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Patienten in der Dermatologie
Fellas, Antonia Artemis

Staphylococcus aureus ist einer der wichtigsten Erreger nosokomialer Infektionen weltweit. Neben
schwerwiegenden Infektionen, fithren die erforderliche Diagnostik und Hygienemassnahmen zu enormen
Kosten im Gesundheitswesen. Zudem steigt die Morbiditit und Mortalitdt bei einer Infektion mit MRSA
durch schwere Komplikationen wie Endokarditis, Sepsis, Toxic Schock Syndrom an. Mehrere schnelle
molekulare Nachweisverfahren wurden zur zeitnahen Detektion dieses Keimes und somit rechtzeitiger
Eradikation und Umsetzung von Hygienemassnahmen entwickelt. Wichtig bei diesen Verfahren ist eine
zeitnahe Ergebnismitteilung, eine hohe Spezifitit und Sensitivitit sowie die Kosteneffektivitit. Somit
konnen MRSA-Tréger schnell und sicher detektiert werden, eine weitere Verbreitung des Keimes kann
verhindert und durch hohe Kosten durch wiederholte Krankenhausaufenthalte und Komplikationen somit
vermieden werden. In der folgenden Arbeit wurden zwischen Januar 2007 und Februar 2008 von
insgesamt 207 ambulanten Patienten der dermatologischen Tagesklinik am Universitédtsklinikum Miinster
832 Abstriche entnommen. Die Untersuchungen wurden parallel in Kulturverfahren sowie molekularen
Schnelltestverfahren durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden miteinander auf Sensitivitdt und Spezifitit
verglichen. Bei jedem Nachweis von MRSA oder MSSA wurde eine spa-Typisierung durchgefiihrt. Die
spa-Typen wurden in Bezug auf die Sensitivitit und Spezifitit bei dem Nachweis mittels der o.g.
molekularer Schnelltestverfahren verglichen. Bei den 207 untersuchten Patienten wurde eine Priavalenz
von 12% fir MRSA und 23% fiir S. aureus nachgewiesen. Die Privalenz von MRSA unter allen S.
aureus — Isolaten war 52%. Die Sensitivitdt der Real-Time PCR nach Huletsky fiir MRSA war 96,7%, die
Spezifitit 94,8%. Die Sensitivitét fiir S. aureus war mit 25% deutlich niedriger, die Spezifitit war bei
90%. Die Sensitivitit der PCR-based Assay nach Martineau fiir MRSA war nach unseren Ergebnissen bei
100%, die Spezifitdt nur bei 46,4%. Die Sensitivitat fiir S. aureus war ebenfalls bei 100%, die Spezifitit
allerdings auch nur bei 44,5%. Insgesamt wurden 22 verschiedene spa-Typen nachgewiesen. Der am
héufigsten vorkommende spa-Typ war der spa-Typ t032 mit 22,9%. spa-Typ t091 zeigte einen positiven
MRSA PCR-Befund bei negativem Kulturnachweis. Hingegen wurde bei 2 von 3 Isolaten des spa-Typs
t011 ein falsch negatives Ergebnis im PCR-Schnelltestverfahren nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen
eine hohe Priavalenz von Krankenhaus-assoziierten MRSA bei ambulanten dermatologischen Patienten.
Der Anteil von LA-MRSA stimmt mit dem in der Literatur fiir die Region beschriebenen iiberein.
Zusitzlich zeigen die Daten, dass eine spa-Typen abhidngige Spezifitdt vorliegt, wobei spa t091 mit einem
falsch positiven, und spa t011 mit falsch negativen Ergebnissen assoziiert sind. Als Konsequenz sollten
dermatologische Patienten mit hohem Risiko Fiir MRSA, gezielt gescreent werden. Aufgrund der spa-
Typen variablen Spezifitdt miissen in jedem Fall neben den Schnelltestverfahren auch klassische
Kulturnachweisverfahren zum Einsatz kommen.
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1. EINLEITUNG

Staphylococcus aureus ist mit seinen Methicillin-resistenten Stimmen ein hdufiger Verursacher
von Infektionen in Krankenhdusern und anschwellend auch in der Bevdlkerung. Bereits 1961
wurde sein Auftreten in Grofbritannien entdeckt, lediglich zwei Jahre nach der Introduktion des
semisynthetischen Penicillin Methicillin, welches zur Behandlung von Penicillin-resistentem .
aureus genutzt wurde [1]. Zum ersten grofen Auftakt von MRSA kam es 1967 in einem

Krankenhaus in Boston [2,3].

Die MRSA-Privalenz ist seither weltweit anhaltend gestiegen. Allerdings ist die Verteilung

sowohl national als auch regional sehr heterogen.

Einzig in den USA starben im Jahr 2006 circa 19.000 Menschen an MRSA-Infektionen. Im Jahr
2005 reichte die Zahl der stationédr behandelten MRS A-Infektionen bis zu 278.000. Im Vergleich
zu 1999 in dem 127.000 Fille beschrieben wurden, zeigte sich eine Verdopplung [4,5].
Schitzungsweise sterben in Deutschland zwischen 700 und 1.500 Personen an einer MRSA-

Infektion jahrlich. Die Zahl der Infizierten liegt deutlich hoher, ndmlich bei 40.000 — 50.000.

Infektionen mit S. aureus fiihren zu einem Anstieg der Morbiditidt und Mortalitit der Patienten
durch schwerwiegende Erkrankungen wie Sepsis, Endokarditis oder Staphylococcal Scaled Skin
Syndrome. Zudem kommt es zu einem Anstieg der Kosten fiir das Gesundheitssystem. Daher hat
die Ergriindung dieses Keims eine gro3e Bedeutung in der gegenwirtigen Forschung [6], vor

allem dadurch dass bei dem MRSA die Therapieoptionen stark beschrinkt sind.

1.1. Methicillin-resistenter S. aureus

MRSA ragt durch Resistenzen gegeniiber allen Betalaktamantibiotika heraus. Weiterhin kénnen
Resistenzen gegeniiber Fluorchinolone, Aminoglykoside oder Makrolide die Gefdhrlichkeit
dieses Erregers steigern. Definitionsgemdll gilt die Resistenz  als minimale Oxacillin-
Hemmkonzentration von > 4 pg/mL. Zuzuschreiben ist die Resistenz dem mecA-Gen, das auf
dem Staphylococcal Cassetten Chromosome mec (SCCmec) zu finden ist, einem mobilen
genetischen Element. Durch den Repressor Mecl und den Tranducer MecRi wird das mecA-Gen
reguliert [55]. Momentan sind sieben SCCmec-Typen bekannt. Das mecA-Gen kodiert fiir ein

modifiziertes Penicillin-Bindeprotein das PBP2a. Das umgewandelte Protein hat eine geringe
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Affinitdt, Betalaktamantibiotika in die Zellwand des Bakteriums einzufiigen [7], womit die
Wirkung des Antibiotikums verschwindet. Die phanotypische Resistenzauspriagung ist oftmals
different und wird durch die Gene bla (Betalaktamase) und fem (factors essential for methicillin

resistance) geregelt [8].

AulBlergewohnlich ist, dass die durch MRSA verursachten Infektionen, nicht die Methicillin-
sensiblen Staphylococcus aureus (MSSA) — Infektionen ersetzten, sondern begleitend

hinzugekommen sind [9,10].

Die Bezeichnung MRSA und ORSA (Oxacillin-resistenter Staphylococcus aureus) werden

synonym gebraucht, wobei in Deutschland die Resistenz auf Oxacillin getestet wird.

Bei Einzelpersonen ist die Kolonisation oder Infektion mit MRSA nicht meldepflichtig.
Allerdings ist bei Annahme eines endemischen Zusammenhangs von gehduften nosokomialen

Infektionen, dies laut § Abs. 3 des Infektionsschutzgesetzes dem Gesundheitsamt zu melden

[11].

1.2. Epidemiologie und Ubertragungswege

Nach der Entdeckung vom MRSA SCCmec Typ I im Jahr 1961, kam es in den 1960er Jahren zur
Expansion in Europa und spéter in den 1970er Jahren weltweit. SCCmec Typ Il wurde ebenfalls
nach seiner Entdeckung 1982 in Japan weltweit dokumentiert. Gegenwirtig sind weitere
SCCmec Typen bekannt, ndmlich die Typen III, IV, V, VI, und VII [12, 13, 54], die sich im
GroBenbereich von 20,9 bis 66,9 kb bewegen.

Die SCCmec Typen I-III werden hauptsdchlich mit Healthcare-Associated (HA-) MRSA in
Verbindung gebracht. Die Bezeichnung HA-MRSA bedeutet, dass das Bakterium erst nach
einem Krankenhausaufenthalt von iiber 48 Stunden erworben wurde. Die Typen 1V, V und VII
sind mit Community-Acquired (CA-) MRSA vereinigt. Allerdings wurden schon in einigen
Studien Abweichungen davon gefunden. Besonders in den USA treten die CA-MRSA vermehrt
in Krankenhédusern auf [12, 14, 15]. Viele differente Theorien befassen sich mit dem Thema der
MRSA-Entstehung. Am naheliegendsten ist, dass das SCCmec wiederholt in mehrere,

verschiedene S. aureus-Stimme libergegangen ist [19, 20].



