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Zusammenfassung

Das NRZM untersuchte im Berichtszeitraum 776 Meningokokkenisolate. 491 dieser Isolate
stammten von verschiedenen Patienten mit invasiver Meningokokkeninfektion. Zusitzlich
wurde durch die molekulare Untersuchung von 128 sterilen Materialien bei 36 Patienten die
Diagnose einer Meningokokkeninfektion mittels PCR erstellt. Der Anteil der invasiven
Serogruppe C Stdmme erhohte sich bundesweit im Vergleich zum Vorjahr signifikant auf
31,8%. Fiir die folgenden Jahre wird dieser Trend sorgfiltig zu beobachten sein. Es konnte
keine Besorgnis erregende Ausbreitung neuer pathogener Erregervarianten beobachtet
werden. Es wurden keine nennenswerten Resistenzen gegeniiber Rifampicin, Ciprofloxacin

und Cefotaxim registriert.

Bedeutung des NRZM

Jahrlich werden iiber 700 invasive Meningokokkeninfektionen an das Robert-Koch-Institut

(RKI) gemeldet. Es handelt sich also bei dieser Erkrankung um relativ seltene Infektionen.

Ihre hohe Bedeutung ist in der immer noch inakzeptabel hohen Letalitit und Morbiditit

begriindet. Das offentliche Interesse wird zudem durch Ausbriiche der Erkrankung und die

Tatsache gesteigert, dass iiberwiegend junge Menschen von den Infektionen betroffen sind.

Die in Deutschland flachendeckend vorhandene bakteriologische Labordiagnostik ist

iblicherweise in der Lage, die Erreger mikroskopisch und kulturell zu identifizieren. Einige

Labors fithren zuverldssig Serogruppenbestimmungen und Antibiotikaresistenztestungen

durch. Nur wenige Labors weisen die Erreger mit molekularen Methoden nach, wenn durch

Materialentnahme nach Antibiotikagabe kein kultureller Nachweis mehr moglich ist. Eine

Feintypisierung wird iiblicherweise nicht angeboten. Das NRZM bietet daher folgende

spezialisierte bakteriologische Leistungen an:

e Serogruppenbestimmung: exakte Informationen iiber die Serogruppen werden bendtigt fiir
die Bestimmung einer Impfpriventabilitit.

o Feintypisierung: die Feintypisierung ermoglicht es, die Dynamik klonaler Gruppierungen
der Meningokokken zu verfolgen und epidemiologische Zusammenhinge zwischen Fillen
zu beweisen.

o Antibiotikaresistenztestung: die Resistenzbestimmung bei Meningokokken ermoglicht die
Surveillance bisher seltener Resistenzen gegen therapeutisch und prophylaktisch

eingesetzte Antibiotika.



® Molekulare Diagnostik: PCR Verfahren zum Nachweis von Meningokokken werden
ebenso angeboten wie die Serogruppenbestimmung mittels PCR. Diese Untersuchungen
erhalten durch die steigende Zahl kulturell negativer Félle zunehmende Bedeutung.

Neben diesen Laborleistungen wird das NRZM als ein kompetenter Ansprechpartner fiir

Arzte, OGD und Laien verstanden, der mit hoher Frequenz kontaktiert wird. Durch die

Einrichtung einer Homepage konnte dieses Angebot noch verbessert werden

(www.meningococcus.de). Das NRZM steht zudem in der Pflicht, seine Daten in européische

Surveillancesysteme einzubringen, da es das bevolkerungsreichste Land FEuropas
reprasentiert. Dieser Forderung wird durch eine Reihe von formellen und informellen

Kontakten nachgekommen (s.u.).

