das Toxic-Shock-Syndrom (77). Durch S. 

aureus-Träger im Krankenhauspersonal oder im Patientenkollektiv kann der 
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Keim aerogen oder durch Hautkontakt auf andere Patienten übertragen werden 

(11, 45, 92). Trotzdem wird angenommen, dass bei den meisten, durch S. 

aureus verursachten Infektionen, eine endogene Infektion aus dem eigenen 

Reservoir, ausgehend von dem Nasen-Rachenraum, vorliegt (44, 97). Studien 

beweisen, dass bei infektionsgefährdeten Patienten - z. B. Dialyse-Patienten - 

die Infektionsrate durch Anwendung einer bakteriziden Salbe (Mupirocin) im 

Nasenvorhof gesenkt werden kann (35). Da eine Resistenzentwicklung der S. 

aureus-Keime gegen Mupirocin zu erwarten ist, wird der breite Einsatz dieser 

Substanz kontrovers diskutiert (21, 100).  

 

Dass S. aureus-assoziierte Infektionen gerade in den letzten Jahren und 

Jahrzehnten so an Bedeutung gewonnen haben, liegt unter anderem an der 

zunehmenden Resistenzentwicklung dieses Keimes (50). Methicillinresistente 

S. aureus-Stämme werden schon lange auf Verbreitung und Übertragungswege 

untersucht. Sie zeichnen sich nicht nur durch die Resistenz gegen alte β-

Lactam-Antibiotika aus, sondern zunehmend auch durch eine gleichzeitige 

Resistenz gegenüber anderen Antibiotika. Der unkontrollierte Einsatz von 

Antibiotika fördert die Zunahme dieser Resistenzen. Es ist zu befürchten, dass 

in den nächsten Jahren die Wirksamkeit des Ausweichantibiotikums Vanco-

mycin noch verloren geht (6, 91). 

 

  
1.2. Pathogenitätsfaktoren von S. aureus  
 

S. aureus verfügt über verschiedene Adhärenz- und Virulenzfaktoren mit 

unterschiedlichen Aufgaben. So können spezifische Bindungsproteine für die 

initiale Kolonisation exprimiert werden. Eine Anzahl von Oberflächenproteinen, 

welche als Adhäsine agieren, befähigen die Bindung von S. aureus an 

Matrixproteine (51) und andere Gewebsbestandteile wie beispielsweise 

Glykolipide (46) und Mukuskomponenten. Des Weiteren kann es auch zur 

direkten Bindung an Endothel- und Epithelzellen kommen. Dies ist für die 

initiale Kolonisation der Nase, Lunge, etc. von Bedeutung (37, 94).  
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S. aureus ist in der Lage, zum Schutz vor der lokalen Immunantwort des Wirtes, 

Abwehrproteine zu bilden. So wird von mehr als 95% aller S. aureus-Stämme 

das zellgebundene Protein A exprimiert, welches durch Bindung von humanem 

IgG die Opsonierung der Bakterien verhindert und damit wahrscheinlich einen 

Phagozytoseschutz vermittelt.  

 

S. aureus exprimiert eine Vielzahl von extrazellulären Virulenzfaktoren, 

hauptsächlich Exoenzyme und Exotoxine, welche maßgeblich für die 

Pathogenität des Bakteriums verantwortlich sind (48). Je nach Stamm können 

Invasine und/oder Toxine sekretiert werden, die für eine Infektion relevant sind. 

Ein Beispiel hierfür ist die Synthese so genannter pyogener Superantigene, 

welche für die S. aureus bedingte Lebensmittelintoxikation und den septischen 

Schock verantwortlich gemacht werden (5, 16, 81). Verschiedene Proteasen 

stehen im Verdacht, für die Inaktivierung von Wirtsproteinen eine Rolle zu 

spielen (4). Auch andere Toxine werden von S. aureus sekretiert, wie z. B. 

Exfoliativtoxine, Phosphoplipase C. Des Weiteren verfügt S. aureus über eine 

Anzahl an Hämolysinen. So ist das α-Toxin (Hämolysin, hla) der wahrscheinlich 

wichtigste Virulenzfaktor von S. aureus. Durch dieses sekretierte Protein kommt 

es zur Bildung von Poren auf der Zellmembran und damit zu einem Verlust des 

osmotischen Gleichgewichts der Zelle, was letztendlich zur Lyse der Zelle führt. 

Eine humanpathogene Bedeutung wird für das α-Toxin aufgrund der hohen 

Sensitivität von Thrombozyten, Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen 

gegenüber dem Toxin vermutet (28). 

  

 

1.3. S. aureus als Krankheitserreger 
 

Als potentiell pathogener Keim hat S. aureus vor allem als nosokomialer 

Erreger in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen (22). Durch invasive 

medizinische Eingriffe, Wunden und Immunsupression erhält S. aureus die 

Gelegenheit, die natürlichen Barrieren, wie z. B. die Haut und die Schleimhaut, 

zu überwinden und lokale wie auch systemische Infektionen zu verursachen. 
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Bei Menschen und Tieren kann er opportunistisch eine Vielzahl von milden bis 

lebensbedrohlichen Infektionen auslösen, wie z. B Abszesse, Mastitis, Pneu-

monien, Sepsis, Osteomyelitis, Toxic-Shock-Syndrom, Endokarditis und Wund-

infektionen (51). Die zum Teil schwerwiegenden Erkrankungen, meist pyogene 

Prozesse, hängen von dem Infektionsort, der Immunitätslage des Patienten und 

der Virulenz des Infektionsstammes ab (13, 84).  

  

So ist der Furunkel, die eitrige Parotitis und die Mastitis puerpalis patho-

gnomonisch für S. aureus. Sowohl die primäre hämatogene Osteomyelitis, eine 

oft im Kindesalter auftretende schwerwiegende Erkrankung, wie die sekundäre, 

posttraumatische oder postoperative Osteomyelitis können durch S. aureus ver-

ursacht werden (20). Lebensbedrohlich sind nach wie vor S. aureus-

Bakteriämien, deren Verlauf durch Endokarditis und Mikroabszessbildung in 

verschiedenen Organen erschwert wird und im septischen Schock enden kann 

(12, 40). Auch die S. aureus-Pneumonie ist durch ihre Neigung zur Abszess-

bildung mit einer hohen Mortalität verbunden (31).  

  

S. aureus kann durch die Vielzahl verschiedener Enterotoxine Erkrankungen 

hervorrufen. Die Ursache dafür sind Superantigene, welche im Infektionsherd 

gebildet werden können, oft aber auch außerhalb des Patienten gebildet 

werden, wie im Fall der Enterotoxinbedingten Gastroenteritis, wo das Toxin in 

der Nahrung gebildet wird (26).  

 

Das Toxic Shock Syndrome Toxin 1 (TSST1) ist eines der bekanntesten Toxine 

von S. aureus. Es verursacht das Toxic Shock Syndrome, eine Erkrankung, die 

meist in Zusammenhang mit der Menstruation, vor allem bei jungen Frauen 

auftritt und mit Exanthem, Fieber und Hypotonie einhergehen kann, bis hin zum 

vollständigen Organversagen (77). Eine andere Toxinvermittelte Erkrankung ist 

das Staphylococcal Scaled Skin Syndrom (SSSS). Sie kommt vorwiegend bei 

Neugeborenen und immunsupprimierten Menschen vor und geht mit einer 

lebensbedrohlichen Ablösung des Stratum corneum der Haut einher (49, 71).  
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1.4. S. aureus und Zystische Fibrose (CF) 
 
1.4.1. Zystische Fibrose: Ätiologie und Pathogenese 
 

Die Zystische Fibrose (CF) ist mit einer Prävalenz von 1:2500 die häufigste 

autosomal-rezessiv vererbbare Stoffwechselstörung in der Bundesrepublik 

Deutschland. Das für die Krankheit verantwortliche Gen befindet sich auf dem 

langen Arm des Chromosom 7 und wird als Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator Gene (CFTR-Gen) bezeichnet. Von über 500 beschrie-

benen Mutationen auf dem CFTR-Gen (9) lässt sich bei circa 70 % der CF-

Patienten, die Mutation ∆ F 508 nachweisen. Das CFTR-Gen kodiert für das 

Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Protein (CFTR), ein 

Membranprotein des cAMP-abhängigen Cl¯-Kanals. Bei den Mutationen des 

CFTR-Gens ist CFTR fehlerhaft angelegt. Dies führt zu einem erschwerten, 

epithelialen Na+-Cl--und HCO2-Transport (47, 85). Durch vermehrte Produktion, 

erhöhte Viskosität und veränderte Elektrolytzusammensetzung des Sekrets 

aller exokrinen Drüsen kommt es vor allem zu Komplikationen im Bereich der 

Atemwege und des Gastrointestinaltrakts (18, 19, 75). 

 

 

1.4.2. Zystische Fibrose: Klinische Manifestationen und Prognose 
 

Ein häufiges Frühsymptom in der Neugeborenenperiode ist die gastro-

intestinale Blockade (Mekonium-Ileus) (19). Ferner leiden die jungen Patienten 

aufgrund einer exokrinen Pankreasinsuffizienz unter Maldigestion und Gedeih-

störungen (90). Auch der endokrine Teil des Pankreas kann betroffen sein. Als 

Folge manifestiert sich später häufig ein Diabetes mellitus (54). Durch die 

unzureichende Chloridreabsorption in den Schweißdrüsen weist der Schweiß 

erhöhte Kochsalzwerte auf. Dies kann man sich in der Frühdiagnostik der 

Zystischen Fibrose, z. B. im Falle einer positiven Familienanamnese, zunutze 

machen, indem die Natrium-Chlorid-Konzentration des Schweißes bestimmt 

wird (57).  
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Die respiratorischen Probleme beginnen meist mit der Verstopfung der kleinen 

Bronchien. Das wasserarme, hochvisköse Lungensekret kann nicht, oder nur 

schlecht abfließen. Dadurch wird die Ausatmung erschwert und die Entstehung 

eines Emphysems begünstigt. Die Folge ist eine Vergrößerung des Totraumes 

und eine Verminderung des Atemvolumens. Das viskös veränderte mukoide 

Sekret im Bronchialtrakt begünstigt die Besiedelung mit Bakterien. Dadurch 

kommt es zur eitrigen Bronchitis, lobulären Pneumonie und segmentalen 

Atelektasen. Sekundär ist ein fibrotischer Umbau der betroffenen Organe die 

Folge (75).  

 

Circa 80-95 % der CF-Patienten sterben an respiratorischem Versagen (60, 

62). Aufgrund sich ständig weiterentwickelnder Diagnostik und Therapie hat 

sich die Lebensqualität jedoch inzwischen erheblich verbessert (73). Die 

mittlere Lebenserwartung in Deutschland ist auf über 30 Jahre angestiegen 

(38). 

 

 

1.4.3. Zystische Fibrose: Die Rolle von S. aureus  
 

Aufgrund des CFTR-Defektes entstehen in der Lunge von CF-Patienten lokale 

Entzündungen (17, 75). Die Lungenschädigung kann eventuell auch als Folge 

viraler Infektionen entstehen (55). Auch nichtspezifische Entzündungsvorgänge 

scheinen eine Rolle zu spielen. Bereits im Alter von 4 Wochen konnten im 

Bronchialsekret von CF-Kindern ohne positiven Nachweis von Bakterien oder 

Viren erhöhte Entzündungsparameter nachgewiesen werden (98). Die Vor-

schädigung der Lungenschleimhaut begünstigt die bakterielle Kolonisation.  

 

Pathognomonisch für die Zystische Fibrose ist die chronische bakterielle 

Lungenbesiedelung. Im Krankheitsverlauf lassen sich vor allem Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa), Haemophilus influenzae (H. influenzae) und S. 

aureus nachweisen (55). Diese konnte man bislang in Lungengewebsschnitten 

nur im Mukus darstellen, obwohl eine Bindung an das respiratorische Epithel 
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theoretisch möglich ist (44). Die spezifische Bindung von S. aureus zu 

Bestandteilen des Muzins wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen (44, 

83, 93, 95). 

 

S. aureus kann meist schon früh aus Rachenabstrichen, bzw. aus dem Sputum 

von CF-Patienten isoliert werden. Da die Infektion mit P. aeruginosa erst in 

höherem Alter zu erfolgen scheint, wird die Infektion der Lunge mit S. aureus 

als begünstigender Faktor für die spätere Infektion mit P. aeruginosa betrachtet 

(52, 85). Andererseits wurde beobachtet, dass P.aeruginosa das Wachstum 

von S. aureus durch bestimmte Enzyme behindern kann (7, 53). Die 

Lungeninfektion mit S. aureus scheint durch autologe Übertragung aus dem 

Nasen-Rachenraum zu geschehen. In rund 80 % der Fälle lässt sich derselbe 

Keim in der Nase wie im Sputum nachweisen (29). Bei anderen Patienten-

kollektiven konnte bereits die ausschlaggebende Rolle der Nasenkolonisation 

für nachfolgende Infektionen eindeutig belegt werden (44). Bislang gibt es keine 

Hinweise für CF-spezifische S. aureus-Stämme (29). 

