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1. Einleitung

Gram-positive Kokken, insbesondere Staphylokokken und Enterokokken,
haben im letzten Jahrzehnt als Ursache nosokomialer Infektionen zunehmend
an Bedeutung gewonnen (87). Ursachlich kommt hier vor allem der weit
verbreitete und unkritische Einsatz von Antibiotika mit Gram-negativer Aktivitat
in Betracht. Gleichzeitig verschlechtert sich die Resistenzsituation gegenuber
einer breiten Anzahl von Antibiotika (43, S. 206 f.). Durch den unkritischen
Einsatz von Antibiotika werden resistente Keime selektiert. Eine Studie belegt,
dass 65% der mit Antibiotika behandelten Patienten eines grofden
amerikanischen  Universitatsklinikums  keiner antiinfektiosen  Therapie
bedurften oder unzureichende Dosierungen erhielten (80, S. 830). Es wurde
auch gezeigt, dass der rationelle Einsatz von Antibiotika das Risiko einer
Resistenzentwicklung erheblich senkt (85, S. 281).

Eine besonders gefahrdete Population stellen Dialysepatienten dar.
Chronisch dialysierte Patienten sind haufiger mit S. aureus infiziert (16, 73,
88). Insgesamt zéhlen bakterielle Infektionen bei terminal niereninsuffizienten
Patienten, neben den Erkrankungen des kardiovaskularen Systems, zu den
haufigsten Morbiditats- und Mortalitatsursachen (7). Daher werden bei
Dialysepatienten sehr h&ufig Antibiotika zur Prophylaxe und Therapie
verordnet. Neben diesem hohen Antibiotika-Selektionsdruck treffen auf
Dialysepatienten weitere Risikofaktoren wie langere Klinikaufenthalte, ein
geschwéchtes Immunsystem etc. zu, die den Weg fir eine Kolonisierung mit

resistenten Keimen ebnen.



Enterokokken

Enterokokken sind Gram-positive Kokken von runder oder ovaler Gestalt. In
der Regel sind sie paarférmig oder in kurzen Ketten angeordnet. Diese
Bakterien zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, hohe pH-Werte,
Kochsalzkonzentrationen von 6,5 Prozent und kurzfristig hohere
Temperaturen und Trockenperioden zu tolerieren. Aul3erdem sind sie
unempfindlich gegeniber Gallesalzen (46, S. 293). Urspringlich wurden sie
den Streptokokken zugeordnet. Seit 1984 stellen sie eine eigene Gattung
(Enterococcus) dar, die bisher 17 biochemisch unterscheidbare Spezies
umfaldt (83, 17, S. 403). Die grof3te klinische Bedeutung haben hierbei E.
faecalis und E. faecium. Bei Enterokokken-Infektionen werden in 80-90% E.

faecalis und in 10-20% E. faecium isoliert (32).

Enterokokken stellen nur geringe Anspriche an Umwelt- und
Lebensbedingungen, was ihr ubiquitdres Vorkommen erklart. So werden sie
im Erdreich (22), im Wasser (34) und auf Nahrungsmitteln gefunden (32).
Enterokokken gehoren zur naturlichen Bakterienflora des Magen-Darm-
Traktes von Mensch und Tier (69, S. 49). Gelegentlich findet man sie auch im
Bereich der Vagina, der Zervix, des Harnréhrenausgangs, der Mundhdhle und
aufgrund ihrer Resistenz gegenlber Gallesalzen auch in den Gallenwegen
(46, S. 293, 69, S. 49).

Enterokokken gelten als Erreger mit vergleichsweise geringer Pathogenitat.
Sie koénnen jedoch zum Teil ernste nosokomiale und nicht-nosokomiale
Erkrankungen beim Menschen hervorrufen (42, S. 1084 f.). Enterokokken
verursachen vorrangig Harnwegs- und intraabdominelle Infektionen, sowie
Wundinfektionen. Sie konnen aber auch zu lebensbedrohlichen Bakteriamien
mit oder ohne Endokarditis fiihren (33, 57, 69, S. 50). Eine Vielzahl von
Enterokokken-Infektionen geht von der Patienten eigenen Flora aus (69, S.
49). Es haufen sich jedoch die Berichte Uber nosokomiale Enterokokken-
Infektionen. So zahlten bereits 1989 Enterokokken nach Escherichia coli zu
den zweit haufigsten Erregern nosokomialer Harnwegsinfektionen in

amerikanischen Kliniken (82). In seltenen Fallen wurden Enterokokken als



Erreger von Infektionen des  Respirationstraktes, = Endometritis,

Neugeborenensepsis und Meningitis gefunden (69, S. 51 f., 63).