Diagnostik und Typisierung von Meningokokken

Einsendungen

Im Jahr 2002 wurden 776 Meningokokkenisolate vom NRZM bearbeitet. 314 Isolate wurden
von privat betriebenen Laboratorien eingeschickt, 222 von Kliniklabors, 152 von
Universititseinrichtungen und 29 vom OGD. In der iiberwiegenden Mehrzahl der
Einsendungen handelte es sich um Meningokokken aus Liquor (n=286), Blut (n=193), ,,Blut
oder Liquor* (n=30) und Rachen (n=105). Bereinigt von Doppeleinsendungen wurden 491
Isolate in die Auswertung invasiver Stimme aufgenommen. Acht dieser Isolate von
Meningitis- oder Sepsispatienten wurden beriicksichtigt, obwohl sie aus Atemwegsmaterialien
stammten (sechs Isolate) oder das Material unbekannt war (zwei Isolate). Es lagen von diesen
Patienten keine Isolate aus Blut oder Liquor vor. Pro Monat wurden 21 bis 61 invasive Isolate
eingesendet, so dass nur von einer schwachen jahreszeitlichen Hiufung in den Wintermonaten
gesprochen werde kann (Abb. 1, Anhang). Der geringe Anstieg in den Monaten November
und Dezember ist moglicherweise auf die Umstellung des Einsendeverfahrens

zuriickzufiihren.



Invasive Isolate

Die Serogruppenverteilung der invasiven Isolate ist in Tab. 1 gezeigt.

Tab. 1 Serogruppen invasiver Isolate

Serogruppe Anzahl (n) Anteil (%)

A 0 0

B 306 62,3
C 156 31,8
W-135 10 2,0
Y 16 3,3
29E 2 0,4
NG 1 0,2

Der Anstieg der Serogruppe C Fille (156 von 491 Stammen) im Vergleich zum Vorjahr (115
von 523) ist hoch signifikant (Fisher’s exact test, p=0,0005). Fiir die folgenden Jahre wird
daher dem Anteil der Serogruppe C Stimme hochste Aufmerksamkeit zu widmen sein. Der
Serogruppe C Anteil war in allen Altersgruppen mit Ausnahme der 1989-1997 Geborenen
relativ dhnlich verteilt (Tab. 2).



Tab. 2: Serogruppenverteilung invasiver Meningokokken

in Patientenaltersgruppen

Geburtsjahr Serogruppe Anzahl (n) Anteil (%)

1998-2002 B 128 674
(n=190) C 56 29,5
W-135 5 2,6
Y 1 0,5
1989-1997 B 23 44,2
(n=52) C 25 48,1
W-135 1 1.9
Y 2 3,8
29E 1 1,9
1983-1988 B 82 64,6
(n=127) C 36 28,3
W 135 1 0,8
Y 6 4,7
29E 1 0,8
NG 1 0,8
1973-1982 B 28 63,6
(n=44) C 13 29,5
W-135 1 2,3
Y 2 4,5
1943-1972 B 30 60
(n=50) C 19 38
Y 1 2
1912-1942 B 14 50
(n=28) C 8 28,6
W-135 2 7.1
Y 4 14,3




Insbesondere ist bemerkenswert, dass der Serogruppe C Anteil auch bei den 1998-2002
Geborenen 29,5% betrigt und sich somit nicht von dem Jugendlicher unterscheidet. Wihrend
in BY und BW der Serogruppe C Anteil unter die 30% Marke gefallen ist, wird in Zukunft
v.a. die Entwicklung in NRW, RP, SL, HE, BE und BB zu verfolgen sein (Tab. 3).

Tab. 3: Serogruppenverteilung invasiver Meningokokken in Regionen

Land/Region* Serogruppe Anzahl (n) Anteil (%)
BY (n=51) B 30 58,8
C 12 23,5
Y 6 11,8
W-135 3 5,9
BE/BB (n=32) B 20 62,5
C 12 37,5
BW (n=50) B 35 70
C 12 24
W 135 2 4
Y 1 2
NI/HB/HH/SH/MV (n=59) B 34 57,6
C 19 32,2
W-135 3 5,1
Y 2 3,6
20E 1 1,8
NRW (n=107) B 72 67,3
C 33 30,8
Y 1 0,9
20E 1 0,9
RP/SL/HE (n=45) B 26 57,8
C 16 35,6
Y 3 6,7
SN/TH/ST (n=30) B 22 73,3
C 7 23,3
Y 1 3,3
*Es wurden ausschlieflich Stimme mit eindeutiger Angabe des

Patientenwohnortes beriicksichtigt.



