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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylokokken wurden im Jahr 1880 erstmals von dem schottischen Chirurgen Alexan-
der Ogston in einem Abszess im Kniegelenk beschrieben. Im Jahr 1884 fand eine weitere
Klassifikation dieser Bakterienspezies durch den deutschen Chirurgen Friedrich Julius
Rosenbach nach Einteilung der Bakterien in die Farben ihrer Kolonien statt: Staphylococ-
cus aureus (im Folgenden mit S. aureus abgekiirzt) aus dem Lateinischen aurum fiir Gold
und S. albus aus dem Lateinischen albus fiir weil. Aufgrund seines Vorkommens auf der

Haut wurde S. albus spiter zu S. epidermidis umbenannt (Licitra, 2013).

S. aureus ist ein grampositives, fakultativ aerobes, nicht-sporenbildendes, unbewegliches
Bakterium mit einem Durchmesser von 0,5-1,5um (Ondusko und Nolt, 2018; Madigan et
al., 2013, S. 1420). Es weist die fiir Staphylokokken charakteristische Anordnung von
kugelformigen Bakterienzellen in traubenférmigen Ansammlungen auf, die durch Zell-
teilung auf drei Ebenen zustande kommt (Tzagoloff und Novick, 1977). Ein weiteres
Merkmal ist die Fahigkeit, bei groBer Trockenheit zu iiberleben sowie hohe Salzkonzen-
trationen zu tolerieren. Dadurch ergibt sich eine hohe Umweltresistenz (Grof3, 2013,

S.44). Optimale Wachstumsbedingungen herrschen jedoch bei 30-37°C.

S. aureus besitzt die Fahigkeit, den Menschen als potentielles Pathogen zu befallen. Die
Ausbreitung erfolgt liber Staubpartikel auf Oberflichen und durch die Luft. Erster Aus-
gangspunkt ist hdufig die Nase, wobei S. aureus im Bereich des oberen Atemtraktes und
der Haut oftmals Bestandteil der normalen Mikroflora ist und bei ausreichender Immun-
abwehr als Krankheitserreger eine untergeordnete Rolle spielt (Madigan et al., 2013, S.
1420). Ist die Immunabwehr herabgesetzt, kann es jedoch zu einer Ausbreitung des Erre-
gers innerhalb des Organismus kommen und zu einer symptomatischen Infektion fithren
(Kluytmans et al., 1997). Zudem sind asymptomatisch infizierte Individuen in der Lage
als Ubertriiger von S. aureus zu fungieren und empfingliche Individuen zu infizieren,
welche in der Folge eine symptomatische Infektion entwickeln konnen. Eine solche her-
abgesetzte Wirtsresistenz entsteht beispielsweise durch Multimorbiditdt, Gabe von Kor-
tikosteroiden oder anderen immunsuppressiven Medikamenten oder in offenen Wunden

(Madigan et al., 2013, S. 1422).
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Insgesamt besteht bei etwa 30% aller gesunden Menschen eine transiente Besiedelung
der Nasenvorhdfe mit S. aureus. Diese entsteht in den meisten Fillen durch Mikrotrau-
mata der Haut oder Schleimhaut (GroB3, 2013, S. 44). Etwa weitere 20% der Bevolkerung
sind sogar dauerhaft mit dem Erreger besiedelt. Obwohl eine Besiedelung mit S. aureus
asymptomatisch verlaufen kann, ist das Bakterium auch einer der hdufigsten Erreger von
schweren Infektionen in allen Altersklassen (Yeh et al., 2012; Sutter et al., 2016). Diese
werden in invasive und lokale Infektionen sowie toxische Reaktionen eingeteilt. Zu den
invasiven Erkrankungen gehoren Pneumonie, Bakteridimie, Haut- und Weichteilinfektio-
nen, Endokarditis, Sepsis, Osteomyelitis und Wundinfektionen (Grof3, 2013, S. 44;
Kluytmans et al., 1997). Als typischen Eiter- und Abszesserreger findet man S. aureus in
fast jedem Abszess. Zu den toxischen Reaktionen zdhlen das Staphylococcus Scalded
Skin Syndrom, Lebensmittelvergiftungen und das toxische Schocksyndrom, das eine

schwere Folge einer Staphylokokkeninfektion darstellt (Madigan et al., 2013, S. 1422).

Bei Kindern spielt das Bakterium insbesondere bei Haut- und Weichteilinfektionen eine
grofle Rolle als Ursache von iiber 70% dieser Infektionen. Dazu zdhlen Erkrankungen
wie Impetigo, Follikulitis, Furunkel, Karbunkel, Phlegmonen, chirurgische und trauma-
tische Wundinfektionen sowie die neonatale Omphalitis (Ladhani und Garbash, 2005).
Dariiber hinaus gilt der Erreger als ursichlich fiir weitere Infektionen wie Osteomyelitis

und septische Arthritis bei Kindern (Kaplan, 2016).

Die Virulenz von S. aureus-Stimmen kann sich innerhalb der Bakterienspezies stark un-
terscheiden. Dies hdngt damit zusammen, dass etwa 75% der DNA zum Kerngenom ge-
horen, wohingegen weitere 25% das akzessorische Genom bilden. Bei diesem akzessori-
schen Genom handelt es sich hauptsichlich um mobile genetische Elemente, die iiber
horizontalen Gentransfer zwischen den Stdmmen iibertragen werden konnen und unter
anderem Gene tragen, die fiir Resistenz- und Virulenzfaktoren verantwortlich sind

(Lindsay und Holden, 2004).

Als Erkrankungsursache konnen verschiedene Virulenzfaktoren in Frage kommen. Sie
konnen in der Zellwand lokalisiert sein oder vom Zellinneren aus in ihre Umgebung se-
zerniert werden. (Madigan et al., 2013, S. 317). Zu den zellwandgebundenen Virulenz-
faktoren zédhlen das Protein A und der Clumpingfaktor. Das Protein A verhindert durch
einen antiphagozytiren Effekt die Phagozytose opsonierter Erreger. Der Clumpingfaktor

wirkt als Fibrinogen-Rezeptor auf der Zelloberfliche durch Aktivierung von
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Fibrinmolekiilen im Blutplasma speziell bei verletztem Gewebe, aber auch an Katheter-
oder Implantatoberflachen. Dadurch verklumpt das Blutplasma und es bildet sich ein Fib-

rinschutzwall, der einen Abszess umschliefit (GroB3, 2013, S. 44).

Als wichtiger sezernierter Virulenzfaktor ist zunédchst die Plasmakoagulase zu nennen,
die gemeinsam mit dem Clumpingfaktor die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen ermdg-
licht und ebenfalls an der Bildung des Fibrinschutzwalls beteiligt ist (Madigan et al.,
2013, S. 317). Dieser Fibrinschutzwall ist fiir die koérpereigene Immunabwehr praktisch
undurchdringlich und bietet somit optimale Bedingungen fiir eine ungestorte Erregerver-
mehrung. Um jedoch eine weitere Erregerausbreitung im Wirtsorganismus zu ermdogli-
chen, muss die Abszesswand passierbar gemacht werden. Dies geschieht durch die
Staphylokinase, ein Enzym mit Fibrinlysin-Aktivitdt. Eine weitere Invasion wird durch
eine Reihe von extrazelluldren Proteinen wie Hyaluronidasen, Proteasen, DNAsen und
Lipasen unterstiitzt. Einige Toxine fungieren als weitere sezernierte Pathogenitétsfakto-
ren. Hierzu zdhlen Hdmolysine, die in der Lage sind, Erythrozyten und Phagozyten zu
zerstoren und dariiber hinaus eine Dermonekrose ausldsen konnen. Leukozidine sind hin-
gegen fiir die Lyse von Leukozyten verantwortlich. Bei der Entstehung eines Staphy-
lococcus Scalded Skin Syndroms sind Exfoliatintoxine beteiligt, die, als Protease wir-
kend, eine Epidermolyse zwischen Stratum granulosum und Stratum spinosum verursa-
chen. Das Krankheitsbild zeigt eine blasenartige Abhebung grof3er Hautareale und ist eine
lebensbedrohliche Folge einer Staphylokokkeninfektion. Ebenfalls lebensbedrohlich ist
das toxische Schocksyndrom, das durch das Toxin-1 verursacht wird. Als Superantigen
ist dieses Toxin in der Lage, T-Zellen ohne vorausgehende Antigenprésentation iiber
MHC-Molekiile zu aktivieren. Dies fiihrt {iber Aktivierung von Makrophagen zu einer
unkontrollierten Zytokinfreisetzung und 16st letztendlich die Schocksymptomatik aus. Zu
den Superantigenen zdhlt ebenfalls das hitzestabile Enterotoxin, das bei mangelnder Hy-
giene eine hochakute Gastroenteritis hervorrufen kann, die von einer Lebensmittelvergif-

tung ausgeht (Grof3, 2013, S. 44).

1.2 MRSA

Resistente S. aureus-Stimme wurden erstmals in den 1940er Jahren kurz nach der Ein-
fiihrung des Penicillins beschrieben (Fuda et al., 2005). Verantwortlich dafiir war die Ex-
pression der PC1 B-Laktamase, eines Enzyms, welches durch Hydrolyse des B-Laktam-

Rings in der Lage ist, Penicillin zu inaktivieren. Penicillin-resistente Stimme breiteten
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sich in der Bevolkerung schnell aus und fiihrten im Jahr 1959 zur Entwicklung eines
neuen [-Laktamase-stabilen, semi-synthetischen Penicillins, dem Methicillin (Lowy,
2003). Doch bereits zwei Jahre spiter wurden in GroBbritannien erste Methicillin-resis-
tente S. aureus-Isolate (im Folgenden mit MRSA abgekiirzt) oder synonym Oxacillin-
resistente S. aureus beschrieben, die sich ebenfalls rapide verbreiteten (Jevons, 1961).
Mittlerweile gilt MRSA weltweit als einer der hdufigsten und geféhrlichsten Erreger fiir
nosokomiale und ambulant erworbene Infektionen (Wisplinghoft et al., 2004; Styers et

al., 2006).

MRSA entsteht durch den Erwerb des Staphylokokken-Kassettenchromosoms mec (im
Folgenden mit SCCmec abgekiirzt). Dabei handelt es sich um ein mobiles genetisches
Element, das seinen Ursprung nicht von S. aureus hat, sondern iiber horizontalen Gen-
transfer von einer anderen Staphylokokken-Spezies iibertragen wurde (Fishovitz et al.,
2014; Tsubakishita et al., 2010). SCCmec-Elemente konnen sich stark unterscheiden.
Mittlerweile sind elf verschiedene Typen bekannt, von denen die Typen I-V weltweit
verbreitet sind, wédhrend die anderen vor allem an ihrem Ursprungsort existieren
(Ghaznavi-Rad et al., 2010). Sie differieren in ihrer Groe und ihrem Erbgut, wodurch
sich eine unterschiedliche Virulenz und Resistenz gegen verschiedene Antibiotika ergibt

(Deurenberg und Stobberingh, 2008).