 

 

1.4.4. Zystische Fibrose: Therapie 
 

Eine kausale Therapie der Zystischen Fibrose ist bislang nicht möglich. Im 

Vordergrund steht die Verbesserung der Lebensqualität durch Kompensation 

der Funktionsstörung betroffener Organe und die Hinauszögerung der 

lebenslimitierenden Schädigung der Lunge. Die Therapie stützt sich auf drei 

Säulen.  

 

Einerseits sind eine ergänzende Ernährung und eine erhöhte Kochsalz-Zufuhr 

erforderlich. Die fehlenden Pankreas-Enzyme, sowie nicht ausreichend 

gebildete Hormone müssen ersetzt werden. Ferner wird durch Physiotherapie 

und Inhalationen die Lungenfunktion verbessert. Der antibiotischen Therapie 

wird besondere Bedeutung zugemessen und ist insbesondere für S. aureus 

doch sehr umstritten (76, 87). Da es keine einheitlichen Richtlinien gibt, wird die 
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antibiotische Therapie von Zentrum zu Zentrum unterschiedlich gehandhabt. 

Der Grund dafür sind sich widersprechende Studienergebnisse. Während einige 

Autoren eine prophylaktische Dauertherapie gegen S. aureus befürworten (43, 

59, 99), halten andere eine intermittierende Therapie bei positivem 

Rachenabstrich für ausreichend (10, 82, 89). Auch hinsichtlich des Einflusses 

von Antibiotika auf die Nasenbesiedelung gibt es Widersprüche. Obwohl 

systemisch eingesetzte Antibiotika keine ausreichende Wirkung gegen die 

Keime der Nasenflora besitzen, zeigen epidemiologische Studien, dass CF-

Patienten ohne Antibiotikatherapie eine signifikant höhere Prävalenz von S. 

aureus  im Nasenvorhof aufweisen als Patienten mit Antibiotikatherapie oder 

die gesunde Population (29). Letztendlich kann man aber davon ausgehen, 

dass, auch wenn hauptsächlich Pseudomonas aeruginosa für den 

respiratorischen Verfall von CF-Patienten verantwortlich gemacht wird, eine 

durch S. aureus verursachte Infektion ohne antibiotische Therapie zur früheren 

Lungendestruktion des Patienten und damit zu einer verkürzten 

Lebenserwartung führt (36). 

 
 
1.5. Molekulare Adaptationsmechanismen von Bakterien 
 

Bakterien vermehren sich prinzipiell asexuell durch Zellteilung. Trotzdem 

verfügen sie über eine Anzahl von Mechanismen des Transfers von Erbgut, 

welche die Evolution der Bakterien mitbestimmen. Durch ,parasexuelle’ 

Prozesse können sowohl Resistenzmechanismen als auch Virulenzfaktoren 

ausgetauscht werden. Es gibt unterschiedliche molekulare Mechanismen, die 

zur Evolution der Bakterien beitragen. Veränderungen durch Mutationen finden 

kontinuierlich auf der Einzell-Zell-Ebene statt. Die meisten dieser Mutationen 

sind für das Bakterium schädlich und nur Mutanten mit einem Selektionsvorteil 

unter den entsprechenden Bedingungen  setzen sich in der Gesamtpopulation 

durch.  
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Bei der Rekombination werden DNA-Sequenzen interchromosomal oder 

intrachromosomal ausgetauscht (2). Dadurch entstehen neue Genom-

kombinationen und es können z. B. Resistenz-Determinanten zwischen Donor- 

und Empfänger-Stämmen übertragen werden. Bei der Transformation wird die 

,nackte’ DNA direkt von den Bakterienzellen aufgenommen, während die 

Transduktion mit Hilfe von Bakteriophagen abläuft. Als Konjugation wird eine 

durch Zell-zu-Zell-Kontakt stattfindende Übertragung von konjugativen 

Elementen der DNA bezeichnet  (Plasmide, konjugative Transposons).  

 

S. aureus wird als nicht kompetent für die Transformation angesehen. 

Deswegen sind Phagen wahrscheinlich die primären Vektoren des horizontalen 

Gentransfers und somit als wesentlich für die innerartliche Diversifikation 

anzusehen (64). Bislang konnten die ursächlichen Mechanismen der 

Phageninduktion noch nicht gänzlich geklärt werden. Dennoch häufen sich die 

Belege, dass Phagen bevorzugt während der Infektion induziert werden. Die 

Phagenmobilisierung während der Infektion kann als bedeutend sowohl für die 

evolutionäre Entwicklung der Spezies, als auch hinsichtlich der Pathogenese 

angesehen werden (1). Bei S. aureus sind gleich mehrere Virulezfaktoren, wie 

z. B. Enterotoxine, phagenkodiert. Weiterhin können die Phagen spezifisch in 

Gene für potentielle Virulenzfaktoren inserieren und diese dadurch inaktivieren 

(48, 66). 

 

 

1.6. Vergleichende Genomanalyse bei S. aureus und Typisierungs-
methoden  

 

In den letzten Jahren wurde die Evolution pathogener Mikroorganismen 

vermehrt diskutiert (24, 63). Die Nase kann als natürliches Reservoir von S. 

aureus angesehen werden und es ist daher anzunehmen, dass der Keim an 

diese Umweltbedingung im Laufe der Langzeitevolution gut angepasst ist. Zu 

selektiven Veränderungen kann es jedoch durch Antibiotikatherapie, die meist 

nicht zur Eradikation des Keimes aus der Nase führt, kommen. Daneben ist 
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vorstellbar, dass es auf Grund der veränderten Wachstumsbedingungen und 

der provozierten Immunreaktion nach Eindringen des Keimes in den Wirt, zu 

selektiven Veränderungen kommt. Solche Veränderungen könnten während der 

chronischen Lungeninfektion von CF-Patienten stattfinden. Für P. aeruginosa 

konnte bereits gezeigt werden, dass es bei Zystischer Fibrose zu spezifischen 

Veränderungen der Bakterien kommt. P. aeruginosae-Stämme von chronisch 

infizierten CF-Patienten zeichnen sich beispielsweise durch einen mukoiden 

Phänotyp und durch eine erhöhte Mutationsfrequenz aus (58, 68).  

 

Viele Gene, welche möglicherweise für die Virulenz und Anpassungsfähigkeit 

verantwortlich gemacht werden, sind mit so genannten mobilen Elementen 

assoziiert. Diese lassen sich hauptsächlich in Transposons, IS-Elemente, 

Bakteriophagen und Pathogenitätsinseln unterscheiden (48). DNA-Microarray-

Studien beweisen, dass der horizontale Gentransfer bei der Evolution von S. 

aureus eine ausschlaggebende Rolle spielt (25, 61). So wurde herausgefunden, 

dass das mec-Gen, welches für die Methizillinresistenz kodiert, mindestens 

fünfmal zwischen verschiedenen Genomtypen  transferiert wurde, und so 

methizillinresistente Stämme polyklonal sind (25). Es gibt Grund zur Annahme, 

dass der horizontale Transfer nicht nur unter Bakterien, sondern auch zwischen 

Prokaryonten und Eukaryonten stattfindet. So wurde bei der Aufschlüsselung 

des Genoms von S. aureus ein Gen für einen Urat-Transporter entdeckt, 

welches homolog in Vertebraten zu finden ist (48). Anhand der 

Genomsequenzierdaten wird der Anteil der durch horizontalen Gentransfer 

erworbenen Gene bei S. aureus auf bis zu 50 % geschätzt (48). Über die 

Frequenz von Mutations- und Rekombinationsereignissen, sowie über die 

relativen Bedingungen, die zur Veränderung von Bakterienpopulationen führen, 

ist wenig bekannt.  

 

Grundlegend neue Einblicke in die evolutionären Veränderungen bakterieller 

Genome wurden erst mit der Entwicklung und Verwendung molekularer 

Typisierungsmethoden und der vergleichenden Genomanalyse möglich (63). 

Durch den Vergleich von Genomtypen und der Beobachtung von genetischen 
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Veränderungen wird versucht, auf ursprüngliche Genomtypen, bzw. Klone 

zurückzuschließen (25, 86). Klone sind Organismen, welche aus einem 

Parentalstamm, durch Vervielfältigung (Zellteilung) entstanden sind und 

dadurch die gleiche genetische Ausstattung haben. Veränderungen eines Klons 

sind durch Mutation oder Rekombination möglich (2, 23, 86). Man nimmt an, 

dass sich einige Bakterienspezies im Laufe der Zeit durch Rekombination so 

stark veränderten, dass das ursprüngliche Genom nicht mehr erkennbar ist. 

Verschiedene phäno- und genotypische Methoden wurden zur Typisierung von 

S. aureus-Stämmen eingesetzt. 

 

Die Phagentypisierung wird seit über 25 Jahren zur Differenzierung von S. 

aureus-Stämmen durchgeführt. Die unterschiedlichen S. aureus-Stämme 

werden aufgrund ihrer Empfänglichkeit für eine Auswahl von Bakteriophagen 

klassifiziert. Andere Eigenschaften des Bakteriums werden außer acht 

gelassen. Eine definitive Aussage über die klonale Verwandtschaft von S. 

aureus-Stämmen kann mit dieser Methode nicht getroffen werden (70). 

 

Mit den klassischen Methoden die zur Phänotypisierung eingesetzt werden, 

können klonale Zusammenhänge in der Regel nicht aufgeklärt werden. Erst 

durch die Entwicklung molekulargenetischer Techniken wurde dies möglich. Auf 

dieser Ebene haben sich im Laufe der Jahre mehrere Typisierungsmethoden 

etabliert. Eine molekulare Typisierungsmethode ist die agr-Typisierung. Das 

accessory-gene-regulator-Operon (agr) ist eines mehrerer globaler 

Regulatoren, die die Expression von Genen bei S. aureus koordinieren. 

Untersuchungen haben ergeben, dass durch agr die Synthese der meisten 

Virulenz-Gene und anderer extrazellulärer Proteine kontrolliert wird (27). 

Bezüglich des Polymorphismus im agr-Lokus lassen sich die verschiedenen 

Stämme von S. aureus in vier Gruppen unterteilen (I-IV). Maßgeblich für die 

Unterteilung von S. aureus in vier Gruppen ist ein vom agrD produziertes 

extrazelluläres Octapeptid, bekannt als autoinduzierendes Peptid (AIP) und 

dessen Rezeptor agrC. Beide Peptide unterliegen einer hohen Variabilität (39, 

41). Diese Methode ist nur für eine grobe Klassifizierung geeignet. Aufgrund der 
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Stabilität der agr-Loci ist diese aber gut reproduzierbar und die agr-Typen 

stellen wahrscheinlich ursprüngliche klonale Linien dar (66). 

 

Circa 90% der S. aureus-Stämme produzieren über das cap-Gen eine 

Polysacharidkapsel. Bislang konnten 11 Kapseltypen unterschieden werden, 

die in cap1 bis cap11 klassifiziert werden (88). 80% der S. aureus-Isolate sind 

cap5 oder cap8 zuzuordnen. Durch die Kapseltypisierung können nahezu alle 

S. aureus-Stämme in zwei Hauptgruppen untergliedert werden. Diese Methode 

ist, wie die agr-Typisierung, durch die Stabilität des untersuchten Merkmals 

gekennzeichnet. 

 

Durch die Entwicklung der Multilocus-Sequenz-Typisierung Methode (MLST), 

eine Methode die aus der Multilocus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) hervorgeht 

und sich auf die  unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit von 

Enzymen stützt, können Verwandtschaftsgrade verschiedener Stämme 

innerhalb einer Bakterienspezies ermittelt werden (86, 102). Sie basiert auf der 

Sequenzierung von internen Fragmenten (etwa 450 - 500 bp) von sieben 

,house-keeping’-Genen. Subpopulationen einer Bakterienspezies werden durch 

die unterschiedlichen Allel-Profile dieser Gene definiert (24) Die detektierten 

Punktmutationen können als Maß für die vertikale Evolution der Spezies 

verwendet werden (67). Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass nicht nur 

Punktmutationen erfasst werden, sondern anhand der Kongruenz der 

deduzierten Stammbäume auch auf Rekombinationsereignisse geschlossen 

werden kann (23). Durch diese Methode konnte festgestellt werden, dass 

unterschiedliche Bakterienspezies über unterschiedlich hohe 

Rekombinationsraten verfügen. Während sich beispielsweise Salmonella 

enterica durch eine uniforme klonale Populationsstruktur auszeichnet, ist diese 

in anderen Spezies, wie z. B. Helicobacter pylori auf Grund hoher 

Rekombinationsraten nicht mehr erkennbar (24). Dies kann durch die hohe 

Kompetenz dieser Spezies zur Transformation, also zur Aufnahmefähigkeit von 

freier DNA, erklärt werden. 

