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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie von Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein grampositives und unbewegliches, Koagulase-
positives, kugelformig bis ovales Bakterium aus der Familie der
Micrococcaceae, welches in Haufen oder Trauben wachst. Der fakultative
Anaerobier ist bei 37 ° C leicht kultivierbar. Nach 24 Std. Bebriutung sieht man
konvex gewdlbte golden bis gelblich schimmernde Kolonien, die dem S. aureus
seinen Namen gegeben haben [37].

Das naturliche Reservoir von S. aureus ist der Mensch. Er findet sich auf der
Haut (v.a. Leiste, perianal, besonders Vestibulum nasi), in Hautdrusen und auf
Schleimhauten (v. a. Nasen- und Rachenraum) [41, 60]. Dennoch ist S. aureus
in der Lage relativ lange in der Umgebung seines naturlichen Wirtes zu
Uberleben. So ist er ebenso auf Oberflachen im Boden und Staub, in der Luft
und im Wasser zu finden [116].

Der Trageranteil ist hoher bei Personen, die haufiger gegeniuber S. aureus
exponiert sind und bei denen habituell oder chronisch eine Unterbrechung der
Hautepithelintegritat vorhanden ist. So findet sich z. B. bei im
Gesundheitswesen tatigen Personen, Patienten mit Wunden, Tracheotomien,
chirurgischen  Patienten, Dialysepatienten,  Diabetikern und i. .
Drogenabhéangigen und Patienten mit einem erworbenen Immundefekt haufiger
eine Besiedlung [95, 96, 119, 110, 39, 40, 109]. Eine Kolonisation eines
gesunden Menschen ist fur diesen ohne Krankheitswert, er kann aber eine

Infektionsquelle fur andere Menschen mit 0. g. Grunderkrankungen sein.

Man unterscheidet exogene von endogenen Ubertragungswegen. Bei
exogenen Infektionen werden die S. aureus-Stamme z. B. von anderen
Patienten, medizinischen Geraten oder vom medizinischen Personal Ubertragen
[77]. Bei einer endogenen Infektion stammen die S. aureus-Stamme von dem
Patienten selbst [17]. Bei nasaler Besiedlung kann sich der Erreger ausgehend

vom Vestibulum nasi, dem eigentlichen Reservoir fur S. aureus, auf andere
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Bereiche der Haut und Schleimhaute ausbreiten. Ausgangspunkte fur eine
Infektion sind dann vor allem intertrigindse Hautbereiche, Atemwegssekrete,
Wundsekrete sowie Katheter und Drainagen [77].

Ein intaktes Hautepithel dient als schuitzende Immunbarriere fur den Menschen,
jedoch kbdnnen Lasionen der Haut, wie akute und chronische Wunden,
Verbrennungen oder Katheter, pradisponierend fur eine endogene Infektion
sein [106].

1.2 Pathogenitétsfaktoren von Staphylocuccus aureus

S. aureus verfugt Uber vielfaltige Virulenzfaktoren, die das Uberleben dieses
Keimes im Wirt sichern und die Ausbreitung der Bakterien im Gewebe
begunstigen.

S. aureus ist im Besitz einiger zellwandgebundener Proteine, so genannte
Adhasine, die an Matrixproteine (Bindung unter anderem an Fibronektin,
Fibrogen und Kollagen) und andere eukaryontische Gewebsbestandteile oder

Immunzellen (Bindung an MHC Il) binden.

Protein A ist ein prototypisches Zellwandprotein, welches zum Schutz des
Bakteriums auf der Zelloberflache exprimiert wird. Das spa-Gen kodiert fur
dieses Oberflachenprotein, dass in der exponentiellen Wachstumsphase
(logarythmische Phase) der Bakterien gebildet wird. Protein A bindet an die Fc-
Regionen von humanem IgG, wodurch die Opsonierung der Bakterien

verhindert, und somit einen Phagozytoseschutz vermittelt wird [74, 23].

Eine  wichtige Rolle  spielen  auch Kapselpolysaccharide ~ zum
Phagozytoseschutz. Bei Uber 90% klinisch untersuchter S. aureus-Isolate
konnten Polysaccharidkapseln nachgewiesen werden [74, 81]. Von den 11
identifizierten Kapseltypen wurde der Typ 5 und 8 in Uber 75% bei S. aureus-

Infektionen nachgewiesen [45].
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Um die Ausbreitung im Wirtsgewebe zu ermoglichen, bildet S. aureus eine
Reihe von Enzymen, u. a. Proteasen, Lipasen, Hamolysine, Hyaluronidase und
Leukozidine. AuBerdem helfen einige dieser Faktoren dem Keim Immunzellen
und Antikorper zu inaktivieren und somit die =zellulare und humorale

Immunantwort seines Wirtes zu schwachen [74].

Eines der wichtigsten extrazellularen Proteine ist das a—Toxin (a—Hamolysin),
Es tragt zur besseren Invasion des Wirtsgewebes bei. Das Zytotoxin, welches
durch das hla-Gen kodiert wird, wird in der postexponentialen Wachstumsphase
gebildet [26]. Durch seine Eigenschaft als zytolytisches Toxin, das die Lyse von
Wirtszellen (v. a. Erythrozyten, aber auch Thrombozyten und Immunzellen)

induziert, kommt ihm eine besondere humanpathogene Bedeutung zu [2].

1.3 Nasenkolonisation mit dem Risiko einer Infektion

Das naturliche Reservoir von S. aureus ist der Mensch. Er findet sich
vorzugsweise im Nasenrachenraum, vor allem im vorderen Nasenbereich, dem
so genannten Vestibulum nasi. Langsschnittstudien haben gezeigt, dass sich
gesunde S. aureus-Trager in drei Gruppen einteilen lassen, die persistierenden
Trager (10-20%), die intermittierenden Trager (bis 60%) und schlieBlich die so
genannten Nicht-Trager (ca. 20%) [41, 59, 8]. Bei persistierenden Tragern ist
die Kolonisation Uber langere Zeit nachzuweisen, intermittierende Trager zeigen

nicht bei allen Entnahmen eine Besiedlung.

Es wird vermutet, dass Faktoren des Wirtes, wie z. B. eine genetische
Pradisposition eine entscheidende Rolle bezuglich der Nasenkolonisation
spielen. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass eine unterschiedliche
Zusammensetzung des Nasensekirets, entnommen von S. aureus-Tragern und
Nicht—Tragern, einen Einfluss auf eine Kolonisation haben kbdnnte. Nasales
Sekret beinhaltet als bakterizide Substanzen IgG, IgA, Lysozym, Laktoferrin und
kationische antimikobielle Peptide (u. a. Defensine und Kathelecitin), die als
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wesentliche Komponenten der Immunabwehr gegen S. aureus zu werten sind.
Ursachlich fur den Kolonisationsstatus kbnnte daher eine Dysregulation dieser
humuralen Komponenten bei S. aureus-Tragern sein. a-Defensin 1 bis 3 und
humanes B-Defensin 2, dessen Freisetzung auf eine S. aureus-Kolonisation zu
beobachten ist, zeigte in vitro eine geringe bakterizide Aktivitat, ein Hinweis fur
eine ineffektive und insuffiziente Immunantwort bei S. aureus-Tragern [12].

Einen weiteren Vorteil fur eine Kolonisation scheinen auch verschiedene
Adharenzrezeptoren des Wirtes zu sein. Dabei ist noch unklar, welche Faktoren
hierbei den entscheidenden Einfluss auf die Adharenz der Erreger haben. Die
Expression von Zelloberflachenmolekille, wie Glykoproteine und Proteoglykane,
verschiedene Serumbestandteile, z. B. Blutgruppenantigene [105], Calcium
[98], sowie der Reifegrad der Epithelzellen konnten eine Kolonisation
begunstigen [3]. BIBEL et al. [3] beschrieben schon 1982 die Bedeutung von
keratinisierten Epithelzellen fur die Adharenz von S. aureus, doch wurden erst
im Jahre 2002 in einer experimentellen Studie [64] genauere Erkenntnisse auf
molekularer Ebene gewonnen: Die spezifische Bindung des Clumping-Faktors
B von S. aureus an humanes Cytokeratin Typ 10. In einer weiteren Studie
konnte gezeigt werden, dass das von S. aureus exprimierte Oberflachenprotein

G die Adharenz der Erreger an humane nasale Epithelzellen fordert [78].

Aber auch bakterielle Faktoren spielen bei der Nasenkolonisation eine Rolle.
Der bakterielle Einfluss basiert einerseits auf eine Interferenz zwischen
einzelnen S. aureus-Stammen, andererseits auf der Fahigkeit des Erregers
Virulenzfaktoren (z. B. Bakterienkapsel, Protein A, Kollagenbindeprotein,
Fibrinogen- und Fibronektinbindeprotein) im erforderlichen Umfang zu bilden
[66, 67, 53, 57, 4, 88, 35]. Kurzlich konnten in einer Studie neue Erkenntnisse
Uber staphylogene Faktoren der Kolonisation gewonnen werden. Die 2004
publizierte Studie von Weidenmeier C. et. al. [108], beschreibt die in der
Bakterienzellwand von Staphylokokken verankerte Wandteichonsaure als
wichtigen Adharenzfaktor fur die Nasenkolonisation. Staphylokokken mit

diesem Oberflachenpolymer (Wildtyp) zeigten im Tierversuch einen weitaus

10.06.2009 11:52:58 Uhr




‘ ‘ Druckfreigabe_innd.indd Abs1:5

hdheren Kolonisationsanteil als molekulargenetisch erzeugte Mutanten mit
inaktivierter Wandteichonsaure.

Ein weiterer Faktor konnten die von S. aureus exprimierten Oberflachenproteine
darstellen. Diese bakteriellen Oberflachenkomponenten (Microbial Surface
Components Recognising Adhesive Matrix Molecules ; MSCRAMMS) sind in
der Lage Matrixmolekule, wie Fibrinogen, Fibronektin oder Kollagen zu binden,
so ist denkbar, dass durch eine Lasion in der Epithelmukosa die Bindung von
Erregern an Matirixbestandteile ermbglicht wird [67].

Kationische antimikrobielle Peptide stellen wichtige humane
Abwehrmechanismen zum Schutz der epithelialen Membran vor Invasion von
Mikroorganismen dar. Jedoch haben in vitro Studien gezeigt, dass S. aureus
verschiedene  Mechanismen, wie die Membranlipidmodifikation, die
Verwendung von  Efflux-Pumpen  oder  Releasingproteasen  (z.B.
Staphylokinase), zur Inaktivierung dieser kationischen antimikrobiellen Peptide
(s. 0.) entwickelt hat [71, 72, 34]. Inwieweit diese bakterielle Adaptation Einfluss
auf die Nasenkolonisation haben kbdnnte ist derzeit noch nicht vollstandig
geklart und Gegenstand verschiedener Studien.

Daneben konnte gezeigt werden, dass die Peptidoglykan-spezifische O-
Acetyltransferase zur Lysozymresistenz des Erregers beitragt und dadurch eine
Kolonisation der Mukosa begunstigen kdnnte [1].

Eine Nasenkolonisation mit S. aureus ist ein wichtiger Risikofaktor fur eine
Infektion. Die genauen Mechanismen sind zum Teil noch unklar, doch stutzen
drei Ansatze die Ansicht eines erhdhten Risikos fur S. aureus-Trager.

Erstens konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass eine Infektion bei
Tragern im Vergleich zu Nicht—Tragern haufiger auftritt [110, 51, 119, 109, 75,
112, 63].

Zweitens sank die Infektionsrate bei Patienten mit einer S. aureus-Besiedlung,
wenn dieser durch eine lokale antibiotische Therapie mit Mupirocin eradiziert
worden war [119, 5, 42, 69].

Drittens konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass Wundabstriche und

Nasenabstriche haufig identische Stamme aufweisen [17, 101, 89, 97, 94, 114].
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1.4 Staphylococcus aureus als Krankheitserreger

Ein Tragertum fuhrt nicht zwingend zu einer Infektion. Jedoch ist das Risiko fur
solche Trager an einer spater folgenden Infektion zu erkranken erhoht [48, 111].
Ein besonderes Risiko besteht fur Patienten mit schweren Grunderkrankungen.
S. aureus-Stamme kdnnen ambulant (community—acquired) oder im
Krankenhaus (hospital-acquired) erworben werden [48]. S. aureus hat vor
allem als nosokomialer Erreger in den letzten Jahren an Bedeutung
hinzugewonnen, so ist die Zahl der nosokomialen Infektionen durch v. a.

multiresistente Erreger (v. a. MRSA) gestiegen [38].

S. aureus vermag eine Reihe von pyogenen Infektionen zu verursachen. Dazu
gehoren als lokale oberflachliche pyogene Infektion der Furunkel, Karbunkel,
Abszesse oder Wundinfektionen. Tiefer gehende lokale Infektionen sind
Parotitis, Mastitis puerperalis, Otitis media, Sinusitis, Mastioditis, aber auch
Pneumonie (v. a. in Kombination mit einer Influenza A Virusinfektion) und
Osteomyelitis (mit exogener oder hamatogener Genese). Ausgehend von
lokalen Infektionen kann sich S. aureus uUber den Blutweg in andere
Organsysteme absiedeln und dort zu einer Abszess- und Empyembildung,
Meningitis oder Endokarditis fuhren. Eine besonders gefurchtete Komplikation
der Bakteriamie ist die Sepsis, die in einen lebensbedrohlichen septischen

Schock ubergehen kann [77].

Eine weitere durch S. aureus verursachte Erkrankung ist das toxinvermittelte
Staphylococcal scaled skin Syndrom (SSSS). Dabei handelt es sich um eine
Erkrankung die mit einer intradermalen Spaltbildung zwischen Stratum
spinosum und Stratum granulosum einhergeht. Sie wird durch die von manchen
S. aureus-Stammen gebildeten Exfoliativtoxine (ETA und ETB) verursacht und
tritt Uberwiegend bei Neugeborenen, seltener bei immunsupprimierten oder

alteren Patienten auf [77].
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Das Toxic—Shock—Syndrom wird von Toxic—-Shock—Syndrom—Toxin 1 (TSST1)
produzierenden S. aureus-Stammen verursacht. Es tritt meist bei
menstruierenden jungen Frauen auf und geht mit Fieber (Uber 39 °C), einem
scharlachahnlichem Exanthem und Hypotonie einher. Eine weitere
Risikogruppe bilden Patientinnen im Wochenbett, mit infektibsem Abort sowie
nach gynakologischen Eingriffen [77].

Die von S. aureus gebildeten Enterotoxine (SEA bis SEE, SEH) sind in der
Lage Lebensmittelintoxikationen hervorzurufen. Die hitzestabilen Proteine
werden auch bei der Lebensmittelzubereitung nicht inaktiviert, so kommt es
nach Aufnahme der kontaminierten Speisen zu Ubelkeit, Erbrechen und

Diarrhoen.

1.5 Antibiotikaresistenzen

Staphylokokken verfugen Uber zahlreiche Antibiotikaresistenzen. Der Erreger
hat v. a. durch den ungezielten und subinhibitorischen Antibiotikaeinsatz
(fuhren nicht zur Eradikation des Erregers) verschiedene molekulare

Mechanismen zur Antibiotikainaktivierung entwickelt.

Die Aminoglykosid-Resistenz (z. B. Gentamycin) von Staphylokokken ist auf
dem mobilen Element Th 4001 (Transposon 4001) lokalisiert und wird durch die
sich darin enthaltenen Gene aac und aph vermittelt. Diese Genregionen
kodieren fur eine Acetyltransferase und Phosphorylase, welche durch
Acetylierung und Phosphorylierung eine Modifikation und somit einen

Wirkungsverlust von Aminoglykosiden bewirken [49, 52].

Die Makrolid-Resistenz (Leitsubstanz: Erythromycin) beruht auf einer
strukturellen Veranderung des Antibiotikazielortes (50S—-Untereinheit der
bakteriellen 70S-Ribosomen). Die erm—Gen Regionen (erythromycin ribosome

methylation; ermA, ermB, ermC) kodieren fur eine adenin—spezifische N-
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Methyltransferase, welche durch Methylierung der 23S rRNA eine
Konformationsanderung des Ribosoms bewirkt und damit eine Resistenz

gegenuber Makroliden induziert [90].

Penicillin und andere B-Laktamantibiotika wirken durch Hemmung der
Zellwandsynthese (Transpeptidasereaktion). Penicillin bindet hierbei an das
aktive Zentrum des Penicillinbindeproteins (PBP), wodurch dessen
Transpeptidasefunktion irreversibel gehemmt wird.

Die Resistenz von Staphylokokken gegen B-Laktamantibiotka (v. a.
Benzylpenicilline, Aminopenicilline, Acylaminopenicilline, seltener
Cephalosporine) wird durch das blaZ-Gen, welches fur das Enzym B-
Laktamase kodiert, vermittelt. Dieses extrazellulare Enzym — synthetisiert v. a.
unter B-Laktamantibiotikaeinfluss — fuhrt durch Hydrolyse der B-
Laktamringstruktur zur Inaktivierung der antimikrobiellen Substanz [49].
Oxacillin als Leitsubstanz der Isoxazolylpenicilline zahlt durch eine chemische

Modifikation des B—Laktamringes zu den B-Laktamase-festen Penicillinen.

Methicillin-resistente  S. aureus-Stamme (MRSA) nehmen innerhalb der
nosokomialen Infektionen eine herausragende Stellung ein. In der MRSA-
Pravalenz gibt es betrachtliche Unterschiede zwischen verschiedenen Landern,
innerhalb Deutschlands, zwischen verschiedenen Krankenhausern und
innerhalb verschiedener Abteilungen eines Krankenhauses. In den USA, Japan
und den sudeuropaischen Landern kann man von einer hohen MRSA-
Pravalenz ausgehen (30-80 %), hingegen ist die Pravalenz in den
Niederlanden und den skandinavischen Landern auffallend gering (bis 1 %) [65,
79, 104, 107]. Die Pravalenz dieser multiresistenten Erreger ist in Deutschland
in den letzten Jahren von 1,7 % (1990) auf z. T. 20,7 % (2001) gestiegen [43].
Dies ist vor allem auf eine zunehmende Konzentrierung schwerkranker
Patienten, die steigende Zahl invasiver medizinischer Eingriffe und nicht zuletzt
auf die groBzugige und zum Teil nicht notwendige Verwendung hochpotenter
Antibiotika, die den Selektionsdruck erhdhen und somit die Entwicklung

methicillin-resistenter Erreger fordern, zuruckzufuhren [38].
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MRSA-Stamme zeichnen sich nicht nur durch eine Resistenz gegeniuber B—
Laktamantibiotika aus, sondern zeigen auch Resistenzen gegenuber
Aminoglykosiden, Sulfonamiden, Lincosamiden, Makroliden, Tetracyclinen und
Chinolonen. Haufig sind dann bei Infektionen nur noch Glykopeptidantibiotika
wie das Vancomycin wirksam [38].