Ein wichtiges Merkmal haben sie gemeinsam: SCCmec trigt das mecA-Gen, welches das
Penicillin-Bindungs-Protein PBP2A codiert (Peacock und Paterson, 2015). Dieses ist
durch eine niedrige Affinitit zu B-Laktamantibiotika gekennzeichnet und in Folge dessen
fiir eine Resistenz gegen sdmtliche Antibiotika, die zu dieser Gruppe gehoren, verant-
wortlich (Pinho et al., 2001; Rodriguez-Noriega und Seas, 2010). S. aureus besitzt vier
urspriingliche Penicillin-Bindungs-Proteine (im Folgenden mit PBP abgekiirzt), welche
sich in der bakteriellen Zellwand befinden und im Zellstoffwechsel fiir die Vernetzung
des essentiellen Peptidoglykans verantwortlich sind (Llarrull et al., 2009; Fishovitz et al.,
2014). Alle PBP besitzen fiir ihre Funktionen Transpepidase-Aktivitit, die durch [3-
Laktamantibiotika irreversibel gehemmt wird. Dies fiihrt zum Verlust der Kontrolle {iber
den Zusammenhalt der Zellwand und hat einen bakteriziden Effekt zur Folge (Fuda et al.,
2005). In Anwesenheit von 3-Laktamantibiotika bleibt PBP2A jedoch aktiv und ist in der
Lage, die Vernetzung des Peptidoglykans fortzufiihren, wéhrend die urspriinglichen PBP
inhibiert werden (de Jonge et al., 1992).
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Laut European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) stieg der
Anteil von resistenten Stimmen bei S. aureus-Infektionen in deutschen Krankenhdusern
bis zum Jahr 2010 an und erreichte einen Wert von 20,9%. Seitdem zeigt sich eine riick-
laufige Tendenz und der Wert sank im Jahr 2017 auf 9,1%. Der europdische Durchschnitt
zeigt einen dhnlichen Riickgang, wobei es auch durchaus Lénder gibt, in denen die Ten-
denz zunimmt, wie beispielsweise Spanien und Kroatien. Der europédische Durchschnitt
sank in den Jahren 2014 bis 2017 von 19,6% auf 16,9% (European Centre for Disease
Prevention and Control, 2018). Bei ambulanten Patienten ist die Tendenz ebenfalls riick-

laufig (Walter et al., 2017).

Im Vergleich zu sensiblen S. aureus-Staimmen wird nach Besiedelung mit MRSA im All-
gemeinen ein wesentlich schlechterer Krankheitsverlauf beobachtet. Es zeigt sich ein er-
hohtes Risiko fiir invasive Infektionen, die Notwendigkeit einer ldngeren Antibiotikathe-
rapie sowie eine erhohte Morbiditit und Mortalitdt (Yeh et al., 2012; Safdar und Bradley,
2008).

Seit Mitte der 1990er Jahre fand eine begriffliche Differenzierung der MRSA-Stimme
statt. Nachdem auch auBerhalb des typischen Patientengutes in Kliniken vermehrt bei ge-
sunden, jungen Individuen MRSA gefunden wurde, unterscheidet man nun zwischen
MRSA-Infektionen innerhalb von medizinischen und pflegerischen Einrichtungen, die
als Healthcare-associated MRSA (im Folgenden mit HA-MRSA abgekiirzt) bezeichnet
werden und solchen, die in der Allgemeinbevdlkerung als Community-associated MRSA
(im Folgenden mit CA-MRSA abgekiirzt) nachweisbar sind. Pradisponiert fiir eine HA-
MRSA-Infektion sind &ltere oder immungeschwichte Individuen sowie Friihgeborene.
Risikofaktoren sind in den Korper eingebrachte Verweilelemente wie Katheter, aber auch
lange Krankenhausaufenthalte, Dialysepflicht und eine andauernde Einnahme von Anti-
biotika. Die Infektion kann in den genannten Einrichtungen durch Personal oder Besucher
iibertragen werden oder durch medizinisches Equipment (Millar et al., 2007). Im Ver-
gleich dazu kommt CA-MRSA oft bei jungen, gesunden Menschen vor, bei denen keiner
der genannten Risikofaktoren fiir eine HA-MRSA-Infektion besteht (Sabouni et al.,
2013). Eine hohe Virulenz erlangen CA-MRSA-Stamme durch das Panton-Valentine-
Leukozidin. Es lysiert Granulozyten und Monozyten und 16st dadurch Gewebsnekrosen
aus, die schwerwiegende Erkrankungen zur Folge haben kénnen (Rodriguez-Noriega und
Seas, 2010; Matouskova und Janout, 2008). Ein weiteres Merkmal von CA-MRSA ist,
dass es in den meisten Fillen den SCCmec-Typ IV oder seltener Typ V trigt. Wiahrend
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bei HA-MRSA hiufig Multiresistenzen gegen eine Reihe von unterschiedlichen Antibi-
otikagruppen auftreten, ergibt sich im Vergleich dazu bei CA-MRSA-Stdmmen eine
Empfindlichkeit gegen die meisten Nicht-f-Laktamantibiotika. Dies ist ein Zeichen von
Anpassung an das jeweilige Umfeld durch selektiven Wachstumsdruck. Die kleineren
SCC-Typen IV und V zeichnen sich durch eine hohere Wachstumsrate und gesteigerte
Fitness aus (Okuma et al., 2002).

Aufgrund mangelnder Stabilitdt und seinem Resistenzverhalten wird Methicillin heute
weder in der praktizierenden Medizin noch im Labor verwendet. Fiir die Empfindlich-
keitstestung und den Nachweis von MRSA-Isolaten wird heute in den meisten Laboren
das ebenfalls -Lactamase-feste, aber stabilere Oxacillin als Testsubstanz aufgefiihrt

(Voss et al., 1992).

1.3 Vancomycin

Die Behandlung von S. aureus-Infektionen stellt eine weitreichende Problematik im heu-
tigen Gesundheitssystem dar, da S. aureus-Stamme in der Lage sind, Resistenzen gegen
nahezu alle verfiigbaren Antibiotika zu akkumulieren und Multiresistenzen auszubilden.
Die Zunahme an Infektionen, die durch grampositive Pathogene verursacht werden, und
die steigende Antibiotikaresistenz erforderte die Entwicklung neuer Antibiotika mit

neuen Wirkmechanismen (Steenbergen et al., 2005).

Vancomycin ist ein komplexes tricyclisches Glykopeptid, welches gegen die meisten kli-
nisch relevanten grampositiven Pathogene wirksam ist (Levine, 2006). Seit dem Jahr
1958 wird es bei S. aureus-Infektionen eingesetzt, wobei sein Einsatz zundchst auf Peni-
cillin-resistente S. aureus-Infektionen und Patienten mit schwerer B-Laktamallergie be-
schrankt war (Griffith, 1981). Durch die weltweite Verbreitung der MRSA-Infektionen
wurde Vancomycin als Reserveantibiotikum in den letzten Jahrzehnten schlieBlich sehr

breit eingesetzt (Jones, 2006).

Die Wirkung des Antibiotikums kommt durch Eingreifen in die Zellwandsynthese und
Verhinderung der Peptidoglykansynthese zustande. Die Produktion des Peptidoglykans
vollzieht sich in mehreren Schritten. Zundchst wird ein Vorldufersubstrat innerhalb der
Zelle im Zytoplasma synthetisiert, welches anschliefend mithilfe eines Lipidcarriers an
die AuBlenseite der Plasmamembran transportiert wird. Darauthin erfolgt der Einbau in

die wachsende Peptidoglykankette und die Quervernetzung. Vancomycin bindet mit
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hoher Affinitit an den D-Ala-D-Ala Terminus des Substrats, sobald es das Zytoplasma
verlassen hat und verhindert somit den Einbau in die Peptidoglykankette (Courvalin,

2006; Reynolds, 1989).

1.3.1 VISA und VRSA

Der vermehrte Einsatz des Antibiotikums fiihrte im Jahr 1996 in Japan dazu, dass erste
MRSA-Stdmme mit verminderter Empfindlichkeit gegen Vancomycin beschrieben wur-
den. Darunter war ein Vancomycin-resistenter Stamm, der aus der chirurgischen Wunde
eines Sduglings isoliert wurde und eine minimale Hemmkonzentration (MHK) von
8ug/mL fiir Vancomycin aufwies (Hiramatsu et al., 1997b; Hiramatsu et al., 1997a). Laut
Kriterien des European Committee on Microbial Susceptibility Testing (EUCAST) und
des Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) sind S. aureus-Stimme mit einer
MHK von >2ug/mL als resistent gegeniiber Vancomycin anzusehen. Bei einer MHK
oberhalb dieses Grenzwertes ist die klinische Wirkung des Antibiotikums beeintrachtigt.
Aufgrund unterschiedlicher Resistenzmechanismen werden diese nicht-sensiblen S. au-
reus-Stimme in intermedidr resistente Stimme (Vancomycin intermediate S. aureus; im
Folgenden mit VISA abgekiirzt) und resistente Stimme (Vancomycin resistent S. aureus;
im Folgenden mit VRSA abgekiirzt) eingeteilt. Gemél den Richtlinien der EUCAST
wurden VISA-Stamme bei der Festlegung der Sensibilitdtsgrenzen nicht beriicksichtigt,
da eine Infektion mit VISA nicht mit einer erhhten Vancomycin-Dosis zu behandeln ist

(The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2019).

Nach den Kriterien des CLSI sind Stdamme mit einer MHK von 4-8ug/mL als VISA an-
zusehen; bet Werten von >16pug/mL ist von einem VRSA-Stamm auszugehen (Wilcox et

al., 2019).

Des Weiteren existieren Vancomycin-sensible S. aureus-Stimme, die eine Subpopulation
(eine von 10° Zellen) mit einer MHK von >2ug/mL fiir Vancomycin besitzen. Diese wer-
den als heterogene VISA (im Folgenden mit hVISA abgekiirzt) bezeichnet (Walsh und
Howe, 2002).

Die exakte Entstehung des VISA-Phanotyps ist nicht vollstandig geklart. Es ist jedoch
bekannt, dass es sich um einen multifaktoriellen Resistenzmechanismus handelt, der auf
Akkumulation einiger Mutationen in verschiedenen Genen beruht (Tenover, 2006). Die
meisten VISA-Stimme sind charakterisiert durch eine erhohte Biosynthese der Zellwand

und eine Verringerung der Quervernetzung von Peptidseitenketten. Dadurch entstandene
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freie D-Ala-D-Ala-Reste in der duBeren Schicht der verdickten Zellwand agieren als fal-
sche Bindungsstellen fiir Vancomycin und verhindern die Penetration weiterer Vanco-
mycin-Molekiile zu ihrer eigentlichem Zielstruktur an der Plasmamembran. Neben der
Zellwandverdickung und der Verdnderung in der Zusammensetzung von Peptidoglykan
geht die Resistenz von VISA-Stdammen mit der Expression von Penicillin-Bindungs-Pro-

teinen (PBP) einher (Cui et al., 2003; Reipert et al., 2003; Boyle-Vavra et al., 2003).

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Korrelation zwischen der Resistenz bei VISA-
Stammen und verminderter Empfindlichkeit gegen Daptomycin existiert. Die Ursache
hierfiir besteht darin, dass VISA-Stamme durch eine verdickte Zellwand charakterisiert
sind, welche die Penetration der Vancomycin-Molekiile zu ihrer Zielstruktur, der Zell-
membran, verhindert. Dieses Merkmal stellt auch fiir die Daptomycin-Molekiile eine Bar-

riere dar, die ebenfalls an der Zellmembran wirken (Cui et al., 2006).

Abzugrenzen vom Entstehungsprozess von intermedidrer Resistenz ist der Resistenzme-
chanismus, der den VRSA-Phénotyp mit einem sehr hohen Resistenzlevel hervorruft.
Dieser entsteht durch Akquisition des Transposons Tn1546 aus Enterokokken, welches
das vanA-Operon tragt. Dieses mobile genetische Element ist fiir eine Modifikation in
der Zielstruktur von Vancomycin verantwortlich. Der D-Ala-D-Ala-Terminus des Sub-
strats wird gegen D-Ala-D-Lac ausgetauscht, wodurch sich eine stark verringerte Affini-
tdt gegenliber Vancomycin ergibt (Périchon und Courvalin, 2009; Périchon und
Courvalin, 2000). Der erste MRSA-Stamm mit einer vanA-vermittelten Resistenz gegen
Vancomycin wurde im Jahr 2002 in Michigan beschrieben mit einer MHK von
>256pug/mL (Centers for Disease Control and Prevention, 2002). Bisher sind weltweit nur

sehr wenige VRSA-Stdmme isoliert worden.

1.3.2 hVISA

Wesentlich verbreiteter als VISA und VRSA ist das Auftreten von S. aureus-Stimmen,
die eine Heteroresistenz gegeniiber Vancomycin aufweisen (Dhand und Sakoulas, 2012).
Sie stellen ein mogliches Vorlduferstadium dar, welches die Entwicklung eines interme-

didren Resistenzlevels bei S. aureus einleiten kann.

