Aus der Klinik fir Padiatrie mit Schwerpunkt Pneumologie und Immunologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Klinische Manifestationen von Panton-Valentine Leukozidin positivem Staphylococcus aureus
bei Kindern und Jugendlichen

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Pia-Alice Olatunde Hoppe

aus Hamburg

Datum der Promotion: 04.06.2021



Inhaltsverzeichnis
INNARSVEIrZEICNNIS......cooiiiiiiiiiii I
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. ... ..t e e e et s e e e e e e e ea et e e e e aaeeeannes 11
pA VY= 10 0] 0 01T 01 5= 1T U ] o [ USPPPPPPRRN 1
10 ADSIFACT. . 1
141 DRULSCN . 1
112 ENGISN .o 2
1.2 EINTUNIUNQG . ettt 3
1.2.1  StaphylOCOCCUS QUIBUS ...........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
1.2.2  Panton-Valentine Leukozidin ..o 4
1.2.3  Ziel dieSer Arbeit ..o 6
1.2.4  Anmerkung zu erfolgten Vorabpublikationen ..., 7
1.3 MEENOAIK ..t et as 7
1.3.1  Publikation 1: Fallbericht ... 8
1.3.2  Publikation 2: Ausbruchsanalyse............cccooo oo 8
1.3.3  Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie ...........ccccoooiiiiiiiiiiiiii e, 9
1.3.4  Publikation 4: FallSerie .........coooe e 9
1.4 EFQEDNISSE ..ttt 10
1.4.1  Publikation 1: Fallbericht ... 10
1.4.2  Publikation 2: Ausbruchsanalyse............cccooooiii 11
1.4.3 Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie ..., 13
1.4.4  Publikation 4: FallSErie ... 13
1.5 DISKUSSION ...ttt 14
1.5.1  Publikation 1: Fallbericht ... 14
1.5.2  Publikation 2: Ausbruchsanalyse...........cccooooiiiii 15
1.5.3 Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie ............cccoooovviiiiiiiiiini, 15
1.5.4  Publikation 4: FallSerie ............ouiiiiiiii e 16
1.5.5  Zusammenfassung und AUuSDIICK..............oooiiiiiiiii e 18



1.6 LiteratUrVerZEICNNIS ... .. . e 18
Eidesstattliche VersiCherung ...............uuueiieiiiiiiiiiiiiii e 24
Anteilserklarung an den erfolgten Publikationen............cccccoooii i 25

PUDBIKAtION 1. 25
PUDBIKAION 27 .. 25
PUDBIKAION 3: . e 25
PUDBIKAION 41 ... 26
Ausgewahlte Publikationen ... 27

2.1 Scabies, Periorbital Cellulitis and Recurrent Skin Abscesses due to Panton-Valentine

Leukocidin-Positive Staphylococcus aureus Mimic Hyper IgE Syndrome in an Infant....... 27

2.2 Pyoderma outbreak among kindergarten families: Association with a Panton-

Valentine leukocidin (PVL)-producing S. aureus strain...............cccccuuuuemiiiiiiiiiiiiiiiiiniinennnns 30

2.3 Periorbital infections and conjunctivitis due to Panton-Valentine Leukocidin (PVL)

positive Staphylococcus aureus in Children ............ccoovii i 38

2.4  Severe infections of Panton-Valentine leukocidin positive Staphylococcus aureus in
o 11T 1= o PRSP 44

2.5 Additional publication: Outpatient decolonization after recurrent skin infection with

Panton-Valentine leucocidin (PVL)-producing S. aureus—The importance of treatment

(=Y 1= 11 (o o 52
Lebenslauf Pia-Alice Olatunde HOPPE ..........oiii i 62
Komplette PUblikationsliste.........coooveiei e 63

PUBIIKAEIONEN ... 63

RV o] 1 =T 1= TR 63

DANKSAGUNG ...ttt e 64



Abklirzungsverzeichnis

ARDS

CA

cg

cDNA

CMV

CT

HA

HIES

IgE

EUCAST

LA

MLST

MSSA

MRSA
NADPH-Oxidase
NIH-HIES-Score
NRZ

PBP2a
PCR
PVL
PVL-SA
SNP

spa Type
ST
STAT3
TSST1
WGS

Acute Respiratory Distress Syndrome

Community acquired/Ambulant erworben

Core Genome

komplementére Desoxyribonukleinséure

Cytomegalievirus

Core genome MLST-Typ

Hospital acquired

Hyper-lgE-Syndrom

Immunglobulin Klasse E

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Lifestock associated/Nutztier-assoziiert

Multi-locus Sequence Typing

Methicillin sensitiver Staphyloccus aureus

Methicillin resistenter Staphyloccus aureus
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat-Oxidase-Komplex
Score des National Institute of Health fur das Hyper-IgE-Syndrom
Deutsches Nationales Referenzzentrum fir Staphylokokken und
Enterokokken des Robert-Koch-Institutes

Penicillin-Binding Protein 2a

Polymerase Kettenreaktion

Panton-Valentine-Leukozidin

Panton-Valentine-Leukozidin positiver Staphylococcus aureus
Single Nucleotide Polymorphism

Staphylococcal Protein A - Type

Sequence Type

Signal Transducer and Activator of Transcription Factor 3
Toxic Shock Syndrom Toxin 1

Whole Genome Sequencing



Zusammenfassung

1.1 Abstract
1.1.1 Deutsch

Hintergrund: Infektionen durch Staphylococcus aureus, welche das Exotoxin Panton-Valentine
Leukozidin exprimieren (PVL-SA), haben in den letzten Jahren international erheblich
zugenommen. Ausgehend von einer PVL-SA Kolonisation des Nasenrachenraums sind
rezidivierende Hautabszesse die haufigste klinische Manifestation. PVL-SA verursachen
jedoch auch schwere invasive Infektionen.

Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung klinischer Manifestationen von PVL-SA
Infektionen in einer padiatrischen Kohorte.

Studienkollektiv: Von Januar 2012 bis Dezember 2017 wurden Kinder und Jugendliche mit
PVL-SA Infektionen, die in der Kinderklinik der Charité behandelt wurden, erfasst. Diese Arbeit
umfasst einen Fallbericht, eine Ausbruchsanalyse in einem Kindergarten, eine retrospektive
Studie zu periorbitalen Infektionen und eine Fallserie zu Betroffenen mit schweren Infektionen.
Ergebnisse: Es wurden 75 Kinder und Jugendliche in diese Studie aufgenommen. Klinische
Manifestationen waren vorwiegend rezidivierende Hautabszesse. In dem Fallbericht wird ein
Saugling mit Ekzem, Abszessen und erhéhtem IgE beschrieben, der bei Verdacht auf ein
Hyper-IgE Syndrom umfangreich immunologisch und genetisch untersucht wurde, bevor die
Diagnose einer Koinfektion von Scabies und PVL-SA gestellt wurde.

Finf Kinder der Kohorte besuchten einen Kindergarten, in dem ein PVL-SA Ausbruch
dokumentiert und analysiert wurde: Bei sieben von 19 Familien konnte eine PVL-SA
Kolonisation oder eine manifeste Infektion bei mehreren Familienmitgliedern nachgewiesen
werden. Die Analysen der Isolate wiesen auf einen gemeinsamen Stamm hin. Im Vergleich mit
internationalen Referenzisolaten zeigte sich eine nahe Verwandtschaft mit Isolaten aus einem
regelmafligen Reiseziel einer betroffenen Familie. Nach Auswertung der Fragebdgen war es
héchstwahrscheinlich zu einer interfamilidaren Verbreitung Uber haufige Spielkontakte der
Kinder gekommen.

Bei 19 Kindern der Kohorte wurden periorbitale Infektionen, insbesondere rezidivierende
Hordeola, beobachtet. Bei 10 weiteren Kindern traten schwere Infektionen (nekrotisierende
Fasziitiden, nekrotisierende Pneumonien, Bakteriamien und Pyomyositiden) auf. Zwei dieser
Falle waren durch vendse Thrombosen kompliziert. Kein Patient und keine Patientin
verstarben. Bei sechs der zehn Kinder gingen der schweren Infektion Hautabszesse bei dem
Patienten, der Patientin oder Familienangehdrigen voraus.

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene bereits zuvor bekannte

Fakten zu PVL-SA bestatigt, jedoch auch neue Aspekte demonstriert: So war bisher nicht



bekannt, dass 1. eine PVL-Kolonisation Uber einen langen Zeitraum asymptomatisch sein
kann, 2. dass PVL-SA bei Kindern haufig periorbitale Infektionen, insbesondere rezidivierende
Hordeola verursacht und 3. dass schwere padiatrische PVL-SA Infektionen durch Identifikation
und Behandlung von PVL-SA Tragern im familiaren Umfeld mdglicherweise vermeidbar waren.
Aufbauend auf dieser Arbeit zielen klnftige Studien der AG-PVL darauf hin, immunologische

und genetische Risikofaktoren flir (schwere) PVL-SA Infektionen zu identifizieren.

1.1.2 English

Background: Infections due to Staphylococcus aureus expressing the exotoxin Panton-
Valentine Leukocidin (PVL-SA) have internationally markedly increased over the last years.
After nasopharyngeal colonization PVL-SA mostly cause recurrent skin and soft tissue
infections, but severe invasive infections have frequently been reported.

Objective: This work aims to investigate the clinical manifestations of PVL-SA associated
infections in a pediatric cohort.

Study population: From January 2012 to December 2017 children and adolescents treated
with PVL-SA infections in the pediatric department of the Charité were recorded. This work
comprises a case report, an outbreak analysis from a nursery school, a retrospective study on
occurrence of periorbital infections and a case-series on patients with severe infections.
Results: 75 patients were included in our study. Clinical manifestations were mainly recurrent
skin abscesses. We report the case of an infant who was initially subjected to immunologic
and genetic testing hyper-IgE syndrome due to eczema, abscesses and elevated IgE levels.
Eventually, a co-infection with scabies and PVL-SA was diagnosed. Five children of the cohort
attended a kindergarten, where a PVL-SA outbreak was analyzed. Individuals from seven of
19 families were either colonized with PVL-SA or symptomatic with isolates of a common strain.
After comparison with international reference isolates we found similar isolates from a regular
travel destination of an affected family. After evaluation of the questionnaires, interfamilial
distribution was most likely to have occurred through frequent play contacts of the children.
Nineteen of the 75 patients reported periorbital infections, especially recurrent hordeola.
Further ten children suffered from severe infections (necrotizing fasciitis, necrotizing
pneumonia, bacteremia and pyomyositis). In two cases, venous thrombosis was also observed.
None of the patients died.

Conclusions: The four publications confirmed various previously known facts about PVL-SA
and demonstrated new aspects: 1. PVL-SA colonization can be asymptomatic, 2. PVL-SA can
cause periorital infections in children, in particular recurrent hordeola, and 3. severe infections
in children could possibly be prevented by identification and treatment of close contact PVL-
SA carriers. Based on this work, future studies of the AG-PVL focus on the identification of

immunologic and genetic risk factors for (severe) PVL-SA infections.



1.2 Einflihrung

1.2.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (S. aureus) ist ein grampositives kugelférmiges Bakterium und ein
haufiger Kolonisationskeim der menschlichen Haut- und Schleimhautflora. Etwa 30% aller
gesunden Menschen sind asymptomatisch mit S. aureus besiedelt (Kolonisation) (1).
Infektionen durch S. aureus sind vorwiegend unkomplizierte Haut- und Weichteilinfektionen
(Furunkel, Karbunkel, Abszesse), aber auch invasive Infektionen wie Osteomyelitis,
Pneumonie, Endokarditis und Sepsis, sowie Fremdkoérper assoziierte Infektionen und
nosokomiale Infektionen werden durch S. aureus ausgeldst (2). Zum Ausbruch einer Infektion
kommt es nicht regelhaft, sondern in Abhangigkeit von den Wirtsfaktoren und den
Virulenzfaktoren des besiedelnden Stammes.
Die Virulenz von S. aureus ist unter anderem durch Antiphagozytosefaktoren, Adhasine und
Exotoxine bedingt. Antiphagozytosefaktoren verhindern eine adaquate Elimination des
Bakteriums durch die phagozytierenden Zellen des Immunsystems, indem 1) die korrekte
Bindung der Immunglobuline der Klasse G verhindert wird (Protein A in der
Polysaccharidkapsel des Bakteriums) oder 2) wirtseigene Gerinnungsfaktoren zur Bildung
einer protektiven Fibrinschutzschicht herangezogen werden (Koagulase und Clumping Faktor
A) (3).
Adhasine sind meist in der bakteriellen Zellwand verankerte Proteine, welche die Anhaftung
des Bakteriums an die Extrazellularmatrix oder die Zielgewebe erméglichen (4).
Als Exotoxine werden von Mikroben exprimierte und sezernierte Produkte bezeichnet, welche
auf spezifische Wirkungsweise die immunologische Wirtsantwort stéren oder das Wirtsgewebe
schadigen und somit eine bakterielle Invasion begunstigen. Typische Exotoxine von S. aureus
sind
1. Pyrogene Superantigene, beispielsweise das toxic shock Syndrom Toxin 1 (TSST1)
(5) und die staphylogenen Enterotoxine (6)
2. Exfoliatine, insbesondere die fur das Staphylococcal Scalded-Skin-Syndrome typi-
schen Exfoliatine A und B (7)
3. Hamolysine und Leukozidine mit toxischer Wirkung durch die Lyse von Zielzellen
(Erythrozyten oder Leukozyten). Dies geschieht meist durch eine Porenbildung in der

Zellmembran (proteinbasierte Hamolysine) (4).

In der Behandlung von S. aureus-Infektionen spielt die Resistenzentwicklung gegen
Antiinfektiva eine herausragende Rolle (8). In Umgebungen mit einer hohen Rate an
Antibiotika-Verwendungen (beispielsweise Krankenhduser oder Tiermastanstalten) besteht
ein hoher Selektionsdruck auf den Bakterienstammen (9). S. aureus Stamme, welche durch

Gentransfer das Resistenzgen mecA akquiriert haben, exprimieren ein verandertes



Zellwandprotein penicillin-binding protein 2a (PBP2a). Anders als bei regularen Penicillin-
bindenden Proteinen kénnen B-Laktam-Antibiotika nicht an das aktive Zentrum von PBP2a
binden und somit die Zellwandsynthese des Bakteriums nicht unterbrechen. Das Bakterium ist
somit resistent. mecA positive S. aureus Stdmme werden als Methicillin-resistente S. aureus
(MRSA) bezeichnet. Im Gegensatz hierzu stehen Methicillin-sensitive S. aureus-Stamme
(MSSA) (9).

MRSA werden je nach ihrer klinischen Assoziation weiter eingeteilt in Krankenhaus-
assoziierte/hospital acquired MRSA (HA-MRSA), ambulant erworbene/community acquired
MRSA (CA-MRSA) und nutztierassoziierte/lifestock associated MRSA (LA-MRSA) (9).

1.2.2 Panton-Valentine Leukozidin

Die Rolle einer Vielzahl von staphylogenen Toxinen (allen voran a-Hamolysin) ist ausfihrlich
in vivo und in vitro untersucht worden und aktuell auch aufgrund von mdglichen Toxin-
hemmenden antimikrobiellen Therapieprinzipien erneut im wissenschaftlichen Interesse (4, 10,
11).

In den vergangenen Jahren ist zudem die Erforschung eines speziellen Leukozidins in den
Vordergrund gertckt, welches trotz seiner bereits langen Bekanntheit noch einige Fragen
aufwirft: Panton-Valentine Leukozidin (PVL). Erstmalig beschrieb Van deVelde im Jahr 1894 in
die lytische Aktivitat eines neuen Staphylokokken-Toxins auf Leukozyten von Kaninchen (12).
1932 wurde von den klinischen Pathologen Sir Philip Noel Panton und Francis Valentine diese
leukozide Wirkung in einen klinischen Zusammenhang gebracht und das Toxin als solches
benannt (13). PVL ist ein sowohl von MRSA als MSSA exprimiertes porenbildendes Exotoxin,
welches aus zwei Komponenten (LukS-PV und LukF-PV) besteht. Die beiden Komponenten
verbinden sich nach Bindung an die Zellmembran der Zielzelle zu einem porenférmigen
Octamer und entfalten so ihre zytotoxische Funktion. Die direkte Folge hieraus ist eine erhéhte
lokale Inflammation und Stérung der lokalen Immunantwort (14).

Klinisch-epidemiologische Studien haben PVL-positiven Staphylococcus aureus (PVL-SA) in
Zusammenhang insbesondere mit wiederkehrenden und schwierig zu behandelnden Haut-
und Weichteilinfektionen gebracht. Haut-Infektionen mit PVL-SA bendtigen haufiger
chirurgische Sanierungen, wiederholte antibiotische Behandlungen und haben eine rasche
Krankheitskinetik (15). Ebenso kommt es zu lokalen Ausbrichen etwa in Sportvereinen,
Familiengruppen und Gemeinschaftseinrichtungen (15). Weiterhin ist PVL-SA in den
vergangenen Jahren als gefahrlicher Ausléser von nekrotisierenden Pneumonien mit hoher
Morbiditat und Mortalitat insbesondere bei jungen zuvor gesunden Patientinnen und Patienten
anerkannt worden (16).