Die Methicillin-Resistenz wird durch ein verandertes Penicillinbindeprotein (PBP
2a), welches durch das mecA-Gen kodiert wird, verursacht [9]. Es ist in allen
MRSA-Stammen nachzuweisen und auf vier genomischen Inseln (SCCmec | —
1V; 21-67 kb) lokalisiert. Das PBP 2a zeigt im Vergleich zum normalen PBP
eine geringere Bindungsaffinitat zu B-Laktamantibiotika, welche die Resistenz
dieser Erreger gegenuber allen Antibiotika mit B-Laktam—Struktur, wie
Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme, Monobactame, begriindet. Die PBP

2a-Resistenz wird als sog. intrinsische Resistenz bezeichnet.

Eine besondere Problematik stellt das Auftreten von Vancomycin (Glykopeptid)
intermediar empfindlichen S. aureus-Stammen (VISA), oder von den 2002 in
den USA erstmals beschriebenen vancomycin-resistenten MRSA (VRSA;
bisher nur zwei Stamme), dar [55, 87].

1.6 MRSA-Prévention

Die Ausbreitung und Infektion mit methicillin-resistenten S. aureus-Stammen
stellen krankenhaushygienische Problemsituationen dar, die ein konsequentes
und effektives MRSA-Management erforderlich machen.

Als  praventive  MaBnahme ist das primare  Screening (bei
Krankenhausaufnahme) von Patienten von entscheidender Bedeutung. Dies gilt
im Besonderen fur Patienten mit einem erhdhten Risiko einer MRSA-
Kolonisation oder -Infektion, wie positiver MRSA—Anamnese, Verlegungen aus
Einrichtungen mit bekanntem oder vermutlichem MRSA-Vorkommen (z. B.
Brandverletztenzentren, Dialyseeinrichtungen, Pflegeheimen) oder Patienten

aus Landern mit hoher MRSA-Pravalenz (z. B. USA, Japan, England). Ziel ist
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es, MRSA-kolonisierte oder —infizierte Patienten moglichst fruhzeitig zu
erkennen.

Wurde ein MRSA—Patient identifiziert ist eine effektive krankenhaushygienische
Betreuung essentiell. Vorab steht die Information und Aufklarung von Patienten,
Pflegepersonal und Besucher hinsichtlich der Bedeutung und des Umgangs mit
MRSA—Kolonisierten. AnschlieBende MaBnahmen sind eine raumlich getrennte
Unterbringung des MRSA-Patienten, das Erheben des Kolonisationsstatus
(Abstriche an typischen Stellen: Leiste, Rachen, Axilla, Perineum), Tragen von
gesonderter personlicher Schutzausrustung (Kittel, Mundschutz, Handschuhe),
die regelmaBige Desinfektion patientennaher Flachen und medizinischer Gerate
sowie die Dokumentation aller durchgefuhrten MaBnahmen. Eine Uberragende
Rolle bei der Unterbrechung der MRSA-Ubertragung nimmt hier die
hygienische Handedesinfektion ein.

Fur die Behandlung von Infektionen mit MRSA wird vorzugsweise eine
Kombination von Glykopeptiden mit Rifampicin, Clindamycin oder Gentamycin
(je nach Antibiogramm) eingesetzt.

Zur Dekolonisierung sind neben lokalen antiseptischen MaBnahmen topisch zu

applizierende Antibiotika (Mupirocin) indiziert. [38, 77]

Hinsichtlich der Kosten-Nutzen-Analyse und dem Hintergrund knapper
werdender  finanzieller ~ Ressourcen im Gesundheitssystem  sind
Screeningprogramme zu Identifizierung unerkannter MRSA-Trager bei
Krankenhausaufnahme sowie konsequente krankenhaushygienische
MaBnahmen zur Bekampfung der MRSA-Situation dringend erforderlich.

1.7 Genotypisierung

Durch molekulare Typisierung (Genotypisierung) kdbnnen Isolate der gleichen
Erregerspezies, aufgrund von Unterschieden auf der Nukleinsaureebene,
unterschieden werden. Dadurch kbnnen einzelne Stamme von verwandten bzw.

nicht verwandten Stammen abgegrenzt werden. Dies hat besondere Bedeutung
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fur die Erforschung der Epidemiologie der Erreger, oder den Studien zur

Resistenzentwicklung [118].

Es gibt eine Reihe molekularer Typisierungsverfahren, wie die Multilocus—
sequenz—typing Methode (MLST), Amplified-Fragment-lenght-polymorphism
(AFLP) oder die Polymerasekettenreaktion (PCR) [118, 82, 18].

In dieser Arbeit wurden die Proben mittels Pulsfeld-Gel-Elektrophorese typisiert.
Ein zugesetztes Restriktionsenzym (Smal) schneidet die Bakterien-DNA an
seltenen  Nukleotidsequenzen. Es entstehen somit DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange (10 bis 700 kb), welche anschlieBend aufgrund ihrer
Langenunterscheide in der Pulsfeld-Gel-Elektrophorese aufgetrennt werden. Mit
dem so erhaltenen Bandenmuster lassen sich einzelne Stamme und Subtypen
(unterscheiden sich nur in wenigen Banden vom Originalstamm) differenzieren.
So lassen sich auch genomische Veranderungen, welche z. B. durch Mutation,
Insertion oder Deletion entstanden sind, erfassen [92, 84].

1.8 Ziel der Studie

In epidemiologischen Studien zur nosokomialen Ubertragung von S. aureus
wurden vorwiegend MRSA-Stamme untersucht.

Ziel dieser Studie war es die Dynamik der S. aureus-Kolonisation bei
chirurgischen Patienten Uber einen Zeitraum von einem Jahr zu erfassen. Das
Patientenkollektiv dieser Studie bestand aus Patienten der Herz-, Thorax- und
GefaBchirurgie. Als Kontroligruppe wurden Medizinstudenten des ersten
klinischen Semesters herangezogen. Es sollten 150 Patienten bzw. mindestens
30 initial S. aureus positive Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Alle
S. aureus-Isolate sollten genetisch typisiert und der Resistenzstatus erfasst
werden. Die Datenerfassung und Probensammlung erfolgte gemeinsam mit
Ester Lauzana. In der vorliegenden Dissertation wurden folgende Fragen

bearbeitet:

10.06.2009 11:52:58 Uhr




‘ ‘ Druckfreigabe_innd.indd Abs1:12

Gibt es bezuglich Pravalenz und Persistenz Unterschiede zwischen
hospitalisierten Patienten und gesunden Probanden?

Wie hoch ist die nosokomiale Kolonisationsrate mit MRSA bzw. MSSA und
gibt es hierbei Unterschiede zwischen initial S. aureus positiven und S.
aureus negativen Patienten. Damit sollte der Frage nachgegangen werden,
ob eine S. aureus-Besiedlung vor einer neuen Kolonisation bzw. Infektion
schutzt?

Sind Patienten mit besonderen klinischen Parametern (z. B.
Grunderkrankung oder Antibiotikaeinnahme) haufiger mit S. aureus
besiedelt?

Welche Genotypen lassen sich bei Patienten und Studenten haufig
nachweisen und gibt es eine Korrelation zu Antibiotikaresistenzen?

Wie haufig kommt es zu S. aureus Ubertragungen zwischen Patienten?
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2. Material und Methoden

2.1 Probensammliungen

2.1.1 Isolation von Staphylococcus aureus bei gesunden Probanden in

der Nase

Als Kontrollgruppe dienten Medizinstudenten des 1. klinischen Semesters, die
im  Mikrobiologischen Institut der Universitat Tubingen an einer
Pflichtveranstaltung dieses Semesters teilnahmen. Nachdem die Studenten
schriftlich und mundlich Uber Vorgehen und Ablauf der Studie informiert wurden
und im Anschluss daran schriftlich ihre Einwilligung gaben, wurden von 134
Studenten dreimal in je funfwdchigem Abstand Nasenabstriche entnommen. Bei
jeder Entnahme wurden die Studenten nach Antibiotikaeinnahme, bezogen auf
den Zeitraum nach der letzten Abstrichentnahme, befragt. Bei der ersten
Abstrichentnahme bezog sich die Frage nach Antibiotikaeinnahme ebenfalls auf
die letzen 5 Wochen davor.

2.1.2 Isolation von Staphylococcus aureus bei intensivmedizinisch
betreuten Patienten der Herz-, Thorax- und GeféBchirurgie

Ein- und Ausschlusskriterien:

Eingeschlossen in diese Studie wurden Patienten der Herz-, Thorax- und
GefaBchirurgie, die fur einen elektiven Eingriff auf die Station A6 West und Nord
einbestellt wurden und die nach dem geplanten Eingriff auf die
anasthesiologische Intensivstation (A5 Nord/Ost) verlegt werden mussten. Nicht
aufgenommen in die Studie wurden Patienten der Herz-, Thorax- und

GefaBchirurgie, die nicht Uber die anasthesiologische Intensivstation gegangen
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sind, oder Patienten bei denen aufgrund fehlender Compliance oder Tod

weniger als drei Abstriche zur Verfugung standen.

Probenentnahme:

Es wurden von 153 Patienten 635 Proben gesammelt. Diese wurden auf das
Vorhandensein von S. aureus untersucht. Die Probenentnahme erfolgte uber
einen Zeitraum von 5 Monaten. Der erste Abstrich wurde praoperativ bei
Aufnahme des Patienten i. d. R. ein Tag vor dem operativen Eingriff vom
Pflegepersonal der chirurgischen Stationen A6 West und Nord entnommen. Die
gesammelten Abstriche wurden fur die spater folgende Untersuchung der
Proben in einem Behalter im Kuhischrank der Station bei 8 °C aufbewahrt.
Nach durchgefuhrter Operation wurden die Patienten auf die Intensivstation der
Herz-, Thorax- und GefaBchirurgie A5 Ost/Nord verlegt. Dort erfolgte bei allen
Patienten im Rahmen eines Routineabstriches die zweite Entnahme. Die
Abstriche wurden anschlieBend an das Mikrobiologische Institut versandt und
auf das Vorhandensein von S. aureus beurteilt. Nach Verlegung der Patienten
von der Intensivstation in das Wachzimmer der Station A6 West, in welchem die
Patienten ca. einen Tag zur besseren Uberwachung (monitoruberwachte
Vitalparameter) betreut wurden, erfolgte nach komplikationsfreier Uberwachung
die Verlegung auf andere Zimmer der chirurgischen Stationen A6 West und
Nord. Dort wurde den Patienten der dritte Abstrich entnommen. Anbei bekamen
die Patienten je drei Umschlage (Ruckantworten 1 bis 3) mit je einem
Wattetrager und einem Blatt Papier mit der Frage nach Antibiotikaeinnahme
und Krankenhausaufenthalte, bezogen auf den Zeitraum nach der letzten
Entnahme, mit nach Hause. Die Patienten wurden gebeten sich zu Hause, in
Abstanden von einem Monat, 6 Monaten und einem Jahr nach Datum der
ersten Entnahme, selbst Nasenabstriche zu entnehmen und diese mit der
Angabe uUber Antibiotikaeinnahme und Krankenhausaufenthalte zur Beurteilung

zuriick zu schicken.
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Datenerfassung:

Zu jedem Patienten wurden folgende Daten erfasst:

Patienten ID, Alter, Geschlecht, Datum der Aufnahme, chirurgische Station,
Intensivstation, aktuelle Diagnose und Eingriff, Antibiotikaeinnahme in den
letzten 6 Monaten vor OP, Klinikaufenthalte der letzten 6 Monate vor OP,
andere Therapeutika, maligne Erkrankungen, dialysepflichtige
Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus (Insulin ja/nein), chronische Wunden, Zahl
fruherer operativer Eingriffe, Datum und Dauer des Intensivaufenthaltes,
APACHE Il Score bei Aufnahme, Bettplatznummer auf der Intensivstation,
Antibiotikatherapie auf Intensivstation, Wachzimmer und Station (welches u.

Dauer), Datum der Verlegung von Intensivstation, Entlassdatum.

Fur die Datenerfassung stellten die chirurgischen Stationen die Patientenakten
und —kurven zur Verfugung. Daraus erhielten wir Informationen wie Alter
Geschlecht, Datum der Aufnahme, chirurgische Aufnahmestation, aktuelle
Diagnose und Eingriff, andere Therapeutika, maligne Erkrankungen,
dialysepflichtige Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus (insulinpflichtig Ja/Nein),
chronische Wunden, Antibiotikatherapie im Wachzimmer und auf Station und
Entlassdatum. AuBerdem wurde jedem Patienten eine Patienten ID
zugewiesen. Informationen wie, Datum und Ort der Verlegung auf die
Intensivstation, Dauer des Intensivaufenthaltes und Verlegungsdatum auf die
A6 West (Wachzimmer), APACHE Il Score bei Aufnahme, Bettplatznummer auf
Intensivstation, Art und Dauer der Antibiotikagabe auf der Intensivstation,
welche nicht in diesen Akten zu finden waren, wurden auf der Intensivstation
aus Datenverarbeitungsprogrammen und Intensivkurvenblattern notiert. Alle
Informationen wurden dann in eine Tabelle eines Statistikprogrammes
Ubertragen. Zur Vervollstandigung der Patiententabelle wurden die noch
fehlenden Informationen, Antibiotikaeinnahme und Klinikaufenthalte in den
letzten 6 Monaten und Zahl frUhere operativer Eingriffe, durch personliche
Befragung des Pflegepersonals und der Patienten erganzt. Bei Verlegung eines

Patienten auf eine andere Station wurde die Verlegung notiert und dem
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jeweiligen Patienten die Unterlagen fur die Nasenabstriche zu Hause dort

ubergeben.

2.2 Materialien, Chemikalien, Enzyme und Geriéte

Chemikalien:

Agarose
Agarose 2 %
Borsaure

Brij 58

BSA

EDTA

EGTA
Ethidiumbromid
HCL
Laurylsarcosin

Lysostaphin

Na—Desoxycholat
Na2 EDTA x 2 H20
NaCl

NaOH

Proteinase K

Tris

Enzyme:

Sma
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Seakem, BMA Rockland, USA
Biorad, Muinchen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Aplichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Ambi Products LLC, Lawrence, New
York

Aplichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Aplichem, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Roche, Mannheim

10.06.2009 11:52:58 Uhr




Blutagarplatten Institut fur Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene

Muller Hinton Testplatten Med. Mikrobiologie, EKU

Antibiotikatestplattichen

Formbldcke Biorad, Munchen

Gerate:

Laborzentrifuge 3K10 Sigma, Miunchen

Spectrophotometer

UV — Licht Videokamera

EDAS 290 Kodak

Chef Drive Il Elektrophorese Biorad, Munchen

2.3 Medien, Puffer und Lésungen

Waschlbsung:

10 mM Tris-HCL
10 mM EDTA
10 mM EGTA

1 MNaCl

Mit NaOH auf pH 7,5 einstellen.

2 % Agarose:
1g Agarose in 50 ml TE. Bei 4 ° C aufbewahren.
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Lysepuffer:

6 mM Tris-HCL

100 mM EDTA

1 M NaCl

0,5 % Birij

0,2 % Na-Desoxycholat

0,5 % Laurylsarcosin
Mit NaOH auf pH 7,6 einstellen.

Proteolysepuffer:

0,25 M EDTA
20 mM EGTA

1 % Laurylsarcosin

Mit NaOH auf pH 9,0 einstellen.
TE — Puffer:

Fur eine 10 x Stammlbsung:

10 mM Tris-base
1 mM EDTA

Mit HCL auf pH 8,0 einstellen.
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TBE — Puffer:

Fur eine 5 x Stammldsung:

0,05 M Tris-base
0,05 M Borsaure
0,1 mM Na2 EDTA x 2 H20

Der pH soll 8,2 betragen.

2.4 Phéanotypische Untersuchungen

2.4.1 KoloniegréBe, Pigmentierung und Hdmolysehof

Alle gesammelten Patientenabstriche wurden hierzu auf Blutagarplatten
ausplattiert und bei 37 ° C fur 48 Stunden inkubiert. Danach wurde von jeder S.
aureus positiven Blutagarplatte eine bis vier Einzelkolonien entnommen und
diese nach KoloniengroBe (klein, mittel, groB), Pigmentierung (gelblich, gelb,
intensiv gelb) und Hamolysehof (ja/nein) beurteilt. Bei fraglich positiver
phanotypischer Beurteilung wurde zur Sicherheit noch ein Staphaurex—Test
(spezifisch fur Clumping-Faktor, Protein A und S. aureus-Oberflachengene)
durchgefuhrt. Die Einzelkolonien wurden dann anschlieBend wieder auf
Blutagarplatten ausplattiert und wiederum bei 37 ° C nach 48 Stunden wie oben
beschrieben registriert und bei —80 ° C, zur spater folgenden genotypischen
Charakterisierung, eingefroren. Genotypisch charakterisiert wurde nur jeweils

die erstentnommene der vier Einzelkolonien.
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2.4.2 Agardiffusion

Die S. aureus-lsolate wurden zur Antibiotikaresistenztestung auf Testplatten
ausplattiert und Antibiotikaplatichen aufgebracht und die Hemmhobfe
(Durchmesser in cm) nach 24 Stunden bei 37 ° C ausgemessen. Es wurden die
Resistenzen fur Gentamycin, Penicillin, Cephazolin, Cotrimoxazol, Erythromycin

und Ciprofloxacin bestimmt.

2.5 Genotypische Untersuchung mittels Pulsfeld-Gel-Elektrophorese
(PFGE)

2.5.1 Isolierung der chromosomalen DNA von Staphylococcus aureus

Ansetzten der Ubernachtkultur (UNK):

5 ml TSB wurden mit einer UNK von S. aureus angeimpft und uber Nacht im
Schuttler bei 37 ° C inkubiert.