Hierbei existieren innerhalb eines sensiblen Stammes bereits Subpopulationen mit inter-
mediér resistenten Tochterzellen, deren elterlichen Stimme noch innerhalb des sensiblen
Bereichs liegen. Diese Subpopulationen machen einen Anteil von bis zu eins von einer

Million Zellen aus. In Anwesenheit von Vancomycin wird ein Selektionsdruck
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begiinstigt, der die Vermehrung der intermediér resistenten Klone fordert. Folglich ent-
steht ein hVISA-Stamm und durch persistierende Vancomycin-Exposition wird die Wei-
terentwicklung zu einer einheitlichen VISA-Population forciert (Liu und Chambers,
2003). Der hVISA-Phénotyp wurde iiberwiegend in MRSA-Stimmen detektiert, verein-
zelt aber auch bei Methicillin-sensiblen S. aureus-Stimmen (im Folgenden mit MSSA
abgeklirzt) (Bobin-Dubreux et al., 2001). Studien zufolge steigt die Haufigkeit an hVISA-
Isolaten mit der Vancomycin-MHK innerhalb des sensiblen Bereichs, so dass die meisten
hVISA-Stimme gemil standardméBigen Testverfahren eine MHK von 1-2pug/mL auf-
weisen (Sakoulas und Moellering, 2008).

Die seither fehlende Standardisierung und Validierung von in verschiedenen Untersu-
chungen angewandten Methoden zum Nachweis von hVISA lassen keine sichere Aus-
sage iiber die Pravalenz zu. Zudem ist der Phanotyp instabil, sobald die Isolate zur Lage-
rung eingefroren sind (Howden et al., 2010). Moglichkeiten zum Nachweis im Routinela-
bor von hVISA- und VISA-Stimmen sind die vereinfachte Populationsanalyse und der
E-Test in der Makroversion, wobei letzterer nach derzeitigem Kenntnisstand das am bes-
ten validierte Verfahren darstellt (Falagas et al., 2008). Zusétzlich zum E-Test in der
Makroversion stellt der E-Test GRD eine neue Moglichkeit zur Detektion von hVISA dar
(Rong und Leonard, 2010).

Fiir den Kliniker stellt die Behandlung von hVISA ein grof3es Problem dar, da einerseits
der Nachweis dieses Erregers nach den standardméBig durchgefiihrten Methoden nicht
moglich ist und er daher sensibel zu sein scheint. Andererseits ist eine Infektion mit
hVISA mit einem schlechten Behandlungsergebnis assoziiert (Soriano et al., 2008). Die
Therapie einer solchen Infektion erfordert eine erhdhte Antibiotikadosis sowie eine ver-
langerte Therapie. Eine hohere Dosis an Vancomycin ist jedoch mit einer groBeren Toxi-

zitiat des Medikaments verbunden (Appelbaum, 2007).

Ein mdglicher Pradiktor fiir die Entwicklung einer hVISA- oder VISA-Population ist eine
Infektion mit MRSA innerhalb der vorangegangenen zwei bis drei Monate, verbunden
mit einer persistierenden Therapie mit Vancomycin (Tenover und Moellering, 2007). Ei-
nen weiteren Risikofaktor stellt eine Infektion mit einer hohen Bakterien-Last dar, so wie
beispielsweise bei einer Endokarditis, einer Lungenentziindung oder einem Abszess. Die
Penetration von Antibiotika ist in solch infizierten Gebieten limitiert und fordert einen

Selektionsdruck (Howden et al., 2010).
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1.3.3 hGISA und GISA

In der Literatur werden die Begriffe VISA und Gykopeptid Intermediére S. aureus (im
Folgenden mit GISA abgekiirzt) hdufig synonym verwendet. GISA umfasst jedoch ein
breiteres Resistenzprofil, da der Begriff eine zusétzliche verminderte Sensibilitit gegen-
iiber Teicoplanin miteinschliet. Eine reduzierte Empfindlichkeit von Teicoplanin kann
in VSSA-Stdmmen existieren, wohingegen eine verminderte Sensibilitit bei Vancomycin
immer mit einer verminderten Sensibilitit bei Teicoplanin einher geht (Liu und

Chambers, 2003).

Erste S. aureus-Populationen mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Teicoplanin
wurden noch vor ersten VISA-Stimmen beschrieben. Studien zufolge entwickelt sich zu-
dem schneller eine Resistenz gegen Teicoplanin als gegen Vancomycin (Svetitsky et al.,
2009). Abgesehen davon zeigen sich in der Effizienz jedoch keine Unterschiede zwischen

den beiden Medikamenten (McGuinness et al., 2017).

1.3.4 Vancomycin MIC Creep

In S. aureus-Stammen, die gemill den aktuellen Richtlinien fiir die Sensibilitdtsgrenze
von Vancomycin im empfindlichen Bereich liegen, wurde in einigen Kliniken eine pro-
gressiv steigende Tendenz der MHK beobachtet. Das betrifft sowohl Methicillin-sensible,
als auch Methicillin-resistente Stimme (Dhand und Sakoulas, 2012). Dieses Phdnomen
wird als ,,Vancomycin Minimal Inhibitory Concentration Creep* (im Folgenden mit Van-
comycin MIC Creep abgekiirzt) bezeichnet und ist klinisch von wesentlicher Bedeutung,
denn erhohte MHK-Werte auch innerhalb des empfindlichen Bereichs gehen mit einem
gesteigerten Risiko fiir ein Therapieversagen und einer hoheren Mortalititsrate einher
(Yehetal., 2012; Sakoulas et al., 2004). Die Definition des Mechanismus, der den VISA-
Phénotyp determiniert, sollte daher auf erste und bereits minimale Verdnderungen in der
Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin ausgeweitet werden, noch bevor sich eine ma-
nifeste Resistenz entwickelt hat. Prognostische Informationen fiir das Behandlungsergeb-
nis lassen sich durch die in vitro Testung des bakteriziden Effekts von Vancomycin be-

stimmen (Sakoulas et al., 2004; Steinkraus et al., 2007).

Nach einer vorangegangenen Therapie mit Vancomycin innerhalb der letzten 30 Tage
kann mit einer erhohten MHK und einer schlechteren therapeutischen Effizienz des Gly-

kopeptids gerechnet werden (Sakoulas und Moellering, 2008; Moise et al., 2008).
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Aktuellen Studien zufolge stellt der Vancomycin MIC Creep kein universelles Problem
dar, sondern existiert nur in einigen Kliniken, wohingegen Studien anderer Kliniken von
einer stagnierenden oder sogar riicklaufigen Tendenz der MHK von Vancomycin bei S.
aureus berichten (Joana et al., 2013). Diese divergenten Beobachtungen lassen sich durch
epidemiologische und klinische Faktoren erkldren. Dazu zdhlen in erster Linie die Ent-
wicklung eines Selektionsdrucks durch Unterschiede in der Behandlung und der Dosie-
rung von Vancomycin. Aber auch die Schwere der Krankheiten in den Patientengruppen
der unterschiedlichen Kliniken, die verschiedene Komorbiditdten aufweisen, spielt eine
Rolle sowie variierende Methoden der Sensibilitétstestung (van Hal et al., 2011). Auch
ein Auftreten von CA-MRSA in Krankenhdusern kann die zeitliche Tendenz der MHK
beeinflussen, da diese Stimme grundsitzlich {liber eine niedrigere MHK verfiigen. Dies
lasst sich vermutlich dadurch begriinden, dass die Bakterien einer geringeren Vancomy-

cinexposition ausgesetzt sind.

Insofern konnen Kliniker, Pharmazeuten und Mikrobiologen die Relevanz des Vancomy-
cin MIC Creeps in ihrem Untersuchungsgut nur durch die Evaluation ihrer eigenen loka-
len Empfindlichkeitsprofile beurteilen und nicht durch verdffentlichte Beobachtungen
Anderer (Dhand und Sakoulas, 2012; Chang et al., 2017; Lo et al., 2010; Goldman et al.,
2014).
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2 Zielsetzung

Die Behandlung bakterieller Infektionen wird durch steigende Antibiotikaresistenzen
deutlich beeinflusst und erschwert. Da diese antibiotische Resistenz keineswegs globalen
Trends unterliegt, sondern je nach dem Ort ihres Auftretens gravierende Unterschiede in
threr Ausprigung aufweisen kann, setzt ihre Kontrolle und Interpretation die genaue
Kenntnis lokaler Gegebenheiten voraus. Durch eine unzureichende ,,empirische Thera-
pie* kommt es zu verzdgerten und suboptimalen Behandlungsergebnissen. Eine systema-
tische Datenerhebung ist insofern unerldsslich. Dariiber hinaus sind diese im Labor stan-
dardisiert erworbenen Daten, im Gegensatz zu oft schwer vergleichbaren klinischen Be-

funden im komplexen Morbiditdtskomplex, leichter interpretierbar.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden MHK-Werte von Vancomycin bei S. aureus-
Stdmmen bestimmt, die liber einen Zeitraum von 2002 bis 2017 in der Kinderklinik und
Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital isoliert wurden. Das Ziel war die
Evaluation eines sich entwickelnden zeitlichen Trends mit der Frage nach dem Vorliegen
eines Vancomycin MIC Creeps. Dieses Phdnomen beschreibt eine sukzessiv steigende
Tendenz der MHK innerhalb des nach aktuellen Richtlinien empfindlichen Bereichs und
ist die Folge der zunehmenden Verwendung von Vancomycin zur Therapie von Infekti-

onen mit grampositiven Bakterien seit Mitte der 1980er Jahre (Diaz et al., 2018).

Des Weiteren wurden die Stimme auf eine heterogene und intermedidre Resistenz ge-

geniiber Glykopeptiden getestet. Auch eine zeitliche Tendenz wurde bewertet.

Das dritte Ziel war die Beurteilung der Methicillin-Sensitivitdt. Auch hier stand die Frage
nach einer zeitlichen Entwicklung des Anteils an resistenten Stimmen im Vergleich zu

sensiblen im Vordergrund.
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3 Material und Methoden

3.1 Bakterienisolate

Die untersuchten Bakterienisolate der vorliegenden retrospektiven Studie stammten von
Patienten der Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital
der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen. Analysiert wurden Proben, die nach Erst-
nachweis von MRSA oder schweren S. aureus-Infektionen unabhéngig von der Methicil-
lin-Sensitivitit eingefroren worden waren. Das Altersspektrum der Patienten lag zwi-
schen 0 und 52 Jahren. 81% der Proben stammten von Patienten unter 18 Jahren. Davon
hatten 34% zum Zeitpunkt der Probenentnahme das erste Lebensjahr noch nicht vollen-
det. Das durchschnittliche Alter der padiatrischen Patienten betrug 4,6 Jahre. 19% der
Proben stammten von Patienten iiber 18 Jahren. Dabei handelte es sich um Isolate von
Elternteilen bei denen ebenfalls ein S. aureus nachgewiesen wurde, nachdem eine S. au-

reus-Infektion bei threm Kind diagnostiziert worden war.

3.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte tiber den Zeitraum Mai 2002 bis Juli 2017 mit insgesamt
540 Proben. Entnahmestellen waren je nach Ort der bakteriellen Infektion vor allem
Atemwege, Blutwege, Gastrointestinaltrakt, Haut oder Weichteile und Wunden; weniger
hiufige Entnahmestellen waren Augen, Knochen oder Gelenke, Urogenitaltrakt, Zentral-
nervensystem und zentraler Venenkatheter. Die Blutkulturen wurden entweder iiber einen
zentralvendsen Katheter oder durch Punktion entnommen. Die restlichen Proben ent-
stammten Abstrichen aus infizierten Korperregionen. Nach der Probenentnahme fand zu-
nichst eine mikrobiologische Untersuchung zur Diagnosestellung und Behandlung der
Patienten statt. AnschlieBend sollten die Isolate lebensféhig {liber einen ldngeren Zeitraum
gelagert werden. Dazu wurde das Cyrobank System (MAST Diagnostica GmbH, Rein-
feld) verwendet. Hierbei befinden sich Kiigelchen mit einer pordsen Oberfliche in spezi-
ellen Rohrchen, an die sich Mikroorganismen vollstdndig binden. In dieser Form kdnnen
sie bei -20°C gelagert werden. Fiir die Rekultivierung wurden die Isolate schrittweise
wenige Tage zuvor auf Raumtemperatur aufgetaut und auf Columbia-Agarplatten mit 5%

Schafsblut (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) ausgestrichen.
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3.3 Kaultivierung und Resistenzbestimmung

Fiir die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) wurde der Epsilometer-
Test (E-Test) verwendet. Die MHK beschreibt die kleinste Wirkstoftkonzentration eines
Antibiotikums, bei der eine Erregervermehrung der Kultur noch verhindert wird. Beim
E-Test handelt es sich um ein quantitatives Testverfahren, das gut reproduzierbare MHK-

Wertbestimmungen liefert (Hsu et al., 2008).