Die Privalenz von MRSA ist in der weltweiten Ubersicht ungleich verteilt. In Japan, den USA,
Spanien, Italien und in siideuropdischen Staaten liegt sie bei 30-80 % und ist damit sehr hoch; in
Skandinavien (<1 %) und den Niederlanden (<0,5 %) ist sie sehr niedrig [21, 22, 23]. Bei einer
Studie die 1990 begonnen hat, {iber die Resistenzlage in Europa, an der die Arbeitsgemeinschaft
,2Empfindlichkeitspriifungen und Resistenz* der Paul-Ehrlich Gesellschaft beteiligt ist, zeigt sich
ein Anstieg der MRSA-Prévalenz in Deutschland von 1,7 % im Jahr 1990 iiber 15,2 % 1998 auf
22,6 % im Jahr 2004 [24, 25]. Der Anteil von MRSA in Blutkulturen ist ebenfalls gestiegen [22].
Die Wahrscheinlichkeit, HA-MRSA-Trdger zu sein, ist nicht fiir alle Personen gleichmifig
verteilt, gewisse Risikofaktoren miissen vorhanden sein. Dazu zdhlen eine positive MRSA-
Anamnese oder der Kontakt zu einem MRSA-Tréger, ein mindestens 24-stiindiger Aufenthalt in
einem Altenheim oder Krankenhaus. Zudem sind chronisch offene Wunden oder Ulzera,
Antibiotikaeinnahme, chronische Pflegebediirftigkeit, sowie tiefe Weichteilinfektionen, ein
liegender Katherer und Dialysepflichtigkeit Risikofaktoren einer MRSA-Besiedlung [26, 96].
Fiir eine CA-MRSA-Infektion spielen andere Risikofaktoren eine Rolle. Dazu gehoren Hiftlinge,

Teilnehmer von Teamsportarten, Kinder, Wehrdienstleistende sowie Tatowierte [27, 28, 29, 30].

Das natiirliche Reservoir fiir S. aureus ist der Mensch, wobei 20 % der Bevolkerung immer,
20 % nie und 60 % intermittierend von einer MRSA-Kolonisation betroffen sind [31].
Hauptsichlich in Krankenhdusern wird MRSA iiber die Hénde der Mitarbeiter iibertragen. Grund
dafiir ist vor allem die unzureichende Hygiene. Dadurch kommt es zu einer MRSA-

Verschleppung von den Triagern auf andere Patienten [32].
1.2.1. HA-MRSA

HA-MRSA hat eine groe Bedeutung was die nosokomialen Infektionen betrifft. Im Jahr 2008
kam es in der EU, Norwegen und Island zu iiber 380,000 nosokomialen Infektionen. Darunter
wurden 44% durch HA-MRSA hervorgerufen [67]. Besonders héufig tritt HA-MRSA auf
Intensiv-Stationen auf. In 2007 wurde vom HELICS Netzwerk (teilgenommen haben 13 EU-
Lénder) berichtet dass 17% der Pneumonie-Félle durch S. aureus verursacht wurden, 33%
davon durch MRSA. Von den Bakteridmien waren 11% durch S. aureus bedingt, davon 42%
durch MRSA [67]. Trotzdem hat sich gemiB der europiischen Uberwachungssystemen EARSS
und HELICS, die Pravalenz von HA-MRSA in den letzten fiinf Jahren verringert [68].
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1.2.2. CA-MRSA

CA-MRSA trat erstmalig in den 1990er Jahren in Australien und den USA unter der
unterprivilegierten, einheimischen Gemeinschaft, Schulkinder, Héftlingen, Soldaten, Sportlern
und Minnern die Sex mit Médnner haben (MSM) auf [69]. Risikofaktoren um eine Infektion mit
CA-MRSA zu erlangen sind enger Kontakt mit Menschen die kolonisiert sind, oder mit
Menschen die aus Landern kommen mit einer hohen CA-MRSA-Priavalenz, mangelhafte

Hygiene, Sportarten mit Korperkontakt [70, 71].

Es unterscheidet sich sowohl genotypisch als auch phidnotypisch von HA-MRSA, beinhaltet
unterschiedliche Risikofaktoren und seine Resistenz beschrinkt sich auf Betalaktamantibiotika.
Ein besonderes Merkmal des CA-MRSA ist das Panton-Valentine-Leukozidin Gen, welches
Grund fiir nekrotische Wunden darstellen kann [16, 17, 18]. Die nekrotisierende Pneumonie
geht mit einer Letalitdt von 75% einher. Der Anteil von CA-MRSA bei MRSA liegt aktuell in
Deutschland bei 1-2% [72].

1.2.3. LA-MRSA

Die Mehrheit der Tierhaltung in Europa ist mit MRSA kolonisiert. Die Auswirkung auf das
Gesundheitssystem ist noch unklar [68]. Die EFSA (European Food Safety Authority) hat in
einer aktuellen Erfassung MRSA in Schweinefarmen von 17 EU-Ladndern isoliert [73]. Der
MRSA-Stamm der aus der Mehrheit der Schweine isoliert wurde war Tetrazyklin-resistent und
gehorte zu MLST CC398 [73]. Dieser Bakterienstamm konnte bei Rind und Gefliigel ebenfalls
isoliert werden [74, 75]. Personen die im engem Kontakt mit MRSA-positiven Tieren sind, sind

zu 23-38% ebenfalls mit MRSA kolonisiert [76, 77, 78].
1.3. Klinik und Therapie von MRSA

MRSA-Infektionen besitzen viele Gesichter und konnen eine groBe Reihe von klassischen
Infektionskrankheiten bewirken. Zu benennen sind Krankheitsbilder wie
Lebensmittelvergiftungen, Furunkel oder Endokarditis. Einige der Erkrankungen fiihren nicht

selten zu lebensbedrohlichen Situationen.

Eine MRSA-Kolonisation bleibt symptomlos. Es kommt lediglich zu einer Vermehrung der
Erreger auf der Schleimhaut des Patienten, ohne dass eine Erkrankung ausgeldst wird. Passieren
allerdings die Bakterien die Haut- und Schleimhautbarriere und gelangen somit in die Blutbahn,
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oder haben Zugang zum angrenzenden Gewebe, kann dies schwerwiegende Folgen mit sich
tragen. Die Virulenzfaktoren des MRSA sowie die Abwehrkrifte des Tragers entscheiden ob es
zu einer Infektion kommt oder nicht. Es wurde gezeigt dass bei einer MRSA-Besiedlung das
Risiko an eine MRSA-Infektion zu erkranken viermal hoher ist als ohne eine MRSA-
Kolonisation [34]. Aus diesem Grunde, wird bei jedem MRSA-Triger eine Dekolonisation

vorgenommen.

Die Erkrankungen die durch Staphylokokken verursacht werden, werden in toxinbedingte und
invasive Prozesse gegliedert. In der Gruppe der Toxin-vermittelten Erkrankungen spielt ein
Toxin eine wesentliche Rolle bei der Schidigung. Als Krankheitsbilder die zu dieser Gruppe
gehoren sind zu benennen die Staphylokokken-Enteritis und die Staphylokokken-Enterokolitis.
Die invasiven Erkrankungen, bei der die Schidigung durch den charakteristischen S. aureus-
Stamm und die Summe seiner Virulenzfaktoren geschaffen wird, sind lokale Infektionen der
Haut und Schleimhaut, wie Furunkel und Mastitis puerperalis, ausserdem sind zu benennen
Infektionen innerer Organe, wie Endokarditis, Osteomyelitis sowie Fremdkorperinfektionen.
Eine Zwischenform zwischen toxinbedingt und invasiv hervorgerufene Krankheitsbilder stellen
das Toxic Schock Syndrom und das staphylokokkenbedingte Lyell-Syndrom dar [35, 36, 37].
Jegliches oberfldchliche oder tiefe Einrticken des MRSA kann zu einer Bakteridmie fiihren und
so eine Endokarditis oder Sepsis hervorrufen. In einer Zeitspanne von 1995-2002 wurden in den
USA im Rahmen einer Studie iiber 24.000 Patienten mit nosokomialer Bakteridmie untersucht.
Die Studie zeigte einen Anstieg der Bakteridmien die durch MRSA verursacht wurden von 22%
im Jahr 1995 auf 57% im Jahr 2001 [38]. Man vermutet dass eine MRSA-Bakteridamie haufiger
zum Tode fiihrt als eine MSSA-Bakteridmie [39].

