Aus dem Universitatsklinikum Minster
Institut fir Medizinische Mikrobiologie
- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. G. Peters -

Charakterisierung von nosokomial und ambulant erworbenen Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus-Stammen aus Deutschland, 2010-2011

INAUGURAL-DISSERTATION
zur

Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultat
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von Laura Richter
geboren in Breisach am Rhein
2014



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. Wilhelm Schmitz

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Karsten Becker
2. Berichterstatter: PD Dr. med. Dr. PH Frank Kipp

Tag der mindlichen Prifung: 06.05.2014



Aus dem Universitatsklinikum Minster
Institut fur medizinische Mikrobiologie
Direktor: Prof. Dr. med. Georg Peters
Referent: Prof. Dr. med. Karsten Becker
Koreferent: PD Dr. med. Dr. PH Frank Kipp

ZUSAMMENFASSUNG
Charakterisierung von nosokomial und ambulant erworbenen Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus-Stammen aus Deutschland, 2010-2011
Richter, Laura

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Stamme galten lange als rein noso-
komiale Infektionserreger (,hospital-acquired” = HA-MRSA), breiteten sich jedoch in den
letzten Jahren auch auBerhalb von Gesundheitseinrichtungen (,community-associated” =
CA-MRSA) und bei Personen mit Kontakt zur Viehzucht (,livestock-associated® = LA-
MRSA) aus. Représentativ erhobene Daten zur klonalen Struktur der in Deutschland vor-
kommenden MRSA-Stdmme fehlten bisher. In dieser Studie wurde daher die aktuelle Epi-
demiologie, die genetischen Hintergrinde und die Ausstattung mit Genen flr
Virulenzfaktoren von MRSA-Isolaten aus dem Jahr 2010 untersucht und ausgewertet.

An der Studie nahmen deutschlandweit 33 mikrobiologische Laboratorien mit Einsendun-
gen aus dem ambulanten und/oder stationaren Bereich teil. Jedes Labor sammelte konse-
kutiv bis zu 50 MRSA-Isolate von symptomatischen und asymptomatischen Patienten und
sandte diese zur weiteren Charakterisierung an das Studienzentrum Munster. Pro Patient
wurde maximal ein Isolat in die Studie eingeschlossen, auBerdem wurden fir jedes Isolat
klinische Daten mithilfe eines standardisierten Fragebogens erhoben.

Die Spezieszugehoérigkeit und die mecA- bzw. mecC-kodierte Methicillin-Resistenz der
S.aureus-Isolate wurden molekulargenetisch mittels PCR-Verfahren gesichert und die Aus-
stattung mit Genen flr Virulenzfaktoren (pyrogene Superantigene, Leukozidine) bestimmt.
Zur Genotypisierung der insgesamt 1603 Isolate wurde die sequenzbasierte S. aureus Pro-
tein A (spa)-Typisierung eingesetzt. Es konnten 236 spa-Typen unterschieden werden, am
haufigsten waren die klassischen HA-MRSA-Typen t003 (40,0%; n=639) und t032 (15,5%;
n=249). In Sid- und Westdeutschland dominierte der spa-Typ t003, im Osten und Norden
Deutschlands vor allem t032 und in Mitteldeutschland t034 und t011.
Panton-Valentine-Leukozidin (PVL)-positive Stdmme (CA-MRSA) machten 2,7% (n=44)
aller Isolate aus, wobei hdhere Anteile in Hamburg (6,1%; n=6/99) und Frankfurt am Main
(8,8%; n=4/45) auffielen. Sie traten haufiger bei symptomatischen als bei klinisch unauffal-
ligen Patienten auf und waren insbesondere mit Abszessen assoziiert.

Mit MLST ST398 assoziierte LA-MRSA-Stamme (spa-Typ t011, 1034 und verwandte spa-
Typen) kamen deutschlandweit vor (1,9%; n=27/1456), besonders haufig jedoch in vieh-
zuchtreichen Teilen Nordrhein-Westfalens und Niedersachsens, wo sie 40,1% (n=59/147)
der eingesandten Isolate ausmachten.

Neben den wenigen dominierenden klonalen MRSA-Linien existiert eine Vielfalt verschie-
dener spa-Typen. Die klassischen HA-MRSA-Stdmme machen weiterhin den Hauptanteil
der MRSA-Population in Deutschland aus, jedoch finden sich, insbesondere in Schwer-
punktregionen, auch wesentliche Anteile von CA-MRSA und LA-MRSA.
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1 EINLEITUNG

1.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus ist ein fakultativ pathogenes, gram-positives Kokkenbakterium,
das weltweit zu den haufigsten Infektionserregern gehdért (Deurenberg & Stobberingh,
2008). Erstmals wurde es 1880 von Sir Alexander Ogston beschrieben. Er hatte Eiter-
praparate von Patienten mit postoperativen Wundinfektionen und Abszessen mikro-
skopisch untersucht und dabei trauben&hnlich angeordnete Bakterien entdeckt. Wegen
ihrer Form nannte er sie Staphylococcus, abgeleitet von dem griechischen Wort
~Staphyle” fir Weintraube (Ogston, 1880). Im Jahre 1884 ziichtete Rosenbach dieses
Bakterium erstmals an und fagte auf Grund der goldenen Farbe seiner Kolonien die
Bezeichnung ,aureus® hinzu (Van Belkum et al., 2009).

Von S. aureus verursachte Erkrankungen umfassen die Haut- und Weichgewebe-
Infektion, postoperative Wundinfektion, Osteomyelitis, fremdkérperassoziierte Infektion,
Bakteriamie, Sepsis und nekrotisierende Pneumonie (Becker & Von Eiff, 2011;
Deurenberg & Stobberingh, 2008).

Nicht immer fhrt S. aureus unmittelbar zur Infektion. Tatsachlich gehért das Bakterium
auch zur physiologischen mikrobiellen Flora (Mikrobiota) von Haut- und Schleimh&uten
bei Mensch und Tier. Insgesamt sind etwa 20% der Weltbevélkerung permanent und
weitere 30 - 60% intermittierend kolonisiert, ohne Symptome einer Infektion zu zeigen
(van Belkum, et al., 2009). Dabei sind die Nasenvorhéfe das h&ufigste Reservoir von
S. aureus, es kdnnen jedoch - meist Gber die Hande kontaminiert - auch andere Kor-
perstellen besiedelt sein, wie die Achselhdhlen, der Perineal- und Vaginalbereich oder
der Oropharynx (Becker & Sunderkétter, 2012; Wertheim et al., 2005).

Uber die Biologie der Kolonisation ist noch wenig bekannt. Sie scheint jedoch mit gene-
tisch bedingten Polymorphismen des Glukokortikoidrezeptors zusammenzuhangen.
Diese haben Einfluss auf die Sensibilitat des Tragers fiir Glukokortikoide und offenbar
auf die Affinitat fir S. aureus (Van den Akker et al., 2006). Ahnlich konnte gezeigt wer-
den, dass die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit einer permanenten Kolonisie-
rung assoziiert ist (Zanger et al., 2012). Auch Einflisse ko-kolonisierender Mikroorga-
nismen werden in diesem Zusammenhang diskutiert (Wos-Oxley et al., 2010). So sind
manche Menschen permanent mit S. aureus kolonisiert, wahrend andere nie oder nur
intermittierend besiedelt sind. Medizinisch bedeutsam wird die Kolonisation, wenn die
Barrierefunktion der Haut oder Schleimhdute durchbrochen wird und der Erreger so in
den Wirtsorganismus eindringen und tiefer gelegene Gewebe infizieren kann. Beson-



ders bei Dauertragern von S. aureus ist das Risiko einer Autoinfektion mit dem besie-
delnden S. aureus-Stamm signifikant erhéht (Becker & Sunderkétter, 2012; von Eiff et
al., 2001).

1.2 VIRULENZFAKTOREN

1.2.1 PORENBILDENDE TOXINE

S. aureus verflgt Uber eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, unter anderem in Form von
Exotoxinen. Das sind Toxine, die von S. aureus gebildet werden, aber auBerhalb der
Bakterienzelle auf den Wirtsmechanismus wirken. Dazu gehdren
membranschadigende Exotoxine wie das Panton-Valentine-Leukozidin (PVL) und
Gamma-Hamolysin (HLG). PVL ist ein S. aureus-spezifisches, bikomponentes, poren-
bildendes Leukotoxin, welches in Europa von 1,2% (von Eiff et al., 2004) bis 4,4%
(Grundmann et al., 2010) der S. aureus-Isolate gebildet wird. Es wirkt auf die Membran
von neutrophilen Granulozyten, fihrt zu deren frihzeitigen Zelltod und schwécht so
das Wirtsimmunsystem (Boyle-Vavra & Daum, 2007; Léffler et al., 2010). Krankheiten,
die von PVL-positiven S. aureus-Stdmmen verursacht werden, zeigen haufig schwer-
wiegendere Verlaufe als Infektionen mit PVL-negativen S. aureus und kénnen zu mas-
siven Gewebenekrosen, nekrotisierender Pneumonie mit Hamoptyse und Sepsis mit
hoher Letalitat fihren.

Gamma-Hamolysin ist &hnlich wie PVL ein bikomponentes und porenbildendes Toxin.
Es wird von dem hlg-Gen kodiert und kann neben neutrophilen Granulozyten und Mak-
rophagen auch Erythrozyten lysieren (Dinges et al., 2000).

1.2.2 PYROGENE SUPERANTIGENE (SAGS)

Eine Besonderheit von S. aureus ist die Fahigkeit pyrogene Superantigene (SAGs) zu
bilden. Superantigene sind Exotoxine, deren pathogene Wirkung nicht durch das ei-
gentliche Toxin, sondern durch die Induktion einer massiven Immunantwort des Wirts-
organismus mit GberschieBender Proliferation von T-Lymphozyten erklart werden kann.
Durch die T-Zell-Antwort werden Zytokine freigesetzt, welche wahrscheinlich fir die
systemischen Symptome wie Blutdruckabfall und Anstieg der Herzfrequenz verantwort-
lich sind. Zu den klassischen S. aureus-spezifischen SAGs gehdren das ,toxic shock
syndrome® Toxin (TSST-1) und Enterotoxine (,staphylococcal enterotoxins® = SEs;
Becker, 2005; Dinges et al., 2000)



TSST-1 wird von dem Gen tst kodiert und verursacht das ,toxic shock syndrome*. Es
wird von bis zu 20,3% der S. aureus-Stamme gebildet (Becker et al., 2003; Lehn et al.,
1995; Schmitz et al., 1997). Die besten Bedingungen daflr herrschen auf der
Vaginalschleimhaut von jungen Frauen wahrend der Menstruation (,Menstruationsas-
soziiertes toxic shock syndrome®). Einmal freigesetzt, kann TSST-1 die Schleimhaut
durchdringen und in die Blutbahn gelangen, wo es seine systemische Wirkung entfaltet
und zu akut einsetzendem Fieber, Hautrétung und Blutdruckabfall mit multiplem Or-
ganversagen und Schock fihren kann (Becker et al., 2003; Dinges et al., 2000;
McCormick et al., 2001).

Enterotoxine werden bei der Besiedlung von Lebensmitteln durch S.aureus gebildet
und sind eine der haufigsten Ursachen fir Lebensmittelvergiftungen. Die SEs werden
in alphabetisch geordnete Gruppen eingeteilt (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei,
sej). Sie werden von 70 bis 100% der S.aureus-Stamme gebildet (Becker et al., 2003;
Lattar et al., 2012; Menegotto et al., 2012; Yu et al., 2012) und fuhren zu selbstlimitie-
renden Gastroenteritiden mit Durchfall und Erbrechen. Wie TSST-1 kénnen auch eini-
ge Enterotoxine ein menstruationsunabhangiges ,toxic shock syndrome® auslésen
(Dinges et al., 2000).

1.2.3 EXFOLIATIVTOXINE

Exfoliativtoxine sind verantwortlich fir das ,staphylococcal scalded skin syndrome*
(SSSS). Dies st eine generalisierte, blasenbildende Erkrankung, die vor allem Kinder
betrifft und mit plétzlichem Fieber und Erythem auftritt, gefolgt von einer groBflachigen
epidermalen Hautabl6sung, jedoch ohne Nekrolyse oder Entziindung (Yamaguchi et
al., 2001, 2002). Exfolitaivtoxine werden von circa 1,2% der S.aureus-Isolate gebildet
(Becker et al., 2003). Zur Zeit sind vier Subtypen beschrieben: Exfoliativtoxin A, B, C
und D (ETA - ETD; Lamand et al., 2012). Insbesondere ETD scheint ein bisher unter-
schatzter Virulenzfaktor zu sein und ist neben dem SSSS auch mit anderen Infektionen
wie Haut- und Weichgewebeinfektionen, Abszessen und Sepsis assoziiert (Czech et
al., 2001; Yamasaki et al., 2006; Yamaguchi et al., 2001).

1.2.4 EPIDERMALE ZELLDIFFERENZIERUNGS-INHIBITOREN (EDIN)

Weitere Virulenzfaktoren sind die Toxine der Gruppe der epidermalen Zelldifferenzie-
rungs-Inhibitoren (,epidermal cell differentiation inhibitor“, EDIN-A, EDIN-B, EDIN-D).
Far den Prototyp dieser Toxinfamilie, EDIN-A, wurde gezeigt, dass er die Differenzie-
rung von Keratinozyten blockieren und so eine Hyperplasie der Epidermis induzieren
kann (Sugai et al., 1990). Das Gen fiir EDIN-B liegt auf der selben Genregion wie das



Exfoliativtoxingen etd und tritt meist in Kombination mit diesem auf (Yamaguchi et al.,
2002).

1.3 METHICILLIN-RESISTENTER STAPHYLOCOCCUS AUREUS

1.3.1 ANTIBIOTIKA-RESISTENZ

Vor der klinischen Einfihrung von Penicillin 1941 verliefen Bakteriamien mit S. aureus
in 80% der Falle tédlich. Mit Penicillin war ein wirksames Gegenmittel gefunden wor-
den, wogegen jedoch bereits 1942 die ersten Resistenzen beobachtet wurden
(Deurenberg & Stobberingh, 2008). Penicillin-resistente S. aureus inaktivieren Penicillin
mit Hilfe einer beta-Laktamase, einem extrazelluldaren Enzym, das den beta-Laktam
Ring von Penicillin und anderen beta-Laktam-Antibiotika spaltet und sie so funktionsun-
fahig macht. Heute produzieren tber 90% der weltweiten S. aureus-Stdmme eine beta-
Laktamase (Lowy, 2003).

1.3.2 MRSA

Im Jahre 1959 wurde Methicillin, ein beta-Laktamase-stabiles Penicillin, eingeflhrt.
Zwei Jahre spéater, 1961, entdeckte man die ersten Methicillin-resistenten S. aureus
(MRSA)-Stdmme in einem Krankenhaus in GroBbritannien. Seit dem haben sich
MRSA-Klone weltweit verbreitet (Lowy, 1998, 2003) und flhrten in den letzten Jahren
aufgrund der héheren Morbiditdt und Mortalitat der MRSA-Infektionen zu steigenden
Behandlungskosten (Holzknecht et al., 2010).

Fur die Methicillin-Resistenz ist das mecA-Gen verantwortlich, welches ein zusétzli-
ches, modifiziertes Penicillin-Bindeprotein (PBP2a) mit verminderter Affinitat fir beta-
Laktam-Antibiotika kodiert (Chambers, 1997; Ito et al., 2001). Bei Methicillin-sensiblen
S. aureus (MSSA) binden beta-Laktam-Antibiotika an die PBPs, die sich in der S.
aureus-Zellwand befinden. Dies fihrt zum Abbruch der Peptidoglykanschichtsynthese
in der Zellwand und so zum Absterben des Bakteriums. An die von mecA kodierte
PBP2a jedoch kénnen die meisten beta-Laktam-Antibiotika (Ausnahme: MRSA-
wirksame Cephalosporine) nicht binden, die Peptidoglykanschichtsynthese wird nicht
gestort und MRSA kann weiter wachsen (Berger-Bachi & Rohrer, 2002).

Das mecA-Gen gehdrt zu einem mobilen genetischen Element, der “staphylococcal
cassette chromosome mec” (SCCmec; Chambers, 1997; Ito et al., 2001). Fir die Mobi-
litat dieser Kassette, beispielsweise die Exzision und Integration in ein neues Wirts-
chromosom, enthdlt das SCCmec-Element spezifische Rekombinasen (,cassette



chromosome recombinases” = ccr). Ausgehend von der Kombination ihrer mec und ccr
Genkomplexe (Grundmann et al., 2006), definiert man zur Zeit elf Haupttypen von
SCCmec (Typen | bis Xl; Turlej et al., 2011). Diese Typen unterscheiden sich unter
anderem in ihren Resistenzprofilen. Die SCCmec Typen |, IV und V enthalten nur
mecA als Resistenz-vermittelndes Gen und verursachen ausschlieBlich Resistenzen
gegen beta-Laktam-Antibiotika, wohingegen die relativ groBen SCCmec Typen Il und
[l (34-67 kb) zusatzliche Resistenzgene in Form von Plasmiden und Transposons ent-
halten kénnen, die Unempfindlichkeiten gegen ein breiteres Antibiotikaspektrum vermit-
teln. Die Plasmide pUB110 und pT181 auf sind beispielsweise fir die Resistenz gegen
Aminoglykoside und Tetracycline verantwortlich (Boyle-Vavra & Daum, 2007;
Deurenberg & Stobberingh, 2008; Grundmann et al., 2006; Liu et al., 2010).

Die urspriingliche Herkunft von SCCmec ist unklar, es wird jedoch vermutet, dass bis
dahin Methicillin-sensible S. aureus-Stamme (MSSA) SCCmec von koagulase-
negativen Staphyolokokken-Spezies, wie z.B. Staphylococcus sciuri, Ubernommen
haben (Gordon & Lowy, 2008). Aktuell wird jedoch eher von einem Ursprung aus
Macrococcus caseolyticus ausgegangen (Baba et al., 2009).

In letzter Zeit wurde von zwei Arbeitsgruppen parallel ein neues SCCmec Element be-
schrieben (SCCmec XI; Garcia-Alvarez et al., 2011; Shore et al., 2011). Es vermittelt
die Antibiotika-Resistenz Uber ein mecA-Homolog (mecC oder, friher, mecA.cazs1).
welches flr ein weiteres Penicillin-Binde-Protein kodiert. Es wird nicht durch die bisher
Ublichen Tests fur MRSA mittels PCR fir das mecA-Gen oder den Nachweis von
PBP2a mittels eines Agglutinationstests detektiert. Dieses mecA-Homolog mecC wur-
de zuerst bei Tieren in England und Dédnemark entdeckt, spater auch bei Menschen.
Es ist zu 70% identisch mit S. aureus mecA und meist mit dem klonalen Komplex
CC130 entsprechend der ,Multilocus Sequenztypisierung® (MLST; siehe Kapitel 1.4.2)
und den S. aureus Protein A (spa)-Typen (siehe Kapitel 1.4.3) 1843, 1978, t7189, 11773
und t1535 assoziiert (Garcia-Alvarez et al., 2011; Kriegeskorte et al., 2012; Shore et
al., 2011). Der PCR-Nachweis gelingt mithilfe spezifischer Primer, sowie mithilfe von
Primern, die sowohl mecA als auch mecA ga2s1 (mecC) erfassen (C. Cuny & Witte,
2011; Kriegeskorte et al., 2012; Sabat et al., 2012).

