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Weiterentwicklung der
Diagnostik, Qualitatssicherung

Nach wie vor war die Abgrenzung von S.
aureus mit “borderline resistance” gegen
Oxacillin (BORSA, MHK fiir Oxacillin
0,5-1,0 mg/1) von MRSA (MHK > 2 mg/1)
problematisch. Deshalb wurden scree-
ning tests als Bouillonkultur und als
Plattenkultur (nach NCCLS) mit Zusatz
des B-Laktamasehemmers Sulbactam
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(8 mg/l) erprobt. Fiir den Bouillontest
im Rohrchen ergibt sich eine Sensibili-
tat von 100%, eine Spezifitdt von 100%;
fiir den Plattentest eine Sensibilitit von
96,4%, eine Spezifitdt von 98% (Refe-
renzmethode ist der PCR-Nachweis von
mecA; ndhere Angaben bei Cuny et al.
[1]). Parallel dazu erfolgt die Erprobung
des MRSA-screen tests auf Basis mono-
klonaler Antikorper gegen PBP2a. Sen-
sibilitdt und Spezifitit lagen bei 100%!
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I-Ceul und Sma-1-Makro-
restriktionsmuster von
Subklonen der Gruppe
“siiddeutscher Epide-
miestamm®1,9,17: S.
aureus 8325 als Stan-
dard, 2-8: I-Ceul-Muster,
10-16:Sma--Muster der
gleichen Stamme
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Weiterentwicklung der
molekularen Typisierung

Typisierung der mecA-assoziierten
DNS

Fiir molekularepidemiologische Unter-
suchungen zur Verbreitung von Resis-
tenzgenen (bzw. Resistenzgenclustern)
ist eine Typisierung der Resistenzgene
bzw. der sie tragenden Elemente erfor-
derlich [2]. Fiir die mecA-Gen assoziier-
te DNS wurde dazu bisher die PCR-
Analyse des mec-Regulons eingesetzt [3,
4]. Im Berichtszeitraum wurde zusitz-
lich der PCR-Nachweis der repetitiven
dru-Sequenzen eingefiihrt, die Bestand-
teil der mecA-assoziierten DNS sind
([5], Beispiel in Abb. 6).

Weitere Typisierung von Subklonen
innerhalb der klonalen Gruppen
bekannter Epidemiestaimme

Als weiteres Makrorestriktionsverfahren
wurden I-Ceul-Muster eingefiihrt. Die
Intron-spezifische Restriktionsendonu-
klease hat ihr Erkennungssite im r-RNA-
Genspacer [7]. I-Ceul-Muster ermogli-
chen damit die Ableitung verwandt-
schaftlicher Beziehungen aufgrund von
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Allgemeinpraxis

Abb.2 A Maglichkeiten der iiberregionalen Verbreitung von MRSA durch besiedelte oder

infizierte Patienten

Ereignissen homologer Rekombination
im Bereich der r-RNA-Genoperons. Ein
Beispiel dafiir zeigt Abb. 1.

Zur MRSA-Situation in
Deutschland

Wihrend der letzten zehn Jahre ist ein
Anstieg der Prévalenz von MRSA in
deutschen Krankenhdusern zu beobach-
ten (1990: 1,7%; 1995: 8,7%; 1998: 15,2%
(Studien der Paul-Ehrlich-Gesellschaft
1. Chemotherapie [6]). Parallel dazu
wird eine iiberregionale Verbreitung
epidemischer MRSA registriert [3, 8,9].
Es besteht die Frage, ob diese Entwick-
lung mehr durch die Verbreitung zwi-
schen den Krankenhédusern begriindet

Tabelle 1

ist oder ob auch auflerhalb der Kranken-
hiuser MRSA-Reservoire existieren, wie
kiirzlich aus den USA und aus Australi-
en sowie von Altenheimen [10] berich-
tet wurde (s. Abb. 2).

Schon in den sechziger Jahren wur-
de von europdischen Landern tiber Re-
sistenzen gegeniiber verschiedenen An-
tibiotikaklassen wie 3-Laktam-Antibio-
tika, Tetrazyklinen, Chloramphenicol
und Makroliden (MLS) berichtet [11].
Spéter kam noch Gentamicinresistenz
dazu.Die meisten MRSA weltweiten Ur-
sprungs exprimierten Multiresistenz-
phénotypen, wie sie auch bei MRSA
deutscher Krankenhiuser bis 1995 beob-
achtet wurden. Seit 1995 ist eine Veridn-
derung der Resistenzphdnotypen bei