Von Seiten des Patienten begulnstigen bestimmte Risikofaktoren das Auftreten
von Enterokokken-Infektionen. Eine entscheidende Rolle kommt hierbei
Patienten mit einer abgeschwachten Immunabwehr zu. Daher sind vor allem
Patienten aus der Hamatologie, Onkologie, Transplantationschirurgie sowie
Nephrologie und Dialyse betroffen. Weitere Risikofaktoren sind langere
Krankenhausaufenthalte, das Alter der Patienten und die Kolonisierung des
Darms mit Enterokokken (35). Ebenso fordert die Gabe Enterokokken-
selektierender Antibiotika wie Cephalosporine oder Chinolone das Auftreten
von Infektionen mit resistenten Enterokokken (1, S. 718). Um eine Verbreitung
der Enterokokken zu verhindern werden v.a. in den gefahrdeten Abteilungen

strikte Hygienemalnahmen gefordert (39, S. 107).

Antibiotikaresistenz

Charakteristisch fur Enterokokken ist ihre intrinsische Resistenz gegegnuber
zahlreichen Antibiotika, darunter Chinolone, Clindamycin, Aminoglykoside
(low-level Resistenz) und Cephalosporine (61, S. 2). Neben dem Besitz
intrinsischer Resistenzeigenschaften zeigen Enterokokken die Fahigkeit,
Antibiotikaresistenzen per Mutation bzw. Neuerwerb von DNA zu akquirieren.
Dies trifft u.a. fir die Resistenzen gegeniber Makroliden, Chloramphenicol,
Tetrazyklinen, Glykopeptiden, fur die hochgradige Resistenz gegenulber
Aminoglykosiden, sowie fir die Produktion von 3-Laktamase zu. Besonders
bei E. faecium-Stdmmen findet man haufig eine Akkumulation mehrerer
Resistenzmechanismen und damit die Auspragung multiresistenter Stamme
(69, S. 53 f.). In Tabelle 1 sind die verschiedenen Antibiotikaresistenzen

zusammengefalit.



Intrinsische Resistenz Erworbene Resistenz

* Aminoglykoside (low-level) * Aminoglykoside (high-level)

* [3-Laktam-Antibiotika * Penicillin und Ampicillin
_ . (R-Laktamase)
» Vancomycin (E. gallinarum,

E. casseliflavus, E. flavescens) » Vancomycin
* Lincosamide (low-level) * Lincosamide (high-level)
» Trimethoprim/Sulfamethoxazol » Tetrazykline

(in vivo)

* Chloramphenicol

* Makrolide

Tabelle 1: Intrinsische und erworbene Antibiotikaresistenzen bei Enterokokken

Enterokokken sind in der Regel weniger empfindlich gegentber (-Laktam-
Antibiotika als Streptokokken. Man spricht daher von einer intrinsischen
Resistenz der Enterokokken gegentber [3-Laktam-Antibiotika (94, S. 524 f.).
Diese wird auf die verminderte Affinitat niedrigmolekularer Penicillin-bindender
Proteine (PBP) in der Zellwand, vor allem von E. faecium, zurtickgefuihrt (28).
Eine weitere Ursache fur die Penicillin/Ampicillin-Resistenz der Enterokokken
kann die Bildung einer Plasmid-vermittelten (3-Laktamasese sein. Erstmalig
1983 in den USA bei einem E. faecalis-Stamm nachgewiesen (64), wurde
seither wiederholt Uber das Auftreten [-Laktamase-produzierender
Enterokokken berichtet (63, 66, 100). Der Ursprung dieses 3-Laktamase-Gens

ist laut einer Untersuchung von Murray et al. in S. aureus zu suchen (65).

Alle Enterokokken zeigen eine intrinsische niedriggradige (low-level) Resistenz
gegeniber Aminoglykosiden, ein Zustand, der durch die verminderte
Aufnahme dieser Substanzen in die Bakterienzelle erklart wird (36, S. 71).
Zusatzlich konnte bei E. faecium noch eine chromosomal codierte 6'-
Aminoglykosid-N-Acetyltransferase (6°’AAC) nachgewiesen werden, die
verminderte Empfindlichkeit gegeniber Tobramycin, Kanamycin, Netilmicin
und Sisomycin vermittelt (60, 104). Neben der intrinsischen low-level
Resistenz gegeniber Aminoglykosiden konnen Enterokokken auch eine

hochgradige (high-level) Resistenz erwerben. Hierbei liegen die MHK-Werte
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fur Streptomycin > 1000 pg/ml und fur Gentamicin > 500 pg/ml. Die
molekularen Ursachen liegen entweder in chromosomalen Mutationen der
ribosomalen Proteine (22) oder aber haufiger im Erwerb zuséatzlicher Gene, die
fur Aminoglykosid-modifizierende Enzyme kodieren. Durch ein einziges
Fusionsprotein  mit 2"-Aminoglykosid-Phosphatase- und 6"-Aminoglykosid-
Acetyltransferase-Aktivitat (2"-APH-6"-AAC) wird eine high-level-Resistenz
gegenuber fast allen bekannten Aminoglykosid-Antibiotika vermittelt.
Ausgeschlossen hiervon ist Streptomycin, eine Resistenz gegeniuber dieser

Substanz wird durch eine Adenyltransferase vermittelt (36, S. 72, 69, S. 55).