Die Bakteridmie kann zu einer infektiosen Endokarditis fithren. Sie wird in einem akuten oder
subakuten Verlauf eingeteilt. Risikofaktoren die diese Infektion begiinstigen liegen vor bei
dlteren Menschen, Personen die intravendse Drogen applizieren, stationidren Patienten sowie
Personen mit prothetischen Herzklappen. Bei der akuten Form treten Symptome auf wie
allgemeines Krankheitsgefiihl, Fieber, Schiittelfrost, BSG-Erhohung und Milzvergréerung. Die
subakute Endokarditis ist charakterisiert durch eine schleichende Entwicklung iiber Wochen und
Monate mit einen starken Appetit- und Gewichtsverlust, einer Andmie und Hématurie, sowie
Gelenkschmerzen und Trommelschlegelfinger. Diagnostiziert wird sie durch das klinische Bild,

Laborparameter und den Erregernachweis in Blutkulturen. Die Mortalitét bei einer durch MRSA
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verursachten Endokarditis ist deutlich hoher als die durch MSSA [40]. Zudem ist die
Mortalitétsrate der infektiosen Endokarditis betrdchtlich hoch und steigt noch mehr an wenn sie

durch S. aureus verursacht wird [41, 42].

S. aureus ist ausserdem an der Spitze der Krankheitserreger von nosokomialen Haut- und
Weichteilinfektionen. Im Rahmen einer Studie aus den USA und Kanada waren 30 % der aus
infizierten Wunden gewonnene S. aureus-Isolate resistent gegen Methicillin, wohingegen es drei
Jahre zuvor nur 24 9% waren [43, 44]. Im Regelfall werden Ulzera durch eine durch
Sauerstoffmangel verursachten Nekrose hervorgerufen. Die Sauerstoffmangelnekrose kann Folge
einer chronischen Beinveneninsuffizienz sein, oder aber durch eine arteriellen
Verschlusskrankheit oder neuropathischer Ursache im Rahmen eines Diabetes mellitus
verursacht worden sein [45]. Das Ulcus befindet sich typischerweise im Bereich des
Innenkndchels, es ist rundformig und solitdr und bereitet nur wenig Schmerzen. Bei schon
bestehendem Ulcus kann es hiufig zu einer MRSA-Infektion oder -Besiedlung kommen. Ulzera
neigen zur Ausbreitung und zu Rezidiven. Die Relation zwischen nasaler MRSA-Kolonisation
und Ulzera die durch Diabetes verursacht wurden, wurde von Stanaway et al. untersucht. Die
Studie ergab dass die Besiedlung mit MRSA in der Nase ein essentieller Risikofaktor fiir eine

Infektion des Ulcus darstellt [46].

Vor jeder Behandlung einer MRSA-Kolonisation wird zunichst ein Kolonisationsstatus erhoben.
In Abhingigkeit von der Lokalisation wird eine Sanierung fiir fiinf bis sieben Tage begonnen,
worauf eine Pause fiir circa drei Tage folgt, um falsch negativen Resultate durch antibakterielle
Substanzen zu entgehen. Demzufolge werden an drei aufeinanderfolgenden Tagen von vorher
besiedelten Stellen Abstriche entnommen. Weil es bei bis zu 50 % der Patienten zu einer
Rekolonisation kommt, werden im Laufe eines Jahres drei Kontrollabstriche gemacht (nach 1, 3-
6 und 12 Monaten). Nach dem letzten negativen Abstrich kann ein Patient als MRSA-frei

bezeichnet werden [26].

Therapeutisch wird eine nasalen MRSA-Kolonisation mit eine topisch angewendeten
antibiotischen Nasensalbe behandelt, da man durch eine systemische Anwendung zu geringe
Wirkstoffspiegel an Haut- und Schleimhaut erreichen wiirde. Zudem miissen desinfizierende
Haarshampoos benutzt werden. Fiir die Haut- und Schleimhautoberfliche werden Antiseptika

empfohlen [52]. Letztendlich sind allgemeine hygienische MaBBnahmen einzuhalten, wie z.B. das
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regelméfBige Wechseln von Textilien und Hygieneartikeln (z.B. Handtiicher und Zahnbiirste)
[47].

Bei einer MRSA-Infektion wird mit systemischen Antibiotika gearbeitet. Aufgrund der Resistenz
aller MRSA gegen Betalaktamantibiotika und der zusitzlichen Resistenzen der HA-MRSA
gegen einer Reihe weiterer Antibiotikagruppen miissen Resereveantibiotika zum Einsatz
kommen, wie die Glykopeptide Teicoplanin und Vancomycin. Diese Antibiotika miissen
angesichts ihrer geringen Bioverfiigbarkeit intravends verabreicht werden. Bedauerlicherweise
zeigen schon einige kiirzlich entdeckte MRSA-Stdmme, die vor allem in den USA anzutreffen
sind, Resistenzen gegen Glykopeptiden [48, 49]. Es sind die sogenannten Vancomycin-resistente
Staphylocoocus aureus -Stimme (VRSA). Aus diesem Grund entsteht die Notwendigkeit bei
Infektionen mit Glykopeptid-intermedidren S. aureus Stimmen (GISA) andere Antibiotika wie
Linezolid, Quinupristin/Dalfopristin, Daptomycin, oder Tigecyclin anzuwenden. Allerdings sind

Linezolid-Resistenzen ebenfalls beschrieben worden [50].

Ein interessantes Therapiemuster ist die Anwendung von Maden an Ulzera zur MRSA-
Bekidmpfung. Bowling et al. haben im Rahmen einer Studie mit 13 MRSA besiedelten Ulzera
durch Madentherapie 12 von denen dekolonisiert [S1]. Angesichts der zum Teil gravierenden
Krankheitsbilder und den immer mehr beschrinkten Therapicoptionen, besteht akuter
Handlungsbedarf, im Rahmen von Screeningverfahren, das konsequente Einhalten von
Hygienemaflnahmen durch das Personal im Krankenhaus, Kontaktisolierungsmafinahmen von

MRSA-Triagern und deren Dekolonisierung.

1.4. Pathogenititsfaktoren

Eine ganze Reihe von strukturellen und sezernierten Virulenzfaktoren spielen bei der
Pathogenese von MRSA-Infektionen eine Rolle. Eine Funktion kann durch mehrere Faktoren
ausgelost werden und vice versa kann ein Faktor mehrere Pathogenitdtsfunktionen aufweisen.
Durch verschiedene Toxine und Oberflichenproteine wird die Virulenz des Erregers
determiniert. Verschiedene MRSA-Stimme enthalten andere Toxine und Adhésionsproteine,

somit konnen sie sich in der Fihigkeit zur Biofilmbildung und Phagozytose differenzieren.
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Die fiir die Virulenz und Resistenz verantwortlichen Gene, sind auf dem etwa 28000Bp grof3en,
ringférmigen Chromosom und den extrachromosomalen Elementen zu finden, bestehend aus

Prophagen, Plasmiden und Transposons [37].

1.4.1. Zelloberflachenstrukturen

Unter dem Begriff ,,microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules*
(MSCRAMMSs) werden die Adhésionsfaktoren von MRSA zusammengefasst: Diese
Adhisionsfaktoren bewirken eine Anhaftung an das Gewebe. Zu der Gruppe der MSCRAMMs
gehoren die Fibronektin-Bindeproteine A und B, der Clumpingfaktor (Fibrinogenrezeptor), das
Elastin-Bindeprotein und das Kollagen-Bindeprotein. Hochstwahrscheinlich sind  die
MSCRAMMs bei dem Beginn von Knochen-, Gelenks-, und endovaskuldren Infektionen
relevant [53].

Begleitend zeigt sich ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor, das 42kD schwere Protein A. Dieses
Protein wirkt der Phagozytose entgegen, indem es an den Fc-Teil von Antikdrpern anheftet.
Ferner hat die Mehrheit der S. aureus-Stimme eine Polysaccharidkapsel (meist Serotyp 5 oder
8), die gleichfalls antiphagozytotisch wirkt. Ein Biofilm kann durch Bildung interzelluldren
Adhisins aus Poly-N-Acetylglucosamin gebildet werden, in dem Mikrokolonien (,,Small Colony
Variants“, SCV) wachsen. Diese Mikrokolonien zeichnen sich durch eine stark verminderte
Stoffwechselaktivitdt, ein verzogertes Wachstum sowie eine geringe Koloniegrofle aus. Der
Biofilm bewirkt dass die Erreger vor der korpereigenen Abwehr geschiitzt werden und verleiht

Ihnen somit eine erhohte Persistenz [35].
1.4.2. Extrazellulire Produkte

S. aureus produziert das sogenannte Fibrolysin womit er ein zuvor schiitzendes Fibringerinnsel
auflost und sich somit weiter im Gewebe vermehren kann. Fiir das Einrlicken und Zerstoren des
Gewebes bei einer Infektion, produziert der Erreger Nukleasen, Phospholipase C,
Hyaluronidasen, Proteasen, Lipasen, und Metalloproteasen. Zudem produziert S. aureus das
Toxin Leukozidin, das Granulozyten und Makrophagen beschddigt. Dadurch wird das Toxin zu
einem bedeutsamen Virulenzfaktor, da es das Immunsystem schwicht. Eines davon ist das

Exotoxin Panton-Valentine-Leukozidin, welches in der Regel bei CA-MRSA anzutreffen ist. Das
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Toxin bildet Poren in der Zellwand von Leukozyten und ist mit rezidivierend auftretenden

Furunkeln, Abszessen und nekrotisierender Pneumonie assoziiert [53].