PVL-SA infizierte Patientinnen und Patienten sind tendenziell jinger als PVL-negative S.

aureus Infizierte (17). Die Ubertragung von PVL-SA erfolgt Uber engen Kontakt mit anderen



PVL-SA Kolonisierten. Risikofaktoren fiir eine Besiedelung sind Reisen in Landern mit hoher
PVL-SA Pravalenz und der Besuch von oder Aufenthalt in Gemeinschaftseinrichtungen
(beispielsweise Saunas oder Unterklnfte flr Gefllichtete) (15, 18, 19).

Obwohl die klinischen Assoziationen von PVL-SA epidemiologisch gesichert sind, ist die
pathophysiologische Rolle und der genaue Wirkmechanismus von PVL als Toxin noch
umestritten. In vitro Experimente zur Pathophysiologie von PVL-Toxin zeigten bislang eine
starke Differenz zwischen den Zellen verschiedener Saugetier-Spezies und trugen somit nicht
mafgeblich zur Klarung des Sachverhaltes bei (14, 20, 21). Zwischenzeitlich sind jedoch zwei
spezifische Rezeptorinteraktionen von PVL mit menschlichen Zellen nachgewiesen worden:
die Komplement-Rezeptoren C5aR and C5L2 binden die LukS-PV Komponente des Toxins
und das Oberflachen-Protein CD45 dient als Rezeptor fur die LukF-PV-Komponente (22, 23).
Diese Rezeptorspezifitat vermittelt moéglicherweise sowohl den zelluldren Tropismus des
Toxins, sowie einen Spezies-Tropismus. Mause exprimieren die entsprechenden Rezeptoren
anders als bspw. Kaninchen nicht und dienen ohne entsprechende Knock-Ins somit eher nicht
als viable Modellorganismen zur Analyse der PVL-Wirkung (24).

Nach Akquirierung der LukS- und LukF-codierenden Bacteriophagen kénnen sowohl MRSA
als auch MSSA PVL exprimieren. In den USA ist PVL vorwiegend mit einem spezifischen CA-
MRSA Klon assoziiert (USA300) (25). In Europa gibt es regionale Differenzen der
epidemiologischen Verteilung. In Deutschland schien PVL initial vorwiegend von MSSA
exprimiert zu werden, die Haufigkeit von PVL-MRSA nimmt zuletzt jedoch zu (26, 27). Ob die
Methicillinresistenz von PVL-SA auf die klinische Erscheinung der Infektion einen weiteren
Einfluss (abgesehen von einer anderen antiinfektiven Therapiestrategie) hat, bleibt unklar. In
einer Studie konnte kein Unterschied in der Mortalitdt von Pneumonien mit PVL-MSSA
gegenuber Pneumonien mit PVL-MRSA gezeigt werden (28). PVL-SA ist bislang vorwiegend
als ambulant erworbener Keim bekannt, jedoch sind zuletzt auch zunehmend Ausbriche in
Krankenhausern beschrieben worden (29).

Aufgrund der Assoziation mit chronisch wiederkehrenden Haut- und Weichteilinfektionen sind
wichtige Differentialdiagnosen unter anderem angeborene und erworbene Immundefekte.
Insbesondere das seltene autosomal dominant vererbte Hyper-IgE-Syndrom (HIES) ist unter
anderem durch ein schon im frihen Kindesalter einsetzendes Ekzem und wiederkehrende
Haut-, Ohr- und Atemwegsinfektionen insbesondere durch S. aureus gekennzeichnet (30).
Weitere syndromale Symptome des HIES sind eine spezifische Physiognomie, welche jedoch
meist erst mit zunehmendem Lebensalter deutlich wird, sowie eine Eosinophilie und deutlich
erhdhte Gesamt-IgE-Level im Serum. Ursachlich sind eine Reihe von Mutationen des Signal
Transducer and Activator of Transcription Factor 3 (STAT3)-Gens (30). Die klinische
Wahrscheinlichkeit eines HIES wird durch einen klinischen Score des National Institute of

Health (NIH-HIES-Score) evaluiert, welcher ab einem Wert >20 als suspekt gewertet wird und



eine molekulargenetische Analyse des STAT3 zur Diagnosesicherung nach sich ziehen sollte
(31). Auch die septische Granulomatose ist ein seltener primarer Immundefekt, welcher sich
durch schon frih auftretende, rezidivierende bakterielle (insbesondere S. aureus) und
mykotische (insbesondere Aspergillus-Spezies) Infektionen der Lymphknoten und der Lunge
aber auch der Knochen, Leber und Haut aufiert (32). Weiterhin kommt es gehauft zu
Abszessbildung an Haut und Leber, sowie granulomatésen Entzindungen des
Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes. Diese Erkrankung wird durch verschiedene
Mutationen von Genen verursacht, welche fur Proteine des Nicotinamid-Adenin-
Dinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase-Komplexes codieren. Aufgrund des daraus folgenden
NADPH-Oxidase-Mangels oder -Funktionsverlustes kdnnen Granulozyten keine Superoxid-
Radikale zur Abtotung von Bakterien oder Pilzen produzieren und eine Verminderung der

Immunabwehr resultiert (32).

1.2.3 Ziel dieser Arbeit

Obwohl die Rolle von PVL-SA in den letzten Jahren genauer beleuchtet wurde, ist die
Beteiligung und Relevanz des Toxins in der klinischen Versorgung noch nicht ausreichend
bekannt. Die vorliegende Arbeit ist im Rahmen einer interdisziplinaren Arbeitsgruppe an der
Charité — Universitatsmedizin Berlin entstanden. Die Arbeitsgruppe setzte sich zusammen aus
Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der Abteilung flr Immunologie, padiatrische Infektiologie und
Immunologie, Hygienemedizin, Dermatologie und klinische Infektiologie. Alle diese
Abteilungen hatten eine Zunahme von PVL-SA Infektionen und gleichzeitig eine relativ geringe
Bekanntheit von PVL-SA in der weiteren medizinischen Versorgung registriert. Patientinnen
und Patienten mit PVL-typischen Symptomen wurden von externen Stellen mit einer Vielzahl
unterschiedlicher Verdachtsdiagnosen an die entsprechenden Ambulanzen der
Universitatsklinik verwiesen. Viele Betroffene wurden aufgrund von wiederkehrenden
Hautinfektionen falschlicherweise zunachst als immunkompromittiert betrachtet und
Immundefekt-Ambulanzen vorgestellt. Teilweise wurden jahrelange Leidenswege von
Patientinnen und Patienten und ihren oftmals mitbetroffenen Familien beobachtet, bevor ihre
Beschwerden korrekterweise mit PVL-SA in Verbindung gebracht und angemessen behandelt
werden konnten. Aufgrund des oben beschriebenen Risikoprofils sind insbesondere Kinder
und Jugendliche eine gefahrdete Subgruppe.

Ziel der vorliegenden Arbeit und allen eingeschlossenen Publikationen ist es, die in einer
deutschen GroRstadt vorwiegenden klinischen Manifestationen von PVL-SA Infektionen bei
Kindern und Jugendlichen zu dokumentieren, zu beschreiben und somit zu einem besseren
Verstandnis von PVL-SA und seiner Rolle im klinischen Alltag beizutragen.

Der spezifische Fall von Publikation 1 wurde aufgrund der wichtigen differentialdiagnostischen
Erwagungen eingeschlossen. Im Rahmen der Ausbruchsanalyse in Publikation 2 sollten

insbesondere die Ubertragungswege von PVL-SA im Rahmen eines Kindergartens evaluiert



werden. In Publikation 3 wurden weitere klinische Manifestation von PVL-SA Infektionen
insbesondere bei Kindern und Jugendlichen evaluiert und Publikation 4 wurde zur
Beschreibung und Evaluation einer Vermeidbarkeit von schweren invasiven Infektionen bei

Kindern und Jugendlichen konzipiert.

1.2.4 Anmerkung zu erfolgten Vorabpublikationen

An dieser Stelle méchte ich darauf hinweisen, dass die folgenden Abschnitte der vorliegenden
Arbeit Methodik, Ergebnisse und Anteile der Diskussion Inhalte aus den anschlief’end
angefligten und kumulativ in diese Dissertation eingegangenen Publikationen enthalten und
somit als Teilergebnisse bereits in Krlger et al. 2017 (33), Leistner et al. 2017 (34), Hoppe et
al. 2018 (35) und Hoppe et al. 2019 (36) veroffentlicht wurden.

1.3 Methodik

Im Zeitraum vom Januar 2012 bis Dezember 2017 wurden die in der Kinderklinik der Charité
— Universitatsmedizin Berlin aufgrund von nachgewiesener oder hochwahrscheinlicher PVL-
SA Infektion vorgestellten Kinder und Jugendlichen erfasst.

Bei Verdacht auf eine PVL-SA Kolonisation oder Infektion wurden zundchst Screening-
Abstriche (Nase und Rachen) abgenommen, sowie ggf. Wundabstriche oder
Konjunktivalabstriche. Der S. aureus Nachweis erfolgte mittels Bakterien-Kultur auf Columbia
Agar mit 5% Schafsblut, mit Spezies-ldentifikation und Nachweis der Empfindlichkeit
gegenuber Antibiotika mittels Vitek® 2 System nach den Standard-Kriterien des European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Die fur PVL kodierenden Gene
(lukS und lukF) wurden mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen. Im Rahmen
der Erstuntersuchung nach PVL-SA-Nachweis erfolgte eine standardisierte Befragung zu
Lokalisation und Haufigkeit von Haut- und Weichteilinfektionen, Risikofaktoren,
demografischen  Daten, mitbeteiligten  Angehdrigen und  weiteren  klinischen
Erscheinungsbildern mittels einem zu diesem Zweck von mir erstelltem Fragebogen. Alle
Betroffenen erhielten ein durch die Mitglieder der PVL-AG entwickeltes Regime von
Dekolonisationsmaflinahmen: Nasale Mupirocin oder Octenidin-Anwendung dreimal taglich,
zweimal  tagliche  Mundsplilung mit  Octenidin  oder  Chlorhexidin, tagliche
Ganzkoérperwaschung mit Octenidin  oder Chlorhexidin. Weiterhin empfahlen wir den
Austausch aller Kérperpflegeprodukte einschliel3lich Zahnbirsten, Blrsten und Kdmme und
Waschung der Handtlcher und Bettwasche bei mindestens 60 °C taglich Uber 5 Tage. Bei
schweren oder therapieresistenten Infektionen wurden ggf. zusatzlich chirurgische
Maflinahmen und eine systemische antiinfektive Medikation angewandt. Als Betroffene galten
auch solche Kinder und Jugendliche, bei welchen ein PVL-SA Nachweis zwar nicht gelungen
war, welche jedoch eine hohe klinische Wahrscheinlichkeit einer PVL-SA Kolonisation hatten

(z.B. PVL-SA Nachweis bei einem nahen Angehdrigen und Abszesse in der eigenen



Anamnese). Die Ergebnisse wurden von mir in einer laufenden Excel-Tabelle dokumentiert
und ggf. durch weitere Nachforschungen (Telefoninterviews, Aktenrecherche) erganzt und
aktualisiert.

Die Bearbeitung meines Forschungsgegenstandes erfolgte anschlieRend als Fallbericht
(Publikation 1), als Ausbruchsanalyse (Publikation 2), als retrospektive Kohortenstudie
(Publikation 3) und als Fall-Serie (Publikation 4). Fur Publikation 3 und 4 wurden erganzende
Telefoninterviews durchgefuhrt. Im Folgenden wird die Methodik der einzelnen Publikationen

einzeln zusammengefasst.

1.3.1 Publikation 1: Fallbericht

Die Erstellung des Fallberichtes erfolgte nach Aufklarung und Einwilligungserklarung der
Eltern der Patientin. Die anonymisierte Datenzusammenstellung erfolgte aus
Patientengesprachen, der klinischen Untersuchung, schriftlicher Dokumentation in der
Patientenakte (Papier und digital) und laborchemischen Testergebnissen.

Es erfolgte eine Zusammenfassung des klinischen Falles (Vorstellungsgrund, Anamnese,
klinischer Untersuchungsbefund, Ergebnisse der Labor-Untersuchungen,
differentialdiagnostische Uberlegungen, Therapie und Outcome nach 12-monatigem Follow-
Up) sowie eine Einordnung in den aktuellen klinischen Zusammenhang. Weiterhin wurden
retrospektiv vergleichbare Falle herangezogen und in Bezug auf die imponierenden IgE-Level
diskutiert.

1.3.2 Publikation 2: Ausbruchsanalyse

Diese Arbeit entwickelte sich nachdem die PVL-Arbeitsgruppe im Marz 2016 von einem
Cluster von Kindern mit wiederkehrenden Hautinfektionen in einem Berliner Kindergarten
erfahren hatte und zur Ausbruchseinddmmung konsultiert wurde. Die Eltern aller
teilnehmenden Kinder unterschrieben nach Aufklarung eine Einverstandniserklarung zur
Teilnahme an der Studie. Testungen und Befragungen erfolgten im Rahmen der Routine-
Aufarbeitung des Ausbruches, daher sah das Ethik-Komitee keine Notwendigkeit eines zuvor
erteilten Ethikvotums (Ethikausschuss 4 Campus Benjamin Franklin, Prozessnummer
EA4/112/17). Weitere Analysen erfolgten im Anschluss anonymisiert. Lediglich die Koautoren
L. Hanitsch und R. Leistner hatten Kenntnis der Originaldaten und personenbezogenen
Fragebdgen vor der Anonymisierung.

Zur Ausbruchseinddmmung wurde ein multidisziplinares Team zur Behandlung der
Betroffenen und zur Untersuchung des Ausbruchsablaufs zusammengestellt. Alle
Kindergartenkinder und Erzieherlnnen wurden mittels Nasenabstrichen auf PVL-SA
Besiedelung getestet. PVL-SA wurde mittels Bakterienkultur und anschlieBender PCR
nachgewiesen. Wahrend eines Elternabends wurden die Eltern, Erzieherinnen und Erzieher

uber den Ausbruch und mdgliche praventive Strategien informiert. Ein Fragebogen wurde



entwickelt und unter den Familien verteilt. Er enthielt Fragen zu Hautinfektionen auch bei
Familienmitgliedern, chronischen Hauterkrankungen oder Grunderkrankungen,
demografischen Daten (Alter, Geschlecht), Kontakt mit anderen Kindergartenfamilien
aullerhalb des Kindergartens, Haustieren und Auslandsreisen.

Die genetische Verwandtschaft der im Screening gewonnenen PVL-SA-Isolate wurde per
whole genome sequencing (WGS) am Deutschen Nationalen Referenzzentrum (NRZ) fir
Staphylokokken und Enterokokken des Robert-Koch-Instituts in Wernigerode analysiert. 1790
Loci wurden zur Multi-locus sequence typing (MLST) Analyse der PVL-SA Isolate verwendet.
Allel-Unterschiede wurden definiert als Nachweis von neuen Allelen aufgrund von Insertionen,

Deletionen oder Single Nucleotide Polymorphisms (SNP).

1.3.3 Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie

Fur diese retrospektive Studie wurden o. g. Kinder und Jugendliche analysiert, welche sich im
Zeitraum von Januar 2012 bis Januar 2017 zur Behandlung von PVL-SA in unserer
ambulanten oder stationaren Behandlung befunden hatten. Eingeschlossen wurde jedes Kind
mit mindestens einem auf PVL-SA positiv getestetem Abstrich. Betroffene mit negativen
Screening-Abstrichen wurden nicht in diese Arbeit eingeschlossen.

Primarer Untersuchungspunkt war das Auftreten von Augeninfektionen innerhalb von 12
Monaten vor dem ersten PVL-SA Nachweis. Als Augeninfektion wurden die Eigenanamnese
oder Diagnose von mindestens einer orbitalen oder periorbitalen Infektion definiert. Als
rezidivierende Infektion wurden mehr als zweimalige Infektionen in der untersuchten
Zeitspanne definiert. Als erfolgreiche Dekolonisation werteten wir zwei negative Screening-
Abstriche und ein ausbleibendes Rezidiv von Haut- und Weichteil- oder Augeninfektionen.
Mindestens zwei Monate nach Ende der DekolonisationsmalRnahmen erfolgten Follow-Up
Interviews per Telefon bei Kindern und Jugendlichen mit Augeninfektionen.

Die Daten wurden nach ldentifikation der Falle aus den Patientenakten (Papierakte und

elektronische Akte) anonymisiert gesammelt und mit Microsoft® Excel® 2013 verarbeitet.