1.3.3 HOSPITAL-ACQUIRED MRSA (HA-MRSA)

Seit seiner Entdeckung galt MRSA als klassischer Krankenhauskeim (,hospital-
acquired” = HA-MRSA; Fowler et al., 2003). Er ist bis heute der haufigste im Kranken-
haus erworbene Infektionserreger (Grundmann et al., 2006) und mit bestimmten Risi-
kofaktoren assoziiert (siehe Tabelle 1 und 5). Die oft multiresistenten MRSA-Stamme



haben durch die haufige Gabe von Antibiotika in Kliniken einen signifikanten Selekti-
onsvorteil gegentber Methicillin-sensiblen S. aureus (Muto et al., 2003). In Deutsch-
land gehéren HA-MRSA meist zu den spa-Typen 1002, t003, t008 und t032 und sind
mit den MLST-Typen ST5, ST225, ST8 und ST22 assoziiert (Schaumburg et al., 2012).

1.3.4 COMMUNITY-ASSOCIATED MRSA (CA-MRSA)

Im Jahre 1993 wurden in Westaustralien MRSA aus Haut- und Weichgewebeinfektio-
nen von Angehdrigen eines Aborigine-Stammes in Kimberly isoliert. Die betroffenen
Personen wiesen keine der Ublichen Risikofaktoren fir HA-MRSA auf, wie beispiels-
weise einen vorherigen Krankenhausaufenthalt (Clock et al., 2010; DeLeo et al., 2010).
Seither wurden solche ambulant erworbenen oder ,community-associated MRSA* (CA-
MRSA) weltweit nachgewiesen (Deurenberg & Stobberingh, 2008; Schaumburg et al.,
2012). Die CA-MRSA-Stamme sind typischerweise PVL-positiv und verursachen haufig
Infektionen mit ungewdhnlich schweren Verlaufen (nekrotisierende Pneumonien,
schwere Hautinfektionen, Osteomyelitis, nekrotisierende Fasziitiden; Boyle-Vavra &
Daum, 2007; Loffler et al., 2010).

Laut dem ,Center for Disease Control and Prevention“ (CDC) spricht man von ambu-
lant erworbenem MRSA, wenn das Isolat in einem ambulanten Umfeld oder innerhalb
der ersten 48 Stunden nach Krankenhausaufnahme isoliert wird und die betreffenden
Patienten keine der Risikofaktoren fir HA-MRSA aufweisen (siehe Tabelle 1 und 5).
Der Hauptrisikofaktor fir die Kolonisierung und Infektion mit CA-MRSA ist die Einnah-
me von Antibiotika. Weitere Risikofaktoren sind Auslandsreisen, Mannschaftssport,
Operationen und Sexualkontakte, sowie Gefangnisaufenthalte (David et al., 2008;
Deurenberg & Stobberingh, 2008; Miller et al., 2009).

Genetisch unterscheiden sich HA- und CA-MRSA in den Elementen fir die Methicillin-
Resistenz, in ihrer genetischen Herkunft und in einigen Virulenzfaktoren. HA-MRSA
tragen Ublicherweise die relativ groBen SCCmec Typen |, I, oder Il (34-67 kb). Diese
sind, wie oben beschrieben, verantwortlich fir eine breitere Antibiotika-Resistenz. Der
zumeist mit CA-MRSA assoziierte SCCmec Typ ist kleiner (24kb). Er vermittelt, auBer
der fUr beta-Laktam-Antibiotika, kaum weitere Resistenzen, ist aber im Austausch zwi-
schen den Stdmmen mobiler als die anderen SCCmec Typen (Boyle-Vavra & Daum,
2007; Liu et al., 2010). Klassische CA-MRSA-Linien sind die MLST-Typen ST8 mit dem
spa-Typ t008 (USA300) und ST80 mit dem spa-Typ t044 (USA400). Insgesamt schei-
nen CA-MRSA trotz der h6heren Antibiotika-Sensibilitat einen Selektionsvorteil vor HA-

MRSA zu haben. Sie breiten sich schneller aus, sind infektioser und kommen mittler-



weile auch zunehmend in Krankenhdusern vor (Boyle-Vavra & Daum, 2007;
Schaumburg et al., 2012; Valsesia et al., 2010; http://www. spaserver.ridom.de).

1.3.5 LIVESTOCK-ASSOCIATED MRSA (LA-MRSA)

Seit den 2000er Jahren wird MRSA auch bei Tieren, insbesondere in der landwirt-
schaftlichen Tiermast, nachgewiesen. Bei diesen ,livestock-associated MRSA® (LA-
MRSA) handelt es sich meist um MRSA-Isolate mit dem MLST-Typ ST398 und dem
spa-klonalen Typ (spa-CC) 011. Dazu gehdren die spa-Typen t034, 1011 und verwand-
te Typen (1108, t1451, 12576, t14395t, t8377). Wie Huijsdens et al. erstmals 2004 beo-
bachteten, kdbnnen diese LA-MRSA-Isolate bei engem Kontakt mit LA-MRSA-positiven
Tieren auf Menschen Ubertragen werden und zur Besiedlung und Infektion fUhren
(Huijsdens et al., 2006). So sind 23-86% der Schweinzlchter und Tierarzte mit LA-
MRSA besiedelt (Cuny et al., 2009, 2013; Kéck et al., 2012, 2013; Wulf et al., 2008).
Da LA-MRSA mittlerweile jedoch auch bei Personen ohne direkten Tierkontakt gefun-
den wurde, werden mittlerweile auch andere Ubertragungswege wie beispielsweise
Uber kontaminiertes Fleisch, Kontakt zu Menschen mit engem Tierkontakt und sogar
den Luftweg diskutiert (Bisdorff et al., 2012; Cuny et al., 2013; Schulz et al., 2012).
Insbesondere in Regionen mit vielen Tiermastbetrieben ist die Rate von LA-MRSA in
der Bevdlkerung hoch, sodass LA-MRSA vermehrt in Krankenh&user importiert werden
kann und mittlerweile verantwortlich fir einen signifikanten Anteil auch an stationar
erworbenen Infektionen ist (Kéck et al., 2009, 2013; Schaumburg et al., 2012;
Vanderhaeghen et al., 2010). Einen Vergleich von HA-, CA- und LA-MRSA zeigt Tabel-
le 1.



Tabelle 1: Vergleich von HA-, CA- und LA-MRSA (modifiziert nach Kéck et al., 2011)

HA-MRSA CA-MRSA LA-MRSA
Besitz der PVL- | Selten Haufig Einzelfalle
Gene
Pradominante Kkli- | Postoperative Eitrige Hautinfektio- | unbekannt, wahr-

nische Manifesta-

Wundinfektionen,

nen, Abszesse, sel-

scheinlich Spekt-

tion Osteomyelitis, ten Pneumonie, | rum typischer S.
Pneumonie Fasziitis aureus-
Infektionen
Kennzahlen zur | Circa 14 000 noso- | 2-3% der MRSA in | <1% der noso-
Haufigkeit in | komiale MRSA- | Deutschland sind | komialen MRSA-
Deutschland Infektionen/Jahr PVL-positiv; Ge- | Infektionen
samtinzidenz ~ von | deutschlandweit;
CA-MRSA- Zahl der ambu-
Infektionen unbe- | lanten Infektionen
kannt unbekannt
Krankenhausaufent- | Reisen in Risikoge- | Direkter Kontakt
halte, Alten- und | biete, Kontakt =zu |zu landwirtschaft-
Risikofaktoren Pflegeheime, Kathe- | Personen mit CA- | lichen Nutztieren,
ter, chronische | MRSA Infektion, | (Landwirte, Vete-
Wunden, Kontaktsportarten rindre, Schlacht-
Antibiotikatherapie hofmitarbeiter)

Screening bei Kran-

Waschen von Klei-

Sorgféltige Stall-

kenhausaufnahme, | dung, Bettwasche, | hygiene, Dekolo-

Pravention I . i I
Dekolonisations- Handtlchern még- | nisationsmaBnah
maBnahmen, Hygie- | lichst >60°C; ggf. | men vor elektiven
nemaBnahmen ge- | Dekolonisations- medizinischen
man RKI- | maBnahmen Eingriffen
Empfehlungen

Haufigste MLST- | ST5, ST22, ST225 ST80, ST8 ST398

Typen




1.4 TYPISIERUNGSMETHODEN FUR MRSA

Um die Entwicklung und Ausbreitung von MRSA zu tberwachen, braucht man Typisie-
rungsmethoden, die die Unterscheidung von nicht miteinander verwandten Isolaten
ermoglichen und das Erkennen von gemeinsamen Urspriingen erlauben. Die optimale
Methode sollte Gber eine hohe technische Reproduzierbarkeit und eine hohe Diskrimi-
nation verfigen. Auch eine einfache Durchfiihrung und Interpretation, ein geringer
Zeitaufwand sowie niedrige Kosten sollten in die Wahl der Methode einbezogen wer-
den.

Man unterscheidet phanotypische von genotypischen Typisierungsmethoden. Bei den
phanotypischen Methoden werden bestimmte Eigenschaften der Stdmme, wie die Re-
sistenzen gegen Antibiotika und die Expression von Virulenzfaktoren untersucht. Da
diese Eigenschaften jedoch haufig durch Phagen oder andere mobile Elemente erwor-
ben werden und von unterschiedlichen Umwelteinflissen abhéngen, sind sie schwieri-
ger zu reproduzieren und schlechter vergleichbar als genotypische Methoden, welche
mittels DNA-Sequenzierung die molekulare Zugehdrigkeit bestimmen (de Sousa & de
Lencastre, 2003). Die am haufigsten genutzten Methoden um S. aureus-Stamme zu
typisieren, sind die Pulsfeld Gelelektrophorese (PFGE), die Multlocus Sequenztypisie-
rung (MLST), die spa-Typisierung und SCCmec-Typisierung (de Sousa & de Lencastre,
2004; Deurenberg & Stobberingh, 2008).

1.4.1 PULSFELD GELELEKTROPHORESE

Die Pulsfeld Gelelektrophorese (PFGE) gilt aufgrund ihres hohen Diskriminationsver-
moégens als Goldstandard zur Untersuchung von S. aureus-Genotypen, beispielsweise
bei MRSA-Ausbrichen. Hierbei wird die chromosomale DNA durch ein Enzym (smal)
verdaut und die daraus resultierenden DNA-Fragmente durch Gelelektrophorese von-
einander getrennt. Die Bandenmuster der verschiedenen Keime kdnnen dann mitei-
nander verglichen werden. Der Nachteil von PFGE ist die schlechte Reproduzierbarkeit
ihrer Ergebnisse. Obwohl verschiedene Arbeitsgruppen daran arbeiten, die Ergebnis-
se mittels Einhaltung strenger Protokolle auch international vergleichbar zu machen,
konnten allgemeine Nomenklaturen bis jetzt nur auf nationaler Ebene in einigen Lan-
dern wie den Niederlanden oder den USA entwickelt werden (Deurenberg &
Stobberingh, 2008; Murchan et al., 2003).

1.4.2 MULTILOCUS SEQUENZTYPISIERUNG
Die Multilocus Sequenztypisierung (MLST) ist eine Typisierungsmethode, mit der die

molekulare Langzeitevolution von S. aureus untersucht werden kann. Daflir werden die
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Fragmente von sieben S. aureus-Genen analysiert (,Housekeeping genes®). Jeder
Sequenz der einzelnen Genfragmente wird ein bestimmtes Allel zugeordnet. Anhand
der Allele wird ein allelisches Profil erstellt, das einem Sequenztyp (ST) zugeordnet
wird (Enright et al, 2000). MLST ist eine gute Methode fir Langzeit-
populationsgenetische Untersuchungen, da die betreffenden Gene eine geringe Muta-
tionsrate aufweisen. Fir Untersuchungen von Ausbriichen ist die MLST aufgrund des
geringen Diskriminationsvermégens weniger geeignet (Deurenberg & Stobberingh,
2008; Mellmann et al., 2006).

1.4.3 SPA-TYPISIERUNG

Die Bestimmung des Sequenzpolymorphismus des S. aureus Protein A Gens (spa),
welches das Staphylokokkenoberflachenprotein A kodiert, ist mittlerweile das meist
genutzte MRSA Typisierungssystem (Harmsen et al., 2003; te Witt et al., 2010).

Protein A ist ein Peptidoglykan-gebundenes Oberflachenprotein der S. aureus-
Zellwand und gehért zu einer Gruppe von Virulenzfaktoren, die in den friihen Phasen
einer Infektion produziert werden. Durch Bindung an das Fc-Fragment von Immunglo-
bulin G verhindert es die Opsonisierung und Phagozytose der Bakterien durch das
Immunsystem des Wirtes (Kurlenda et al., 2010). Das spa-Gen enthalt einige funktio-
nell unterschiedliche Regionen. Dazu gehért die Fc-bindende Region oder X Region
und der C Terminus, eine Sequenz, die flr die Zellwandadhasion benétigt wird (Frénay
et al., 1994, 1996). Die polymorphe Region X besteht aus einer variablen Anzahl von
24bp-repeats. Die Vielfalt der hypervariablen Region X entsteht durch spontane
Deletionen und Duplikationen in den repetitiven Einheiten, sowie durch Punktmutatio-
nen und scheint keinem nattrlichen Selektionsdruck zu unterliegen. Sie ist stabil genug
um verwandte Stamme in Gruppen einzuordnen, aber ausreichend variabel um einzel-
ne Klone zu unterscheiden (Shopsin et al., 1999).

Frénay et al. waren die ersten, die die Region X des spa-Gens zur Klassifizierung von
S. aureus-Stammen nach ,spa-Typen® und spa-klonalen Komplexen (spa-CCs) nutzten.
Daflr wird die DNA amplifiziert und durch Restriktionsendonukleasen verdaut (Frénay
et al.,, 1994). Die gut konservierten Regionen neben der X Region Sequenz ermdgli-
chen den Einsatz von typenunabhangigen Universalprimern fir die PCR Amplifikation
und die anschlieBende Sequenzierung (Shopsin et al., 1999; Strommenger et al.,
2006).

Die spa-Typisierung ist fir die systematische MRSA-Ausbruchsiberwachung im Kilinik-
alltag besser geeignet als MLST, da sie glnstiger und schneller ist (Mellmann et al.,
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2006; Shopsin et al., 1999; de Sousa & de Lencastre, 2003). Der wohl gr6Bte Vorteil
der spa-Typisierung sind jedoch die eindeutigen und Ubertragbaren Sequenzierungs-
daten (Mellmann et al., 2006) sowie die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (de
Sousa et al., 2006). Dies erleichtert den Austausch zwischen Laboren und ermdglicht
die Erstellung von global nutzbaren Datenbanken (Shopsin et al., 1999; te Witt, van
Belkum, & van Leeuwen, 2010). Zu diesem Zweck wurde die Ridom StaphType Soft-
ware entwickelt, mit deren Hilfe spa-Typen automatisch analysiert und zusammen mit
epidemiologischen Informationen in einer Datenbank gesammelt werden. Uber einen
zentralen Server (http://www. spaserver.ridom.de) werden die spa-Typen fur alle Nut-
zer synchronisiert und so die Voraussetzung fir eine universelle Nomenklatur geschaf-
fen (Mellmann et al., 2006).

1.4.4 BESTIMMUNG DER AGR-SUBTYPEN

Die Expression der meisten S. aureus Virulenzfaktoren wird von vier verschiedenen
Subklassen des “accessory gene regulator® (agr) kontrolliert. Der agr-Locus kodiert
einen Zwei-Komponenten Aktivierungsweg, dessen aktivierender Ligand ein autoindu-
zierendes Peptid (AIP) ist, welches von demselben Locus kodiert wird. Aufgrund eines
Polymorphismus in der Aminosauresequenz flir das AIP und seinen Rezeptor kann S.
aureus in vier agr-Subtypen (agrl - 1V) unterteilt werden. Innerhalb einer Gruppe akti-
vieren sich die agr-Loci gegenseitig, wohingegen AIPs unterschiedlicher Gruppen
inhibitorisch aufeinander wirken. Dadurch kénnen funktionelle Varianten innerhalb des
agr-Locus dazu dienen, Staphylokokkenpopulationen zu isolieren und entsprechend
ihres Genotyps zu gliedern (Jarraud et al., 2002; von Eiff et al., 2004).

1.5 ARBEITSAUFGABE

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Sequenz-basierte Genotypisierung (spa-
Typisierung) von MRSA-Isolaten aus ganz Deutschland um Erkenntnisse zur aktuellen
Epidemiologie, den genetischen Hintergrinden und der Ausstattung mit
Virulenzfaktoren von MRSA-Stdmmen aus dem Jahr 2010 zu erlangen. Hierfiir sollte
von 1603 MRSA-Isolaten aus mikrobiologischen Zentren aus ganz Deutschland der
spa-Typ mittels PCR ermittelt werden. Zudem sollte fir jedes Isolat ein Fragebogen zu
klinischen Daten ausgeflllt und ausgewertet werden. Aus den so gewonnenen epide-
miologischen und molekularbiologischen Daten sollte eine Datenbank erstellt und aus-

gewertet werden.
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Besonderes Augenmerk sollte hierbei auf die deutschlandweit und regional vorherr-
schenden MRSA-Genotypen gelegt werden. Weitere wichtige Punkte waren der Anteil
ambulant erworbener MRSA-Infektionen, das Vorkommen von livestock-assoziierten
MRSA-Isolaten sowie die Verteilung von Virulenzfaktoren und mdégliche Assoziationen

zwischen Genotyp und Virulenzfaktoren.
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2 MATERIAL UND METHODE

2.1 STUDIENAUFBAU

Die hier vorgestellte Arbeit umfasst die zweite Sammlungsperiode einer multizentri-
schen, deutschlandweiten Studie, deren erste Sammlungsperiode im Zeitraum vom
01.02.2004 bis zum 31.01.2005 stattfand (Schaumburg et al., 2012). Es wurden erneut
die 36 labordiagnostische Zentren mit medizinisch-mikrobiologischer Diagnostik aus
der ersten Sammlungsperiode angeschrieben und darum gebeten, im Zeitraum vom
01.02.2010 bis zum 31.01.2011 MRSA-Isolate aus der Routinediagnostik konsekutiv zu
sammeln und zu kryokonservieren. Die teilnehmenden Labore bearbeiten Proben aus
dem ambulanten und stationdren Bereich (Primar- bis Maximalversorgung). Pro Patient
wurde nur ein Isolat eingeschlossen und fir jedes Isolat angegeben, ob die Probe von
einem Patienten mit oder ohne klinische Zeichen einer MRSA-Infektion gewonnen
wurde. Nach Erreichen einer Gesamtzahl von 50 Isolaten oder nach Ablauf der 12 Mo-
nate wurden die Isolate mit den ausgefillten Fragebégen per Kurierdienst an das Insti-
tut fir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikums Minster geschickt, wo sie
archiviert, analysiert und charakterisiert wurden.