S. aureus besitzt Hamolysine die in a, B, ¥ und d eingeteilt werden. Durch das a-Hdmolysin
gehen die Thrombozyten, die Endothelzellen, und einigen Epithelzellen zugrunde; die
Hémolysine B und y wirken zytotoxisch und hdmolysierend. Zudem bilden bestimmte S. aureus-
Stimme Exfoliativproteine, welche zu einer Abtrennung der Dermis zwischen dem Stratum
spinosum und Stratum granulosum fiihren kénnen und dadurch das Staphylococcal Scaled Skin

Syndrome hervorrufen.

Die von S. aureus produzierenden Enterotoxine werden in A, B, C 1-3, D, E, G und H
unterschieden. Fiir Menschen sind die Enterotoxine A und B von grofer Wichtigkeit und fallen
durch Lebensmittelvergiftungen auf. Durch ihre hohe Hitzestabilitdt sind die Toxine in der Lage
trotz eines Erhitzens auf 100°C zu persistieren. Haufige Quellen der Erkrankung sind Milch- und

Eiprodukte, sowie Schweinefleisch [35, 36].

Bestimmte S. aureus-Stamme besitzen das chromosomal kodierte Toxic Schock Syndrom Toxin
(TSST), welches bei Lymphozyten eine vermehrte Ausschiittung von Zytokinen bewirkt und

damit ein toxisches Schocksyndrom hervorrufen kann.

1.5. Antibiotikaresistenz

Nachdem 1941 Penicillin vermehrt verwendet wurde, kam es 1945 zur Isolierung des ersten
Penicillin-resistenten S. aureus Stammes. Der Stamm besal eine p-Laktamase als
Resistenzmechanismus. 1960 kam es zur Introduktion von Oxacillin. Dieses Antibiotikum besall
Isoxazolyl-Seitenkette, welche als Substrat fiir die Betalaktamase galt. Das Oxacillin war somit
nicht angreifbar. Schon ein Jahr spiter, 1961, kam es zur Isolierung des ersten Oxacillin- und
Methicillin-resistenten S. aureus Stammes. 1997 traten erstmalig in USA und Japan, 1998
erstmalig in Deutschland, MRSA-Stimme auf, die eine verminderte Resistenz gegen
Glykopeptide aufwiesen (GISA- Glykopeptid-intermedidrer-Staphylococcus aureus). Im Jahr
2002 trat in den USA wie befiirchtet der erste Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus
(VRSA) auf. Im Genom dieses Stammes war das vanA-Gen der Enterokokken nachzuweisen

[66].
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Die Paul-Ehrlich-Gesellschaft berichtet iber eine konstante Zunahme des Anteils von MRSA an
S. aureus in den letzten Jahren, von 1,7% 1990 tiber 12,7% 1995, iiber 15,2% 1998 (PEG;

www.p-e-g.de).

Die erste Resistenz des S. aureus wurde durch das bla-Gen vermittelt. Es kodiert flir eine -
Laktamase, welche den Penicillan-Ring spaltet und somit inaktiviert. Dadurch ist S. aureus
gegen Penicillin, Amoxicillin, Piperacillin und Mezlocillin resistent. Mit der Einfithrung der
,Penicillinasefesten” Penicilline (Oxacillin, Methicillin), der Cephalosporine und der
Carbapeneme hatte sich die Resistenzproblematik gelost. S. aureus bildete daraufhin das
zusitzliche Penicillin-Binde-Protein 2a, zu dem die p-Laktam Antibiotika nur eine geringe
Affinitit besitzen. Die Kodierung des PBP2a erfolgt durch das mecA-Gen welches durch
mehrere Faktoren reguliert wird (blaR, blal, femA-F, mecl, agr, sar, aux, sigB, fmt, 1lm). Die
Multiresistenz des MRSA kommt dadurch zustande, dass neben dem mecA-Gen sich noch
zusitzliche mec-assoziierte DNA gebildet hat. Der flexible Einbau von genetischen Elementen
ermoglicht somit die Multiresistenz. Resistenzen bestehen ausserdem gegen Tetrazykline,
Aminoglykoside sowie Erythromycin (ermA-Gen). Punktmutationen im Angriffspunkt der

Chinolone und Rifampicine bewirken ebenfalls Resistenzen gegen diese Antibiotika [66].

Die SCCmec Typen II und III weisen im Gegensatz zu den SCCmec Typen I, IV, V, VIund VII
nicht nur eine Resistenz gegen Betalaktam-Antibiotika auf, sondern auch gegeniiber weiteren
Chemotherapeutika, da sie zusétzlich zu mecA weitere Resistenzgene auf Plasmiden und
Transposons besitzen. So besitzt SCCmec 11 durch das Plasmid pUB110 eine Resistenz gegen
mehrere Aminoglykoside und aufgrund des Transposons 71n554 auch gegeniiber einigen
Makroliden, Linkosamiden und Streptogramin. Tetrazykline und Cadmium zeigen aufgrund des

pl128 und YTn554 keine Wirkung bei der Anwendung bei SCCmec Typ III [55].

1.6. Diagnostik

Zur MRSA-Diagnostik wird zundchst ein Abstrich aus Nase und einer etwaigen Wunde
entnommen. Dieser wird auf ein MRSA-Screeningmedium ausgestrichen. Der Nidhrboden wird
nun fiir 48 Stunden bebriitet, wobei die erste Beurteilung bereits nach 24 Stunden stattfindet. Ein

sicher negatives Ergebnis liegt jedoch erst nach 48 Stunden vor.
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Fiir den MRSA-Nachweis muss sichergestellt werden, dass es sich um Staphylococcus aureus
handelt. Dazu wird ein Koagulase-Agglutinationstest durchgefiihrt, bei dem nach Vermischung
einiger Bakterienkolonien mit fibrinogenhaltigem Plasma, eine Gerinnung stattfindet die
makroskopisch sichtbar ist, wenn es sich um S. aureus handelt. Bei Auswahl des Test-Kits muss
darauf geachtet werden, dass zusdtzlich auch Antikorper gegen Kapselpolysaccharide oder
weitere Makromolekiile der Zellwand gerichtet sind, da einige MRSA-Stimme den
Verklumpungsfaktor nicht oder nur schwach exprimieren. Eine weitere Variante zur
Unterscheidung von Koagulase-positiven und Koagulase-negativen Staphylokokken lédsst sich
durch Sequenzierung der 16S RNA aufzeigen, dariiber hinaus ist die Unterscheidung durch die
Gene fiir die B-Untereinheit der RNA-Polymerase und Hitze-Schock-Protein 60 moglich. Bei der
PCR erfolgt der S. aureus-Nachweis durch Beweis einer Sequenz, die die Koagulase-negativen

Staphylokokken nicht aufweisen sowie durch das nuc-Gen.

Zum Nachweis der Resistenz sollten sowohl kulturelle als auch molekularbiologische Verfahren
eingesetzt werden. Der Latexagglutinationstest ist ein MRSA Schnelltest, der die
Oxacillinresistenz mit fast 90 %iger Sicherheit angibt. Auch durch die Automatensysteme
Phoenix und VITEK®-2 kann das Methicillinresistenzgen bereits nachgewiesen werden [56, 57,
58]. Der mecA-Gennachweis erfolgt mittels der PCR, wobei auch weitere Resistenzgene durch

die Multiplex-PCR nachgewiesen werden konnen [59].

Bei einem positiven Befund sollte eine Genotypisierung durchgefiihrt werden. Dies kann durch
die Pulsfeldgel-Elektrophorese, die Multilocussequenz-, die SCCmec- oder die spa-Typisierung
erfolgen [55].

1.7. Zielsetzung der Arbeit

Trotz steigender Inzidenz von MRSA und damit verbundenen erhohten Kosten fiir das
Gesundheitssystem, lassen die Screeningverfahren fiir Detektion und Eradikation des Keimes zu
wiinschen iibrig. Von besonderer Bedeutung ist die Ubertragung von MRSA durch das

Krankenhauspersonal, welches nicht regelméBig auf den Keim getestet wird.