Fiir die Empfindlichkeitsbestimmung wurden die Bakterienisolate zunédchst immer frisch
auf Columbia-Agarplatten angeziichtet. Dies erfolgte mithilfe des Dreidsenausstrichs zur
Vereinzelung der Kolonien in der Bakterienkultur. Dabei wurde zuerst jeweils eine Ko-
lonie mit einer sterilen Ose aufgenommen und auf der Platte ausgestrichen. AnschlieBend
wurde die Bakteriendichte reduziert, indem eine zweite Ose durch diesen Ausstrich ge-
fiihrt wurde. Derselbe Vorgang wurde mit einer dritten Ose im zweiten Ausstrich wieder-

holt. Die Platten wurden anschlieBend bei 37° C mit CO» iiber Nacht inkubiert.

Abb. 3.1: Columbia-Agarplatte mit Dreidsenausstrich nach Inkubation tiber Nacht.
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Am folgenden Tag wurden Suspensionen der jeweiligen Kulturen hergestellt. Dazu
wurde zundchst eine moglichst einzeln liegende Kolonie mit einem sterilen Wattestib-
chen von der Agarplatte aufgenommen. Diese Kolonie wurde in 2 mL NaCl-Lsung ein-
gerieben. AnschlieBend wurde die optische Dichte mithilfe eines Densitometers (Densi-
mat, bioMérieux Deutschland GmbH, Nurtingen) iiberpriift. Die optische Dichte der Bak-

teriensuspension entsprach dem McFarland-Standard 0,5 bis 1.

Abb. 3.2: Messung der optischen Dichte der Bakteriensuspension mit dem Densitometer.

Die nun hergestellte Suspension wurde mit einem sterilen Wattestdbchen auf zwei Muel-
ler-Hinton-Agarplatten iibertragen und gleichmaBig dicht ausgestrichen. Nach einer Ru-
hezeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden Antibiotikastreifen der Firma Lio-
filchem (Roseto degli Abruzzi, Italien) aufgelegt. Eine Skalierung auf dem Streifen gibt
die exponentiell ansteigenden Wirkstoffkonzentration an der jeweiligen Stelle an. Alle
540 Isolate wurden im E-Test auf Vancomycin und Oxacillin getestet. Zusétzlich wurde
pro Stamm ein Glycopeptide Resistance Detection (GRD)-Streifen zur Detektion von

GISA- und hGISA-Phianotypen eingesetzt. Dabei handelt es sich um einen
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Antibiotikastreifen mit doppelseitig vordefinierten Gradienten mit Vancomycin auf der
einen Seite und Teicoplanin auf der anderen Seite. Insgesamt wurden pro Platte zwei

Antibiotikastreifen, die in entgegengesetzter Richtung orientiert waren, aufgebracht.

Die Platten wurden anschlieflend bei 37° C iiber Nacht inkubiert, so dass das Antibioti-
kum in das Ndhrmedium diffundieren konnte und sich ein ellipsoider Hemmhof am Strei-
fen ausbildete. Je nach Empfindlichkeit des Erregers variierte die Grof3e des entstandenen
Hemmhofes. Am folgenden Tag konnten die MHK-Werte an dem Punkt, an dem die
symmetrische Inhibitionsellipse den Teststreifen schneidet, direkt von der aufgedruckten

Skala abgelesen werden.
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Abb. 3.3: Mueller-Hinton-Agarplatte mit ellipsoidem Hemmhof nach Ausstreichung der
Bakteriensuspension und Inkubation iiber Nacht. Die Werte fiir den GRD-Teststreifen
(links) sind fiir Teicoplanin (TEC) bei 1,0ug/mL und fiir Vancomycin (VA) bei
0,75png/mL abzulesen. Der Wert des Vancomycin-Teststreifens wird auf 0,75ug/mL be-

stimmt.
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3.4 Interpretation der MHK-Werte

Anhand von Grenzwerten konnten die gemessenen quantitativen MHK-Werte von Van-
comycin und Oxacillin in eine qualitative Einteilung nach sensibel und resistent iiberfiihrt
werden. Dieser Klassifizierung lagen die Kriterien des European Committee on Antimi-
crobial Susceptibility Testing (EUCAST) zugrunde. Bei Vancomycin gelten hierbei alle
S. aureus-Stimme mit einer MHK von <2pg/mL als sensibel, jeder Wert dariiber kenn-
zeichnet einen resistenten Stamm. Bei Oxacillin liegt der Grenzwert ebenfalls bei
2ug/mL. Eine MHK kleiner oder gleich diesem Wert charakterisiert einen sensiblen

Stamm, Werte dariiber einen resistenten.

Die Interpretation des GRD-Teststreifens dient dem Nachweis von hGISA- und GISA-
Phanotypen. Dabei wird zunichst beurteilt, ob der abgelesene Wert fiir Vancomycin oder
Teicoplanin >8ug/mL ist. In diesem Fall ist der Erreger GRD-positiv. Eine weitere Dif-
ferenzierung dieser Isolate in hGISA und GISA erméglicht der abgelesene Wert des Van-
comycin-Standard-Streifens. Ein Wert von <4pg/mL gibt einen hGISA-Stamm an; ein
Wert von >4pug/mL einen GISA-Stamm. Alle [solate, bei denen sowohl der Wert fiir Van-
comycin als auch der fiir Teicoplanin auf dem GRD-Teststreifen unter 8ug/mL liegt, gel-

ten als GRD-negativ und sind definitionsgemal sensibel gegeniiber Glykopeptiden.

In Bezug auf Vancomycin wurden die erhobenen Daten im zeitlichen Verlauf hinsichtlich
eines sich entwickelnden Trends beurteilt. Eine Bewertung erfolgte sowohl durch Be-
trachtung aller Einzelwerte im Verlauf der Zeit als auch mithilfe einer Einteilung der
Proben nach Entnahmedatum in zeitliche Intervalle. Auch das Auftreten von Stimmen
mit intermedidrer Resistenz gegeniiber Glykopeptiden wurde im zeitlichen Verlauf eva-

luiert.

3.5 Anteil von MRSA und MSSA

Die Beurteilung eines zeitlichen Trends der Methicillin-Resistenz konnte mit den durch
den E-Test erlangten Daten nicht vorgenommen werden, da die Isolate nicht {iber den
gesamten Zeitraum nach demselben Schema eingefroren wurden. Um eine Aussage iiber
das Resistenzverhalten von §. aureus-Stimmen gegeniiber Methicillin zu treffen, wurden
Antibiogramme von 15852 Patienten aus einem Zeitraum von 2002 bis 2017 ausgewertet

und uber den zeitlichen Verlauf evaluiert.
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Die Identifikation der Mikroorganismen erfolgte bis zum Jahr 2011 mit API ID-Teststrei-
fen (bioMérieux Deutschland GmbH, Nurtingen), Oxacillin-Platten und dem Mec-A-
Test. Seit 2011 wird die Resistenz mit dem Vitek (bioMérieux Deutschland GmbH, Nurt-

ingen), Oxacillin-Platten und dem Mec-A-Test bestimmit.

3.6 Auswertung der Daten

Um eine mogliche Verfialschung des Ergebnisses zu vermeiden, wurde pro Patient ein

Isolat innerhalb von sechs Monaten zur Auswertung herangezogen.

Die erhobenen Daten der mikrobiologischen Auswertung wurden mit dem Programm
Excel 16.0 (Microsoft, Redmond, USA) erfasst und analysiert. Die deskriptive Statistik
umfasste die Berechnung von prozentualen Héufigkeiten, Mittelwerten und Medianen.

Die graphische Darstellung der Daten erfolgte ebenfalls mit dem Programm Excel 16.0.

Eine Beurteilung der statistischen Signifikanz zwischen zwei Untersuchungsgruppen als
nicht anndhernd normalverteilte Variablen wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
(Mann, Whitney 1947) getroffen. Ein Vergleich von Haufigkeiten bei nominalskalierten
Variablen konnte mit dem Chi-Quadrat-Test (x>-Test; Pearson 1900) bewertet werden.
Mithilfe dieses Tests konnte eine Aussage dariiber gemacht werden, ob sich beobachtete

Haufigkeiten signifikant von erwarteten Werten unterscheiden.

Beide statistischen Tests wurden mit dem Programm Excel 16.0 berechnet. Die Signifi-
kanzniveaus wurden auf p < 0,05 = signifikant (*), p < 0,01 = sehr signifikant (**) und p

< 0,001 = hoch signifikant (***) festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Bakterienisolate und Entnahmestellen

Insgesamt wurden 540 Proben auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin und
Oxacillin untersucht. Zusétzlich fand eine Detektion von intermedidrer Resistenz gegen-
iiber Glykopeptiden und eine Differenzierung der Stimme in sensibel, hGISA und GISA
statt. Je nach Zeitpunkt der Probenentnahme konnten 200 Isolate einem friihen zeitlichen
Intervall von 2002 bis 2009 zugeordnet werden und 340 Isolate einem spéten zeitlichen

Intervall von 2010 bis 2017.

Ort der Probenentnahme waren mit dem weitaus hochsten Anteil von 62% die Atemwege.
Den grof3ten Beitrag hiervon lieferten Nasen- und Rachenabstriche mit jeweils 40%. Der
Anteil der Entnahmen aus Wunden, BlutgefaB3en, Gastrointestinaltrakt, Haut oder Weich-
teilen lag zwischen 7% bis 10%. Einen geringen Anteil von jeweils 1% machten die Ent-
nahmestellen Augen, Knochen oder Gelenke, Urogenitaltrakt, Zentralnervensystem und

zentraler Venenkatheter aus (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Prozentuale Haufigkeit der Entnahmestellen.
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Bei den meisten Proben handelte es sich um neu identifizierte MRSA- und MSSA-Isolate
(90%). 10% der Proben entstammten invasiven S. aureus-Infektionen. Dabei erfolgte der
Erregernachweis in 74% der Fille tiber eine Blutkultur. Im Liquor sowie iiber einen zen-
tralen Venenkatheter konnten jeweils 8% der invasiven S. aureus-Infektionen diagnosti-
ziert werden. Weitere 6% der schwerwiegenden Infektionen wurden in Knochen oder
Gelenken nachgewiesen. Ein kleiner Anteil von jeweils 1% wurde in den Atemwegen,

dem Gastrointestinaltrakt und dem Urogenitaltrakt entnommen.

4.2 Sensibilitit der Isolate gegeniiber Vancomycin

Die MHK-Wertbestimmung von Vancomycin lieferte {iber den gesamten Zeitraum be-
trachtet folgende Resultate: Der niedrigste gemessene MHK-Wert betrug 0,38ug/mL und
kam insgesamt dreimal vor (1%). Eine MHK von 0,5pg/mL wurde in 6% der Isolate de-
tektiert. Weitere 27% wiesen eine MHK von 0,75ug/mL auf. Der weitaus grofite Anteil
mit 42% der Proben hatte eine MHK von 1pg/mL. Bei 21% der Proben wurde eine MHK
von 1,5ug/mL gemessen und 4% aller Isolate hatten eine MHK von 2pg/mL. Hohere
Werte wurden nicht bestimmt (Abb. 4.2). Nach den Kriterien des European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) waren demnach alle MHK-Werte fiir

Vancomycin im sensiblen Bereich.