2.2 EPIDEMIOLOGISCHE UND KLINISCHE DATENERHEBUNG

Fir jedes Isolat wurde ein Dokumentationsbogen ausgehéndigt (siehe Abbildung 1 und
2) und die teilnehmenden mikrobiologischen Zentren wurden gebeten, diesen auszufll-
len. Die erste Seite war obligat, die Seiten zwei und drei konnten fakultativ ausgefullt
werden. Die mithilfe des Fragebogens erhobenen Daten wurden anschlieBend in eine
Datenbank (microsoft access 2010) eingegeben und ausgewertet.

An epidemiologischen Daten wurden von jedem Patient Geschlecht, Alter und Her-
kunftsregion (Einzugsgebiet des jeweiligen Zentrums) erhoben. Klinisch wurde zu-
nachst unterschieden, ob der MRSA-Nachweis ambulant oder stationér erfolgte. Bei
stationaren Patienten wurde die Station genauer differenziert (Normalstation, Intensiv-
station, Hamato-Onkologie, Dialysestation). Als zweiter bedeutender Punkt wurden
unterschieden, ob bei dem zugehdérigen Isolat ein Zusammenhang mit einer klinisch
relevanten Infektion bestand. Die Zentren wurden auBerdem darum gebeten, das Ma-
terial anzugeben, aus dem der MRSA isoliert worden war.

Auf den fakultativen Seiten zwei und drei (Abbildung 2) konnten weitere Angaben zu
dem jeweiligen Patienten gemacht werden. Als erstes konnte die genaue Umgebung
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(Setting), in dem die Infektion oder Kolonisation vermutlich stattgefunden hatte, besser
eingegrenzt werden. Dafir wurden Risikofaktoren fur eine Infektion oder Besiedlung
mit MRSA abgefragt, wie zum Beispiel der vorherige Aufenthalt in einem Krankenhaus,
einer Reha- oder Pflegeeinrichtung (siehe Kapitel 3.1.6, Tabelle 5). AuBerdem konnten
perkutane Fremdkérper, Endoimplantate und chronische Grunderkrankungen angege-
ben werden (Seite 2). Auf der dritten Seite wurde die Assoziation des MRSA-
Nachweises mit einer klinisch relevanten Infektion genauer beschrieben (beispielswei-
se Abszess, Pneumonie oder nicht fremdkérperassoziierte Sepsis). Um das Risiko fir
eine Kolonisierung mit LA-MRSA besser beurteilen zu kénnen, sollte als letzter Punkt
etwaiger Kontakt zu Haus- und Nutztieren genannt werden.
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Patient: [ [ H [ [ [ [ [ H | ‘|

Initialien 4+ + T

vom 1. Vornamen Geb.-datum (DD/MM/YY); ter. bi icht ausfillent
und vom 1. Nachnamen; Geschlecht (M/W) [, (bl mitlif el
Name lhres Labors/Instituts: Ihre Labor-Nr. des MRSA-Isolates:

Aufnahme- [T T T 2] ] Datum der (T T T IaT]

Datum: Materialgewinnung:
(des Patienten in die Einrichtung; DD/MM/YY)  (auf Station/in der Ambulanz; DD/MM/YY)

stationar: [ Patient von: [ Normalstation
ambulant: ] [ Intensivstation

[J Hamato-Onkologie

[] Dialyse
Besteht eine Assoziation des MRSA- ja nein unbekannt*
Nachweises mit klinisch-relevanter Infektion? O O O

(ndhere Erliduterung auf der Riickseite moglich)

(* auch nach Rii rache mit dem
ArzL nicht cruicrbar)

Material: [J Nasenabstrich

(aus dem der MRSA

isoliert worden is(; bilte [1 Haut-/Schleimhautabstrich, WO: ....................
Zutreflendes ankreuzen

bzw. erginzend ausfiillen) Fremdkérper:

[] Blut [ Katheter, zentral (venés, arteriell)

[1 Liquor [] Katheter, peripher

[J Sputum ] Dialyse-Kathetersysteme

[J Trachealsekret ] Port-Systeme u.a.

[ Bronchialsekret [ Endoprothesen, welche: ....................
[ BAL Il Harnwegs-Katheter

[] Urin Invasiv gewonnenes Material:

[] Sonstiges, was .......... [] Aspirat/Sekret, welches: ..................

.................................... Il Gewebe, WelChes: ......ccoveeveeeeeeeieenn,

Abbildung 1: Fragebogen zur Erhebung klinischer und epidemiologischer Daten,
Seite 1
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(* auch nach Ritcksprache mit dem behandelnden Art nicht cruicrbar) ja nein belij:r;nt* iation des MRSA-Nachweises mit Klinisch-relevanter Infekti
. . e [[] Sepsis (nicht Fremdkdrper-assoz.) [ ] Pneumonie
Vorherige MRSA-Infektion/Kolonisation .
- 0 O 0 [] Fremdkérper-assoz. Infektion [] Abszess
Mehr als 48 Std. hospitalisiert vor Nachweis des 0 [] Post-OP Wundinfektion [1  Meningitis
iz RS HIsaE: [J Haut-und Weichgewebeinfektion []  Harmwegsinfektion
Hamo- oder Peritonealdialyse " .
innerhalb der letzten 12 Monate: [ il [ [] Osteomyelitis ] sonstige, welche ............cooooeeirrns
Chirurgischer Eingriff 0 0 0
mverielb et 12 (e Kontakt zu landwirtschaftlicher Tierhaltung (auch mehrere Angaben moglich):
Krankenhausaufenthalt ; :
. Sch Rind
innerhalb der letzten 12 Monate: U U U E Gcﬂ\iven: B " i -
efliige
Aufenthaltin einer Pflege-, Alten-, Reha.-Einrichtung 0 0 0 i 9. sonstige, welche
innerhalb der letzten 12 Monate: [J Kein Tierkontakt
[ Nicht bekannt
Bitte spezifizieren:
Endo-Implantattrager: . .
(z. B. Gelenk-Endoprothesen, kiinstl. HerzKIappen) ..............coooommmveeeeeeeeeecns Kontakt zu Haus- und Sporttieren (auch mehrere Angaben méglich):
Langzeit-Trager perkutaner Fremdkorper: L' Hund U Kalze.
(z.B. Kathetersysteme, Trachealkantilen) [] Pferd O sonstige, welche ..................
Antibiotika-Gabe unmittelbar vor Nachweis D Nager """"""""""""""""""""""""
des MRSA (Welche, Wie [aNg8): e [] Kein Tierkontakt
[] Nicht bekannt
Grunderkrankung (auch mehrere Angaben méglich):
[ Diabetes mellitus [ chron. Lebererkrankung
[] chronische Hauterkrankung [ chron. Niereninsuffizienz
[] Alkohol- und Drogenabusus ["] chron. Atemwegserkrankung
[0 Hiv/AIDS [ solide Tumorerkrankung
[] systemische, immunsuppressive Therapie [ | sonstige, welche ......
[ hamato-onkologische Erkrankung

Abbildung 2: Fragebogen zur Erhebung klinischer und epidemiologischer Daten,
Seite 2 und 3

2.3 MOLEKULARE CHARAKTERISIERUNG

Die Speziesbestatigung von S. aureus erfolgte mittels PCR-Nachweis des nuc-Gens,
dem Gen fir eine S. aureus typische thermostabile Nuklease. Die Methicillin-Resistenz
wurde mittels PCR-Nachweis des mecA-Gens (Becker et al., 2006) gesichert. Fir Iso-
late, die phanotypisch Methicillin-resistent waren aber nicht das mecA-Gen kodierten,
wurde eine PCR flir mecC (mecA.cazs1) angewandt (Kriegeskorte et al., 2012).

Der Nachweis der Gene fiir Enterotoxine (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sgj),
Exfoliativioxine (eta, etb, etd), das ,toxic shock syndrome“-Toxin (tsf), und den ,epi-
dermal cell differentiation inhibitor* (edin-A, edin-B, edin-C) erfolgte mittels Multiplex-
PCR (Becker et al., 1998, 2003; Yamaguchi et al., 2001, 2002).

Subtypen des ,accessory gene regulator® (agrl - 1V) wurden mittels PCR bestimmt (von
Eiff et al., 2004). Der PCR-basierte Nachweis von nuc und mecA beziehungsweise
mecC, den Genen der Virulenzfaktoren und agr-Subtypen wurde in Zusammenarbeit
mit dem PCR-Labor am Institut fir Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklini-
kums Munster durchgefuhrt.
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2.4 NACHWEIS DES PROTEIN A-GENS MITTELS SPA-TYPISIERUNG

2.4.1 DNA-ISOLATION

Die DNA-Isolation wurde mittels Chelex-DNA-Extraktion der Firma BioRad (Minchen)
durchgefiihrt. Die verwendete InstaGene™ Matrix enthalt mikroskopisch kleine Parti-
kel, die 2-wertige Kationen binden. Dadurch verlieren DNA-schneidende Enzyme
(DNAsen) ihre fir die Funktion essentiellen Coenzyme. Bei 56°C werden Zellverbande
geldst und Enzyme inaktiviert, bei 100°C werden die restlichen Zellstrukturen zerstort,
so dass die DNA freigesetzt wird und fir molekularbiologische Verfahren verwendet
werden kann. Die Partikel befinden sich in einer Pufferlésung, welche eine Lagerung
der DNA bei -20°C erlaubt. Zunachst wurden von jedem lIsolat Proben auf Blutagar
ausgestrichen und fir 24 Stunden bebriitet. Jeweils 1 - 2 der Kolonien wurden dann in
100 Mikroliter der InstaGene™ Matrix (Chelex) suspendiert. Nach dem Erhitzen fir 10
Minuten bei 100°C wurde die Mischung 3 Minuten bei 12 000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand (etwa 50 pl) wurde in PCR-Tubes (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) (ibertra-
gen und die so gewonnene DNA bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren.

2.4.2 PCR-PROGRAMM ZUR AMPLIFIKATION DES SPA-GENS

Far die spa-Amplifizierung wurden die Primer spa_239f und spa_1717r verwendet
(siehe Tabelle 2).

Es wurde pro Probe ein 25 pl Ansatz aus 1 pl extrahierter DNA, je 2 ul der oben ge-
nannten Primer, 12,5 ul RedTaq ReadyMixTM (Sigma-Alderich, Taufkirchen) und 7,5 pl
Wasser hergestellt und anschlieBend die PCR-Zyklen, wie in Tabelle 3 beschrieben,
durchgefuhrt.
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Tabelle 2: Primer fir die spa-Typisierung. Alle Primer sind in 5' 3' Orientierung an-
gegeben (f=forward; r=reverse; Mellmann et al., 2008)

Primer Sequenz
Amplifikation spa_239f 5-ACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGT-3’
spa_1717r | 5"-TCCAGCTAATAACGCTGCACCTAA-3’
Sequenzierung | M13_spa_f | 5-TGTAAAACGACGGCCAGTTAAA
GACGATCCTTCGGTGAGC-3
M13_spa_r | 5-CAGGAAACAGCTATGACCC
AGCATAGTGCCGTTTGCTT-3'
alternative  Pri- | spa_1084f | 5"-ACAACGTAACGGCTTCATCC-3’
mer

spa_1618r | 5- TTAGCATCTGCATGGTTTGC-3"

Tabelle 3: PCR-Protokoll zur Amplifikation des spa-Gens

Anzahl der Zyklen Schritt Temperatur | Dauer
1x Initiale Denaturierung 95 °C 1 min
35x Denaturierung 95 °C 1 min
Hybridisierung 60 °C 1 min
Elongation 72 °C 1 min
1x terminale Elongation 72 °C 5 min
1x Kuhlung 12 °C hold
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2.4.3 AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Zur Uberpriffung der Amplifikationsprodukte wurde eine Agarosegelelekirophorese
durchgefiihrt. Hierzu wurde ein 2-prozentiges Agarosegel aus 200 ml TAE-Puffer und
4 g Agarose hergestellt. In jede Gelkammer wurden 8 ul des Amplifikats gegeben und
fir 20 Minuten bei einer Spannung von 140 Volt im Agarosegel aufgetrennt. Nach der
anschlieBenden Farbung im Ethidiumbromid-Farbebad konnten die Banden unter UV-
Licht sichtbar gemacht und dokumentiert werden.

2.4.4 AUFREINIGUNG DES PCR-PRODUKTES MIT EXOSAP

Fdr die enzymatische Aufreinigung des Amplifikats (Entfernung Gberschissiger DNA-
Einzelstrange) wurde Exonuklease | (SS, New England Biolabs, Frankfurt) und Shrimp
alkalische Phosphatase (SAP, USB Amersham, Cleveland Ohio, USA) verwendet. Je 5
ul PCR-Amplifikat wurde mit 1 pl SAP (1 U/ul), 0,05 ul Exonuklease (1 U/ul), units an-
geben und 0,95 ul 1x TE-Puffer fir 45 Minuten bei 37°C inkubiert und schlieBlich fir
10 Minuten bei 80°C inaktiviert. Danach wurde die Lésung auf 12°C heruntergekihilt.

2.4.5 DNA-SEQUENZIERUNG

Als Primer flr die Sequenzierungsreaktion haben wir M13_spa_r und M13_spa_f (sie-
he Tabelle 2) verwendet. Es wurden 2 pl des aufgereinigten PCR-Amplifikats in einem
10 pl Ansatzes unter Verwendung von 0,5 pl BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Bioystems, Foster City, Kalifornien, USA), 1,8 pul BigDye Terminator
5xSequenzing Buffer, 7 ul Wasser und 2 ul des jeweiligen Primers (forward oder rever-
se) angesetzt und im Cycler sequenziert (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: PCR-Protokoll fur die Sequenzierungsreaktion

Anzahl der Zyklen Schritt Temperatur Dauer
25x Denaturierung 96°C 10s
Elongation 60°C 2 min

1x Kuhlung 12°C hold
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Die Sequenzierungsprodukte wurden im 96-Well-Format mittels Fallungsreaktion
aufgereinigt. Hierfir wurden zu 10 pl der Sequenzierungsreaktion 40 pl einer Etha-
nol/Na-Acetat-L6sung gegeben (1,5 ul 3M Na-Acetat, pH 4,6 (Merck, Darmstadt),
31,25 ul 96% Ethanol, 7,25 ul Wasser).

Nach 30-minutiger Prazipitation bei Raumtemperatur wurden die Proben 30 Minuten
bei 2754 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Uberstehende Flissigkeit bei 50 x g
abzentrifugiert, 150 pl 70%iger Ethanol hinzugefligt und die Proben noch einmal 10
Minuten bei 2754 x g in selber Orientierung der Mikrotiterplatten zentrifugiert. Erneut
wurden die Platten bei 50 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
aufgereinigte DNA 5 Minuten bei 45°C in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Nach-
folgend wurden die Produkte mit 25 ul HI-Di™ Formamide (Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornien, USA) flr die Sequenzierung resuspendiert.

Die DNA-Sequenzen wurden mit dem ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) ermittelt und mit der Ridom StaphType
Software version 1.5 beta (Ridom GmbH, Wirzburg) ausgewertet (Harmsen et al.,
2003).

Verwandte spa-Typen wurden in spa-CCs zusammengefasst. Hierflr wurde der ,based
upon repeat pattern® (BURP) Algorithmus verwendet mit den Exklusionskriterien ,An-
zahl der repeats” (<5)“ und ,Anzahl der costs” (<4; Ridom Staph Type 2.1.1.; Mellmann
et al., 2008).

Konnten Isolate nicht mittels der Standardprimer spa-typisiert werden, setzten wir al-
ternative Primer ein (siehe Tabelle 2). MRSA-Isolate, bei denen die spa-Typisierung
auch nach zwei Versuchen mit den alternativen Primern zu keinem Ergebnis fihrte,

wurden als nicht typisierbar eingestuft.

2.5 MULTILOCUS SEQUENZTYPISIERUNG

Den zehn haufigsten spa-Typen wurden die bisher zu diesen spa-Typen veréffentlich-
ten Multilocus Sequenztypen (MLST) zu geordnet (http:/www. spaserver.ridom.de).
Fdr die spa-Typen, von denen bisher kein MLST Sequenztyp bekannt war, wurde bei
einem Isolat exemplarisch die MLST durchgefihrt (Enright et al., 2000).

2.6 STATISTIK
Die Daten wurden mit IBM SPSS statistic 20 analysiert. Kontinuierliche Variablen wur-
den mittels student’s t-Tests miteinander verglichen. Assoziationen zwischen kategori-
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schen Variablen wurden mithilfe des Chi-Quadrat-Tests oder ,Fisher‘s exact tests” er-
mittelt und die ,odds ratio® (OR) und das 95% Konfidenzintervall (KI) berechnet. Nicht-
parametrische Tests von unabhangigen Stichproben wurden mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests und des  Kolmogorov-Smirnov-Tests  durchgefiihrt.  Das
Signifikanzniveau war 0,05. Fehlende Werte wurden aus der Statistik eliminiert. Bei
normalverteilten kontinuierlichen Variablen wurden Mittelwerte mit der jeweiligen Stan-
dardabweichung (x SD) gebildet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 DEMOGRAPHISCHE DATEN

3.1.1 STUDIENAUFBAU

Von den 36 angeschriebenen Zentren aus der ersten Sammlungsperiode 2004/2005
(Schaumburg et al., 2012) nahmen 33 erneut an der Studie teil. Jedes wurde gebeten
50 Isolate einzuschicken. Rechnerisch wurden dementsprechend 1650 Isolate erwar-
tet. Tatsachlich wurden 1603 Isolate eingeschickt und in die Studie aufgenommen, da
einige Zentren nicht in der vorgegebenen Zeit 50 Isolate sammeln konnten oder sich
die eingesandten Isolate nicht als MRSA verifizieren lieBen.

Die 1603 Patienten, deren MRSA-Isolate in die Studie aufgenommen und charakteri-
siert wurden, waren zwischen 0 und 99 Jahre alt (zwei Patienten blieben ohne Anga-
be). Der Altersmittelwert (x Standardabweichung) der teilnehmenden Patienten lag bei
65,3 (x 20,4) Jahren (Median: 70,57), dabei waren 1257 (78,4%) Patienten Uber 50
Jahre alt. Die Patienten waren zu 56% mannlich (n=898) und zu 41,9% weiblich
(n=671), 2,1% (n=34) blieben ohne Geschlechtsangabe.