Praparationstag 1:

990 pl TSB und 10 pl der UNK wurden zusammen in einer Kuvette gemischt
und die optischen Dichten mit einem Photometer (600 nm) gemessen.
AnschlieBend wurde die jeweils benbdtigte Menge der UNK auf eine optische
Dichte von 0.5 bei 600nm berechnet und die entsprechenden pl in Cups
pipettiert und danach bei 4 ° C und 10.000 upm zentrifugiert. Nach einmaligem
Waschen im 1 ml Waschlbsung und erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in
100 pl derselben Waschlosung resuspendiert. Diese Suspension wurde nun auf
55 ° C erhitzt mit 2% iger Agarose, die zuvor in einem Heizblock mit 100 ° C
verflussigt wurde, vermischt und in vorgefertigte Formblocke pipettiert. Nach

Abkuhlen der Agaroseblockchen ( 30 min. bei 4 ° C) wurden diese in Cups

20
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umgebettet, dazu 1 ml Lysepuffer und 5 pl Lysostaphin gegeben und

anschlieBend tber Nacht bei 4 ° C auf der Bewegungsplatte inkubiert.

Praparationstag 2:

Lysepuffer und Lysostaphin wurden abgesaugt und nun durch 1 ml
Proteolysepuffer und 50 pl Proteinase K ersetzt und bei 50 ° C im Wasserbad
belassen. Nach 4-12 Stunden wurde der Proteolysepuffer und die Proteinase K
gewechselt und erneut wie oben beschreiben inkubiert.

Praparationstag 3:

Die Agaroseblockchen wurden funfmal fur jeweils 1-2 Stunden in 1000 pyl TE-

Puffer bei 4 ° C auf der Bewegungsplatte gewaschen.

2.5.2 Restriktionsverdau

Fur den Restriktionsverdau wurde von jedem Agarosebldockchen ein ca. 1-2

mm breites Stuck mit einem Deckglas abgeschnitten, dieses in einen Cup

umgebettet und als Restriktionsansatz

BSA: 1pl

10 x Puffer: 20 ul
Agua Bidest 78 pl
und als Restriktionsenzym Sma : 1 pl.

hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Puffermischung fur 2-3 Stunden bei
Raumtemperatur belassen.
Nach der Inkubationsdauer wurde das Puffergemisch wieder entfernt und die

Reaktion mit TE-Puffer gestoppt. Die Proben konnten nun unmittelbar zur

21
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Elektrophorese eingesetzt oder bei 4 ° C fur den spateren Gebrauch verwahrt

werden.

2.5.3 Pulsfeld-Gel-Elektrophorese

Zur Durchfuhrung wurde das Elektrophoresegerat Chef Drive Il der Firma

Biorad verwendet.

Die verdauten Proben wurden auf einen Elektrophoresekamm aufgetragen, der
Molekulargewichtsstandard Lambda—Concatamer (COL) in die erste, mittlere
und letzte Spur, und zur besseren Haftung fur ca. 3 min in den Brutschrank
gestellt. Danach wurden sie in einem vorgefertigten Rahmen fur Agarosegele
eingebracht und mit einem flussigen Agarosegemisch (1 % Agarose in 0.5 x
TBE), das zuvor durch Erwarmung verflussigt wurde, umflossen. Das
Agarosegel brauchte ca. 30 min zur Hartung. Im Anschluss daran wurden die
Taschen mit einem Rest des zuvor verwendeten Agarosegemisches

verschlossen.

Die Elektrophorese lief bei einer Pulszeit von 1 bis 45 s, bei 200 V, mit einer
Kuhlung auf 12 ° C fur 24 Stunden. Als Laufpuffer wurde eine Mischung aus
1615 ml Bidest und 85 ml 10 x TBE verwendet.

Nach dem Lauf wurde das Gel in einer Farbeldosung mit 0,5 pl/ml
Ethidiumbromid in 0.5 x TBE fur 30 min angefarbt.

2.5.4 Dokumentation

Die aufgetrennten, mit Ethidiumbromid angefarbten, DNA-Fragmente wurden

anschlieBend mit einer Videokamera unter UV—Licht aufgenommen.

22
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2.6 Auswertung

2.6.1 Visuelle Auswertung

Es wurde ein visueller Vergleich der Bandenmuster jedes Patienten und
Studenten durchgefuhrt. Jede Bandenveranderung wurde registriert und

dokumentiert.

2.6.2 Auswertung mittels Computerprogramm WIN CAM 2.0

Die GroBe jeder Bande wurde in Kilobasen berechnet. Als Grundlage diente
dabei der definierte Molekulargewichtsstandard (Smal Verdau des
sequenzierten S. aureus-Stamm COL). Mit Hilfe eines Densitometers wurde die
Lichtintensitat einer jeden Bande gemessen und das Bandenmuster anhand
dieser erhobenen Werte in Peaks umgewandelt und daraus ein sogenannter
Fingerprint erstellt. Die Fingerprints wurden in einer Datenbank gespeichert.
Der Verwandtschaftsgrad der Banden wurde auf Basis des ungewichteten
Peakvergleichs Uber den sogenannten Dice—Koeffizienten bestimmt. Wich die
Position der Banden zweier Fingerprints um weniger als 1,7% voneinander ab,
so handelte es sich um identische Fingerprints. Der Dice—Koeffizient basiert auf

folgender Formel:

Dices=2a/(2a+b+c)

Wobei:

s = Ahnlichkeit bzw. Distanz zwischen beiden Fingerprints

a = Anzahl der Banden, die in beiden Fingerprints vorliegen.

b = Anzahl der Banden im 1. Fingerprint, die nicht im 2. Fingerprint vorliegen.

¢ = Anzahl der Banden im 2. Fingerprint, die nicht im 1. Fingerprint vorliegen.

23
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Es wurden alle Fingerprints in einer Datenbank miteinander verglichen und ein
Dendrogramm erstellt, d. h. es wurde ein Ahnlichkeitskoeffizient der DNA-
Banden mit der UPGMA (unweighted pair group arithmetic averages) Formel
errechnet. Wiesen Isolate zu 87% bis 100% eine Ahnlichkeit auf, so wurden sie
dem gleichen Genotyp zugeordnet. Dies entspricht einem Unterschied von
maximal 3 Banden zwischen zwei Fingerprints. Fielen Isolate unter diesen

Schwellenwert von 87%, so gehorten sie einem anderen Genotyp an.

2.7 Statistische Methoden

In dieser Studie werden vor allem dichotome Merkmale untersucht (wie
S.aureus-Trager ja/nein). Fur diese werden Anzahlen und Anteile (meist in

Prozent) angegeben

Auch die untersuchten Kklinischen Parameter sind dichotome Merkmale
(Diabetes ja/nein). Um den Zusammenhang zwischen diesen Kklinischen
Parametern und initialer S.aureus-Besiedlung zu untersuchen, wurde fur jedes
klinische Merkmal eine Vierfeldertafel aufgestellt und der exakte Test nach
Fisher durchgefuhrt. Hierbei muss fur multiples Testen adjustert werden, es
wurde die Bonferroni-Methode gewahlt. Ebenso wurde bei der Untersuchung

des Zusammenhangs von Genotyp und Resistenz vorgegangen.

Unterschiede der Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei Patienten und

Studenten wurden mit dem exakten Mehrfeldertest nach Fisher getestet

Auf die statistische Auswertung der mittleren Zeit der Bandenveranderung
wurde nach Ricksprache mit dem Institut fur Medizinische Biometrie verzichtet,
da die Stichprobenanzahlen zu gering waren.

Fur alle Tests wurde das (globale) Signifikanzniveau auf 5% gesetzt.

Die statistische Auswertung wurde mit JMP (Version 4.0) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Prédvalenz von Staphylococcus aureus bei intensivmedizinisch
betreuten Patienten der Herz-, Thorax- und GefdBchirurgie

Wahrend des Untersuchungszeitraumes von 5 Monaten konnten nach Erfullung

der Einschlusskriterien fur diese Studie 153 Patienten erfasst werden.

Der erste Abstrich wurde praoperativ bei Aufnahme des Patienten i. d. R. einen
Tag vor dem geplanten operativen Eingriff vom Pflegepersonal der
chirurgischen Stationen A6 West und Nord entnommen. Nach durchgefuhrter
Operation wurden die Patienten auf die Intensivstation der Herz-, Thorax- und
GefaBchirurgie A5 Ost/Nord verlegt. Dort erfolgte bei allen Patienten die zweite
Entnahme. Der dritte Abstrich wurde den Patienten, nach komplikationsfreier
Uberwachung im Wachzimmer, auf der chirurgischen Station entnommen (ca. 3
bis 16 Tage nach der zweiten Entnahme). Weiter wurden die Patienten gebeten
nach ihrer Entlassung in vorgegebenen Abstanden (1 Monat, 6 Monate, ein
Jahr) sich selbst Nasenabstriche zu entnehmen und diese mit Angaben Uber
Antibiotikaeinnahme und Krankenhausaufenthalte zur Beurteilung zuruick zu
schicken (Abb. 1).

Insgesamt konnten von 153 Patienten 635 Proben zur mikrobiologischen

Untersuchung gesammelt werden.
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Abbildung 1: Zeitpunkte der Abstrichentnahmen und Ablauf des klinischen Aufenthaltes
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Der S. aureus-Nachweis erfolgte durch phanotypische Beurteilung und
genotypische Charakterisierung mittels PFGE. Von den 635 gesammelten
Proben waren 106 Proben S. aureus positiv (Tabelle 1).

Von 153 Patienten lieB sich bei 52 Patienten (34,0%) im Verlauf der Studie in

mindestens einem der Abstriche eine S. aureus-Nasenkolonisation nachweisen.

Tabelle 1: Gewonnene Abstriche bei den Patienten

Abstriche Erhaltene Abstriche S. aureus positiv

n % Anteil
Praoperativ 153 24,8 (38/153)
Intensiv 153 18,3 (28/153)
Station 153 10,5 (16/153)
Ruckantwort1 75 14,7 (11/75)
Ruckantwort2 55 9,1 (5/55)
Rickantwort3 46 17,4  (8/46)
Gesamt 635 16,7(106/635)

Von 153 Patienten wurden von jedem Patient ein praoperativer Abstrich, ein
Abstrich auf der Intensivstation sowie ein Abstrich postoperativ auf der
chirurgischen Station entnommen.

Bei den Ruckantworten kam es aufgrund mangelnder Compliance zu einer
Reduktion der Probenanzahl. In der ersten und zweiten Ruckantwort wurden
von 153 erwarteten Proben 75 bzw. 55 zuriick geschickt, in der dritten

Ruckantwort konnten lediglich 46 Proben auf S. aureus untersucht werden.

Wahrend des Klinikaufenthaltes kam es zu einem Ruckgang der S. aureus-
Nasenkolonisation. Die Pravalenz der Kolonisation von 153 Patienten lag
praoperativ bei 38 Patienten (24,8%), in der zweiten Entnahme bei 28 Patienten
(18,3%) und postoperativ lediglich bei 16 Patienten (10,5%).

In den Ruckantworten wurde zunachst ein Anstieg der Kolonisation beobachtet
(von 10,5% auf 14,7%). Nach einem Ruckgang in der 2. Ruckantwort stieg der
Anteil der S. aureus positiven Patienten in der 3. Rickantwort wieder an (2.
Ruckantwort: 9,1%; 3. Ruckantwort: 17,4%).

27

10.06.2009 11:52:59 Uhr




‘ ‘ Druckfreigabe_innd.indd Abs1:28

Die Kontrollgruppe bildeten Medizinstudenten des ersten klinischen Semesters,
welche am Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene an der
Universitat Tubingen an einer Pflichtveranstaltung dieses Semesters
teilnahmen. Dabei wurden von 134 Studenten in je funfwdchigem Abstand drei
Nasenabstriche entnommen. Auch hier wurden die Personen nach
Antibiotikaeinnahme, bezogen auf den davor liegenden Zeitraum von 5
Wochen, befragt.

Von den 134 Studenten konnten aufgrund fehlender Compliance, Abwesenheit
oder Krankheit der Studenten am jeweiligen Entnahmetag nicht alle Abstriche
entnommen werden. Insgesamt wurden 370 Proben gesammelt und untersucht
(Tabelle 2). Die phano- und genotypische Charakterisierung erfolgte analog den

Patienten.

Tabelle 2: Gewonnene Abstriche bei den Studenten
Abstriche Erhaltene Abstriche

S. aureus positiv

n % Anteil
1. Abstrich 117 30,8 (36/117)
2. Abstrich 127 24,4 (311127)
3. Abstrich 126 31,0 (39/126)
Gesamt 370 28,6(106/370)

In der ersten Abstrichentnahme konnten von 117 Studenten Abstriche
entnommen werden. Davon waren 36 Studenten positiv (30,8%). Bei der
zweiten Entnahme gaben 127 Studenten ihre Proben ab. Hiervon waren 31
Studenten positiv (24,4%). In der dritten und letzten Abstrichentnahme konnten
von 126 Studenten Proben gesammelt werden. Von diesen waren 39 Studenten
positiv (31,0%).
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Einen Vergleich der S. aureus-Pravalenz der Patienten und Studenten gibt

Abbildung 2.
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Abbildung 2: S. aureus-Pravalenz von Patienten und Studenten.

In Abbildung 2 ist eine hbhere Pravalenz der S. aureus-Besiedlung bei den
Studenten im Vergleich zu den Patienten erkennbar.

Die eingehende statistische Analyse dieses Ergebnisses ist Gegenstand der
Dissertation von Ester Lauzana.
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3.2 Verlaufsbeobachtung der Staphylococcus aureus-Besiedlung

3.2.1 Verlaufsbeobachtung der Staphylococcus aureus-Besiedlung bei

den Patienten

Bei einer Studiendauer von einem Jahr (inklusive Rickantworten) konnten
durch regelmaBige Probenentnahmen und Beurteilung der Folgeisolate
genauere Informationen uber Persistenz und Dynamik der S. aureus-
Besiedlung der Patienten gewonnen werden. Abbildung 3 verdeutlicht

schematisch den Verlauf der S. aureus-Kolonisation.

Siehe auch Tabelle 3 und Tabelle im Anhang.
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Es waren von den 153 getesteten Patienten 38 initial positiv (praoperativer
Abstrich) (24,8%). Von den 38 Patienten waren nur 4 Patienten immer positiv

(persistierende Trager). 22 Patienten waren nachfolgend immer negativ.

115 Patienten (75,2%) wurden initial negativ getestet. Davon blieben die
meisten Patienten (101/115) immer negativ. 14 Patienten wurden in weiteren
Abstichen positiv getestet. Von diesen 14 Patienten blieben 8 weiterhin positiv,

5 Patienten wurden wieder negativ.

3.2.2 Verlaufsbeobachtung der Staphylococcus aureus-Besiedlung bei
den Studenten

Bei den gesunden Kontrollpersonen lag die zeitliche Differenz zwischen der
ersten und dritten Entnahme bei ca. 10 Wochen. Hier wurden nur drei Abstriche

pro Student untersucht.

Bei der ersten Abstrichentnahme konnten von 134 Studenten 117 Abstriche
entnommen werden.

Von den 117 Studenten konnte bei 36 (31,6%) eine S. aureus-
Nasenkolonisation nachgewiesen werden. Davon waren 17 Studenten in allen
drei Abstrichen positiv. 19 Studenten waren im 2. und/oder 3. Abstrich negativ.
Bei 81 von den 117 getesteten Studenten (68,4%) konnte initial keine S.
aureus-Kolonisation nachgewiesen werden. Davon wurden 62 Studenten immer
negativ getestet, 19 Studenten jedoch wiesen im 2. und/oder 3. Abstrich eine
Besiedlung auf.

Einen Uberblick uber den Verlauf der S. aureus-Besiedlung gibt das folgende
Schema.
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Tabelle 3: Tabellarische Darstellung des Verlaufs der S. aureus-Kolonisation.

Tragerstatus Patienten Studenten

% Anteil % Anteil
Immer positiv 2,6 (4/153) 16,7 (17/1021)
Intermittierend? 31,4 (48/153) 22,5 (23/102)
Immer negativ 66,0 (101/153) 60,8 (62/102)

1: Von 102 Studenten wurden alle 3 Abstriche abgegeben, von 32 Studenten fehlte
mindestens ein Abstrich, sie wurden daher bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.
2: wenn mindestens ein positiver und ein negativer Abstrich

Der tabellarische Vergleich der Verlaufsbeobachtung der S. aureus-Besiedlung
von Patienten und Studenten lasst einen hbheren prozentualen Anteil der
intermittierenden Trager bei den Patienten sowie einen hoheren Anteil der
persistierenden Trager (immer positiv) bei den Studenten erkennen. Der Anteil
der Personen, die nie mit S. aureus besiedelt waren ist jedoch sehr ahnlich (66

versus 61%).

3.3 Zusammenhang der Staphylococcus aureus-Besiedlung mit
klinischen Parametern

Jeder Patient wurde bei der Erfassung seiner klinischen Daten nach
Antibiotikaeinnahme und Klinikaufenthalten der letzten sechs Monate befragt.
AuBerdem wurden Informationen wie maligne Erkrankungen, dialysepflichtige
Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus (Insulin ja/nein) und chronische Wunden
notiert und nach einer Haufung zu einer S. aureus-Nasenkolonisation gesucht
(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Haufung der S. aureus-Besiedlung mit klinischen Parametern %

Klinischer Gesamt Initial Initial | Immer pos. Inter-  Immer neg.
Parameter positiv negativ mittierend
% (Anteil) % (Anteil) % (Anteil) % (Anteil) % (Anteil) % (Anteil)
Mannliche 752 252 74,8 35 29,6 66,9
Patienten (115/153) (29/115) (86/115) (4/115) (34/115) (771115)
Weibliche Patienten 24,8 23,7 76,3 0,0 36,8 632
(38/153) (9/38) (29/38) (0/38) (14/38) (24/38)
Antibiotikaeinnahme 19,0 27,6 72,4 0,0 31,0 69,0
in den letzten 6 (29/153) (8/29) (21/29) (0/29) (9/29) (20/29)
Monaten !
Klinikaufenthalte in 24,8 18,4 81,6 0,0 31,6 68,4
den letzten 6 (38/153) (7/38) (31/38) (0/38) (12/38) (26/38)
Monaten 2
Maligne Erkrankung 7,8 41,7 58,3 8,3 33,3 58,4
(12/153) (5/12) (712) (112) (412) (712)
Diabetes mellitus 29,4 222 77,8 0,0 33,3 66,7
Typ 1und 2 (45/153) (10/45) (35/45) (0745) (15/45) (30/45)
Insulinpflichtige Typ 10,5 12,5 87,5 0,0 12,5 87,5
1 und 2 Diabetiker (16/153) (2/16) (14/16) (0/16) (2/16) (14/16)
Chronische 2,6 25,0 75,0 0,0 50,0 50,0
Wunden (4/153) (1/4) (3/4) (0/4) (2/4) (2/4)
Dialysepflichtige 0,7 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
Niereninsuffizienz (1/153) (0/1) (1/1) (0/1) (0/1) (171)

1: Antibiotikaeinnahme bezieht sich auf die letzten 6 Monate vor der ersten Entnahme
2; Klinikaufenthalte beziehen sich auf die letzten 6 Monate vor der ersten Entnahme.