In der folgenden Arbeit wurden im Zeitraum von 13 Monaten Abstrichproben gesammelt, die

von ambulanten Patienten der dermatologischen Tagesklinik des Universititsklinikums Miinster
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stammen. Die Patienten wiesen einen, oder mehrere Risikofaktoren fiir eine MRSA-Besiedlung

auf.

Zielsetzung ist, die Prévalenz von S. aureus und MRSA bei ambulanten Patienten der
dermatologischen Tagesklinik des Universitdtsklinikums Miinster, mit chronischen Wunden und

Hauterkrankungen, sowie die Pravalenz von MRSA unter den S. aureus — Isolaten zu erfassen.

Gleichzeitig sollen diagnostische Verfahren zum Nachweis von MRSA sowie MSSA verglichen
werden - Kulturanzucht, Real-Time PCR nach Huletsky, PCR-based Assay nach Martineau -

beziiglich Sensitivitit, Spezifitit und Ubereinstimmung der Ergebnisse.

Es wurde auBerdem eine spa-Typisierung durchgefiihrt um die Inzidenz der spa-Typen in der
dermatologischen Tagesklinik des Universitdtsklinikums Miinster und mdgliche Abweichungen
von der allgemeinen spa-Héufigkeit nachzuweisen. Zudem wurde die Sensitivitit und Spezifitét
der diagnostischen Verfahren zur MRSA- bzw. MSSA —Detektion in Korrelation mit den spa-
Typen erfasst.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1. Verbrauchsmaterialien

Abstrichtupfer: Technical service consultans, Heywood (GroBbritannien)
Einmalimpfschlingen: 10ul loops, Nunc, Roskilde (Danemark)

Pastorex Staph Plus: Bio-Rad, Marnes-la-Coquette (Frankreich)

VITEK® 2 Antibiogramm-Karten, BioMérieux (Frankreich)

2.1.2. Nahrmedien

Columbia-Agar mit Schaftblut Plus: Oxoid GmbH, Wesel

MRSA-Select: Bio-Rad, Marnes-la-Coquette (Frankreich)

Enschede-Bouillon: Herstellung im Laboratorium Microbiologie Twente Achterhoek, Enschede,
Niederlande; Pepton-Mannitol-Bouillon mit Img/ml Ceftizoxime und

Smg/ml Aztreonam

2.1.3. Software

Sequenzanalyse: RidomTraceEdit-1.0 Ridom GmbH, Wiirzburg, http://www.ridom.de
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2.2. Methoden
2.2.1. Screeningverfahren

Fir die Studie wurden ambulante Patienten der dermatologischen Tagesklinik des
Universititsklinikums Miinster die eine oder mehrere der u.g. dermatologischen Erkrankungen

aufwiesen, untersucht:

- chronische offene Wunden
- diabetische Ulzera

- Akne inversa

- atopische Dermatitis

- Rhinophym

- Rosacea

- M. Darier

- M. Hailey-Hailey

Folgende Risikofaktoren wurden bei den Patienten erfragt:
- MRSA-Anamnese
- Krankenhausaufenthalt > 24 h innerhalb der letzten 6 Monate vor Abstrichentnahme

- Aufenthalt in einem Alten-/Senioren-/Pflegeheim > 24 h innerhalb der letzten 6 Monate vor

Abstrichentnahme

- Kontakt zu MRSA-Trigern

- Berufstitig im Gesundheitswesen

- Antibiotische Therapie innerhalb der letzten 6 Monate vor Abstrichentnahme

- chronische Pflegebediirftigkeit
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- Katheter (DK, SPDK, PEG etc.)
- Dialysepflichtigkeit

- Virusinfekt (Hepatitis, HIV)

- Immunsuppression

- Organtransplantation

2.2.2. Testverfahren

Bei den Patienten wurden jeweils ein Abstrich aus Nase und einer aus der Wunde - falls

vorhanden — entnommen.

Fiir diese Studie wurden insgesamt 832 Abstriche von 207 Patienten im Zeitraum von Januar
2007 bis Februar 2008 in der dermatologischen Tagesklinik des Universititsklinikums Miinster
entnommen. Ein erneuter Abstrich bei dem gleichen Patienten konnte nach mindestens sechs
Wochen wiederholt werden. Bei MRSA-positiven Befunden wurde bei jeder Wiederaufnahme

der Person ein Abstrich durchgefiihrt.
2.2.3. Bakterienanzucht

Nach Abnahme des Abstrichs, bei dem mindestens 10° Bakterien gewonnen werden, wurde der
Tupfer in einem geeigneten Transportmedium befordert und auf Columbia-Blut- und auf MRSA-
Select-Agarplatten ausgestrichen. Daraufhin folgte eine 48-stiindige Bebriitung bei 37°C, wobei
nach 24 Stunden die erste Beurteilung von etwaigen Kolonien stattfand. Zeigte sich ein
Wachstum von S. aureus wurde ein Pastorex Staph-Plus-Test durchgefiihrt, um dies zu

verifizieren. Die Resistenztestung erfolgte mittels Vitek® 2 Antibiogramm-Karten.

Die Abstrichtupfer wurden nach Bestreichung der Agarplatten in die Enschede-Bouillon
gegeben, um die Bakterien zu inkubieren. Die angereicherte Bouillon wurde dann fiir das PCR-

Testverfahren verwendet.
2.2.4. Real-Time PCR nach Huletsky

Der genotypische MRSA-Nachweis erfolgte mithilfe der Real-Time PCR nach Huletsky, nach
dem Verfahren wie bei Huletsky et al. beschrieben, bei der MRSA direkt von nicht sterilen
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klinischen Proben, die eine Mischung von Staphylokokkenarten enthalten in weniger als eine

Stunde ermittelt werden kann [60].

2.2.5. PCR-based Assay nach Martineau

Zum genotypischen Nachweis der MSSA wurde die PCR-basierte Untersuchung nach
Martineau, wie bei Martineau et al. beschrieben, durchgefiihrt. Hierbei werden Staphylokokken
im Genstadium durch ,.targeting* des tuf -Gens detektiert, welches fiir den Elongationsfaktor Tu
kodiert. Die PCR Untersuchung nach Martineau kann sowohl fiir das detektieren von
Gensequenzen von Staphylokokken, als auch fiir das detektieren von Staphylokokken-Stimmen

(S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. hominis) benutzt werden [64].
2.2.6. Sequenzanalyse

Die Typisierung der S. aureus — Isolate erfolgte wie beschrieben von Harmsen et al. von 2003

[93].
2.2.7. Ridom StaphType Software:

Die spa-Typisierung wurde mittels der StaphType Software der Firma Ridom determiniert
(Ridom GmbH). Die Software enthélt drei Baukasten: den Sequenzbearbeiter, die Datenbank
und den Baukasten mit dem Befunderzeuger. Nachdem die Eingangsdaten bereitgestellt sind,
fiigt die Software jeder aufgerufenen Base eine Eigenschaft zu, die einer Sequenzdefekt-

Wabhrscheinlichkeit entspricht.

Unter Berticksichtigung des Qualititswerts, erstellt die Software eine Sequenziibereinstimmung,
erkennt automatisch die spa-Wiederholungen und bestimmt einen spa-Typ. In mindestens 90 %
der Fille ist keine weitere manuelle Bearbeitung notwendig. Fiir die verbliebenen Sequenzen
kann ein wandlungsféhiger, graphischer Programmieradapter benutzt werden, der diese manuell
mithilfe eines integrierten Expertensystems bearbeitet. Sequenzinformationen die vor oder nach
dem Repetierbereich liegen werden fiir die spa-Kodierung nicht berticksichtigt. Dennoch, sucht
die Software nach 5° und 3 Ende-Sequenzen in der korrekten Distanz um zu gewdihrleisten dass
kein fiihrendes oder endendes Repeat fehlt. Sobald das Bearbeiten der Sequenzen beendet ist,

konnen die Ergebnisse der spa-Typisierung sowie zusétzliche epidemiologisch relevante Daten

23



in einem relationalem Datenbanksystem gespeichert werden. Die Informationen aus der
Datenbank kdénnen leicht iiber die Boole-Funktion in tab-delimited spreadsheet Format erneuert
und exportiert werden. Zudem wird die Integritit der Datenbank auf regelméBiger Basis
kontrolliert und der Inhalt der Datenbank kann gesichert werden um somit Datenverluste zu
verhindern. Der Inhalt ist aufgrund des Datenschutzes kryptographisch gesichert. Zuletzt konnen
verschiedene konfigurierbare Berichte erschaffen werden. Diese Berichte werden intern als
schreib- und falschungsgeschiitzte pdf-Dateien gespeichert. Um diese Dateien anzusehen und
gef. zu drucken muss die frei erhéltliche Adobe Acrobat Software (5.0 Version oder hdher)

installiert werden.