1.3.4 Publikation 4: Fallserie

Fur diese retrospektive Studie wurden aus den im Zeitraum von Januar 2012 bis Dezember
2017 aufgrund von PVL-SA an unserer Klinik behandelten Kindern und Jugendlichen alle Falle
analysiert, in welchen eine schwere Infektion mit PVL-SA nachgewiesen werden konnte.

Als schwere Infektion wurden “intraventse antiinfektive Therapie* und ,Aufnahme auf die
Intensivstation® oder ,Aufnahme auf die Uberwachungsstation® oder ,groRe Notfall-
Operation” in Verbindung mit einer aktiven PVL-SA Infektion definiert. Bei den betreffenden
Fallen wurden Daten zur Lange des Krankenhausaufenthaltes, antiinfektiver Therapie,
Operationen und Beatmungstherapie gesammelt. In Telefoninterviews wurden vergangene

Mdglichkeiten zu praventiven Interventionen retrospektiv analysiert.
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Die Daten wurden nach Identifikation der Falle und Einverstandniserklarung der Eltern aus den
Patientenakten (Papierakte und elektronische Akte) anonymisiert gesammelt und mit
Microsoft® Excel® 2013 verarbeitet.

1.4 Ergebnisse

Im von mir untersuchten Zeitraum von Januar 2012 bis Dezember 2017 wurden 93 Kinder und
Jugendliche ambulant oder stationar in unserer Klinik aufgrund von PVL-SA assoziierten
Infektionen behandelt. Von diesen Betroffenen wurden 18 allein aufgrund von hoher klinischer
Wahrscheinlichkeit fir eine PVL-SA Kolonisation jedoch ohne PVL-positives Isolat behandelt.
Entsprechend wurde bei 75 Kindern PVL-SA nachgewiesen. Bei sieben asymptomatischen
Kindern konnte PVL-SA isoliert werden. Die symptomatischen Kinder und Jugendlichen
berichteten vorwiegend Uber Hautabszesse, welche annahernd gleichmafRig den ganzen
Koérper betrafen (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Abszesslokalisationen

Gesondert analysiert wurden Infektionen des Auges und schwere Infektionen (s. u.). Keines
der Kinder oder Jugendlichen verstarb in Folge einer Infektion.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Publikationen zusammengefasst. Zu
beachten ist hier, dass die einzelnen Studien unterschiedliche Zeitrdume analysieren und sich

daher in der Studienpopulation unterscheiden.

1.4.1 Publikation 1: Fallbericht

Die Vorstellung des 2-Monate alten Sauglings erfolgte mit einem seit zwei Wochen
bestehenden juckenden Ekzem mit rezidivierenden eitrigen Pusteln und oberflachlichen
Hautabszessen in unserer padiatrisch immunologischen Ambulanz. Zudem berichteten die
Eltern Uber eine durchgemachte schwere Konjunktivitis und praseptale Zellulitis ihres Kindes

mit Symptombeginn in der ersten Lebenswoche, welche intravendés mit Ampicillin und
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Gentamycin behandelt worden war. Aus Konjunktivalabstrichen war zu diesem Zeitpunkt S.
aureus ohne weitere Differenzierung kultiviert worden. In der klinischen Untersuchung des
Kindes zeigte sich bei Vorstellung in der Ambulanz ein papuléses Ekzem am Rumpf und den
Extremitaten, ohne weitere pathologische Befunde. Die Eltern des Madchens waren
konsanguine georgische Juden (Cousins zweiten Grades), beide gesund und ohne eine fir
Hauterkrankungen positive Anamnese. Labordiagnostisch zeigte sich eine deutlich erhéhte
Gesamt-IgE-Konzentration, eine Eosinophilie, normale Lymphozyten-Subpopulationen,
normale IgA-, IgG- und IgM-Konzentrationen, sowie eine normale Granulozytenfunktion
(PhagoBurst-Test). Der NIH-HIES-Score unterstutzte die Verdachtsdiagnose eines HIES. Es
erfolgte eine molekulargenetische STAT3-Analyse mit Sequenzierung von Exon 1-24 zur
Diagnosesicherung. Eine heterozygote Intron-Insertion wurde nachgewiesen, welche bislang
noch nicht in Bezug auf HIES beschrieben worden war. Wir diskutierten eine mdgliche
Auswirkung der Insertion auf das Splicing von Exon 18 und ein weiterer diagnostischer Test
mit einer Analyse der STAT3-komplementdren Desoxyribonukleinsdure (cDNA) und des
STAT3-Proteins wurde geplant. Bevor diese Testung erfolgte, stellten sich die Eltern des
Kindes mit neu aufgetretenem, juckendem, intertrigindsem Ekzem vor. Mittels
dermatoskopischer Untersuchung wurde eine Scabies bei beiden Eltern und dem Kind
diagnostiziert. Es erfolgte eine Behandlung mit Permethrin. Hierunter kam es zur kompletten
Remission der Hautlasionen. Aufgrund der anamnestisch rezidivierenden Hautabszesse
erfolgte zudem ein Nasenabstrich des Kindes, in welchem der Nachweis von PVL-SA gelang.
Die Eltern waren ebenfalls nasal mit PVL-SA kolonisiert. Nach Durchfiihrung der empfohlenen
DekolonisationsmafRnahmen durch die gesamte Familie blieb das Kind im Rahmen eines 12-
monatigen Follow-Ups symptomfrei.

Retrospektiv wurden zudem 6 Patienten und Patientinnen (Alter 6-50 Jahre) ausfindig gemacht,
welche im Zeitraum von 2012 bis 2015 aufgrund von erhéhtem Gesamt-IgE-Leveln (616 —
3203 kU/l) ohne Atopie oder parasitare Infektionen in der Anamnese und mit rezidivierenden
Hautabszessen mit Verdacht auf HIES in unseren immunologischen Ambulanzen (Kinder,
Jugendliche und Erwachsene) vorgestellt worden waren. Es bestanden in diesen Fallen jedoch
keine zusatzlichen HIES-Charakteristka (z.B. fruher Beginn eines Ekzems,
Atemwegsinfektionen) und eine molekulargenetische Testung erfolgte nicht. In allen Fallen

wurde PVL-SA in Nasenabstrichen oder Abszessmetarial nachgewiesen.

1.4.2 Publikation 2: Ausbruchsanalyse

Ausgangspunkt der Analyse war die zeitnahe Feststellung von drei symptomatischen Kindern
eines Kindergartens mit schweren Abszessen an Rumpf und Extremitaten. Bei diesen Kindern
war jeweils ein Co-Trimoxazol resistenter S. aureus isoliert worden. Nur eines der Isolate war
auf PVL-Expression getestet worden. Dieser Test hatte einen PVL-Nachweis erbracht. Da wir

einen Ausbruch vermuteten, informierten wir das regionale Gesundheitsamt und ein
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systematisches Screening (nasopharyngeale Abstriche und Kulturen) der 23 Kindergarten-
Kinder und ihrer Erzieherinnen und Erzieher erfolgte. Von den getesteten Kindern waren zwei
asymptomatische PVL-SA Trager. Alle gewonnenen S. aureus Isolate waren Methicillin-
sensibel jedoch Co-Trimoxazol-resistent. Von den PVL-SA positiven Kindern wurden
zusatzlich alle Haushaltskontakte auf eine nasopharyngeale Kolonisation getestet.

Den Fragebogen erhielten wir von 15 der 19 Kindergartenfamilien zurtick. Hier zeigte sich,
dass in den vergangenen 12 Monaten Mitglieder von zwei weiteren Familien an Lidabszessen
erkrankt waren. Als Betroffene Familien wurden Familien mit PVL-SA positiv getesteten oder
symptomatischen Familienmitgliedern definiert. Eine Visualisierung der angegebenen
Haufigkeit von Spieltreffen zwischen den Familien verdeutlicht, dass enger Kontakt der Kinder
den wahrscheinlichsten Ubertragungsweg darstellte (Grafik 1, Seite 3, Publikation 2).
Flnftagige Dekolonisationsmalinahmen (siehe 1.3.) wurden flr alle betroffenen Familien (alle
Haushaltsmitglieder unabhangig vom Kolonisationsstatus) eingeleitet. Im Kontroll-Screening
eine Woche nach Abschluss der Dekolonisationsmalinahmen fanden wir weiterhin ein PVL-
SA positives Kind und eine positive Betreuungsperson. Die Dekolonisations-MalRhahmen
wurden flr diese Personen noch zweimal wiederholt. Wahrend des 10-monatigen Follow-Ups
berichtete keine der betroffenen Familien Uber erneute Haut- oder Weichteilinfektionen und es
gab keine weiteren Falle im Kindergarten.

Whole genome sequencing (WGS) erfolgte bei zehn Screening-Isolaten von neun Individuen
aus funf Familien. Sequence type (ST) 1633 und staphylococcal protein A-(spa)-Typ t355
wurde in allen Isolaten nachgewiesen. Da MLST lediglich auf sieben house keeping-Genen
basiert, erfolgte eine Unterdifferenzierung mittels Ableitung der core genome (cg) MLST-Typen
(CT) unter Einbeziehung von insgesamt 1790 Loci. Auf diesem Wege konnte CT 3142 in allen
Ausbruchs-Isolaten nachgewiesen werden, was die Hypothese einer Ubertragung unter den
befreundeten Kindern und anschliefend den jeweiligen Familienmitgliedern unterstitzte. Die
maximale genetische Differenz (11 Allele) fand sich zwischen Isolaten von Kind A aus Familie
1 und Erwachsenem A von Familie 2 (Grafik 2, Seite 5, Publikation 2). Um die evolutionare
Verwandtschaft der Isolate weiter zu untersuchen, erfolgte ein Vergleich mit der internationalen
Isolatsammlung des Deutschen Nationalreferenzzentrums fur Staphylokokken. Die
ausgewahlten methicillinsensitiven, PVL-positiven Vergleichs-lIsolate vom spa-Typ t355
entstammten Pyodermie-Fallen aus 5 verschiedenen Landern auf zwei Kontinenten. Die
minimale genetische Differenz zu unserem Cluster betrug 68 Allele (Grafik 2, Seite 5,
Publikation 2). Dieses genetisch nachste Vergleichs-Isolat entstammte einem Land aulRerhalb
von Europa (Land A), welches zudem regelmaRiges Reiseziel von Familienmitgliedern der
Familie 1 war. Es erfolgte ein weiterer Vergleich der PVL-kodierenden Gene und ihrer
genomische Umgebung im Rahmen der bestehenden Datenbanken des NRZ, um genauer zu

belegen, dass es sich bei Familie 1 um die Indexfamilie handelte. Die Ergebnisse konnten die
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Beziehung zwischen denen Ausbruchsisolaten und Land A weiter erharten. Im Sinne der
Anonymisierung unserer Studienteilnehmenden ist die genaue Benennung von Land A leider

nicht moéglich.

1.4.3 Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie

Im Zeitraum von Januar 2012 bis Januar 2017 wurden 50 Kinder und Jugendliche mit einem
PVL-SA Nachweis in unserer Klinik behandelt und somit in die Studie eingeschlossen. Das
mediane Alter war 6 Jahre (Spanne: eine Woche - 17 Jahre). 54% waren Jungen (n = 27) und
46% Madchen (n = 23). Sieben Kinder (14%) waren mit PVL-MRSA infiziert, alle anderen (86%)
mit PVL-MSSA. Bei einem Patienten (Alter: 17 Jahre) mit multiplen Hordeola bei der Aufnahme
erfolgte eine PVL-SA Kultur aus einem Konjunktivalabstrich. 19 Patientinnen und Patienten
(38%) berichteten Gber periorbitale Infektionen im Beobachtungszeitraum. Die Charakteristika
dieser Patientinnen und Patienten sind in Tabelle 1, Seite 3, Publikation 3 zusammengefasst.
Berichtete Augeninfektionen waren wie folgt: Lidabszesse (n = 5), praseptale Zellulitis (n = 1),
Konjunktivitis (n = 3) und Hordeola (n = 12). Neun Patienten (18%) berichteten Uber
rezidivierende Hordeola, deren Erstauftreten in engem zeitichem Zusammenhang zum
Auftreten von zusatzlichen Haut- und Weichteilinfektionen lagen (Grafik 1, Seite 3, Publikation
3). Bei 5 Patientinnen und Patienten kam es nach erfolgten Dekolonisationsmal3nahmen im
Follow-Up-Zeitraum (10 Wochen - 36 Monate) zum Wiederauftreten von Augen-Infektionen,
dies war jedoch in allen Fallen mit einem Wiederauftreten von Haut- und Weichteilinfektionen
verbunden und in zwei Fallen wurde auch PVL-SA erneut nachgewiesen. Vier Patientinnen
und Patienten konnten zum Follow-Up nicht kontaktiert werden. Die verbleibenden zehn

Patientinnen und Patienten blieben symptomfrei.

1.4.4 Publikation 4: Fallserie

Von den 75 im Studienzeitraum identifizierten Kindern erfullten zehn die oben beschriebenen
Kriterien einer schweren Infektion. |hre Charakteristika sind in Tabelle 1, Seite 3 Publikation 4
zusammengefasst. Das durchschnittliche Alter der Kinder und Jugendlichen betrug 5,5 Jahre
(Spanne: 1 Woche — 15 Jahre). Es handelte sich um sechs Jungen und vier Madchen. Von
den Kindern hatten lediglich zwei Kinder bestehende Grunderkrankungen: ein Saugling mit
neonatalem Entzugssyndrom und einer asymptomatischen kongenitalen Cytomegalievirus
(CMV)-Infektion und ein Kind mit Zustand nach Herz-Transplantation und daraus folgender
immunsuppressiver Therapie. In vier Fallen wurde PVL-MRSA nachgewiesen. Klinische
Manifestationen waren nekrotisierende Pneumonie (n=4), nekrotisierende Fasziitis (n=2),
Pyomyositis (n=2), Mastoiditis (n=1), praseptale Zellulitis (n=1), und rezidivierende tiefe
Pyodermie unter Immunsuppression (n=1). Spezifische Komplikationen der PVL-SA
Infektionen waren vendse Thrombosen (n=2), Sepsis (n=5), Zerebellitis (n=1), respiratorische
Insuffizienz  (n=5) und Akutes Atemnot Syndrom (ARDS; n=3). Die mittlere
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Krankenhausaufenthaltsdauer betrug 14 Tage (Spanne: 5-52 Tage) und die mittlere ICU-/IMC-
Aufenthaltsdauer zehn Tage (Spanne: 0-52 Tage). Alle Patientinnen und Patienten tberlebten.
Ein Patient verblieb mit residualen Einschrankungen nach Entlassung und unterzog sich im
Anschluss Uber mehrere Monate einer komplexen stationdren Rehabilitationsbehandlung,
bevor der Schulbesuch fortgesetzt werden konnte. Primare Immundefekte waren bei allen
Patientinnen und Patienten ausgeschlossen worden.

Wie in Grafik 9, Seite 5, Publikation 4 dargestellt, war in sechs von zehn Fallen die unmittelbare
Anamnese vor der Aufnahme und Behandlung einer schweren Infektion mit PVL-SA bereits
suggestiv fur eine Besiedelung mit PVL-SA der Indexpatientinnen oder -patienten, sowie ihrer
Angehdrigen. Drei Patientinnen und Patienten hatten kirzliche Haut- und Weichteilinfektionen
in der Eigenanamnese. In zwei Fallen hatten nahe Angehérige rezidivierende Haut- und
Weichteilinfektionen berichtet. In keinem dieser Falle war ein Screening auf PVL-SA erfolgt. In
einem Fall war die PVL-SA Besiedelung des Patienten und seiner Angehdriger bekannt und
bereits Dekolonisationsmallnahmen empfohlen worden. Die Familie war jedoch nicht zu den

vereinbarten Kontrollabstrichen erschienen.

1.5 Diskussion

Die vier in dieser Arbeit zusammengefassten Publikationen verdeutlichen das klinische
Spektrum von PVL-SA Infektionen in einer padiatrischen Kohorte bzw. einem padiatrischen
Setting (Kindergarten). Einige dieser Aspekte werden anhand der einzelnen Publikationen im
Folgenden diskutiert und in den aktuellen Forschungsstand eingeordnet. Zuletzt findet sich

eine kurze Zusammenfassung der vorliegenden Dissertation und ein Ausblick.

1.5.1 Publikation 1: Fallbericht

In dieser Studie konnten wir die Diagnosefindung eines klinisch komplexen Falles mit
ausfuhrlicher differentialdiagnostischer Abklarung beschreiben, welcher letztendlich auf zwei
.einfache” Hautinfektionen zurlckzufihren war. Der Fallbericht verdeutlicht die
differentialdiagnostische Herausforderung, welche eine PVL-SA Infektion fir die
behandelnden Arztinnen und Arzte darstellen kann.