Haufigkeit von phanotypischen Resistenzeigenschaften bei MRSA aus noso-
komialen Infektionen in Deutschland (1997 bei 1970, 1998 bei 1639 und 1999

bei 2562 MRSA-Stammen)

Substanz 1997
Anzahl [%]

1998 1999
Anzahl [%] Anzahl [%]

Oxacillin 1970 100,0
Ciprofloxacin 1851 94,0
Erythromycin 1314 66,7
Clindamycin 901 45,7
Gentamicin 1088 55,2
Oxytetrazyklin 508 25,8
Trimethoprim/Sulfonamid 333 16,9
Mupirocin, intermediar 312 15,8
Mupirocin 7 0,4
Rifampicin 156 7,9
Quinupristin/Dalfopristin 0 0

1693 100,0 2562 100,0

1599 94,4 2481 96,8
1225 72,4 1835 71,6
912 53,9 1564 61,0
935 55,2 1247 48,7
450 26,6 411 16,0
334 19,7 380 14,8
234 13,8 289 11,3
9 0,5 56 2,2
163 9,6 130 5,1

3 0,2 0 0
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MRSA von Infektionen in deutschen
Krankenhiusern zu beobachten [12]. So
ist eine Abnahme der Resistenzen gegen
Gentamicin, Oxytetrazyklin und Ery-
thromycin zu verzeichnen ([1], (Tabel-
le 1). Es erhebt sich die Frage, ob es bei
den bisher verbreiteten Stimmen zum
Verlust von Resistenzdeterminanten
kam oder ob “neuartige” MRSA eine
weitere Verbreitung erfahren haben.

Im Folgenden wird ein Uberblick zu
Auftreten, Verbreitung und Verédnderun-
gen von epidemisch virulenten MRSA
mit verschiedenen Resistenzphénoty-
pen gegeben.

Methodischer Hintergrund
Bakterienisolate

MRSA von sporadischen Infektionen
und Ausbriichen in Krankenhdusern
wurden zur Typisierung an das Nationa-
le Referenzzentrum fiir Staphylokokken
am Robert Koch-Institut gesandt. Die-
ses Referenzzentrum kooperiert mit
112 diagnostischen Laboratorien ganz
Deutschlands. Stimme mit einem MHK-
Wert von >2 mg/l fiir Oxacillin und mit
Nachweis des mecA-Gens mit der PCR
(Polymerasekettenreaktion) wurden als
MRSA deklariert. Kam es in einem
Krankenhaus zu mehreren MRSA-Isola-
ten in einem zeitlichen Zusammenhang,
dann wurde von allen hinsichtlich Lysis-
bild und/oder Resistenzphanotyp unter-
schiedlichen Stimmen eine molekulare
Typisierung durchgefiihrt. Die Empfind-
lichkeitstestung der dem Referenzzen-
trum zugesandten Isolate wurde mit der
Mikrobouillon-MHK gemidfs NCCLS
durchgefiihrt.

Molekulare Typisierung

Jedes ausgewdhlte Isolat wurde durch
ein Smal-Makrorestriktionsmuster mit-
tels Pulsfeldgelelektrophorese charakte-
risiert. Die erhaltenen Muster wurden in
einem Datenbanksystem gesammelt
und Cluster-Analysen auf Ahnlichkeit
vorgenommen. Isolate mit von einem
bekannten Epidemiestamm abweichen-
dem Makrorestriktionsmuster wurden
nachfolgend einer Typisier-PCR wie bei
[4] beschrieben zugefiihrt.

Der PCR-Nachweis von Resistenz-
determinanten erfolgte wie bei [8] be-
schrieben.
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Abb.3 A Sma-lI-Makrorestriktionsmuster von
MRSA-Epidemiestimmen in Zentraleuropa.

Symbole: ® norddeutscher Epidemiestamm;

[0 Hannoverscher Epidemiestamm; I siiddeutscher
Epidemiestamm; (] Barnimer Epidemiestamm;

[J siidostdeutsch-westosterreichischer Epidemie-
stamm; S = S. aureus 8325

Uberregionale Verbreitung von MRSA

Wie friiher schon berichtet wurde, kon-
nen sechs klonale Gruppen von MRSA-
Epidemiestimmen durch die molekula-
re Typisierung identifiziert werden, die
charakteristische Smal-Makrorestrikti-
onsmuster in Abb. 3 zeigen. Diese epide-
mischen MRSA zeigen unterschiedliche
Resistenzphinotypen (Tabelle 2).

Die Abbildungen 4 und 5 geben
einen Uberblick iber die geographische
Verteilung der Krankenhduser in
Deutschland, in denen Infektionen mit
MRSA-Stimmen in den Jahren 1997,
1998 und 1999 bekannt geworden sind.