Die Kombination von Ampicillin und Aminoglykosiden wirkt Gber synergistische
Effekte bakterizid. Auch heute noch stellt diese Kombination die Therapie der
Wahl bei schweren Enterokokken-Infektionen dar. Bei Vorliegen einer
Ampicillin- oder hochgradigen (high-level) Aminoglykosid-Resistenz ist eine
Kombination nicht sinnvoll. In diesem Fall sowie bei Patienten mit
Penicillinallergie sind Glykopeptide wie Vancomycin oder Teicoplanin Mittel der
Wahl und oftmals die einzige therapeutische Mdglichkeit. Weist jedoch der
betreffende Enterokokken-Stamm eine zusétzliche Resistenz gegenuber

Glykopeptiden auf, liegen kaum noch behandelbare Infektionen vor.

Mitte bis Ende der achtziger Jahre wurde zuerst aus England (96) und
Frankreich (53), dann auch aus den USA (20) uber sporadische Infektionen
mit Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE) berichtet. Kurze Zeit spater
traten bereits erste Ausbrichen durch VRE in den USA, aber auch in
europdischen Landern auf. Erste Todesfalle durch nicht mehr therapierbare
VRE-Infektionen unter Intensivpatienten traten auf (56, 5). Seit 1991 ist das
sporadische Auftreten von VRE in Deutschland bekannt. Der Anteil von VRE
an nosokomialen Enterokokkeninfektionen in Deutschland wird zwischen 0,5%
und 3,8% (100, 51) angegeben. In den USA stieg die Haufigkeit der
Glykopeptidresistenz  bei Enterokokken an nosokomialen Infektionen
insgesamt bereits von 0,3% im Jahre 1989 auf 7,9% im Jahre 1993.
Betrachtet man getrennt davon die Situation in Intensivstationen US-
amerikanischer Krankenh&user ist sogar ein Anstieg von 0,4% auf 13,6% fur

den gleichen Zeitraum festzustellen (11).



Es wurden bisher funf  verschiedene  Phanotyp-Klassen  der

Glykopeptidresistenz bei Enterokokken beschrieben:

VanA, VanB, VanC, VanD und kirzlich VanE (2, S. 1564, 46, S. 294 f., 77,
27).

Am haufigsten wird der VanA-Typ, vor allem bei E. faecium, gefunden. Er
weist eine hochgradige induzierbare Resistenz gegenuber Vancomycin und
Teicoplanin mit MHK-Werten 32-1024 pg/ml fir Vancomycin und (4-)16-32(-
1024) pg/ml fur Teicoplanin auf (23).

VanB-Stamme, E. faecium und E. faecalis, besitzen ebenfalls eine
induzierbare, aber variable Resistenz gegeniuber Vancomycin, mit MHK-
Werten von 16-32 ug/ml, bleiben aber empfindlich gegeniber Teicoplanin
(19). Auf molekularer Ebene ist die VanB-Klasse heterogen und kann in
VanB1, VanB2 und VanB3 unterteilt werden (15).

Gleichbleibend niedrige Vancomycin-Resistenz (MHK 2-32ug/ml) ohne
Teicoplanin-Resistenz scheint eine intrinsische Eigenschaft von motilen
Enterokokken zu sein und konnte bisher bei E. gallinarum (VanC-1), E.
casseliflavus (VanC-2) und E. flavescens (VanC-3) nachgewiesen werden (14,
S. 2311, 54).

Bei E. faecium wurde der VanD-Typ entdeckt, der sich durch eine moderate
Vancomycin-Resistenz (MHK 64) und Teicoplanin-Empfindlichkeit auszeichnet
(77).

Erst vor kurzem wurde der VanE-Typ bei E. faecalis beschrieben. Ihn
charakterisiert eine low-level Vancomycin-Resistenz (MHK 16 pg/ml) und

Teicoplanin-Empfindlichkeit (27).

Das Grundprinzip der Glykopeptidresistenz geht mit einer molekularen

Veranderung der Zielstruktur einher, an die Glykopeptide binden.

Resistente Stamme haben in Peptidseitenketten des N-Acetyl-Glucosamin/N-
Acetyl-Muraminsaure-Zellwandbausteins anstelle eines D-Alanyl-D-Alanin-
Restes einen D-Alanyl-D-Laktat-Rest (bei VanA, VanB und VanD) bzw. einen
D-Alanyl-D-Serin-Rest (bei den drei VanC-Typen)(2, S. 1565, 9, 20, 21, S.
468).



Durch die derart veranderte chemische Struktur der Zellwandbausteine wird
deren raumliche Struktur verandert und Glykopeptide kdénnen nicht mehr

binden. Die Zellwandsynthese kann nun auch in ihrer Gegenwart stattfinden.