 

 14



Als Goldstandard der molekularen Typisierungsmethoden hat sich die Puls-

Feld-Gel-Elektrophorese (PFGE) durchgesetzt (32, 92). Mit dieser Methode 

unterscheidet man Bakterienstämme nach Anzahl und Länge von DNA-

Fragmenten. Durch den Einsatz von Restriktionsenzymen, welche an seltenen 

Nukleotidsequenzen schneiden, erhält man für jeden Klon ein typisches 

Fragmentmuster. Die PFGE erfasst Fragmentlängenunterschiede und somit 

DNA-Sequenzveränderungen, welche auf unterschiedliche Ursachen 

zurückzuführen sind, wie z. B. Punktmutationen, Insertionen, Deletionen usw. 

(80). Durch Bandenmustervergleiche lassen sich Verwandtschaftsgrade 

aufstellen. Aufgrund der hohen Diskriminationsfähigkeit stellen Stämme mit 

identischem, bzw. sich ähnlichem Bandenmuster klonale Komplexe dar. 

 

PFGE-Typisierung hat sich als Methode zur Stammdiskriminisation bewährt 

(29, 32). Durch Bandenmustervergleiche lassen sich Subtypen (Klone) von 

Stämmen identifizieren (8, 80). Als Subtypen werden Stämme anerkannt, 

welche sich in nur wenigen Banden vom Originalstamm unterscheiden. Eine 

Bandenmusterveränderung könnte auf einen genetischen Transfer hinweisen, 

da die Veränderung auf eine Rekombination im Genom zurückzuführen ist. 

Somit scheint PFGE eine Methode zu sein, die zur Aufklärung klonaler 

Beziehungen geeignet ist. Studien haben ergeben, dass die Ergebnisse der 

PFGE gut mit den Ergebnissen der MLST korrelieren (33, 72).  

 

 

1.7. Zielsetzung der Studie 

 

Während früherer molekular-epidemiologischer Studien der Arbeitsgruppe, 

wurde beobachtet, dass sich S. aureus-Folgeisolaten von CF-Patienten durch 

einzelne Veränderungen im Restriktionsfragmentmuster nach PFGE 

unterscheiden. Es ist daher anzunehmen, dass es im Laufe der Infektion zu 

bakteriellen Genomveränderungen kommen kann. 
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Ziel dieser Studie war es, Genomveränderungen während Kolonisation und 

Infektion systematisch zu erfassen und die Frequenz solcher Ereignisse zu 

bestimmen. Es sollte insbesondere untersucht werden, inwieweit diese während 

der chronischen Lungeninfektion bei CF-Patienten häufiger auftreten als 

während der asymtomatischen S. aureus-Kolonisation der Nase gesunder 

Individuen. Weiter sollte geklärt werden, ob dies gegebenenfalls mit dem 

Vorkommen CF-spezifischer S. aureus-Stämmen assoziiert ist.  

 

Hierfür sollten S. aureus-FoIgeisolate von CF-Patienten und Nasenabstrichen 

gesunder Menschen gesammelt und mittels Puls-Feld-Gel-Elektrophorese 

typisiert werden. Nur Individuen, die zwischen zwei Probenahmen mit dem 

gleichen Stamm besiedelt waren, sollten eingeschlossen werden. Die Stamm- 

(Klon-) Definition sollte primär über die PFGE erfolgen, jedoch durch weitere 

Typisierungsmethoden überprüft werden. Veränderungen im Restriktions-

fragmentmuster von Folge-Klonen wurden als Genomveränderungen definiert.  

 

Ein weiteres Ziel war, aufzuklären ob Genomveränderungen in vitro durch 

mehrfache Subkultivierung unter normalen wie unter Stressbedingungen 

beobachtet werden können. Hierzu sollten ausgewählte Stämme, bei denen in 

vivo Genomveränderungen beobachtet wurden, sowie der prototypische 

Laborstamm RN6390 verwendet werden.   
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2.  MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1. Chemikalien, Enzyme, Molekulargewichtsstandart, Materialien und 

Geräte 
 
Chemikalien 

 

Agarosen: 

- Seakem GTG     FMC, Biozym, Hess. 

Oldendorf 

- Low melting point      Biorad München 

- DNA        Biozym, Hess. Oldendorf 

- Small DNA       Biozym, Hess. Oldendorf 

Borsäure       Merck, Darmstadt 

Brij 58        Serva, Heidelberg 

BSA        Roche, Mannheim 

Casamino acid      Difco, Augsburg 

dNTPs       Roche, Mannheim 

EDTA        Merck, Darmstadt 

EGTA        Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid      Serva, Heidelberg 

Glucose       Merck, Darmstadt 

Glycerophosphat      Merck, Darmstadt 

Hefeextrakt       Difco, Augsburg 

HCL        Merck, Darmstadt 

Laurylsarcosin      Sigma, München 

NaCl        Merck, Darmstadt 

Na-Desoxycholat      Serva, Heidelberg 

Na2EDTA x 2 H2O      Merck, Darmstadt 

NaOH        Merck, Darmstadt 

Nuclease- freies H2O     Promega, Mannheim 

 17



PCR-Purification-Kit     Qiagen, Hilden 

Primer        Invitrogen, Karlsruhe 

StaphaurexMurex,      Burgwedel 

Tris        Gibco BRL, Berlin 

TSB        Oxoid, Wesel 

 

 

Enzyme 

 

Dra I        Roche, Mannheim 

Lysostaphin       Ambi, USA 

Proteinase K       Sigma, München 

Polymerase Taq Hot Star     Qiagen, Hilden 

SmaI        Roche, Mannheim 

 

 

Molekulargewichtsstandart 

 

Lamda Concatamere     Biorad, München 

pGEM        Promega, Mannheim 

1 kb-Ladder       Invitrogen, Karlsruhe 

100 bp DNA Ladder      Invitrogen, Karlsruhe 

 

 
Materialien 

 

Schafsblutagarplatten     Heipha, Heidelberg 

Mannitolagarplatten      Heipha, Heidelberg 

Gusskammern      Biorad, München 
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Geräte

 

UV/visible       Pharmacia 

Chef DrII PFGE      Biorad, München 

Densitometer CS1      Cybertech, Berlin 

Bildverarbeitungsprogramm 

WINCAM 2.2       Cybertech, Berlin 

PCR-Maschine                Hybaid, Heidelberg 

 

 
2.2. Medien und Stammlösungen 

 

CYPG: 10 g Casamino acid, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl mit 

destilliertem H20 auf 935 ml auffüllen und 

autoklavieren. Sterilfiltrierte 20% Glucoseund 1,5 M  

Glycerophosphat zugeben. 

 

blue juice: 50 Prozent Glycerin, 1mM EDTA pH 8,0, 0,25% 

Bromphenolblau 

 

dNTP-Mix: 10mMdATP, 10mMdCTP, 10mMdGTP, 10mMdTTP 

 

50x TAE: 2 M Tris-HCl, 1 M Essigsäure, 0,1 M EDTA, pH 8,2 

 

TSA:    1,5 g Agar auf 1 Liter TSB 

 

TSB:    30 g TSB für 1 Liter 

 

5xTBE:   0,05 M Tris, 0,05 Borsäure, 0,1 mM Na2EDTA, pH8,2 

 

10xTE:   10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,0 
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2.3. Untersuchungsmaterial 
 

Für die Studie wurden S. aureus-Isolate aus Sputen, Rachen- und 

Nasenabstrichen von 118 CF-Patienten im Alter zwischen 1 und 25 Jahren aus 

Münster, Tübingen und Florenz, wie auch aus Nasenabstrichen von 208 

gesunden Probanden im Alter zwischen 10 und 60 aus Tübingen und 

Umgebung untersucht. Die S. aureus-Isolate stammten größtenteils aus den 

seit 1994 gesammelten eigenen Isolat-Beständen der Arbeitsgruppe. Ferner 

wurden uns 38 Folge-Isolate von 5 CF-Patienten aus Münster geschickt. Auch 

aus Münster stammten 11 Folge-Isolate aus Nasenabstrichen eines Patienten, 

der unter dem Darier-Sydrom litt, einer S. aureus-assoziierten Hauterkrankung. 

Nur Folgeisolate des gleichen Genomtyps von S. aureus wurden in die Studie 

aufgenommen. Hiermit reduzierten sich die Patientengruppe und die Kontroll-

personen jeweils auf 26 bzw. 38 Individuen. Bei 11 Patienten wurden zwei 

Folgeisolate mit einem Intervall gesammelt, bei sieben Patienten konnten 

Isolate mit jeweils zwei Intervallen sichergestellt werden. Weitere drei Patienten 

lieferten vier Folgeisolate mit drei Intervallen. Ein Patient wies in fünf auf-

einander folgenden Isolaten den gleichen S. aureus-Genomtyp mit vier 

Intervallen auf. Sieben Folgeisolate mit sechs Intervallen wurden bei jeweils drei 

Patienten gesammelt. In der Kontrollgruppe ließen sich bei 23 Personen 

Folgeisolate mit einem Intervall sicherstellen, zwei Intervalle bei sieben 

Personen. Bei weiteren sieben Individuen wurden vier Folgeisolate mit drei 

Intervallen gesammelt, sowie fünf Folgeisolate bei einer Person.  Die Intervall-

Länge variierte in der CF-Gruppe zwischen 6 und 538 Tagen (im Durchschnitt 

91 Tage) und in der Kontrollgruppe 31 und 304 Tagen (im Durchschnitt 133 

Tage). Alle Isolate wurden zur Auswertung mittels zwei Restriktionsenzymen 

(SmaI, Csp I) verdaut und durch Puls-Feld-Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Die 

Ergebnisse der PFGE wurden durch Kapsel-, Phagen- und agr-Typisierung 

verifiziert. 
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2.4. Isolierung von Staphylococcus aureus 

 

Zur Isolierung von S. aureus wurden Abstrichproben und Sputen auf 

Schafblutagar und Mannitolagar ausgestrichen und 24 Stunden bei 37 °C, 

inkubiert. Durch die typische Kolonienmorphologie sowie mit Hilfe des Farb-

Indikators auf Mannitol wurden mögliche Einzelkolonien subkultiviert und mittels 

Staphaurex-Test als S. aureus identifiziert. Reinkulturen wurden in 1ml 

Medium/Glycerin (3:1) bei -70°C aufbewahrt. 

 
 
2.5. Typisierung von Staphylococcus aureus-Isolaten mittels PFGE 

 

2.5.1. DNA-Isolierung 

 

Die Staphylococcus-aureus-Isolate wurden über Nacht (ÜN) in 5 ml TSB 

angezogen. Die Bakterien wurden entsprechend einer OD600 = 0,5 mit 12000g 

für 5 min bei 4°C geerntet. Das Pellet wurde mit 1ml Waschlösung (10mM Tris-

HCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M NaCl pH 7.5) gewaschen und in 100 µl 

derselben Waschlösung resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde auf 

55°C erwärmt und mit 100 µl 2% low melting point Agarose (in TE, pH 8.0), die 

ebenfalls auf 55 °C gehalten wurde, vermischt. Die Lösung wurde in 

vorgefertigte Gusskammern pipettiert und für 20 min bei 4 °C ausgehärtet. Die 

Agaroseblöckchen wurden in 1 ml Lysepuffer (6 mM Tris - HCl, 100 mM EDTA, 

1 M NaCl, 0,5% Brij 58, 0,2% Na-Desoxycholat, 0,5% Laurylsarcosin pH 7.6) + 

100 µg/ml Lysostaphin überführt und ÜN bei 4 °C unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Danach wurde der Lysepuffer durch 1 ml Proteolysepuffer (0,25 M 

EDTA, 20 mM EGTA, 1% Laurylsarcosin pH 9.0) + 500 µg/ml Proteinase K 

ersetzt und für 24 h inkubiert. Nach 12 h erfolgte ein Wechseln des 

Proteolysepuffers. Abschließend wurden die Blöckchen 5 x mit 1 x TE, pH 8 bei  

4 °C unter Schütteln gewaschen. Sie konnten in 0,5 M EDTA bei 4 °C für 

mehrere Monate aufbewahrt werden. 
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2.5.2. Restriktionsverdau 

 

Für den Restriktionsverdau wurde ein ca. 2 mm großes Stück der       

Agaroseblöckchen abgeschnitten und in TE zum Entfernen des EDTAs 

gewaschen. 

 

Restriktionsansatz mit SmaI (200 µl) : 

 

Probe      ca. 100µl 

10x Puffer    20µl 

BSA (20 mg/ml)   1µl 

Nuclease-freies- H20                  78µl 

SmaI (20 U/µl)                     1µl 

 

Restriktionsansatz mit Csp I (200 µl) : 

 

Probe                                          ca. 100µl 

10x Puffer                          20µl 

BSA (20 mg/ml)                      1µl 

Nuclease-freies- H20                  78µl 

Eag (20 U/µl)   1µl 

 

Die Inkubation erfolgte bei 25 °C mit SmaI und bei 37 °C mit CspI ÜN. Die 

Reaktion wurde durch Zugabe von 500 µl TE gestoppt. 