3.1.2 STATIONARE UND AMBULANTE VERSORGUNG DER PATIENTEN

Es wurden Patienten aus verschiedenen Behandlungsbereichen in die Studie aufge-
nommen. So wurde MRSA bei 77,1% (n=1236) der Patienten wahrend eines stationa-
ren Aufenthaltes nachgewiesen, 21,3% (n=342) waren ambulant versorgt worden, bei
1,6% (n=25) der Patienten wurde nicht zwischen ambulant und stationar unterschie-
den. Von den 1236 stationdren Patienten befanden sich zur Zeit des Nachweises
72,9% (n=901) auf einer Normalstation, 20,1% (n=249) auf einer Intensivstation, 1,4%
(n=17) auf einer hamato-onkologischen und 0,2% (n=3) auf einer Dialysestation. Bei
5,3% (n=66) der stationar betreuten Patienten wurde die Station nicht ndher beschrie-
ben. Von den ambulanten Patienten wurde bei sieben (2%) der Nachweis ambulant
auf einer Dialysestation, bei zwei (0,6%) auf einer hamato-onkologischen Station erb-
racht.

3.1.3 MATERIALVERTEILUNG

Die eingeschickten MRSA-Isolate wurden unabhangig von dem Material, aus dem sie
gewonnen worden waren, in die Studie eingeschlossen. In Abbildung 3 sind alle Mate-
rialien aufgefihrt, von denen MRSA-Proben fiir die Studie isoliert wurden. Zur besse-
ren Ubersicht sind einige Materialien in folgende Ubergruppen zusammengefasst:
Haut-/Schleimhaut-/Nasenabstrich, Wundabstrich (Wund-und Ulkusabstriche), Respira-
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tionstrakt (Tracheal- und Bronchialsekret, Sputum, Bronchoalveolare Lavage), fremd-
kérperassoziierte Materialien (zentrale und periphere Katheter,
Dialysekathetersysteme, Harnwegskatheter, Portsysteme und Endoprothesen), Urin,
Stuhl, Aspirat/Sekret, Gewebe, Blut, und Liquor. Unter ,sonstige Materialien sind Ma-
terialien vermerkt, die nicht im Fragebogen aufgefihrt worden waren. Am haufigsten
wurden Isolate aus Haut-, Schleimhaut- und Nasenabstrichen eingeschickt (54,2%;
n=871), gefolgt von Wundabstrichen (17,2%; n=277) und Isolate aus dem Respirati-
onstrakt (9,5%; n=153; siehe Abbildung 3). Bei 30 Proben (1,8%) blieb das Material
unbekannt.

Haut-/Schleimhaut-/Nasenabstrich
Wundabstrich
Respirationstrakt
Urin
Blut
Aspirat/Sekret
Fremdkorper assoz. Materialien
Gewebe
Stuhl
Gelenkabstrich
Liquor
Sonstiges Material 18
unbekannt 30

871

Probenmatieralien

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Anzahl Isolate

Abbildung 3: Materialverteilung der eingeschickten Isolate, n=1603. Von den
1574 l|solaten, bei denen bekannt war, aus welchem Probenmaterial sie stammen,
wurde die Mehrzahl aus Haut- und Schleimhautabstrichen isoliert. Ohne Materialanga-
be blieben 30 Isolate.

3.1.4 ASSOZIATION DER MRSA-ISOLATE MIT INFEKTIONEN

Bei 1030 Patienten (64,3%) wurden Angaben zur Assoziation mit Infektionen gemacht.
Davon stammen 46,9% (n=483) der Isolate von asymptomatischen Tragern, 53.1%
(n=547) waren infektionsassoziiert. Bei 441 Patienten konnte die Infektion n&her be-
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stimmt werden (siehe Abbildung 4). Die héaufigsten Infektionen waren Haut- und
Weichgewebeinfektionen, zu denen auch Wundinfektionen gezahlt wurden (n=201).

Haut- und Weichgewebeinfektion 201
Pneumonie

Post-OP Wundinfektion

Nicht Fremdkdrperassoz. Sepsis
Harnwegsinfekt

Abszess

Fremdkorper-assoz. Infektion
Osteomyelitis

Sonstiges

nicht ndher bestimmte Infektion

0 50 100 150 200 250
Anzahl Isolate, n=547

Abbildung 4: Verteilung der Infektionen mit MRSA-Nachweis. Von den 547 Isola-
ten mit Angabe zu einer Assoziation mit einer Infektion stammten mit 37,1% (n=201)
die meisten Proben von Haut- und Weichgewebeinfektionen. Bei 1056 Patienten war
es unbekannt, ob der MRSA-Nachweis mit einer Infektion zusammenhing.

3.1.5 GRUNDERKRANKUNGEN DER PATIENTEN

Flr 35,2% (n=565) der Patienten ermittelten wir vorhandene chronische Grunderkran-
kungen (siehe Abbildung 5) wobei Mehrfachnennungen méglich waren. Die haufigste
Erkrankung war Diabetes mellitus und kam bei 31,7% (n=179) der Patienten mit Anga-
ben zu Erkrankungen vor. An zweiter Stelle standen kardiovaskulare Erkrankungen mit
27,1% (n=153).
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Abbildung 5: Chronische Grunderkrankungen der Patienten (n=565) Die haufigs-
ten Grunderkrankungen in unserem Patientenkollektiv waren Diabetes mellitus
(31,7%) und kardiovaskulare Erkrankungen (27,1%). Zu 1038 Patienten wurde keine
Angabe gemacht.

3.1.6 ANAMNESTISCHE RISIKOFAKTOREN FUR DEN NOSOKOMIALEN MRSA-ERWERB
Um das Risiko fur eine nosokomiale Infektion oder Besiedlung mit MRSA epidemiolo-
gisch zu erfassen, wurden folgende Risikofaktoren analysiert: (i). vorherige MRSA-
Infektion/Kolonisation bekannt; (ii). mehr als 48 Stunden hospitalisiert vor Nachweis
des 1. MRSA-Isolats; (iii). chirurgischer Eingriff innerhalb der letzten 12 Monate; (iv).
Krankenhausaufenthalt innerhalb der letzten 12 Monate; (v). Hamo- oder
Peritonealdialyse innerhalb der letzten 12 Monate und (vi). Aufenthalt in einer Pflege-,
Alten- oder Rehabilitationseinrichtung innerhalb der letzten 12 Monate. Wiesen die
Patienten einen oder mehr dieser Risikofaktoren fir auf, gingen wir von einem noso-
komialen Erwerb aus. In unserer Studie war dies bei 43,6% (n=699) der Patienten der
Fall, diese hatten zwischen einem und finf Risikofaktoren. Bei 9,3% (n=150) waren
keine Risikofaktoren bekannt, 47% (n=754) blieben ohne Angabe (siehe Tabelle 5). Im
Mittel wiesen die Patienten mit Angaben zu Risikofaktoren 1,8 (+ 1,3) Risikofaktoren
auf (Spannweite: 0-5; Median: 2; siehe Abbildung 6).
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Tabelle 5: anamnestische Risikofaktoren flir eine MRSA-Besiedlung. n=1603

Risikofaktor ja nein unbekannt
Anzahl | Anzahl | Anzahl (%)
(%) (%)

Vorherige MRSA-Infektion/Kolonisation bekannt 219 505 879 (54,8)
(30,2) (31,5)

Mehr als 48 Std. hospitalisiert vor Nachweis des | 312 440 851 (53,8)

ersten MRSA-Isolats (19,5) (27,4)

Chirurgischer Eingriff innerhalb der letzten 12 Mona- | 307 252 1044 (65,1)

te (54,9) | (15,7)

Krankenhausaufenthalt innerhalb der letzten 12 Mo- | 512 106 985 (61,4)

nate (82,8) (6,6)

Hamo- oder Peritonealdialyse innerhalb der letzten | 59 455 1089 (67,9)

12 Monate (11,5) (28,4)

Aufenthalt in einer Pflege-, Alten- oder Reha- Ein- | 137 320 1146 (71,5)

richtung innerhalb der letzten 12 Monate (30) (19,9)
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Abbildung 6: Anzahl der Risikofaktoren fiir eine MRSA-Besiedlung. Im Mittel wie-
sen die 699 Patienten mit Angaben zu Risikofaktoren 1,8 (+ 1,3) Faktoren auf. bei 904
Patienten wurden keine Angaben zu Risikofaktoren gemacht.

3.1.7 ANTIBIOTIKATHERAPIEN ZUR ZEIT DES MRSA-NACHWEISES

Ein wichtiger Selektionsfaktor fir die Besiedlung mit MRSA ist die vorherige Einnahme
von Antibiotika, die nicht wirksam gegen MRSA sind. Bei 351 Patienten (21,9%) konn-
ten Daten zu vorherigen Antibiotikatherapien gesammelt werden. Davon hatten 41%
(n=144) eine Antibiotikatherapie erhalten, 20% (n=70) mit mehr als einem Préparat. Bei
135 Patienten konnte das Préparat eruiert werden. Demnach wurde am haufigsten
Penicillin in Kombination mit einem Penicillinasehemmer verabreicht (25,9%; n=35),
auBerdem Fluorchinolone (24,4%; n=33) und Cephalosporine (21,5%; n=29; siehe Ab-
bildung 7).
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Abbildung 7: Antibiotikapraparate vor MRSA-Nachweis (Mehrfachnennungen még-
lich). Flr 144 Patienten (9%) wurden Antibiotikapréaparate angegeben, die vor dem
MRSA-Nachweis eingenommen worden waren. Penicilline wurden am haufigsten ver-
abreicht, gefolgt von Fluorchinolonen und Cephalosporinen. 70 (4,4%) Patienten hatten
mehr als ein Praparat erhalten, 1252 blieben ohne Angabe.

3.2 MOLEKULARE ERGEBNISSE

Alle Isolate waren nuc-positiv und enthielten bis auf ein Isolat das klassische mecA-
Gen. Ein Isolat enthielt das mecA ga2s1 Homolog (mecC, spa-Typ t843). Dieses wurde
von einer 88-jahrigen Patientin mit chronisch respiratorischer Erkrankung aus einem
Haut- /Schleimhautabstrich isoliert.

3.2.1 ERGEBNISSE DER SPA-TYPISIERUNG

Alle 1603 Isolate wurden spa-typisiert. Es konnten 236 spa-Typen unterschieden wer-
den, von denen 157 nur einmal vorkamen (fir die zehn haufigsten spa-Typen siehe
Tabelle 6). Die spa-Typen konnten 13 verschiedenen spa-klonalen Komplexen (spa-
CCs) nach BURP-Analyse zugeordnet werden (fiir die zehn haufigsten spa-CCs siehe
Tabelle 7 und Abbildung 8 bis 13). Neun der Isolate (0,6%) waren nicht spa-typisierbar.
Der deutschlandweit haufigste spa-Typ war t003 (40,0%; n=639), gefolgt von t032
(15,5%; n=249) und t008 (n=72). Mehr als die Halfte (55,4%; n=888) der Isolate gehor-
ten zu den zwei haufigsten spa-Typen t003 und t032.



Tabelle 6: die zehn haufigsten spa-Typen dieser Studie

Rang MRSA-Isolate
spa-Typ | MLST? Haufigkeit, kumulative Hau-
Anzahl (%) figkeit, %

1 t003 ST5, ST225 639 (39,9) 39,9

2 t032 ST22 249 (15,5) 55,4

3 t008 STS, ST247, | 72 (4,5) 59,9

ST250, ST254

4 t002 ST5, ST231 51 (3,2) 63,1

5 t034 ST398° 41 (2,6) 65,6

6 t011 ST398° 38 (2,4) 68

7 t045 ST5, ST225 28 (1,8) 69,7

8 t014 ST672, ST225° 21 (1,3) 71,1

9 t8374 ST22¢ 19 (1,2) 72,2

10 t022 ST22 19 (1,2) 73,4

>10 Sonstige | - 426 (26,6) 100

Assoziierte MLST wie auf http://spaserver.ridom.de verdffentlicht

Vgl. friihere Verdffentlichungen (Kéck et al., 2009)

Vgl. frihere Verdffentlichungen (Nienhoff et al., 2009)

Diese Studie
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Tabelle 7: die zehn haufigsten spa-klonalen Komplexe nach BURP-Analyse die-
ser Studie. Zur graphischen Darstellung der BURP-Analyse siehe hierzu Abbildung 8
bis Abbildung 13

Rang | MRSA-Isolate
spa-klonaler Komplex Haufigkeit, kumulative  Haufig-
Anzahl (%) keit, %

1 spa-CC 003 846 (52,8) 52,8

2 spa-CC 032 431 (26,9) 79,9

3 spa-CC 008 97 (6,1) 85,8

4 spa-CC 011 86 (5,4) 91,2

5 spa-CC 012 22 (1,4) 92,6

6 spa-CC 655 20 (1,2) 93,8

7 spa-CC 004 18 (1,1) 94,9

8 spa-CC 127 10 (0,6) 95,5

9 spa-CC 044 8 (0,5) 96

10 spa-CC 690-692 4 (0,2) 96,2
>10 Sonstige 61 (3,8) 100
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Abbildung 8: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse fiir spa-CC 003. Blau:
Grinder (founder) des spa-klonalen Komplexes; gelb: Griinder der Untergruppe des
spa-klonalen Komplexes.
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Abbildung 9: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse fiir spa-CC 032. Blau:
Grinder (founder) des spa-klonalen Komplexes; gelb: Griinder der Untergruppe des

spa-klonalen Komplexes.
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Abbildung 10: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse fiir spa-CC 008.
Blau: Grinder (founder) des spa-klonalen Komplexes
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Abbildung 11: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse fiir spa-CC 011 und
spa-CC 012. Blau: Griinder (founder) des spa-klonalen Komplexes
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Abbildung 12: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse fiir spa-CC 655.
Blau: Grinder (founder) des spa-klonalen Komplexes; gelb: Griinder der Untergruppe
des spa-klonalen Komplexes.
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Abbildung 13: verwandte spa-Typen nach BURP-Analyse der spa-CCs 004, spa-
CC 127, spa-CC 044 und spa-CC 692/690.
Blau: Grinder (founder) des spa-klonalen Komplexes.
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3.2.2 REGIONALE UNTERSCHIEDE IN DER SPA-TYPISIERUNG

Da die teilnehmenden Zentren deutschlandweit verteilt waren, konnten wir regionale
Haufungen einzelner spa-Typen in Deutschland beobachten. Die jeweils drei haufigs-
ten spa-Typen der einzelnen Zentren werden in Tabelle 8 verglichen. Bei allen Zentren
gehdrte mindestens einer der drei haufigsten spa-Typen des Gesamtkollektivs (t003,
t032, t008) auch zu den drei haufigsten spa-Typen des Zentrums. In 21 Zentren war
t003 der haufigste spa-Typ. In sieben Zentren dominierte 1032 (Dresden, Hamburg,
Kiel, Bochum, Cottbus, Miinchen, Hamburg). In zwei Zentren wurde t008 am haufigs-
ten gefunden (Stuttgart, Ravensburg). In Hannover tberwog der Typ t034, in Stuttgart
t002 und in Mlnster Typ t011.

Insgesamt dominierte in Std- und Westdeutschland der spa-Typ t003, im Osten und
Norden Deutschlands vor allem Typ t032 und in Mitteldeutschland die spa-Typen t034
und t011 (siehe Abbildung 14). Der spa-Typ t008 war vor allem in Stiddeutschland ver-
breitet. In Nord- und Suddeutschland wurden vermehrt die bisher seltenen Typen
t4217, spa-CC 032 (Norddeutschland, n=12) und t4881, spa-CC 003 (Sudwestdeutsch-
land, n=8) gefunden.



Tabelle 8: die haufigsten spa-Typen nach Zentren sortiert
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Nr. |Zentrum Rang der haufigsten spa-Typen (%)
1 2 3
t002, t003 (je
1 Stuttgart t008 (20) 7) t032 (12,5)
2 Wiesbaden t003 (65,3) t032 (10,2) t045 (6,1)
3 Homburg t003 (64) t4881 (12) t504 (8)
4 Hannover t034 (49) t011 (26,5) t032 (6,1)
5 Heidelberg t003 (71,4) t032 (6,1) t008 (4,1)
6 Hamburg t032 (38,8) t003 (12,2) t008 (6,1)
t264, 1038, t008, t002
7 Ménchengladbach t003 (46,9) t032 (12,2) _
(je 4,1)
t003, t008 (je
8 Stuttgart t002 (27,7) t011 (4,3)
23,4)
9 Minchen t003 (28) t032 (20) t011 (8)
) t003, t032 (je
11 |Minster t011 (20,4) t8374 (8,2)
14,3)
12 |Dresden t032 (46) t003 (22) t014 (8)
13 | KdIn t003 (54) t032 (18) t045 (4)
) t002, 112271008, t014, 7032, 17391
14 | Wirzburg t003 (60) _ _
(je 6) (je 4)
15 |Moers t003 (42) t032 (20) t068, 1264, 18374 (je 4)
16 |Bochum t032 (27,1) t003 (22,9) t022 (6,3)
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17 |Erlangen t003 (56,5) t045 (6,5) t002 (4,3)
18 |KdIn t003 (58) t032 (14) t014, t463 (je 4)
19 |Ravensburg t008 (30) t003 (16) t002 (10)

t008, t014,
20 |Bonn t003 (76) _

t032 (je 4)
22 |Koblenz t003 (72) t045 (4)

. t008, t045, 11227, 15856
23 | Ludwigshafen t003 (70) t4417 (6) _
(je 4)
24 |Jena t003 (31) t032 (12,8) t034 (6,4)
25 |Kiel t032 (28) t4217 (24) t003 (20)
27 |Bad-Oeynhausen t003 (24,7) t8374 (10,2) |t032, 1034, t114 (je 6,1)
28 | Freiburg t003 (20) t002 (14) t032 (12)
29 | Cottbus t032 (38,8) t003 (14,4) t004 (8,2)
30 | Frankfurt t003 (55,6) t032 (13,3) t008 (4,4)
31 | Rheinbach t003 (67,4) t008 (9,3) t032 (7)
t003, t032
32 |Bochum _ t008 (4,1)
(je 36,7)

33 |Mainz t003 (50) t045 (8,3)
34 | Minchen t032 (22) t003 (18) t002 (8)
35 |Aachen t003 (50) t032 (20,8) 1045, 1264 (je 4,2)
36 |Hamburg t032 (32) t003 (24) 12373, 18374, 1849 (je 4)
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Abbildung 14: Ubersicht iiber die beiden haufigsten spa-Typen nach Bundeslan-
dern (Schaumburg et al., 2012). Es werden die beiden haufigsten spa-Typen der Zen-
tren aus dem jeweils selben Bundesland zusammengefasst.
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3.2.3 VERTEILUNG DER SPA-TYPEN NACH RISIKOFAKTOREN

Um epidemiologische und molekulare Ergebnisse miteinander zu vergleichen, be-
stimmten wir flr die beiden Gruppen ,nosokomial erworbene MRSA* (n=699) und ,am-
bulant erworbene MRSA* (n=150) die jeweils haufigsten spa-Typen (Abbildung 15). Die
Ubrigen Isolate konnten aufgrund fehlender Angaben keiner der beiden Gruppen zuge-
ordnet werden. Insgesamt war die Verteilung der spa-Typen in den beiden Gruppen
sehr ahnlich. Ein signifikanter Unterschied bestand lediglich flir den spa-Typ 1034, wel-
cher anteilsmaBig signifikant haufiger bei ambulant erworbenen (4,6%; n=7), als bei
nosokomialen Isolaten (0,9%; n=6; OR=1,78; KIl: 0,06-0,53; p=0,003) vorkam.