Basierend auf unseren weiterflihrenden Beobachtungen bei anderen PVL-SA Patientinnen
und Patienten stellen wir die Hypothese auf, dass ein signifikant erhdhtes Gesamt-IgE in
Patienten und Patientinnen mit PVL-SA Infektionen einen haufigen Befund darstellt. Eine
entsprechende Blutentnahme und Bestimmung des Gesamt-IgEs ist jedoch bislang nicht
Gegenstand der Routine-Diagnostik bei PVL-SA Erkrankungen. Dementsprechend sind
weitere Daten zur Bestatigung dieser Hypothese limitiert. Zum aktuellen Zeitpunkt (Stand Méarz
2020) gibt es meines Wissens nach, keine weitere Literatur, welche sich mit dieser
Fragestellung befasst.

Zusammenfassend folgern wir, dass eine PVL-SA Infektion mit erhéhtem Gesamt-IgE einher
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gehen kann. Eine Ko-Infektion von PVL-SA und Scabies kann HIES klinisch ahneln, vor allem,
wenn die Infektionen wie in unserem Fall schon in den ersten Lebensmonaten auftreten. Bei
Patienten und Patientinnen mit Ekzem oder Haut- und Weichteilinfektionen mit erhdhtem
Gesamt-IgE sollten Scabies- oder PVL-SA Infektionen als Differentialdiagnosen erwogen
werden, bevor eine aufwendige und teure molekulargenetische Immundefekt-Diagnostik

eingeleitet wird.

1.5.2 Publikation 2: Ausbruchsanalyse

In dieser Studie konnten wir nach WGS-Auswertung der einzelnen Isolate zeigen, dass der
beschriebene Ausbruch von PVL-SA assoziierten Hautinfektionen wahrscheinlich eine Folge
von Einschleppung des Pathogens Uber ein Familienmitglied von Familie 1 mit internationaler
Reiseanamnese und anschlieRenden Korperkontakten der weiteren Betroffenen war. Dies
deckt sich mit friheren Studien, welche internationale Reisen als Risikofaktor fiir eine PVL-SA
Infektion beschrieben haben (19). Die Auswertung der Assoziation von PVL-SA Infektionen der
einzelnen Kinder und der Haufigkeit von Sozialkontakten untereinander zeigt die Rolle von
engem Kontakt zur Ubertragung des Pathogens, dies bestéatigt bisherige Annahmen und
verdeutlicht die Relevanz von Kindern als Ubertrager des Pathogens (15).

In der Studie zeigten sich sowohl mehrfach von Haut- und Weichteilinfektionen betroffene
Patientinnen und Patienten als auch lediglich asymptomatisch kolonisierte Individuen ohne
Zeichen von Infektionen (vgl. Familie 1). Dieser Umstand wurde auch in der Meta-Analyse von
Shallcross et al. dargestellt (15). Die spezifischen Faktoren der Wirts-Erreger-Interaktion,
welche in einem Fall zu einer hochsymptomatischen Manifestation und in einem anderen Fall
zu einer asymptomatischen Kolonisation fuhren, sind bislang nicht bekannt. Insbesondere in
der Frage nach der klinischen Relevanz des PVL-Toxins kommt diesem Umstand eine grol3e
Bedeutung zu. Die Annahme, dass eine abgelaufene Immunisierung gegen PVL-SA vor der
Entwicklung von floriden Infektionen schitzt, lief3 sich in einer Studie von Hermos et al. nicht
bestatigen. Hohe Serum-Level von Antikérpern gegen die LukS- und LukF-Komponenten des
PVL waren hier nicht mit einer Resistenz gegen PVL-assoziierte Haut- und
Weichteilinfektionen vergesellschaftet (37).

Die rasche Durchseuchung des Kindergartens in der Ausbruchsanalyse verdeutlicht die
Kapazitdt von PVL-SA in einer Gemeinschaftseinrichtung zu einem fulminanten
Ausbruchsgeschehen zu flhren, welches das Eingreifen des Gesundheitsamtes erforderlich
macht. Bislang ist ein PVL-SA Nachweis mit keiner Meldepflichtigkeit verbunden.
Insbesondere unter Beachtung der potenziell schwerwiegenden Infektionen und dem

Risikokollektiv Kinder und Jugendliche sollte eine Meldepflichtigkeit diskutiert werden.
1.5.3 Publikation 3: Retrospektive Kohortenstudie

In dieser Studie wurde ein hohes Vorkommen von periorbitalen Infektionen bei mit PVL-SA
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kolonisierten Kindern und Jugendlichen dokumentiert. Insbesondere ein gehauftes Auftreten
von Hordeola imponierte. Dass es nach erfolgter und erfolgreicher Dekolonisation nicht zum
erneuten Auftreten dieser Infektionen kam, deutet auf einen kausalen Zusammenhang mit der
bekannten PVL-SA Kolonisation hin, auch wenn wir diesen im Rahmen unserer
Beobachtungs-Studie nicht belegen konnten. Unsere Daten lassen annehmen, dass nicht nur
jene Kinder und Jugendliche mit schweren periorbitalen oder orbitalen Infektionen, sondern
auch solche mit rezidivierenden leichten Infektionen, insbesondere Hordeola, von einem
Screening auf PVL-SA und einer Dekolonisation bei PVL-SA Nachweis profitieren kdnnen.
Die Beobachtung von PVL-SA als haufigem Erreger von periorbitalen oder orbitalen
Infektionen deckt sich mit anderen jlingeren Studien, welche aus ophtalmologischem
Blickpunkt das Problem von CA-MRSA untersuchten. Amato et al. zeigten die zunehmende
Verbreitung von CA-MRSA in padiatrischen Augeninfektionen verschiedener Schweregrade,
wahrend Blomquist und Nadig et al. einen &hnlichen Trend in altersdurchmischten
Populationen feststellen konnten (38-40). In diesen Studien war der Fokus die zunehmende
Verbreitung von CA-MRSA in der ophthalmologischen Praxis und die dementsprechende
Zunahme von PVL-Nachweisen war nur ein assoziierter Nebenbefund. Eine Studie von Foster
et al. fand bei Kindern (n = 85) mit periorbitaler oder orbitaler Cellulitis in 85% der Falle PVL-
SA und in 67% der Féalle MRSA (41). Mehrere Fallberichte beschrieben das Auftreten von
schweren, den Visus gefahrdenden Augeninfektionen durch PVL-MRSA (42-44). Das gehaufte
Auftreten von Hordeola wurde bislang noch nicht beschrieben.

Unsere Studie hatte folgende Limitationen: Es wurden nur Kinder eingeschlossen, welche
aufgrund von anderen PVL-SA typischen Infektionen bei uns vorstellig wurden und im Rahmen
der Anamnese zu friheren Augeninfektionen befragt wurden. Die Studie erlaubt daher keine
Aussage zur Haufigkeit periorbitaler Infektionen bei PVL-SA kolonisierten Kinder ohne
zusatzliche Haut- oder Weichteilinfektionen. Durch die vorrangig retrospektive, anamnestische
Erfassung periorbitaler Infektionen konnte nur in einem Fall der Erreger aus Konjunktivalsekret
gewonnen werden. Ansonsten wurden keine routinemafligen mikrobiologischen
Untersuchungen auf PVL-SA im Infekt-Material (Hordeolum, Abszessmaterial,
Konjunktivalabstrich) durchgefihrt. Diesbezlglich besteht weiterer Forschungsbedarf, um den

vermuteten Kausalzusammenhang nachzuweisen.

1.5.4 Publikation 4: Fallserie

Die vorliegende Studie beschreibt das klinische Spektrum von als schwer klassifizierten PVL-
SA Infektionen in einer padiatrischen Population Gber einen Zeitraum von 5 Jahren. Von den
75 aufgrund einer mikrobiologisch nachgewiesenen PVL-SA Kolonisation behandelten
Kindern entwickelten zehn Kinder als schwer klassifizierte Infektionen.

Die in unserer Studie beschriebenen klinischen Manifestationen entsprechen den Ergebnissen

von anderen epidemiologischen Studien, insbesondere in Bezug auf das Kollektiv der
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Betroffenen: meist handelt es sich um ehemals vollig gesunde Kinder und Jugendliche. Nach
einer kurzen Phase eines symptomatischen oberen Atemwegsinfektes entwickelt sich eine
schwere nekrotisierende Pneumonie (16).

In unserer Studie entwickelten zwei Patienten symptomatische Venenthrombosen, welche mit
ausgepragten Weichteilinfektionen des umgebenden Gewebes assoziiert waren. Das
Auftreten von tiefen Venenthrombosen wurde in Zusammenhang mit muskuloskelettalen PVL-
SA Infektionen als signifikante Komplikation beschrieben (45, 46). Ob die erhéhte Virulenz von
PVL-SAim Allgemeinen oder spezifische Wirkmechanismen fur die Thrombogenitat ursachlich
sind, bleibt bislang unklar. In einem ex vivo Modell konnte gezeigt werden, dass PVL in
Patienten und Patientinnen mit PVL-SA-Osteomyelitis durch von Neutrophilen sezernierte
Produkte zur Thrombozyten-Aktivierung beitragt (47). In einem Mausmodell konnte durch
frihe Therapie mit Antibiotika die Zytokinsynthese, Thrombinproduktion und die thrombo-
inflammatorische Reaktion bei MRSA-Infektionen signifikant gesenkt werden (48). Diese
Ergebnisse entsprechen unserer Beobachtung, dass die effektive Therapie des
Infektionsgeschehens flr die Thrombuskontrolle von hoher Wichtigkeit ist. Obwohl
thrombotische Komplikationen bei Kindern selten sind, verdeutlichen unsere Ergebnisse,
entsprechend einer kirzlichen Studie von Sridhar et al., dass im Rahmen von schweren PVL-
SA Infektionen die Notwendigkeit einer Thrombose-Prophylaxe bspw. mit niedermolekularem
Heparin weiter evaluiert werden sollte (49).

Bislang gibt es noch keine spezifischen Therapieprinzipien fur PVL-SA Infektionen, jedoch
zeigen Studien einen Toxin-supprimierenden Effekt von bestimmten Antibiotika, insbesondere
Clindamycin oder Oxazolidinonen wie Linezolid (50, 51). Auch wird an méglichen Impfungen
geforscht. Tran et al. konnten kurzlich in einem Tiermodell an Kaninchen zeigen, dass eine 3-
Komponenten Impfung mit attenuiertem a-Hamolysin, sowie attenuiertem LukF und LukS
gegen einen letalen Verlauf einer USA300-Infektion schitzte (52). Dies passt zu
Beobachtungen von Rasigade et al., welche retrospektiv feststellten, dass Patientinnen und
Patienten mit nekrotisierender Pneumonie weniger schwer erkrankten, wenn sie im Vorfeld
bereits Haut- und Weichteilinfektionen erlitten hatten (53).

In unserer Studie konnten in sechs von zehn Fallen klinische Konstellationen beobachtet
werden, welche schon vor Auftreten von schweren Infektionen suspekt fir eine PVL-SA
Kolonisation der Patientinnen und Patienten bzw. ihrer nahen Kontakte waren. Ein rasches
Screening mit sukzessiver Dekolonisation der Betroffenen hatte moglicherweise die schweren
Infektionen verhindern kdnnen. In einem Fall (vgl. Patient 7) entwickelte sich eine schwere
Infektion trotz zuvor erfolgter Diagnose und Therapie einer milden PVL-SA Infektion und
Kolonisation. Die einmaligen Dekolonisationsmaf3nahmen des Patienten und seiner Familie
waren jedoch nicht erfolgreich gewesen.

Die empfohlenen DekolonisationsmalRnahmen sind in vielen Fallen schwierig durchzufiihren
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und oft auch nach mehreren Durchlaufen erfolglos (18). Die Betroffenen und behandelnde
Arzte und Arztinnen berichten Gber mangelnde Adharenz, da die Manahmen zeitaufwendig
und teuer sind. Hier gibt es weiteren Bedarf zur Verbesserung der Situation. Eine weitere
Studie der Arbeitsgruppe ,PVL-bildender S. aureus” zum Therapieerfolg der ambulanten
Dekolonisationsmalinahmen wurde im April dieses Jahrs publiziert. Hier konnte gezeigt
werden, dass Dekolonisationen bei Ein-Personen-Haushalten signifikant haufiger bereits bei
der ersten Durchfuihrung erfolgreich waren als bei Mehr-Personen-Haushalten. Jedoch flhrten
(maximal funf) Dekolonisationswiederholungen in dieser Studie letztendlich in allen
Haushalten zum Erfolg (54).

1.5.5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte das klinische Spektrum PVL-SA Infektionen bei Kindern und
Jugendlichen anhand von o.g. Publikationen dargestellt werden. Wir konnten sowohl Falle von
schweren invasiven Infektionen, Falle von leichten oder rezidivierenden Infektionen und auch
Falle von asymptomatisch kolonisierten Personen dokumentieren. Anhand der rein
beobachtenden klinischen Studien wird verdeutlicht, dass eine grundlegende Erforschung des
Pathomechanismus des PVL-Toxins und der assoziierten Erkrankungsbilder weiterhin
dringend bendtigt ist, um angemessene Therapien und Praventionsmalnahmen einleiten zu
kénnen. Hier ist die Klarung der fir PVL-SA spezifischen Wirts-Pathogen-Interaktion von
grollem Interesse.

Diesbeziglich hat die Arbeitsgruppe ,PVL-bildender S. aureus® unter anderem eine
Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie (AG A. Zychlinsky)
etabliert, um die Granulozytenfunktion bei Patienten und Patientinnen mit schweren PVL-

Infektionen im Vergleich zu asymptomatisch kolonisierten Personen zu untersuchen.
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Abstract

Objectives

We report on an outbreak of skin and soft tissue infections (SSTI) among kindergarten fami-
lies. We analyzed the transmission route and aimed to control the outbreak.

Methods

The transmission route was investigated by nasal screening for Panton-Valentine leukocidin
(PVL)-producing Staphylococcus aureus (PVL-SA), subsequent microbiological investiga-
tion including whole genome sequencing and a questionnaire-based analysis of epidemio-
logical information. The control measures included distribution of outbreak information to
allindividuals at risk and implementation of a Staphylococcus aureus decontamination
protocol.

Results

Individuals from 7 of 19 families were either colonized or showed signs of SSTI such as mas-
sive abscesses or eye lid infections. We found 10 PVL-SA isolates in 9 individuals. In the
WGS-analysis all isolates were found identical with a maximum of 17 allele difference. The
clones were methicillin-susceptible but cotrimoxazole resistant. In comparison to PVL-SAs
from an international strain collection, the outbreak clone showed close genetical related-
ness to PVL-SAs from a non-European country. The questionnaire results showed frequent
travels of one family to this area. The results also demonstrated likely transmission via direct
contact between families. After initiation of Staphylococcus aureus decontamination no fur-
ther case was detected.
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Conclusions

Our outbreak investigation showed the introduction of a PVL-SA strain into a kindergarten
likely as a result of international travel and further transmission by direct contact. The imple-
mentation of a Staphylococcus aureus decontamination protocol was able to control the
outbreak.

Introduction

Staphylococcus aureus is the most common cause of community-acquired skin and soft tissue
infections (SSTI) [1]. In particular, the development of massive skin abscesses in otherwise
healthy individuals is associated with certain strains of community-acquired S. aureus (2, 3].
These strains very often carry a gene-encoding Panton-Valentine leukocidin (PVL). PVL is a
porin-like exotoxin that lyses leukocytes and is associated with dermonecrosis in the animal
model [4]. In the USA, most isolates from outbreaks resulting from community-acquired
Methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) carry the PVL gene. In Europe, similar outbreaks
are often associated with strains of Methicillin-susceptible S. aureus (CA-MSSA) [5]. However,
both types of outbreaks occur within similar settings. They generally include close physical
contact, the sharing of clothes such as sports or work clothes, or sauna visits 2, 3]. Here, we
report an outbreak of pyoderma resulting from PVL-positive MSSA and its control among
children in an urban kindergarten and their families in Berlin, Germany.

Methods

This work evolved from a cooperation during an outbreak investigation. Only secondary data
from the outbreak scenario was used to conduct this analysis. Written informed consent was
obtained from all participants. The provided data was strictly anonymized for analysis and
publication.

Exclusively RL and LH had access to the original data from the questionnaires and access
to identifying information. As this work arose from routine infection control analyses, the
Charité institutional review board waived the necessity of a previous ethics approval (Ethi-
kausschuss 4 Campus Benjamin Franklin, process number EA4/112/17).

In March 2016, we were informed of a cluster of pyoderma cases among children who
attended the same kindergarten. We established a multidisciplinary outbreak team to treat
affected individuals and started a comprehensive investigation to control the outbreak. We
arranged an information meeting with all families in order to discuss transmission routes
and possible control measures. We performed a screening for nasal PVL-positive S. aureus
(PVL-SA) colonization on all the kindergarten children and teachers. PVL-SA was detected by
bacterial culture and subsequent PCR [6].