Ridom StaphType benutzt numerische spa repeats und Typ Kodierungen. Um sicher zu gehen
dass eine einheitliche Terminologie beziiglich der Kodierung benutzt wird, wird dieses von der
Software synchronisiert, entweder direkt iiber das http Protokoll oder Dateien-basiert (z.B. iiber
e-mail) mit einer beigefligten Webseite die als operative Quelle fiir alle neue spa repeats oder
Typ Kodierungen funktioniert. Falls erwiinscht, konnen alle neuen spa repeats und Typen mit
gleichen Qualititskriterien (z.B., spa-Typen werden von Chromatogrammen abgeleitet und 5°
und 3° Enden werden eindeutig entdeckt) wihrend der Synchronisierung auf dem Server
iibertragen werden um eine endgiiltige Kennzeichnung zu bekommen. Dafiir, werden repeats und
spa-Typen die von anderen Benutzern seit der letzten Synchronisierung entdeckt wurden auf die
Ridom StaphType Kundensoftware iibertragen. AuBBerdem, falls der Benutzer es erlaubt, konnen
lokale spa-Typ Frequenzen ebenfalls auf dem Server iibertragen werden. Der Server gibt

seinerseits globale Frequenzdateien zuriick. Die Webseite (http://www.ridom.de/spaserver/) ist

fiir jeden zugénglich und spa repeat Sequenzen (FASTA format) sowie spa-Typen konnen hier
heruntergeladen werden. Eingaben iiber Chromatogramme, iiber neue spa repeats und Typen zur
Einbeziehung in die Referenzen-Datenbank sind moglich. Daher, haben Benutzer die nicht mit

Ridom StaphType arbeiten Zugang zur gleichen, einheitlichen Terminologie [63].
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3. ERGEBNISSE
3.1. Privalenz

»Die Privalenz gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass eine zufillig ausgewihlte Person an einem
gewissen Stichtag an der betrachteten Krankheit erkrankt ist. Die Prévalenz ist somit eine
sogenannte Gliederungszahl (Prozentzahl) und als Anteil (Proportion) Erkrankter an der

Gesamtpopulation interpretierbar““[94].
3.1.1. MRSA-Privalenz

In unserer Studie wurden iiber 13 Monate ambulante Patienten der dermatologischen Tagesklinik
des Universitétsklinik Miinster {iber Screeningverfahren (Nasen- und Wundabstrich) auf MRSA
bzw. S. aureus untersucht. Von den insgesamt 207 untersuchten Patienten hatten mindestens
einmal in diesem Zeitraum 25 Patienten einen oder mehrere MRSA- positive Abstriche aus

Wunde oder Nase. Dies ergibt eine Pravalenz von 12 %.
3.1.2. S. aureus-Privalenz

Von den insgesamt 207 untersuchten Patienten hatten mindestens einmal in diesem Zeitraum 48
Patienten einen oder mehrere S. aureus - positive Abstriche aus Wunde oder Nase. Dies ergibt

eine Priavalenz von 23 %.
3.1.3. MRSA-Priavalenz unter S. aureus-Isolaten

Unter den 48 S. aureus — Isolaten waren 25 MRSA — positiv. Dies ergibt eine Privalenz von 52

%.
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3.2. Sensitivitit und Spezifitit der molekularen Methoden zur MRSA-Detektion

3.2.1. Real-Time PCR nach Huletsky:

Tabelle 3.2.1.:
MRSA MSSA
Sensitivitit 96,7 % 25 %
Spezifitit 94,8 % 90 %

Tab. 3.2.1.: Sensitivitit und Spezifitit der Real-Time PCR nach Huletsky im Vergleich zur Bakterienkultur

3.2.2. PCR-based Assay nach Martineau:

Tabelle 3.2.2.:
MRSA MSSA
Sensitivitit 100 % 100 %
Spezifitit 46,4 % 44,5 %

Tab. 3.2.2.: Sensitivitat und Spezifitit der PCR-based Assay nach Martineau im Vergleich zur Bakterienkultur
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3.3. Spa-Typ Verteilung

Im Zeitraum von 13 Monaten wurden insgesamt 832 Abstriche von 207 Patienten abgenommen.
Von den 207 Patienten konnte bei 48 zu mindestens einem Zeitpunkt MRSA oder S. aureus in
Wunde oder Nase nachgewiesen werden. Eine spa-Typisierung der Isolate wurde durchgefiihrt.

Die Verteilung der spa-Typen unter den Patienten zeigte sich wie folgt:

Abbildung 3.3.
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Abb. 3.3.: Spa- Typ Verteilung in der Hautklinik Miinster
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Tabelle 3.3.

spa-Typ Frequenz Prozentzahl MRSA MSSA
t001 1 2,10 % 1 (100 %) 0
1002 2 4,20 % 0 2
t003 4 8,30 % 3 (66,6 %) 1
t004 4 8,30 % 4 (100 %) 0
t008 4 8,30 % 3 (66,6 %) 1
t009 1 2,10 % 0 1
t011 2 4,20 % 2 (100 %) 0
t012 2 4,20 % 0 2
1026 1 2,10 % 0 1
1032 11 22,90 % 11 (100 %) 0
t068 1 2,10 % 1 (100 %) 0
t078 1 2,10 % 0 1
t084 2 4,20 % 0 2
t091 3 6,30 % 0 3
t159 2 4,20 % 0 2
2115 1 2,10 % 0 1
12242 1 2,10 % 0 1
1232 1 2,10 % 0 1
t3273 1 2,10 % 0 1
t458 1 2,10 % 0 1
t469 1 2,10 % 0 1
t764 1 2,10 % 0 1
Total 48 100 % 25 23

Tab. 3.3.: Spa- Typ Verteilung in der Hautklinik Miinster
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3.4. Methodenvergleich

Tabelle 3.4.1.:

Kultur Huletsky Martineau
TOTAL negativ positiv negativ positiv
CNS 17 13 4 0 17
MRSA 61 2 59 0 61
no Staph 726 695 31 358 368
S. aureus 28 21 7 0 28
TOTAL 832 731 101 358 474

Tab. 3.4.1.: Vergleich der diagnostischen Verfahren Bakterienkultur, PCR-based Assay nach Martineau, Real-Time

PCR nach Huletsky
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Tabelle 3.4.2.:

n | spa-Typ | MRSA/MSSA Kultur HULETSKY MARTINEAU
MRSA MSSA Positiv negativ positiv negativ
1 |t032 MRSA 27(100%) |0 27 (100%) 0 27 (100%) 0
2 |t008 MRSA 18 (94,7%) [1(5,3%) |18(94,7%) 1(5,3%) 19 (100%) 0
3  |t003 MRSA 4 (75%) 1 (25%) 4 (80%) 1(20%) 5 (100%) 0
4 |t004 MRSA 5 (100%) 0 5 (100%) 0 5 (100%) 0
5 |t002 MSSA 0 4 (100%) [0 4 (100%) [4(100%) 0
6 |t091 MSSA 0 4 (100%) |4 (100%) 0 4 (100%) 0
7 | t001 MRSA 3 (100%) 0 3 (100%) 0 3 (100%) 0
8 |[t011 MRSA 3 (100%) 0 1 (33%) 2 (67%) 3 (100%) 0
9 [t084 MSSA 0 3(100%) |1(33%) 2 (67%) 3 (100%) 0
10 [t012 MSSA 0 2(100%) |0 2 (100%) [2(100%) 0
11 [t159 MSSA 0 2(100%) |0 2 (100%) |2 (100%) 0
12 |[t764 MSSA 0 2(100%) |0 2 (100%) |2 (100%) 0
13 |t009 MSSA 0 1 (100%) |1 (100%) 0 1 (100%) 0
14 |t026 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
15 [t068 MRSA 1 (100%) 0 1 (100%) 0 1 (100%) 0
16 [t078 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
17 [t232 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
18 [t458 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
19 |t469 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
20 [t2115 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
21 |12242 MSSA 0 1(100%) |0 1 (100%) |1 (100%) 0
22 [t3273 MSSA 0 1 (100%) |1 (100%) 0 1 (100%) 0

Tab. 3.4.2. : Ubersicht der Verfahren zur MRSA/MSSA-Detektion in Korrelation mit spa-Typ
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Abbildung 3.5.:
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4. DISKUSSION
4.1. MRSA-Privalenz

Der S. aureus hat sich schon frith an die sich &dndernden Umweltbedingungen angepasst.
Mittlerweile gehort er mit seinen Resistenzen zu den geféhrlichsten Krankenhauskeimen. Schon

in der Vergangenheit wurden die Risikofaktoren fiir eine Besiedlung mit MRSA untersucht.

In der Arbeit von K. Kroncke ,,Molekularepidemiologische Untersuchung zur Prévalenz und
Persistenz von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus bei ambulanten Patienten mit
Hauterkrankungen® [99] bei der identischen Patientengut untersucht wurde, lag die Prévalenz

ebenfalls bei 12 %.