40%
35%
30%
25%
20%
15% B nosokomial
10%

5%

0%

H ambulant

prozentualer Anteil

U T T T N T PR, W
Q" N N &V & % > A
FFHFFIdFgFeg & &g

spa-Typen

Abbildung 15: Verteilung der haufigsten spa-Typen bei ambulant und nosokomi-
al erworbenen MRSA, Angaben in %. In beiden Gruppen kommt t003 am haufigsten
vor. Ein signifikanter Unterschied besteht flir t034, welcher haufiger bei ambulant er-
worbenen MRSA-Besiedelungen vorkam. Flr 754 Patienten gibt es keine Angaben zu
Risikofaktoren. * Unterschied signifikant, OR=1,78; KI: 0,06-0,53; p=0,003

3.2.4 ASSOZIATION VON SPA-TYPEN MIT KLINISCH RELEVANTEN INFEKTIONEN

Mithilfe der Angaben zu vorhandenen Infektionen konnten wir in 1030 Fallen die vor-
herrschenden spa-Typen bei Isolaten symptomatischer und asymptomatischer MRSA-
Trager miteinander vergleichen (siehe Tabelle 9). In beiden Gruppen ist t003 (mit Infek-
tion n=206; ohne Infektion n=192) der haufigste spa-Typ, gefolgt von 1032 (mit Infektion
n=101; ohne Infektion n=72). An dritter Stelle steht bei asymptomatischen Tragern spa-
Typ t002 (n=14), bei symptomatischen Tragern t008 (n=31). Insgesamt ist die Vertei-
lung der spa-Typen bei Isolaten von Infektionen und asymptomatischen Besiedlungen
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ahnlich. Signifikante Unterschiede bestanden nur fir spa-Typ t008 (n=44), der haufiger
mit Infektionen assoziiert war und die spa-Typen t034 (n=11) und t011 (n=16), welche

6fter von Patienten ohne Symptome isoliert wurden (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Die zehn haufigsten spa-Typen mit Angaben zu assoziierter Infektion

Anteil an Isolaten | Anteil an Isolaten

mit  assoziierter | ohne assoziierte | odds ratio
spa-Typ Infektion (n=547, | Infektion (n=483, | (95% KI) p-Wert

Angaben in %) Angaben in %)
t003 36,6 39,8 0,87 (0,68-1,12) | 0,304
t032 18,5 14,9 1,29 (0,93-1,8) 0,133
t008 5,7 2,7 2,17 (1,12-4,2) 0,02*
t002 4.4 2,9 1,54 (0,79-3,01) | 0,247
8374 1,6 2,1 0,79 (0,32-1,96) | 0,649
t045 1,5 2,3 0,64 (0,25-1,6) 0,361
t022 1,5 1,2 1,18 (0,41-3,43) | 0,795
t014 1,3 1,2 1,03 (0,34-3,09) | 1,000
t011 0,5 2,7 0,2 (0,06-0,7) 0,009*
t034 0,4 1,9 0,19 (0,04-0,9) 0,03*

* Unterschied statistisch signifikant

3.3 CHARAKTERISIERUNG DER MRSA-EXOPROTEINE

3.3.1

Alle Isolate wurden auf vorhandene Virulenzfaktoren getestet. Pro Isolat wurden ein bis

VORKOMMEN VON VIRULENZFAKTOREN

sechs Virulenzfaktoren gefunden, der Mittelwert vorhandener Virulenzfaktoren war 4
(£1; Spannweite: 1-6 Virulenzfaktoren; Median: 4; siche Abbildung 16
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Bei allen Isolaten konnte das hlg-Gen nachgewiesen werden. Mindestens ein
Enterotoxingen kodierten 93% (n=1491) aller Isolate. Das haufigste Gen war sei, wel-
ches 85,2 % (n=1366) aller Isolate besaBen, gefolgt von seg mit 85,0 % (n=1363; siehe
Tabelle 10). Bei 84,9% aller Isolate (n=1361) waren seg und sei in Kombination vor-
handen. Auch die Enterotoxingene sed (n=803; 50%) und sej (n=762; 47,5%) wurden
in den meisten Féllen gemeinsam kodiert (46,4% aller Isolate; n=744). Somit kamen
beide Kombinationen zwar h&ufig, aber nicht ausschlieBlich vor. Gene welche das Sta-
phylokokken Enterotoxin E (see) kodieren, wurden nicht gefunden, bei 112 Isolaten
konnte kein Enterotoxingen detektiert werden.

Das Exfolitativtoxingen etd kam bei 0,5% (n=8) der Isolate vor, eta und etb wurden
nicht gefunden. Ebenfalls acht Isolate kodierten edin-B, edin-A kam einmal vor. Das
Gen, welches den Zelldifferenzierungsfaktor C (edin-C) kodiert, wurde nicht detektiert.
Sieben der acht Isolate (87,5%) welche edin-B kodierten, kodierten auch etd.

800
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1 m N N
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Anzahl Virulenzfaktoren

Anzahl der Isolate

Abbildung 16: Verteilung der Anzahl vorhandener Virulenzfaktoren im Gesamt-
kollektiv, n=1603. Im Mittel hatten die Isolate 4 (x1) Virulenzfaktoren, Spannweite: 1-6;
Median: 4.



Tabelle 10: Haufigkeit und Verteilung der getesteten Virulenzfaktoren

MRSA-Isolate;
Virulenzfaktor n=1603,
Anzahl (%)
IukS-PV/IUKF-PV | 44 (2,7)
tst 14 (0,9)
sea 105 (6,6)
seb 7(0,4)
sec 322 (20,1)
sed 800 (49,9)
seg 1363 (85,0)
seh 11 (0,7)
sei 1366 (85,2)
sej 762 (47,5)
eta 0 (0)
etb 0 (0)
etd 8 (0,5)
edin-A 1 (0,06)
edin-B 8 (0,5)
hlg 1603 (100)
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3.3.2 EXOTOXINGENE UND ASSOZIATION MIT INFEKTION

Wir verglichen bei Patienten mit Angaben zu Infektionen (n=1030) die Anzahl der
Virulenzfaktoren ihrer MRSA-Isolate. Isolate aus infiziertem Gewebe hatten im Mittel
4,1 (£1; Spannweite: 1-6) der getesteten Virulenzfaktoren, Isolate ohne Infektion 4
(x1,2; Spannweite: 1-6), ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der kodierten
Virulenzfaktoren und der Assoziation mit einer Infektion bestand nicht.

Es fiel auf, dass Isolate welche sec kodierten (n=227), signifikant seltener mit asymp-
tomatischen Besiedlungen assoziiert waren als mit Infektionen (64,3%; n=146;
OR=0,55; KI: 0,41-0,75; p<0,001).

Isolate, die etd/edin-B kodierten, waren vor allem mit Abszessen assoziiert (25%;
n=2/8; OR=20,93; KI: 4,03-108,82; p=0,007).

3.4 SPA-TYPISIERUNG UND VIRULENZFAKTOREN

3.4.1 ENTEROTOXINGENE NACH SPA-CCS UND SPA-TYPEN

Um zu bestimmen, ob Gene fir Enterotoxine abhangig von bestimmten spa-CCs und
spa-Typen auftraten, haben wir die Isolate mit den sieben haufigsten spa-CCs bezie-
hungsweise den zehn haufigsten spa-Typen mit dem Vorkommen der h&ufigsten
Enterotoxingene (sea, sec, sed/sej, und seg/sei) verglichen. Fir die haufig in Kombi-
nation vorkommenden Gene (sed/sej und seg/sei) wurde das Vorkommen des jeweils
erstgenannten Gens reprasentativ flr beide Gene gewahlt. Die spa-CCs und spa-
Typen besaBen teilweise mehrere Gene fiir Enterotoxine (siehe Abbildung 17).

Es zeigte sich eine deutliche Assoziation zwischen spa-Typen (und spa-CCs) und dem
Toxinprofil einzelner Isolate. Der spa-CC 003 (1002, t003, t014, t045) war Uberwiegend
mit sed/sej und seg/sei assoziiert. Isolate mit spa-CC 008 (t008) waren vor allem posi-
tiv fir sed/sej und sea, Isolate mit spa-CC 032 flir seg/sei und sec. Gene fir SEH ka-
men nur in spa-CC 127 (t127) vor.
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Abbildung 17: Anteil der Enterotoxingene bei den Isolaten mit den zehn haufigs-
ten spa-Typen. Die Abbildung zeigt, wieviel Prozent der Isolate mit den haufigsten
spa-Typen unserer Studie positiv flr die haufigsten Enterotoxingene waren. Die spa-
Typen sind nach ihren zugehérigen spa-CCs (CC003, 008, 011, 032) sortiert; Angaben
in %. * FOr die Kombinationen sed/sej und seg/sei wurden die Zahlen flr das jeweils
erstgenannte Gen verwendet.

3.4.2 SPA-TYPEN DERETD- UND EDIN-B-POSITIVEN ISOLATE

Die sieben Isolate, welche positiv fir etd und edin-B waren, gehdrten zu den spa-
Typen t044 (n=5) und t203 (n=2; beide spa-CC 044). Das Isolat, welches isoliert fir etd
positiv war, hatte den spa-Typ 1304, das edin-B-positive Isolat hatte t355 (siehe Abbil-
dung 18).
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t044 t203 t304 t355
spa-Typen etd/edin-B-positiver Isolate

Abbildung 18: Assoziation von spa-Typen und etd/edin-B. Die Abbildung zeigt die
spa-Typen von etd- und edin-B-positiven Isolaten (n=9).
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3.4.3 SPA-TYPEN UND DAS GEN FUR DAS ,TOXIC SHOCK SYNDROME" TOXIN (TSST)
Insgesamt kodierten 14 Isolate tst. Diese Isolate gehdrten zu neun verschiedenen spa-
Typen. Alle Isolate mit den spa-Typen t012 (n=4) und 1223 (n=3) waren tst-positiv. Die
restlichen tst-positiven Isolate hatten die spa-Typen t003, t018, t021, t045, t122, 1283,
t8378 (je n=1; siehe Abbildung 19). Isolate, die zu spa-CC 012 (t012, t018, t021, t122)
gehorten (n=22), waren signifikant hdufiger tst-positiv als alle anderen Isolate (31,8%;
n=7; OR=104,93; Kl: 32,75-336,25; p<0,001). In spa-CC 003 (t003, t045) und spa-CC
032 (223, t8374) kamen ebenfalls tst-positive Isolate vor, jedoch ohne signifikante
Haufung.

1,5 M tst-positiv

Anzahl Isolate

t003 t012* t018 t021 t045 t122 t223* t2834 t8378
spa-Typen tst-positiver Isolate

Abbildung 19: Assoziation von spa-Typen und tst (n=14). * Diese spa-Typen (1012
und t223) gehdren zu spa-CC 012, in dem eine signifikante Haufung von tst zu be-
obachten war (OR=104,93; Kl: 32,75-336,25; p<0,001)

3.5 AGR-SUBTYPEN

Der héufigste agr-Subtyp war agrl/l mit 54,3% der Isolate (n=870), gefolgt von agr/
(43,4%; n=696) und agrlll (2,2%; n=35), agrlV wurde nicht detektiert. Flr zwei Isolate
konnte kein agr-Typ bestimmt werden (beide spa-Typ t022). Keiner der agr-Subtypen
war vermehrt mit Infektionen assoziiert.

3.5.1 ASSOZIATION VON SPA-TYPEN MIT AGR-SUBTYPEN
Um eine mégliche Korrelation zwischen bestimmten spa-Typen und agr-Subtypen fest-
zustellen, verglichen wir die 1173 Isolate mit den zehn haufigsten spa-Typen unserer
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Studie mit ihrem agr-Typ. Jedes dieser Isolate konnte agr/ oder agrll zugeordnet wer-
den (siehe Abbildung 20). Die spa-Typen 1032, t008, t034, t011 und t8374 hatten aus-
schlieBlich agrl. Von spa-Typ 1022 gehérten 17 Isolate zu agrl, zwei Isolate konnten
keinem agr-Subtypen zugeordnet werden. Typ t014 und t045 wurden ausschlieBlich in
agrll gefunden. Auch von den spa-Typen t003 und t002 konnte die groBe Mehrheit
agrll zugeordnet werden, nur jeweils ein Isolat gehérte zu agrl. Der Typ agrlll wurde
bei unterschiedlichen spa-Typen gefunden. Die vier haufigsten, die alle ausschlieBlich
zu agrlll gehérten, waren 1044, t127 (je n=5), 1318 und t012 (je n=4).
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100,0% -
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60,0% - magrl
40,0% - magrll
20,0% -

0,0% - . . . . . .

t032 t008 t034 t011 t8374 t022 t003 t002 t045 t014
spa - Typen

prozenutaler Anteil

Abbildung 20: Anteil der agr-Subtypen an den Isolaten mit den zehn haufigsten
spa-Typen.

3.5.2 ASSOZIATION VON TOXINGENEN MIT AGR-SUBTYPEN

Wir haben analysiert, ob es in unserem Kollektiv Zusammenhange zwischen der Ko-
dierung bestimmter Toxingene von S. aureus und der agr-Subtypenzugehdrigkeit gibt
(siehe Abbildung 21). Das Gen sea kam bei allen agr-Subtypen gleich haufig vor. Finf
der sieben Isolate mit seb hatten agr/, aufgrund der geringen Zahl kann aber keine
Aussage Uber die Signifikanz gemacht werden.

Der agr-Subtyp | war vor allem mit sec assoziiert (OR=254,97; Kl: 81,28-799,82;
p<0,001), Subtyp Il mit sed/sej (OR=44,9; Kl: 33,28-60,58; p<0,001). Der agr-Subtyp I
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war signifikant assoziert mit den Genen seh (OR=718,21; Kl: 89,15-5785,97; p<0,001),
tst (OR=77,14; Kl. 25,05-237,55; p<0,001) und etd/edin-B (OR=391,75; Kl. 46,6-
3291,1; p<0,001).
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Abbildung 21: Assoziation der S. aureus Exotoxingene mit den agr-Subtypen I-lll.
Gezeigt wird das gemeinsame Auftreten von Virulenzfaktoren und den agr-Subtypen
(Angaben in Prozent) * Bei den kombinierten Exotoxingenen wurden die Pravalenzen
des erstgenannten Gens verwendet. ** Es besteht eine signifikante Assoziation zwi-
schen agr-Subtyp | und sec, agr-Subtyp Il und seg/sei und sed/sej und agr-Subtyp Il
und seh, tst und etd/edin-B (fur alle: p<0,001).

3.6 PVL-posITIVE MRSA (CA-MRSA)

Insgesamt waren 2,7% (n=44/1603) der MRSA-Isolate PVL-positiv und konnten zu CA-
MRSA gezahlt werden. Sie waren in vier Haupt spa-CCs vorhanden (spa-CC 003, 008,
012, 03). Davon gehdrten zehn Isolate zu dem spa-Typ t008, der auch beim hyperviru-
lenten PVL-positiven CA-MRSA “USA300"vorkommt, finf zu t044 (USA400) und vier
Isolate hatten den spa-Typ t002. Die restlichen PVL-positiven Isolate hatten die spa-
Typen 1318 (n = 4), 1437 (n=3), t003, t019, t203, t4741 (je n=2), t005, t016, t045, 1657,
t692, 1791, t967, 12518, t7656 und t8376 (je n=1). Fir verwandte spa-Typen nach
BURP-Analyse siehe hierzu Abbildung 22.
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Abbildung 22: spa-klonale Komplexe (spa-CCs) nach BURP-Analyse der spa-
Typen der PVL-positiven Isolate. Isolate mit den spa-Typen 1002, 1019, 1437, 1657,
1692, 1791, 14741, 17656 waren singeltons. Kein spa-Typ wurde ausgeschlossen. Blau:
Grlnder (founder) des spa-CCs.

Die PVL-positiven MRSA wurden zu 76,5% (n=26 von 34 mit Angaben zu Infektion)
aus Infektionen isoliert und signifikant seltener von asymptomatischen Tragern (23,5%;
n=8/34; OR=0,34; KI: 0,15-0,75; p=0,008). Bei acht Isolaten war nicht bekannt, ob sie
mit einer Infektion assoziiert waren. Die Infektionen waren Haut- und Weichgewebein-
fektionen (n=10), Abszesse (n=9), postoperative Wundinfektionen (n=1) und
Harnwegsinfektionen (n=1). Bei flnf Isolaten wurde die Infektion nicht genauer ausge-
fihrt. Im Vergleich zum Gesamtkollektiv wurden CA-MRSA insbesondere haufiger von
Abszessen isoliert (OR=22,01; Kl: 9,25-52,41; p<0,001). So waren 20,5% (n=9/44) der
PVL-positiven Isolate mit Abszessen assoziiert, von den PVL-negativen Isolaten nur
1,2% (n=18/1559). Die mittlere Anzahl von Risikofaktoren fir die Besiedlung mit HA-
MRSA war bei Personen mit PVL-positiven Isolaten 0,8 (+0,9; Spannweite: 0-3) und
bei PVL-negativen Isolaten 1,9 (x1,2; Spannweite: 0-5). Der Unterschied ist statistisch
signifikant (Mittlere Differenz: 1,08; Kl: 0,55-1,6; p<0,001).

Die fUr die Besiedlung mit HA-MRSA typischen Risikofaktoren ,Krankenhausaufenthalt
in den letzten 12 Monaten“ (OR=0,21; KI: 0,07-0,58; p<0,001) sowie ,mehr als 48h
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hospitalisiert vor MRSA-Nachweis” (OR=0,3; KI: 0,09-0,96; p=0,032) kamen bei PVL-
positiven Isolaten seltener vor als bei PVL-negativen (siehe Tabelle 11).

PVL-positive Isolate besaBen auBer lukS-PV/IukF-PV noch einen bis finf weitere
Virulenzfaktoren (Mittelwert: 2,9 (£1,4)) und hatten damit weniger zusatzliche
Virulenzfaktoren als PVL-negative Isolate (Mittelwert: 4 (x1,2); Spannweite 1-6; Mittlere
Differenz: 1,14; Kl: 0,79-1,49; p<0,001).