The genetical relatedness of the PVL-SA strains was investigated by whole genome sequenc-
ing (WGS) at the German National Reference Center (NRC) for Staphylococci and Enterococci
at the Robert Koch Institute. Illumina short read sequencing and subsequent bioinformatics
analyses using the SeqSphere+ software suite (Ridom, Miinster, Germany) were utilized for this
analysis.

DNA was isolated utilizing the DNeasy Blood 48 and Tissue Kit (Qiagen), followed by
library preparation (Nextera XT Library Prep Kit, Illumina) and Illumina short read sequenc-
ing in paired-end on a MiSeq instrument (2x300 bp). Trimmed reads were assembled de novo
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using the a5-miseq algorithm (Coil etal., Bioinformatics, 2015) and contigs were analyzed by
the SeqSphere+ software suite (Ridom, Miinster, Germany). Strain relatedness based on core
genome MLST (cgMLST) data was inferred from 1790 loci. Allelic differences are defined as
novel alleles allocated due to the presence of SNPs, insertions or deletions.

We developed a questionnaire that was distributed among all families of children in the
kindergarten (S1 Questionnaire). We inquired about the following subjects: skin infections
among family members, chronic skin diseases or other underlying diseases, age, sex, contact
with other kindergarten families outside of the kindergarten, pets, and travel abroad.

Results

Initially, we knew of three symptomatic children who had had severe abscesses during the pre-
vious weeks. This included recurrent abscesses on fingers, necks, knees, thighs, or ears. In all
cases, S. aureus expressing resistance to cotrimoxazole was isolated. The production of PVL

in the S. aureus isolates was examined only in one case and found positive. We suspected an
outbreak and notified the local health authorities. Twenty-three children from 19 families
attended the kindergarten. We found two asymptomatic children carrying PVL-positive S.
aureus. All isolates were methicillin-susceptible but cotrimoxazole-resistant. In addition, all
household contacts of symptomatic children or children with PVL-SA carriage were contacted
and screened for nasal or pharyngeal colonization.

The response rate of the questionnaire was 79% (15 of 19 families). The answers showed
that within the previous 12 months, members of two additional families had been diagnosed
with eyelid abscesses. We defined families with either PVL-SA-colonized or symptomatic
members as affected or case families. Based on the questionnaire’s information on play dates
outside the kindergarten, we created a social network visualization (Fig 1) (The figure was cre-
ated using open access software (http://cuttlefish.sourceforge.net/). The illustration shows the
frequency of contacts between affected and unaffected families. It describes a cluster of play
dates among case families and suggests that the predominant transmission route was most
likely direct contact between the children.

We initiated a 5-day course of S. aureus decolonization for the affected families (symptom-
atic regardless colonization status or PVL-SA carrier) that included all of the family members
who shared a single apartment. The core decolonization protocol consisted of nasal mupirocin
or octenidine ointment three times per day; twice-daily mouthwash with octenidine or chlor-
hexidine; and, daily washing of the body with octenidine or chlorhexidine. Moreover, we rec-
ommended changing all personal care products including toothbrushes, combs and skin care
products, and washing all clothes, towels and bed linens at 60°C. However, in the control
screening-one week after the first decolonization-we found one positive child and one positive
kindergarten teacher. We repeated the decolonization protocol for the remaining carriers a
second time, followed by a control screening (2 weeks later) and a third repetition followed
by a screening only for the remaining carriers (S1 Table). During a follow-up period of ten
months, the affected families did not report any further skin or soft tissue infections. No addi-
tional cases occurred in the kindergarten.

Whole genome sequencing (WGS) was performed on 10 screening isolates of 9 individuals
from 5 families. Sequence type (ST) 1633 and spa-type t355 was verified for all outbreak iso-
lates. While MLST is based on 7 housekeeping genes only, further sub-differentiation with
enhanced discriminatory power was achieved by extracting cgMLST types (CT) considering a
total of 1790 loci. Thereby, CT 3142 was determined for the outbreak isolates which strength-
ens the hypothesis of strain transmission between various family members and unrelated indi-
viduals. As an example and as inferred from pairwise comparisons of the outbreak isolates, a
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Fig 1. Visualization of the social network among kindergarten families outside of the kindergarten.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189961.9001

maximum of 11 allele difference was detected between child A from fam#1 and adult A from
fam#2 (Fig 2). In order to infer evolutionary relatedness, we completed the sample set with iso-
lates from the strain collection of the German NRC for Staphylococci. They were acquired
from pyoderma cases from 5 different countries on 2 continents, exhibiting the following char-
acteristics: MSSA, PVL-positive, spa-type t355. The outbreak cluster was clearly separated
from the closest relative by 68 alleles (Fig 2). This strain (ST152) originated from country A,
outside of Europe. Interestingly, and concordant to the answers given in the above mentioned
questionnaire survey, members of family #1 travel several times per year to this country. The
hypothesis was further examined by comparing PVL-encoding genes and flanking genetic
regions hence verifying a close relationship between country A and the outbreak isolates (not
shown). Unfortunately, due to data protection of the respective family we are obliged to use a
pseudonym for the respective country.

Discussion

This outbreak of PVL-SA-associated skin infection was most likely following introduction of
the pathogen via international travel and subsequent transmission via direct contact. WGS of
the screening isolates showed a genetically close relationship between the outbreak strain and
an often-visited country of one family (family #1). International travel has been described as
risk factor of PVL-SA acquisition and introduction into communities [7, 8].
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Fig 2. Allele-based neighbor-joining (NJ) tree, using cgMLST profiles of S. aureus from the suspected outbreak (10 isolates from 9 individuals)
and from the NRCs strain collection (countries A-D).
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Whereas skin infections on trunk and extremities are the most common sites, some patients
showed signs of periorbital skin infection. This is rare, but has been previously described as
PVL-SA-associated infections [2]. Direct contact is the most likely route of PVL-SA transmis-
sion [2]. As our data showed a clustering pattern of PVL-SA cases among children that often
met for play dates, our data underlines this assumption.

Our results also show that some colonized individuals can develop serious cases of pyo-
derma while others merely remain colonized without signs of skin infection (e.g. family #1).
This goes along with the meta-analysis by Shallgross et al. [2]. Moreover, our survey did not
reveal any association with preexisting skin conditions in this family. This indicates a distinct
pathogen-host interaction that allows for infection in some individuals. However, a study by
Hermos et al. showed that simply high levels of antibodies to PVL components LukF and
LukS are not associated with resistance to SSTI [9]. Future studies on PVL-SA colonized
individuals without history of skin infection are necessary to provide explanations for this
phenomenon.

S. aureus decolonization treatments interrupted further transmission and enabled control
of the outbreak. This is reported to be highly effective in clinical patients while having a
reduced effect in outpatients (2, 3].

Conclusion

We investigated an outbreak of skin infections among families of kindergarten children. WGS
analysis together with the results of a questionnaire showed the introduction of a PVL-SA
strain into a kindergarten. This occurred likely as a result of international travel and further
transmission by direct contact. The implementation of a S. aureus decolonization protocol for
affected families led to the control of the outbreak.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.018996 1
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Abstract

Background: Colonisation with Panton-Valentine Leukocidin expressing strains of Staphylococcus aureus (PVL + SA)
is characterised by recurrent skin and soft tissue infections. While periorbital and orbital infections are common in
children and frequently caused by S. aureus the role of PVL + SA in recurrent eye infections has not been studied.

symptoms of PVL + SA colonisation in children.

of decolonisation procedures.

occurred after successful decolonisation.

decolonisation procedures.

This study aimed to detect and report frequency and recurrence of periorbital or orbital infections as additional

Methods: We conducted a retrospective cohort study of pediatric patients who were treated for PVL + SA skin
and soft tissue infection in our in- and outpatient clinics in Berlin, Germany from January 2012 to January 2017.
We identified cases with periorbital or orbital infections in the year prior to the first PVL + SA evidence. In these
cases, we conducted follow-up interviews by phone to determine recurrence of symptoms after the completion

Results: Fifty pediatric patients (age range: one week to 17 years) were evaluated and treated for PVL + SA
infections in the reported time period. 19 patients (38%) reported periorbital infection or conjunctivitis, with recurrent
hordeola as the most frequent finding (n =9; 18%). Reappearance of hordeola (n = 5) was associated with recurrence
of skin and soft tissue infections and/or de novo detection of PVL + SA. No further hordeola or other eye infections

Conclusion: Our findings suggest a frequent involvement of periorbital skin in children with PVL + SA infections.
Pediatric patients with recurrent periorbital infections might benefit from PVL + SA screening and consecutive

Keywords: Panton-Valentine Leucocidin, PVL, Staphylococcus aureus, Hordeolum, Pediatrics, Eye infection, Lid abscess

Background

Periorbital and orbital infections such as hordeola, con-
junctivitis, preseptal and orbital cellulitis are common
infections of the eye frequently caused by Staphylococcus
aureus (S. aureus) [1]. These infections are often the
result of ascending infections from the nasopharynx,
lacrimal sac or sinuses, common sites of S. aureus colon-
isation [2—4]. A hordeolum is an acute infection of the
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glands of the eyelid. Hordeola are common, however,
there is no exact data on the incidence in children or
adults. Due to cosmetic reasons, pain, itching and swell-
ing recurrent hordeola can have a negative impact on a
childs well-being. A recent Cochrane analysis demon-
strated a lack of standardised therapeutic guidelines for
single or recurrent hordeola [5].

S. aureus is the predominant cause for skin and soft tis-
sue infections (SSTI) in the world [6]. About 30% of the
general population carry the facultative pathogenic com-
mensal on their skin, mucosa and conjunctiva [7-9]. It is
primarily associated with non-invasive infections such as
skin abscesses, furunculosis and wound infections, less

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commeons Attribution 40
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frequently with more severe infections such as sepsis,
osteomyelitis and pneumonia [10]. Nasal colonisation with
S. aureus has been described as an important risk factor in
developing SSTI and eye infections [2, 11-13].

Since the 1990s there has been an increase of infec-
tions with S. aureus strains expressing the exotoxin
Panton-Valentine Leukocidin (PVL + SA), which are
mainly characterised by recurrent SSTI [14].

Both methicillin-sensitive (MSSA) as well as methicillin-
resistant (MRSA) strains of S. aureus express the leukoci-
din encoded by bacteriophage genes lukS and lukF [15]. In
the US, most cases reported are caused by community
acquired methicillin resistant strains (CA-MRSA). Al-
though a rise of PVL + CA-MRSA has been reported, PVL
expression is still mainly associated with MSSA in Europe
[16-19].

In our routine clinical care a remarkable number of
children treated for PVL + SA SSTI reported multiple,
recurrent and bothersome hordeola. To our knowledge,
no studies on pediatric patients with PVL + SA skin in-
fection explored the involvement of the periorbital skin
or orbita. To date, there are several case reports on se-
vere eye infections with PVL+ CA-MRSA, but none
with PVL+ MSSA [20-22]. Reports on PVL+SA in
non-threatening periorbital infections are scarce.

This study aimed to detect and report frequency and
recurrence of periorbital or orbital infections as add-
itional symptoms of PVL + SA colonisation in children.

Methods

We conducted a retrospective cohort study of pediatric
patients who were treated for PVL+ SA SSTI in our
pediatric in- and outpatient clinics from January 2012
to January 2017. At first presentation in our outpatient
clinic, parents of affected children underwent standard-
ized interviews comprising questions on localization
and frequency of SSTI and the occurrence and fre-
quency of hordeola up to one year prior to first evi-
dence of PVL +SA infections in the affected child.
Screening swabs from anterior nares and oropharynx
were taken in each patient. Patients who had been
tested positive for PVL +SA in at least one sample
(naso-pharyngeal screening swabs and/or swabs from
other location, e.g. material from SSTI) were included
in this study. In patients with periorbital infection at
presentation conjunctival swabs were taken. S. aureus
was detected by standard bacterial culture. Antimicro-
bial susceptibilities were determined using a Vitek® 2
automated system and the standard criteria of the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). The presence of the genes encod-
ing PVL (lukS and lukF) was assessed by polymerase
chain reaction (PCR) as described previously [23]. We
excluded patients who had been treated for PVL + SA
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based on clinical data (typical symptoms plus PVL + SA
evidence in household members) but had been tested
negative for PVL + SA in the screening swabs.

Data were collected from electronic medical records
and archived files. Our main research parameter was the
occurrence of an eye infection within 12 months prior to
the first PVL + SA detection. We defined eye infection as
self-report or diagnosis of at least one periorbital or or-
bital infection. We defined recurrent infection as more
than two episodes during the reported time period. All
patients received decolonisation measures (consisting of:
topical application of mupirocin nasal ointment and
antiseptic treatment of mouth, hair, skin and housing
space for at least five days). Successful decolonisation
was defined as two negative screening swabs plus no re-
currence of SSTL. In patients with a history of eye infec-
tion we conducted follow up interviews by phone at
least two months after completion of decolonisation
measures to detect any recurrence of symptoms after
two months. Data were processed using Microsoft”
Excel® 2013.

Results

From January 2012 to January 2017 72 children had re-
ceived treatment for PVL + SA associated SSTI in our
clinic. 22 of these children were treated based on clinical
data alone and thus excluded from our study. The
remaining 50 patients were included. Median age was
6 years (Range: one week - 17 years). 54% of patients
were male (n =27) and 46% female (1 =23). Seven chil-
dren (14%) were infected with PVL + MRSA, all others
(86%) with PVL + MSSA. In one patient (age: 17) with
multiple hordeola at presentation, PVL + SA was cul-
tured from conjunctival swabs. 19 patients (38%) re-
ported periorbital infections. The characteristics of these
patients are summarised in Table 1. Patients suffered
from eyelid abscesses (n =5), preseptal cellulitis (n = 1),
conjunctivitis (# =3) and hordeola (n =12). Nine of
these patients (18%) reported recurrent hordeola, with
the onset of hordeola with a temporal connection to the
onset of SSTI (Fig. 1). Four patients were lost to
follow-up. In five patients eye infection reappeared, how-
ever, this was associated with recurrence of SSTI in all
five cases, with de novo detection of PVL + SA in two
cases. In the remaining ten patients no further hordeola
or periorbital infections occurred after successful decol-
onisation (follow-up: 10 weeks to 36 months).

Discussion

Our study demonstrates a high frequency of periorbital
infections in pediatric patients with PVL + SA associated
SSTIL. Recurrent hordeola were observed in 18% of chil-
dren with PVL + SA colonisation. Other manifestations
comprised conjunctivitis, preseptal cellulitis and eyelid
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Table 1 Characteristics of PVL positive children with eye infections
Patient  Age at MRSA  Hordeola  Conjunctivitis  Preseptal  Eyelid abscess ~ Recumence Recurrence of De novo
diagnosis cellulitis of SSTI eye infection detection
No. months (years)  yes/no  n n n n yes/no yes/no yes/no/not
tested
1 114 (9) no >2 1] 0 0 no no not tested
2 1(0) no 0 2 1 0 no no not tested
3 155 (12) no >2 0 0 0 no no not tested
4 117 (9) no >2 0 0 0 yes yes not tested
5 16 (1) no 1 0 0 0 yes yes yes
6 14 (1) no 0 1 1 0 no no not tested
7 205 (17) no >2 0 0 0 yes yes yes
8 195 (16) no 1 0 0 1 Lost to follow-up  Lost to follow-up  not tested
9 80 (6) no 1 0 0 0 yes yes not tested
10 0(0) yes 0 2 0 0 Lost to follow-up  Lost to follow-up  not tested
n 30(2) no 0 0 0 1 no no not tested
12 199 (16) no 552 0 0 0 no no not tested
13 54 (4) no >2 0 1] 0 no no not tested
14 9(0) no 0 1 0 0 no no not tested
15 96 (8) no >2 0 0 0 no no not tested
16 54 (4) no >2 0 0 0 no no not tested
17 122 (10) no 37 0 0 1 yes yes not tested
18 73 (6) yes 0 0 0 1 Lost to follow-up  Lost to follow-up  not tested
19 122 (10) yes 0 0 0 1 Lost to follow-up  Lost to follow-up  not tested

abscesses. In cases with successful and sustained decol-
onisation of PVL + SA no further episode of an eye in-
fection occurred.

A recent study of periorbital and orbital cellulitis from
the USA (n = 85, children) by Foster et al. [24] found PVL
+SA evidence in 85% (n =72) cases. In another study

(n =49, patients of all ages) by Blomquist et al. [25] the
most common eye manifestations of CA-MRSA infection
were preseptal cellulitis/lid abscesses and conjunctivitis.
Hordeola were not evaluated in this study. A case series
(n =9, adult patients) from the USA by Rutar et al. [26]
showed the capacity of PVL + MRSA to cause severe eye

L

62% no
POI

d
¥
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Bar: Proportion of types of POl reported by the POI cohort

Fig. 1 Presentation of eye infection in PVL positive children. Circle: Proportion of PVL+ children (n = 50) with or without periorbital infection (POI).
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infections. Nadig et al. [27] detected a high number
(n =22 of 33) of PVL + MRSA in a study on eye infec-
tions in patients of all ages in India. Two case reports
from the UK by Alaghband et al. [22] and from the
USA by Rutar et al. [26] presented patients with severe
orbital infections resulting in blindness or bacteraemia
in otherwise healthy adults. Tsironi et al. [21] reported
the case of a previously healthy neonate who developed
orbital cellulitis with PVL + MRSA. Sueke et al. [28] re-
ported 9.5% PVL+SA in S. aureus isolates from bacter-
ial keratitis in the United Kingdom.