 

 

2.5.3. Elektrophorese 

 

Für die Elektrophorese wurde ein 1% Agarosegel (Seakem GTG) in 0,5 x TBE 

mit  0,5 x TBE als Laufpuffer verwendet. Als Molekulargewichtsstandard wurden 

Lamda- Concatamere eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 200 V mit 
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Pulszeiten von 1 - 45 s für 24 h bei 12 °C. Nach dem Lauf wurde das Gel in 0,5 

x TBE mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid gefärbt und auf einem Transilluminator mit 

einer Videokamera aufgenommen und digitalisiert. 

 

 
2.6. Polymorphismus des agr-Locus und des cap-Locus 

 
2.6.1. DNA-Isolierung 
 

Zur Isolierung der DNA wurden die Isolate in 5 ml TSB ÜN angezogen. Davon 

wurde je 1 ml bei 10.000 upm 3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgesaugt, danach wurde das Pellet mit 500 µl 1x TE gewaschen. Dem Pellet 

wurden 500 µl 1x TE und 3 µl Lysostaphin zugefügt und die Proben 20 Minuten 

bei 37° C inkubiert. Anschließend wurde den Proben 500 µl Proteolysepuffer 

und 5 µl Proteinase K zugesetzt. Es folgte eine Inkubationszeit von 1 Stunde 

bei 50° C. Die Proteinase K wurde anschließend 10 Minuten lang bei 94° C 

inaktiviert. Die isolierte DNA wurde für den Einsatz in die PCR 1:100 oder 1:10 

verdünnt und im Kühlschrank aufbewahrt. 

2.6.2. PCR 
 

Folgende Primer wurden für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt: 

agr1801 5’- ACCAGTTTGCCACGTATC - 3’ 

agr3668 5’- TAAACCACGACCTTCACC - 3’ 

cap5  5´- GAAAGTGAACGATTAGTAGAA - 3´ 

  5´- GTACGAAGCGTTTTGATAGTT - 3´  

cap8  5´- GTGGGATTTTTGTAGCTTTT - 3´ 

  5´- CGCCTCGCTATATGAACTAT - 3´ 
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PCR-Mix (50 µl Ansatz): 

Die in Tab. 1 aufgeführten Reagentien wurden für den PCR-Ansatz verwendet. 

 

 

Tabelle 1: Für den PCR-Ansatz verwendete Reagentien. Gesamtmenge 
des Ansatzes beträgt 50 µl. 

 

Reagenz Menge 

10x Reaktionspuffer 5 µl 

dNTP-Mix 4 µl 

MgCl2 (25mM) 2 µl 

Primer 1 1 µl 

Primer 2 1 µl 

Nuclease-freies H20 34,5 µl 

Polymerase Taq Hot Star 0,5 µl 

DNA-Template 2,0 µl 

 

 

 

Für die Amplifikation wurde das in Tab. 2 beschriebene Temperaturprofil 

verwendet. 
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Tabelle 2: Temperaturprofil für die DNA-Amplifikation in der PCR 

Temperatur Zeit  
Anzahl 
Zyklen 

94°C 15 min 
Aktivierung der 

Polymerase 
 

94°C 1 min Denaturierung 

55°C   - 0,9°C pro 

Zyklus 
1 min Annealing 

72°C 2 min Verlängerung 

10 Zyklen 

94°C 1 min Denaturierung 

47°C 1 min Annealing 

72°C 2 min Verlängerung 

30 Zyklen 

72°C 10 min Verlängerung  

 

 

Je 5 µl des PCR-Produkts wurden mit je 3 µl blue juice gemischt, auf ein 

1%iges Ethidium-Bromid enthaltendes Agarose-Gel aufgetragen und mithilfe 

von UV-Licht sichtbar gemacht. 

 

 

2.6.3. Sequenzierung 

 

Die PCR-Fragmente wurden mit einem PCR-Purifikations-Kit gereinigt und in 

einem externen Labor (4baselab, Reutlingen) sequenziert. 
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2.6.4. Restriktionsverdau mit DraI 
 

Der Restriktionsverdau wurde mit dem Enzym DraI durchgeführt (Tab. 3). 

 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms DraI TTT / AAA 

AAA / TTT 

Tabelle 3: Für den Ansatz des Restriktionsverdaus verwendete 
Reagentien. Gesamtmenge des Ansatzes: 20 µl. 

 

Reagenz Menge 

DNA aus PCR 7 µl 

10x Puffer 2 µl 

Restriktionsenzym 1 µl 

BSA 1 µl 

Nuclease-freies H20 9 µl 

 

 

Die Inkubationszeit betrug 4 h bei 37°C. 

 

Je 10 µl des Ansatzes für den Restriktionsverdau wurden mit 3 µl blue juice 

gemischt, auf ein 3%iges, Ethidium-Bromid enthaltendes Agarose-Gel 

aufgetragen und mithilfe von UV-Licht sichtbar gemacht. 

 

Anhand des Restriktionsmusters konnten alle Isolate einem der vier bekannten 

agr-Gruppen (I-IV), bzw. einem cap-Locus (cap5 oder cap8) zugeordnet 

werden. 
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2.7. In vitro follow-up-Isolate 

 

2.7.1. Subkultivierung auf Festmedien 
 

Fünf ausgesuchte S. aureus-Stämme - zwei Isolatpaare, welche in vivo 

Genomveränderungen gezeigt hatten und zusätzlich der Laborstamm RN6390 

(Novick) - wurden auf Veränderungen in vitro analysiert. Für die Untersuchung 

wurden die Isolate auf  Schafblutagar ausgestrichen und bei 37 °C bebrütet. 

Nach 24 °C wurden Einzelkolonien auf eine frische Blutagarplatte überimpft und 

wiederum bei 37 °C inkubiert. Diese Prozedur wurde 33 Mal wiederholt. Circa 

jede 10 Kultur wurde in 1ml Medium/Glycerin (3:1) bei -70 °C aufbewahrt. Alle 

Platten wurden visuell ausgewertet und auf phänotypische Veränderungen 

untersucht (Hämolyse, Morphologie). Phänotypisch veränderte Kolonien 

wurden separiert, subkultiviert und ebenfalls aufbewahrt. 

 
 
2.7.2. Subkultivierung in Flüssigmedien 

 

Zwei ausgesuchte S. aureus-Stämme wurden in 5 ml eines flüssigen Mediums 

(CYPG) angeimpft. Diese waren der Laborstamm RN6390 und ein Isolat, 

welches eine Veränderung im PFGE-Bandenmuster gezeigt hatte. Nach 48 

Stunden Bebrütung bei 37 °C wurde die Kultur in neue 5 ml CYPG überimpft. 

Dies wurde 14-mal wiederholt. Zur visuellen Kontrolle über möglich 

aufgetretene Veränderungen, wurde jede dritte bis vierte Kultur auf 

Schafblutagar ausgestrichen. War eine phänotypische Veränderung (Hämolyse, 

Morphologie) sichtbar, wurden Varianten separat isoliert und eingefroren. Bei 

der ersten und der zehnten Kultur wurde nach jeweils 16 h wie 48 h eine 

Keimzahlbestimmung durchgeführt. Dafür wurden serielle Verdünnungen der 

Bakterienkultur in 0,9% NaCl vorgenommen auf Schafblutagar ausgestrichen 

und die Lebendkeimzahl bestimmt. Die erste und die letzte Bakterienkultur 

wurde auf Blutagar ausgestrichen und in 1ml Medium/Glycerin (3:1) bei - 70 °C 

aufbewahrt. 
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2.8. Statistische Analyse 

 

Die Transformationsrate wurde sowohl in der CF-Gruppe als auch in der 

Kontrollgruppe nach der Maximum-Likelihood-Methode geschätzt. Es wurde 

eine Exponential-Verteilung bis zu dem Zeitpunkt einer Veränderung 

angenommen. Wurde eine Veränderung in einem Zeitraum der Länge t 

beobachtet, ließ sich der Beitrag zur Wahrscheilichkeit durch die Formel, 

 

1 - exp (- λ t) 

 

ausdrücken, wobei λ für die zu schätzende Transformationsrate steht. Der 

Kehrwert von λ ist die angenommene Zeit bis zur Veränderung. Im Fall, dass 

keine Veränderung in einem Zeitraum der Länge t stattgefunden hatte, 

entsprach der Beitrag zur Likelihood  

 

exp (- λ t). 

 

Damit die Beobachtungen mit dem Modell verglichen werden konnten (Abb. 3), 

wurden für die Zeiten, bis zu einer Veränderung Kaplan-Meier Kurven 

errechnet. Diese Zeiten wurden gemäß einer Gleichverteilung innerhalb des 

Beobachtungsinterwalles zufällig eingesetzt. Zeitintervalle, in denen keine 

Veränderung stattfand, zählten für die Kaplan-Meier Schätzung als zensierte 

Beobachtungen. 
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3. ERGEBNISSE 
 
 
3.1. Erfassung von klonalen S. aureus-Folgeisolaten  
 

Für die systematische Erfassung von Genomveränderung während Infektion 

und Kolonisation wurden Folgeisolate von CF-Patienten und gesunden 

Kontrollpersonen gesammelt. Ausgehend von der Stammsammlung der 

Arbeitsgruppe wurden alle bereits typisierten Isolate von CF-Patienten sowie 

von gesunden Kontrollpersonen, die dem gleichen Genomtyp zugeordnet 

wurden, ausgewählt. Ferner wurden von einer Arbeitsgruppe aus Münster 

Folgeisolate von 5 CF-Patienten und einem Patienten, der unter dem Darier-

Syndrom leidet, über Jahre hinweg gesammelt. Alle Isolate wurden noch einmal 

ausgestrichen und typisiert. Im Studienverlauf wurden weitere Nasenabstriche 

von gesunden Personen aus Tübingen und Umgebung gesammelt, 

ausgestrichen und typisiert.  

 

Alle Isolate wurden durch PFGE typisiert. Zur Typisierung der Bakterienstämme 

wurde die DNA mittels PFGE aufgetrennt und die Bandenmuster sowohl visuell 

als auch computerunterstützt ausgewertet. Es wurden Restriktionsenzyme 

eingesetzt (SmaI, Eag), welche an seltenen Nukleotidsequenzen angreifen, so 

dass die DNA in relativ große Fragmente unterteilt werden konnte. Die Folge-

isolate eines Patienten oder einer Kontrollperson wurden immer in fortlaufender 

Reihenfolge auf einem PFGE-Gel analysiert. Dies erlaubte den direkten 

visuellen Vergleich von Folgeisolaten. Genomveränderungen wurden durch 

zusätzliche, fehlende oder in der Größe unterschiedliche Banden detektiert.  

 

Für die Auswertung wurden die erhaltenen Bandenmuster in eine eigens dafür 

etablierte Datenbank eingelesen und ihr Verwandtschaftsgrad untereinander 

durch den Dice-Koeffizienten berechnet.   
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Für die Analyse von Genomveränderungen während der Infektion wurden nur 

Individuen berücksichtigt, bei denen sich an mindestens zwei aufeinander-

folgenden Entnahmezeitpunkten der gleiche Genomtyp feststellen ließ. Unter 

dieser Bedingung ließen sich 93 Isolate von 26 CF-Patienten und 102 Isolate 

von 38 gesunden Testpersonen für diese Studie sicherstellen. 27 Folgeisolate 

stammten aus der Nase eines Patienten mit Morbus Darier, einer S. aureus-

assoziierten Hautkrankheit.  