Um die Ausbreitung der Vancomycinresistenz zu verhindern wurden vom
amerikanischen Hospital Infection Control Practises Advisory Comitee
(HICPAC) entsprechende Empfehlungen und ein MalRnahmenkatalog
erarbeitet (39). Im Vordergrund stehen hierbei ahnlich wie bei MRSA die
Isolation von Patienten, die mit VRE infiziert bzw. kolonisiert sind, sowie der
kontrollierte therapeutische Einsatz von Glykopeptidantibiotika. Eine vorherige
Therapie mit Vancomycin gilt als Risikofaktor fur die Kolonisierung mit VRE.
Auch die jahrelange Verfitterung des Glykopeptids Avoparcin als
Leistungsforderer in der Masttierhaltung, die mittlerweile von der EU verboten

wurde, fuhrte Uber Kreuzresistenzen zur Vermehrung von VRE.

Zur Behandlung von Infektionen mit multi- und Vancomycin-resistenten
Enterokokken werden verschiedene Antibiotika-Kombinationen empfohlen (52,
S. 326 f., 103, S. 600 f.). Die antibakterielle Therapie soll dabei entsprechend
dem Antibiogramms des VRE-Isolates gewahlt werden. Daneben kommen
neue Praparate, wie z.B. das Pristinamycinpraparat Dalfopristin/Quinupristin,
Linezolid aus der neuen Antibiotikagruppe der Oxazolidine undda s
Glykopeptidderivat LY333328, die sich z.T. aber noch in klinischer Erprobung

befinden, fur die Therapie schwerer Infektionen mit VRE in Frage (67).

Eine weitere groRe Gefahr die von VRE ausgeht ist die mogliche Ubertragung
von Resistenzgenen auf wesentlich pathogenere Keime wie z. B.
Staphylococcus aureus. In vitro gelang es bereits die VanA-Resistenz auf
Staphylococcus aureus (72) zu Ubertragen. Die bisher gefundenen klinischen
Isolate von S. aureus mit verminderter Vancomycin-Resistenz (VISA, VRSA)
zeigen jedoch einen anderen Resistenzmechanismus. Hochgradige

Vancomycin-Resistenzen traten bei S. aureus noch nicht auf.



Staphylococcus aureus

Staphylokokken gehoéren zur Familie der Micrococcoceae. Es handelt sich
hierbei um  unbewegliche, nicht sporenbildende Bakterien, die
charakteristischerweise in Traubenform beziehungsweise in kurzen Ketten zu
drei oder vier Zellen angeordnet sind. Staphylococcus aureus zahlt zu den
Koagulase-positiven Staphylokokken, die in der Lage sind, heparinisiertes

Blutplasma zum Gerinnen zu bringen (99, S. 4).

Staphylokokken sind ubiquitar in der Natur verbreitet. Ca. 10-40% der
Erwachsenen sind Uber langere Zeit Trager von S. aureus ohne an einer
Infektion zu leiden (71, 101). Bei Neugeborenen betragt die Besiedelungsrate
sogar 40-90% (75). Auch fur Dialysepatienten werden hohere
Kolonisierungsraten von z.T. uber 60% angegeben (45). Im
Neugeborenenalter beginnt die Besiedelung auf weiten Teilen der
Korperoberflache und zieht sich spater auf bestimmte Préadilektionsstellen

zuriick (Nasenschleimhaut, Achselhéhlen, Haaransatz, Perineum).

S. aureus ist relativ lange in der unbelebten Umgebung lebensfahig (Luft,
Haut, Schuppen, Kittel). Gegen Trockenheit und Warme ist er sehr
widerstandsfahig (bis 15 min bei 80 ° C) und uberlebt eingetrocknet in Blut und
Eiter bis zu 15 min bei 100 °C (79, S. 219). Neben dieser ausgepragten
Umweltresistenz vermégen sie sich, durch besondere Fahigkeit zur Adhésion,
an belebte und unbelebte Oberflachen - auch Kunststoffmaterialien -

anzulagern.

Besonders gefahrdet an S. aureus-Infektionen zu erkranken sind Patienten mit
einem geschwéchten zellularen Immunsystem, wie z.B. Dialysepatienten oder
HIV-Patienten (78). Chronisch dialysierte Patienten sind haufig von S. aureus-
Infektionen betroffen (16, 73, 88). Bakterielle Infektionen, insbesondere mit S.
aureus, zahlen bei terminal niereninsuffizienten Patienten neben den
Erkrankungen des kardiovascularen Systems zu den haufigsten Morbiditats-
und Mortalitatsursachen (7). Staphylokokkeninfektionen fiihren bei Patienten
unter chronischer Hamodialyse haufig Uber Fistelinfektionen zu Abszessen
und Septikamien (3, 73).