Our data suggests that not only pediatric patients with
severe but also those with recurrent but non-threatening
periorbital infections (especially hordeola) should be
tested for nasopharyngeal PVL + SA colonisation. In case
of PVL + SA detection decolonisation measures should
be recommended as described by Gillet et al. [29].

PVL detection depends on accurate sampling, culture
and PCR conditions [30]. This should be taken into
consideration in patients with typical symptoms but no
evidence of PVL + SA.

Also, routine testing for nasopharyngeal or conjunctival
colonisation with PVL + SA in patients with a history of
SSTI or eye infections may be limited by significant costs
of lukS/IukF PCR, especially for primary care physicians
with limited budgets.

Therefore, decolonization measures can occasionally
be considered in patients with a classic history of recur-
rent SSTI when testing for PVL + SA is not feasible or
negative.

For our study, we evaluated children who presented
with SSTI and were than assessed for a history of prior
eye infections. Because of this selection bias we do not
know the extent of PVL + SA colonisation in children
with eye infections but no history of SSTI. Further study
of children with recurrent eye infections could deter-
mine the frequency of PVL + SA. As a further limitation
of our study, we did not include routine screening of
conjunctival swabs, lid abscess material or hordeolum
tissue for PVL + SA. Further studies with microbiologic
testing of conjunctival swabs from symptomatic patients
or tissue obtained from hordeola are required to prove
the causal relationship between PVL + SA and recurrent
eye infections, especially hordeola.

Conclusion

Our findings suggest a frequent involvement of periorbital
skin in children with PVL + SA infections. Pediatric pa-
tients with recurrent periorbital infections might benefit
from PVL + SA screening and staphylococcal decolonisa-
tion procedures.

Abbreviations

CA: community aquired; EUCAST: European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus;

Page 4 of 5

MSSA: methicillin-sensitive Staphylococcus aureus; PCR: polymerase chain
reaction; PVL: Panton-Valentine Leukocidin; SA: Staphylococcus aureus;
SSTI: skin and soft tissue infections

Funding

We acknowledge support from from the German Research Foundation (DFG)
and the Open Access Publication Fund of Charité - Universitatsmedizin
Berlin.

Availability of data and materials
Raw data can be obtained from R. Krliger (rkrueger@charite.de).

Consent to publish
Parents gave verbal informed consent to publication of study results. All
couthors consented to publication of study results.

Authors’ contributions

PAH contributed to data collection, analysis and wrote the manuscript. LGH,
MN, CB and HVB provided patient data and contributed to data analyses and
interpretation, they critically reviewed the manuscript. RL performed
microbiology testing, contributed to data interpretation and critically reviewed
the manuscript. RK initiated the study, provided patient data, contributed to
data collection and analyses and revised the manuscript. All authors read and
approved the final manuscript.

Ethics approval and consent to participate

Parents gave verbal informed consent to telephone interviews, data
collection and publication of study results. The study was approved by the
local Ethics Committee (Charité, Berlin, Germany, EA2/190/17). Verbal consent
was approved since no interventions appart from routine clinical care were
performed and data were collected retrospectively from clinical charts.

Consent for publication
n/a.

Competing interests
The authors declare no competing interests.

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

Author details

'Department of Pediatric Pneumology, Immunology and Intensive Care,
Charité - Universitatsmedizin Berlin, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin,
Germany. “Department of Medical Immunology, Charité - Universitatsmedizin
Berlin, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, Germany. “Department of
Hygiene, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Germany, Augustenburger Platz
1, 13353 Berlin, Germany. “Department of Internal Medicine/Infectious
Diseases and Pulmonary Medicine, Charité -Universitatsmedizin Berlin,
Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, Germany. “Department of
Neonatology, Charité - Universitdtsmedizin Berlin, Augustenburger Platz 1,
13353 Berlin, Germany. SSozialpadiatrisches Zentrum, Charité -
Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Germany. “Labor Berlin GmbH, Fachbereich
Immunology, Charité -Vivantes, Berlin, Germany. “Berlin Center for
Regenerative Therapies (BCRT), Charité - Universitatsmedizin Berlin,
Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, Germany.

Received: 16 October 2017 Accepted: 30 July 2018
Published online: 06 August 2018

References

1. Liu T, Kao SC, Wang AG, Tsai CC, Liang CK, Hsu WM. Preseptal and orbital
cellulitis: a 10-year review of hospitalized patients. J Chin Med Assoc. 2006;
69(9):415-22.

2. Roodyn L. Staphylococcal infections in general practice. Br Med J. 1954;
2(4900):1322-5.

3. Dougherty JM, McCulley JP. Comparative bacteriology of chronic blepharitis.
Br J Ophthalmol. 1984;68(8):524-8.



43

Hoppe et al. BMC Infectious Diseases (2018) 18:371

20.

21.

22,

23

24,

Mathias MT, Horsley MB, Mawn LA, Laquis SJ, Cahill KV, Foster J, et al.
Atypical presentations of orbital cellulitis caused by methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Ophthalmology. 2012;119(6):1238-43.

Lindsley K, Nichols JJ, Dickersin K. Interventions for acute internal
hordeolum. Cochrane Database Syst Rev. 2013;4:Cd007742.

Diekema DJ, Pfaller MA, Schmitz FJ, Smayevsky J, Bell J, Jones RN, et al.
Survey of infections due to Staphylococcus species: frequency of
occurrence and antimicrobial susceptibility of isolates collected in the
United States, Canada, Latin America, Europe, and the westem Pacific
region for the SENTRY antimicrobial surveillance program, 1997-1999, Clin
Infect Dis. 2001;32(Suppl 2)S114-32.

Mino de Kaspar H, Koss MJ, He L, Blumenkranz MS, Ta CN. Antibiotic
susceptibility of preoperative normal conjunctival bacteria. Am J
Ophthalmol. 2005;139(4):730-3.

Gorwitz RJ, Kruszon-Moran D, McAllister SK, McQuillan G, McDougal LK,
Fosheim GE, et al. Changes in the prevalence of nasal colonization with
Staphylococcus aureus in the United States, 2001-2004. J Infect Dis. 2008;
197(9):1226-34.

Chang VS, Dhaliwal DK, Raju L, Kowalski RP. Antibiotic resistance in the
treatment of Staphylococcus aureus keratitis: a 20-year review. Comea.
2015;34(6):698-703.

Tong SY, Davis JS, Eichenberger E, Holland TL, Fowler VG Jr. Staphylococcus
aureus infections: epidemiology, pathophysiology, clinical manifestations,
and management. Clin Microbiol Rev. 2015;28(3):603-61.

Kluytmans J, van Belkum A, Verbrugh H. Nasal carriage of Staphylococcus
aureus: epidemiology, underlying mechanisms, and associated risks. Clin
Microbiol Rev. 1997;10(3):505-20.

Toshkova K, Annemuller C, Akineden O, Lammler C. The significance of
nasal carriage of Staphylococcus aureus as risk factor for human skin
infections. FEMS Microbiol Lett. 2001,202(1):17-24.

Wertheim HF, Melles DC, Vos MC, van Leeuwen W, van Belkum A, Verbrugh
HA, et al. The role of nasal carriage in Staphylococcus aureus infections.
Lancet Infect Dis. 2005,5(12).751-62.

Shallcross LJ, Fragaszy E, Johnson AM, Hayward AC. The role of the Panton-
valentine leucocidin toxin in staphylococcal disease: a systematic review
and meta-analysis. Lancet Infect Dis. 2013;13(1)43-54.

Prevost G, Cribier B, Couppie P, Petiau P, Supersac G, Finck-Barbancon V,
etal. Panton-valentine leucocidin and gamma-hemolysin from
Staphylococcus aureus ATCC 49775 are encoded by distinct genetic loci
and have different biological activities. Infect Immun. 1995;63(10):4121-9.
Moran GJ, Krishnadasan A, Gorwitz RJ, Fosheim GE, McDougal LK, Carey RB,
etal. Methicillin-resistant S. Aureus infections among patients in the
emergency department. N Engl J Med. 2006;355(7):666-74.

Witte W, Strommenger B, Cuny C, Heuck D, Nuebel U. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus containing the Panton-valentine leucocidin gene in
Germany in 2005 and 2006. J Antimicrob Chemaother. 2007,60(6):1258-63.
Rasigade JP, Laurent F, Lina G, Meugnier H, Bes M, Vandenesch F, et al.
Global distribution and evolution of Panton-valentine leukocidin-positive
methicillin-susceptible Staphylococcus aureus, 1981-2007. J Infect Dis. 2010;
201(10):1589-97.

Shore AC, Tecklenborg SC, Brennan G, Ehricht R, Monecke S, Coleman DC.
Panton-valentine leukocidin-positive Staphylococcus aureus in Ireland from
2002 to 2011: 21 clones, frequent importation of clones, temporal shifts of
predominant methicillin-resistant S. Aureus clones, and increasing
multiresistance. J Clin Microbiol. 2014,52(3):859-70.

Rutar T, Zwick OM, Cockerham KP, Horton JC. Bilateral blindness from
orbital cellulitis caused by community-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Am J Ophthalmol. 2005;140(4):740-2.

Tsironi EE, Zacharaki F, Grivea IN, Tachmitzi SV, Michoula AN, Viychou M, et al.
European ST80 community-associated methicillin-resistant Staphylococcus
aureus orbital cellulitis in a neonate. BMC Ophthalmol. 2012;12:7.

Alaghband P, Oworu O. An unusual case of orbital cellulitis due to Panton
valentine Leucocidine producing Staphylococcus aureus. Eye (Lond). 2013;
27(1):108-9.

Becker K, Larsen AR, Skov RL, Paterson GK, Holmes MA, Sabat AJ, et al.
Evaluation of a modular multiplex-PCRmethicillin-resistant Staphylococcus
aureus detection assay adapted for mecCdetection. J Clin Microbiol. 2013
Jun;51(6):1917-9.

Foster CE, Yarotsky E, Mason EO, Kaplan SL, Hulten KG. Molecular
Characterization of Staphylococcus aureus Isolates From Children With Periorbital
or Orbital Cellulitis. ) Pediatric Infect Dis Soc. 2017. Epub ahead of print.

25.

26.

27.

28,

29

30.

Page 5 of 5

Blomgquist PH. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections of the
eye and orbit (an American ophthalmological society thesis). Trans Am
Ophthalmol Soc. 2006;104:322-45.

Rutar T, Chambers HF, Crawford JB, Perdreau-Remington F, Zwick OM, Karr
M, et al. Ophthalmic manifestations of infections caused by the USA300
clone of community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
Ophthalmology. 2006;113(8):1455-62.

Nadig S, Velusamy N, Lalitha P, Kar S, Sharma S, Arakere G. Staphylococcus
aureus eye infections in two Indian hospitals: emergence of 5T772 as a
major clone. Clin Ophthalmol. 20126:165-73.

Sueke H, Shankar J, Neal T, Winstanley C, Tuft S, Coates R, et al. IukSF-PV in
Staphylococcus aureus keratitis isolates and association with clinical outcome.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2013;54(5):3410-6.

Gillet Y, Dumitrescu O, Tristan A, Dauwalder O, Javouhey E, Floret D, et al.
Pragmatic management of Panton-valentine leukocidin-associated
staphylococcal diseases. Int J Antimicrob Agents. 2011;38(6):457-64.

Sewell DL, Potter SA, Jacobson CM, Strausbaugh LJ, Ward TT. Sensitivity of
surveillance cultures for the detection of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus in a nursing-home-care unit. Diagn Microbiol Infect Dis. 1993;17(1):53-6.

Ready to submit your research? Choose BMC and benefit from:

« fast, convenient online submission

« thorough peer review by experienced researchers in your field

« rapid publication on acceptance

« support for research data, including large and complex data types

* gold Open Access which fosters wider ion and i i

* maximum visibility for your research: over 100M website views per year

K BMC

At BMC, research is always in progress.

Learn more biomedcentral.com/submissions




44

2.4 Severe infections of Panton-Valentine leukocidin positive Staphylococcus

aureus in children.

Hoppe P-A, Holzhauer S, Lala B, Bluhrer C, Gratopp A, Hanitsch L, Humme D, Kieslich M,
Kallinich T, Lau S, Leistner R, Niebank M, Pokrywka A, Ringe H, Schaper A-S, Schroder J-T,
Schwarz C, Staab D, Stegemann M, Krlger R. Severe infections of Panton-Valentine
leukocidin positive Staphylococcus aureus in children. Medicine. 2019;98:e17185.
https://dx.doi.org/10.1097%2FMD.0000000000017185



https://dx.doi.org/10.1097%2FMD.0000000000017185

s0zIEL 0

45

| observational study Med i Ci n e

Severe infections of Panton-Valentine leukocidin

positive Staphylococcus aureus in children

Pia-Alice Hoppe, MD?, Susanne Holzhauer, MDb, Birgit Lala, MD®, Christoph Btihrer, MDd,

Alexander Gratopp, MD?, Leif Gunnar Hanitsch, MD®, Daniel Humme, MD', Moritz Kieslich, MD9,

Tilmann Kallinich, MD?, Susanne Lau, MD? Rasmus Leistner, MD", Michaela Niebank, MD/, )
Anna Pokrywka, MD', Hannelore Ringe, MD?, Anne-Sophie Schaper, MDd, Jennyver-Tabea Schroder, MD,
Carsten Schwarz, MD?, Doris Staab, MD?, Miriam Songa Stegemann, MD', Stephanie Thee, MD?,

Verena Vamholt, MD?, Horst von Bemuth, MD, PhD?*!, Steffen Weber-Carstens, MD™, Anke Wendt, MD?,
Renate Kriiger, MD*"

Abstract

Infections caused by Panton-Valentine leukocidin-positive Staphylococcus aureus (PVL-SA) mostly present as recurrent SQ‘
abscesses and furunculosis. However, life-threatening infections (eg, necrotizing pneumonia, necrotizing fasciitis, and osteomyelitis)
caused by PVL-SA have also been reported.

We assessed the clinical phenotype, frequency, clinical implications (surgery, length of treatment in hospitals/intensive care units,
and antibiotic treatments), and potential preventability of severe PVL-SA infections in children.

Total, 75 children treated for PVL-SA infections in our in- and outpatient units from 2012 to 2017 were included in this retrospective
study.

Ten out of 75 children contracted severe infections (PVL-methicillin resistant S aureus n=4) including necrotizing pneumonia (n =
4), necrotizing fasciitis (n=2), pyomyositis (n=2; including 1 patient who also had pneumonia), mastoiditis with cerebellitis (n=1),
preorbital cellulitis (n= 1), and recurrent deep furunculosis in an immunosuppressed patient (n = 1). Specific complications of PVL-SA
infections were venous thrombosis (n=2), sepsis (n=5), respiratory failure (=>5), and acute respiratory distress syndrome (n=3).
The median duration of hospital stay was 14 days (range 5-52 days). In 6 out of 10 patients a history suggestive for PVL-SA
colonization in the patient or close family members before hospital admission was identified.

PVL-SA causes severe to life-threatening infections requiring lengthy treatments in hospital in a substantial percentage of
symptomatic PVL-SA colonized children. More than 50% of severe infections might be prevented by prompt testing for PVL-SA in
individuals with a history of abscesses or furunculosis, followed by decolonization measures.

Abbreviations: ARDS = acute respiratory distress syndrome, CA-MRSA = community acquired MRSA, DVT = deep venous
thrombosis, ICU = intensive care unit, IMC = intermediate care unit, MBRSA = methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MSSA =
methicilin sensitive Staphylococcus aureus, PVL = Panton-Valentine leukocidin, PVL-SA = Panton-Valentine leukocidin positive
Staphylococcus aureus, SA = Staphylococcus aureus, SSTI = skin and soft tissue infections, URTI = upper respiratory tract
infection.

Keywords: children, infection, intensive care, Panton-Valentine leukocidin
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1. Introduction

In recent years, the staphylococcal exotoxin Panton-Valentine
leukocidin (PVL) has been recognized for its involvement in
recurrent skin and soft tissue infections (SSTI).!"*! While PVL-
negative Staphylococcus aureus strains are still the predominant
cause for SSTI, PVL-positive S aureus strains (PVL-SA) are
responsible for a growing number of local epidemic outbreaks
and serious illnesses.>*! PVL-SA infections are characterized by
multiple or recurrent furuncles, abscesses, or periorbital
infections.™! Options to prevent recurrent SSTI include a
decolonization protocol comprising mupirocin nasal ointment,
antiseptic throat rinses, antiseptic washings, change of towels, bed
linen, and clothes; and disinfection of potentially contaminated
items over a period of 5 days!®!; see also: www.pvl-abszess.de.