Daten zur Verbreitung von MRSA bei
ambulanten Patienten

Bei den Untersuchungen von S. aureus,
die speziell von ambulanten Patienten
Niedersachsens (Medizinisches Labor
Hannover, Frau Dr. Sander) eingesandt
wurden, wurde ersichtlich, dass Infektio-
nen mit MRSA in diesem Bereich noch
selten sind (1997: 0,26% von 3135; 1998:
0,25% von 3200). Genomische Typisie-
rung dieser MRSA weist sie als “klassi-
sche” Epidemiestimme (klonale Grup-
pe III) aus.

Tabelle 2

Resistenzphanotypen von MRSA mit iiberregionaler Verbreitung in Deutschland

Gruppierung gemaf molekularer Typisierung

Resistenzphanotyp

norddeutscher Epidemiestamm
siiddeutscher Epidemiestamm
Hannoverscher Epidemiestamm

stidostdeutsch-westosterreichischer Epidemiestamm

Wiener Epidemiestamm
Berliner Epidemiestamm
Barnimer Epidemiestamm
Lysogruppe | MRSA
andere

PEN, OXA, GEN, ERY, CLI, OTE, SXT, RIF, CIP
PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, (GEN)', (OTE)?

PEN, OXA, GEN, ERY, CLI, OTE, SXT, CIP

PEN, OXA, GEN, ERY, CLI, OTE, SXT, CIP

PEN, OXA, GEN, ERY, CLI, SXT, CIP, OTE, (FUS)
PEN, OXA, CIP, (GEN, ERY, ERY-CLI, SXT)
PEN, OXA, ERY, CLI, CIP

PEN, OXA, (ERY, CLI)

variabel

"Phénotypen in Klammern treten selten auf, *Riickgang nach 1994
Abkiirzungen: CIP = Ciprofloxacin, CLI = Clindamycin, ERY = Erythromycin, FUS = Fusidinsdure, GEN = Genta-
micin, OXA = Oxacillin, OTE = Oxytetrazyklin, PEN = Penicillin, RIF = Rifampicin, SXT = Trimethoprim/Sulfa-

methoxazol

Pravalenz von MRSA bei Bewohnern
von Alten- und Pflegeheimen

1342 Bewohner von 31 Alten-und Pflege-
heimen aus vier Bundesldndern wurden
mittels Nasen- und Rachenabstrichen auf
eine MRSA-Besiedlung untersucht. Bei
Nachweis von S. aureus erfolgte die Er-
mittlung des OXA-Phénotyps und -Ge-
notyps. Nur 2,4% der Bewohner wurden
mit MRSA besiedelt gefunden. Die
MRSA-Klone, die in den untersuchten
Heimen gefunden wurden, entsprachen
denen angrenzender Krankenhduser und
der geographischen Lage dieser Einrich-
tungen (Tabelle 3; Einzelheiten bei 13]).

Tabelle 3

Verénderungen von MRSA-Epidemie-
stimmen und ihrer Resistenzphano-
typen

Die traditionellen mehrfachresistenten
Epidemiestimme - wie der “norddeut-
sche” und der “Hannoversche” Epide-
miestamm - nahmen in ihrer Anzahl
ab. Neuartige Epidemiestimme mit
weniger Resistenzdeterminanten wie
der “Berliner” und der “Barnimer” Epi-
demiestamm traten zunehmend haufi-
ger auf.

Wiéhrend die Oxytetrazyklinresis-
tenz in anderen mehrfachresistenten
Staimmen stabil blieb, ging sie bei Isola-

Haufigkeit des Nachweises von MRSA bei untersuchten Bewohnern in
31 Alten- und Pflegeheimen in Deutschland

Ort/Bundesland Anzahlunter-  Anzahlvon Pravalenz [%] Epidemie-
suchter Bewoh- Bewohnern Stamme
ner (Heime) mit MRSA-
Tragertum
Frankfurt/0./ 159 4 2,5% 1 Barnimer
Brandenburg (1) 3 Berliner
Berlin 579 17 2,9% 13 Barnimer
(12) (in 6 Heimen) 3 Berliner
1 stiddeutscher
Kreis Hoxter/ 121(9) 0 0% -
Nordrhein-Westfalen
Koln/Nordrhein- 82 1 1,2% 1 Berliner
Westfalen (1)
Frankfurt/M./Hessen 401 10 2,4% 10 siiddeutsche
(8) (in 4 Heimen)
Summe 1342 32 2,4%
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ten des “siiddeutschen” Epidemiestam-
mes 1997 und 1998 zu 87% verloren. Bei
den Oxacillin-resistenten Stimmen die-
ser klonalen Gruppe konnte das tetM-
Gen auf dem Transposon Tng16 mittels
PCR nachgewiesen werden.