Untersuchungen zeigten, dass die bereits erwdhnte héhere Besiedelungsrate
der Haut bzw. Schleimhaute mit S. aureus bei Dialysepatienten das Auftreten
von S. aureus-Infektionen férdern kann (105, 118). Die chronische
Besiedelung mit S. aureus, sowie S. aureus-Infektionen in der Anamnese
wurden als Risikofaktoren fir das Auftreten von S. aureus Infektionen
betrachtet (105).

Staphylokokken werden als haufigste und wichtigste Erreger nosokomialer
Infektionen angesehen (97). Beispiele sind Wundinfektionen nach
Operationen oder Implantationen sowie Aspirationspneumonien bei kinstlicher
Beatmung. Eine wichtige Infektionsquelle sind auch die transient besiedelten
Hande des Personals (99, S. 6). Der hygienischen Héande- und
Hautdesinfektion muss bei der Prophylaxe von Staphylokokkeninfektionen
groRe Aufmerksamkeit geschenkt werden. Die transiente nasale Besiedelung

des Personals spielt hingegen keine grof3e Rolle (91).

Neben eitrigen Erkrankungen ruft S. aureus auch Erkrankungen durch die

Wirkung von Toxinen hervor. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 2.

Eitrige Erkrankung en Toxinbedingte Erkrankungen

» Furunkel, Karbunkel, Abszel3 » Dermatitis exfoliativa (M. Ritter)

* Wundinfektion » Toxic-Shock Syndrome

» Otitis media * Pemphigus neonatorum

* Siusitis » Impetigo bullosa (generative Form:
Staphylococcal Scaled Skin

» Mastitis puerperalis Syndrome)

Von herdférmigen Eiterungen aus
kann es Uber Lymphwege
(lymphogen) oder die Blutbahn
(h&matogen) zur Ausbreitung der
Keime in andere Kdrperregionen
Kommen. S. aureus verursacht fast
25% aller Septikéamien bei
hospitalisierten Patienten.
Besonders gefirchtet sind
Hirnabszesse und die ulzerése
akute Endokarditis.

» Staphylokokken-Enterotoxine:
Nahrungsmittelvergiftungen

Tabelle 2: Durch S. aureus hervorgerufene Erkrankungen.



Antibiotikaresistenz

Als Anfang der 40er Jahre das Antibiotikum Penicillin eingefuihrt wurde
bestand grol3e Hoffnung beztglich der Therapie von S. aureus-Infektionen. S.
aureus war ursprunglich vollstandig Penicillin-empfindlich und seine

Infektionen konnten mit dem neuen Antibiotikum gut behandelt werden.

Doch bereits 1948 hatte Demerek vor der Entstehung von Penicillin-Resistenz
bei S. aureus gewarnt (49, S. 266). Die Penicillin-Resistenz verbreitete sich
unter den S. aureus-Isolaten in der Tat schnell und hatte bereits 1963 einen
Anteil von 78% erreicht (55), so dass Penicillin seine therapeutische Funktion
verlor und weitgehend unwirksam blieb. Heute geben verschiedene Studien
einen Resistenzanteil zwischen 70% und 90% an (89, S. 2421, 97).

Penicillin-Resistenz wird durch die Produktion sogenannter Betalaktamasen
hervorgerufen. Betalaktamasen sind extrazellulare Enzyme, die in der Lage
sind, den wirksamen Molekiilteil vieler Penicilline und etlicher Cephalosporine,
den sogenannten Betalaktamring, hydrolytisch zu spalten und damit das
Antibiotikum zu inaktivieren (99, S. 9 f.). Empfindlich fir diese Art der
Inaktivierung sind alle Penicilline, mit Ausnahme der Penicillinase-stabilen
Substanzen wie Methicillin, Oxacillin, Flucloxacillin und Dicloxacillin. Die
Enzymproduktion ist zumeist plasmidisch kodiert. Seltener st die

Betalaktamaseproduktion bei Staphylokokken chromosomal determiniert .

Als 1960 Methicillin als das erste R-Laktamase-feste Penicillin eingefihrt
wurde bestand wieder Hoffnung fur die Therapie von S. aureus-Infektionen.
Doch bereits ein Jahr spater traten erste Methicillin-resistente S. aureus
(MRSA) Stamme auf (41).

Ihr sporadisches Auftreten bereitete zunachst keine grof3en therapeutischen
Probleme. Erst ab den 70er Jahren traten Ausbriche mit MRSA auf, die
zudem noch gegen eine grof3e Anzahl weiterer Antibiotika resistent waren, so
dass therapeutische Alternativen fehlten (10, S. 1). Die Bezeichnung
Methicillin-resistenter S. aureus hat heute nur noch historischen Wert.
Methicillin war das erste 3-Laktamase-feste Penicillin. Heute wird der Begriff
MRSA wegen der vielfachen Antibiotikaresistenzen im Sinn von

~-multiresistenter S. aureus* gebraucht.
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Methicillinresistenz  beruht bei S. aureus hauptsachlich auf dem
Vorhandensein eines zusatzlichen Penicillinbindungsproteins 2a, das durch
das mecA-Gen kodiert wird (19) und eine verminderte Affinitat fur alle 13-
Laktam-Antibiotika aufweist (71). Es wird davon ausgegangen, dass sich

MRSA von einem definierten Ausgangsstamm her entwickelt haben (50).