Die PVL-positiven Isolate waren mit seb (9,1%) assoziiert, auBerdem waren alle Isolate
mit etd/edin-B auch PVL-positiv. Die Gene seg/sei (47%), sed/sej (18,2%) und sec
(4,5%) waren bei PVL-positiven Isolaten seltener als bei PVL-negativen Isolaten, kei-
nes der PVL-positiven Isolate trug das TSST-1-Gen (Abbildung 23).
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Tabelle 11: Risikofaktoren fir nosokomial erworbene MRSA bei PVL-positiven

Isolaten
PVL-positive PVL-negative | odds ratio | p-Wert
MRSA, n=44 | MRSA, (95% Ki)
Anzahl (%) n=1559
Anzahl (%)
Vorherige MRSA-
Infektion/Kolonisation | 4 (9,1) 215 (13,8) 0,63 (0,2-1,8) | 0,505
bekannt
Mehr als 48 Std. hos-
pitalisiert vor Nach- 0,30
_ 3(6,8) 309 (19,8) 0,032*
weis des 1. MRSA- (0,09-0,96)
Isolats
Hamo- oder
Peritonealdialyse in- 0,60
1(2,3) 58 (3,7) 0,615
nerhalb der letzten 12 (0,08-4,45)
Monate
chirurgischer  Eingriff 0.42
in den letzten 12 Mo- | 4 (9,1) 303 (19,4) ’ 0,117
(0,15-1,17)
naten
Krankenhausaufent- 0,21
halt in den letzten 12 | 4 (9,1) 508 (32,6) (0.07-0.58) | _g,001*
Monaten
Aufenthalt in einer
Pflege-, Alten- oder 0.24
Rehaeinrichtung  in| 1(2,3) 136 (8,7) ’ 0,172
(0,03-1,78)

den letzten 12 Mona-

ten

* Unterschied statistisch signifikant
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Abbildung 23: Exotoxingene bei PVL-positiven Isolaten (n=44). Die mit * markier-
ten Gene seb und etd/edinB kamen signifikant hdufiger bei PVL-positiven Isolaten vor
(p<0,001) als bei PVL-negativen Isolaten, die Gene seg/sej und sec waren seltener mit
PVL assoziiert.

3.7 HA-MRSA

In unserem Kollektiv wiesen 55,3% (n=886) der Isolate einen der klassischen (PVL-
negativen) HA-MRSA-spa-Typen t003 (n=637) und t032 (n=249) auf. Die meisten HA-
MRSA  assoziierten spa-Typen wurden aus Proben von Haut- und
Weichgewebeinfektionen isoliert (49,6%; n=116). Bei 13,9% (n=123) wurde die
Infektion nicht nédher bestimmt.

Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Isolaten von symptomatischen
(53,2%; n=300) und asymptomatischen Tragern (46,7%; n=264) bei den 564 HA-
MRSA-Isolaten mit Angaben zu klinischen Infektionen bestand nicht.

Patienten mit HA-MRSA hatten 0 bis 5 Risikofaktoren flir den nosokomialen Erwerb
von MRSA (Mittelwert: 1,9 (£1,3)) und damit statistisch signifikant mehr Risikofaktoren
als Patienten mit CA-MRSA (Mittelwert: 0,8 (£0,9); Spannweite: 0-3; Mittlere Differenz:
1,11; KI: 0,58-1,64; p<0,001; siehe Abbildung 24).
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Anzahl Risikofaktoren

CA-MRSA HA-MRSA

Abbildung 24: Box-Whisker-Plot der Anzahl der Risikofaktoren fiir den nosoko-
mialen Erwerb von MRSA bei CA-MRSA und HA-MRSA. Der Mittelwert vorhandener
Risikofaktoren bei Patienten mit CA-MRSA ist 0,8 (x0,9; Spannweite 0-3), bei Patienten
mit HA-MRSA 1,9 (:1,3; Spannweite 0-5). Eingezeichnet ist der Mittelwert. Der Unter-
schied ist signifikant (Mittlere Differenz: 1,11; KI: 0,58-1,64; p<0,001).

3.8 LA-MRSA

Far LA-MRSA typische, mit dem MLST ST398 assoziierte Isolate kamen im Gesamt-
kollektiv insgesamt 86mal vor (5,4%). Hierzu zahlen MRSA-Isolate mit den spa-Typen
t034 und t011 und geman der BURP-Analyse damit verwandte spa-Typen (1108, t1451,
12576, t4395t, 18377; siehe Abbildung 25). Diese haben wir in ganz Deutschland ge-
funden, den gr6Bten Anteil machten sie jedoch in Nordwestdeutschland aus (siehe
Abbildung 26). In den Zentren dieser Region (Minster, Bad Oeynhausen, Hannover)
lag der Anteil der LA-MRSA-spa-Typen bei 40,1% (n=59/147). In den restlichen Zen-
tren bei 1,9% (n=27/1456; OR=35,48; Kl: 21,44-58,72; p<0,001).

Von allen 86 LA-MRSA-Isolaten waren neun (10,5%) mit einer klinisch relevanten In-
fektion assoziiert. Diese waren Haut- und Weichgewebeinfektionen (n=4), eine Fremd-
korperinfektion (n=1), Sepsis (n=1), Pneumonie (n=1), postoperative Wundinfektion
(n=1) und Endokarditis (n=1). Haufiger kamen MRSA-Isolate mit spa-CC 011 aber bei
Isolaten ohne bekannten Zusammenhang mit einer Infektion vor (89,5%; n=77;
OR=3,41; Kl: 1,69-6,86; p<0,001). Sie stammten aus Urin (n=2), Sputum (n=3) und
Haut-/Schleimhautabstrichen (n=72). Die mittlere Anzahl der Virulenzfaktoren war bei
den LA-MRSA-Isolaten (Mittelwert: 1,2 (+0,6); Spannweite: 1-4) niedriger als im Ge-
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samtkollektiv (Mittelwert: 4,2 £1; Spannweite 1-6; Mittlere Differenz: 3,01; Kl: 2,88-3,15;
p<0,001).

Von allen ambulant erworbenen Infektionen und Besiedlungen (ohne im Fragebogen
abgefragte Risikofaktoren fir eine nosokomiale Infektion/Besiedlung mit MRSA) zahl-
ten 9,3% (n=14/150) zu den LA-MRSA-Typen. Insgesamt war LA-MRSA damit haufiger
bei ambulanten Infektionen vertreten als bei stationéar erworbenen Infektionen, bei de-
nen 2,9% (n=20/699) LA-MRSA waren (OR=3,5; KI: 1,72-7,09; p<0,001).
Interessanterweise hatten Isolate mit spa-CC 011 weniger Gene fiir Exotoxine (Mittel-
wert: 1,15 (+0,58); Spannweite 1-4) als Isolate anderer spa-CCs (Mittelwert: 4,16
(x0,96); Spannweite 1-6; Mittlere Differenz: 3,01; Kl: 2,88-3,15; p<0,001). Von den LA-
MRSA-Isolaten kodierten 91,9% (n=79/86) kodierten nur hig.

@ 2576
.&395 @ [1451
S
S 11
@ 5377 @ [108

k0z4

Abbildung 25: spa-klonale Komplexe (spa-CCs) nach BURP-Analyse der mit
MLST ST398 assoziierten spa-Typen. Blau: Griinder (founder) des spa-CCs.
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Abbildung 26: Verteilung von livestock-assoziierten MRSA innerhalb Deutsch-
lands. Die Zahlen stehen fir die Pravalenz (in Prozent) von LA-MRSA in den jeweili-
gen Studienzentren (Schaumburg et al., 2012).

3.8.1 LA-MRSA BEI PATIENTEN MIT NUTZ- UND HAUSTIERHALTUNG

Flr jeden Patienten wollten wir wissen, ob er privat oder beruflich Kontakt zu Tieren
hatte (Haus- bzw. Nutzierhaltung). Hierzu wurden fir 211 Patienten Angaben gemacht,
wovon 14,7% (n=31) Tierkontakt angaben. Davon hatten 26 Personen Kontakt zu
Haustieren und 12 Personen Kontakt zu Nutztieren, sieben Patienten hatten Kontakt zu
Haus - und Nutztieren (Mehrfachangaben maoglich).

Bei den 31 Patienten mit Tierkontakt traten insgesamt finfmal (16,1%) die mit LA-
MRSA assoziierten Isolate mit dem spa-CC011 auf. Von den 12 Patienten mit Zucht-
tierkontakt hatten 33,3% (n=4) LA-MRSA. Bei Patienten mit Haustierkontakt (n=26)
kam LA-MRSA bei 15,4% (n=4) der Patienten vor, von diesen vier hatten allerdings
drei zusatzlich Kontakt zu Nutztieren. Damit sind Patienten mit Nutztierkontakt (33,3%)
signifikant haufiger mit LA-MRSA besiedelt, als Patienten des Gesamtkollektivs (5,4 %;
OR=1,09; KI: 0,03-0,37; p=0,003).
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4 DISKUSSION

4.1 BEDEUTUNG UND EINORDNUNG DER STUDIE

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals reprasentativ fir Deutschland in einer pros-
pektiven, mehrzentrischen Studie die klonale Struktur und die Ausstattung mit
Exotoxingenen von 1603 MRSA-Isolaten aus 33 Laboren mit mikrobiologischer Diag-
nostik. Es wurde eine Landkarte derzeit zirkulierender MRSA-Stdmme in Deutschland
erstellt und regionale Haufungen bestimmter Klone beobachtet. Ein besonderes Au-
genmerk legten wir hierbei auf die Pravalenz des ST398 LA-MRSA, die im Vergleich zu
Vorstudien besonders im Westen Deutschlands deutlich gestiegen ist und die Prava-
lenz von CA-MRSA. CA-MRSA wurden in Zentren aus ganz Deutschland gefunden,
waren mit einem Anteil von 2,7% (n=44) an allen MRSA-Isolaten jedoch recht selten.
Im Vergleich zu frlheren Studien (Schaumburg et al., 2012) hat der Anteil von
,USA300“ CA-MRSA (spa-Typ t008) zugenommen und war bei uns der haufigste CA-
MRSA-Typ (n=10).

AuBerdem wurde fir jedes MRSA-Isolat das Pathogenitatsprofil bestimmt. Da
Virulenzfaktoren stark mit der genetischen Herkunft von MRSA-Klonen zusammenhan-
gen, andert sich mit der MRSA-Population auch die Virulenz der Erreger. Es ist wich-
tig, diese Veranderungen der Pathogenitatsprofile zusammen mit der genetischen
Entwicklung von MRSA im Auge zu behalten und gegebenenfalls eine Veranderung
des Virulenzprofils frihzeitig zu erkennen.

Das nationale Referenzzentrum fir Staphylokokken (NRZ) am Robert-Koch-Institut hat
fir das Jahr 2010 ebenfalls spa-Typen, Anteile von LA- und CA-MRSA und teilweise
Toxingenprofile von MRSA-Isolaten aus Deutschland untersucht (Robert-Koch-Institut,
2011). Die im NRZ ausgewerteten MRSA-Isolate werden jedoch unsystematisch von
interessierten Laboren, Arztpraxen und Kliniken eingesandt, beispielsweise um einen
MRSA- Ausbruch aufzuklaren (vergleiche ,Hinweise fiir den Einsender” fir das NRZ,
www.rki.de). Es handelt sich also um vom Einsender vorselektierte, retrospektiv erho-
bene Daten, deren Auswertungsergebnisse verzerrt werden kdnnen, wenn zum Bei-
spiel einige Labore ein groBeres Interesse an der Auswertung haben als andere oder
nur Isolate einschicken, wenn eine ungewdhnliche MRSA-Epidemie aufgefallen ist
(-reporting bias“). Fir unsere Studie haben hingegen systematisch Zentren in ganz
Deutschland MRSA-Isolate konsekutiv gesammelt und eingeschickt. Durch die fehlen-
de Vorselektion durch die Einsender vermieden wir das ,reporting bias®. AuBerdem
haben wir flr unsere prospektive Studie zunachst alle Daten erhoben und diese an-
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schlieBend analysiert, so dass unsere Ergebnisse die aktuelle Situation von MRSA-
Stammen reprasentativ fir ganz Deutschland und ohne statistische Verzerrungen ab-
bildet.

4.2 EPIDEMIOLOGIE

4.2.1 DEMOGRAPHISCHE DATEN

Mehr als 75% der in die Studie eingeschlossenen Personen waren tber 50 Jahre alt,
der Altersmittelwert war 65,3 Jahre, der Median 70,6 (siehe Kapitel 3.1). Dieses relativ
alte Patientenkollektiv Uberrascht nicht, da MRSA fir gewdhnlich bei alteren Patienten
gefunden wird (Kupfer et al., 2010; Shukla et al., 2009). Allerdings wurde das Alter
bisher nicht als unabhéngiger Risikofaktor fir eine MRSA-Besiedlung/Infektion identifi-
ziert, da altere Menschen insgesamt mehr Risikofaktoren fir MRSA haben, wie bei-
spielsweise haufigere Aufenthalte in Krankenhdausern und Pflegeheimen (Kupfer et al.,
2010; Robert-Koch-Institut, 2010).

Da in allen Zentren MRSA-Isolate der ersten 50 Patienten mit positivem MRSA -
Nachweis unabhangig vom Geschlecht gesammelt wurden, kdnnen wir mit unseren
Daten Angaben zum Anteil von MRSA bei Mannern und Frauen machen. In unserem
Kollektiv waren signifikant mehr Manner (56%) mit MRSA besiedelt oder infiziert als
Frauen (41,9%; siehe Kapitel 3.1). Das mannliche Geschlecht wurde auch schon in
anderen Studien als relevanter Risikofaktor fir die Infektion mit MRSA beschrieben
(Kupfer et al., 2010). Einschrankend muss jedoch angemerkt werden, dass das fir die
vorliegende Studie gewahlte Studiendesign nicht geeignet ist, Risikofaktoren fiir eine
MRSA-Besiedlung/-Infektion zu identifizieren.

4.2.2 AMBULANTE UND STATIONARE VERSORGUNG DER PATIENTEN

In dieser Studie war der Anteil an MRSA-Isolaten von stationaren Patienten héher als
von ambulanten Patienten (77% versus 21% respektive). Von diesen stationar behan-
delten Patienten wurden 75 % der Patienten auf Normalstationen und 20% intensivme-
dizinisch betreut (siehe Kapitel 3.1.2). Die Daten des NRZ fiir Staphylokokken zur
MRSA-Situation in Deutschland zeigen ebenfalls eine deutlich héhere Pravalenz von
MRSA im stationdren als im ambulanten Bereich. In der Datenbank des NRZ von 2010
stammten sogar 92% der Isolate aus der stationaren Versorgung. Fir die Datenbank
kamen die meisten Einsendungen von MRSA-Isolaten der letzten Jahre aus den Abtei-
lungen der Inneren Medizin, Intensivstationen sowie aus der Chirurgie (Robert-Koch-
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Institut, 2011) Insbesondere im intensiv-medizinischen Bereich ist die MRSA-Pravalenz
im Stationsgruppenvergleich besonders hoch (Kupfer et al., 2010). Dazu kénnen wir
mit unseren Daten keine direkte Aussage treffen, da wir nur MRSA-positive Patienten
untersucht haben. Es féllt aber auf, dass trotz des kleineren Patientenguts auf Intensiv-
stationen im Vergleich zu allen anderen Stationen, diese immerhin 20% unserer statio-

naren Patienten ausmachten.

4.2.3 MRSA UND ASSOZIATION MIT INFEKTIONEN

Die haufigsten Infektionen durch S. aureus sind Haut- und Weichgewebeinfektionen
(inklusive Wundinfektionen), Pneumonien, Meningitis, Endokarditis und Osteomyelitis.
(DeLeo et al., 2010). Etwas Uber die Halfte unserer Proben wurde aus symptomati-
schen Infektionen isoliert, hiervon stammte die deutliche Mehrheit (63%) von Haut- und
Weichgewebeinfektionen (inklusive postoperativer Wundinfektion und Abszesse), ge-
folgt von Pneumonien (13%), Sepsis (8%), Harnwegsinfektionen ( 7%) und fremdkor-
perassoziierten Infektionen (6%). Auch fir die Datenbank des NRZ wurden 2010 die
meisten MRSA-Isolate in Wundinfektionen (18 %) gefunden, gefolgt von
Harnwegsinfektionen (6 %), Beatmungspneumonien (6 %) und Sepsis (5,6 %; Daten-
bank NRZ fir Staphylokokken, 2010, Robert-Koch-Institut, 2011). Dieser im Vergleich
zu unseren Ergebnissen niedrigere Anteil der Wundinfektionen ist unter anderem damit
zu erklaren, dass das RKI Abszesse, Dekubitus, Furunkel, Gangran und Ulzera, die wir
unter dem Oberbegriff Haut-, Weichgewebe- und Wundinfektionen zusammengefasst
haben, als einzelnstehende Entitdten gewahlt hat.

4.2.4 ANTIBIOTIKATHERAPIEN VOR MRSA-NACHWEIS

Methicillin-resistente Staphylokokken sind oft auch resistent gegen weitere Antibiotika
(zum Beispiel Aminoglykoside und Fluorchinolone). Zudem beginstigt der haufige Ge-
brauch von Antibiotika die Ausbreitung von MRSA und die Entstehung neuer Resisten-
zen. Insbesondere Fluorchinolone (vor allem Ciprofloxacin), Cephalosporine, Makrolide
und Amoxicillin/Clavulansaure stehen im Verdacht, das Risiko von Besiedlungen und
Infektionen mit MRSA zu erhéhen (Aldeyab et al., 2008; Lowy, 2003; Monnet et al.,
2004; Weber et al., 2003). Interessanterweise waren drei dieser vier Antibiotika-
Gruppen bei unseren Patienten die drei am haufigsten vor MRSA-Nachweis einge-
nommenen  Antibiotika:  Peniciline  mit  Penicillinase-Hemmern  (inklusive
Amoxicillin/Clavulanséure; 16%), Fluorchinolone (15%) und Cephalosporine (14%;
siehe Kapitel 3.1.7; Abbildung 7). In der Gesamtbevdlkerung sind ebenfalls Penicilline
die am haufigsten verschriebenen Antibiotika. An zweiter Stelle stehen jedoch
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Tetrazykline, Fluorchinolone werden als dritthaufigstes gegeben (Gunther & Kern,
2003).

4.3 MOLEKULARE ERGEBNISSE

4.3.1 MEC-ERGEBNISSE

Die meisten MRSA-Isolate verfligten lber das klassische mecA-Gen, ein Isolat (0,06%)
hatte das mecA Homolog mecA, cazs1 (mecC; Garcia-Alvarez et al., 2011; Kriegeskorte
et al., 2012; Laurent et al., 2012; Shore et al., 2011; siehe Kapitel 1.3.1 und 3.2). Es
wurde von einer 88-jahrigen stationaren Patientin mit Haustierkontakt (Katze) im Zent-
rum Stuttgart isoliert. In anderen Studien wurde mecA gazs1 (mecC) ebenfalls bei Pati-
enten mit Tierkontakt gefunden, dabei handelte es sich meist um Kontakt zu Milchki-
hen (Garcia-Alvarez et al., 2011; Sabat et al., 2012). In Norwegen wurde jedoch erst-
mals auch die Ubertragung eines mecC-positiven MRSA-Isolates (spa-Typ t6902) von
einer Hauskatze auf ihren Besitzer beschrieben (Medhus et al., 2013).

In anderen retrospektiven Untersuchungen der deutschen MRSA-Population kamen
mecA aazs1 (mecC)-positive MRSA-Isolate ahnlich selten wie in unserer Studie vor. Das
RKI hat von 2006 bis Juni 2011 elf Isolate unter 12.691 (0,0008%) Einsendungen ver-
offentlicht (Cuny & Witte, 2011). In Danemark scheint der Anteil von mecA gazs
(mecC) bei MRSA-Isolaten seit 2008 jedoch leicht zuzunehmen: von 0,12% in 2008 auf
0,67% in 2010 (Garcia-Alvarez et al., 2011).