Das Patientenkollektiv umfasst 153 Patienten. Darunter waren 115 Manner und
38 Frauen. Von den Mannern wurden 29 (25,2%), und von den Frauen 9
(23,7%) initial S. aureus positiv getestet. Vier der Manner zahlten zu den
persistierenden S. aureus-Tragern, bei den weiblichen Patienten wurde keine
persistierende Kolonisation nachgewiesen. In der Gruppe der Nicht-Trager sind
77 (66,9%) Manner und 24 Frauen (63,2%) registriert.

Von den Patienten die in den letzten 6 Monaten Antibiotika eingenommen

hatten, dies waren 29 Patienten, wurden 8 Patienten initial S. aureus positiv
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getestet (27,6%). Doch konnte bei keinem dieser Patienten eine S. aureus-
Persistenz notiert werden.

38 Patienten waren in den 6 Monaten vor der ersten Abstrichentnahme in
einem Krankenhaus, wovon sich bei 7 Patienten in der ersten Entnahme eine S.
aureus-Besiedlung nachweisen lieB (18,4%), 26 der 38 Patienten waren in allen
Abstrichen negativ (68,4%). Eine persistierende Besiedlung konnte bei keinem

der Patienten beschrieben werden.

Eine maligne Erkrankung wiesen 12 Patienten der Studie auf. Der Anteil der
initial positiven in dieser Gruppe betrug 5 Patienten (41,7%), wobei bei einem

eine S. aureus-Persistenz registriert werden konnte.

In der Gruppe der Diabetiker waren insgesamt 45 Patienten (Typ 1 und 2
Diabetes). Davon wurden 10 Diabetiker in der ersten Entnahme S. aureus
positiv getestet (22,2%), die Gruppe der Nicht—Trager bildete hier mit einem
Anteil von 66,7% die prozentuale Mehrheit. Eine persistierende S. aureus-
Besiedlung konnte nicht registriert werden. Insulinpflichtig waren 16 Diabetiker,
wovon lediglich 2 Patienten initial positiv getestet wurden. Beide Patienten

waren intermittierende Trager.

Vier Patienten litten an chronischen Wunden. Von diesen war lediglich ein
Patient initial S. aureus positiv (25,0%).

Ein Patient hatte eine dialysepflichtige Niereninsuffizienz. Er war in allen
Abstrichen S. aureus negativ.

Trotz vielfaltiger klinischer Studien, die eine Korrelation zwischen Erkrankungen
und Nasenkolonisation beschreiben, konnte hier kein signifikanter Unterschied
in der Tragerrate bezuglich der klinischen Parameter Antibiotikaeinnahme und
Krankenhausaufenthalte in den letzen 6 Monaten, maligne Erkrankungen,
Diabetes mellitus, insulinpflichtiger Diabetes mellitus, chronische Wunden,
dialysepflichtige  Niereninsuffizienz gefunden werden (exakter Fisher
Vierfeldertest, p-Werte > 0,05, das Signifikanzniveau ist hier 0,05/7 = 0,007
nach Adjustierung fur multiples Testen nach der Bonferroni Methode).
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3.4 Genotypische Charakterisierung

3.4.1 Héufigkeitsverteilung von Genotypen

Die genotypische Charakterisierung hat in den letzten Jahren an Bedeutung
hinzugewonnen. Sie ist ein wesentliches Element fur die Erforschung der
Persistenz  und  Ubertragungshaufigkeit von  Erregern, sowie der
Infektionsuberwachung und Prophylaxe von S. aureus-Infektionen. Alle S.
aureus positiven Proben der Patienten und Studenten wurden in dieser Arbeit
mit Hilfe der PFGE genetisch typisiert.

Nach Isolierung der S. aureus-DNA wurde diese durch das Restriktionsenzym
Smal an den Schnittstellen CCC/GGG geschnitten und anschlieBend mit Hilfe
der PFGE aufgetrennt (Abbildung 5). Jedes Isolat konnte damit einem Genotyp

zugewiesen werden.

Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei den Patienten:

Nach der phanotypischen Beurteilung der 635 Proben wurden 106 Proben als
S. aureus positiv registriert. Von diesen 106 positiven Proben wurde jeweils
eine Einzelkolonie genotypisch charakterisiert.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Abbildung 5: Beispiel einer PFGE von S. aureus.

Neben den Standard (Stamm COL) auf den Spuren 1 und 17 sieht man die
Bandenmuster unterschiedlicher S. aureus—Isolate. Zum Beispiel befinden sich auf den
Spuren 2, 3 und 4 drei zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommene Isolate des
gleichen Genotyps eines Patienten. Auf den Spuren 5, 6 und 7 sieht man ebenfalls
Bandenmuster unterschiedlicher Isolate des gleichen Genotyps eines Patienten. Auch
auf den Spuren 8 und 9 sieht man die Bandenmuster gleicher S. aureus-Stamme. Auf
den Spuren 10 und 11 wurden zwei Isolate eines Patienten analysiert. Sie wurden dem
gleichen Genotyp zugeordnet. Die Spuren 12, 13 und 14 wurden aufgrund ihres
gleichen Bandenmusters ebenfalls dem gleichen Genotyp zugeordnet. Auf den Spuren
15 und 16 sieht man zwei Isolate unterschiedlicher Patienten.

Am haufigsten wurden die Genotypen 31 und 7 nachgewiesen. Diese fanden
sich bei jeweils 9 Patienten. Der Genotyp 36 wurde bei 7 Patienten, der Typ 2
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bei 6 Patienten und der Typ 1 bei 4 Patienten nachgewiesen (Tabelle 14 im
Anhang). Die ubrigen Genotypen waren jeweils nur einmal vertreten.

Der Vergleich der Folgeisolate zeigte, dass bei nur einem Patienten (ID 084)
wahrend des Untersuchungszeitraums ein S. aureus-Stammwechsel stattfand.
Der Patient wies im praoperativen Abstrich den Genotyp 2, im Abstrich auf der
chirurgischen Station den Genotyp 146 auf. Bei allen anderen Patienten

gehborten die Folgeisolate immer dem gleichen Genotyp zu.

Bei einem Patienten mit dem Genotyp 31 war dieses Isolat in allen 4 Abstrichen

methicillin-resistent.

Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei den Studenten:

Von 370 Isolaten waren 106 S. aureus positiv. Die phano- und genotypische

Charakterisierung der Isolate erfolgte entsprechend den Patienten.

Bei den gesunden Kontrollpersonen fand sich folgende Haufigkeitsverteilung:
Der GT 7 wurde bei 10 Probanden nachgewiesen, der GT 36 bei 7, der GT 31
bei 6, der GT 2 bei 5, die GT 54 und 108 bei jeweils 3 Probanden und der GT
139 fand sich bei 2 Probanden. Die Ubrigen GT waren jeweils nur einmal
vertreten.

Eine Kontrollperson (Studenten ID 137) wies eine MRSA-Besiedlung (GT 139)
auf.

Bei drei Kontrollpersonen wurde ein S. aureus-Stammwechsel beobachtet. Der
Student mit der ID 21 wies im 1. Abstrich den GT 36 im 3. Abstrich den GT 7
auf. Die Studenten mit der ID 127 bzw. 129 hatten bei der ersten
Abstrichentnahme die GT 140 bzw. 143 in der 3. Entnahme die GT 155 bzw.
152.

Einen direkten Vergleich Uber die Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei
Patienten und Studenten gibt Tabelle 15 im Anhang.
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Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung der nachgewiesenen Genotypen bei Patienten und
Studenten.

Es konnte damit kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Genotypen

bei Patienten und Studenten beobachtet werden (exakter Mehrfeldertest nach

Fischer, p-Wert = 0,22)

3.5 Resistenzen

Alle S. aureus positiven Abstriche der Patienten und der Studenten wurden
mittels  Agardiffusion auf die Resistenzen fur Gentamycin, Penicillin,
Cephazolin, Cotrimoxazol, Erythromycin sowie Ciprofloxacin getestet. Dazu
wurden die S. aureus-Isolate auf Testplatten ausplattiert, Antibiotikaplattchen
aufgebracht und die Hemmhofe (Durchmesser in cm) nach 24 Stunden bei 37°

C ausgemessen und dokumentiert (Tabellen 5 und 6).
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3.5 Antibiotikaresistenzen bei den Patienten.

Im praoperativen Abstrich waren 63,2% der Isolate Penicillin-resistent. Im
zweiten Abstrich, dem Abstrich auf der Intensivstation, zeigten 71,4% der
Patienten-Isolate eine Resistenz. Im dritten Abstrich (Station) stieg die
Resistenz von Penicillin erneut auf einen Wert von 87,5% an (Tabelle 5).

In den Abstrichen zu Hause lag die Penicillin-Resistenz zwischen 60,0% und
72,7%.

Einige Isolate zeigten eine Veranderung im Penicillin-Resistenzmuster:

Der S. aureus des Patienten mit der ID 12 wies im praoperativen und im
Intensivabstrich eine Penicillin-Resistenz auf, dagegen im Abstrich, der ihm auf
der chirurgischen Station entnommen wurde, konnte keine Resistenz mehr
nachgewiesen werden. Dieser Patient erhielt auf der Intensivstation sowie im
Wachzimmer eine antibiotische Prophylaxe mit Cephazolin fur 4 Tage. Die
restlichen Abstriche waren negativ.

Die Staphylokokken zweier Patienten erwarben im Laufe des
Krankenhausaufenthaltes eine Penicillin-Resistenz (Patienten ID 58, 151). Das
Isolat des Patienten mit der ID 58 wurde im praoperativen Abstrich Penicillin-
sensibel getestet, im Intensivabstrich konnte eine neu aufgetretene Resistenz
beobachtet werden. Die antibiotische Prophylaxe und Therapie wurde mit
Cephazolin fur 10 Tage durchgefuhrt. Die Ubrigen Abstriche waren negativ. Bei
der zweiten neu aufgetretenen Penicillin-Resistenz (ID 151), welche erstmalig
postoperativ auf der chirurgischen Station beobachtet werden konnte (in den
ersten beiden Abstrichen wurde das Patienten-Isolat Penicillin-sensibel
getestet), wurde dem Patienten lediglich eine einmalige antibiotische
Prophylaxe mit Cephazolin auf der Intensivstation verabreicht. Die
Ruckantworten wurden nicht zurickgeschickt.

Das Isolat des Patienten mit der ID 64 wurde praoperativ Penicillin-resistent,
Gentamycin- und Ciprofloxacin-sensibel getestet. Bei der zweiten Entnahme
(Intensivstation) anderte sich das Resistenzmuster, der Erreger zeigte nun eine

Gentamycin-und Ciprofloxacin-Resistenz, fur Penicilin war er sensibel.
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Entsprechend der Anderung im Resistenzmuster war in der PFGE eine
Bandenveranderung zu beobachten (s. u., Kapitel Bandenveranderungen in der
PFGE). Der Patient erhielt auf der Intensivstation sowie im Wachzimmer 6 Tage
Cephazolin. Die antibiotische Therapie auf der chirurgischen Station wurde mit
Cefaclor fur 2 Tage sowie mit Levofloxacin fur 4 Tage fortgefuhrt. Im dritten
Abstrich konnte keine S. aureus-Besiedlung mehr nachgewiesen werden, die

Ruckantworten wurden von dem Patienten nicht eingesendet.

Bei einem Patienten (ID 105) konnte in 4 Abstrichen (praoperativ, Intensiv,
Station, 1. Ruckantwort) eine Erythromycin-Resistenz nachgewiesen werden.
Auf der Intensivstation wurde eine eintagige antibiotische Prophylaxe mit
Cephazolin verabreicht. Die letzten beiden Riuickantworten wurden nicht zuriick

geschickt.

Bei dem Patienten mit der ID 26 konnte eine MRSA-Nasenkolonisation
nachgewiesen werden. Der Patient war im praoperativen Abstrich, auf der
Intensivstation sowie in den ersten beiden Ruckantworten S. aureus positiv. Auf
der chirurgischen Station und bei der letzten Ruckantwort war keine
Kolonisation nachzuweisen. In den positiven Isolaten fanden sich eine
Penicillin-, Cephazolin-, Erythromycin- und eine Ciprofloxacin-Resistenz. Vor
dem operativen Eingriff wurde dem Patienten einmalig Doxycyclin verabreicht.
Eine antibiotische Therapie wurde auf der Intensivstation mit Clindamycin und
Cefotaxim begonnen und auf der chirurgischen Station fortgefuhrt (Clindamycin
fur insgesamt 10 Tage, Cefotaxim fur 12 Tage). Zusatzlich erhielt der Patient

Levofloxacin fur 3 Tage.
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Tabelle 5: Antibiotikaresistenzen in % bei den Patienten.

AB Abstriche
praoperativ Intensiv Station 1.Ruck- 2.Ruck- 3.Ruck- Positive
antwort antwort antwort Abstriche
gesamt
%  Anteil % Anteil %  Anteil % Anteil % Anteil % Anteil %  Anteil
GM 0,0 (0/38) 3,6 (1/28) 0,0 (0/16) 0 (0/11) 0,0 (0/5) 0,0 (0/8) 0,9 (1/106)
P 632 (24/38) 71,4 (20/28) 87,5 (14/16) 72,7 (8/11) 60,0 (3/5) 62,5 (5/8) 69,8(74/106)
Cz 26 (1/38) 36 (1/28) 0,0 (0/16) 1 (111) 20,0 (1/5) 0,0 (0/8) 3,8 (4/106)
SXT 00 (0/38) 00 (0/28) 0,0 (0/16) 0 (0/11) 0 (0/5) 0,0 (0/8) (0/106)
E 53 (2/38) 71 (2/28) 63 (1/16) 182 (2/11) 20,0 (1/5) 0,0 (0/8) 6 (8/106)
Clp 26 (1/38) 71 (2/28) 0,0 (0/16) 1 (111) 20,0 (1/5) 0,0 (0/8) 7 (5/106)

Positiv. = 24,8 (38/153) 18,3(28/153) 10,5(16/153) 14, 7(1 1/75)  9,1(5/55) 17,4(8/46)

gesamt

AB:  Antibiotikum

GM: Gentamycin

P: Penicillin

CZ: Cephazolin

SXT: Cotrimoxazol
: Erythromycin

CIP: Ciprofloxacin

3.5.2 Antibiotikaresistenzen bei den Studenten

Bei den gesunden Kontrollpersonen waren bei der ersten Entnahme 69,4% der
S. aureus positiven Isolate Penicillin-resistent. In der zweiten Entnahme stieg
die Resistenz auf 77,4% an, im dritten Abstrich fiel die Penicillin-Resistenz auf
56,4% (Tabelle 6).

Das Isolat des Studenten mit der ID 63 war im ersten und im dritten Abstrich
Penicillin-sensibel, im zweiten Abstrich konnte eine Penicillin-Resistenz

registriert werden. Eine Antibiotikaeinnahme wurde verneint.

In der Kontrollgruppe konnten 6 Studenten mit einer Erythromycin-Resistenz
registriert werden (Studenten ID: 55, 64, 65, 67, 76, 89).

Die Studenten mit den ID 55 und 89 waren im ersten Abstrich negativ, im
zweiten und dritten Abstrich konnte eine Erythromycin-Resistenz beobachtet
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werden. Eine weitere Erythromycin-Resistenz war bei dem Studenten mit der ID
64 zu verzeichnen, hier waren alle drei S. aureus positive Isolate (erster bis
dritter Abstrich) Erythromycin-resistent. Zwei Studenten (ID 65 und 67) wiesen
in der ersten und dritten Entnahme eine Erythromycin-Resistenz auf, die zweite
Abstrichentnahme war bei einem Studenten (ID 65) S. aureus negativ, von dem
anderen Studenten (ID 67) wurde der zweite Abstrich nicht abgegeben. Eine
Resistenz gegen das Antibiotikum Erythromycin zeigte auch das dritte Isolat
des Studenten mit der ID 76, der erste Abstrich wurde S. aureus negativ
getestet, der zweite Abstrich nicht abgegeben.

Nur ein Student (ID 89) der oben genannten nahm vor der dritten Entnahme
Ciprofloxacin ein, alle anderen nahmen wahrend des Untersuchungszeitraumes

bzw. 5 Wochen davor kein Antibiotikum ein.

Bei einem Studenten (ID 137) wurde ein MRSA im 2. und 3. Abstrich
nachgewiesen, welcher eine Resistenz fur Penicillin, Cephazolin und
Ciprofloxacin aufwies. Der erste enthommene Abstrich war negativ. Eine

Einnahme von Antibiotika wurde bei allen drei Befragungen verneint.

Tabelle 6: Antibiotikaresistenzen in % bei den Studenten.

Abstriche

AB 1. Abstrich 2. Abstrich 3. Abstrich gesamt

% Anteil % Anteil % Anteil % Anteil

GM 0,0 (0/36) 0,0 (0/31) 0,0 (0/39) 0,0  (0/106)

P 69.4  (25/36) 77,4 (24/31) 56,4 (22/39) 67,0 (71/106)

Ccz 0,0 (0/36) 3,2 (1/31) 2,6 (1/39) 1,9 (2/106)

SXT 0,0 (0/36) 0,0 (0/31) 0,0 (0/39) 0,0 (0/106)

E 8,3 (3/36) 97 (3/31) 15,4 (6/39) 11,8 (12/106)

CIP 0,0 (0/36) 3,2 (1/31) 2,6 (1/39) 1,9 (2/106)
gesamt 30,8 (36/117) 24,6 (311127) 31,0 (39/126)

AB:  Antibiotikum
GM: Gentamycin
P: Penicillin

CZ: Cephazolin
SXT: Cotrimoxazol
E: Erythromycin
CIP:  Ciprofloxacin
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Einen direkten Vergleich der Antibiotikaresistenzen aller Entnahmen zwischen

Patienten und Studenten gibt Tabelle 7.