Eine Besonderheit stellen in diesem Zusammenhang S. aureus-Stdmme dar,
die in exzessiven Mengen Betalaktamasen bilden. Die Betalaktamasen dieser
Stamme, deren MHK fur Oxacillin bei 2-4 mg/l liegt und die deshalb auch als
borderline oxacillin resistant S. aureus (BORSA) bezeichnet werden, sind im
Gegensatz zu den klassischen MRSA-Stammen durch Betalaktmseinhibitoren
hemmbar (99, S. 10).

Aus Klinischer Erfahrung wei? man, dass Methicillin-resistente Stamme
gegeniber allen 3-Laktam-Antibiotika resistent sind. Obwohl bei der in vitro
Testung R-Laktam-Antibiotika, wie z.B. Cephalosporine oder Clindamycin,
wirksam zu sein scheinen, gilt dies nicht fir deren klinischen Einsatz am

Patienten.

Hohe Anteile von MRSA-Stdmmen (30-80%) werden v.a. in den USA, Japan
und in stdeuropaischen Landern gefunden (98, 93, 47, S. 32, 40). In den
skandinavischen Landern und in den Niederlanden wird dagegen ein sehr
niedriger Resistenzanteil von <1% berichtet (98). Verschiedene Studien
fanden in Europa einen MRSA-Anteil von 8,7-12,8% an. Fur Deutschland wird
in diesen Untersuchungen ein MRSA Anteil von 5,5-8,0% angegeben (98, 102,
S. 415).

Um die Ausbreitung multiresistenter S. aureus zu verhindern, mussen
verschiedene mikrobiologische Aspekte beachtet und Hygienemaflinahmen
eingeleitet werden (75). Im Vordergrund stehen hierbei die Erkennung und
Isolierung kolonisierter und infizierter Patienten, sowie die frihzeitige MRSA-
Eradikation. Bei Nachweis einer Besiedelung des Nasenvorhofes mit MRSA
sollten sowohl infizierte als auch kolonisierte Patienten einer Therapie mit dem
topischen Antibiotikum Mupirocin unterzogen werden. Inzwischen sind
allerdings auch gegeniber diesem Antibiotikum Resistenzen (4-20%)

aufgetreten (111, 95). Bei einem Nachweis von Mupirocinresistenzen sind
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Sanierungsversuche mit lokalen Antiseptika (z.B. Chlorhexidin) oder mit

topischer Applikation von Bacitracin angezeigt.

Fur die systemische Therapie einer MRSA-Infektion gelten derzeit
Glykopeptide, insbesondere das Vancomycin als Mittel der Wahl. Doch die
ersten Berichte aus Japan, den USA sowie aktuell auch aus Europa Uber S.
aureus-Stamme  mit  verminderter  Glykopeptidempfindlichkeit  lassen
beflirchten, dass auch Vancomycin in Zukunft nur noch eingeschrankt zur

Therapie zur Verfugung stehen wird (12, 38, 81).
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2. Zielsetzung

Berichte Uber die Zunahme von Gram-positiven Bakterien an nosokomialen
Infektionen, sowie deren zunehmende Antibiotika-Resistenz sind Grund zur
Besorgnis. Multiresistente Erreger, gegen die kaum noch ein Antibiotikum

wirksam ist, scheinen auf dem Vormarsch zu sein.

Von besonderem Klinischen und therapeutischen Interesse ist dabei vor allem
die Vancomycinresistenz bei Enterokokken und die Methicillin- bzw.

Mehrfachresistenz bei Staphylococcus aureus.

Vor allem die Population der Dialysepatienten vereint eine Vielzahl von
Risikofaktoren, so dass hier ein besonders hohes Vorkommen von resistenten

Keimen zu erwarten ist.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb im Rahmen einer multizentrischen
Studie die Pravalenz resistenter Enterokokken und Staphylococcus aureus bei

Dialysepatienten im suddeutschen Raum untersucht werden.
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3. Material und Method en

Verzeichnis der verwendeten Materialien

Gerate:
Analysenwaage
Autoklav
Brutschrank
Dispenser
Pipettierhilfen
Schuttler
Spektralphotometer
Stereomikroskop
Glaspipetten
pH-Meter
Bunsenbrenner

Verbrauchsmaterial

API 20 STREP-Test Kit
Glaswaren
Latex-Einmalhandschuhe
Objekttrager

Petrischalen
Pipettenspitzen
Plastikbsen
Schraubgefase

Transtube Abstrichsystem

Chemikalien
Ethanol
Gentianaviolett
Karbolfuchsin
Lugolsche Lésung
NacCl 0,9%

Aqua ad inj.