Although PVL-SA is primarily known for causing furunculosis,
it is also associated with life-threatening infections such as
necrotizing pneumonia, necrotizing fasciitis, and osteomyelitis,
especially in young, previously healthy patients.!”**!

The 2-component pore-forming leucocidin is coded by
bacteriophage genes [ukS and lukF and can be expressed by
both methicillin-sensitive (MSSA) and methicillin-resistant
(MRSA) strains of § aureus.” The human-pathogen interaction
of PVL-SA remains poorly understood and in vitro studies and
murine models often show conflicting results.'®"'3] Regional
differences in MRSA and MSSA distribution have been reported.
Most of the PVL-SA strains in Europe have been identified to be
MSSA,"* while in the US, the main causes of PVL-SA infections
are a variety of community-acquired MRSA (CA-MRSA) strains,
especially strain USA-300."%

In Germany, when S aureus is identified in culture, assessment
of PVL expression by lukS/lukF using polymerase chain reaction
(PCR) is not performed routinely. Moreover, knowledge of PVL-
SA and its clinical consequences remains insufficient in clinicians
treating the patients with PVL-SA infections, leading to a
significant diagnostic delay. Many PVL-SA colonized patients
suffer from recurrent SSTI and may receive multiple antibiotic
treatments and surgeries before diagnosis and decolonization.
Some patients even undergo testing for immunodeficiency, before
PVL-SA colonization is considered.!'®'”)

The aims of this study were to

(1) determine the clinical spectrum and the frequency of severe
infections due to PVL-SA, in children treated at an university
hospital from 2012 to 2017,

(2) reportthe length of treatment in affected children at hospitals/
intensive care units (ICU), and

(3) identify the cases in which severe disease and prolonged
hospital stay may have been preventable.

2. Methods

We conducted a retrospective case study of children who were
treated in our in- and outpatient units (Charité Universititsme-
dizin Berlin — Childrens’ Hospital) for PVL-SA infections from
January 2012 to December 2017. Only patients who had been
tested positive for PVL + SA in at least 1 sample (naso-pharyngeal
swabs and/or swabs from other location, eg, tracheobronchial
secretion or material from SSTI) were included in this study.
Swabs were cultivated on Columbia agar with 5% sheep
blood. Species identification and antimicrobial susceptibility
testing were performed using a Vitek 2 system, applying EUCAST
breakpoints. The detection of PVL LukS/LukF was performed
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using commercially available PCR (eazyplex MRSAplus
REF7611; Amplex Biosystems GmbH, Giessen, Germany).

Molecular genetic testing for PVL was not routinely performed
by our microbiology division after isolation of S aureus but was
requested when the clinical course was suggestive for an infection
with PVL-SA.

Patient records were retrieved from electronic medical records
and archived files. We defined “severe infection™ as “intravenous
antibiotic treatment” and “admission to an ICU” or “admission
to an intermediate care unit (IMC)” or “major emergency
surgery” associated with active PVL-SA infection in contrast to
mere asymptomatic colonization or minor skin infections. In the
identified cases, we collected data on duration of hospital stay
in days, antibiotic treatment, surgery, as well as ventilation
assistance. Potential prevention options were retrospectively
assessed via telephone interviews. We obtained written informed
consent to publish diagnostic images from the patient’s
custodians.

Data processing and statistical analyses: data were processed
using Microsoft Excel 2013.

3. Results

A total of 75 children treated for PVL-SA infection were included
in the analysis. Sixty-five children suffered from SSTI and/or
hordeola with PVL-SA detection in SSTI material or nasopha-
ryngeal swabs.”®! Ten children presented with infections that
fulfilled the criteria of a severe infection. Data about these
patients are presented in Table 1.

Age of the patients ranged from 1 week to 15 years (mean age
5.5 years). Six patients were boys and 4 were girls. Two patients
presented with serious pre-existing conditions: patient 5 with
neonatal drug withdrawal and asymptomatic congenital cyto-
megalovirus infection and patient 9 with status post heart
transplantation and subsequent immunosuppressive treatment.
MRSA was detected in 4 cases. Clinical manifestations included
necrotizing pneumonia (n=4), necrotizing fasciitis (n=2),
pyomyositis (n=2), mastoiditis (n=1), preorbital cellulitis (n=
1), and recurrent deep furunculosis in an immunosuppressed
patient (n=1). Specific complications of severe PVL-SA infections
were venous thrombosis (n=2), sepsis (n=35), cerebellitis (n=1),
respiratory failure (n=35), and acute respiratory distress
syndrome (ARDS; n=3). The median hospital stay was 14 days
(range 5-52 days) and the median ICU/ IMC stay was 10 days
(range 0-52 days). All patients survived; 1 patient had residual
disability after discharge (patient 6, see below). Primary
immunodeficiency (in particular, chronic granulomatous disease)
was excluded in all patients with severe infections.

3.1. Necrotizing pneumonia

Four children who had previously been in good general health
were diagnosed with necrotizing pneumonia. Four days before
his admission, patient 1 had an axillary abscess surgically incised
and drained. Patients 3 and 4 had close relatives who had
recurrent SSTL. In 3 patients, pneumonia was preceded by 3 to 10
days of symptoms of upper respiratory tract infections (URTI).
One patient was diagnosed with influenza A-HSN1 and 1 with
human respiratory-syncytial-virus-B. PVL-SA was cultured from
blood, pleural exudate, sputum, and bronchial lavage samples.
CA-MRSA was detected in 2 patients. Figures 1 and 2 show
initial imaging of patient 4 and 6, respectively. Intensive care
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Pediatric patients with severe PVL-SA infections.

Patient Age, Pre-existing SSTl in SSTlin Prodromal URTI Deep venous  Hospital ICU/IMC
no.: Gender mo  Clinical phenotype conditions patient i or co-i i MRSA i stay, d stay, d
1 Male 172 Necrotizing pneumonia None Avillary abscess None None No Left femoral vein 14 13
Pyomyositis thrombosis
2 Male 9 Necrotizing fascitis Purulent conjunctivitis None None Yes; unspecified  No None 14 10
3 Male 12 Necrotizing pneumonia None None Yes Yes; unspecified  Yes None 51 29
4 Female Necrotizing pneumonia  None None Yes Yes; RSV-B* No None 18 14
5 Male 0 Necrotizing fascitis NOW* Furunculosis None None Yes None 37 37
Congenital CMV® Panaritium
Purulent conjunctivitis
Male 182  Necrotizing pneumonia None None None Yes; Influenza A Yes None 58 58
7 Male 138  Mastoiditis None Furunculosis Yes None Yes Cerebral sinus 14 14
Cerebellitis vein thrombosis
8 Female 61 Pyomyositis None None None None No None 8 0
9 Female 100 Furunculosis s/p Heart-transplantation ~ Furunculosis None None No None 7 7
Immunosuppression
10 Female 0 Preorbital cellulitis None None None None No None 5 5
Furunculosis
CW= d=days, ICU=ints care unit, IMC = intermediate care unit, MRSA =methicilli istant ! aureus, NOW= tal-drug-wi RSV syncytial-

virus, SSTI=skin and soft tissue infections (before admission), URTI = upper respiratory tract infections (before admission).

treatment included varying regimens of intravenous antibiotics,
ventilation assistance (including veno-venous extracorporeal
membrane oxygenation, controlled ventilation, noninvasive
ventilation, and heated humidified high flow therapy), and
therapeutic anticoagulation (see below). Complications observed
included sepsis, ARDS, pyomyositis, and deep vein thrombosis
(DVT). Patients 1, 3, and 4 were discharged in satisfying general
health. After a lengthy rehabilitation due to complications and re-
admission, patient 6 had persisting postintensive care syndrome,
including reduced lung capacity (Fig. 3) and critical illness
polyneuropathy.

3.2. Invasive soft tissue infections

Two patients were diagnosed with necrotizing fasciitis of the
thorax. Patient 2, a previously healthy infant, initially presented
with symptoms of URTI and purulent conjunctivitis. Within
hours after admission, he rapidly developed swelling and redness
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Figure 1. Patient 4 at admission. Coronal CT of the chest. Lobar pneumonia of
the left lung. Small arrows: border of pleural empyema with gas inclusions
(small black arrows). CT = computed tomography.

of the right thorax. Patient 5 was an in-patient in the neonatal
ICU receiving treatment for neonatal drug withdrawal from
opioids. Six days after birth, he developed multiple panaritia,
purulent conjunctivitis, and purulent pustules of the left axilla. At
4 weeks, he developed rapid swelling and redness of the left
thorax (Fig. 4). In both patients, early surgical intervention with
necrosectomy and drainage, in combination with broad
antibiotic treatment, led to satisfying improvement of the clinical
situation. Negative pressure wound therapy was used in patient
2. Both patients were discharged in satisfying general health.
Two patients were diagnosed with pyomyositis. Three days
after admission, while still in intensive care, patient 1 (see above)

Figure 2. Patient 6 at admission. Anteriomposterior radiograph of the chest at
the time of admission. Left lung: Primarily basal lobar pneumonia. Right lung:
perihilar infitration. Intubation tube, central line, and gastric tube in loco typico.
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Figure 3. Patient 6 at 4 months after admission. Coronal CT of the torso. Small
arrows: epiphrenic residual lesions. Small black arrows: hilar lymph nodes. CT
= computed tomography.

developed new swelling and pain on his left leg and a resurgence
of fever. Diagnostic imaging showed signs of pyomyositis and
fasciitis (Fig. 5). Purulent infections in the left anterior femoral
and anterior tibial compartments were surgically drained. The
previously healthy patient 8 presented with recurrent fever and
painful swelling of the upper arm, which had developed in 2
weeks. Prompt surgical intervention showed a purulent infection
of the flexor compartment of the arm. Both patients were
discharged in satisfying general health.

Figure 4. Patient 5 at 4 weeks after admission. Coronal MRI with TIRM
sequence of the torso. Large arrow: axillary abscess formation. Small arrows:
cellulitis. MRI = magnetic resonance imaging; TIRM =turbo-inversion recovery-
magnitude.

Figure 5. Patient 1 at 3 days after admission. Coronal contrast-enhanced MRI
with TIRM sequence of the lower extremities. Indicative of myositis and fascitis.
Large arrow: feathered intramuscular enhancement. Small arrows: subcuta-
neous enhancement. Small black arrows: fascial enhancement. MRI =
magnetic resonance imaging; TIRM =turbo-inversion recovery-magnitude.

3.3. Others

Patient 7 and all family members initially presented with recurring
SSTI in our pediatric immunological clinic. PVL-MRSA was
detected in nasopharyngeal swabs and decolonization measures
were initiated. Four months later, he was re-admitted with
mastoiditis and cerebellitis (Fig. 6). Mastoidectomy was performed
promptly and intravenous antibiotic treatment was initiated.
Patient 9 underwent heart transplantation at the age of one and a
half years. At the age of 8, she developed multiple and recurrent
abscesses over a period of 1 month while under immunosuppres-
sive therapy. After admission to the pediatric IMC, PVL-SA
detection, and 6 days of intravenous antibiotic treatment plus
hygienic measures to decolonize the patient and her home, the
patient was discharged in satisfying general health. One week after
her birth, patient 10 developed massive swelling of the eyelid and
purulent secretion with detection of S aureus. PVL testing was
performed when the patient developed SSTI after discharge from
hospital.!'”!
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Figure 6. Patient 7 at admission. Coronal contrast-enhanced T1-weighted
MRI of the head with fat suppression. Large arrow: abscess-forming,
destructive mastoiditis with infilration into the cerebellum. Small arrows:
meningeal enhancement. Small black arrows: cervical lymphadenopathy. MRI
= magnetic resonance imaging.

Figure 8. Patient 7 at admission. Coronal contrast-enhanced T1-weighted
cranial MRI with fat suppression. Large arrow: thrombosis of sigmoid sinus.
Small arrows: meningeal enhancement. MRI = magnetic resonance imaging.

3.4. Deep venous thrombosis

Two patients presented with deep venous thrombosis (DVT)
associated with PVL-SA infection of the adjacent tissue. Patient 1
(see above) initially presented with extensive thrombosis of the
left communal femoral vein. Despite prompt initiation of
therapeutic anticoagulation, the size of the thrombosis initially
increased further (Fig. 7). A cranial magnetic resonance imaging
of patient 7 (Fig. 8) revealed a thrombosis of the left sigmoid
venous sinus and the distal jugular vein, as complication of a
mastoiditis and SSTI of the neck. Both patients were treated with
low molecular weight heparin, for which high doses were
required to reach a therapeutic anti Xa level of 0.5 to 11U/mL.

Figure 7. Patient 1 at 3 days after admission. Axial contrast-enhanced T1-
weighted MRI with fat suppression of the proximal left lower thigh. Large arow:
abscess formation with circular contrast enhancement in the ventral
compartment. Small arrows: thrombosis of deep veins. Small black arrows:
subcutaneous veins with contrast. MRI = magnetic resonance imaging.

3.5. Preventability

As presented in Figure 9, only in 4 out of 10 patients, history of
patients or of household members was not suggestive of PVL-SA
colonization before admission, due to severe infections. Three
patients had recently suffered from SSTI, 2 from recurrent
furunculosis (plus panaritia in 1 patient) and 1 from a single
axillary abscess. In 2 patients recurrent SSTI was reported in
relatives (in the parents in 1 patient and in a grandparent in
another patient), who had not been tested for PVL-SA. The PVL-
MRSA colonization of patient 7 and his family was known before
he acquired severe mastoiditis. He and his family had been given
instructions for decolonization (comprising 5 days of mupirocin
nose ointment, throat rinses, antiseptic washings, and change of
bed clothing and towels) but did not arrange an appointment for
control swabs.

10%
« SSTlin patient
40% 20% and relatives
= 8S8Tlin relatives
SSTlin patient
No history of SSTI
30%

Figure 9. History of SSTI in patients and relatives of our cohort before
admission for serious infection (n=10). SSTI = skin and soft tissue infections.
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4. Discussion

The present study outlines the clinical spectrum of severe PVL-SA
infections in children. Ten out of 75 children treated for PVL-SA
infections at our center developed an infection classified as severe,
within § years.

The clinical phenotypes described in our study correspond with
results from other clinical and epidemiological studies, particu-
larly regarding the phenotypes of formerly healthy affected
children and the presence of URTI symptoms before admission
for pneumonia.""® DVT is increasingly being detected in patients
with infections caused by PVL-SA."""I In our cohort, 2 out of 10
patients developed symptomatic DVT. In both patients reported
in this study, DVT was associated with extensive SSTI of the
tissue surrounding the involved vessels.

It remains unclear whether it is the higher virulence of PVL-SA
in general or if pathogen specific mechanisms contribute to
thrombus formation in these patients. In an ex vivo model, it was
shown that PVL activates platelets via neutrophil secretion
products in patients with S aureus positive osteomyelitis,*"!
potentially contributing to thrombus formation. In a mouse
model, early antibiotic treatment significantly reduced cytokine
synthesis, thrombin generation, and thrombo-inflammatory
response in MRSA infection. These results support our
observation that infection control is crucial for thrombus
control.?!)

Patient 1 in our study presented with an extensive venous
thrombosis of the lower extremity. Although anticoagulation
treatment was administrated immediately, the clinical situation
worsened. Concomitant symptoms such as fever, pneumonia,
and swelling of the surrounding tissue were at first misinterpreted
as secondary to venous thromboembolism, leading to delay in
causal treatment for staphylococcal infection. Severe PVL-SA
associated infections are still rare in children. A high index of
suspicion for the association of DVT and PVL-SA infections is
warranted for prompt diagnosis and treatment. This approach
may improve outcomes and minimize morbidity.

Thrombotic complications in children are rare. However, the
serious thrombotic complications observed in our patients and in
previous studies®*! mandate the need for investigating whether
thromboprophylaxis, for instance, with low molecular heparin,
should be routinely administered in children with severe PVL-SA
infection. Further studies are required to identify the appropriate
recipients of prophylactic anticoagulation in this high-risk patient
group.

In 6 out of the 10 presented cases, either the patients themselves
or their close contacts experienced symptoms suggestive of PVL-
SA infection before admission due to serious infections. Prompt
testing for PVL colonization in affected individuals, followed by
subsequent decolonization procedures as suggested by Shallcross
et al'® may have prevented severe disease in these patients.
However, in 1 case (patient 7), prior decolonization measures
(mupirocin nasal ointment, antiseptic throat rinses, antiseptic
washings, change of towels, bed linen and clothes, and
disinfection of potentially contaminated items over a period of
5 days ') had been initiated but had not been successful.
Subsequently, an acute life-threatening illness occurred that
might have been preventable by control swabs and a second
decolonization procedure. Recommended decolonization mea-
sures for PVL-SA are frequently difficult to implement. Patients
and physicians report low adherence, because the measures are
time-consuming and costly, particularly in multi-person house-
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holds. Further study to improve the rate of persistent decoloni-
zation and the practicability of the decolonization measures is
needed.