Feintypisierung

Die serologische Feintypisierung mittels monoklonaler Antikdrper gegen das PorB
(Serotypisierung) und das PorA (Serosubtypisierung) wurde 2002 auf 256 invasive Isolate
angewendet. AnschlieBend wurde das Verfahren auf DNA Sequenzierung des porA Gens
umgestellt (232 Isolate), da sich herausgestellt hatte, dass die Zahl der nicht-typisierbaren
bzw. —subtypisierbaren Isolate in den vergangenen Jahren deutlich zugenommen hatte und
2001 bei 33,1% von 523 invasien Isolaten lag. Bei 17,6% der Stimme des Jahres 2001 war
der PorB Typ (Serotyp) nicht bestimmbar, bei 10,9% der PorA Typ (Serosubtyp), bei 4,6%
konnten weder PorA noch PorB mit Antikorpern typisiert werden. Die Rank abundance
Kurve in Abb. 2 (s. Anhang) zeigt die hohe Auflosung der seit Mitte 2002 durchgefiihrten
porA Sequenzierung. Die Beziehungen der hiufigsten PorA Typen mit Serogruppe sind in

Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4 Serogruppen hiufiger PorA Typen

VR1* VR2* Anzahl B C W-135

5 2 49 3 41 4
72 4 37 34 2 1
7 16 14 14

5-1 10-8 14 2 12

18-1 3 10 10

19 15 8 8

5-1 22 7 6 1

17 9 5 5

*Variable Regionen 1 und 2 des PorA. DNA Sequenzen
werden translatiert und tber ein im Internet verfligbares

Computerprogramm ausgewertet (Www.neisseria.org).

So ist der Typ 5,2 iliberwiegend mit der Serogruppe C verkniipft, der Typ 7-2.,4 mit der
Serogruppe B. Im Bereich der Serogruppe C Isolate ergibt sich eine erfreuliche Auflosung:

41 x 5,2; 12 x 5-1,10-8; je 4 x 5-1,10-6 und 7-4,14-6; je 2 x 7-2,4 und 22,9; 1 x 5-1,2-2. Mit
serologischen Verfahren war dise Auflosung nicht gegeben, da nicht typisierbare Isolate
hiufig beobachtet wurden.

Im Jahr 2000 breitete sich nach dem Hajj in Saudi-Arabien weltweit ein pathogener

Serogruppe W-135 Klon aus dem ST-11 Komplex aus. Diesem Klon wird seither
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international grofle Aufmerksamkeit gewidmet. Das NRZM meldet Serogruppe W-135
Stamme mit V.a. auf den Hajj-Klon unmittelbar an das EU-IBIS Projekt. Insgesamt wurden
2002 sechs solcher Stimme identifiziert (1,2% aller invasiver Isolate). Es ist daher im
Gegensatz zu Frankreich und GroBbritannien nicht von einer durch den Hajj-Klon verinderten
Epidemiologie in Deutschland auszugehen.

Der ET-15 Klon aus dem ST-11 Komplex war in der Vergangenheit fiir zahlreiche Ausbriiche
von Serogruppe C Erkrankungen verantwortlich. So ist der Karnevals-Cluster 1998 in
Rottal/Inn auf diesen Klon ebenso zuriickzufiihren wie der kiirzlich beobachtete Cluster in
Schwerte, NRW (Februar 2003). Bei den von uns bisher analysierten ET-15 Stammen fand
sich liberwiegend der PorA Typ 5-1,10-8. Dieser PorA Typ wurde 2002 bei 14 Patienten
beobachtet. Es zeigte sich keine oOrtliche Hiaufung des Typs 5-1,10-8. Nichtsdestotrotz sollte
insbesondere in NRW aufgrund der Nihe zu den Niederlanden auf eine Zunahme des PorA
Typs 5-1,10-8 geachtet werden, da in den Niederlanden der ST-11 Komplex zu einer
deutlichen Erhohung der Serogruppe C Erkrankungsrate gefiihrt hat. An diesem Anstieg ist zu
einem erheblichen Teil der PorA Typ 5-1,10-8 beteiligt (A. van der Ende, Nederlands

Referentielaboratorium voor Bacteriéle Meningitis Amsterdam, personliche Mitteilung).