Unser Isolat hatte den spa-Typ t843, welcher auch der haufigste spa-Typ von
mecA.cazs1 (mecC)-positiven Isolaten von Kihen und Menschen in GroBbritannien,
Danemark und im deutschen Teil der EUREGIO Twente/Minsterland war (Garcia-
Alvarez et al., 2011; Kriegeskorte et al., 2012).

4.3.2 ERGEBNISSE DER SPA-TYPISIERUNG

Unsere 1603 Isolate ordneten wir 13 spa-klonalen Komplexen nach BURP-Analyse
(siehe Kapitel 3.2.1, Abbildung 8 bis 13) und 236 verschiedenen spa-Typen zu. In der
ersten Sammlungsperiode 2004/2005 waren 135 spa-Typen in 1753 Isolaten gefunden
worden (Schaumburg et al., 2012). Diese Zunahme von spa-Typen zeigt die hohe Va-
riabilitdt und Zunahme der Diversitat der Region X des MRSA-spa-Gens, wie auch
schon anderswo beobachtet (Boye & Westh, 2011; Grundmann et al., 2010). Unsere
haufigsten spa-Typen waren t003 (40%), 1032 (15,5%), t008 (4,5%), t002 (3,2%), t034
(2,6%), t011 (2,4%) und t045 (1,8%). Diese machten 70% der Isolate aus (siehe Kapi-
tel 3.2.1; Abbildungen 8 bis 13). Weltweit sind die h&ufigsten spa-Typen, abgesehen
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von dem bei uns sehr haufigen Typ t003, ahnlich verteilt: 1032 (10,5%), t003 (10,1%),
t002 (6,4%), t008 (6,1%), t011 (3,3%; RidomSpaServer), wobei es regionale Unter-
schiede gibt. Grundmann et al. haben fiir die Periode 2006 - 2007 die haufigsten spa-
Typen von MRSA-Isolaten aus invasiven Infektionen in Europa bestimmt. In dieser
Untersuchung war t032 (14,5%) der haufigste Typ, gefolgt von t008 (12,4%),
t041(7,4%), t003 (7,3%) und t002 (6,4%; Grundmann et al., 2010). Obwohl diese Isola-
te ausschlieBlich aus Infektionen stammten, ist die Verteilung ihrer spa-Typen der un-
serer Isolate sehr ahnlich. Tatsachlich konnten wir bei unseren Isolaten nur fur t008
(haufiger bei Infektionen) und t011 und t034 (seltener bei Infektionen) einen Unter-
schied bei symptomatischen und asymptomatischen MRSA-Tragern feststellen.

4.3.3 REGIONALE HAUFUNGEN BESTIMMTER SPA-TYPEN

Grundmann kam mit seiner Arbeitsgruppe zu dem Schluss, dass sich die Haupt-
MRSA-Linien in Europa nicht gleichmaBig tber den Kontinent verteilen, sondern in
regionalen Haufungen auftreten. Er fuhrt dies auf eine Verbreitung von MRSA (ber
Gesundheits- und Pflegenetzwerke zurtick (Grundmann et al., 2010). Die meisten der
Haupt-MRSA-Klone in Deutschland, welche traditionell nach der Region benannt wur-
den, in der sie das erste Mal aufgetreten sind, gehéren zum Rhein-Hessen MRSA
(t002/ST5 und t003/ST225), dem Barnim-Stamm (t032/ST22) und dem Norddeutschen
MRSA-Klon (t008/ST8). Auch in unserer Studie zeigen sich regionale Haufungen be-
stimmter MRSA-Stdmme. Insgesamt dominierte in Sid-und Westdeutschland der spa-
Typ 1003, im Osten und Norden Deutschlands vor allem Typ t032 und in Mitteldeutsch-
land t034 und t011 (siehe Kapitel 3.2.2; Abbildung 14). Der spa-Typ t008 war vor allem
in Stddeutschland verbreitet. In Nord- und Stiddeutschland wurden vermehrt die bisher
seltenen Typen t4217, spa-CC 032 (Norddeutschland, n=12) und t4881, spa-CC 003
(Stdwestdeutschland, n=8) gefunden.

Der Ursprung der MRSA-Isolate mit dem spa-Typ t4217/ST22 in Norddeutschland
bleibt unklar, da dieser Typ in den publizierten MRSA-Ausbrichen dieser Gegend
nicht vorkommt und sein Auftreten auch nicht mit einer méglichen grenziibergreifenden
Ubertragung aus Danemark erklart werden kann. Ebenso ist auch die Quelle der
MRSA-Isolate mit t4881/ST225 in Studwestdeutschland unklar. Eine grenziberschrei-
tende Ausbreitung dieser Isolate aus Frankreich ist unwahrscheinlich, da die vorwie-
genden franzdsischen MRSA-Linien zu t008/ST8, t024/ST8 und t777/ST5 gehdren
(Grundmann et al., 2010). Der Typ t4881 kbénnte aus t504 entstanden sein, welcher
2004 der zweithaufigste spa-Typ der Gegend war. Die Entstehung von t4881 (26-17-
20-17-13-17-17-16) aus MRSA t504 (26-17-20-17-12) ist denkbar, da die Typen &hnli-



60

che ,repeat patterns“ haben (Boye & Westh, 2011; Deurenberg et al., 2009;
Schaumburg et al., 2012).

4.4 TOXINGENPROFIL DER MRSA-STAMME

Um unsere Isolate hinsichtlich ihrer Virulenzfaktoren zu untersuchen, haben wir die
entsprechenden Gene, nicht aber die tatséchliche Toxinproduktion bestimmt. Alle Iso-
late trugen das Gen fur Gamma-Hamolysin - 1509 Isolate (94,1%) mindestens ein wei-
teres Gen fur ein Exotoxin. Im Mittel hatte jedes Isolat vier Virulenzfaktoren (siehe Ka-
pitel 3.3.1; Tabelle 10). Auch in anderen Studien trugen alle MRSA-Isolate ein oder
mehr Virulenzfaktoren, wobei Hamolysingene ebenfalls am Haufigsten vorkamen
(Argudin et al., 2009; Hu et al., 2011; Menegotto et al., 2012; Yu et al., 2012).

4.4.1 ENTEROTOXINGENE

Von unseren Isolaten kodierten 93% Gene flr mindestens eines der Enterotoxine SEA
bis SEH. Am meisten wurde sei detektiert (85,2% aller Isolate), 85% der Isolate ko-
dierten seg. Ebenfalls haufig waren sed (49,9%) und sej (47,5%), see wurde bei kei-
nem der Isolate nachgewiesen (siehe Kapitel 3.3.1; Tabelle 10). Auch in anderen Stu-
dien zu Virulenzfaktoren bei MRSA trugen 80 - 100% der Isolate Enterotoxingene. Da-
bei waren seg/sei (70,3 - 86,3% bei Lattar et al., 2012, Menegotto et al., 2012, Yu et
al., 2012) und sed/sej (40,5% bei Yu et al., 2012) ebenfalls am h&ufigsten.

Das Gen see wurde anderswo gleichermafBen selten nachgewiesen (keines der Isolate
bei Argudin et al., 2009; Jiménez et al., 2011; Menegotto et al., 2012 und Yu et al,,
2012).

Von unseren Isolaten waren 99,8% der Isolate, welche seg kodierten, auch positiv fir
sei. Studien haben gezeigt, dass diese beiden Gene auf einem gemeinsamen Operon,
dem ,enterotoxin gene cluster” (egc), liegen und deswegen in der Regel zusammen
auftreten (Becker et al., 2003; Blaiotta et al., 2006). Dass seg und sei bei unseren Iso-
laten in einigen Féllen getrennt detektiert wurden, kénnte an der hohen Mutationsrate
im egc liegen, die gelegentlich dazu fihrt, dass nicht alle egc-assoziierten Gene kodiert
werden. Zudem ist es moglich, dass aufgrund mangelnder Sensitivitadt der Multiplex-
PCR nicht alle Gene detektiert wurden (Blaiotta et al., 2006).

Auch sed und sgj treten fir gewdhnlich in Kombination auf, da die Gene von demsel-
ben Plasmid kodiert werden und im Genom dicht beieinander liegen (Becker et al.,
2003; Blaiotta et al., 2006; Zhang et al., 1998). Bei uns wurde sej zwar in den meisten
Fallen zusammen mit sed detektiert (in 97,6%), jedoch nicht ausschlieBlich: 2,3%
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(n=18) der Gene fur sej traten ohne sed auf. Auch hierfir kann die Ursache in Mutatio-
nen im Operon oder in der mangelnden Sensitivitat der Detektion mittels PCR liegen
(Blaiotta et al., 2006, Guinane et al., 2011.

4.4.2 ENTEROTOXINGENE UND ASSOZIATION MIT INFEKTION

In unserer Studie bestand kein Zusammenhang zwischen der Anzahl detektierter
Virulenzfaktoren pro Isolat und der Haufigkeit ausgeldster Infektionen.

Fir einzelne Enterotoxingene konnten Zusammenhéange jedoch gefunden werden.

So konnten wir die Vermutung von Nhan et al., nach welcher sec haufiger in infiziertem
als in kolonisiertem Gewebe gefunden wird (Nhan et al., 2011), bestéatigen, da auch bei
uns sec-positive Isolate signifikant haufiger aus Infektionsmaterial gewonnen wurden
als von asymptomatischen Besiedlungen (p<0,001; siehe Kapitel 0). Unsere sec-
positiven Isolate verfligten sonst nicht gehauft Gber weitere Virulenzfaktoren und waren
insbesondere selten PVL-positiv. Dies spricht daflir, dass sec fir sich allein bereits
einen bedeutenden Virulenzfaktor darstellt.

Fir weitere Enterotoxingene konnte keine signifikante Verbindung mit Infektionen ge-
funden werden. Becker et al. stellten einen Zusammenhang zwischen sed/sej und Iso-
laten aus Blutstrominfektionen fest (Becker et al., 2003). In unserer Studie kam sed/sej
ebenso haufig bei Infektionen wie im Gesamtkollektiv vor. Auch bei Isolaten aus ,nicht
fremdkoérperassoziierter Sepsis” fanden wir sed/sej nicht haufiger als im Gesamtkollek-

tiv.

4.4.3 WEITERE TOXINGENE UND ASSOZIATION MIT INFEKTION

In unserem Kollektiv waren 0,9% der Isolate (n=14) positiv fur tst (siehe Kapitel 3.3.1;
Tabelle 10). In vergleichbaren Studien wurde tst ebenfalls selten detektiert (0 - 10% bei
Jiménez et al., 2011; Menegotto et al., 2012; Yu et al., 2012). In einer Studie von Be-
cker et al. 2003 zu Enterotoxingenprofilen von S.aureus-Stdmmen war tst hingegen
das haufigste klassische Enterotoxingen (20,3%). In der Studie wurden jedoch nicht
zwischen Methicillin-sensiblen und Methicillin-resistenten S.aureus-Stdmmen unter-
schieden, weswegen mdglicherweise andere klonale Linien vorlagen als in unserer
Studie. Tatsachlich wird vermutet, dass der Erwerb von Genen, die die Resistenz ge-
gen Antibiotika vermitteln, die Ausstattung mit Virulenzgenen von S.aureus verandert
und mdglicherweise mit einer verminderten Kodierung von Virulenzgenen einhergeht
(Jiménez et al., 2011, Collins et al., 2010).

Wie auch in anderen Studien (0 - 3% bei Jiménez et al., 2011; Menegotto et al., 2012)
wurden die Exfoliativitoxingene eta (n=0), etb (n=0) und etd (0,5%; n=8) von unseren
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Isolaten selten kodiert. Interessanterweise trugen sieben der acht Isolate mit dem etd-
Gen den Zelldifferenzierungsfaktor edin-B. Es ist bekannt, dass diese beiden Gene auf
dem Chromosom innerhalb derselben Pathogenitatsinsel liegen und somit meist ge-
meinsam detektiert werden (Yamaguchi et al., 2002).

Der epidermale Zelldifferenzierungsinhibitor EDIN-B hemmt ein GTP-Bindeprotein des
eukaryontischen Aktinskeletts und kann so wichtige Funktionen der Wirtszellen blockie-
ren und Infektionen mit S. aureus beglnstigen (Yamaguchi et al., 2002; Yamasaki et
al., 2006).

Das Toxin ETD ist den Exfoliativtoxinen ETA und ETB strukturell sehr &hnlich und 16st,
in die Haut von Mausen injiziert, eine ahnliche Blasenbildung der Epidermis aus. Trotz-
dem wird ETD sehr viel seltener bei Patienten mit bulléser Impetigo oder
,staphylococcal scalded skin syndrome” (SSSS) gefunden, sondern ist meist verant-
wortlich fir Haut- und Weichgewebeinfektionen und Abszesse (Yamasaki et al., 2006).
Yamaguchi et al. vermuteten, dass ETD eine entscheidende Rolle bei einem breiteren
Spektrum von Infektionen einnimmt, als bisher angenommen. Das Toxin kénnte mdgli-
cherweise die Ausbreitung von S. aureus durch die Zerstdérung epithelialer Barrieren
erleichtern und den Weg fur tieferliegende Gewebeinfektionen freimachen (Yamaguchi
et al., 2002).

Tatsé&chlich war keines unserer MRSA-Isolate mit einem SSSS assoziiert. Stattdessen
waren Isolate, die etd/edin-B trugen, signifikant mit Abszessen assoziiert (siehe Kapitel
0). Sie hatten die spa-Typen t044 und t203 und waren alle positiv fiir PVL (CA-MRSA.
Dies spricht fur die Theorie von Yamasaki et al., dass neben PVL méglicherweise auch
etd und edin-B fur die hohe Virulenz von CA-MRSA mitverantwortlich sind (Yamasaki
et al., 2006).

4.4.4 EXOTOXINGENE IM ZUSAMMENHANG MIT SPA-TYPEN UND AGR-SUBTYPEN

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass Exotoxinprofile stark mit bestimmten
S. aureus-Klonen assoziiert sind (Argudin et al., 2009; Holtfreter et al., 2007; Lattar et
al., 2012; Monecke et al., 2011; van Trijp et al., 2010). Es wurde jedoch bisher wenig
auf die Korrelation mit bestimmten spa-Typen eingegangen. In unserer Studie mit 1603
spa-typisierten MRSA-Isolaten wird deutlich, dass das Exotoxinprofil einzelner Isolate
stark mit ihnrem spa-Typ und spa-CC korreliert (siehe Kapitel 0). Der spa-Komplex CC
003 (t002, t003, t014, t045) war Uberwiegend mit sed/sei und seg/sej assoziiert. Isola-
te, die zum spa-CC 008 (t008) gehdrten, waren vor allem positiv fir sed/sej und sea,
Isolate vom spa-CC 032 (1022, t032, t8374) waren haufig positiv flr seg/sei und sec,
seh kam ausschlieBlich bei t127 (spa-CC 127) vor (siehe Kapitel 3.4.1; Abbildung 17).
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Die insgesamt 14 Isolate mit tst gehdrten zu neun verschiedenen spa-Typen aus drei
verschiedenen spa-CCs, ein signifikanter Zusammenhang ergab sich fir spa-CC 012
(spa-Typen t012, 1018, t021, t122) und tst (siehe Kapitel 3.4.3; Abbildung 19). Isolate
mit spa-CC 011 (1011 und t034) verflgten Uber auffallig wenige Virulenzfaktoren.

In frGheren Studien wurde eine hohe Kongruenz zwischen spa-Typen und agr-
Subtypen beschrieben (Shopsin et al., 2003). Das agr-Operon spielt eine wichtige Rol-
le in der Produktion von multiplen Virulenzfaktoren und ist ebenfalls hilfreich bei der
Unterscheidung genetischer Hintergrinde von MRSA-Isolaten (lwatsuki et al., 2006;
Montgomery et al., 2010).

Der h&ufigste agr-Subtyp in unserer Studie war agrl/l mit 54,3% der Isolate, gefolgt von
agrl (43.4%) und agrlll (2.2%). Der Subtyp agr/V wurde nicht detektiert (siehe Kapitel
3.5). In den Studien von Collery et al. und Shopsin et al. wurde agr/ am haufigsten ge-
funden, gefolgt von agrlll, anders als bei uns schien agrll seltener vorzukommen als
agrl und /ll. Der agr-Subtyp 1V ist auch in der Literatur selten zu finden (Collery et al.,
2008; Shopsin et al., 2003).

Auch in unseren Ergebnissen zeigte sich die deutliche Zugehdérigkeit bestimmter spa-
Typen zu agr-Subtypen (siehe Kapitel 3.5.1; Abbildung 20). Am deutlichsten war der
Zusammenhang flr die zehn haufigsten spa-Typen, die alle zu agr/ (1032, t008, t034,
t011, 18374 und 89% von t022) oder agrll (1003, t045, t014, t002) gehdrten.

Trotz der Zusammengehdrigkeit von agr-Subtypen und spa-Typen ist die Assoziation
zwischen agr-Subtypen und Toxingenen nicht so offensichtlich. Collery et al. konnten
keinen Zusammenhang zwischen agr-Subtypen und SE-Gruppen feststellen. Jarraud
et al. beobachteten hingegen, dass SE-Gene hauptsachlich mit agr-Subtypen | und Il
auftreten. Bei beiden gehdrten alle tst-positiven Isolate zu agrlll (Collery et al., 2008;
Jarraud et al., 2002). Bekannt ist allerdings, dass Isolate, die PVL und etd/edin-B ko-
dieren, ebenfalls zu agrlll gehéren (Yamasaki et al., 2006).

Bei uns fielen einige Zusammenhénge zwischen agr-Subtyp und Toxingenprofil der
Stdmme auf (siehe Kapitel 3.5.2; Abbildung 21). Die Gene seg/sei kamen, wie anders-
wo beschrieben, vor allem bei agr-Subtyp | und Il vor, sec war hingegen nur mit agr/
assoziiert. Der agr-Subtyp Il korrelierte vor allem mit sed/sej. Alle Gene fir SEH wur-
den von Isolaten mit agr-Subtyp Il kodiert. Isolate mit den Genen fir TSST, ETD und
EDIN-B waren auch bei uns deutlich mit agr-Subtyp Il assoziiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Ergebnisse die Erkenntnis stiitzen,
das verwandte MRSA-Isolate Uber gemeinsame genetische Urspriinge mit ahnlichen
Mustern von agr-Subtypen, spa-Typen und Exotoxingenen verfligen.
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4.5 CA-MRSA

In unserer Studie waren 2,7% (n=44) der Isolate PVL-positiv (siehe Kapitel 3.6; Tabelle
10). Grundmann et al. haben ein Anteil von PVL-positiven MRSA-Isolaten von 2,1% an
allen Isolaten in Europa 2010 beschrieben (Grundmann et al., 2010) und auch andere
Arbeitsgruppen haben ahnliche Pravalenzen gefunden (2,4% und 3,1% bei Blomfeldt
et al., 2012 und Kock et al., 2011).