In einer 2008 von KISS (The Hospital Infection Surveillance System) durchgefiihrten Studie mit
184 Krankenhduser in Deutschland und iiber 3 Millionen registrierten Patienten wurde die
MRSA-Privalenz bei 75 % gemessen [79]. Daraus ergibt sich eine deutlich hohere Privalenz im
Vergleich zu unserem Ergebnis. Allerdings wurden in unsere Studie die Hauptrisikotrager wie
intensivpflichtige Patienten, Patienten mit Dauerkatheter, dialysepflichtige Patienten nicht stark

vertreten.

Bei o.g. Arbeit von K. Kroncke [99] wurden aus dem selben Patientengut die Risikofaktoren fiir
eine MRSA/MSSA-Besiedlung untersucht: An erster Stelle befand sich der Risikofaktor
chronisch offene Wunden/Ulzera der bei 81% der Patienten mit MRSA/ MSSA nachgewiesen
wurde. Als zweithdufigster Risikofaktor wurde die Antibiotikaecinnahme innerhalb der letzten
sechs Monate vor Abstrichentnahme beschrieben. Zusitzliche Risikofaktoren wie ein
Krankenhausaufenthalt >24 Stunden in den letzten 6 Monaten vor Abstrichabnahme, MRSA-
Anamnese, Immunsuppression, Akne inversa, atopische Dermatitis und Kontakt zu MRSA-

Tragern schienen in 0.g. Arbeit das Risiko einer MRSA-Besiedlung deutlich zu erhdhen.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor fiir eine MRSA-Besiedlung ist der Aufenthalt in einer
Pflegeinrichtung. Geriatrische Institutionen beherbergen ein hohes MRSA-Reservoir, da hier der
Einsatz von Dauerurethralkathetern, Magensonden, Tracheostomas, sowie der Anteil von
dialysepflichtigen Patienten, Immunsupprimierten etc. sehr hoch ist. Talon et al. zeigten in
epidemiologischen Studien dass der Prozentsatz von MRSA-Trigern bei Aufnahme in eine

Geriatrie deutlich niedriger lag (11,6%) als bei Entlassung (18,7%) [86]. Daten zeigen sogar dass
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bei einem Krankenhaus mit hohem geriatrischem Anteil der Prozentsatz fiir MRSA auf 25 oder

mehr ansteigt [85].

In Belgien wurden epidemiologische Studien durchgefiihrt wo ein Zusammenhang zwischen der
MRSA-Inzidenz und dem Gebrauch von Ceftazidim, Cefsulosin, Amoxicillin/Clavulansdure und
Fluorchinolonen festzustellen war [84]. Wahio M et al. haben 1998 eine Risikoerh6hung fiir eine
MRSA-Kolonisation in Zusammenhang mit der vorangegangenen Gabe von Cephalosporinen

der 3. Generation feststellen konnen [87].

Ebenfalls ein groBes Problem im Gesundheitssystem sind die immer hdufiger auftretenden
diabetischen Ulzera bei Patienten und die damit zusammenhédngenden Krankenhausaufenthalte.
Beide Faktoren erhohen das Risiko einer Besiedlung mit nosokomialen MRSA-Keimen stark.
Die Publikation von Tentolouris et al. im Jahr 2005 hat gezeigt das von den 84 untersuchten

Patienten mit diabetischen Ulzerationen fast 50 % mit MRSA besiedelt waren [80].

4.2. Spa-Typ - Verteilungsmuster

Am haufigsten trat der spa-Typ t032 mit 22,9 % auf. Dies entspricht nicht der Haufigkeit im
Ridom spa-Server [66], die fiir t032 bei 10,75 % liegt.

Der spa-Typ t003, auch bekannt als Rhein-Hessen Epidemiestamm, der im Ridom spa-Server
mit 13 % am haufigsten vorkommt, belegte in unserer Studie mit 8,3 % zusammen mit den spa-
Typ t004 und t008 den zweiten Platz. Spa-Typ t008 kommt im Ridom spa-Server mit 6,52 % am
dritthdufigsten vor, t004 mit 1,5 % belegt nur noch Platz neun.

Spa-Typ t002 fillt in unserer Studie mit 4,2 % in etwa gleich aus mit dem Ridom spa-Server, bei
den t002 5,67 % ausmacht.

Der spa-Typ t011 zeigt eine Haufigkeit von 4,2 %. Er gehort zudem zu der klonalen Linie
CC398. Diese klonale Linie gehort zu der LA-MRSA-Gruppe und wird in Deutschland bei
kolonisiertem Tierbestand angetroffen [97]. Die in der Arbeit ermittelte Haufigkeit von LA-
MRSA der klonalen Linie CC398 stimmt mit der fiir die Region beschriebene Haufigkeit iiberein
[98].
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4.3. Vergleich der diagnostischen Verfahren zur MRSA-Detektion: Bakterienkultur, PCR-
based Assay nach Martineau, Real-Time PCR nach Huletsky auf Sensitivitit und Spezifitit

Sensitivitit: ,,Die Sensitivitdt gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass der Kranker als solcher
erkannt bzw. dass eine tatsdchlich exponierte Person auch als solche eingestuft wird* [94].

Sensitivitdt = positiv erkannt/tatséchlich positiv

Spezifitit: ,Beobachtet man Anzahlen von positiven und negativen Klassifizierungen bei
gleichzeitiger Kenntnis des wahren Sachverhaltes, so erhilt man die Spezifitit® [94].

Spezifitit = negativ erkannt/tatséchlich negativ

4.3.1. Real-Time PCR nach Huletsky und Bakterienkultur

Die molekularen Methoden fiir einen schnellen Nachweis von MRSA basieren auf den Nachweis
des mecA Gens. Diese Methoden konnen aber nicht fiir den direkten Nachweis von MRSA aus
einem unsterilen Wundabstrich benutzt werden ohne einer vorausgegangenen Isolation oder
Anreicherung von MRSA, da die Proben nicht nur ein Bakterium aufweisen, sondern mehrere,
u.a. koagulasenegative Staphylokokken und S. aureus, welche auch mecA-Gen-Triger sind. Die
Real-Time PCR nach Huletsky erlaubt einen direkten Nachweis von MRSA aus unsterilen
klinischen Proben welche mehrere Staphylokokken-Spezies enthalten in weniger als eine Stunde
[60]. Aus der Publikation von Huletsky et al. wo erstmalig die Real-Time PCR fiir den schnellen
Nachweis von MRSA aus Mischproben vorgestellt wurde, ergibt sich folgendes:

Sensitivitit fiir MRSA: 98,7 % Spezifitit fiir MRSA: 96,9 %
Sensitivitit fiir MSSA: 95,4 % Spezifitit fiir MSSA: 98,4 %

Die Ergebnisse aus unserer Studie (s. Tabelle 3.2.1) weichen von o.g. Ergebnissen ab. Diese
Ergebnisse zeigen dass das Schnelltest-Verfahren nach Huletsky zwar mit sehr hoher
Wabhrscheinlichkeit die tatsdchlich mit MRSA kolonisierten Patienten erkennen kann aber auch
mit einem Prozentsatz von 3,3 falsch positive Ergebnisse mit sich bringt. Im deutschen
Gesundheitssystem entstehen jihrlich mehrere Millionen Euro an Kosten in Verbindung mit
MRSA-Isolationen, Reserveantibiotika, langere Krankenhausaufenthalte und
Eradikationstherapien. Untersuchungen haben gezeigt dass im Rahmen des deutschen DRG

(diagnosis-related groups) es im Durchschnitt bei einem MRSA-Patienten zu einem Verlust fiir
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das Krankenhaus von ungefdhr 5700 Euro kommt. Dies entspricht einen Tagesverlust von
ungefdahr 600 Euro [88]. Wiirde man die o.g. Ergebnisse in Betracht ziehen, wiirde es heissen
dass 3 von 100 MRSA-Patienten falsch positiv gewertet werde und somit eine Kostensteigerung
von 17100 Euro fiir das Krankenhaus bedeuten. Dazu kommt dass eine MRSA-Kulturanzucht
zwischen 5 und 10 Euro kostet, und eine PCR-Detektion bei ca. 20 Euro liegt, also das doppelte.
Um einen direkten Vorteil aus dem Schnelltestverfahren zu gewinnen, miisste man die Kosten

mit beiden Verfahren balancieren.

4.3.2. PCR-based Assay nach Martineau und Bakterienkultur

Die PCR-based Assay nach Martineau ist ein Verfahren welches spezifisch fiir den Nachweis
von S. aureus benutzt werden kann. In der Publikation von Martineau et al. 1998 wurden auf der
Basis von gekreuzten Proben mit zufillig ausgewédhlten Klonen aus einer S. aureus genetischen
Bank ein chromosomales DNA-Fragment identifiziert, welches spezifisch fiir S. aureus ist und
welches alle 82 S. aureus-Isolate die getestet wurden auch als solche erfasst hat. Dieses 442-Bp
Fragment wurde sequenziert und fiir den Entwurf eines Sets von PCR Amplifikations-Primer
eingesetzt. Die PCR Assay war zudem spezifisch und universell fiir die Identifizierung aus
Bakterienkulturen mit 195 klinischen Stimmen von S. aureus welche aus einer Vielzahl von
anatomischen Gebieten isoliert wurden und aus Krankenhduser weltweit beschaffen wurden.