MLST

Die Multilokus Sequenztypisierung (MLST) hat sich zu einem goldenen Standard der
Typisierung genetisch variabler Bakterienarten entwickelt. Im Rahmen des EU-MenNets
wurde in Oxford ein MLST Zentrum eingerichtet, das fiir jedes partizipierende europdische
Land die MLST-basierte Typisierung randomisiert ausgewihlter Isolate vorsieht. Hierdurch
wird ein europdischer MLST Datensatz erstellt. Fiir Deutschland wurden bisher 42 von
insgesamt 312 vorgesehenen Isolaten der Jahre 2001 und 2002 vollstindig typisiert. Dem ST-
44 Komplex gehorten 11 Isolate an, dem ST-32 Komplex 9, dem ST-11 Komplex 8, dem ST-
334 Komplex 2, dem ST-8 Komplex ein Isolat. Andere genetische Linien wurden in 11 Fillen
gefunden. Diese ersten Daten belegen das Vorherrschen bisher iiblicher pathogener

genetischer Linien (ST-44, -32, -11 und 8 Komplex).

Antibiotikaresistenzentwicklung
Im Jahr 2002 wurde die Resistenzbestimmung mittels E-Test-Verfahren auf Kochblutagar
durchgefiihrt. Dieses Verfahren wurde zum 01.01.2003 umgestellt, da die European

Monitoring Group on Meningococci (EMGM) in Zusammenarbeit mit dem EU-MenNet eine

9



Vereinheitlichung der Verfahren in Europa anstrebt und neue vorldufige Empfehlungen
mitgeteilt hat (Julio Vazquez, Laboratorio de Referencia de Neisserias, Madrid, personliche
Mitteilung). Es ist zu erwarten, dass durch die Umstellung der bisher auffallend hohe Anteil
an Stdmmen, die gegeniiber Penicillin nur intermediir sensibel sind, reduziert wird. Dieser
Anteil betrug in 2002 nach dem alten Testverfahren n=157 von 485 invasiven Stdmmen
(32%). Hinzu kamen 46 resistente Isolate (9,5%).

Fiir 2003 haben wir bisher unter den 202 mit modifiziertem Verfahren getesteten Isolaten nur
einen Anteil von 6,4% intermedidr sensibler Staimme und keine Resistenzen gegeniiber
Penicillin detektiert. Es ist daher unklar, welche therapeutischen Konsequenzen die Penicillin-
Resistenzdaten des Jahres 2002 haben. Da mittlerweile die molekularen Grundlagen der
Penicillin-Resistenz bekannt sind, wird derzeit eine Verifikation der Testergebnisse durch
Sequenzierung des penA Gens bei resistenten Isolaten im Rahmen des EU-MenNets
durchgefiihrt. Resistenzen gegeniiber Rifampicin, Ciprofloxacin und Cefotaxim spielten keine
Rolle. Es ist also insgesamt von einer guten therapeutischen Wirksamkeit der in Deutschland

fiir Prophylaxe und Therapie verwendeten Antibiotika auszugehen (Tab. 5).