In our study, only 1 child was immunocompromised. She
developed multiple recurring deep furuncles and abscesses, rather
than 1 life-threatening infection. In contrast, the 2 teenagers with
necrotizing pneumonia had been healthy boys and were active in
youth athletics. Both fell ill with life-threatening infections
without any warning signs. A recent outbreak analysis of PVL-SA
in a German kindergarten showed that even in a close social
group, with the same strain of PVL-SA, not all colonized children
showed symptoms.'*! It has yet to be determined, which PVL-SA
colonized patients

(1) remain asymptomatic,
(2) suffer from recurrent minor SSTI or
(3) develop severe infections.

A recent study by Tromp et al investigated the molecular
tropism of the leucocidin to human phagocytes and identified
human surface antigen CD45 to be a binding molecule for the
PVL-component LukF.”’) Determination of whether specific
binding properties of PVL mediate different clinical phenotypes
or specific host factors are of importance warrants further
studies.

The limitations of this study are the small number of patients
and the retrospective study design. Furthermore, we were unable
to evaluate preventive measures.

In conclusion, increased awareness of PVL-SA-associated
disease, together with routine diagnostic testing and knowledge
of potential complications and adequate therapeutic strategies
are important

(1) to prevent severe infections by early diagnosis and consequent
decolonization and
(2) to prevent serious complications such as DVT.
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Abstract

Background

Recurrent skin abscesses are often associated with Panton-Valentine leukocidin-producing
strains of S. aureus (PVL-SA). Decolonization measures are required along with treatment
of active infections to prevent re-infection and spreading. Even though most PVL-SA
patients are treated as outpatients, there are few studies that assess the effectiveness of
outpatient topical decolonization in PVL-SA patients.

Methods

We assessed the results of topical decolonization of PVL-SA in a retrospective review of

patient files and personal interviews. Successful decolonization was defined as the absence
of any skin abscesses for at least 6 months after completion of the final decolonization treat-
ment. Clinical and demographic data was assessed. An intention-to-treat protocol was used.

Results

Our cohort consisted of 115 symptomatic patients, 66% from PVL-positive MSSA and 19%
from PVL-positive MRSA. The remaining 16% consisted of symptomatic patients with close
contact to PVL-SA positive index patients but without detection of PVL-SA. The majority of
patients were female (66%). The median age was 29.87% of the patients lived in multiple
person households. Our results showed a 48% reduction in symptomatic PVL-SA cases
after the first decolonization treatment. The results also showed that the decrease continued
with each repeated decolonization treatment and reached 89% following the 5'" treatment.
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MSSA, Methicillin susceptible Staphylococcus
aureus, PCR, polymerase chain reaction; PVL,
Panton-Valentine leucocidin; SA, Staphylococcus
aureus.

A built multivariable Cox proportional-hazards model showed that the absence of PVL-SA
detection (OR 2.0) and living in single person households (OR 2.4) were associated with an
independently increased chance of successful decolonization.

Conclusion

In our cohort, topical decolonization was a successful preventive measure for reducing the
risk of PVL-SA skin abscesses in the outpatient setting. Special attention should be given to
patients living in multiple person households because these settings could confer a risk that
decolonization will not be successful.

Introduction

Recurrent skin abscesses in patients who do not have a predisposing condition are often
associated with Panton-Valentine leukocidin-producing strains of S. aureus (PVL-SA) [1-3].
Although in North America PVL-SA is predominantly associated with community-acquired
MRSA related primarily to the clone USA 300 [3, 4], in Europe the vast majority of PVL-posi-
tive S. aureus (PVL-SA) strains are methicillin-susceptible (MSSA) [5]. The verification of
PVL-SA colonization or infection requires microbiological screening for S. aureus and addi-
tional PCR testing for the production of Panton-Valentine leukocidin by amplifying the
encoding genes LukS/LukF [1].

There can be a considerable delay in diagnosis despite its typical clinical presentation with
non-immunocompromised patients who suffer from recurrent skin abscesses. This results in
multiple episodes of skin infections and often leads to the transmission of pathogens to close
contacts [1, 2, 6, 7]. The diagnostic confirmation of a PVL-SA skin infection can be challenging
for several reasons. Although microbiological screening has a high sensitivity for monocloncal
PVL-positive MRSA, it is not clear how well nasal screening performs in cases of polyclonal
MSSA colonization [8-10]. Moreover, often many members of a family or individuals in the
same household can be affected. But the ping-pong-like transmission and retransmission
events of S. aureus can make PVL-SA colonization time-dependent [10, 11]. This makes it
difficult to eradicate PVL-SA colonization in all potential carriers.

After the primary treatment of PVL-SA-related infections, secondary prevention requires
topical decolonization [6, 12-14]. Despite the fact that many patients show relevant skin infec-
tions, most cases can be treated in an outpatient setting. This includes decolonization proce-
dures. However, there is a dearth of studies regarding outpatient decolonization and its specific
hurdles in the outpatient setting for patients with recurrent PVL-SA skin infections. Hence, in
this article we will focus on factors for the success of PVL-SA topical decolonization that are
relevant to the outpatient setting.

Methods

Our cohort consisted of patients with recurrent skin infections combined with the detection of
PVL-positive S. aureus (PVL-SA) as well as their close contacts who sometimes also displayed
symptoms. All cohort members were seen in our outpatient clinic between December 2010
and August 2017. Recurrence of an abscess was defined as more than one abscess that required
surgical drainage within a two-month period. Patients with a (predisposing) chronic skin con-
dition, e.g. Acne inversa or severe atopic dermatitis, were excluded from the present study. In
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clusters with more than one symptomatic and / or PVL-SA-positive patient, the topical decolo-
nization protocol was followed for all household members. In case of active PVL-SA skin
infections, patients received a rifampicin-based dual antibiotic regime combined with TMP/
SMX or as determined by antibiogram results. In addition, patients were advised to start a
decolonization treatment at home after the resolution of the infection. Decolonization
involved a 5-day standard decolonization protocol that included daily antiseptic washing of
the whole body and hair with a commercially available octenidin-based product, antiseptic
treatment of the oral cavity (octenidin-based), intranasal application of mupirocin, and
extended hygiene measures including the washing of clothes at more than 60°C and disposing
of personal care products [2].

Success of the decolonization procedure was defined as a period of at least six months
without a skin abscess or other SSTI following completion of the decolonization treatment.
Decolonization was repeated in cases when skin abscesses recurred. The following variables
were systematically evaluated in interviews to assess the factors that reduced the success of
decolonization: age, gender, number of decolonization treatments, household size, number
of close contacts to the index case, abscess localization, and phenotype of PVL-SA (MRSA or
MSSA). A cluster was defined as individuals in the index patient’s inmediate environment
(e.g. family or friends with frequent close physical contact) who were also colonized or infected
with PVL-SA. Household size was defined as the number of individuals living together in a
household with the index patient.

All patients were screened for PVL-SA in nares, throat and wounds, if applicable. Swabs
were cultivated on Columbia Agar with 5% sheep blood. Species identification and antimicro-
bial susceptibility testing were performed using a Vitek 2 system and applying EUCAST break-
points. The detection of PVL LukS/LukF was performed using PCR [15].

In order to assess parameters influencing the length of time needed for successful decoloni-
zation, we performed a univariate Kaplan-Meier analysis and a multivariable Cox regression
of all symptomatic patients, applying an intention-to-treat protocol. All analyses were per-
formed using SPSS (IBM SPSS statistics, Somer, NY, USA).

Ethics approval and consent to participate: The study was conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki, national, and institutional standards. The study was approved by
the local Ethics Committee (Charité, Berlin, Germany, EA2/190/17). The study is based on sec-
ondary data that was generated for routine clinical care. Within this scope, written consent for
treatment purposes and secondary analysis was provided by each patient. Consent for minors
under age 18 was obtained from parents or guardians. The Ethics Committee waived the
requirement for additional consent for this study.

Results

Sixty seven index patients with PVL-SA-positive recurrent skin abscesses presented to our out-
patient clinics between December 2010 and August 2017. Altogether, they reported 128 close
contacts (accounting for n: 195). 48 of 128 contacts reported recurrent skin abscesses. Of the
remaining 80 asymptomatic contacts, 40 contacts participated in PVL-SA screening, revealing
an additional 21 PVL-SA positive cases. The remaining 40 asymptomatic contact patients were
not available for examination of PVL-SA (Fig 1).

Taken together, of 155 patients and contacts, PVL-SA was verified in 118 cases (76%). One
patient was colonized with both phenotypes, hence 27 MRSA (23%), 92 MSSA (78%) were
detected.

By the time of diagnosis (skin abscess due to PVL-SA), the patients’ medical histories
showed a median of 4 episodes of skin abscesses (IQR 2-10) and a median delay of 5 months
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Total cohort: 195
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\ asymptomatic close contacts
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PVL pos. in screening
n:30
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PVL pos. in screening
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Sympt. PVL-SA-pos. Index pat. (n: 67) and identified sympt. close contacts (PVL-SA-pos. n: 30 and PVL-SA neg. n: 18) = all sympt. patients (n: 115)
Sympt. PVL-SA-pos (n: 67 + 30 = 97) and asympt. (n: 21) PVL pos. patients = all PVL-SA-pos. patients (n: 118)

Fig 1. Flow chart of all enrolled patients.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231772.g001

between first episode and final diagnosis (IQR 1-14). We found it helpful to calculate the aver-
age number of abscesses per month as an estimator of the severity of the infection and the psy-
chological strain on patients. The result was a median of 1.0 (IQR 0.3-2.8). Common abscess
sites included extremities (50%), trunk (47%), and head or face (42%), without any specific dis-
tribution pattern. Few patients (4%) showed invasive infections, such as necrotizing fasciitis,
necrotizing pneumonia or bloodstream infection.

Based on the patients’ past medical histories, many reported that they had undergone multi-
ple antibiotic treatments and multiple episodes of surgical intervention before being diagnosed
with skin abscesses from PVL-SA. 38 (33%) patients reported hospital stays for the treatment
of their recurrent abscesses with a length of stay between 1 and 42 days (median 3 days).

Table 1 provides an overview of all assessed parameters.

Following an intention-to-treat protocol, we analyzed all 115 symptomatic patients for suc-
cessful topical decolonization. 77 (67%) received systemic antimicrobial treatment beforehand
without relevant reduction in infection incidence. The median follow-up time was 15 months
after the final decolonization treatment. After the first decolonization treatment, the number
of symptomatic patients was reduced by 48% (56 patients) (Fig 2). 13 patients were lost to fol-
low up (11%). Altogether, this amounted to a success rate of 89% after 5 decolonization
treatments.

The following parameters were considered in the Cox regression analysis: age, gender,
number of decolonization treatments, single vs. multiple person household and phenotype of
PVL-SA (MSSA/MRSA). Factors independently associated with a successful decolonization
were living in a single household (in contrast to a multiple person household) and undetected
PVL-SA in symptomatic patients (Table 2 and Fig 3).

Discussion

Skin and soft tissue infection caused by PVL-positive S. aureus are frequently associated with
recurrent episodes of infection, delayed diagnoses, and eventually an increased risk of trans-
mission often resulting in clusters of affected patients in close personal proximity [1-3, 6, 16].
Although these infections are often community-acquired, there is a lack of literature that ana-
lyzes the effectiveness of outpatient decolonization [17, 18].
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Table 1. Overview on the analyzed PVL-SA patients.

Parameter Total cohort (n = 155) Cl lly symp ic (n=115) | Clinically asymp ic (n =40)
Median (range) / % (number) | Median (range) / % (number) Median (range) / % (number)
Age (years) 29 (0-75) 28 (0-65) 31 (0-75)
Male sex 44% (68) 43% (49) 48% (19)
Months before diagnosis not applicable 5(0-158) not applicable
Number of abscesses before diagnosis not applicable 4(1-100) -
Number of antimicrobial treatments before diagnosis 1(0-15) 1(1-15) 0 (0-3)
Number of surgical treatments before diagnosis not applicable 1(1-13) -
Detected pathogen PVL-positive S. aureus | MRSA 17% (27) 19% (22) 13% (5)
MSSA 59% (92) 66% (76) 40% (16)
Not detected 24% (37) 16% (18) 48% (19)
Successful decolonization Yes 88% (137) 89% (102) not applicable
Lost to follow up 8% (13) 11% (13) -
Number of decolonization treatments 1(1-5) 1(1-5) 1(1-3)
Household size Single person 10% (15) 13% (15) -
Multiple persons 90% (140) 87% (100) 100% (40)
Abscess Localization Extremities 37% (58) 50% (58) -
Trunk 35% (54) 47% (54) &
Head/Face 31% (48) 42% (48) -
Gluteal 22% (34) 30% (34) 5
Axilla 13% (20) 17% (20) -
Genital 11% (17) 15% (17) &
Inguinal 5% (8) 7% (8) -
Invasive 3% (4) 4% (4) -

MRSA, methicillin-resistant S. aureus. MSSA, methicillin-susceptible S. aureus. PVL, Panton-Valentine leukodicin. Successful decolonization was defined as remaining
clinically asymptomatic for at least 6 months after final decolonization treatment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231772.t001
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Table 2. Multivariable Cox regression analysis of p s iated with ful decol
Parameter [ P-value OR [ 95% Confidence Interval
Lower | Upper
PVL-S. aureus phenotype
MSSA Reference
MRSA 0.615 0.873 0.516 1.479
Undetected 0.012 2.030 1.170 3.523
Single household 0.006 2.372 1.285 4.381

PVL, pantone-valentine leukocidine. MSSA, Methicillin-susceptible S. aureus. MRSA, methicillin-resistant S. aureus.
OR, odds ratio.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0231772.t002

Pathogen transfer within households has been described repeatedly as the dominant trans-
mission route for community-acquired S. aureus in the past [7, 11, 19, 20]. Our data under-
scores this observation for PVL-SA, as we found that 69/88 (78%) contacts screened were also
clinically symptomatic and / or PVL-positive (Fig 1). The clinical relevance of household con-
tact is further emphasized by our observation that living in a multiple person household was a
relevant risk factor for requiring repeated decolonization as compared to living alone.

Knox et al. stated that the degree of physical contact among household members and the
amount of time spent at home determine the risk of transmission [11]. This could result in
epidemic S. aureus clones ‘ping-ponging’ between family members [19-22]. These observa-
tions support the need for the simultaneous decolonization of close physical contacts, at least
in cases where patients remain PVL-SA colonized despite decolonization treatment.

- 1Single household
- Multiple person
" "household

081

067

04+

rate of clinically symptomatic patients

]

T T T T
1 2 3 4

number of decolonization treatments

o
o

Fig 3. Multivariable Cox regression curve of PVL-SA decolonization in 115 sy
Panton-Valentine leukocidin -positive Staphylococcus aureus.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0231772.g003
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Our results show that symptomatic patients in which PVL-SA could not be detected have a
higher chance of successful decolonization. Hence, this observation could be an indication
that a low-level colonization with PVL-SA might facilitate the eradication process. Earlier stud-
ies of MRSA decolonization have shown that the success of eradication can be dependent on
the localization of the colonization [23-25]. In our cohort, testing for PVL-SA was not per-
formed separately, using different swabs for nose and throat.

In the present study many patients reported a past medical history typical of PVL-SA
patients-recurrent skin abscess that often required incision and drainage and reporting other
affected patients in their immediate environment. PVL-SA-positive patients are often symp-
tomatic for several months, before they are finally diagnosed and treated for PVL-SA [16, 26-
29]. Our results thus underscore earlier work that shows that a diagnosis can be challenging in
areas with low PVL-SA prevalence [6, 30].

The patients in our cohort were on average 29 years old, confirming earlier studies on
patients with community-onset PVL-SA-associated skin abscess [30, 31]. Whether there are
socio-cultural or medico-biological factors driving this observation is unclear.

Our study has several limitations. This is a retrospective study on PVL-SA patients from a
single institution. It represents the patient population from our area and mirrors the results of
our locally established treatment procedures. All patients with an active infection were treated
with an oral antimicrobial agent—at least once—parallel to topical treatment. This makes it
impossible to determine the effect of the antimicrobial therapy on the decolonization results.
However, considering the fact that 2/3 of our patients had received antibiotics without any
topical decolonization and continued to suffer from recurrent skin abscesses argues against a
major protective role of isolated antibiotic use in these patients. Patients in our cohort had a
mean total of four skin abscesses in the five months prior to topical decolonization; after suc-
cessful decolonization, all patients were asymptomatic for at least 6 months with a mean fol-
low-up of 15.6 months.

Conclusion

Our data shows that patients with skin abscesses associated with PVL-SA can be successfully
treated with decolonization as outpatients, but they often require multiple attempts at decolo-
nization. The delayed success of treatment of patients living in multiple person households
suggests that decolonization treatment should be conducted simultaneously on all close
contacts.
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