Diese PCR-based Assay kann innerhalb einer Stunde durchgefiihrt werden [89].

In den durchgefiihrten Tests in unserer Studie wurden die PCR-based Assay nach Martineau mit

der Bakterienkultur auf Sensitivitit und Spezifitét verglichen (s. Tabelle 3.2.2).

Die PCR-based Assay nach Martineau gibt nur die Aussage ob es sich im Isolat um S. aureus
handelt oder nicht. Die richtig positiven S. aureus — Isolate wurden in unserer Arbeit auch als
solche erkannt, allerdings wurden die richtig negativen S. aureus — Isolate nur mit einer
Wabhrscheinlichkeit von ca. 45 % auch als solche erkannt. Dieser Test ist als etabliertes
Schnelltestverfahren in einer gesundheitlichen Einrichtung nach o.g. Ergebnissen vermutlich

nicht geeignet.
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4.4. Vergleich Bakterienkultur, Real-Time PCR nach Huletsky, PCR-based Assay nach

Martineau und Korrelation mit spa-Typen

4.4.1. Vergleich Bakterienkultur, Real-Time PCR nach Huletsky und Korrelation mit spa-
Typen:

Beeindruckend ist der Unterschied beziiglich der Sensitivitdt und Spezifitit der Real-Time PCR

nach Huletsky in Bezug auf die verschiedenen spa-Typen.

Bei den spa-Typen t032, t008, t003, t004, t002, t001, t012, t159, t764, t026, t068, t078, t232,
t458, 1469, 12115, t2242, t3273 zeigen sich eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 100%.

Da die spa-Typen t032, t008, t003, t004, t002, t001 zu den elf wichtigsten bisher
synchronisierten spa-Typen auf dem Ridom spa-Server und zu den héufigsten in Deutschland
vorkommenden Stimmen gehdren (Barnimer Epidemiestamm, USA300, Rhein-Hessen-
Epidemiestamm, Berliner Epidemiestamm, Siiddeutscher Epidemiestamm), ist es von grofler
Bedeutung dass die Spezifitdt und Sensitivitit der Real-Time PCR nach Huletsky hoch ist. Diese
spa-Typen gehoren in unserer Studie ebenfalls zu den zehn héufigsten spa-Typen (s. Tab. 3.3.).
Die o.g. Fakten sprechen fiir eine Etablierung des Schnelltestverfahrens nach Huletsky wenn
davon auszugehen ist dass die o.g. spa-Typen auch weiterhin zu den am héufigsten

vorkommenden spa-Typen gehdren werden.

Interessant ist, dass der spa-Typ t091 in der Kulturanzucht zu 100% MSSA war, sich aber in der
Real-Time PCR nach Huletsky zu 100% als MRSA zeigte. Dieser spa-Typ gehort zu der
klonalen Linie ST-7. Er tritt sehr hdufig in den Niederlande auf, wobei er dort ebenfalls als

MSSA gilt [90]. In unserer Studie gehort er zu den zehn héaufigsten spa-Typen.

Der spa-Typ t084 der ebenfalls gehduft in Holland auftritt und als MSSA gilt [90] wird mittels
Real-Time PCR nach Huletsky mit einer Sensitivitidt von 66% und einer Spezifitit von 66% auch

als solcher erkannt. In unserer Studie gehort er ebenfalls zu den zehn héufigsten spa-Typen.

Die Héufigkeit dieser beiden spa-Typen ist am ehesten geographisch zu erkliren, da Miinster ca.
70 km von der holldndischen Grenze entfernt liegt. Da die Spezifitdt und Sensitivitdt der Real-
Time PCR nach Huletsky fiir die beiden spa-Typen nicht sehr hoch ist, konnte man daraus
schlieBen dass fiir die an Holland angrenzenden Regionen eine Etablierung der Real-Time PCR
nach Huletsky nicht profitabel wire.
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Der Schweine-assoziierte Klon t011 erzielt eine sehr niedrige Sensitivitit (33%) und eine
Spezifitdit von 0% unter dem Schnelltestverfahren nach Huletsky. Bei Patienten die in der
Landwirtschaft tdtig sind oder sehr engen Kontakt zu Tieren haben, ist dieses

Schnelltestverfahren zum MRSA-Nachweis nicht geeignet.

4.4.2. Vergleich Bakterienkultur, PCR-based Assay nach Martineau und Korrelation mit
spa-Typen:

Die PCR-based assay nach Martineau welche spezifisch fiir den Nachweis von S. aureus
eingesetzt werden kann, zeigt fiir alle spa-Typen eine Sensitivitit von 100%. Allerdings wird bei
diesem Schnelltest-Verfahren nicht zwischen MRSA und MSSA unterschieden. Dieser
Schnelltest ist besser geeignet fiir ein zeitnahes Ergebnis iiber die Kolonisation eines Patienten.
Allerdings ist es nicht realistisch bei jedem positiven Ergebnis den Patienten zu isolieren, da eine
grofle Anzahl der Bevolkerung mit MSSA kolonisiert ist. Dieser Test scheint zu unspezifisch zu
sein. Wiirde man allerdings den Test mit einem Fragebogen iiber die Risikofaktoren des

Patienten kombinieren, wire wahrscheinlich die Selektion von MRS A-Patienten hoher.

4.5. Korrelation MRSA/MSSA und spa-Typ

Die spa-Typen t003 und t008 sind die einzigen in unserer Studie die sowohl als MRSA als auch
als MSSA vorkommen. Der spa-Typ t003 gehort zu der klonalen Linie ST-5 und ST-225. Die
klonale Linie ST-225 ist sehr weit verbreitet und geht wahrscheinlich von einem
Ausgangsstamm aus [91]. Zu der klonalen Linie ST-5 gehort ebenfalls der spa-Typ t002, der
allerdings nur als MRSA auftritt.

Der spa-Typ t008 gehort zu der klonalen Linie ST-8 und wird alternativ auch als CA-MRSA

bezeichnet.

Die o.g. Ergebnisse sprechen fiir eine unabhédngige Evolution bei gleicher klonaler Linie an

verschiedenen Orten und zu verschiedenen Zeiten wie bei Witte et al. 2008 beschrieben [92].
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4.6. Fazit und Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich sagen dass ein molekulares Schnelltestverfahren zur Detektion von
MRSA mit hoher Sensitivitit und Spezifitdt duflerst wichtig ist. Die Real-Time PCR nach
Huletsky zeigt zwar eine hohe Sensitivitdt fiir MRSA allerdings versagt sie bei dem spa-Typ
t091 indem sie diesen spa-Typ falsch positiv als MRSA erkennt, obwohl er in der Kultur als
MSSA gilt. Weitere Untersuchungen miissen erfolgen um herauszufinden warum es so ist. Die
PCR-based Assay nach Martineau hat eine sehr hohe Sensitivitét, allerdings erkennt diese nur S.
aureus ohne zwischen MRSA und MSSA unterscheiden zu konnen. Zudem liegt die Spezifitét
nur bei ca. 45 %. Dazu kommt dass ein neues S. aureus-Isolat bei Menschen und Rindern in
England und Danemark entdeckt wurde, welches resistent gegeniiber Methicillin ist, mit einem
neuen mecA homolog, dem mecA LGA251, welches nicht auf Standard-PCR-Tests fiir mecA
reagiert [95]. Dieser neu entdeckter S. aureus-Stamm konnte einen Riickschlag bedeuten fiir die
bisher entwickelten Schnelltestverfahren zur MRSA-Detektion. Durch kommerzielle
Testsysteme kann keine hohe Spezifitit und Sensitivitét fiir den Nachweis von MRSA erreicht
werden. Neue Testverfahren miissen vermutlich entwickelt werden, welche durch hohere
Sensitivitdt und Spezifitit die alten ersetzen konnen. Ein PCR-Test welches das mecA-Gen
sowie das mecA LGA251 erkennt mit hoher Spezifitit und Sensitivitdt konnte als neues

Schenlltestverfahren etabliert werden.
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6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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PBP 2
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CA-MRSA
LA-MRSA
HA-MRSA
DNA
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MBP
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MSSA
VRSA
PCR
S.aureus
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Spa
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fem

kb

PVL
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Penicillin Bindeprotein 2
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,Community-acquired MRSA
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,,Healthcare-associated“ MRSA
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Gen, welches fiir die Methicillinresistenz kodiert

Mega base pair (1 Million base pairs)

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus
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European Food Safety Authority
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