Tabelle 7: Resistenzvergleich aller positiven Abstriche

Antibiotikum  Resistenzen

Patienten Studenten

% Anteile % Anteile
Gentamycin 0,9 (1/106") 0,0 (0/106?)
Penicillin 69,8 (74/106) 67,0 (71/106)
Cephazolin 3,8 (4/106) 1,9 (2/106)
Cotrimoxazol 0,0 (0/106) 0,0 (0/106)
Erythromycin 7,6 (8/106) 11,3 (12/106)
Ciprofloxacin 4,7 (5/106) 1,9 (2/106)

1: alle positiven Abstriche der Patienten
2; alle positiven Abstriche der Studenten
Insgesamt war bei beiden Kollektiven (Patienten und Studenten) jeweils nur

eine Person mit MRSA (Cephazolin-Resistenz) besiedelt.

3.6 Bandenverdnderung in der Pulsfeld—Gel-Elektrophorese

Die DNA-Bandenmuster der lIsolate von Patienten und Studenten wurden
jeweils miteinander verglichen und nach Abweichungen in Bandenpositionen,

die z. B. neu aufgetretene Antibiotikaresistenzen begriinden, gesucht.

Bei drei Patienten konnte eine Bandenveranderung nachgewiesen werden.
(Abb. 7). Der Patient mit der ID 64 zeigte im Intensivabstrich im Vergleich zum
praoperativen Abstrich eine Bandenveranderung. In diesem Isolat wurde bei
diesem Patienten neu aufgetretene Resistenzen fur Gentamycin und
Ciprofloxacin registriert (antibiotische Medikation: s. o. Kap. Antibiotikare-
sistenzen). Die anschlieBende Abstrichentnahme auf der chirurgischen Station
war negativ. Die Ruckantworten wurden von dem Patienten nicht eingesendet
und standen somit fur die mikrobiologische Analyse nicht zur Verfugung. Eine

weitere Veranderung im DNA-Bandenmuster konnte bei dem Patienten mit der
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ID 75 beschrieben werden. Der Patient war im praoperativen Abstrich und in
der ersten Ruckantwort S. aureus positiv, in den ubrigen Entnahmen (2. und 3.
Abstrich, 2. und 3. Ruckantwort) negativ. Bei der Resistenzbestimmung der
beiden Isolate zeigte sich keine Veranderung. Ein anderer Patient (ID 118)
zeigte ebenfalls im Vergleich zum praoperativen Abstrich im Intensivabstrich
eine Bandenveranderung. Zu einer Anderung im Resistenzmuster fuhrte die
Bandenverschiebung nicht. Der dritte entnommene Abstrich auf der
chirurgischen Station wurde negativ getestet, die Ruckantworten von dem

Patienten nicht zuruick geschickt.
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A: Patient B: Patient C: Patient D: Student E: Student

ID 64 ID 75 ID 118 ID 73 ID 96
Praop. AS und Praop. AS und Praop. AS und 1.und 2. AS 1.und 2. AS
Intensiv AS 1. RA Intensiv AS

Abbildung 7:

A: Hier sieht man zwei Isolate des gleichen Genotyps eines Patienten. Eine
Bandenverschiebung ist erkennbar.

B: Auch hier wurden zwei Isolate des gleichen Genotyps eines Patienten analysiert.
Die beiden Isolate zeigen Bandenveranderungen

C: Eine Bandenveranderung ist auch in den beiden Isolaten dieses Patienten
erkennbar.

D: Auf Position D in der Abbildung sieht man zwei Spuren unterschiedlicher Isolate des
gleichen Genotyps von einem Studenten.

E: Hier ist eine Bandenveranderung vom ersten zum zweiten Abstrich erkennbar.

AS: Abstrich

RA: Ruckantwort

In der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen konnten zwei
Bandenveranderungen (Studenten ID 73 und 96) notiert werden (Abb. 7). Eine

Anderung des Resistenzmusters war nicht zu beobachten.

47

‘ ‘ Druckfreigabe_innd.indd Abs1:47 10.06.2009 11:53:01 Uhr




Tabelle 8: Erstisolate und positive Folgeisolate der Patienten

ID Erstisolat” Folgeisolat”  Veranderung®  Zeit”
[Tage]

PO 1 Nein 7
4 PO 1 Nein 1

PO I Nein 3
12 PO 1 Nein 2
18 PO 1 Nein 2
22 PO 1 Nein 2
26 PO 1 Nein 2
32 PO S Nein 8
52 1 S Nein 2
58 PO 1 Nein 5
64 PO 1 Ja 4
68 PO 1 Nein 1
71 PO I Nein 1
75 PO RA1 Ja 38
84 PO S Nein 13
93 RA2 RA3 Nein 184
97 PO I Nein 1
99 PO S Nein 7
100 S RA1 Nein 28
101 PO 1 Nein 1
105 PO I Nein 6
106 PO RA1 Nein 34
109 PO 1 Nein 1
114 PO 1 Nein 1
117 PO S Nein 3
118 PO 1 Ja 5
119 PO S Nein 6
121 PO S Nein 10
126 PO RA1 Nein 37
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127 PO I Nein 5
139 1 RALl Nein 38
144 PO 1 Nein 1
151 PO 1 Nein 1
158 PO I Nein 2
164 PO I Nein 18

Tabelle 9: Erstisolate und positive Folgeisolate der Studenten.

ID Erstisolat” Folgeisolat2 Ver'ainderung3 Zahl der
[Tage] Ereignisse
4 AS1 AS2 Nein 42
15 AS1 AS2 Nein 42
20 AS1 AS2 Nein 42
21 AS1 AS3 Nein 71
25 AS1 AS2 Nein 42
32 AS1 AS2 Nein 42
34 AS1 AS2 Nein 42
44 AS1 AS2 Nein 42
47 AS2 AS3 Nein 35
48 AS1 AS3 Nein 71
50 AS1 AS2 Nein 42
55 AS2 AS3 Nein 35
63 AS1 AS2 Nein 42
64 ASl1 AS2 Nein 42
65 AS1 AS3 Nein 77
69 AS1 AS2 Nein 42
73 AS1 AS2 Ja 42
74 AS1 AS2 Nein 42
88 AS1 AS3 Nein 77
89 AS2 AS3 Nein 35
96 AS1 AS2 Ja 42
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97 AS1 AS2 Nein 42

123 ASI AS2 Nein 42
126 AS1 AS2 Nein 42
129  ASI AS3 Nein 77
131 AS1 AS2 Nein 42
135  ASI AS2 Nein 42
137 AS2 AS3 Nein 35
139 AS1 AS3 Nein 77
141 AS1 AS2 Nein 42
143 AS1 AS2 Nein 42

: Erstes S. aureus positiv getestetes Isolat

: Nachstes Folgeisolat, welches S. aureus positiv getestet wurde
: Bandenveranderung im Folgeisolat

: Zeitdifferenz zwischen dem Erstisolat und dem Folgeisolat

PO: Praoperativer Abstrich

I: Abstrich auf der Intensivstation

S: Abstrich auf der chirurgischen Station
RA1-3: Ruckantworten 1 -3

AS1-3: Abstrich1-3

Es wurden nur diejenigen Studenten beruicksichtigt, bei denen alle drei Abstriche zur
Analyse zur Verfugung standen.

3.7 Zusammenhang zwischen Genotyp und Resistenz

Jedem Genotyp der Patienten und Studenten wurden die Antibiotikaresistenzen
fur Gentamycin, Penicillin, Cephazolin, Cotrimoxazol, Erythromycin und
Ciprofloxacin gegenubergestellt (Tabelle 10 und 11).

Bei den Patienten zeigten Klone der Genotypen 7, 36 und 2 den hodchsten
Anteil einer Penicillin-Resistenz (90,0%, 85,7%, 83,3%). Staphylokokken des
Genotyps 1 wiesen eine Penicillin-Resistenz von 75,0% auf, die des Genotyps
31 die geringste mit 40,0%. Ein Patient hatte den Genotyp 154. Dieser war
Penicillin-resistent.

Bei einem Patienten (ID 26) wurde eine MRSA-Nasenkolonisation

nachgewiesen. Dieser methicillin-resistente S. aureus hatte den Genotyp 31
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und wies Resistenzen fur Penicillin, Cephazolin, Erythromycin und Ciprofloxacin
auf (CZ, E und CIP: 11,1%).

Ein Patient der Studie (ID 64), dem der Genotyp 108 zugewiesen wurde, zeigte
eine Gentamycin-, Penicillin- und Ciprofloxacin-Resistenz (GM, P und CIP:
50,0%).

Eine Erythromycin-Resistenz konnte bei einem Patienten (ID 105) mit dem

Genotyp 154 nachgewiesen werden.

Bei den Studenten wurden die Genotypen 7, 36, 31, 2, 108 und 54 am
haufigsten nachgewiesen. Staphylokokken der Genotypen 2, 36 und 7 zeigten
die hodchsten Resistenzen fur Penicillin (83,3%, 71,4% und 70,0%). Der
Genotyp 54 wies Penicillin-Resistenzen von 66,7% auf. Die geringste Haufung

zu einer Penicillin-Resistenz zeigten die Genotypen 108 und 31 (beide 33,3%)

Erythromycin-Resistenzen wurden bei Staphylokokken der Genotypen 54
(83,3%), 7 (20,0%), 31 (33,3%) und 36 (14,3%) registriert.

Auch bei den Studenten (ID 137) konnte ein MRSA im 2. und 3. Abstrich
typisiert werden (GT 139). Dieser Erreger war Penicillin-, Cephazolin- und
Ciprofloxacin-resistent (CZ 50,0%, CIP 50,0%).

Tabelle 10: Antibiotikaresistenzen in % der Genotypen der Patienten.

GT Patienten AS GM P Ccz E CIP
n % Anteile % Anteile % Anteile % Anteile % Anteile
1 4 7 75,0 (3/4)
2 6 10 83,3 (5/6)
7 9 20 90,0 (9/10%)
31 9 22 40,0 4110y 11,17 (1/9) 11,1 (1/9) 11,1
36 7 16 85,7 (6/7)
108 2 2 500 (1/20 500 (1/2) 50,0
154 1 4 100,0 (1) 100,0 (1)

1: Diese Patienten zeigten einen Wechsel im Resistenzmuster. Sie wurden zur
Berechnung der Korrelation zwischen Genotyp und Resistenz doppelt gezahlt.
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Tabelle 11: Antibiotikaresistenzen in % der Genotypen bei den Studenten.

Positive

GT Studenten Abstriche P cz E CIP
n % Anteile % Anteile % Anteile % Anteile
2 5 11 83,3 (5/6Y)
7 10 20 70,6 (7110) 20,0 (2/10)
31 6 13 33,3 (2/6) 33,3 (2/6)
36 7 14 71,4 (5/7) 14,3  (1/7)
54 3 5 66,7 (2/3) 333 (1/3)
108 3 6 333 (113)
139 2 4 1006 (2/2) 50,0 (1/2?) 50,0 (1/22)

1: Diese Studenten zeigten einen Wechsel im Resistenzmuster. Sie wurden zur
Berechnung der Korrelation zwischen Genotyp und Resistenz doppelt gezahlt.
2: MRSA

GT: Genotyp
Antibiotika: GM (Gentamycin), P (Penicillin), CZ (Cephazolin), E (Erythromycin), CIP
(Ciprofloxacin).

Die S. aureus-Isolate des GT 31 zeigten mit 33,3% eine geringere Penicillin-

Resistenz als die Ubrigen Genotypen.

Fur keinen der Genotypen ist die Penicillin-Resistenz signifikant hdher oder
niedriger im Vergleich zu den anderen Genotypen (exakte Vierfeldertests nach
Fisher, p-Werte > 0,019, Signifikanzniveau hier jedoch 0,05/7 = 0.007 nach
Adjustierung fur multiples Testen mit Bonferroni-Methode).

3.8 Neukolonisation mit Staphylococcus aureus im Krankenhaus und
Ubertragungen von Staphylococcus aureus

3.8.1 Neukolonisation von Patienten
Bei acht Patienten konnte eine S. aureus-Besiedlung erstmalig wahrend des
Krankenhausaufenthaltes registriert werden, d. h. diese Patienten waren im

praoperativen  Abstrich  negativ.  und  wurden im Laufe des

Krankenhausaufenthaltes positiv (Tabelle 12). Zwei davon (Patienten ID 52, 80)
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wurden in den Ruckantworten negativ, bei einem weiteren Patienten (ID 139)

konnte von drei eingegangenen Ruckantwort Proben eine positiv getestet

werden. Bei einem Patienten (ID 100) waren alle drei Abstriche aus den

Ruckantworten S. aureus positiv. Von den anderen 4 Patienten (Patienten ID

63, 95, 131 und 141) wurden keine Rickantworten zuriick geschickt.

Tabelle 12: Neukolonisation im Krankenhaus

Patienten Geno- Abstriche
ID typ

Praoperativ Intensiv  Station Ruckantworten

1 2 3

52 158 - + + -
63 2 - + -
80 157 - + - -
95 145 - + -
100 36 - - + +
131 7 - - +
139 36 - + - -
141 31 - + -

Vier Patienten (ID 100, 131, 139 und 141) kdnnten ihren Staphylokokkus von
anderen Patienten dieser Studie erhalten haben (s. Kapitel 3.8.2. S. aureus

Ubertragungen). Bei den anderen Patienten (ID 52, 63, 80, 95) gibt es keinen

Hinweis auf eine Ubertragung von S. aureus.

3.8.2 Staphylococcus aureus Ubertragungen

Nach dem operativen Eingriff wurde jeder Patient auf die Intensivstation A5

Ost/Nord verlegt. Hier kam es zu zeitlichen und ortlichen Uberschneidungen

von Patienten der Studie, d. h. Patienten lagen zur selben Zeit auf der
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Intensivstation im gleichen oder auch verschiedenen Zimmern, oder Patienten
hatten zu unterschiedlichen Intensivaufenthalten den gleichen Bettplatz. Eine
Ubertragung von Staphylokokken ware somit z. B. durch das Pflegepersonal
oder der Oberflache von Gegenstanden mbglich gewesen. Der Ubertragene S.
aureus des neu Infizierten sollte dann dem gleichen Genotyp des Ubertragers
entsprechen. Nach dem Intensivaufenthalt von mindestens einem Tag wurden
die Patienten auf die chirurgische Abteilung fur Herz-, Thorax- und
GefaBchirurgie verlegt. Auch hier kam es zum Zusammentreffen von Patienten

der Studie, wobei auch hier eine Ubertragung von Staphylokokken mbglich war.

Bei den zeitlichen Uberschneidungen von Patienten auf der Intensivstation
(Abbildung 8) ware in einem Fall die Ubertragung moglich gewesen. Die
Patienten mit den ID 99 und 100 befanden sich Uber zwei Tage gemeinsam auf
der Intensivstation in verschiedenen Krankenzimmern. Der Patient mit der ID 99
war im praoperativen, im stationaren Abstrich und in der ersten Ruckantwort
positiv. Auf Intensiv lieB sich bei diesem Patienten keine Kolonisation
nachweisen, sie ist aber dennoch nicht auszuschlieBen. Der Patient mit der
ID100, der im praoperativen Abstrich und auf der Intensivstation negativ
getestet wurde, hatte bei der stationaren Entnahme einen positiven Befund, er
war auch weiterhin in den drei Ruckantworten positiv. Eine Ubertragung von
Staphylokokken von Patient (ID 99) zu Patient (ID100) ware auf der
Intensivstation oder auch spater auf der chirurgischen Station (s. u.) moglich

gewesen.
ID:

99 36 - 36 36

100 - - 36 36 36 36

Ubertragung von ID 99 auf ID 100 moglich.
Abbildung 8: Zeitliche Uberschneidungen von Patienten auf der Intensivstation
Zahl im Kasten: Genotyp
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Bei einigen Patienten kam es zur Nutzung gleicher Intensivbettenplatze (Abb.
9). Bei den Patienten mit den Genotypen 31 (ID 101 und 141) ware eine
Ubertragung vom Patienten mit der ID 101 auf den Patienten mit der ID 141
moglich gewesen.

Der Patient mit der Patienten ID 139 war im Intensivabstrich erstmalig positiv.
Eine Ubertragung vom Patienten davor (ID 99) ware denkbar gewesen.

ID:
101 31 31 31 .
141 . <1 .

v

Ubertragung von ID 101 auf ID 141 mbglich

ID:
99 36 - 36 36
139 - 36 - 36 - -

v

Ubertragung von ID 99 auf ID 139 mbglich
Abbildung 9: Nutzung gleicher Intensivbettenplatze

Auch auf den chirurgischen Stationen kam es zum Zusammentreffen von
Patienten (Abbildung 10). Eine Ubertragung von Staphylokokken konnte in zwei
Fallen stattgefunden haben. Beispielsweise war der Patient mit der ID 131
erstmalig auf der chirurgischen Station positiv. Eine Ubertragung von dem
Patienten mit der ID 121 ware moglich gewesen. Auch der Patient mit der ID
100 kdnnte seinen S. aureus von dem Patienten mit der ID 99 erhalten haben

(siehe auch oben: Ubertragung auf der Intensivstation).
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121

131

Ubertragung von ID 121 auf ID 131 mbglich
Abbildung 10: Zeitliche Uberschneidungen von Patienten auf der chirurgischen Station.

Bei einem Patienten der Studie (ID 084) wurde im 3. Abstrich ein
Stammwechsel nachgewiesen (1. Abstrich GT 2, 2. Abstrich war negativ, 3.
Abstrich GT 146). Es wurde jedoch bei keinem weiteren der Patienten der
Studie dieser GT nachgewiesen, so dass eine S. aureus Ubertragung von
einem anderen Patienten dieses Kollektivs auf den Patienten mit der ID 084

ausgeschlossen werden konnte.