Tab. 5 Antibiotikaresistenzen invasiver Meningokokkenisolate

Antibiotikum EmpfindlichkeitAnzahl (n)

Penicillin G sensibel 282
intermedidr 157*
resistent 46*
Rifampicin  sensibel 484
intermedidr 1
resistent
Ciprofloxacin sensibel 485
intermediér
resistent
Cefotaxim sensibel 485
intermediér
resistent

Penicillin G: intermediér >0,125, <2 pg/ml;

* Zahlen vermutlich wesentlich zu hoch, ab 2003 neues Testverfahren!
Rifampicin: intermedidr >1, <4 ug/ml
Ciprofloxacin:  intermediér >1, <4 ug/ml

Cefotaxim: intermedidr >2, <16 pg/ml
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Internationale Zusammenarbeit

Das NRZM ist Teil einer international sehr regen Forschungslandschaft. Die Mitglieder des
NRZM nehmen regelmiBig aktiv an der zweijdhrlich stattfindenden International Conference
on Pathogenic Neisseria sowie den Treffen der European Monitoring Group on Meningococci
(EMGM) teil. Das EU-MenNet (Impact of meningococcal epidemiology and population
biology on public health in Europe; Koordinator Prof. Dr. M. Frosch), das seit 2001 von der
EU gefordert wird (www.neisseria.org), ist aus der EMGM heraus initiiert worden.

Das NRZM iibermittelt halbjdhrlich seine Daten an das EU-IBIS Projekt (Invasive bacterial

infection surveillance in the European Union, Ansprechpartnerin Dr. S. Handford, CDCS,
London). Zusitzlich werden dem EU-IBIS alle Serogruppe W-135 Stimme mit V.a. den Hajj-
Klon mitgeteilt. Das NRZM hat sich im Dezember auf Anfrage der WHO bereit erklart, an
einem Global Meningococcal Laboratory Network teilzunehmen (Ansprechpartner: Dr. P.
Olcen, Dr. M. Santamaria) und als ersten Schritt einen Fragebogen iiber die
Qualititsstandards und Methoden des Labors beantwortet. Das Ziel dieses Global
Meningococcal Laboratory Network wurde in der Anfrage wie folgt zusammengefasst:

,»10 enhance epidemic preparedness and response to meningococcal disease through the
promotion of decentralised partnerships of laboratories, under the umbrella of WHO — Global
Meningococcal Laboratory Network™.

Als spezifische Ziele fiir europdische Laboratorien wurden angegeben:

“ Stimulate laboratories with obligations and/or major interest in MC disease to consider
involving (more) in the international MC problems, primarily in Africa, by:

a) starting or intensifying collaboration for training, QA, R & D (projects);

b) considering positively requests for support from African laboratories and, when agreed
upon, by developing specific project agendas for action (e.g. technical assistance, QA, R & D

etc.).”
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Anhang:

Programm: Workshop Bakterielle Meningitis, Wiirzburg
14.07.2003

(Veranstalter: NRZM, NRZ. fiir Streptokokken)

Vorsitzende: M. Frosch, Wiirzburg; R. Liitticken, Aachen

9.00 -9.10 M. Frosch, Wiirzburg
BegriiBung und Einfiihrung

9.10 - 9.50 S. Heuberger, Graz
Mikrobiologische Diagnostik bei bakterieller Meningitis

9.50-10.30  U. Vogel, Wiirzburg
Molekulare Typisierung von Meningokokken am Beispiel der bayerischen

Trigerstudie

10.30 - 10.50 Kaffeepause

10.50 - 11.30  R. Liitticken, Aachen
Neue Daten zur Epidemiologie und Resistenzentwicklung bei Pneumokokken

in Deutschland

11.30 - 12.10 L. Ehrhard, Wiirzburg

Epidemiologie der Neisseria meningitidis-Infektionen
12.10 - 13.10  Mittagessen

13.10 - 13.50  B. Spellerberg, Ulm

Streptococcus agalactiae als Meningitiserreger

13.50 - 14.30 H.-W. Pfister; Miinchen
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Klinische Diagnostik und Therapie der bakteriellen Meningitis

14.30 - 14.50 Kaffeepause

14.50 - 15.30 J. Stuart, London

Clusters of meningococcal disease: risk and risk reduction

15.30-16.10 M. Frosch, Wiirzburg

Konjugat-Impfstoffe gegen Meningitiserreger

16.10 - 16.20 R. Liitticken, Aachen
SchluBBwort
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