Die Bestimmung der MHKSso ergab einen Wert von 1pug/mL. Dieser Wert beschreibt die
Konzentration, bei der 50% der getesteten Bakterien in vitro in ihrem Wachstum ge-
hemmt werden. Gleiches gilt fiir 90% der Bakterien bei der MHKoqo. Der Wert hierfiir
betrug 1,5ug/mL.
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Abb. 4.2: Relative Haufigkeit der gemessenen Vancomycin-MHK-Werte.

4.2.1 Zeitlicher Trend der Sensibilitit

Im zeitlichen Verlauf konnte ein Abfall der MHK-Werte nachgewiesen werden. Abb. 4.3
zeigt die Verteilung aller ermittelten MHK-Werte dargestellt gegen die Zeit. Mit einem
Gefille von 0,0004ug/mL pro Isolat gibt die Trendlinie die Senkung der MHK-Werte an.
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Abb. 4.3: Verteilung aller Vancomycin-MHK-Werte im zeitlichen Verlauf mit Trendli-

nie.
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Abb. 4.4 stellt einen zunehmenden Prozentsatz an Isolaten im niedrigen MHK-Bereich
dar, auch wenn die einzelnen Werte einer hohen Schwankungsbreite unterlagen. Der
Trend kleiner MHK-Werte mit 0,38 ug/mL, 0,5ug/mL, 0,75ug/mL und 1pg/mL ist, {iber
den gesamten Untersuchungszeitraum betrachtet, steigend. Die groflite Zunahme findet
sich hierbei bei einer MHK von 0,75pug/mL mit einer Steigung von 1,3% pro Jahr. Die
Haufigkeit an S. aureus-Isolaten mit einer MHK von 1,5pug/mL und 2pg/mL ist hingegen
abnehmend. Diese Senkung ist bei einer MHK von 1,5ug/mL besonders hoch mit einem
Gefille 1,5% pro Jahr und prozentualen Anteilen zwischen 7 und 60% pro Jahr. Fiir eine
MHK von 2pg/mL lag der prozentuale Anteil pro Jahr zwischen 0 und 20%. Sowohl fiir
eine MHK von 1,5pug/mL, als auch von 2pg/mL konnte eine riickldufige Tendenz insbe-
sondere bei den Proben zu Beginn des Untersuchungszeitraums aus den Jahren 2002 bis

2006 beobachtet werden.
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Abb. 4.4: Prozentualer Anteil der MHK-Werte von Vancomycin pro Jahr.

Die Analyse der Mittelwerte pro Jahr ergab trotz starker Schwankungen {iber den gesam-
ten Zeitraum betrachtet eine deutliche Senkung der MHK-Werte im Mittel. Ein minimaler
Wert von 0,91pg/mL wurde im Jahr 2006 bestimmt und ein maximaler Wert von

1,5pg/mL zu Beginn des Untersuchungszeitraums im Jahr 2002 (Abb. 4.5).
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Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bei der Betrachtung der Medianwerte. Der Median
aller MHK-Werte betrug 1pug/mL. Ein Maximum wurde im Jahr 2002 erreicht, minimale
Werte in den Jahren 2006 und 2013. In Abb. 4.6 gibt die Trendlinie die abnehmende

Tendenz uber die Zeit an.

1,4
y =-0,0193x +1,2392
R*=0,3585
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Abb. 4.5: Mittelwerte der Vancomycin-MHK-Werte pro Jahr mit Trendlinie.
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Abb. 4.6: Medianwerte der Vancomycin-MHK-Werte mit Trendlinie.

Auch im Vergleich zwischen frithem und spiatem Zeitintervall wird die Abnahme hoher
MHK-Werte zugunsten kleiner deutlich. Die Tendenz der MHK-Werte von 0,38ug/mL
bis 1ug/mL ist zunehmend, die Tendenz hoherer Werte ist hingegen abnehmend. Wih-
rend in den Jahren 2010 bis 2017 bei 80% der Proben eine MHK von <1pg/mL gemessen
wurde, waren es in den Jahren 2002-2009 nur 67% (Abb. 4.7). Der Mittelwert der MHK-
Werte betrug 1,1ug/mL im frithen und 0,99ug/mL im spiten Zeitintervall (p<0,001; U-
Test).
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Abb. 4.7: Kumulierter prozentualer Anteil der Vancomycin-MHK-Werte pro Zeitinter-

vall.

4.2.2 Sensibilitit gegeniiber Vancomycin im Vergleich zwischen MRSA- und
MSSA-Isolaten

Mit einem Anteil von 83% war eine deutliche Mehrheit der Stimme resistent gegentiiber

Methicillin; nur 17% der Bakterien waren MSSA-Isolate.

Fiir die Gesamtheit der Proben ergab sich kein signifikanter Unterschied bei der Haufig-
keit der gemessenen MHK-Werte von Vancomycin im Vergleich zwischen MRSA- und
MSSA-Isolaten (p=0,79; U-Test; Abb. 4.8). Der Mittelwert aller MHK-Werte betrug
1ug/mL; der Medianwert wurde ebenfalls auf 1pg/mL ermittelt. Beide Werte unterschie-
den sich nicht zwischen MRSA- und MSSA-Proben und lagen jeweils auch bei 1pg/mL.
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Abb. 4.8: Kumulierter prozentualer Anteil der Vancomycin-MHK-Werte im Vergleich
zwischen MRSA- und MSSA-Isolaten.

Im Vergleich der Zeitintervalle wurden ebenfalls nur geringfiigige Unterschiede beziig-
lich der Héufigkeit der ermittelten Vancomycin-MHK-Werte zwischen MRSA- und
MSSA-Isolaten festgestellt. Kleine MHK-Werte von <Iug/mL zeigten beit MRSA-Stam-
men eine Zunahme von 67% auf 81%. Bei MSSA-Stimmen war ein im Vergleich gerin-
gerer Anstieg von 68% auf 76% zu verzeichnen. Bet MHK-Werten von 1,5ug/mL wurde
bei MRSA ein Riickgang von 28% auf 16% ermittelt, wohingegen bei MSSA ein leichter
Anstieg von 21% auf 22% festgestellt wurde. Der Riickgang hoher gemessener MHK-
Werte von 2ug/mL war bet MRSA-Isolaten von 6% auf 2% weniger prignant als bei
MSSA-Isolaten von 11% auf 1% (MRSA: p=0,0017; x?; Abb. 4.9; MSSA: p=0,14; x?;
Abb. 4.10).
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Abb. 4.9: Zeitlicher Trend der Vancomycin-Werte bei MRSA-Stimmen sowie die Sig-
nifikanz, die sich aus dem Chi-Quadrat-Test ergibt (p < 0,05 = signifikant (*)).
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Abb. 4.10: Zeitlicher Trend der Vancomycin-Werte bei MSSA-Stimmen. Mit einem p-

Wert von 0,14 (x?) ergab der Vergleich der Jahresintervalle keine statistische Signifikanz.
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4.3 Auftreten von hGISA und GISA

Eine Differenzierung der Stimme in sensibel, hGISA und GISA konnte mithilfe des
GRD-Teststreifens vorgenommen werden. Insgesamt zeigten 14% aller Proben eine he-
terogene Resistenz gegeniiber Glykopeptiden. Proben mit einer intermedidren Resistenz

konnten nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: Prozentualer Anteil von sensibel und hGISA.

4.3.1 Zeitlicher Trend des Auftretens von hGISA

Im Hinblick auf das Vorkommen von hGISA-Stdmmen zeigte sich eine riicklaufige Ten-
denz innerhalb der zur Auswertung herangezogenen Zeitperiode. In Abb. 4.12 ist die pro-
zentuale Haufigkeit des sensiblen und hGISA Phénotypen pro Jahr dargestellt. Obwohl
die einzelnen Werte einer gewissen Schwankungsbreite unterlagen, wird eine Abnahme
von hGISA zugunsten sensibler Stimme deutlich. Der Anteil von hGISA betrug zwischen
0% und 40% pro Jahr. Die Trendlinie in Abb. 4.13 zeigt einen betrichtlichen Riickgang
trotz starker Fluktuation. In den Jahren 2011 und 2013 wurden keine Isolate als hGISA

identifiziert.
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Abb. 4.12: Prozentualer Anteil von sensiblen Stimmen und hGISA pro Jahr.
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Abb. 4.13: Prozentualer Haufigkeit der hGISA-Stamme pro Jahr mit Trendlinie.
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Im Vergleich zwischen frithem und spdtem Zeitintervall wird ebenfalls der abnehmende
Trend von hGISA-Stdmmen deutlich. Wihrend im frithen Zeitintervall 28% aller Isolate
diesem Phinotyp zuzuordnen waren, war es im spdten Zeitintervall nur noch 6%.

(p<0,001; x2; Abb. 4.14).

ksksk
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Abb. 4.14: Prozentualer Anteil von sensiblen und hGISA-Stdmmen pro Zeitintervall
(p<0,001; x?).

4.3.2 Auftreten von hGISA im Vergleich zwischen MRSA- und MSSA-Isolaten

Hinsichtlich des Auftretens von Stimmen mit intermedidrer Resistenz im Vergleich zwi-
schen MRSA- und MSSA-Isolaten ergaben sich nur geringfiigige Unterschiede. Der An-
teil an sensiblen Stimmen war mit 85% bei MRSA-Isolaten geringer als bet MSSA-Iso-
laten mit 89%. Der Anteil an hGISA machte 15% bei MRSA-Isolaten aus und 11% bei
MSSA-Isolaten. Insgesamt waren die Differenzen ohne statistische Signifikanz (p=0,33;

x2; Abb. 4.15).
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Abb. 4.15: Prozentualer Anteil von sensiblen Stimmen und hGISA von MRSA- und
MSSA-Stimmen im Vergleich (p=0,33; x?).

4.3.3 Mittelwert und Median der Vancomycin-MHK bei sensiblen Stimmen und
hGISA

Bei der Analyse des MHK -Mittelwertes von Vancomycin bei sensiblen Stimmen im Ver-
gleich zum hGISA-Phénotypen zeigte sich eine Korrelation niedriger Vancomycin-
MHK-Werte mit sensiblen Stimmen und hoher Vancomycin-MHK-Werte mit einer he-
terogenen Resistenz gegeniiber Glykopeptiden. Wéhrend die MHK von sensiblen Stdm-
men im Mittel bei 1pg/mL lag, betrug der Mittelwert bei hGISA 1,2pg/mL (p<0,001; U-
Test; Abb. 4.16).

In Abb. 4.17 ist der Anteil von sensiblen Stimmen und hGISA in Abhéngigkeit von der
Vancomycin-MHK dargestellt. Die Unterschiede sind statistisch hoch signifikant
(p<0,001; U-Test).

Bei Betrachtung der Medianwerte zeigt sich kein Unterschied. Der Median betrug sowohl
fiir sensible Stamme, als auch fiir hGISA 1pg/mL.
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Abb. 4.16: Mittelwert der Vancomycin-MHK bei sensiblen Stimmen, hGISA und GISA.
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Abb. 4.17: Prozentuale Haufigkeit von sensiblen Stimmen und hGISA in Abhangigkeit
von der Vancomycin-MHK (p<0,001; U-Test).
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4.4 Sensibilitat von S. aureus gegeniiber Methicillin

Zur Beurteilung der Methicillin-Sensitivitdt wurden, unabhidngig von den durch den E-

Test erlangten Daten, Antibiogramme von 15852 Patienten ausgewertet.

Im Mittel lag die Resistenz der S. aureus-Stimme gegeniiber Methicillin iiber den gesam-
ten Zeitraum betrachtet bei 14%. Die Bewertung des prozentualen Anteils an resistenten
Stammen pro Jahr zeigte tiber den gesamten Untersuchungszeitraum betrachtet eine zu-
nehmende Tendenz. In den letzten Jahren des Beobachtungszeitraums von 2012 bis 2017
war der Trend an MRSA-Isolaten jedoch leicht abnehmend. Die jahrliche Resistenzrate
schwankte zwischen 2% und 25%, wobei der minimale Wert im Jahr 2002 erreicht wurde

und der maximale im Jahr 2009 (Abb. 4.18).