3.8.3 Schiitzt eine Staphylococcus aureus-Besiedlung vor einer
Neukolonisation (Interferenz)

Von den 153 Patienten waren 115 Patienten in der ersten Entnahme negativ.
Von diesen 115 Patienten waren dann 8 Patienten im Laufe des
Krankenhausaufenthaltes S. aureus positiv. Dies sind 7,0% (8/115) der initial
negativen Patienten.

Bei den Studenten wurden 23,5% (19 von 81) der initial negativen Personen in
den Nachfolgeuntersuchungen mindestens einmal S. aureus positiv getestet.
Es kann hierbei jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Probanden bei

der Initialen Probennahme als falsch negativ bewertet wurden.

Bei den 38 initial positiven Patienten und den 36 initial positiven Studenten
waren ein bzw. drei Stammwechsel zu beobachten. Der Patient und die zwei
Studenten waren allerdings bei der Probenentnahme vor dem beobachteten

Stammwechsel S. aureus negativ. Damit konnte bei diesen Personen kein
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direkter Stammwechsel bei einer persistenten Kolonisation nachgewiesen
werden. Der dritte Student hatte seine zweite Probe nicht abgegeben.

Da kein Patient wahrend des Aufenthaltes mit MRSA besiedelt wurde, kann die
eingangs gestellte Frage ob eine bestehende Nasenkolonisation vor MRSA-
Besiedlung schtzt nicht geklart werden.

3.9 Infektionen von Staphylococcus aureus-Trédgern

S. aureus ist als humanpathogener Keim ursachlich fur eine Reihe
verschiedener Infektionen wie z. B. Haut- und Weichteilinfektionen,
Endokarditiden, Osteomyelitiden aber auch Septikamien. Im Besonderen ftrifft
dies fur intensivmedizinisch hospitalisierte S. aureus-Trager zu. So liegt ein
weiterer Aspekt dieser Studie in der Erfassung von Infektionen dieser Patienten.
Auf der anasthesiologischen Intensivstation wurde bei jedem der 153 Patienten
routinemaBig mindestens ein Nasenabstrich sowie ein Trachealabstrich
entnommen, bei begrundetem Verdacht auf eine Infektion auch Abstriche von
Kathetern oder Drainagen sowie Wundabstriche.

Bei zwei Patienten (ID 22 und 127) der Studie konnten S. aureus in Abstrichen
(Wundabstriche und Abstriche ohne nahere Angabe) nachgewiesen werden.
Bei beiden Patienten wurde praoperativ und auf der Intensivstation eine nasale
Besiedlung registriert. Der Patient mit der ID 22 erhielt im Rahmen seines
operativen Eingriffes (aortocoronarer Venenbypass) Cephazolin fur zwei Tage.
Bei dem Patienten mit der ID 127 (ebenfalls aortocoronarer Venenbypass)
wurde in den S. aureus positiven Abstrichen weitere Erreger nachgewiesen
(Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris). Als
antibiotische Therapie wurde Tazobac (Piperacillin + Tazobactam) fur 8 Tage
verabreicht. Damit waren bei nur zwei Patienten Hinweise fur eine S. aureus-
Infektion zu finden. Beide Patienten gehbrten zu Gruppe der persistent

kolonisierten Patienten. Damit ist ein endogener Infektionsweg wahrscheinlich.
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4. Diskussion

4.1 Prédvalenz von Staphylococcus aureus bei intensivmedizinisch

betreuten Patienten

In dieser Arbeit wurden von 153 Patienten und 134 Studenten Nasenabstriche
auf das Vorhandensein von S. aureus untersucht. 16,7% (106/635) der
Patientenabstriche und 28,6% (106/370) der Studentenabstriche waren S.
aureus positiv. 2,6 % (4/153) der Patienten und 16,7 % (17/102) der Studenten
waren bei allen Untersuchungen S. aureus positiv und kbnnen als persistente
S. aureus-Trager angesehen werden. Die niedrigere Pravalenz bei den
Patienten ist vermutlich durch die regelmaBige Antibiotikatherapie begrundet
und wird in der Dissertation von Ester Lauzana eingehend diskutiert.

Bei den Patienten konnten 31,4% (48/153) intermittierende Trager ermittelt
werden, immer negativ, d. h. in allen entnommenen Abstrichen, waren 66%
(101/153) der Patienten.

Bei den gesunden Kontrollpersonen waren 22,5% (23/102) der Studenten
intermittierende Trager. Der Anteil der Nicht—Trager konnte mit 60,8% (62/102)
angegeben werden.

Der Vergleich der gesammelten Daten zeigt in der Dissertation von Ester
Lauzana in der Gruppe der Patienten eine geringere Rate an persistierenden
Tragern als in der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen. Dagegen konnte bei
den Patienten einen hdheren Anteil an intermittierenden S. aureus-Tragern
ermittelt werden. Bei den Nicht-Tragern gab es keinen Unterschied beider

Gruppen.

Die Frage inwiefern hospitalisierte Patienten im Vergleich zu nicht
hospitalisierten Personen eine hbdhere S. aureus-Pravalenz zeigen ist
umstritten. Zwei Arbeiten deuten auf einen hbdheren Anteil von S. aureus-

Tragern in den Patientenkollektiven hin.
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In einer Studie von Hu und Mitarbeitern [30] wurde die S. aureus-
Nasenkolonisation von Patienten und gesunden Probanden untersucht. Hier
fand sich im Ergebisvergleich zwischen den beiden Gruppen bei den Patienten
eine hdbhere Anzahl persistierender und intermittierender Trager. Der Anteil der
Nicht—Kolonisierten war bei den Kontrollpersonen hdher als bei den Patienten.
Eine weitere vergleichbare Studie wurde von Nouwen et al. [61] durchgefuhrt.
Hier wurde der Anteil persistierender Trager bei Patienten und Kontrollpersonen
mit 30% bzw. 29% angegeben, die Anzahl der intermittierenden S. aureus-
Trager lag jedoch hier bei den gesunden Kontrollpersonen (31%) hoher als bei
den Patienten (16%). Im Vergleich dazu war in unserer Studie die Anzahl der
persistierenden Trager bei den Patienten geringer als bei der Studenten. Ein
moglicher Grund hierfur kbnnte die Einnahme von Antibiotika sein. In der Arbeit
von Hu et al. nahmen die Patienten innerhalb des Untersuchungszeitraumes
keine Antibiose ein, in unserer Arbeit bekamen alle Patienten perioperativ
Cefuroxim. In der Studie von Nouwen und Mitarbeiter gibt es keine Angaben
Uber Antibiotikaeinnahmen.

In einer anderen von Vandenbergh et al. [102] 1988 und 1995 angelegten
Studie wurde bei gesunden erwachsenen Probanden der Verlauf der
persistierenden  Kolonisation ~ beschrieben.  Unter den  getesteten
Studienteilnehmer wurden zu Beginn der Verlaufsbeobachtung Uber einen
Zeitraum von 12 Wochen mehr persistierende als intermittierende Trager
dokumentiert. Bei der 8 Jahre spater durchgefuhrten Kontrolle der
persistierenden Trager konnte jedoch nicht bei allen eine Besiedlung
nachgewiesen werden. So kann der Kolonisationsstatus nicht immer
zuverlassig bestimmt werden. Er ist von verschiedenen Variablen, wie die
Anzahl der Bakterien im Vestibulum nasi, optimalen Wachstumsbedingungen
[20], aber im Wesentlichen von der Studiendauer und dem Intervall der
Probenentnahme abhangig. Langzeitstudien mit kurzem Entnahmeintervall sind
derzeit nicht verfugbar [102].

Eriksen et al. [20] konnten bei gesunden Personen eine im Vergleich zum
intermittierenden Trageranteil geringere Anzahl an persistierenden Tragern

nachweisen.
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In vergleichbaren Publikationen uUber die nasale S. aureus-Besiedlung von
Patienten und gesunden Individuen sind Kolonisationsanteile von 20% bis 55%
- fur persistierende Trager 10% bis 35%, fur die intermittierende S. aureus-
Kolonisation 20% bis 75% - beschrieben. Auch die Angaben uber Nicht—Trager
schwanken z. T. erheblich und sind mit Anteilen von 5% bis 70% angegeben
[102]. Diese Variation der Ergebnisse ist z. T. auf Unterschiede in der Wahl der
Studienteilnehmer  (Studenten, medizinischen  Personal, Blutspender,
hospitalisierte Patienten), in der Verwendung von Labormaterialien und
Transportmedien, der Inkubationszeit der ausplattierten Agarplatten, sowie in
der Definition des Tragerstatus, zuruckzufuhren [102, 20]. Die von Eriksen et al.
(s. 0.) durchgefuhrte Untersuchung verdeutlicht den Einfluss der Inkubationszeit
auf das Testergebnis. Bei einer langeren Inkubationszeit (2 Tage versus 7
Tage) stieg der Kolonisationsanteil v. a. in der Gruppe der intermittierenden
Trager. Hier waren die Unterschiede der S. aureus positiven Testergebnisse am
deutlichsten zu erkennen. Dadurch ist es moglich, dass diese Trager in
verschiedenen Studien als falsch negativ bewertet werden. Die Ermittlung der
genauen Anzahl solcher S. aureus-Trager ist ohne eine Optimierung der
Kultivierungstechniken schwer moglich, da diese aber wahrscheinlich auch mit

einer Erhdhung des Infektionsrisikos verbunden sind, dennoch erforderlich.

Auch in unserer Studie sind Patienten in 13 Fallen zwischen zwei positiven
Abstrichen als S. aureus negativ befundet worden. Da es hier nur in einem Fall
zum Stammwechsel kam, kann davon ausgegangen werden, dass diese
Patienten auch zwischenzeitlich noch S. aureus positiv waren, diese Besiedlung
aber nicht detektiert wurde. Aussagen Uber die Sensitivitat der Methoden sind
kaum moglich, da es keinen ,Goldstandard“ zur Bewertung der Kolonisation
gibt.

In unserer Arbeiten wurden die Proben 48 h inkubiert und anschlieBend uber
Nacht eine Anreicherungskultur angelegt. Trotz optimaler Probenaufarbeitung
kdbnnen aufgrund zu geringer Inkubationszeiten falsch negative Proben nicht
ausgeschlossen werden. Es ist wahrscheinlich, dass die S. aureus-Dichte in der
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Nase auch bei persistenten Tragern zeitweise unter die Nachweisgrenze sinkt.
Dafur spricht, dass auch in der vorliegenden Studie bei 12 Personen der gleiche
Stamm nach zwischenzeitlich negativem Befund wieder isoliert werden konnte.
Alternativ kdnnten diese Personen zwischenzeitlich an anderen Korperstellen
besiedelt gewesen sein. Dies konnte zu einer Re-Kolonisation gefuhrt haben.

Fur die Kriterien zur Identifizierung des Tragerstatus wurden bis heute keine
standardisierten Richtlinien definiert, sie variieren von Studie zu Studie. So
werden von Nouwen et al. [62] sowie Hu und Mitarbeitern [30] diejenigen
Patienten als persistierende Trager angegeben, bei denen in allen Abstrichen
ein Besiedlung nachzuweisen war. In vergleichbaren Arbeiten wird die
persistierende Kolonisation als Carrier Index (positive Isolate eines Patienten /
alle positiven Isolate) groBer 0,8-0,9 definiert, die intermittierende Besiedlung
mit Indexwerten zwischen 0,1-0,5 bis 0,7-0,8 [102, 20] angegeben. Einige
Autoren unterscheiden in der Gruppe der intermittierenden Trager weiter
zwischen haufiger und gelegentlicher Kolonisation [20]. Vandenbergh wiederum
ist der Meinung, nur diejenigen Trager als persistierend einzustufen, bei denen
in den folgenden Kontrollentnahmen auch nach Jahren der gleiche

Erregerstamm gefunden werden konnte.

4.2 Zusammenhang der Kolonisation mit klinischen Parametern

Die Ergebnisse =zahlreicher Studien haben durchgangig gezeigt, das
Gesundheitszustand und Krankenanamnese sowie das Alter der Probanden
wesentliche Einflussfaktoren fur eine Nasenkolonisation darstellen. Im
Ergebnisvergleich bei den chronischen Wunden, den malignen Erkrankungen
und der dialysepflichtiger Niereninsuffizienz ist die Auswertung aufgrund zu
geringer Patientenzahlen eingeschrankt moglich. Im Folgenden soll daher nur
auf die Parameter Alter, Diabetes, Hospitalisierung und Antibiose naher

eingegangen werden.
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In einer Studie von Lamikanra et. al. [44] wurde die nasale Kolonisation
verschiedener Altersgruppen zwischen 9 und 32 Jahren miteinander verglichen.
Es konnte ein Ruckgang der Kolonisationsanteile mit steigendem Alter
registriert werden. In einer von Nouwen und Mitarbeitern [61] publizierten
Arbeit, in der die S. aureus-Trageranteile zwischen jungen und alteren
gesunden Probanden beobachtet wurden, waren in der Gruppe der alteren
Teilnehmer, (durchschnittliches Alter 73 Jahre) im Vergleich zu den jungeren
Probanden (durchschnittliches Alter 29 Jahre) mehr persistente Trager zu
verzeichnen. In weiteren Studien wurde ebenfalls ein Anstieg der S. aureus-
Pravalenz in Abhangigkeit mit zunehmendem Alter beobachtet [83, 50].
Zusammenfassend ist zu sagen, dass bei Sauglingen hohe S. aureus-
Kolonisationsanteile ermittelt werden kbnnen. In den darauffolgenden Jahren ist
ein Abfall und anschlieBend mit zunehmendem Alter erneut ein Anstieg der S.
aureus-Trageranteile zu beobachten.

In einer weiteren Studie konnte jedoch kein statistischer Zusammenhang
zwischen der Kolonisation und dem Alter der Studienteilnehmer festgestellt
werden [20]. In der vorliegenden Arbeit waren die Patienten im Durchschnitt 65
Jahre. Inwiefern die niedrige Pravalenz bei den Patienten ursachlich mit dem
hdheren Alter zusammenhangt kann jedoch nicht abschlieBend bewertet
werden. Weitere Faktoren wie haufigere Antibiotikatherapie bei der

Patientengruppe kdnnten dieses Ergebnis ebenfalls beeinflusst haben.

In der vorliegenden Studie waren 29,4% (45/153) mit Diabetes mellitus
eingeschlossen. Die Diabetiker waren mit 33,3% (15/45) im Vergleich zum
Gesamtkollektiv nicht signifikant haufiger mit S. aureus besiedelt. Insgesamt 16
Diabetiker waren insulinpflichtig, diese waren aber mit 12,5% (2/16) nicht
haufiger mit S. aureus kolonisiert als die nicht mit Insulin behandelten
Diabetiker.

In der Literatur wird insbesondere der insulinpflichtige Diabetes (Typ 1 sowie
Typ 2) verschiedlich mit einer hbheren S. aureus-Nasenkolonisation korreliert.
In der Studie von Tamer et al [91] wurde der Anteil der S. aureus-

Nasenkolonisation bei Typ 2 Diabetikern untersucht. Die Ergebnisanalyse

62

10.06.2009 11:53:03 Uhr




‘ ‘ Druckfreigabe_innd.indd Abs1:63

offenbarte ein signifikant erhbhtes Kolonisationsrisiko fur Patienten mit einem
Insulin therapierten Diabetes mellitus (IDDM; insulin dependend diabetes
mellitus). Dagegen konnte keine signifikante Differenz zwischen den nicht mit
Insulin therapierten Diabetikern (NIDDM; non insulin dependend diabetes
mellitus) und den gesunden Kontrollpersonen gefunden werden.

Auch in der von Tuazon und Mitarbeitern [96] angelegten Studie, in der die
Trageranteile von Diabetikern - mit Insulin oder oralen Antidiabetika therapiert -
miteinander verglichen wurden, war in der Gruppe der IDDM Patienten ein
signifikant hoherer Trageranteil (34%) als in den Gruppen der NIDDM und der
gesunden Kontrollpersonen ( beide 11%) zu beobachten.

Weshalb eine Therapie mit Insulin im Vergleich zur Einnahme von oralen
Antidiabetika zu steigenden S. aureus-Trageranteilen fuhrt ist noch nicht
vollstandig geklart. Eine mbgliche Begrindung dafur konnte nach Tuazon die
tagliche parenterale Selbstmedikation der Patienten sein. Durch die subkutane
Insulinapplikation kommt es durch Mikrotraumatisierung der Haut zur Invasion
von Staphylokokken in die Blutbahn. Einen weiteren Anhaltspunkt zur
Bestatigung dieser Theorie sieht Tuazon in den bei Drogenabhangigen
steigenden S. aureus-Trageranteilen [95]. Auch in einer Arbeit von Kluytmans et
al. [40], in der Ergebnisse verschiedener Studien miteinander verglichen
wurden, konnte fur Patienten mit einem IDDM und Patienten mit intravendser
Medikamentenapplikation ein signifikant hbheres Kolonisationsrisiko gefunden
werden.

Ein besonderes Risiko besteht fur Diabetiker mit einer dialysepflichtigen
Niereninsuffizienz. So konnte in einer Arbeit von Luzar et. al. [51] ein
Trageranteil von 45% bei Patienten mit Niereninsuffizienz gefunden werden, bei
den Dialysepatienten, welche gleichzeitig an einem Diabetes mellitus litten,
stieg der Kolonisationsanteil auf 77%. In einer anderen von Saxena und
Mitarbeitern [83] durchgefuhrten Studie Uber die S. aureus-Kolonisation (MSSA
und MRSA) bei hamodialysepflichtigen Typ 2 Diabetikern konnten Trageranteile

von 72,4% ermittelt werden.
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Ebenfalls ein erhbhtes Kolonisationsrisiko fur MRSA haben Patienten mit
Krankenhausaufenthalten innerhalb der letzten 6 Monate. In der Arbeit von
Lucet und Mitarbeiter [50] wurde die Haufigkeit nasaler MRSA in Abhangigkeit
klinischer Parameter untersucht. Patienten mit einer Antibiotikaanamnese oder
Klinikaufenthalte des vorangegangenen Jahres zeigten hohere MRSA-
Trageranteile. Die Daten der Studie gesammelt in 14 franzbsischen
Intensivstationen deuten auf ein erhbhtes Risiko fur solche Patienten hin.
Klinikaufenthalte innerhalb der letzten 5 Jahre korrelierten hier mit einer
steigenden MRSA-Besiedlung. Bei Patienten welche direkt von anderen
Abteilungen (v. a. bei einem Aufenthalt langer 21 Tage) auf die
Intensivstationen verlegt wurden waren signifikant mehr MRSA-Trager zu
verzeichnen. Vergleichbare Ergebnisse wurden 2002 von Porter und
Arbeitsgruppe [73] publiziert. Patienten, welche direkt von anderen
Krankenhausern auf die Intensivstation verlegt wurden, waren haufiger mit
einem MRSA oder einem MSSA besiedelt. In einer anderen Studie [91] konnte
fur Diabetiker mit einem vorangegangenen Klinikaufenthalt ebenfalls ein
signifikant hdheres Kolonisationsrisiko errechnet werden.