MRSA mit schmalem Resistenzphi-
notyp sind nicht auf eine bestimmte
geographische Region beschriankt. Aus-
gehend von der Region von Berlin und
nordlich von Berlin haben sich der
“Berliner” und der “Barnimer” Epide-
miestamm in der noérdlichen Hilfte

Tatigkeitsberichte

Deutschlands verbreitet und nun auch
Krankenhiuser im Siiden des Landes
erreicht (Abb. 4 u.5). MRSA der klonalen
Gruppe I blieben auf einige wenige
Krankenhiuser 1998 beschrinkt [14].

Pravalenz von Glycopeptidinter
medidr empfindlichen S. aureus (GISA)
in deutschen Krankenh&usern

In den letzten drei Jahren wurden insge-
samt 6500 MRSA-Isolate aus 219 deut-
schen Krankenhiusern, die dem Natio-

A Berliner Epidemiestamm
e norddeutscher Epidemie-
stamm

[ Hannoverscher Epidemie-
stamm

[0 siiddeutscher Epidemie-
stamm

[=1 Wiener Epidemiestamm
+ andere MRSA, neu aufgetre-
tene MRSA:

[J Barnimer Epidemiestamm
[0 Mindener Epidemiestamm

Abb.5 <€ Uberregionale Aus-
breitung von MRSA-Epide-
miestammen in Deutsch-
land, 1999
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A Berliner Epidemiestamm

o norddeutscher Epidemie-
stamm

[0 Hannoverscher Epidemie-
stamm

[ stiddeutscher Epidemie-
stamm

[=] wiener Epidemiestamm

+ andere, bisher nicht zuorden-
bare klonale Gruppen; neu auf-
getretene MRSA:

[J Barnimer Epidemiestamm
[0 Mindener Epidemiestamm

Abb.4 < Uberregionale Aus-
breitung von MRSA-Epide-
miestimmen in Deutschland
in den Jahren 1997 (a) und
1998 (b)

nalen Referenzzentrum fiir Staphylo-
kokken zur Typisierung eingesandt wor-
den waren, auf das Vorhandensein des
GISA-Phinotyps untersucht. Es wurden
bisher nur fiinf GISA - vier von Kran-
kenhdusern der Diisseldorfer Region
[15] und ein sporadisches Isolat von ei-
nem Berliner Krankenhaus - bekannt.
Alle Stimme sind Abkémmlinge des
“norddeutschen” Epidemiestammes.

Neu auftretende MRSA-Epidemie-
stimme

Im Stidwesten Deutschlands wurde in
finf Krankenhdusern die Verbreitung
eines MRSA (Resistenzphénotyp: PEN,
OXA) nachgewiesen, dessen molekulare
Charakterisierung ihn der klonalen
Gruppe III von S. aureus zuordnet. Auf-
grund des vollstindigen Besitzes von
mecR kann ausgeschlossen werden, dass
dieser Stamm aus den “klassischen
MRSA” der klonalen Gruppe III durch
Verlust von Resistenzgenen hervorge-
gangen ist.

In Nordrhein-Westfalen traten in
drei Krankenh&usern Infektionen mit
MRSA auf, die zwar wie der “Berliner
Epidemiestamm” zur klonalen Gruppe
V von S. aureus gehoren, aber ein unter-
schiedliches Makrorestriktionsmuster
zeigen. Der PCR-Nachweis des dru-Lén-
genpolymorphismus weist darauf hin,
dass ein vom “Berliner Epidemiestamm”
verschiedener S. aureus ein ebenfalls un-



klonale Gruppe mec-assoziierte DNA

1444 bp 1444 bp

587 bp 587 bp

S A 85/00 S AB85/00 S AB85/00
A B C

Abb.6 A Vorkommen von einem MRSA der klonalen Gruppe V mit einem neuen Sma-I-Makrorestrikti-
onsmuster. A: -RNA-Genspacer, A Berliner Epidemiestamm, B: Sma-I-Makrorestriktionmuster 85/00
neuer MRSA, C: PCR der dru-Region

Tabelle 4
Minimale Hemmkonzentration von Moxifloxacin bei MRSA-Epidemiestammen
(breakpoint >4 mg/l)

Klonale Gruppe MHK [mg/1]

0,016 0,032 0,063 0,125 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0

siiddeutscher Epidemie- 3 5 6
stamm MRSA (n = 15)

klassische MRSA (n =7) 2 2 2 1
“Berlin” MRSA (n = 16) 1 1 2 8 4

“Barnim” MRSA (n = 10) 1 1 7 1
Gruppe | MRSA (n =15) 2 5 8

[J keine Daten (7) 3-9(2)
0<34) B >30(4)

Abb.7 A MRSA aus Blutkulturen; EARSS-Studie in Europa
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terscheidbares mecA-Gencluster erwarb
(Abb. 6).