 

 

38

11

52

102

Münster CF

Münster M.Darier

Tübingen CF

Tübingen
Kontrollen

 
Münster CF: Isolate von an Zystischer Fibrose erkrankten Individuen aus Münster 
Münster M.Darier: Isolate von einer unter Morbus Darier leidenden Person aus Münster 
Tübingen CF: Isolate von an Zystischer Fibrose erkrankten Individuen aus Tübingen 
Tübingen Kontrollen: Isolate von gesunden Individuen aus Tübingen und Umgebung  
 
Abbildung 1: Anzahl und Herkunft aller Individuen, die an der Studie    
      teilgenommen haben 
 
 

In Tabelle 4 und Tabelle 5 ist ein Überblick aller analysierten Isolate aufgeführt 
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Tabelle 4: Fälle 
 

       
Patient Isolat-Nr. 1 Isolat-Nr. 2 Intervall (Tage) Quelle GT Veränderung

       
       

Ital.B CG29B CG17A 59 Sputum 17 ja 
       

Ital.E CG7A CG27 112 Sputum 1 nein 
       

Ital.G CG12 CG18 84 Sputum 108 nein 
       

Ital.J CG8B CG23C 63 Sputum 2 ja 
       

MH M96 M97 21 Rachen 109 nein 
MH M97 M99 14 Rachen 109 nein 

       
LF M90 M91 42 Rachen 16 nein 
LF M93 M94 14 Rachen 16 nein 
LF M94 CFS56B 12 Rachen 16 nein 

       
SE M46 M47 87 Rachen 36 ja 
SE M47 M48 14 Rachen 36 nein 

       
NE M30 M31 32 Rachen 36 nein 
NE M31 M44 86 Rachen 36 nein 

       
D s87 s90 450 Rachen 7 ja 
D s94 s96 391 Sputum 7 nein 
       

H s105 s107 78 Sputum 2 nein 
H s107 s109 419 Sputum 2 nein 
H s113 s116 119 Sputum 16 ja 
H s122 s124 127 Sputum 16 nein 
H s124 s126 110 Sputum 16 nein 
H s126 s129 157 Sputum 16 ja 
       

RK M61 M62 36 Rachen 54 nein 
RK M62 M70 70 Rachen 54 nein 
RK M70 CFS67A 6 Sputum 54 nein 

       
K s134 s136 88 Rachen 109 nein 
K s136 s137 90 Rachen 109 nein 
K s137 s142 537 Rachen 109 nein 
K s142 s145 280 Rachen 109 nein 
K s145 s147 299 Sputum 109 nein 
K s147 s148 122 Rachen 109 ja 
       

Ku s151 s152 176 Sputum 1 nein 
Ku s152 s155 262 Sputum 1 ja 
Ku s155 s158 293 Sputum 1 ja 
Ku s158 s161 167 Sputum 1 nein 
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Patient Isolat-Nr. 1 Isolat-Nr. 2 Intervall (Tage) Quelle GT Veränderung

       
       

Ku s164 s165 133 Sputum 1 nein 
Ku s165 s168 285 Sputum 1 ja 

       
R s62 s64 155 Sputum 31 nein 
R s64 s72 314 Sputum 31 ja 
R s80 s84 266 Sputum 31 ja 
       

YD CFS42 CFS392 112 Sputum 2 nein 
       

MF CFS46 CFS72 14 Sputum 2 ja 
MF CFS72 CFS430 132 Sputum 2 nein 

       
SS CFS498 CFS511 41 Sputum 19 nein 
SS CFS511 CFS515 8 Sputum 19 nein 

       
MZ CFS562 CFS579 14 Sputum 48 nein 

       
ME CFS41 CFS513 225 Sputum 19 nein 

       
ST CFS218 CFS370 34 Sputum 36 nein 
ST CFS370 CFS488 57 Sputum 36 nein 
ST CFS488 CFS512 54 Sputum 36 nein 

       
SK CFS425 CFS555 96 Sputum 7 ja 

       
UG CFS479 CFS556 85 Sputum 17 nein 

       
18cf i54 k150 304 Sputum 17 ja 

       
33cf i101 i102 91 Sputum 2 nein 
33cf i102 k106b 304 Sputum 2 ja 
33cf f1 f2 91 Sputum 88 nein 
33cf f2 f4 304 Sputum 88 nein 

       
37cf i123 i124 91 Sputum 40 nein 
37cf k119 k145 182 Sputum 2 ja 

       
43cf i149 i150 91 Sputum 16 nein 

       
       

GT: Genomtyp 
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Tabelle 5: Kontrollen 
 

       
Patient Isolat-Nr. 1 Isolat-Nr. 2 Intervall (Tage) Quelle GT Veränderung

       
       

15V k77 k15 182 Nase 7 nein 
       

17V i55 i56 91 Nase 49 nein 
       

38M i 126  i 127 91 Nase 19 nein 
38M i 127 k59 304 Nase 19 nein 

       
3V i3 i4 91 Nase 36 nein 
3V i4 k62 91 Nase 36 nein 
3V k62 k1 182 Nase 36 nein 

       
3M i1 i2 91 Nase 15 ja 
3M k63 k2 182 Nase 36 nein 

       
15V i41 k77 304 Nase 7 nein 

       
17V i56 k65 304 Nase 49 nein 
17V k65 k21 182 Nase 49 nein 

       
41V i 139 i 140 91 Nase 2 nein 
41V i 140 k125 304 Nase 2 nein 
41V k125 k128 182 Nase 2 nein 

       
Mi55 Mi55A Mi55B 62 Nase 48 nein 

       
Mi54 Mi54A Mi54B 62 Nase 43 ja 

       
Mi49 Mi49A Mi49b 62 Nase 109 nein 

       
Mi47 Mi47A Mi47B 62 Nase 16 nein 

       
Mi64 Mi64A Mi64B 62 Nase 2 nein 

       
Mi39 Mi39A Mi39B 58 Nase 54 nein 

       
Mi44 Mi44A Mi44B 252 Nase 2 nein 

       
Mi18 Mi18A Mi18B 201 Nase 36 nein 

       
Mi10 Mi10A Mi10B 202 Nase 36 nein 

       
Mi11 Mi11A Mi11B 203 Nase 2 nein 
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Patient Isolat-Nr. 1 Isolat-Nr. 2 Intervall (Tage) Quelle GT Veränderung

       
       

VS s173 s175 31 Nase 36 nein 
VS s175 s177 65 Nase 36 nein 
VS s177 s179 133 Nase 36 nein 
VS s179 s181 161 Nase 36 nein 

       
MK s172 s174 31 Nase 2 nein 
MK s176 s178 133 Nase 7 nein 

       
14V i35 i36 91 Nase 2 nein 

       
15K3 i46 i47 91 Nase 7 nein 

       
15M i42 i43 91 Nase 7 nein 
15M i43 k78 304 Nase 7 nein 
15M k78 k16b 182 Nase 7 nein 

       
41K1 i141 i142 91 Nase 54 nein 
41K1 i142 k126 304 Nase 54 nein 

       
11KK1 i21 i22 91 Nase 36 nein 

       
12KK1 i32 k73 304 Nase 36 nein 
12KK1 k73 k12 182 Nase 36 nein 

       
12KK2 i33 i34 91 Nase 36 nein 
12KK2 i34 k74 304 Nase 36 nein 
12KK2 k74 k13 182 Nase 36 nein 

       
12KM i30 i31 91 Nase 36 nein 

       
12KV i28 i29 91 Nase 16 nein 

       
33KK1 i105 i106 91 Nase 30 nein 
33KK1 i106 k111 304 Nase 30 nein 

       
33KM i103 i104 91 Nase 30 nein 
33KM i104 k110 304 Nase 30 nein 
33KM k110 k47 182 Nase 30 nein 

       
35KK1 k114 k55 182 Nase 30 nein 

       
35KK3 k115 k56 182 Nase 1 nein 

       
46KK i155 i156 91 Nase 19 nein 

       
47KM i157 i158 91 Nase 2 nein 

       
49KK1 i165 i166 91 Nase 16 nein 
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Patient Isolat-Nr. 1 Isolat-Nr. 2 Intervall (Tage) Quelle GT Veränderung

       
       

49KV i161 i162 91 Nase 2 nein 
       

29KK2 i90 k100 304 Nase 7 nein 
       

29KM i85 i86 91 Nase 8 nein 
       

32KM i96 i97 91 Nase 36 nein 
32KM i97 k104 304 Nase 36 nein 
32KM k104 k43 182 Nase 36 nein 

   
GT: Genomtyp 

 

Die Bandenmuster wurden paarweise miteinander verglichen. Stämme mit nur 

kleineren Unterschieden im Bandenmuster wurden dem gleichen Genomtyp zu-

geordnet. Innerhalb dieses Bereiches fand eine Unterteilung in Subtypen statt.  

Zur weiteren Analyse wurden alle Folgeisolate mit gleichem oder ähnlichem 

SmaI-Fragmentmuster zusätzlich nach Restriktionsverdau mit einem weiteren 

Enzym (Eag) untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung ließen sich mit 

den Ergebnissen aus der SmaI-Analyse gut korrelieren. In allen Fällen, in 

denen ein Unterschied in den SmaI-Fragmentmustern zu sehen war, zeigten 

sich Bandenveränderungen in den Eag-Fragmentmustern. Diese waren auch 

immer ähnlich, aber nicht identisch. Folglich handelt es sich bei den Unter-

schieden in den SmaI-Fragmentmustern nicht um Punktmutationen, sondern 

um Insertionen oder Deletionen größerer DNA-Bereiche.  
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s80/s84 cfs46/cfs72 k119/k145 s64/s72 i54/k150 

EagI EagI EagI EagISmaI SmaI SmaI SmaI EagI SmaI 

Abbildung 2: Veränderungen im PFGE-Bandenmuster 

 

 
Es wurde davon ausgegangen, dass es sich bei Folgeisolaten mit wenigen 

Unterschieden im Bandenmuster um identische Klone handelt, bei denen es im 

Laufe der Infektion, bzw. Kolonisation zu genomischen Veränderungen im 

Genom kommen kann. Zur weiteren Bestätigung der Klonalität solcher Isolate 

wurden zusätzliche Typisierungsmethoden angewendet. Alle Isolate wurden 

mittels Phagentypisierung, Kapseltypisierung, Antibiotika-Empfindlichkeit und 

agr-Typisier-ung analysiert. Die Ergebnisse der PFGE-Typisierung wurden 

durch diese alter-nativen Typisierungsmethoden bestätigt (Tabelle 6). Die 

Klone, welche durch die PFGE einem Genomtyp zugeordnet wurden, 

entsprachen sowohl dem gleichen Kapsel-Typ, als auch dem gleichen agr-Typ. 

Auch wurden sie ähnlichen Phagen-Gruppen zugeteilt. Einzelne Abweichungen 

wurden in der Antibiotika-Empfindlichkeit gefunden. Dies konnte eine Folge der 

Genomtypveränderungen sein, welche als Subtypen charakterisiert wurden. 
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Tabelle 6: Typisierung von S. aureus-Folgeisolaten mit 
Genomveränderungen 

 
Isolat Patient GT LT AB-

Empfind. 
agr-
Typ 

CP Hämolyse beta 

i54 18cf 17 80 6 42E 47 

75 

PEN GEN  

OTE  SXT  

FUS 

Ia 5 + + 

k150 18cf 17 80 3A 6 

42E 54 

PEN GEN  

SXT  FUS 

Ia 5 + + 

k119b 37cf 2 52 80 PEN CIP III 8 - - 

k145 37cf 2 29 52 80 PEN  III 8 - - 

i1 3M 15 NT PEN  Ib 8 + - 

i2 3M 15 NT PEN  Ib 8 + - 

s87 D 7 95 PEN  Ib 8 - - 

s90 D 7 95 PEN  Ib 8 + + 

i102 FW 2 29 52 80  III 8 - - 

k106b FW 2 29 52 80  III 8 - + 

s113 H 16 29 52 52A 

80 42E 

PEN GEN   Ia 8 + - 

s116 H 16 52 52A 80 PEN GEN   Ia 8 + - 

s126 H 16 80 PEN GEN   Ia 8 + - 

s129 H 16 (80) PEN GEN   Ia 8 + + 

CG29A Ital.B 18 6 47 54 PEN OXA  

GEN  ERY 

II 5 + - 

CG29B Ital.B 18 47 54 PEN OXA  

GEN  ERY  

CIP 

II 5 + - 

CG17A Ital.B 18 47 54 PEN OXA  

GEN  ERY  

CIP 

II 5 + - 

CG17B Ital.B 18 47 54 PEN OXA  

GEN  ERY  

CIP 

II 5 + - 

CG23C Ital.J 2 29 52 52A 

80 95 

PEN III 8 + - 

CG8B Ital.J 2 52 PEN III 8 - - 

s147 K 109 (53) PEN Ia 8 - + 
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Isolat Patient GT LT AB-
Empfind. 

agr-
Typ 

CP Hämolyse beta 

s148 K 109 53  Ia 8 - - 

s152 Ku 1 94 96 PEN GEN  

CIP   

Ia 5 + - 

s155 Ku 1 94 96 PEN GEN  

CIP   

Ia nt + + 

s158 Ku 1 94 96 CIP Ia 5 + + 

s165 Ku 1 94 96 PEN GEN  

CIP   

Ia 5 + - 

s168 Ku 1 94 96 PEN GEN  

CIP   

Ia 5 + + 

CFS46 MF 2 29 52 52A 

79 80 

PEN  III 8 - - 

CFS72 MF 2 29 52 PEN  III 8 - - 

Mi54A Mi54 43 NT PEN  II 8 + + 

Mi54B Mi54 43 NT PEN  II 8 + - 

s64 R 31 29 52 52A 

80 6 53 54 

75 85 95 

PEN CMP   II 5 + - 

s72 R 31 29 52 52A 

80 6 53 54 

75 85 95 

PEN  II 5 + - 

s80 R 31 29 52 80 6 

53 54 75 85 

95 

PEN  II 5 + - 

s84 R 31 29 52 80 6 

53 75 85 95 

PEN  II 5 + - 

M46 SE 36 3A 3C PEN  II 8 + - 

M47 SE 36 3A 3C 55 

71 

PEN  II 8 + - 

CFS425 SK 7 95 PEN ERY   Ib 8 + - 

CFS555 SK 7 95 PEN ERY   Ib 8 + + 

 
GT: Genomtyp, AB-Empfind.: Antibiontika gegen die der jeweilige genomty empfindlich 
reagiert, LT: Lysotyp, Pen: Penicillin, OXA: oxacillin, GEN: gentamicin, ERY: erythromycin,  
CMP: chloramphenicol, OTE: tetracycline, CIP: ciprofloxacin,  
SXT: trimethoprim+sulfamethoxazole, FUS: fusidic acid  
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3.2. Häufigkeit von Genomveränderungen bei S. aureus während der 
Infektion und Kolonisation 

 

Um eine statistisch verwertbare Quantifizierung der Häufigkeit und der 

Frequenz von Genomveränderungen bei S. aureus im Infektions- bzw. 