Hohere Raten an PVL-positiven Isolaten fielen bei unseren Einsendungen aus den
bevdlkerungsdichten Regionen Hamburg (6,1%; n=6/99) und Frankfurt am Main (8,8%;
n=4/45) auf. Beide Stadte sind internationale Reiseknotenpunkte. In verschiedenen
Studien ist gezeigt worden, dass sich PVL-positive MRSA und MSSA durch internatio-
nale Reisen ihrer Trager ausbreiten (Stenhem et al., 2010; Zanger et al., 2012).

PVL ist ein klassischer Marker fiir CA-MRSA (David & Daum, 2010; Grundmann et al.,
2010; Kock et al., 2011; Robert-Koch-Institut, 2011; Schaumburg et al., 2012).
Tatsachlich kamen die Risikofaktoren ,Krankenhausaufenthalt in den letzten 12 Mona-
ten“ und ,Mehr als 48 Std. hospitalisiert vor Nachweis des 1. MRSA-Isolats” bei Patien-
ten mit PVL-positiven MRSA selten vor (siehe Kapitel 3.6; Tabelle 11) und die Gesamt-
anzahl von Risikofaktoren fir den nosokomialen Erwerb von MRSA war bei PVL-
positiven Isolaten niedriger als bei PVL-negativen ( siehe Kapitel 3.6)

CA-MRSA scheinen virulenter zu sein als andere MRSA-Stdamme (Boyle-Vavra &
Daum, 2007; Schaumburg et al., 2012; Valsesia et al., 2010). Auch bei uns wurden
PVL-positive MRSA vor allem aus Infektionen isoliert, 76% der PVL-positiven Isolate
waren mit Infektionen assoziiert. Am haufigsten waren dies Haus- und Weichgewebein-
fektionen, die im ganzen Kollektiv die haufigsten Infektionen waren. Auffallend hoch
war die Pravalenz des PVL-Gens bei Isolaten aus Abszessen, hier war ein Drittel der
Isolate PVL-positiv. Die Assoziation von PVL-positiven MRSA-Stdmmen mit Weichge-
webeinfektionen und Abszessen ist bereits beschrieben (David & Daum, 2010; Dufour
et al., 2002; Robert-Koch-Institut, 2011; Valsesia et al., 2010). Auch bei den im Jahr
2010 ins NRZ gesandten CA-MRSA-Isolaten waren Haut- und Weichgewebeinfektio-
nen einschlieBlich Abszesse die haufigsten assoziierten Infektionen (Robert-Koch-
Institut, 2011).

In Afrika, wo insgesamt der Anteil PVL-positiver Isolate hoch zu sein scheint (42,7% in
Nigeria, 55% in Gabon, 100% der ST152 Isolate in Mali bei Okon et al., 2009; Ruimy et
al., 2008; Schaumburg et al., 2011) wurde ebenfalls ein enger Zusammenhang mit
Abszessen gefunden. In einer Studie Uber symptomatische und asymptomatische S.
aureus-Trager aus Gabun waren alle S. aureus-lsolate aus Abszessen PVL-positiv
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(Schaumburg et al., 2011). Bei diesen Isolaten handelte es sich allerdings hauptsach-
lich um Methicillin-sensible S. aureus-Stamme (MSSA; Schaumburg et al., 2011). Je-
doch haben Populationsstudien in der letzten Zeit Hinweise daflrr erbracht, dass PVL-
positive MRSA und MSSA &hnliche molekulare Profile aufweisen und in einer dynami-
schen Wechselbeziehung zueinander stehen (Rasigade et al., 2010), weswegen diese

Daten mit unseren vergleichbar sind.

4.5.1 MOLEKULARE EIGENSCHAFTEN VON CA-MRSA

Bei uns zahlten 31,8% der CA-MRSA Isolate zu den klassischen CA-MRSA-spa-Typen
(t044/ST80 und t008/ST8). Der haufigste spa-Typ war t008 (USA300; n=10; siehe Ka-
pitel 3.6). Die Pravalenz des PVL-positiven USA300-Klons scheint in Deutschland zu-
zunehmen. In einer Vergleichsstudie aus 2005 war t044 (USA400) noch der haufigste
deutsche CA-MRSA spa-Typ (Schaumburg et al., 2012). Auch in den Daten des NRZ
fr Staphylokokken ist eine Zunahme des USA300-Klons in Deutschland in den letzten
Jahren zu sehen (Robert-Koch-Institut, 2011). Dieser Trend wird weltweit beobachtet,
so scheint sich der fir seine hohe Virulenz bekannte USA300-Stamm mehr und mehr
auszubreiten und andere CA-MRSA-Stdmme zu verdrédngen (Jiménez et al., 2011;
Montgomery et al., 2010; Rasigade et al., 2010)

Die MRSA-Isolate, welche PVL kodierten, verfigten bei uns Uber weniger weitere
Virulenzfaktoren als die PVL-negativen Isolate (siehe Kapitel 3.6; Abbildung 23). Dies
entspricht Ergebnissen anderer Studien, in denen PVL-positive MRSA-Isolate auBer
etd/edin-B ebenfalls kaum weitere Exotoxingene besaBen (Dufour et al., 2002; Robert
et al., 2011; Yamasaki et al., 2006).

4.6 HA-MRSA

Im Gesamtkollektiv gehdrten 55,4% der Isolate zu den klassischen HA-MRSA-Linien
(t003/ST225 und t032/ST22). Sie wurden gleich oft von symptomatischen wie asymp-
tomatischen Tragern isoliert und waren meist mit Haut- und Weichgewebeinfektionen
assoziiert.

Insgesamt wiesen 699 Patienten der Studie (43,6%) mindestens einen der Risikofakto-
ren fir HA-MRSA auf (siehe Kapitel 3.1.6; Tabelle 5). Der haufigste Risikofaktor war
,2Krankenhausaufenthalt in den letzten 12 Monaten“ bei 82,8% der Patienten. Dies
korreliert mit der jéhrlich steigenden Anzahl von Patientenfallzahlen in deutschen Kran-
kenhdusern (22 057 Patienten pro 100 000 Einwohner 2010; Statistisches Bundesamt,
2011).
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Die Patienten mit HA-MRSA hatten insgesamt mehr Risikofaktoren fiir den nosokomia-
len Erwerb von MRSA als Patienten mit CA-MRSA (siehe Kapitel 3.7, Abbildung 24)
Demnach spiegelt sich die erhdhte Wahrscheinlichkeit einer HA-MRSA-Infektion be-
dingt durch die klassischen Risikofaktoren in unseren Ergebnissen wider.

4.7 LA-MRSA

4.7.1 GEOGRAPHISCHE VERTEILUNG

Die spa-Typen, die mit spa-CC 011 (t011, t034 und damit verwandten spa-Typen; sie-
he Kapitel 3.8, Abbildung 25) assoziiert sind, weisen auf LA-MRSA mit dem MLST
klonalen Komplex 398 hin. Anfangs wurden LA-MRSA nur bei Zuchtschweinen gefun-
den, mittlerweile wird von ihrer Ausbreitung auf andere Tiere (Rinder, Hihner, Pferde
und Haustiere), sowie auf exponierte Personen wie Bauern, Viehzlchter und Tierarzte
berichtet (Cuny et al., 2013; Johnson, 2011; Kock et al., 2013; Wulf et al., 2008).

In dieser Studie z&hlten 5,4% aller Isolate zu CC398. Es gab jedoch deutliche regiona-
le Unterschiede in der Haufigkeit von LA-MRSA. Wéahrend LA-MRSA im GroBteil
Deutschlands 1,9% der Isolate ausmachten, lag der Anteil in Teilen Nordrhein-
Westfalens und Niedersachsens bei 40,1% (Zentren Minster, Bad Oeynhausen und
Hannover, wobei Hannover mit 82% der MRSA-Isolate den hdchsten Anteil hatte; sie-
he Kapitel 3.8; Abbildung 26). In dieser Region, insbesondere im Minsterland und in
Niedersachsen, gibt es vergleichsweise viele Viehzuchtbetriebe (Kéck et al., 2013). Die
sehr hohe Pravalenz von LA-MRSA in Niedersachsen (82%) ist jedoch mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit nicht représentativ, da aus diesem Bundesland nur ein Labor an
unserer Studie teilnahm.

Insgesamt entsprechen unsere Ergebnisse aber dem Vorkommen von LA-MRSA in
anderen Untersuchungen: Wahrend in ganz Deutschland der Anteil von LA-MRSA an
den MRSA-Isolaten relativ gering ist (2% in Krankenh&usern bei Spohr et al., 2011 und
3,2% aller Isolate des NRZ fur Staphylokokken 2010 (Robert-Koch-Institut, 2011)), ist
die Pravalenz von LA-MRSA in Regionen hoher Viehzuchtdichte deutlich héher: Aus
deutschen Regionen mit hoher Schweinedichte sind Anteile von bis zu 20% LA-MRSA
beschrieben worden (Kéck et al., 2011) und in einer Studie in der Grenzregion Mins-
terland/Osnabrickerland/Twente (EUREGIO) gehdrten von 2008 bis 2012 18,6% aller
Isolate zu CC398, wobei in dieser Zeit eine deutliche Zunahme der MRSA-Isolate zu
verzeichnen war (29% in 2012; Koéck et al., 2013). Tatsachlich wurde in den Niederlan-
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den kirzlich das Leben in viehzuchtdichten Gegenden als unabhéngiger Risikofaktor
fir die Besiedlung mit LA-MRSA festgestellt (Feingold et al., 2012).

4.7.2 EPIDEMIOLOGISCHE UND KLINISCHE DATEN

Interessanterweise war in der Studie von Kéck et al. in der EUREGIO ein signifikanter
Anteil von CC398 an klinischen MRSA-Isolaten aufgefallen (8% der Blutkulturen und
14% Sekretproben aus dem Respirationstrakt; Kéck et al., 2013).

Bisher war man im Allgemeinen von einer eher niedrigen Virulenz von CC398 MRSA
im Vergleich zu anderen MRSA-Stdmmen ausgegangen, da sie nur selten aus klinisch
symptomatischen Proben isoliert worden waren (1-1,7% der Isolate aus Bakteriamien
und Infektionen bei Grundmann et al., 2010 und im NRZ des Robert-Koch-Instituts,
2011). Schwere Infektionen durch LA-MRSA waren nur in Einzelféllen berichtet worden
(Graveland et al., 2011). Auch bei uns waren nur 1,6% der mit Infektion assoziierten
MRSA-Isolate LA-MRSA. Haufiger kamen MRSA-Isolate bei asymptomatischen Tra-
gern vor, hier waren es im Gesamtkollektiv sogar 16% der Isolate (siehe Kapitel 3.8).
Zudem kodierten die LA-MRSA-Stdmme im Vergleich zum Gesamtkollektiv weniger
Virulenzfaktoren (Mittelwert: 1,2 (£0,6); Spannweite: 1 - 4; p<0,001; siehe Kapitel 3.8),
93% kodierten lediglich hlg als einziges Virulenzgen (siehe Kapitel 0). Auch in anderen
Studien wurde bereits beobachtet, dass LA-MRSA Uber weniger Virulenzfaktoren ver-
figen als andere MRSA-Stamme (Kock et al., 2011).

In dieser Studie war LA-MRSA haufiger bei Patienten ohne Risikofaktoren fur nosoko-
mial erworbene MRSA und somit éfter ambulant als nosokomial erworben (Kapitel 3.8).
Dieses Ergebnis war zu erwarten, da LA-MRSA in der Regel von Tieren auf Menschen
Ubertragen wird und der Aufenthalt in Krankenhdusern bisher noch nicht als Risikofak-
tor fur eine Besiedlung mit LA-MRSA gilt (Graveland et al., 2011). Allerdings wurden in
Hannover, dem Zentrum mit der héchsten LA-MRSA-Pravalenz, keine Angaben zu
Risikofaktoren gemacht. Dies ware interessant gewesen, da insbesondere in Nieder-
sachsen vermehrt auch der Import von LA-MRSA in deutsche Krankenhduser be-
schrieben worden ist (Kéck et al., 2011, 2013).

Von unseren Patienten mit Nutztierkontakt waren 33% mit LA-MRSA besiedelt (Kapitel
3.8.1). Dies ist ein weiteres Indiz dafir, dass ,Tierkontakt“ und insbesondere ,Kontakt
zu Nutztieren* noch immer den wichtigsten Risikofaktor fir eine Besiedlung mit LA-
MRSA darstellt.
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4.8 EINSCHRANKUNGEN DER STUDIE

Flr diese Studie wurden mdglichst geographisch reprasentativ ausgewahlte Zentren
mit mikrobiologischer Diagnostik fir ambulante und stationdre Patienten in ganz
Deutschland dazu aufgefordert, Isolate konsekutiv zu sammeln und einzuschicken
(siehe Kapitel 2.1). Eine Einschrankung ist der relativ geringe Anteil von Zentren aus
den neuen Bundeslandern und Berlin. In den bevélkerungsreichen Gebieten Deutsch-
lands (West- und Suddeutschland) finden sich gehéaufter beteiligte Studienzentren.
Insbesondere die Analyse von Isolaten aus Berlin hatte noch wichtige Informationen
Uber die Prévalenz PVL-positiver Isolate in deutschen GroBstadten einbringen kénnen.
AuBerdem nahm aus dem Bundesland Niedersachsen, das eine hohe Dichte an
Schweinezuchtbetrieben hat, nur ein MRSA-Zentrum teil, weswegen die hohe Prava-
lenz von LA-MRSA in Niedersachsen nur eingeschrankt reprasentativ fir die Region
sein durfte.

Die Detektion verwandter MRSA-Klone und ihrer geographischen Verteilung mittels
spa-Typisierung kénnte zu mdéglichen Ungenauigkeiten geflhrt haben. Erstens kdnnte
die relativ kleine Sequenz des spa-Gens aus etwa 280 Basenpaaren ein eher schwa-
cher Indikator fir das ganze S. aureus-Genom sein (Grundmann et al., 2010). AuBer-
dem wére es denkbar, dass die diskriminatorische Power der spa-Typisierung einge-
schrankt ist, insbesondere wenn man beachtet, dass Uber die Hélfte unserer Isolate zu
nur zwei spa-Typen gehdrten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Stamme galten lange als rein
nosokomiale Infektionserreger (,hospital-acquired” = HA-MRSA), breiteten sich jedoch
in den letzten Jahren auch auBerhalb von Gesundheitseinrichtungen (,community-
associated* = CA-MRSA) und bei Personen mit Kontakt zur Viehzucht (,livestock-
associated” = LA-MRSA) aus. Reprasentativ erhobene Daten zur klonalen Struktur der
in Deutschland vorkommenden MRSA-Stamme fehlten bisher. In dieser Studie wurden
die aktuelle Epidemiologie, die genetischen Hintergrinde, die Ausstattung mit
Virulenzfaktoren sowie klinische Daten zu MRSA-Stdmmen aus dem Jahr 2010 unter-
sucht und ausgewertet.

An der Studie nahmen 33 mikrobiologische Laboratorien aus ganz Deutschland teil.
Jedes Zentrum sammelte konsekutiv bis zu 50 MRSA-Isolate von symptomatischen
und asymptomatischen Patienten, versandte diese zur weiteren Charakterisierung an
das Studienzentrum Minster und fillten flr jedes Isolat einen standardisierten Frage-
bogen aus. Pro Patient wurde maximal ein Isolat in die Studie eingeschlossen. Die
teilnehmenden Labore erhielten Einsendungen aus dem ambulanten und/oder statio-
naren Bereich.

Die Spezieszugehdrigkeit sowie die mecA- beziehungsweise mecC-kodierte Methicillin-
Resistenz wurden molekulargenetisch mittels PCR-Verfahren ermittelt. Zusatzlich wur-
den Virulenzfaktorgene (fUr pyrogene Superantigene, Exfoliativtoxine, Leukozidine und
agr-Subtypen) bestimmt. Ein Isolat trug mecA,;gazs: (mecC).

Zur Genotypisierung der insgesamt 1603 Isolate wurde die sequenzbasierte S. aureus
Protein A (spa)-Typisierung eingesetzt. Damit konnten 236 spa-Typen unterschieden
werden. Die haufigsten spa-Typen in ganz Deutschland waren t003 (40,0%; n=639)
und t032 (15,5%; n=249). In Std- und Westdeutschland dominierte der spa-Typ t003,
im Osten und Norden Deutschlands vor allem t032 und in Mitteldeutschland t034 und
t011. In Nord- und Siiddeutschland wurden vermehrt die bisher seltenen Typen 14217
und t4881gefunden.

Der Anteil Panton-Valentine-Leukozidin (PVL)-positiver Isolate (CA-MRSA) lag bei
2,7% (n=44). Sie kamen haufiger bei symptomatischen als bei klinisch unauffélligen
Tragern vor und waren besonders mit Abszessen assoziiert. Hohere Raten an PVL-
positiven Isolaten fielen in Hamburg (6,1%; n=6/99) und Frankfurt am Main (8,8%;
n=4/45) auf. Dies lasst sich erklaren, da beide Stadte als internationale Reiseknoten-
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punkte gelten und Auslandsreisen einen wichtigen Risikofaktor fir die Ausbreitung von
CA-MRSA darstellen.

Mit MLST Typ ST398 assoziierte LA-MRSA-Stamme (spa-Typ t011, t034 und verwand-
te spa-Typen) kamen in ganz Deutschland vor. Ihr Anteil war jedoch in Teilen
Nordrhein-Westfalens und Niedersachsens (Zentren Minster, Bad-Oeynhausen, Han-
nover), wo es viele Viehzuchtbetriebe gibt, mit 40,1% (n=59/147) der Isolate deutlich
héher als in den restlichen Teilen Deutschlands (1,9%; n=27/1456).

Der am héaufigsten detektierte agr-Subtyp war agrll (54,3%; n=870) gefolgt von agrl
(43,4%; n=696) und agrlll (2,2%; n=35). Der agr-Subtyp IV wurde nicht detektiert. Aus-
nahmslos alle Isolate kodierten das Gen fur Gamma-Hamolysin (hlg) und 93%
(n=1491) mindestens ein Enterotoxingen (se). Die Genkombination seg/sei wurde von
85% (n=1363) der Isolate kodiert. Am zweithaufigsten war sed/sej bei 47% (n=753) der
Isolate. Fur sec (20,1%; n=322) zeigte sich ein Zusammenhang mit Infektionen, see
wurde bei keinem der Isolate detektiert.

Nur 14 Isolate (0,9%) kodierten das ,Toxic Shock Syndrome“-Gen tst. Die
Exfoliativtoxingene eta und etb kamen nicht vor, etd wurde von acht Isolaten (0,5%)
kodiert. Sieben dieser Isolate waren auch positiv fur den Zell-Differenzierungsfaktor
edin-B und PVL.

Neben wenigen dominierenden klonalen MRSA-Linien existiert eine groBe Vielfalt ver-
schiedener spa-Typen. Die klassischen HA-MRSA-Stamme machen weiterhin den Haupt-
anteil der MRSA-Population in Deutschland aus, jedoch finden sich, insbesondere in
Schwerpunktregionen, auch wesentliche Anteile von CA- und LA-MRSA.
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