Grundmann und Mitarbeiter [29] konnten zeigen, dass eine nasale Besiedlung
mit MRSA-Stammen haufiger bei Patienten mit einem stationaren Aufenthalt in
den letzten 6 Monaten zu finden ist. Ebenfalls hohere MRSA-Trageranteile
wiesen Patienten auf, welche in den letzten 6 Monaten Antibiotika
eingenommen hatten. Allerdings beschrankten sich beide Risikofaktoren auf
MRSA, bei den MSSA gab es keinen Zusammenhang zwischen der
Kolonisationshaufigkeit und der Einnahme von Antibiotika bzw. Klinikaufenthalte
in der Krankenanamnese.

Dies ist in Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen, bei denen kein Einfluss
der Hospitalisierung und/oder vorangegangener Antibiose auf den Tragerstatus
gefunden werden konnte. Man kann daher annehmen, dass Hospitalisierung
und Antibiose nur den Anteil der MRSA erhbhen nicht jedoch den Tragerstatus
mit S. aureus generell. Dieser scheint eher erniedrigt zu werden. Es ware

durchaus denkbar, dass z. B durch die haufige Antibiose die Patienten
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vorubergehend S. aureus negativ werden. Dies konnte infolge die Kolonisation

mit MRSA wahrend einer Hospitalisierung erhohen.

Fur die Berechnung der p-Werte wurde der exakte Fisher Vierfeldertest
herangezogen. Diese lagen bereits alle Uber dem Signifikanzniveau von 5%,
ohne dass fur multiples Testen adjustiert wurde.

4.3 Infektionen mit Staphylococcus aureus

Aus der Literatur ist bekannt, dass die S. aureus-Nasenkolonisation v. a. mit
MRSA als wichtiger Risikofaktor fur eine S. aureus-Infektion angesehen wird.
Haufig sind hierbei respiratorische Infektionen [120], Bakteriamien [112] und
chirurgische Wundinfektionen [39, 13].

Die zwei einzigen Patienten mit Hinweis fur postoperative Infektionen waren in
der Tat vorher S. aureus positiv in der Nase. Es ist daher anzunehmen, dass es
hier zu einer endogenen Ubertragung kam. Dies wird dadurch bekraftigt, dass
bei keinem der initial S. aureus negativen Patienten einen Hinweis auf eine
nachfolgende Infektion gab. Der niedrige nosokomiale Infektionsanteil von 1,3%
(2/153) ist als Indiz fur effektive HygienemaBnahmen wahrend des
Studienverlaufs zu deuten. In der Literatur werden bei ahnlichen
Patientenkollektiven postoperative S. aureus-Infektionen in Europa von 0,6%
bis 5,4% [25, 13, 39, 75, 112, 113, 80] in den USA von 0,7% bis 1,9% [70, 24,
86, 11, 54, 36] angegeben, dabei sind S. aureus-Trager meist haufiger von

einer nosokomialen Infektion betroffen wie Nicht-Trager [80, 75, 39, 13, 112].
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4.4 Antibiotikaresistenzen

Es konnte gezeigt werden, dass beide Gruppen vergleichbare
Antibiotikaresistenzmuster aufwiesen. Am haufigsten konnte eine Penicillin-
Resistenz registriert werden, am zweit haufigsten war eine Erythromycin-
Resistenz nachzuweisen. Resistenzen fur Gentamycin, Cephazolin und
Ciprofloxacin waren selten. Alle getesteten Isolate waren fur Cotrimoxazol-
sensibel.

Einige Patienten-Isolate zeigten eine Anderung des Resistenzmusters. Bei zwei
Patienten konnten im Verlauf der Studie neu aufgetretene Penicillin-
Resistenzen notiert werden. Bei zwei Patienten kam es zu einem Verlust der
Resistenz, wovon bei einem Patienten im zweiten Abstrich erstmalig eine
Resistenz fur Gentamycin und Ciprofloxacin aufgetreten war.

Lediglich ein Student erwarb im Laufe der Studie eine Penicillin-Resistenz.

In dieser Studie konnte ein MRSA-Patient identifiziert werden. Die Isolate
konnten dem GT 31 zugeordnet werden. Dieser zeichnet sich durch eine
Penicillin-, Cephazolin-, Erythromycin- und eine Ciprofloxacin-Resistenz aus.
Der MRSA-GT 31 ist in der Region und im Klinikum weitverbreitet (C. Wolz
personliche Mitteilung).

In der Gruppe der Kontrollpersonen war ein Student mit einer MRSA-
Nasenkolonisation. Bei dem Erreger waren Resistenzen fur Penicillin,
Cephazolin und Ciprofloxacin nachzuweisen. Dieser Stamm gehorte dem GT
139, der bisher nicht als MRSA beschrieben wurde.

Ein Vergleich der Antibiotikaresistenzen mit internationalen Zahlen in Tabelle 13

zeigt eine Ubereinstimmende Verteilung. Am haufigsten sind Penicillin-

Resistenzen, am zweit haufigsten sind Resistenzen fur Erythromycin zu finden.
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Tabelle 13: Antibiotikaresistenzen von Staphylokokken

Studie MRSA/MSSA  Resistenzen (%)
P E cz GM CIP  SXT
Fluit [22] MSSA 84,7 225 54 <10,0
MRSA 95,2 77,2 >90,0
Varaldo [98] MSS' 66,0 13,0 10,0 9,0
MRS? 99,0 44,0 49,0 21,0
Booth [9] SAL1 88,2 17,6 0,0 5,9 5,9

T: Methicillin-sensible Staphylokokken verschiedener Spezies
2 Methicillin-resistente Staphylokokken verschiedener Spezies

P: Penicillin

E: Erythromycin
CZ: Cephazolin
GM: Gentamycin
CIP:  Ciprofloxacin
SXT: Cotrimoxazol

In einer vergleichbaren Studie (1997-1999) [22] uber die Erfassung
verschiedener Antibiotikaresistenzen in 25 Universitatskliniken in Europa
wurden 3051 Isolate (MRSA und MSSA) auf 21 antimikrobielle Substanzen
getestet. Von den MSSA-Isolaten zeigten 84,7% eine in vitro Resistenz gegen
Penicillin. Der Anteil an erythromycin-resistenten MSSA lag mit 22,5% deutlich
unter den MRSA, bei denen eine Resistenz von 95,2% angegeben werden
konnte. 94,6% der MSSA Isolate waren sensibel fur Gentamycin, bei den
MRSA zeigten lediglich 22,8% eine Empfindlichkeit auf dieses Antibiotikum.
Weniger als 10% der MSSA-Isolate wurden Ciprofloxacin-resistent getestet,
wohingegen bei mehr als 90% der methicillin-resistenten Staphylokokken eine
Resistenz beobachtet werden konnte. Lediglich 2% der MSSA, jedoch 87% der
MRSA waren multiresistente Erreger.

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Varaldo und Mitarbeiter [103]. Hier
wurden Staphylokokken verschiedener Spezies auf ihr Resistenzmuster

getestet. Bei den methicillin-sensiblen Staphylokokken-Isolaten war am
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haufigsten eine Penicillin-Resistenz zu beobachten, die Erythromycin-Resistenz
konnte mit 13% angegeben werden. Einige Isolate zeigten Resistenzen fur
Gentamycin und Cotrimoxazol. Auch hier wurden hdhere Resistenzanteile bei
methicillin-resistenten Stammen getestet. Des Weiteren wurden methicillin-
resistente S. aureus haufiger bei stationaren als bei ambulant behandelten
Patienten beobachtet.

Auch Booth und Mitarbeiter [7] kommen zu ahnlichen Ergebnissen. In der
Abstammungslinie SAL1, (s. u. Kapitel Genotypisierung) wurden Resistenzen
fur Penicillin von 88,2%, Erythromycin 17,6%, Ciprofloxacin und Cotrimoxazol
5,9% gemessen. Alle S. aureus dieser Gruppe waren fur Cephazolin sensibel.

4.5 Zusammenhang zwischen Genotyp und Resistenz

Bei der Ergebnisanalyse der Antibiotikaresistenzen einzelner Genotypen konnte

kein Zusammenhang zwischen Resistenz und Genotyp gefunden werden.

Auffallend war lediglich die geringe Penicillin-Resistenz des GT 31 bei den

Patienten und Studenten.

Um die Penicillin-Resistenz des GT 31 zu untersuchen sind weitere Studien mit

einem groBeren Probandenkollektiv nbtig.

4.6 Staphylococcus aureus Ubertragungen und Neukolonisation

Die Ubertragung von pathogenen Erregern von Patient zu Patient oder Uber die
Hande des Pflegepersonals stellt eine wichtige Voraussetzung fur die
Ausbreitung von Mikroorganismen dar. Besondere Bedeutung hat dies fur die
zunehmende Problematik nosokomialer Infektionen mit multiresistenten
Erregern bei schwerkranken Patienten der Intensivstationen. Die Erkenntnis,
dass die Transmission von pathogenen Erregern groBtenteils durch den

Kontakt zwischen Personal und Patienten (cross—Transmission) bestimmt wird,
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macht die Notwendigkeit quantitativer Analysen tiber Transmissionsdynamiken
und die Wirkung praventiver Interventionen deutlich.

Ein wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher in der Erfassung von
Neukolonisationen und Aufdeckung moglicher Ubertragungswege durch
Patientenkontakte.

Im Rahmen dieser Arbeit kam es zu zeitlichen und ortlichen Uberschneidungen
von Patienten, bei welchen eine Ubertragung von Staphylokokken mioglich
gewesen ware.

Bei 8 Patienten (alle MSSA Trager) von den 115 initial Negativen (7,0%) konnte
erstmalig wahrend des Krankenhausaufenthaltes eine S. aureus-Besiedlung
registriert werden. Diese Patienten wurden in der praoperativen
Abstrichentnahme S. aureus negativ und im Verlauf der Studie positiv getestet,
wobei 4 Patienten ihren Staphylokokkus von anderen Patienten der Studie
erhalten haben kbdnnten. Inwieweit hierbei das medizinisches Personal als
Vektor, Gegenstande oder Luft als Quelle der Kontamination fungierten wurde
hier nicht genauer untersucht. Bei den anderen vier Patienten gab es keinen
Hinweis auf eine S. aureus Ubertragung, doch konnten diese den Erreger von
anderen nicht in diese Studie integrierten Patienten erhalten haben.

In einer im Jahre 1994 durchgefuhrten Studie [13] konnte ein nasaler
Neukolonisationsanteil von 4,1% ermittelt werden. Zu Beginn des
Untersuchungszeitraumes wurden 586 Probanden S. aureus negativ getestet.
Bei 11 bzw. 13 Studienteilnehmern konnte im Verlauf ein MSSA bzw. MRSA
aus der Vestibulum nasi isoliert werden. Dies verdeutlicht ein hoheres
Ubertragungsrisiko fur methicillin-resistente Staphylokokken (hospital-acquired),
im Vergleich zu den MSSA-Tragern, bei denen der Erreger zumeist schon bei
der Krankenhausaufnahme nachgewiesen werden konnte (community-
acquired). Die mittlere S. aureus-Ubertragungszeit lag sowohl bei den MSSA
als auch bei den MRSA bei durchschnittlich 14 Tagen.

Eine Arbeit von Williams und Mitarbeitern [117] kommt zu dem Schluss, dass
ein S. aureus-Trager im Durchschnitt alle 14 Tage einen weiteren Patienten
infiziert, bei zwei Tragern nach 10 Tagen und bei drei S. aureus-Tragern nach 7

Tagen mit einer Neukolonisation zu rechnen ist.
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In einer prospektiven Studie [10] Uber die MRSA Ausbreitung auf
Intensivstationen wurden Patienten in Mehr- und Einbettzimmern auf eine
MRSA Neukolonisation untersucht. Im Widerspruch zu vielen vergleichbaren
Arbeiten konnten Cepeda und Mitarbeiter keinen Beweis fur eine Reduktion
einer Crosstransmission bei raumlich isolierten Patienten erbringen. Eine
mogliche Erklarung hierfur kdnnten die hohen Hygienestandards und ein
unvollstandig durchgefuhrtes MRSA-Screening sein [31].

In einer Publikation von Lidwell et al. [46] wurde die Erregerausbreitung und das
Risiko einer S. aureus-Neukolonisation von Patienten innerhalb zweier
medizinischer ~ Abteilungen mit Einzel- und Mehrbettzimmern eines
Krankenhauses untersucht. Die Dauer des Klinikaufenthaltes korrelierte hierbei
mit dem steigenden Risiko einer S. aureus-Neukolonisation. AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass fur einen Patienten in einem Mehrbettzimmer kein
signifikant hoheres Risiko einer S. aureus Ubertragung von Patienten im
gleichen Krankenzimmer als von Patienten aus einem entfernteren Teil der
Abteilung besteht. Lidwell kommt daher zu der Uberzeugung, dass die
Unterteilung einer Abteilung in Einzel- und Mehrbettzimmer keinen Effekt auf
die Ausbreitung von Erregern hat. Auch konnte die Krankenpflege der Patienten
in den Einzelzimmern nicht als Ursache fur die Neukolonisation dieser
angesehen werden.

Wichtige Variablen der Erregertransmission sind die Anzahl der Kontakte
zwischen medizinischem Personal und Patienten, die Einhaltung
handhygienischer MaBnahmen, der Kolonisationsdruck sowie die Anzahl
arbeitender Pflegekrafte [58, 6]. Ziel der von Nijssen et al. [58] angelegten
Studie war es die Kolonisation und Transmissionsdynamik von MSSA und
MRSA unter mikrobiologischer Uberwachung zu messen. Die Ergebnisanalyse
ergab in Abhangigkeit von der Compliance handhygienischer MaBnahmen, dem
steigenden Personallevel und der sinkenden Anzahl der Kontakte zwischen
medizinischem Personal und Patient einen scheinbar positiven Effekt in der
Pravention von Erregertransmissionen. Des Weiteren konnte eine
Neukolonisation von 2,13% (2/94, beide MSSA) registriert werden, jedoch
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waren diese nicht das Ergebnis einer Crosstransmission sondern vermutlich
einer endogenen Transmission.

Grundmann [27] konnte zeigen, dass die zunehmende Verbreitung von MRSA
assoziiert mit Perioden niedriger Personalauslastung auftritt. Bei der Analyse
der registrierten Patienten—Personal-Kontakte konnten in 15,2% methicillin-
resistente S. aureus-Stamme auf den Handen des Pflegepersonals isoliert
werden. AuBerdem konnte Grundmann beobachten, dass der Effekt der
hygienischen Handedesinfektion in Kombination mit steigendem Personallevel
die Anzahl der MRSA Ubertragungen zu reduzieren vermag.

In einer anderen Arbeit [15] fuhrte eine nasale Therapie mit Mupirocin zu einer
Uber Monate nachweisbaren Reduktion der S. aureus-Kulturen auf den Handen
medizinischen Personals. Angestellte, welche nasale Trager waren und v. a.
solche, die den direkten Kontakt mit Patienten pflegten, prasentierten ein
Reservoir an wichtigen S. aureus-Hospitalstammen.

Eine Ubertragung von Staphylokokken uber die Patientenkleidung oder
Bettwasche ist ebenfalls moglich [115]. So korreliert die Anzahl der Kolonien im
Vestibulum nasi mit den von Kleidung und Bettwasche isolierten

Staphylokokken.

In dieser Studie wurden lediglich die Ubertragungshaufigkeit und mogliche
Ubertrager nasaler Stamme bestimmt.

Auf die detaillierte Erfassung der Kontaminationsquellen, wie Personal, Luft,
oder medizinische Gerate sowie Analysen Uber Transmissionsdynamiken und
den Einfluss praventiver hygienischer MaBnahmen musste aufgrund des
limitierten Studienumfangs verzichtet werden.

Der Neukolonisationsanteil lag jedoch bei maximal 7,0% (8/115) bzw. 2,6%
(1/38) und damit nicht Uber der unter guten hygienischen Bedingungen zu
erwartenden. Der Neukolonisationsanteil der initial negativen Patienten war mit
nur 2,1% hoher als bei den Studenten mit 4,9% (4/81). Die Neukolonisation der
initial positiven Studenten lag bei 8,3% (3/36). Ein wichtiger Schwachpunkt

solcher Analysen bleibt jedoch die Unsicherheit inwieweit, die vermutenden
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neukolonisierten Patienten nicht doch bereits bei der ersten Untersuchung

positiv waren. Diese Einschrankung gilt fur alle vergleichbaren Studien.

4.7 Bakterielle Interferenz als Schutz vor nosokomialer
Kolonisation/Infektion

Eine wichtige Frage stellt der Einfluss der bakteriellen Interferenz auf die S.
aureus Ubertragung und Kolonisation dar, oder genauer: Schutzt eine S.

aureus-Besiedlung vor einer Neukolonisation?

In unserer Studie lag der Anteil an S. aureus-Neukolonisationen bei den initial
negativ getesteten Patienten bei 7,0% (8/115), von den 38 Patienten die bei
Krankenhausaufnahme S. aureus positiv getestet wurden war ein
Stammwechsel zu beobachten, dies entspricht einem Neukolonisationsanteil
von lediglich 2,6%. Der Anteil der Neukolonisationen lag somit bei den initial
negativen Patienten mit 7,0% hoher als die der bereits kolonisierten Patienten
mit 2,6%. Hier scheint eine bereits bestehende Kolonisation vor einer
Neukolonisation zu schutzen. Allerdings ist bei den initial negativen Patienten
nicht auszuschlieBen, ob es sich hierbei nicht um falsch-negativ Trager

handelte.