Kolonisations-Verlauf zu erstellen, wurden alle S. aureus-Isolate auf die 

beschriebene Weise typisiert und miteinander verglichen. Bei signifikant 

(P<0,0001) mehr CF-Patienten (13/26) wurden S. aureus-Stämme 

nachgewiesen, welche eine oder mehrere Genomveränderungen zeigten, als 

bei S. aureus-Folgeisolaten der Kontrollgruppe. Hier zeigten nur zwei Stämme 

eine Veränderung (2/38). Innerhalb der CF-Gruppe kam es bei einem Patienten 

zu drei Veränderungen und bei zwei Patienten zu jeweils zwei Veränderungen 

während des Untersuchungszeitraumes. Bei allen anderen Individuen kam es 

jeweils nur zu einer Veränderung. 
 

Bedingt durch Koordinationsschwierigkeiten bei der Gewinnung von Isolaten 

und der Zusammenarbeit unterschiedlicher Institute konnten keine einheitlichen 

Zeitabstände (Intervalle) zwischen den Probe-Entnahmedaten gewährleistet 

werden. So entsprachen die 93 Isolate der CF-Gruppe 59 Intervallen von 

durchschnittlich 91 (Minimum 6; Maximum 538) Tagen und die 102 Isolate der 

38 gesunden Testpersonen entsprachen 62 Intervallen von durchschnittlich 133 

(Minimum 31; Maximum 304) Tagen. Waren von einer Person mehrere 

Folgeisolate vorhanden, so wurde jedes Intervall als unabhängige Episode 

gewertet. 

 

Die 59 Intervalle bei den CF-Patienten zusammen mit 62 Intervallen bei den 

Kontrollpersonen stellten also 121 einzelne Ereignisse dar. Es ließ sich ein 

Mittel- wert für die Zeit errechnen, nach der sich eine Genomveränderung 

beobachten ließ. Dieser wurde sowohl für die Patientengruppe als auch für die 

Kontrollgruppe erstellt.  Festzustellen war, dass die mittlere Zeit, in der es zu 

Veränderungen kommt, bei der CF-Patientengruppe signifikant kürzer war als 

bei der Kontrollgruppe (P<0,0001). So trat im Durchschnitt bei den CF-
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Patienten eine Genomveränderung nach 376 Tagen auf (240 - 637 Tage), 

während es in der Kontrollgruppe durchschnittlich 4878 Tage dauerte (1580 - 

29 317 Tage) bis dieses Ereignis auftrat. Dies ist ein statistischer Wert - welcher 

mittels Kaplan-Meier-Kurven errechnet wurde - da sich derselbe Genomtyp 

selten über so lange Zeit am Kolonisationsort nachweisen lässt. 
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Abbildung 3: Mittlere Zeit bis zum Eintritt einer Veränderung im 

Kaplan-Meier-Modell 
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3.3. Genomtypverteilung und der Zusammenhang zwischen Genomtyp 
und Genomveränderung 

 

Eines der Ziele dieser Studie war, den Zusammenhang zwischen Genomtyp 

und der Häufigkeit von Genomveränderungen zu untersuchen. Ferner sollte die 

Verteilung von Genomtypen auf Patienten und Kontrollen analysiert werden. 

Hierfür wurden die gesammelten S. aureus-Isolate der insgesamt 64 Personen, 

welche an der Studie teilnahmen, mittels PFGE typisiert und 19 Genomtypen 

(GT) zugeordnet, wobei Isolate des gleichen Genomtyps einer klonalen Linie 

zuzuschreiben waren. Dies wurde durch zusätzliche Phagentypisierung und 

agr-Typisierung bestätigt.  

 

Es stellte sich heraus, dass die meisten Isolate schon bekannten und häufigen 

Genomtypen zugeordnet werden konnten. 11 von 19 Genomtypen traten bei 

mehr als einer Person auf. Die häufigsten Genomtypen waren GT 2, GT 36 und 

GT 16. So wurden der GT 36, 27-mal nachgewiesen und der GT 2, 19-mal. GT 

2, GT 19 und GT 54 traten bei beiden Gruppen gleichmäßig oft auf. Es wurde 

kein Hinweis auf einen CF-assoziierten GT gefunden (P = 0,31) (Tabelle 7). 

 
 
Tabelle 7: Genomtypverteilung unter den Studienteilnehmern 
 

    
GT Pers. Ges. CF Kontrolle 

    
1 3 2 1 
    

108 1 1 - 
    

109 3 2 1 
    

15 1 - 1 
    

16 6 3 3 
    

17 3 3 - 
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GT Pers. Ges. CF Kontrolle 

    
19 4 2 2 

    
2 14 6 8 
    

30 3 3 - 
    

31 1 1 - 
    

36 13 3 10 
    

40 1 1 - 
    

43 1 1 - 
    

48 2 1 1 
    

49 1 1 - 
    

54 3 1 2 
    

7 7 2 5 
    

8 1 - 1 
    

88 1 2 - 
    

 
GT: Genomtyp, Pers. Ges.: Gesamtzahl der Individuen die diesen Genomtypen aufweisen,  
CF: Zystische Fibrose (Fälle), Kontrolle: gesunde Kontrollpersonen 
 

 

Bei 10 von 19 Genomtypen konnten Veränderungen nachgewiesen werden. 

Isolate, welche solche Veränderungen (Deletion, Addition oder Verschieben 

einer Bande) gegenüber seinem Vorgänger aufwiesen, wurden als Subtypen 

klassifiziert. Aus den vorliegenden Daten konnte kein Zusammenhang zwischen 

Genomtyp und Frequenzrate für die Veränderung hergestellt werden. Sowohl 

bei den häufigen, wie auch bei den seltenen Genomtypen, traten Ereignisse, 

welche auf eine Genomrekombination hinweisen könnten, auf (Tabelle 8).    
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Tabelle 8: Genomtypen (GT) bei denen Veränderungen aufgetreten sind 
 

      
GT Intervalle Fall (V) Fall (kV) Kontr. (V) Kontr. (kV) 

      
2 19 4 5 - 10 
      

1 8 3 4 - 1 
      

16 11 2 6 - 3 
      

17 3 2 1 - - 
      

31 3 2 1 - - 
      

7 11 2 1 - 8 
      

109 9 1 7 - 1 
      

36 27 1 6 - 20 
      

15 1 - - 1 - 
      

43 1 - - 1 - 
      

108 1 - 1 - - 
      

19 6 - 3 - 3 
      

30 6 - - - 6 
      

40 1 - 1 - - 
      

48 2 - 1 - 1 
      

49 3 - - - 3 
      

54 6 - 3 - 3 
      

8 1 - - - 1 
      

88 2 - 2 - - 
      

 
GT: Genomtyp  
Intervalle: Gesamtzahl der Intervalle zwischen zwei Isolaten eines Genomtyps  
V: Veränderung, bez. auf Fälle und Kontrollen (Anzahl der Isolate des gleichen Genomtyps, welche sich 
verändert  haben) 
kV: keine Veränderung, bez. auf Fälle und Kontrollen (Anzahl der Isolate eines Genomtyps welche sich    
nicht verändert haben)  
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3.4. Beobachtungen des Rekombinationsverhaltens von S. aureus in 
vitro 

 

Bei S. aureus-Isolaten von CF-Patienten treten häufig während der Infektion 

Veränderungen auf. Um zu überprüfen, ob die Ursache in der Instabilität der 

einzelnen Isolate liegt, oder ob dieses Phänomen bevorzugt in vivo stattfindet, 

wurden exemplarisch zwei Stämme, welche in vivo Veränderungen gezeigt 

hatten, mehrmals in vitro subkultiviert und mittels PFGE typisiert. Des Weiteren 

wurde zum Vergleich der für Laborexperimente häufig verwendete Stamm 

RN6390 (Novick) analysiert. Jedes Isolat wurde 33-mal auf Blutagar 

subkultiviert. Trat phänotypisch eine Veränderung (Hämolyse, Farbe) auf, 

wurden die Varianten separiert und getrennt typisiert. Bei allen Isolaten traten 

im Laufe der Zeit phänotypische Veränderungen auf. Nach Typisierung durch 

PFGE war eine genetische Veränderung aber in keinem der Fälle 

nachzuweisen (Tabelle 9). 

 

 

Tabelle 9: Vergleich phänotypische Veränderung und genotypische 
Veränderung 

 
     

Stamm Generation Hämolyse-Phänotyp  GT 
      
      

s2 10  keine Hämolyse 79 
 11   Hämolyse  79 
 18  keine Hämolyse 79 
 19   Hämolyse  79 
 20  keine Hämolyse 79 
 23   Hämolyse  79 
 24  keine Hämolyse 79 
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Stamm Generation Hämolyse-Phänotyp  GT 
      

s3 10  keine Hämolyse 79 
 11   Hämolyse  79 
 19  keine Hämolyse 79 
 22   Hämolyse  79 
 24  keine Hämolyse 79 
 33   Hämolyse  79 
     

I1 12   Hämolyse  15 
      

I2 31  keine Hämolyse 15 
 33   Hämolyse  15 
      

RN6390 10  Hämolyse  132 
 12  keine Hämolyse 132 
 13  Hämolyse  132 
 18  keine Hämolyse 132 
 30  Hämolyse  132 
      

 

GT: Genomtyp 
 

 

Man kann davon ausgehen, dass die Bakterien in CF-Lungen und -Rachen 

unter anderen Bedingungen wachsen - z. B. andere Mukuszusammensetzung 

und Konsistenz - als in vitro. Aus diesem Grund wurden die Isolate unter 

Bedingungen des Nahrungsmangels subkultiviert und so unter Stress gesetzt.  

Hierfür wurden ein repräsentativer Stamm und ein Laborstamm (RN 6390) in 

einem Flüssigmedium herangezüchtet und alle 48 Stunden subkultiviert. Durch 

den Nahrungsmangel nach 48 Stunden fiel das Bakterienwachstum um eine 

Zehnerpotenz (Tabelle 10, Tabelle11). Nach der 8. Subkultivierung trat beim S2 

Stamm ein Farbumschlag von gelb zu orange auf. Der Keim wurde ausplattiert 

und getrennt weiterhin subkultiviert. Die 8., die 11., und die 12. Generation 

wurden mittels PFGE typisiert und miteinander verglichen. Die visuelle 

Veränderung spiegelte sich jedoch nicht in einer Genomveränderung wieder. 
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Tabelle 10: Überleben von S. aureus-Stamm s202 nach 16h und 48h 
Bebrütung  

    
  KBE KBE 
  nach 16 h nach 48 h 

    
1. Subk.  1,86 x 1011 2,75 x 1010

   
2. Subk.  1,20 x 1011 4,20 x 1010

    
11. Subk.  1,70 x 1011 1,70 x 1010

Subk.: Subkultivierung, KBE: Kolonie bildende Einheiten 
 
 
Tabelle 11: Überleben von S. aureus-Stamm RN6390 nach 16h und 48h  
           Bebrütung 

    
  KBE KBE 
  nach 16 h nach 48 h 
   

1. Subk.  1,85 x 1010 2,50 x 109

   
2. Subk.  8,80 x 1010 5,25 x 109

   
11. Subk.  1,30 x 1011 3,65 x 1010

Subk.: Subkultivierung, KBE: Kolonie bildende Einheiten 

 

 
3.5. Fallbeispiel des Verhaltens von S. aureus bei einer S. aureus-

assoziierten Hauterkrankung 

 
Zusätzlich zu den S. aureus-Folgeisolaten aus Sputen und Nasenabstrichen 

von CF-Patienten und Kontrollpersonen, erhielten wir weitere S. aureus-

Folgeisolate. Diese stammten von einem Patienten, welcher an Dyskeratosis 

follicularis, auch Darier-Krankheit genannt, leidet. Dabei handelt es sich um 

eine autosomal-dominante Erbkrankheit, die mit Haut- und Schleimhaut-

veränderungen einhergeht. Dadurch wird die Entstehung von Hautinfektionen 

begünstigt, die unter anderem durch S. aureus verursacht werden. Bei dem uns 
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vorliegende Fall handelt es sich um einen 39-jährigen Patienten, der schon 

mehrmals wegen Verschlechterung des Hautzustandes hospitalisiert wurde. Die 

Krankheit wurde bei dieser Person im Alter von 22 Jahren anhand des 

histologischen Befunds diagnostiziert. Die Folgeisolate stammten vorwiegend 

aus der Nase und aus Hautbiopsien des Oberarmes und wurden in 

unregelmäßigen Abständen von einem Monat bis zu einem Jahr innerhalb von 

28 Monaten gesammelt. Um einen Einblick in das Veränderungsverhalten von 

S. aureus bei einer S. aureus-assoziierten Krankheit, die nicht Zystische 

Fibrose ist, zu bekommen, wurden die vorhandenen Folgeisolate mittels PFGE 

analysiert und Genomtypen zugeordnet.   