Aqua dest.
Paraffin-Ol
Wasserstoffperoxid
HCI

NaCl

Antibiotika
Ampicillin-Blattchen
Gentamicin

Nitrocefin
Streptomycin
Teicoplanin-Blattchen
Vancomycin
Vancomycin-Blattchen
Penicillin-Blattchen
Oxacillin-Blattchen

Mettler, H-20 T
Fedegari

Memmert

Oxoid

Eppendorf
IKA-Schuttler, MTS 4
Biochrom, Ultraspect Il
Olympus, BH-2
Pasteur

WTW, pH-Digi 510
Tecnomara, Fireboy eco

bio Mérieux

Schott

SafeSkin

Menzel

Greiner

Eppendorf

Greiner

Sarstedt

Medical Wire & Equipment

Merck

Difco

Difco

Difco

Delta Pharma
Delta Pharma
Delta Pharma
bio Mérieux
Merck

Merck

Sigma

Oxoid
Ratiopharm
Oxoid
Grunethal
Merell Dow
Lilly

Oxoid
Oxoid
Oxoid

14



Ofloxacin-Blattchen Oxoid

Cotrimoxazol-Blattchen Oxoid
Novobiocin-Blattchen Oxoid
Mupirocin-Blattchen Oxoid
Biomaterialien

Agar Difco

Brain-Heart Infusion Difco
Kanamycin-Asculin-Agar Oxoid
Hochschichtagar Pasteur
Muller-Hinton-Agar Becton Dickinson
Muiller-Hinton-Bouillon Difco
Schafblut-Agar (5%) Becton Dickinson
CNA-Agar Oxoid
Mannit-Agar Becton Dickinson
Motilitatsmedium Difco
Trypticase-Soja-Agar Becton Dickinson
Thioglykolat R6hrchen Becton Dickinson
Staphaurex Plus Murex
Kontroll-Bakterienstdmme

Enterococcus casseliflavus ATCC 25788
Enterococcus faecalis ATCC 49757
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 35218
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Patientenkollektiv und Patientenproben

In dieser Untersuchung entnahmen insgesamt 12 Dialysezentren aus dem
suddeutschen Raum von Oktober 1997 bis April 1998 je einen Nasen- und
einen Rektalabstrich von ihren Dialysepatienten. Zusatzlich wurde ein
Protokollblatt mit dem Alter des Patienten, der Grunderkrankung, bisheriger
Dauer der Dialyse, aktuellem Dialysemodus, sowie infektiosen
Komplikationen, Vancomycin- und Mupirocin-Behandlungen der vergangenen
drei Monate ausgeflllt. Fir die Entnahme der Abstriche wurde das
kommerziell erhaltliche Transtube Abstrichsystem verwendet. Neben einem
sterilen Wattetupfer enthélt es ein Transportrohrchen mit modifiziertem Stuart-
Medium. Die Tupfer wurden zunéchst mit sterilem Wasser angefeuchtet.
AnschlieBend erfolgte die Entnahme der Abstriche in typischer Weise. Die

Wattetupfer wurden in das Transportmedium gesteckt und zusammen mit dem
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Protokollblatt an das Institut fur Klinikhygiene am Klinikum Rechts der Isar in

Minchen gesandt.

Folgende Dialysezentren nahmen an der Studie teil:

» Krankenhaus Hohe Warte,
Hohe Warte 8, 95445 Bayreuth (Bay)

» Caritas Krankenhaus Bad Mergentheim,
Uhlandstr. 7, 97980 Bad Mergentheim (Mer)

» Dialysezentrum Ingolstadt,
Vorwaltnerstral3e 1, 85049 Ingolstadt (Ing)

o KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
BurggrafenstralRe 5, 81671 Munchen (Mu1)

» KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
Isenschmidstralle 19, 81545 Munchen (M2)

» Stadtisches Krankenhaus Miinchen-Harlaching,
Sanatoriumsplatz 2, 81545 Munchen (Har)

» KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
Gautinger Stral3e 51, 82061 Neuried (Neu)

* Klinikum Passau,
Bischof-Piligrim-StraRe 1, 94032 Passau (Pas)

* Gemeinschaftspraxis Dr. med. Rainer Mller, Holger Leinisch,
Gunzstral3e 4, 93059 Regensburg (Rel)

o KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
Plato-Wild-Str. 12, 93053 Regensburg (Re2)

» KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
Pettenkoferstr. 10, 83022 Rosenheim (Ros)

» KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.,
Krankenhausstraf3e 2, 91781 Weil3enburg i. Bay. (Wei)

Die Abstriche wurden in Minchen mikrobiologisch untersucht. Um eine
bessere Isolierungsrate fur die Bakterien zu erreichen wurden beide Abstriche
zunéchst in Thioglykolatbouillon getaucht und 24 h inkubiert. Mit Hilfe der in
diesem Kapitel beschriebenen Methoden wurde aus den Nasenabstrichen S.