Dass eine bereits bestehende S. aureus-Besiedlung vor einer Neukolonisation
schutzen kann, wurde von M. Dall Antonia und Arbeitsgruppe [14] gezeigt.
Probanden mit einer MSSA-Besiedlung hatten eine signifikant geringere MRSA-
Neukolonisation als die initial negativ getesteten Studienteilnehmern.

In einer Studie von Shinefield et al. [85], in dem gesunde Probanden mit dem S.
aureus-Stamm  502A beimpft worden waren, war der Anteil der
Neukolonisationen bei den Noncarriern hdher als bei den Carriern.

Zu einem anderen Ergebnis kamen Vandenbergh et al. [102] in der 1988

durchgefuhrten Studie. Hier war der Anteil der Neukolonisationen bei den initial
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negativ getesteten (25%) niedriger als bei den initial positiven (27,27%)

Studienteilnehmern.

Auch eine bakterielle Interferenz zwischen S. aureus und Bakterien anderer
Spezies ist in der Literatur beschrieben worden. In einer Studie [98] konnte eine
niedrige Inzidenz von S. aureus-Neukolonisationen bei Patienten, dessen
Nasenabstriche zuvor positiv auf Corynebakterien getestet worden waren,
beobachtet werden. Hier wurde die unterschiedliche Bindungsaffinitat der
Bakterien zur epithelialen Zellwand als Ursache der bakteriellen Interferenz
gesehen, so zeigten Corynebakterien im Vergleich zu S. aureus eine hdhere
Affinitat zur nasalen Mukosa.

Zu einem gleichen Ergebnis kommen auch Lina und Mitarbeiter [47]. Hier
korrelierte die S. aureus-Kolonisation negativ mit der Kolonisation von
Corynebakterien und S. epidermidis. Der genaue molekulare Mechanismus der
Interferenz ist noch unklar, doch beruht er nach Lina vermutlich auf eine cross-
Interferenz zwischen den agr-Allelen. Der agrlocus kodiert fur ein zwei
Komponenten-Signal-System, welches Uiber das AIP (autoinducing Peptide) die
Expression von Zellwand- und extrazellularen Proteinen steuert. Fur die AIP
und deren korrespondierende Rezeptoren konnten in drei Studien 4
verschiedene Gruppen (agri-sa bis agr4-sa) unterschieden werden [16, 32,
33]. Lina konnte zeigen, dass agr-1se, welcher in S. epidermidis nachgewiesen
werden konnte, die Aktivitat von agr-1sa bis agr-3sa reduzieren kann, agr-4sa
wiederum inhibiert die Aktivitat von agr-1se. Corynebakterium spp. hingegen
reduziert nur S. aureus-Stamme, die Trager des agr-1sa Allels sind [47, 98].
Neuere Studien gehen davon aus, dass auch eine bakterielle Interferenz
zwischen S. aureus und Streptococcus pneumoniae existiert. Regev-Yochay
und Arbeitsgruppe [76] konnten zeigen, dass die bakterizide Aktivitat von S.
pneumoniae gegen S. aureus durch das von den Pneumokokken sezernierte
H.O, vermittelt wird. Es waren nur solche S. aureus-Stamme gegen
Hydrogenperoxide resistent, welche die Fahigkeit besaBen in ausreichendem

MaBe das Enzym Katalase zu produzieren.
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Andere Arbeitsgruppen [99, 100] konnten zeigen, dass eine Besiedlung mit

Streptococcus viridans vor einer MRSA-Kolonisation schiitzen kann.

4.8 Genotypische Charakterisierung

Durch das Verstandnis der genetischen Struktur der globalen S. aureus-
Population kdnnen neue Einblicke in die Evolution der bakteriellen Abstammung
und Erkenntnisse Uber Transmissionsdynamiken sowie die S. aureus-
Pathogenese gewonnen werden. Durch die Entwicklung und Verwendung
molekularer Typisierungsmethoden und der vergleichenden Genomanalyse
konnten solche klonalen Zusammenhange aufgedeckt werden [68,28].

Die meisten humanen S. aureus-Stamme lassen sich mittels MLST oder PFGE
verschiedenen klonalen Komplexen zuordnen, wobei sich zunachst die
Pulsfeld—Gel-Elektrophorese als Goldstandart der molekularen
Typisierungsmethoden etabliert hatte.

Erst kirzlich konnte in zwei Arbeiten gezeigt werden, dass beide Methoden
kongruente Ergebnisse bezuglich der Klon—Komplex—Definition liefern.

Peacock et al [68] konnten zeigen, dass beide Verfahren, unter Definition der
PFGE Stamme von weniger als 3 Bandenveranderungen, vergleichende
Ergebnisse  bezuglich der  Stammdiskrimination liefern. In  der
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Stamme mit verschiedenen
Zentren, scheint hierbei die MLST gegenuber der PFGE deutlich im Vorteil zu
sein, doch sollte aufgrund kostenspieliger und aufwendiger Durchfuhrung der
MLST, die PFGE weiterhin als Mittel der Wahl angesehen werden.

Zur gleichen Uberzeugung kommen auch Grundmann und Mitarbeiter [28]. Hier
konnte ein hohes MaB an Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen
beider Typisierungsmethoden gefunden werden (Discriminatory ability: 95,7%
bei MLST; 97,6% bei PFGE). So sind beide Verfahren im Vergleich zur RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA Analysis) und Phagentypisierung
besser fur epidemiologische und Tansmissionsanalysen geeignet.
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In unserer Studie konnten bei 52 Patienten 23 und bei 52 Studenten 26
verschiedene Genotypen nachgewiesen werden. Bei beiden Kollektiven traten
die Genotypen 1, 2, 7, 31, 36, 54 und 108 am haufigsten auf, und es gab keinen
Hinweis auf eine Haufung einzelner Genotypen in einem der Kollektive. Die GT
waren in fruheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe bereits beschrieben
worden und stellen daher typische pravalente Klone der Region dar (Goerke et
al., Doktorarbeit Kathrin Endler).

Dies ist in Ubereinstimmung mit der von Feil et. al. [21] durchgefuhrten Studie.
In der 2003 publizierten Arbeit wurden Isolate von Patienten (klinische
Abstriche) und gesunden Kontrollpersonen (Nasenabstriche) mittels MLST
typisiert. Bei insgesamt 334 Isolaten konnten 75 Genotypen (STs) registriert
werden, wovon 15 Typen in je 5 Isolaten nachgewiesen werden konnten, 49
STs waren nur einmal vertreten. Die Ergebnisanalyse zeigte keinen
signifikanten Unterschied in der Variation der Genotypen und in der Verteilung
der klonalen Komplexe zwischen den beiden Gruppen. Es konnte lediglich eine
statistisch nicht signifikante Haufung des Typs 36 in der Gruppe der Patienten
(hospital—aquired) beobachtet werden (s. u. Enright et al.). Feil geht daher
davon aus, dass kein Zusammenhang zwischen dem Genotyp und der
Fahigkeit des Erregers, humanpathogene Infektionen hervorzurufen, besteht, d.
h. einen Beweis fur die Existenz eines hypervirulenten Klons konnte aufgrund
der MLST Ergebnisse nicht erbracht werden.

Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die genetische
Variabilitat von communitiy- und hospital-aquired S. aureus-Stammen sich nicht
signifikant unterscheidet [28, 19].

Jedoch Vergleiche zwischen MSSA- und MRSA-Stammen zeigen deutliche
Unterschiede in der Stammvariation beider Erreger.

In einer britischen Arbeit von Enrigth et al. Uber die molekulare
Charakterisierung von methicillin-sensiblen und - resistenten S. aureus-Klonen
[18] konnten in 155 klinischen Isolaten (Wundabstriche, Blutkulturen) 53 MLST
Genotypen nachgewiesen werden. Bei den methicillin-sensiblen S. aureus-

Isolaten war kein signifikanter Unterschied bezuglich der genetischen
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Variabilitat zwischen den hospital- und den community—aquired-MSSA zu
beobachten, d. h. in beiden Gruppen konnten die gleichen Stamme
nachgewiesen werden. Bei der Analyse der MRSA-Stamme konnte jedoch eine
Haufung des ST 36 (PFGE EMRSA-16), und 22 (PFGE EMRSA-15) registriert
werden. Eine mogliche Erklarung fur diese geringe MRSA-Variation kdnnte die
regionale Ausbreitung einzelner Stamme sein (z. B. Tubingen MRSA-GT 31)

In einer anderen Arbeit von Booth und Arbeitsgruppe [7], Uber die Analyse
verwandter S. aureus-Stamme in Assoziation mit Infektionen, konnte ein
signifikanter Unterschied in der Stammvariation zwischen Patienten und
gesunden Studienteilnehmern festgestellt werden. Die 405 klinischen Patienten-
Isolate verschiedener Herkunft und Infektdiagnosen sowie die 55 Abstriche aus
dem Vestibulum nasi der gesunden Teilnehmer konnten in 6 groBe Gruppen
(SAL, S. aureus lineages) eingeteilt werden, wobei einander genomisch
ahnliche Stamme der gleichen Gruppe zugeteilt wurden. Interessanterweise
konnte bei den gesunden Kontrollpersonen eine Haufung des SAL 1 beobachtet
werden, ein Hinweis, dass SAL 1 assoziiert ist mit dem Mukosaepithel des
Nasenvorhofes. Musser und Mitarbeiter [56] konnten zeigen, dass der S.
aureus-Klon ET 41, ein dem SAL 1 verwandter Stamm, welcher in 88% der
TSST Erkrankungen gefunden werden konnte, bei 28% der gesunden
Probanden im Urogenitaltrakt nachzuweisen ist. Es ist daher davon
auszugehen, dass sich Stamme der SAL 1 und ET 41 an die zervicovaginale
Mukosa und das Epithel des Vestibulum nasi adaptiert haben. Die Tatsache,
dass SAL 1 in der Arbeit von Booth bei den klinischen Isolaten am zweit
haufigsten vertreten war, konnte ein weiterer Beweis dieser Vermutung sein,
denn wie andere Studien belegen ist die S. aureus-Nasenkolonisation als die
primare Quelle von Infektionen mit diesem Erreger anzusehen. Am haufigsten
jedoch wurde in den klinischen Isolaten die Abstammungslinie SAL 4
nachgewiesen, und interessanterweise konnten in dieser Gruppe die meisten
methicillin-resistenten Stamme registriert werden. Booth und Mitarbeiter
nehmen daher an, dass es durch den antibiotischen Selektionsdruck zu einer

Expansion von SAL 4 gekommen sein konnte. Die Annahme, dass das die
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Verbreitung des mecA-Gens durch horizontalen Gentransfer vermittelt wird,
konnte durch den Nachweis des mecA-Gens in anderen SALs gestutzt werden.
Des Weiteren war hier im Vergleich zu Feil (s. 0.) ein statistischer
Zusammenhang zwischen S. aureus-Stammen und Infektionen zu beobachten,
so war SAL 4 signifikant assoziiert mit respiratorischen Infektionen, SAL 2

vorwiegend bei Bakteriamien nachzuweisen.

Die oben genannten Studien zeigen keine signifikanten Unterschiede in der
MSSA-Genotypvariation zwischen Patienten und gesunden Kontrollpersonen.
Dies stimmt mit der Ergebnisanalyse unserer Studie uUberein. Ein Grund hierfur
kdnnte eine zu kleine Stichprobe sein. Bei den MRSA dagegen werden haufig
gleiche oder verwandte genomische Profile nachgewiesen, doch kann aufgrund
der geringen Zahl der MRSA der Studie (es wurde lediglich ein MRSA-Trager
ermittelt) hier keine Aussage Uber die bakterielle Populationsstruktur getroffen
werden.

Die S. aureus-Stamme unserer Studie wurden mittels PFGE genotypisiert. In
vergleichbaren Arbeiten wurden die Erreger zumeist mit MLST bestimmten
Klonkomplexen zugeordnet. Obwohl in zwei Arbeiten gezeigt werden konnte,
dass beide Methoden kongruente Ergebnisse liefern [68, 28], ist es nicht
moglich ein PFGE-Genotyp einem bestimmten MLST-Typ zuzuordnen. Daher
ist ein Ergebnisvergleich dieser Arbeit mit anderen Studien nur eingeschrankt

moglich.
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5. Zusammenfassung

S. aureus ist ein humanpathogenes Bakterium, welches bei Gesunden haufig
asymptomatisch den Nasenrachenraum besiedelt, andererseits in der Lage ist
verschiedene oft schwerwiegende Infektionen zu verursachen.

Ziel dieser Langsschnittstudie war es bei intensivmedizinisch betreuten,
antibiotisch behandelten Patienten die S. aureus-Dynamik nach stationarer
Aufnahme zu erfassen. Dafur wurden von 153 Patienten innerhalb eines
Studienzeitraumes von einem Jahr je 3 bis 6 Nasenabstriche entnommen. Die
Gruppe der gesunden Kontrollpersonen bildeten Medizinstudenten, bei welchen
je drei Abstriche entnommen wurden. Um die Identitat, Haufigkeit,
Genomveranderungen und eventuelle Stammwechsel zu ermitteln, wurden alle
isolierten Stamme mittels PFGE typisiert. Die Ergebnisse zeigten eine hdbhere
S. aureus-Pravalenz in der Kontrollgruppe, wobei mehr intermittierende Trager
bei den Patienten bzw. persistierende Trager bei den Kontrollpersonen ermittelt
werden konnten. Hinsichtlich der Verteilung der Genotypen unterscheiden sich
beide Gruppen nicht.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Erfassung bakterieller
Resistenzen. Hierzu wurden alle positiven Proben mittels Agardiffusion auf 6
Antibiotika getestet. Der Ergebnisvergleich ergab keine signifikanten
Unterschiede bezuglich des Resistenzmusters und der Resistenzentwicklung in
den beiden Gruppen. Des Weiteren konnte kein Zusammenhang zwischen
Resistenz und Genotyp beobachtet werden.

Bei der Analyse der klinischen Parameter konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Krankenanamnese und der Kolonisation
gefunden werden. Der Ergebnisvergleich der Neukolonisationsanteile von initial
positiven versus negativen Patienten gibt Hinweise, dass eine bereits
bestehende S. aureus-Besiedlung vor einer Neukolonisation schutzen kann.

Die niederen nosokomialen Infektions- (<2/153)- und Kolonisationsanteile
(<8/115) weisen auf gute hygienische BarrieremaBnahmen wahrend der
Hospitalisierung hin.
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7. Anhang

Tabelle 14 Ubersicht der haufig nachgewiesenen Genotypen der Patienten

Geno- Patienten

typ ID Nasenabstriche
) ~Intensiv- Chirurg. 1.Ruck- 2.Ruck- 3.Ruck-
Praoperativ  station Station antwort antwort antwort

1 118
127
154
164

+ 0+ o+
+ 0+ o+
.

2 001
035
063
075
084
158

+ 4+ + 0+ o+
o+
: .
X
2
.

+
+

7 012
044
068
109
117
121
131
136
144 + +

Vo +
4+

.

+

+

+

31 026 + (MRSA)?2 + (MRSA) - + + -
(MRSA) (MRSA)

028 + - - -
041
093
101
114
119
141
151

- +
- + +

+ +

+ o+ 4
+ 0+ 0+
+

36 018
032
033
099
100

o+ o+ o+
.
+ 4+ 0+ 4+
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139
143

1: Stammwechsel
2: MRSA

Tabelle 15: Vergleich der Genotypen bei Patienten und Studenten.

GT Patienten Studenten
Anzahl Anzahl % der % der Anzahl Anzahl % der % der
Patienten mit  Abstriche mit positiven positiven | Studenten mit  Abstriche mit positiven positiven
GT! GT2 Patienten Abstriche GT! GT? Studenten Abstriche
1 4 7 7,7 6,6 1 3 1,9 28
2 6 10 11,6 94 5 1 96 10,4
7 9 20 17,3 18,9 10 20 19,2 18,9
19 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
30 1 1,9 0,9 0 0 0,0 0,0
31 9 22 17,3 20,8 6 13 11,5 123
36 7 16 135 15,1 7 14 135 132
48 0 0 0,0 0,0 1 3 1,9 28
54 1 2 1,9 1,9 3 5 58 4,7
108 1 2 1,9 19 3 6 58 57
135 0 0 0,0 0,0 1 2 1,9 1,9
136 0 0 0,0 0,0 1 3 1,9 28
137 0 0 0,0 0,0 1 3 1,9 28
138 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 0,9
139 0 0 0,0 0,0 2 4 39 3,8
140 0 0 0,0 0,0 1 1 19 09
141 0 0 0,0 0,0 1 2 1,9 1,9
142 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 0,9
143 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 0,9
144 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 0,9
145 1 1 1,9 0,9 0 0 0,0 0,0
146 1 1 1,9 09 0 0 0,0 0,0
147 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
148 1 1 1,9 0,9 1 1 1,9 0,9
149 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
150 1 2 19 19 0 0 0,0 0,0
151 0 0 00 0,0 1 1 1,9 0,9
152 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 09
153 0 0 0,0 0,0 1 2 1,9 1,9
154 1 4 1,9 38 0 0 0,0 0,0
155 0 0 0,0 0,0 1 1 1,9 09
156 1 1 1,9 09 0 0 0,0 0,0
157 1 1 1,9 0,9 0 0 0,0 0,0
158 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
159 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
160 1 2 1,9 1,9 0 0 0,0 0,0
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161 1 1 1,9 0.9 0 0 0,0 0,0
162 0 0 0,0 0,0 1 3 1,9 28
163 0 0 0,0 0,0 1 2 1,9 1,9
164 1 2 1,9 1,9 1 1 1,9 0,9
Summe 53 106 55 106

Korrigiert 523 52

1 . Patienten/Studenten: Bei wie viel Patienten (Studenten) wurde dieser GT
nachgewiesen.

2: pos. Abstriche: Anzahl der Abstriche bei denen dieser GT gefunden wurde.

Anteil in % GT: Anzahl der Patienten (Studenten) mit diesem GT x 100 / Anzahl der S.
aureus positiven.

Anteil in % Abstrich: Anzahl der pos. Abstriche mit diesem GT x 100 / Anzahl aller pos.
Abstriche.

3: 53 Patienten — 1 Patient (ID 84; Stammwechsel)

4: 55 Studenten — 3 Studenten (ID 21, 127, 129; Stammwechsel)

GT: Genotyp
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