 

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass im Laufe der 28 Monate vier 

unterschiedliche Genomtypen (GT 16, GT 36, GT 54 und GT 79) die Nase des 

Patienten kolonisiert hatten. Unseren Beobachtungen nach zu urteilen, handelt 

es sich dabei um zwei häufig auftretende (GT 16, GT 36) und zwei seltener 

auftretenden Genomtypen (GT 54, GT 79). Chronologisch gesehen wurde 

zuerst GT 79 über längere Zeit hinweg isoliert. Daraufhin folgte kurzzeitig GT 

16, der von GT 54 abgelöst wurde. Der GT 36 ließ sich über den kompletten 

Zeitraum sporadisch nachweisen. Von den vier Genomtypen veränderte sich 

GT 79. Bei den anderen Genomtypen kamen innerhalb des untersuchten 

Zeitraums keine Veränderungen vor. 
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4. DISKUSSION 
 

 

S. aureus besiedelt als potentiell pathogener Keim bei etwa 30 % der 

Bevölkerung die Nasenschleimhaut. Daneben wird er als Infektionserreger mit 

einer Reihe von zum Teil chronischer Erkrankungen assoziiert. Darunter auch 

mit der Zystischen Fibrose. S. aureus ist insbesondere bei Kleinkindern mit 

Zystischer Fibrose einer der am häufigsten nachgewiesenen Keime des 

Bronchialsekrets (52). Als Infektions-Quelle für die Lunge wird eine endogene 

Übertragung ausgehend vom Nasen-Rachenraum vermutet (29). Es kann 

angenommen werden, dass es während der chronischen, schlecht 

therapierbaren Lungeninfektion zu  infektionsspezifischen Anpassung des 

Bakteriums kommt. 

 

Durch die vorliegende Studie sollte die Frequenz von Genomalterationen bei S. 

aureus während der Nasenkolonisation im Vergleich zur persistenten 

Lungeninfektion bei CF-Patienten ermittelt werden. Hierfür wurden Folgeisolate 

aus der Nasenschleimhaut von gesunden Testpersonen sowie aus der Nasen-

schleimhaut und/oder Sputum von CF-Patienten gesammelt und durch PFGE 

typisiert. Die Persistenz von S. aureus in der Nase Gesunder ist individuell stark 

unterschiedlich. Nach 1 ½ Jahren ist der Keim entweder häufig verschwunden, 

oder wird durch einen anderen Genomtyp ersetzt (29). Diese Tatsache 

erschwert die Aufgabe, genügend Folgeisolate gleichen Genomtyps für die 

Analyse von Genomveränderungen zu gewinnen. Während der vorliegenden 

Studie konnten von 38 Testpersonen 102 klonale Folgeisolate einbezogen 

werden. In der Lunge von CF-Patienten kommt es zur jahrelangen Persistez 

von S. aureus (42). Die häufig eingesetzte Antibiotikatherapie kann nur zur 

kurzfristigen Keimreduktion führen; eine Keimeradikation ist jedoch selten 

erreichbar. Dementsprechend gehörten die meisten der untersuchten 

Folgeisolate von CF-Patienten dem gleichen Genomtyp an, sodass von 26 CF-

Patienten 93 klonale Folgeisolate zur Verfügung standen.   
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Aus den Ergebnissen der PFGE geht hervor, dass S. aureus-Stämme, welche 

aus den Atemwegen von CF-Patienten stammen, schneller 

Genomveränderungen durchlaufen, als Stämme, die aus der Nase von 

gesunden Personen gewonnen wurden. Bei 13 von 26 CF-Patienten jedoch nur 

2 von 38 Kontrollpersonen konnten Genomveränderungen beobachtet werden. 

Während es bei CF-Patienten im Durchschnitt 376 Tage dauert, tritt in der 

Kontrollgruppe, statistisch gesehen, erst nach durchschnittlich 4878 Tage eine 

Genomveränderung auf. 

 

 

4.1. Genomveränderungen während der Kolonisation bzw. Infektion 
anderer Patientengruppen 

 

Aus den vorliegenden Ergebnissen geht hervor, dass bei S. aureus-Stämmen, 

die in den Atemwegen von CF-Patienten nachgewiesen wurden, schneller 

Genomveränderungen stattfinden, als bei den Kontrollstämmen aus der Nase 

von gesunden Personen. Über die zu Grunde liegenden Mechanismen, kann 

man nur spekulieren, da über dieses Phänomen in der Literatur vergleichsweise 

wenig zu finden ist. Veränderungen im PFGE-Bandenmuster bei Mehrfach 

und/oder Folgeisolaten wurden zwar vereinzelt beschrieben, aber es fand 

bislang keine systematische Erfassung statt. Während einer Langzeitstudie mit 

Folgeisolaten Gesunder zeigten sich bei 2 von 5 S. aureus-Trägern Genom-

veränderungen nach 12 Jahren (96). Dies liegt im Bereich der hier 

beschriebenen Frequenz von Genomveränderungen während der 

Nasenkolonisation. P. C. L. Moore und J. A. Lindsay (61) beschreiben den Fall 

eines an Sepsis verstorbenen Patienten, in dessen Lunge und Nase der gleiche 

S. aureus-Klon nachgewiesen wurde. Die Isolate unterschieden sich jedoch 

durch geringe Veränderungen im Restriktionsfragmentmuster und das Nasen 

isolat war im Gegensatz zum Lungenisolat negativ für das Enterotoxin A-

kodierende Gen sea. Sea ist bekanntermaßen phagenkodiert, so dass 

anzunehmen ist, dass die Veränderung durch Phageninsertion bzw. -Deletion 

verursacht wurde. Ferner wurden Genomalterationen in PFGE-Bandenmustern 
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bei MRSA-Folgeisolaten beschrieben. 4/20 S. aureus-Isolate zeigten Genom 

veränderungen innerhalb von einer mittleren Zeitspanne von 78 Tagen (34). 

Ähnliche Ereignisse traten in einer Zeitspanne von circa 9 Monaten bei 5 von 25 

Folgeisolaten auf (56). Dies spricht für eine Transformationsrate, die höher als 

die hier beschriebene Transformationsrate während der Nasenkolonisation 

liegt. Es kann spekuliert werden, dass MRSA-Stämme sich zum Beispiel durch 

erhöhte Mutations- oder Rekombinationsrate eventuell schneller verändern als 

MSSA-Stämme.  Es ist jedoch auch denkbar, dass es sich bei diesen 

Folgeisolaten vorwiegend um Isolate von Infektionen handelt, so dass auch hier 

eine infektionsinduzierte Veränderung als Ursache in Betracht kommt. Über die 

Quelle der MRSA-Stämme werden in den Publikationen jedoch ungenügende 

Angaben gemacht. Bei der Analyse von zwei S. aureus-Folgeisolaten eines 

Decubitus-Patienten, und von zwei S. aureus-Simultanisolaten von einem 

Patienten mit Zystischer Fibrose wurde festgestellt, dass jeweils die beiden 

Isolate des gleichen Patienten dem gleichen Genomtypen zuzuordnen waren. 

Die Klone unterschieden sich nur in der Größe eines SmaI-DNA-Fragments auf 

dem das für die Methicillinresistenz verantwortliche mec-Gen kodiert ist. Bei 

jeweils einem der beiden Isolate fehlte dieses Gen, so dass der eine Klon 

methicillinresistent und der andere Klon methicillinsensibel war (15). Es konnte 

daraus geschlossen werden, dass es in beiden Fällen in vivo zum Verlust der 

Methicillinresistenz durch Deletion des mec-Genclusters kam. In unserer Studie 

wurden zusätzlich zu den CF-Isolaten, S. aureus-Folgeisolate aus der Nase 

eines an Morbus Darier erkrankten Patienten, analysiert. Diese erbliche 

Hautkrankheit geht mit Veränderungen der Haut und Schleimhaut einher. Virale 

und  bakterielle Infektionen, darunter auch S. aureus, kommen sehr häufig vor. 

Bei der Analyse dieser S. aureus-Folgeisolate wurden vereinzelt 

Genomveränderungen festgestellt. 

 

 

 

 

 

 50



4.2. Potentielle Selektionsbedingungen, die zu Genomveränderungen 
führen können 

 

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf eine höhere Frequenz der 

Genomalterationen bei CF-assoziierten S. aureus-Stämmen, als bei S. aureus-

Stämmen, welche aus Nasenabstrichen von gesunden Individuen gewonnen 

wurden, hin. Diese Tatsache suggeriert einen starken Selektionsdruck für 

diesen Keim während der langjährigen Infektion bei CF-Patienten. Sowohl die 

entzündungsspezifische Reaktion des Wirts, wie auch der hohe und frequente 

Antibiotikaeinsatz zur Bekämpfung des Bakteriums, können dazu beitragen. 

 

S. aureus ist ein potentiell pathogener Keim welcher Haut und Schleimhaut, 

insbesondere die Nasenschleimhaut, kolonisiert. Eine spezifische Bindung von 

S. aureus an Mukusbestandteile ist bewiesen (44, 52). Bei Zystischer Fibrose 

ist das Lungensekret wasserarm und viskös. Das Elektrolytverhältnis ist 

verschoben (75). Dadurch herrschen in CF-veränderten Lungen atypische 

Wachstumsbedingungen für S. aureus. Als potentiell pathogener Keim kann S. 

aureus schwerwiegende Infektionen verursachen. Dabei wird die Immunantwort 

des Wirts eingeschaltet. Es kommt zur Ausschüttung von Entzündungs-

mediatoren. Die Temperatur erhöht und der pH-Wert  verändert sich. Daraus 

ergeben sich auch veränderte Selektionsbedingungen. Ob die im PFGE-

Bandenmuster beobachteten Genomveränderung bei S. aureus sich zum 

Vorteil bei der Lungenkolonisation, bzw. Lungeninfektion, auswirken, ist noch 

unklar. Für Pseudomonas aeruginosa, neben S. aureus der wichtigste Keim bei 

der Infektion von CF-veränderten Lungen, ist eine Adaptation an diese 

Veränderungen beschrieben worden. Durch eine erhöhte Mutationsfrequenz 

(68) und durch Häufung von Genomalterationen (78) soll die Entstehung eines 

CF-spezifischen Phänotyps begünstigt werden. Es konnte auch die Bildung 

eines Biofilms nachgewiesen werden. Dieses Ereignis tritt während der 

Infektion von CF-erkrankten Individuen auf und könnte sich als 

Schutzmechanismus vor der möglichen Immunantwort des Wirts auswirken. 

Hypermutierende P. aeruginosa-Stämme werden, im Laufe der chronischen 
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Lungeninfektion von CF-Patienten, selektiert und können für mehrere Jahre 

persistieren (68). Für S. aureus wird derzeit das Vorkommen von hyper-

mutierenden Stämmen bei der CF-assoziierten Lungeninfektion kontrovers 

diskutiert (69, 74).  

 

Bisher konnte die Rolle, die S. aureus im Krankheitsverlauf der Zystischen 

Fibrose spielt, noch nicht aufgeklärt werden. Ob der Keim in das Lungen-

gewebe eindringt, ist trotz eingehender Untersuchungen bis heute unklar 

geblieben. Dieser Zustand tritt in vitro zwar auf, ist jedoch in Lungen-

schnittpräparaten erkrankter Personen bisher nicht nachzuweisen gewesen. 