Die Trendlinie in Abb. 4.19 zeigt die zeitliche Zunahme von resistenten Stimmen mit

einer Steigung von 0,32% pro Jahr.
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Abb. 4.18: Prozentualer Anteil von MRSA und MSSA pro Jahr.
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Abb. 4.19: Prozentualer Anteil von MRSA pro Jahr und Trendlinie.

Bei Betrachtung des MRS A-Anteils in zeitlichen Intervallen, die jeweils die gleiche Zeit-
spanne umfassen, zeigte sich, dass der Anteil an MRSA zunédchst angestiegen ist. Im letz-
ten Zeitintervall ist der Anteil jedoch auf einen Wert von 13% abgefallen im Vergleich
zu 18% im Intervall zuvor. Unterschiede in den Anteilen von MRSA und MSSA waren

statistisch hoch signifikant (p<0,001; x?; Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Anteil von MRSA und MSSA pro Zeitintervall (p<0,001; x?).
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5 Diskussion

5.1 Empfindlichkeit von §. aureus gegeniiber Methicillin

S. aureus ist normalerweise ein Bakterium mit hoher Empfindlichkeit gegeniiber vielen
Antibiotikaklassen. Es besitzt jedoch die Féahigkeit, multiple Resistenzen zu erwerben
(French, 2005). Dieses Verhalten lésst sich durch standardisierte Tests (E-Test, Agardi-
lutionsmethode, Bouillon-Dilutionsverfahren, Populationsuntersuchungen) im Labor ve-
rifizieren. Uber die MHK als entscheidendes Kriterium kann eine fundierte Aussage iiber

die Wirksamkeit eines Antibiotikums gegeniiber einem Bakterium getroffen werden.

Bereits zwei Jahre nach der Einfiihrung des Methicillins im Jahr 1959 wurden erste S.
aureus-Stimme mit einer Resistenz gegen dieses Antibiotikum beschrieben (Jevons,
1961). Dieses, als MRSA bezeichnete Bakterium, verbreitete sich rapide und gilt mittler-
weile als einer der gefiirchtetsten Erreger von Infektionen in der Bevdlkerung (CA-

MRSA) und in Krankenhdusern (HA-MRSA) (Kock et al., 2010).

S. aureus verursacht eine Reihe von Infektionen, die Haut, Weichgewebe, Knochen und
Gelenke betreffen konnen. Auch kann sich eine Infektion durch den Einsatz von Dauer-
kathetern oder auf Oberfldchen von Endoprothesen ausbreiten. In Industrieldndern ist der

Erreger als fiihrende Ursache einer Bakteridmie von grofler Relevanz.

Vergleicht man Bakteridmien, die durch MRSA verursacht wurden, mit durch MSSA
ausgeldsten, zeigt sich bei einer MRS A-assoziierten Bakteridmie ein deutlich schlechte-
rer Krankheitsverlauf und eine erhohte Mortalitétsrate. Fiir eine nachgewiesene MRSA -
Infektion ist Vancomycin das Mittel der Wahl. Bei einer MSSA-Infektion sind B-Laktame
nach wie vor der Goldstandard (Hassoun et al., 2017). Demzufolge ist, bedingt durch
unterschiedliche Krankheitsverldufe, hinsichtlich der therapeutischen MaBBnahmen eine

genaue Uberwachung der Resistenzprivalenzen Voraussetzung.

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen einen mittleren MRSA-Anteil von 14%. Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum betrachtet, ist der Anteil zunehmend. Die Werte
unterliegen jedoch einer groBBen Schwankungsbreite und die Tendenz seit dem Jahr 2012
ist leicht abfallend. Im Jahr 2017 betrug der MRSA-Anteil noch 10%. Eine maximale

Resistenzrate von 25% wurde im Jahr 2009 erreicht.
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Die Daten des European Antimicrobial Resistance Surveillance Networks (EARS-Net)
zeigen fiir Werte aus Deutschland bei S. aureus-Isolaten aus Blutkulturen, iiber den glei-
chen Zeitraum von 2002 bis 2017 betrachtet, eine mittlere Methicillin-Resistenz-Rate von
16,2%. In den Jahren 2002 bis 2005 war ein kontinuierlicher Anstieg von 17,9% auf
21,4% zu verzeichnen. In den darauffolgenden Jahren schwankten die Werte zwischen
16,5% und 20,0%. Seit 2010 ist die Tendenz ebenfalls riickldufig und erreichte im Jahr
2017 einen minimalen Wert von 9,1% (Abb. 5.1). Auch der europdische Durchschnitt
zeigt seit 2009 einen kontinuierlich abnehmenden Trend von 23,2% auf 16,9% im Jahr
2017 (GERMAP, 2016; European Centre for Disease Prevention and Control, 2018;
European Centre for Disease Prevention and Control, 2011). Die Studienlage beziiglich
der MRSA-Privalenz in padiatrischen Populationen in Deutschland ist aktuell wenig aus-

sagekréftig, da zu wenige Daten erhoben wurden.

30%
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10%
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o B

m Eigene Daten Deutschlandweite Daten (EARS-Net)

Abb. 5.1: Anteil der Methicillin-resistenten Stimme der vorliegenden Studie im Ver-

gleich zu Daten aus dem EARS-Net (nur Deutschland).

Obwohl in Europa die Methicillin-Resistenz-Rate tendenziell sinkt, gibt es auch Léander,
in denen sie steigt. Dazu gehoren beispielsweise Spanien und Kroatien. Im Jahr 2017

schwankten die Werte zwischen 1,0% in Norwegen und 44,4% in Ruménien.
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Grundsitzlich sind die MRSA-Raten in nordeuropéischen Léndern geringer als in Stid-

europa (GERMAP, 2016).

Insgesamt aber scheint sich der Anteil an MRSA deutschlandweit und im européischen
Mittel zu stabilisieren. Dazu beigetragen haben neue Hygienerichtlinien und Kontroll-
mafBnahmen. In Deutschland wurde die Antibiotika-Resistenzstrategie (DART 2020) ent-
wickelt, die 2015 vom Bundeskabinett verabschiedet wurde. Zudem gibt es seit 2004 re-
gionale Netzwerke zur Bekdmpfung multiresistenter Bakterien, die vom Robert-Koch-

Institut unterstiitzt werden (Mielke, 2012).

Zu weiteren Mallnahmen, die eine Verminderung der Methicillin-Resistenz-Rate in den
letzten Jahren begriinden, zdhlen auBlerdem die Entwicklung neuer Nachweisverfahren,
die eine schnellere Erregerbestimmung und damit eine gezieltere Therapie ermdglichen,
Empfehlungen des Robert-Koch-Instituts zur Verbesserung der Hygiene in Krankenhéu-
sern und die Einfiihrung verschiedener Kontrollkonzepte, wie beispielsweise die Melde-
pflicht von invasiven MRSA-Infektionen im Jahr 2009 (Walter et al., 2015; GERMAP,
2016). Eine detaillierte Bewertung dieser Maflnahmen ist jedoch schwierig, da es nicht
moglich ist, diese in einen kausalen Zusammenhang mit den erhobenen Daten zu bringen.
Daher werden auch andere Ursachen, unter anderem eine natiirlich vorkommende Ver-

anderung von MRSA-Stammen, diskutiert (Walter et al., 2017).

Aktuelle Studien aus den USA konnten nachweisen, dass sich die Herkunft der Isolate
innerhalb des abnehmenden MRSA-Anteils in den letzten Jahren verdndert hat. So hat
der Anteil an CA-MRSA deutlich zugenommen, wohingegen der HA-MRSA-Anteil ab-
genommen hat (Hassoun et al., 2017). Diese Tendenz konnte in Deutschland nicht nach-
gewiesen werden. Die Krankheitslast durch CA-MRSA ist hierzulande nach wie vor ge-
ring. Wiahrend in den USA insbesondere Kinder zu den Hauptrisikogruppen zihlen,
konnte in Deutschland in pédiatrischen Populationen keine Zunahme des CA-MRSA-
Anteils verzeichnet werden (Kdock et al., 2011). In Deutschland besteht ein erhdhtes Ri-
siko fiir den Erwerb von CA-MRSA durch den Kontakt zu bereits infizierten Personen
sowie Reisen in Hochprédvalenzgebiete. Dazu zdhlen Mittelmeerldnder, wie beispiels-
weise Griechenland und Italien. Obwohl es aktuell keine Hinweise auf die Verbreitung
von CA-MRSA in Deutschland gibt, besteht durch die erhéhte CA-MRSA-Prédvalenz in
einzelnen europdischen Lidndern das Risiko fiir ein zunehmendes Auftreten auch bei uns

(Fluegge et al., 2006). Eine stdndige Kontrolle ist daher unerlasslich.
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, ebenso wie der deutschlandweite und européische
Durchschnitt, hinsichtlich der MRSA-Prédvalenz in den letzten Jahren eine positive Ent-
wicklung. Dennoch bleibt der Erreger einer der hdufigsten Pathogene schwerer Infektio-
nen mit einem hohen Morbiditits- und Mortalititsrisiko. Um die Verbreitung weiterhin
zu reduzieren, sind die konsequente Umsetzung und die Erweiterung der bisher vorhan-

denen Mafinahmen nétig (European Centre for Disease Prevention and Control, 2018).

5.2 Empfindlichkeit von S. aureus gegeniiber Vancomycin

5.2.1 Vancomycin MIC Creep

Es gibt aktuelle Studien, die von steigenden MHK-Werten bei Vancomycin innerhalb des
nach EUCAST-Kriterien sensiblen Bereichs berichten (Chang et al., 2017; Chang et al.,
2015). Dieses Phidnomen, das als Vancomycin MIC Creep bezeichnet wird, wirft die
Frage auf, ob Vancomycin, welches oftmals als empirisches Therapeutikum bei vermu-
teten invasiven S. aureus-Infektionen eingesetzt wird, auch in Zukunft das Mittel der

Wahl bleiben kann (Mason et al., 2009).

Dies ist insofern von besonderer Relevanz, da erhohte MHK-Werte mit einem schlechte-
ren klinischen Behandlungsergebnis und einer hoheren Sterblichkeitsrate einher gehen
(Dhand und Sakoulas, 2012; Moise-Broder et al., 2004). Bereits bei einer MHK von
>1ug/ml ist die Effizienz von Vancomycin stark herabgesetzt. Steigt die MHK auf
>2ug/ml, nimmt die Anzahl von Behandlungsmisserfolgen weiter zu (Sakoulas et al.,
2004). Aus diesem Grund fordern auch einige Autoren eine Senkung der Grenzwerte, die
durch die CLSI- und EUCAST-KTriterien definiert sind, um die Anzahl ungiinstiger The-

rapieverldufe und das Mortalitdtsrisiko zu minimieren (Edwards et al., 2012).

Eine addquate Behandlung von Patienten mit invasiver S. aureus-Infektion ist aufgrund
der geringen therapeutischen Breite von Vancomycin in vielen Fallen problematisch. Ins-
besondere bei pidiatrischen Patienten ist die Serumkonzentration schwer steuerbar und
fiihrt bei zu hohen Konzentrationen zu Nierenschidigungen. Das Ziel, Behandlungser-
gebnisse einfach durch eine Erhhung der Vancomycindosis zu verbessern, greift nicht,
da es immer vor dem Hintergrund dieser Problematik gesehen werden muss (McNeil et

al., 2016; Edwards et al., 2012).