Empfindlichkeit von S. aureus
(einschl. MRSA) gegen neu ein-
gefiihrte Chemotherapeutika

Moxifloxacin als Chinolon der
Gruppe IV

Dieses Chinolon wurde im September
1999 in die Chemotherapie eingefiihrt.
Bei S. aureus mit Empfindlichkeit gegen
Ciprofloxacin liegen die MHK im Be-
reich 0,016 bis 0,032 mg/l. Anders ist
dies bei MRSA, die zu 94% gegen Ci-
profloxacin resistent sind. Hier liegt
auch bei den “neuen” MRSA zu einem
erheblichen Teil bereits Resistenz vor
(Tabelle 4).

Linezolid als Oxazolidinon

Unabhingig von bereits vorhandenen
Resistenzen gegen andere Chemothera-
peutika gibt es bisher bei Staphylokok-
ken keine Resistenz gegen Linezolid
(MHK <2 mg/l; 6320 Isolate untersucht).
Linezolid hemmt die Bildung des Initia-
tionskomplexes am Ribosom. Resistenz
beruht auf Aminosdureaustauschen in
ribosomalen Proteinen. Bei Wildstdm-
men von MRSA mit Mutatoreigenschaft
wurden in vitro keine Linezolid-resis-
tenten Mutanten gefunden (Einzelhei-
ten bei [16]).

Zur Rolle der S. aureus-
Besiedlung bei Patienten der
Peritonealdialyse als einer fiir
S. aureus-Infektionen
pradisponierenden Kondition

In einer gemeinsam mit der Medizini-
schen Klinik an der Universitit Liibeck
durchgefiihrten Studie wurde anhand
der Langzeit-Untersuchung (14 Monate)
von 41 Dialysepatienten gezeigt, dass
permanentes Trigertum von S. aureus
nicht das Risiko fiir eine Exit-site-Infek-
tion erhoht! Dabei wurde bei etwa der
Hilfte der Patienten das Vorkommen
von Isolaten mit gleichem Genotyp
nachgewiesen, bei den anderen Patien-
ten gab es Erregerwechsel. Kreuzinfek-
tionen gab es bei lediglich drei Patien-
ten [17].



Tabelle 5
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Gemeinsame Merkmale der molekularen Typisierung des Barnim-Epidemie-
stammes und des EMRSA-15 aus England/Wales

Merkmal

Ubereinstimmung

Smal-Makrorestriktion
r-RNA-Genspacer

Haelll-Muster des PCR-Produktes fiir das
C-terminale Ende der Koagulase
dru-Polymorphismus

mec-Regulon
Superantigen-Determinanten
MLS-Resistenz

Internationale Zusammen-
arbeit

Mitarbeit im Rahmen von EARSS
(European antibiotic resistance
surveillance system) als EU-Initiative

Auf der Grundlage des bestehenden
Netzwerkes des NRZ fiir Staphylokok-
ken wurden Studienzentren zur Mitar-
beit an dieser vom Rijks Institutuut voor
Volksgezondheit, Bilthoven, koordinier-
ten Studie gewonnen. Fiir Deutschland
erfolgte die statistische Analyse der Da-
ten im Fachgebiet 21 des RKI. Diese Stu-
die gibt zunichst einen Uberblick iiber
die Héufigkeit von MRSA und von pen-
icillin-resistenten S. pneumoniae bei sys-
temischen Infektionen. Das Ergebnis fiir
MRSA zeigt Abb. 7.

Mitarbeit an der EU-Initiative
HARMONY zur molekularen
Typisierung von MRSA in Europa

Wichtiges Ergebnis dieser Mitwirkung
ist, dass der in Deutschland inzwischen
weit verbreitete “Barnimer Epidemie-
stamm” offenbar aus dem vorher bereits
in England und Wales weit verbreiteten
EMRSA-15 hervorging (Tabelle 5). Dies
ist ein erneutes Beispiel fiir die tiber
Landergrenzen weit hinausgehende Ver-
breitung epidemischer MRSA.

nurin 3 Fragmenten unterschiedlich
entspricht der klonalen Gruppe I
identisch

identisch (1020 bp amplimer, gleiches Ala-I-Muster)
gleich (mecl, mecRC*, mecRB*, mecA)

sec

ermC
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