Insofern lässt sich darüber diskutieren, ob S. aureus direkt am fibrotischen 

Lungengewebsumbau beteiligt ist, oder ob es sich dabei um eine indirekte 

Folge der Entzündungsprozesse handelt, wie man es für Pseudomonas 

aeruginosa annimmt. Trotz dieser Tatsache kommt es bei der CF-spezifischen 

Therapie zum häufigen Antibotikaeinsatz. Da die Richtlinien für die Therapie 

nicht einheitlich sind reicht die Einsatzbreite für Antibiotika von Prophylaxe bis 

zur ausschließlichen Akutbehandlung. Dass der unkontrollierte Einsatz von 

Antibiotika bei bakteriellen Infektionen zur Ausbildung von Resistenz-

Mechanismen geführt hat, ist weithin bekannt. Ein Beispiel dafür ist das 

Penicillinase-Enzym. Das Gen dafür liegt auf einem Plasmid, welches an-

gesichts des Selektionsdrucks und mit Hilfe der Rekombination bei fast 100 % 

der S. aureus-Stämme zur Resistenz gegen Penicillin geführt hat (67). Ein 

aktuelles Beispiel ist auch das für die Methicillinresistenz verantwortliche mec-

Gen, welches sich durch den Selektionsvorteil für S. aureus hat weit verbreiten 

können (25). Weiterhin wurde beobachtet, dass der breit angelegte 

Makrolideinsatz, als Therapie und Prophylaxe der Pneumonie bei CF-Patienten, 

zu einer Resistenz gegen Erythromycin geführt hatte. Ursächlich wurde eine 

Mutation innerhalb der ribosomalen Gensequenz verantwortlich gemacht (74).   

 

Die während unserer Studie beobachteten Genomalterationen könnten auf eine 

Reaktion auf die Antibiotikatherapie hindeuten. Auch bei Staphylococcus 

epidermidis hat man Genomveränderungen durch Antibiotika beobachten 
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können. Diese haben zu einer Antibiotikaresistenz gegen Rifampicin und einem 

Biofilmproduktionsverlust geführt. Zuvor war es zu einem massiven 

Antibiotikaeinsatz gekommen (103). Ob die Veränderungen im Bandenmuster 

von S. aureus sich tatsächlich in einer Resistenz gegen bestimmte Antibiotika 

auswirken, konnte nicht nachvollzogen werden. Allerdings ließen sich bei 

diesen S. aureus-Stämmen Veränderungen im Antibiotikaempfindlichkeits-

spektrum nachweisen. 

 

Wie schon erwähnt wurde führen die Immunantwort des Wirts und der gehäufte 

Antibiotikaeinsatz zu einer Erhöhung des Selektionsdrucks. Diese 

Bedingungen, welche für die erhöhte Genomveränderungsfrequenz ursächlich 

sein könnten, sind nur in vivo vorhanden. Es wurde versucht, in vitro 

Genomveränderungen nachzuvollziehen. Hierfür erfolgte eine Folge von Sub-

kultivierungen zweier Klone, welche Genomveränderungen gezeigt hatten. In 

vitro fanden wie erwartet keine Veränderungen statt. Auch als der Keim unter 

Nahrungsmangel, und so in eine Stresssituation versetzte wurde, ließ sich 

keine Genomveränderung nachweisen. 

 

 

4.3. Genomtypspezifische Veränderungsrate 
 

In der vorliegenden Studie wurden S. aureus-Isolate, die aus Rachenabstrichen 

und Sputen von CF-Patienten gewonnen wurden, analysiert und typisiert. Zum 

Vergleich wurden S. aureus-Stämme, die aus Nasenabstrichen von gesunden 

Personen stammen, der gleichen Prozedur unterzogen. In diesem Fall sind die 

S. aureus-Stämme aus der Nase und im Sputum gleichzusetzen. Studien 

beweisen, dass in 86% der Fälle, der gleiche Genomtyp im Sputum wie in der 

Nase nachgewiesen werden kann (29). Aus den Ergebnissen lässt sich kein 

Anhalt für einen CF-assoziierten Genomtypen finden. In der Pateintengruppe 

wie auch in der Kontrollgruppe konnten keine Unterschiede bei der Verteilung 

von Genomtypen festgestellt werden. Dieses Ergebnis lässt sich gut mit den 

Ergebnissen früherer Studien korrelieren (29). Die Genomveränderungen 
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wurden in 11 verschiedenen Genomtypen gefunden,  so dass nicht davon 

ausgegangen werden kann, dass bestimmte Klone variabler im Vergleich zu 

anderen sind.  

 

 

4.4. Molekulare Ursachen von Genomveränderungen 
 

Wir sind davon ausgegangen, dass die beobachteten Veränderungen durch 

Austausch von mobilen Elementen verursacht werden. Um Punktmutationen mit 

der Methode der PFGE nachzuweisen, müsste die Veränderung direkt an der 

Restriktionsenzymschnittstelle (SmaI-Schnittstelle) stattfinden. In unserer 

Studie wurde dieses Phänomen durch den Einsatz eines zweiten 

Restriktionsenzyms (Eag), ausgeschlossen. Da es sich bei den beschriebenen 

Genomveränderungen weitgehend um größere DNA-Sequenzen handelt, 

gingen wir von Rekombinationsvorgängen aus. Zwischenzeitlich konnte unsere 

Arbeitsgruppe, durch eingehende molekulare Analyse der Stämme zeigen, dass 

ein Teil der hier beschriebenen Genomveränderungen durch Mobilisation von 

Phagen erklärt werden kann (30). Verschiedene S. aureus spezifische Phagen 

kodieren neben den typischen Phagen-Genen, die für deren lyosgenen und 

lytischen Lebenszyklus notwendig sind, auch verschiedene zusätzliche Gene, 

welche für potentielle Virulenzgene kodieren. So sind einige Gene für 

Enterotoxine und das Gen kodierend für die Staphylokinase phagenkodiert. 

Anderseits können die Phagen  spezifisch in Gene für potentielle 

Virulenzfaktoren inserieren und diese dadurch inaktivieren.  Die am besten 

charakterisierten S. aureus-Phagen stellt die die Gruppe der hlb-

konvertierenden Phagen dar. Diese Phagen waren in 8 von 19 Fällen für die 

beobachteten Genomveränderungen, die in dieser Arbeit beschrieben wurden 

verantwortlich. Diese Phagen inserieren in eine spezifische Attachmentsite 

innerhalb des β-Hämolysin-Gens (hlb) und führen dadurch zur Unterbrechung 

des hlb-Gens und  zur Inhibition der hlb-Expression (14). Dadurch kommt es zur 

Konversion von Enterotoxin und Staphylokinase positiven, hlb-negativen 

Stämmen zu Enterotoxin-negativen, hlb-positven Stämmen. Die Bedeutung 
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dieser Virulenzfaktoren für die Kolonisation der Nase oder für die 

Lungeninfektion ist im Moment unklar. Phagen sind aber auch wesentlich für die 

chromosomale Rekombination durch Transduktion. Dabei kommt es durch den 

Einbau von Bakterien-DNA in Phagenpartikel zur Übertragung dieser DNA auf 

andere Stämme, wo sie mit homologen Bereichen der DNA der Empfänger-

stämme ausgetauscht werden kann (homologe Rekombination). Die Transduk-

tion stellt wahrscheinlich den wesentlichen Rekombinationsmechanismus von 

S. aureus dar, da dieser Organismus nicht kompetent für die Transformation ist 

und auch die Konjugation wahrscheinlich eher von untergeordneter Bedeutung 

ist. Die im Laufe dieser Arbeit nachgewiesene Mobilisation von Phagen 

während der Infektion könnte daher auch Ausdruck erhöhter Transduktions-

ereignisse sein, die durch die PFGE-Analyse nicht erkannt werden können.   

 

Die Variation von Bakterienpopulationen kann prinzipiell durch Mutation oder 

Rekombination erfolgen (24). Zurzeit sind die Angaben über die 

Rekombinations- und Mutationsrate von S. aureus widersprüchlich. Zunächst 

wurde angenommen, dass S. aureus eine hohe Rekombinationsrate zeigt, die 

vergleichbar mit z. B. hoch rekombinanten Spezies der Streptokokken ist (24). 

Dies wurde vorwiegend durch Analyse von Multilocussequenztypisierung 

verschiedener Stämme und verschiedener Arten geschlossen. Die gleiche 

Arbeitsgruppe relativierte diese Aussage neuerdings durch Reevaluierung der 

Daten und geht nun eher davon aus, dass bei S. aureus Mutationen häufiger 

als Rekombinationen für die Diversifikation im Laufe der Evolution 

verantwortlich sind (23). Dies beruht auf der Berechnung des Verhältnisses von 

Mutations- und Rekombinationsereignissen auf Einzelgenebene. Die Genom-

struktur verschiedener S. aureus-Stämme ist jedoch auf Grund einer Vielzahl 

verschiedener potentiell mobiler Element stark unterschiedlich. Der Anteil 

mobiler Elemente wurde auf bis zu 25 % des Genoms geschätzt.  

  

Punktmutationen können als zufällige ,Fehler’ bei der Replikation entstehen. 

Die meisten dieser Fehler werden anschließend durch verschiedene Reparatur-

mechanismen korrigiert (SOS-Response). Durch Mutationen in Genen die für 
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Enzyme kodieren, die wesentlich für diese Reparatur sind, kann die 

Mutationshäufigkeit eventuell auch die Rekombinationshäufigkeit von Bakterien 

erhöht sein. Solche Mutator-Stämme wurden bei anderen pathogen Mikro-

organismen beschrieben. P. aeruginosa-Isolate von CF-Patienten beispiels-

weise sind häufig solche Mutatorstämme. Man nimmt an, dass sich hierdurch 

die Bakterien schneller den Infektionsbedingungen anpassen können. Die Rolle 

solcher Mutatorstämme bei S. aureus in vivo ist umstritten. In den meisten dies 

bezüglich durchgeführter Studien, konnten keine Hinweise auf natürlich 

vorkommende Mutatorstämme gefunden werden. In zwei Studien wurden S. 

aureus-Isolate von CF-Patienten untersucht. Während A. J. O´Neill (69) keinen 

Hinweis für eine gesteigerte Mutationsfrequenz bei S. aureus fand, konnte 

neuerdings Prunier et al. (74) zeigen, dass bei 15 % der Isolate die 

Mutationsrate erhöht ist. Dies könnte ebenfalls mit einer erhöhten Rekom-

binationsfrequenz gekoppelt sein, da die Reparatursysteme molekular mit der 

Rekombination verknüpft sind. Untersuchungen zur Mutationsfrequenz der hier 

untersuchten CF-Isolate wurden bisher nicht durchgeführt, sollten aber 

Gegenstand zukünftiger Arbeiten sein.   
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Staphylococcus aureus besiedelt bei 30 % der Bevölkerung asymptomatisch 

den Nasenvorhof. Bei Patienten mit Zystischer Fibrose (CF) verursacht S. 

aureus chronische, schwer therapierbare Lungeninfektion. Ziel dieser Studie 

war es genomische Veränderungen der Bakterien während der 

Nasenkolonisation und der Lungeninfektion bei CF-Patienten systematisch zu 

erfassen. Hierzu wurden   Folgeisolate von 208 gesunden Kontrollpersonen und 

von 118 CF-Patienten gesammelt und durch Puls-Feld-Gel-Elektrophorese 

(PFGE) typisiert. Nur Individuen die zwischen zwei Proben mit dem gleichen 

Stamm besiedelt waren, wurden in die Studie eingeschlossen. Die Stamm-

Definition erfolgte über PFGE, wurde jedoch mit anderen 

Typisierungsmethoden überprüft. Kleinere Fragmentmuster-Variationen bei 

aufeinander folgenden Isolaten wurden als Genomveränderungen definiert. Bei 

signifikant (p<.0001) mehr CF-Patienten (13/26) wurden S. aureus-Stämme 

nachgewiesen, welche eine oder mehrere Genomveränderung zeigten, als bei 

gesunden Menschen (2/38). Die durchschnittliche Zeit, innerhalb der es zu 

solchen Genomveränderungen kommt, war bei S. aureus-Stämmen von CF-

Sputen (durchschnittlich 1,03 Jahre) signifikant (p<.0001) kürzer, als bei 

Stämmen aus der Nasenschleimhaut Gesunder (durchschnittlich 13,4 Jahre). 

Bei den Genomveränderungen handelt es sich um Deletionen oder Insertionen 

größerer DNA-Bereiche (ca20 bis 200 kb), die auf die Mobilisation von mobilen 

genetischen Elementen (Transposons, Phagen etc.) hindeuten. Genom-

veränderungen konnten in verschiedenen Klonkomplexen von S. aureus 

nachgewiesen werden. Ausgewählte Stämme wurden in vitro extensiv 

subkultiviert und nach Subkultivierung auf Genomveränderungen untersucht. In 

keinem der Fälle konnte in vitro eine Genomveränderung beobachtet werden. 

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass es im Laufe der S. aureus 

Lungeninfektion bei CF-Patienten häufiger zu Genomveränderungen kommt, 

als während der Kolonisation der Nase. S. aureus unterliegt möglicherweise 

während der Lungeninfektion einem starken Selektionsdruck der durch die 
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entzündungsspezifische Reaktion des Wirtes und/oder durch den massiven 

Antibiotika-Einsatz ausgelöst sein könnte. Inwiefern die Genomveränderungen 

mit einer Veränderung des Virulenzpotentials verbunden sind, sollte in weiteren 

Untersuchungen geklärt werden.  
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