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass der Vancomycin MIC Creep auch deshalb

von grofler Bedeutung ist, da erhohte MHK-Werte mit einer Resistenz gegeniiber anderen
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Antibiotikaklassen assoziiert sein konnen (Wang et al., 2006). Eine Kreuzresistenz be-
steht mit Daptomycin, einem Antibiotikum aus der Klasse der zyklischen Lipopeptide
(Patel et al., 2006). Seine Entwicklung wurde mit dem Auftreten erster S. aureus-Stamme
mit verminderter Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin als Ausweichantibiotikum for-
ciert (Chang et al., 2003). Auch ohne vorherige Daptomycinexposition zeigen Isolate mit
erhohten Vancomycin-MHK-Werten gleichzeitig hohere MHK-Werte fiir Daptomycin,
die aber normalerweise im empfindlichen Bereich liegen. Insgesamt sind Daptomycin-
Resistenzen bei S. aureus jedoch weiterhin extrem selten. In Deutschland lag die Dapto-
mycin-Resistenz bei HA-MRSA-Stimmen im Jahr 2012 bei 1,0% mit einer leicht stei-
genden Tendenz auf 2,7% im Jahr 2013 und 2,9% im Jahr 2014 (GERMAP, 2016).

Der ursdchliche Mechanismus dieses Phdnomens konnte auf molekularer Ebene noch
nicht vollstdndig geklédrt werden. Eine Resistenz entwickelt sich sowohl bei Vancomycin
als auch bei Daptomycin in einem komplexen, multifaktoriellen Prozess, der zudem ab-
héngig von der Behandlung ist (Dhand und Sakoulas, 2012). Es handelt sich dabei um
das Zusammenspiel von verdnderten Genexpressionen und Mutationen, die insbesondere
in der Zellwand stattfinden. Dartiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass eine Dap-
tomycinresistenz, die durch Exposition eines anderen Antibiotikums induziert wurde,
sich in ihren dominierenden Mutationen von derjenigen unterscheidet, die sich durch die
Monotherapie von Daptomycin aus einer Daptomycin-sensiblen Population entwickelt

hat (Lasek-Nesselquist et al., 2019).

Kreuzresistenzen beschrianken sich jedoch lediglich auf intermedidr resistente Erreger.
Der Erwerb eines hohen Resistenzlevels durch Akquisition des vanA-Elements ist ein-
zigartig fiir Vancomycin und zeigt bisher keinerlei Korrelation zu anderen Antibiotika-

klassen (Cui et al., 2006; Dhand und Sakoulas, 2012).

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte dokumentiert werden, dass an der
Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital kein Vancomy-
cin Creep existiert. Es wurden 540 Isolate aus einem Zeitraum von 2002 bis 2017 ausge-
wertet. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich dabei ein abnehmender Trend der MHK-Werte.
Studien anderer pédiatrischer Kliniken aus den USA ergaben #hnliche Resultate

(Goldman et al., 2014; Zheng et al., 2010).

Manche Autoren beschreiben ein unterschiedliches Resistenzverhalten zwischen adulten

und pédiatrischen Vergleichsgruppen. Eine eindeutige Erkldarung hierfiir konnte bisher
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nicht gefunden werden. Zudem ist ein direkter Vergleich von Studien aufgrund der Hete-
rogenitét des Studienaufbaus oft wenig aussagekriftig. Die Studien unterscheiden sich in
ithrer Dauer, der Anzahl der Isolate, den Methoden der MHK-Wert-Bestimmung und dem
Ursprung der Isolate (Yeh et al., 2012; Kehrmann et al., 2011). Unterschiede im Einsatz
von Vancomycin sehen Goldman et al. als mogliche Griinde, wobei sowohl die Haufig-
keit der Benutzung als auch die Dosierungsmethoden eine Rolle spielen (Goldman et al.,

2014).

Von Interesse ist auch der Befund, dass der Vancomycin MIC Creep regional sehr unter-
schiedlich ist. In einigen Kliniken existieren zunehmende Trends der MHK-Werte, wo-
hingegen andere Kliniken abnehmende zeitliche Tendenzen verzeichnen kénnen. In die-

sem Zusammenhang werden verschiedene Ursachen diskutiert.

Epidemiologische und klinische Faktoren wirken unterschiedlich auf die Resistenzent-
wicklung. Dazu zdhlen einerseits die Haufigkeit und die Methode des Einsatzes von Van-
comycin, die zu einem unterschiedlich starken Selektionsdruck fithren. Andererseits spie-
len die Schwere der Krankheiten und Komorbidititen sowie Unterschiede in der chirur-
gischen Therapie eine entscheidende Rolle. Auch die Pravalenz von CA-MRSA in Klini-
ken ist von Relevanz. Mitte der 1990er Jahre fiihrte die Differenzierung von CA-MRSA
zu einer zunehmenden Verwendung von Vancomycin. Bei einer CA-MRSA-Infektion
werden im Allgemeinen niedrigere MHK-Werte fiir Vancomycin beobachtet. Als Ursa-
che hierfiir wird eine geringe vorherige Exposition des Antibiotikums vermutet (Dhand

und Sakoulas, 2012; Diaz et al., 2017).

Eine Studie von Kehrmann et al. bestétigt sehr eindriicklich die regionalen Tendenzen
der Existenz des Vancomycin MIC Creeps. Vancomycin-MHK-Werte wurden von Kran-
kenhdusern aus zwei verschiedenen deutschen Stidten ausgewertet und verglichen. 133
Isolate wurden in einem Tertidrkrankenhaus in Essen entnommen und 154 Isolate in ins-
gesamt vier Sekundérkrankenhdusern in Bochum. Alle stammten aus Blutkulturen und
die Entnahme fand in einem Zeitraum von 2004 bis 2009 statt. In einer Stadt konnte ein
Vancomycin MIC Creep nachgewiesen werden, in der anderen jedoch nicht. Untersu-
chungen ergaben weiterhin, dass iiberwiegend ein einziger Klon fiir Isolate mit einer
MHK von >1pg/mL verantwortlich war und in 55% dieser Isolate nachgewiesen werden

konnte (Kehrmann et al., 2011).
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Ob sich ein zunehmender Trend aus einem neuen verdnderten Klon entwickelt oder ob
eine allméhliche Reduktion der Vancomycin-Sensibilitit innerhalb einer klonalen Popu-
lation stattfindet, kann durch molekulare Typisierung der Isolate bestimmt werden (Yeh

et al., 2012; Kehrmann et al., 2011; Howden et al., 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie decken sich mit den Ergebnissen einer Metaana-
lyse des SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. Uber einen Zeitraum von 1997
bis 2016 wurden 191 460 S. aureus-Isolate aus 45 Liandern auf ihre Vancomycin-Emp-
findlichkeit tiberpriift. Die Existenz eines Vancomycin MIC Creeps konnte nicht nachge-
wiesen werden (Diekema et al., 2019). In einer weiteren Metaanalyse wurden Ergebnisse
von 55 Studien aus der PubMed-Datenbank zusammengefasst. Auch hier konnte kein
Vancomycin MIC Creep festgestellt werden. Mittlere Vancomycin-MHK-Werte unter-
schieden sich jedoch regional (Diaz et al., 2018). Diese Ergebnisse erlauben die Schluss-
folgerung, dass Vancomycin nach wie vor als Mittel der Wahl fiir eine vermutete schwere
Infektion mit grampositiven Kokken und bei nachgewiesenen MRSA-Infektionen geeig-
net ist. Dennoch sind stdndige Analysen von regionalen Gegebenheiten unabdingbar, da

sich diese von globalen Trends unterscheiden konnen.

5.2.2 Zeitlicher Trend der Sensibilitit im Vergleich zwischen MRSA- und MSSA-
Isolaten

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass sich flir die Gesamtheit der Proben kein sig-
nifikanter Unterschied der gemessenen MHK-Werte von Vancomycin im Vergleich zwi-
schen MRSA- und MSSA-Isolaten ergab. Diese Befunde decken sich auch mit anderen
Arbeiten (Alos et al., 2008; Mason et al., 2009; Goldman et al., 2014).

Es gibt jedoch auch Studien, die insbesondere bei MSSA-Isolaten von stark zunehmenden
MHK-Werten im zeitlichen Verlauf berichten (Wang et al., 2006; McNeil et al., 2016).
Der Studienaufbau von McNeil et al. dhnelt dem der vorliegenden Studie. In einem Zeit-
raum von 2003 bis 2013 wurden 341 Isolate mithilfe des E-Tests auf ihre Sensibilitét
gegeniliber Vancomycin getestet. Die [solate stammten aus einem pédiatrischen Patien-
tengut. Dabei handelte es sich um neu identifizierte S. aureus-Infektionen sowie zum Teil
um invasive Infektionen. Bei den MRS A-Isolaten war eine sinkende Tendenz der MHK -
Werte zu verzeichnen, wohingegen bei MSSA-Isolaten eine steigende Tendenz beobach-
tet wurde. Die Diskrepanz konnte mit der Verbreitung eines bestimmten MSSA-Stammes

zusammenzuhdngen. Dieser MSSA-Stamm verfligt iiber eine spezielle genetische
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Ausstattung wie beispielsweise bestimmte Virulenz- und Resistenzgene, die eine erhdhte
MHK, auch ohne vorherige Vancomycinexposition, begriinden (Viedma et al., 2014;
Holmes et al., 2014). Der klonale Ursprung von S. aureus-Stimmen ist demzufolge inso-
fern relevant, da dieser divergierende MHK-Werte verursachen kann und in der Folge

auch klinische Behandlungsergebnisse beeinflusst.

5.3 Auftreten von hGISA und GISA

5.3.1 Haufigkeit und zeitliche Tendenzen

In der Literatur werden die Begriffe GISA und VISA hiufig synonym verwendet. GISA
umfasst ein breiteres Resistenzprofil, da der Begrift eine zusétzliche verminderte Sensi-
bilitit gegeniiber Teicoplanin miteinschlieBt. In der vorliegenden Studie erfolgte eine Te-
stung der Isolate auf hGISA und GISA. Im Folgenden werden in Bezug auf die eigene
Studie daher die Begriffe hGISA und GISA verwendet, bei Informationen aus der Lite-
ratur die Begriffe hVISA und VISA, da diese in der Literatur gebrauchlicher sind.

Intermediér resistente S. aureus-Staimme (VISA) sind durch eine beeintriachtigte Wirkung
von Vancomycin gekennzeichnet. Sie werden daher nach EUCAST-Kriterien durch ihre
MHK nicht weiter differenziert, sondern als resistent gewertet. Abzugrenzen sind VRSA-
Stdmme, die eine vanA-vermittelte Resistenz durch Enterokokken aufweisen. VISA-

Stamme wurden erstmals in den 1990er Jahren nachgewiesen (McGuinness et al., 2017).

Als mogliche Vorldufer intermediér resistenter Erreger gelten heteroresistente VISA-
Stamme. Dabei handelt es sich um sensible Stimme, welche jedoch bereits Subpopulati-
onen mit intermediér resistenten Tochterzellen besitzen (Zhang et al., 2015). Von gro3em
klinischem Interesse sind hVISA- und VISA-Stimme insbesondere deshalb, da ihr Vor-

handensein mit anhaltenden Behandlungsmisserfolgen verbunden sein kann.

Der exakte genetische Entstehungsprozess von hVISA und VISA konnte bisher nicht
vollstindig geklart werden (Howden et al., 2010). Jedoch zeigen aktuelle Studien Fort-
schritte in dieser Hinsicht. So konnte nachgewiesen werden, dass der hVISA-Phinotyp
auch ohne vorherige Vancomycinexposition entstehen kann. Dafiir kann der Einsatz von
anderen Antibiotikaklassen, wie -Laktamen, verantwortlich sein, da diese ebenfalls in
der Lage sind, hVISA-Stamme zu selektionieren (Roch et al., 2014). Als Wirkungsweise
werden hier verschiedene genetische Faktoren, die die Zellwandbiosynthese betreffen,

diskutiert.
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Aufgrund bislang fehlender Standardisierung von Testmethoden zum Nachweis von
hVISA und VISA sind Aussagen iiber die Pridvalenz oftmals problematisch. Zu den mog-
lichen Methoden zur Detektion dieser beiden Phinotypen zéhlen die vereinfachte Popu-
lationsanalyse, der E-Test in der Makroversion sowie der E-Test GRD. Die Durchfithrung
dieser Tests ist jedoch mit einem relativ hohen Zeitaufwand verbunden und zudem sind
diese im Routinelabor oftmals nicht verfiigbar. In der vorliegenden Studie erfolgte der
Nachweis von heterogener und intermedidrer Resistenz iiber den E-Test GRD, der als gut
validiertes Verfahren anerkannt ist. Diese Methode zeigt im Vergleich mit der verein-

fachten Populationsanalyse eine hohe Spezifitit und Sensitivitit (Goldman et al., 2014).

Obwohl genaue Angaben iiber die Privalenz nicht bekannt sind, gibt es Schétzungen, die
fiir hVISA Werte von 1,3% bis 27% angeben (Satola et al., 2011). Eine weltweite Me-
taanalyse, in der Studien aus der PubMed-Datenbank iiber einen Zeitraum von 2006 bis
2014 evaluiert wurden, ergab fiir hVISA einen mittleren Wert von 6,05% und fiir VISA
einen Wert von 3,01% bei MRSA-Isolaten (Zhang et al., 2015).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen einen hGISA-Anteil von 14%. GISA-
Stamme wurden nicht nachgewiesen. Die Tendenz des hGISA-Anteils ist iiber den Un-

tersuchungszeitraum betrachtet riickldufig. Einen dhnlichen Trend zeigen aktuelle Stu-

dien (Musta et al., 2009; Khatib et al., 2015).

Standige Bemiihungen zur Optimierung der Hygienestandards sowie die Identifikation
und Isolation von infizierten Patienten und zudem der zuriickhaltende Einsatz von Gly-
kopeptiden konnten eine Korrelation zu den mikrobiologischen Ergebnissen bewirkt ha-

ben.

Der sorgfiltige Umgang von Glykopeptiden, eine adiquate Uberpriifung der Infektions-
quelle und die Vorbeugung einer nosokomialen Ubertragung sind wirkungsvolle MafB-
nahmen gegen eine zunehmende Inzidenz von hVISA- und VISA-Erregern. Eine stdndige
Uberwachung der MHK-Werte im zeitlichen Verlauf und der Nachweis von hVISA und
VISA sowie der klinische Bezug sind auch in der Zukunft von groBer Relevanz (Huang

et al., 2016).

Es gibt auch zunehmende Trends von hVISA und VISA, wie aktuelle Daten aus Taiwan
und dem Iran zeigen (Huang et al., 2016; Baseri et al., 2018). Besonders hohe Pravalenz-

werte wurden in einer pidiatrischen Klinik in der Tiirkei nachgewiesen. In einem
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Zeitraum von 2001 bis 2011 wurden 92 S. aureus-Stamme isoliert. Mithilfe des E-Tests

in der Makroversion konnten 21,3% der Isolate als hVISA identifiziert werden (Mirza et

al., 2015).

Zu ganz anderen Befunden kommt eine Studie aus den USA, die 208 Isolate aus einer
padiatrischen Klinik mithilfe der Populationsanalyse aus dem Zeitraum 2006 bis 2009
untersuchte. Hierbei konnten keine hVISA- und VISA-Stimme detektiert werden
(Goldman et al., 2014).

Zu den moglichen Ursachen verschiedener Priavalenzen von hVISA und VISA zihlen
unterschiedliche Detektionsmethoden und Herkunft der Isolate sowie vorherige Vanco-
mycinexposition. Auch konnte nachgewiesen werden, dass fiir eine hohe Pravalenz in-
nerhalb einer Patientenpopulation die Ausbreitung eines bestimmten Klons verantwort-

lich sein kann (Garnier et al., 2006).

Regionale Unterschiede fiir das Vorkommen von hVISA und VISA konnten auch in einer
Studie im Vergleich von Asien mit Europa und Nordamerika nachgewiesen werden. Da-
bei war die Inzidenz im asiatischen Raum fiir intermedidre Resistenz wesentlich héher.
Als Griinde fiir diesen Zustand werden hohere Hygienestandards und der sorgféltigere
Umgang mit Antibiotika in den meisten Lidndern Europas und Nordamerikas genannt.
Auch werden in diesen Landern nosokomiale Infektion effektiver isoliert und behandelt.
Asien ist hingegen durch eine wesentlich hohere Bevdlkerungsdichte anfélliger fiir die

Ausbreitung mikrobieller Infektionen (Othman et al., 2018).

5.3.2 Auftreten von hGISA und GISA in MRSA- und MSSA-Isolaten

Studien zufolge lassen sich hVISA- und VISA-Stimme insbesondere bei HA-MRSA
nachweisen. Wesentlich geringere Anteile werden hingegen bei CA-MRSA- und MSSA-
Stimmen detektiert. Die Ursache liegt vermutlich in der verstarkten Vancomycinexposi-
tion in Krankenhdusern, die den Selektionsdruck erhoht (Howden et al., 2014). Dieser
Selektionsdruck wird vor allem bei MRSA-Infektionen gefordert, da diese im Vergleich

zu MSSA-Infektionen wesentlich hdufiger mit Vancomycin behandelt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen im Vergleich zwischen MRSA- und
MSSA-Isolaten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit von hGISA.
In einer Metaanalyse, in der die Pridvalenz von VISA im Zeitraum von 2010 bis 2017 im

Iran evaluiert wurde, konnte paradoxerweise sogar eine hohere Privalenz fiir VISA-
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Stamme in MSSA-Isolaten nachgewiesen werden (Baseri et al., 2018). Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass nicht nur der Selektionsdruck durch Vancomycin fiir die Ent-
stehung der hVISA- und VISA-Phénotypen verantwortlich ist. Die Ursache dieser diffe-
rierenden Beobachtungen ist nicht geklart. Moglicherweise ist die tatsdchliche Privalenz
von hVISA und VISA in MSSA-Isolaten sogar noch hoher als oftmals vermutet wird, da
sich einige Studien auf die Untersuchung in MRSA-Isolaten beschrinken (Pillai et al.,
2009).

5.3.3 Merkmale von hGISA und GISA

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass das Auftreten von hGISA abhingig von
der gemessenen Vancomycin-MHK ist. Bei erhohten MHK-Werten war auch der Anteil
an hGISA grofler. Dieser Zusammenhang konnte eine Ursache von schlechteren Behand-
lungsergebnissen bei hohen Vancomycin-MHK-Werten im empfindlichen Bereich sein

(Sakoulas und Moellering, 2008).

Bei Lagerung sowie bei Wegfall eines Selektionsdrucks kénnen hVISA- und VISA-
Stimme auf ein niedrigeres Resistenzlevel zuriickfallen. Die beiden Phénotypen scheinen
demzufolge instabil zu sein. Insbesondere bei VISA-Stimmen konnte die Umwandlung
zuriick zu einer heterogenen Resistenz bis hin zu vollstdndiger Empfindlichkeit beobach-
tet werden (Howden et al., 2014). Ursédchlich dafiir scheint ein beeintrachtigtes Wachstum
und erhebliche ,,fitness costs* zu sein. Damit ist eine geringere Vermehrungsfahigkeit
von resistenten Formen eines Bakterienstamms bei Wegfall des Selektionsdrucks ge-
meint. Die transiente Natur von hVISA und VISA limitiert moglicherweise die Ausbrei-
tung dieses Erregers in der Bevdlkerung und beschrinkt sich hauptsichlich auf die Ver-

breitung in Krankenhdusern (McGuinness et al., 2017).

Es ist beunruhigend, dass ein intermedidres Resistenzlevel auftritt und man weder seinen
Entstehungsprozess, noch den Resistenzmechanismus und seine Privalenz versteht. Ver-
glichen dazu ist die Entstehung von Vancomycin-resistenten Stimmen (VRSA) gut er-
forscht und das Auftreten dieser Erreger auf wenige Fille beschrankt. Die Griinde dafiir
liegen darin, dass ein horizontaler Gentransfer von Enterokokken nur selten stattfindet
und die Aufnahme fremder DNA bei S. aureus durch bestimmte Abwehrsysteme er-

schwert ist (McGuinness et al., 2017).
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5.4 Limitierungen

Die vorliegende Studie hat einige Limitierungen. Es handelt sich um eine retrospektive
Studie, die sich auf die Daten einer einzigen Klinik stiitzt. Daher sind die Ergebnisse
geografisch beschriankt. Des Weiteren ist eine Aussage iiber den ambulanten Bereich

nicht moglich, da die Datenerhebung in einem Tertidrkrankenhaus erfolgte.

Auch fand keine Priifung einer Korrelation der klinischen Behandlungsergebnisse mit

den Daten, die im mikrobiologischen Labor erfasst wurden, statt.

Hinzu kommt, dass nicht ausschlieBlich Isolate aus padiatrischem Patientengut untersucht
wurden, sondern auch S. aureus-Stimme, die von den Eltern infizierter Kinder isoliert

wurden. Diese machten einen Anteil von 19% aus.

Die hVISA- und VISA-Phinotypen sind unstabil und durch Wegfall des Selektionsdrucks
in der Lage, auf ein niedrigeres Resistenzlevel abzufallen. Insofern wird angenommen,
dass sich auch die Lagerung der Isolate auf die Empfindlichkeit der Isolate auswirken

kann und die Ergebnisse entsprechend verdndert (Goldman et al., 2014; Howden et al.,

2010; McGuinness et al., 2017).

Die Messung der MHK-Werte erfolgte nur durch eine Methode, den E-Test. Diese Me-
thode zeigt subjektive Messungenauigkeiten, die jedoch dadurch ausgeglichen wurden,

dass die Messung immer durch dieselbe Person erfolgte.

Genetische Hintergriinde der untersuchten Staimme wurden nicht erfasst, so dass die Be-

urteilung klonaler Prévalenzen iiber den Untersuchungszeitraum nicht moglich ist.

In Bezug auf die Methicillin-Resistenz-Rate ist die Studie insofern limitiert, da der Ur-
sprung der Isolate nicht bekannt ist. Die Anteile von CA-MRSA und HA-MRSA konnten

daher nicht bestimmt werden.
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6 Zusammenfassung

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass in der
Kinderklinik und Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital die Resistenz
von S. aureus gegeniiber Vancomycin, einschlielich dem Vancomycin MIC Creep und

dem Auftreten von hGISA, kein akutes Problem darstellt.

Untersucht wurden 540 S. aureus-Isolate aus einem vorwiegend padiatrischen Patienten-
gut, die iiber einen Zeitraum von 2002 bis 2017 entnommen wurden. Mithilfe des E-Tests
wurde die Sensibilitit {iber die MHK gegeniiber Vancomycin und Oxacillin bestimmt.
Eine zusétzliche Detektion von hGISA-Stammen erfolgte {iber den E-Test GRD. Die Da-
ten wurden iiber Excel verarbeitet und statistisch ausgewertet. Es fand eine Evaluation
hinsichtlich eines sich entwickelnden zeitlichen Trends der gemessenen Vancomycin-
MHK-Werte und des Auftretens von heterogener intermedidrer Resistenz von S. aureus

gegentiber Glykopeptiden statt.

Im zeitlichen Verlauf war ein abnehmender Trend der Vancomycin-MHK-Werte zu ver-
zeichnen. Damit einhergehend zeigte auch das Auftreten von hGISA-Stdmmen eine riick-
laufige Tendenz. Die Resultate wurden mit globalen Studien verglichen. Demzufolge
stellen die Phinomene des Vancomycin MIC Creeps und der hGISA kein universelles

Problem dar.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit dem Resistenzverhalten von S. aureus-Stam-
men gegeniiber Methicillin. Bereits vorhandene Antibiogramme von insgesamt 15852
Patienten wurden ausgewertet und ein zeitlicher Trend evaluiert. Die Antibiogramme
wurden von S. aureus-Proben erstellt, die iiber denselben Zeitraum von 2002 bis 2017

isoliert wurden.

Zu Beginn des Untersuchungszeitraumes zeigte der Anteil von MRSA eine zunehmende
Tendenz. Seit dem Jahr 2012 nimmt der Anteil jedoch ab und erreichte im Jahr 2017
einen Wert von 10%. Diese Tendenzen decken sich weitgehend mit dem europédischen

Durchschnitt.
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