aureus und aus den Rektalabstrichen Enterokokken isoliert, identifiziert und
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auf Antibiotika-Empfindlichkeit getestet. Die Prufung der Empfindlichkeit
gegeniber Antibiotika erfolgte gemald den Richtlinien des NCCLS (70). Traten
zwischen den einzelnen Untersuchungen grof3ere zeitliche Abstdnde auf, so

wurden die Keime voribergehend in Einstichmedien nach Pasteur konserviert.
Identifizierung d er Keime

Enterokokken

Zur Identifizierung von Enterokokken wurden je 50ul der Thioglykolatbouillon
des Rektalabstrichs auf Columbia-Blut-Agar (Blutplatte) und Kanamycin-
Asculin-Agar ausgeimpft. Bei Uberwachsung der Blutplatte mit Gram-
negativen Keimen wurde statt der Blutplatte eine Columbia-CNA-Platte

verwendet.

Die Columbia-CNA-Platte enthélt Colistin und Nalidixinsdure, zwei Antibiotika

die selektiv das Wachstum einer Gram-negativen Begleitflora unterdriicken.

Nach 24 h Inkubation bei 37 ° C erfolgte die Differenzierung der Keime anhand
der Koloniemorphologie und der Fahigkeit auf der Kanamycin-Asculin-Platte

zu wachsen und Asculin zu spalten.

Enterokokken bilden auf der Blutplatte grauweildliche Kolonien, die je nach

Spezies eine a- oder -Hamolyse oder keine Hamolyse zeigen.

Der Kanamycin-Asculin-Agar enthalt die wachstumshemmenden Substanzen
Kanamycin und Natriumazid, die das Wachstum Gram-positiver Bakterien,
nicht aber von Enterokokken hemmen. Zusétzlich hydrolysieren Enterokokken
mit dem Enzym R-Glukosidase Asculin (0,1%) zu Asculetin und Glucose.
Asculetin  bildet mit den im Nahrboden enthaltenen Eisen(lll)-lonen

dunkelbraune oder schwarze Komplexe, die ein positives Ergebnis anzeigen.

Die auf den Agar-Platten verdachtigen Kolonien wurden nach Gram gefarbt.
Hierzu wurden 1-2 Bakterien-Kolonien einer frischen Ubernacht-Kultur mit
einer sterilen Ose auf einem Objekttrager aufgebracht. Nach Lufttrocknung
und Hitzefixierung wurde die Farbung nach folgendem Procedere
durchgefihrt:
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Der Objekttrager wurde zunéachst in Karbolgentianaviolett-Losung fur 2 min
eingetaucht, danach wurde der Uberschissige Farbstoff abgegossen und
derselbe Vorgang mit Lugolscher-Losung wiederholt. Anschliel3end wurde das
Praparat mit 96%igem Alkohol solange gewaschen, bis keine Farbe mehr
sichtbar ausgewaschen werden konnte. Nachdem das Praparat mit Aqua dest.
abgespult worden war, erfolgte die Gegenfarbung mit verdinnter
Karbolfuchsin-L6sung fir ca. 60 Sekunden, die ebenfalls mit Aqua dest.
abgespult wurde. Nach Lufttrocknung konnte dann das Praparat unter dem

Mikroskop beurteilt werden.

Enterokokken (und auch Staphylokokken) sind Gram-positiv, d.h. sie farben
sich im Gram-Praparat dunkelviolett an. Der entstehende Farbstoffkomplex
(Gentianaviolett und Jod) ist an der Zytoplasmamembran lokalisiert und kann
bei Gram-positiven Bakterien im Gegensatz zu Gram-negativen Bakterien

nicht mit Hilfe von Alkohol extrahiert werden.

Zeigten sich unter dem Mikroskop Gram-positive Kokken, wurde der Katalase-
Test durchgefihrt.

Dazu wurden von einer frischen Ubernachtkultur einige Kolonien auf einen
Objekttrager aufgebracht und ein Tropfen 3%ige H,O»-LOsung aufgetropft.
Produziert der jeweilige Keim das Enzym Katalase, wird das
Wasserstoffperoxid in Wasser und gasformigen Sauerstoff gespalten. Der
freiwerdende Sauerstoff zeigt sich anhand aufsteigender Gasblaschen. Im

Gegensatz zu Staphylokokken produzieren Enterokokken keine Katalase.

Zur weiteren Unterscheidung der Enterokokken von Laktokokken, Vagokokken
und Aerokokken eignet sich der Wachstumsnachweis von Enterokokken auf
einer Agarplatte mit 6,5%igem NaCl-Gehalt bei 45 ° C.

Hierzu wird eine NaCl-Agar-Platte mit den zu untersuchenden Kolonien
beimpft und fur 24 h bei 45 ° C bebritet. Wachstum aufdem Nahrboden zeigte
NaCl-Toleranz an. Als Qualitatskontrolle dienten E. faecalis ATCC 29212

sowie E. faecium-Stamme aus unserem Institut.

Die so identifizierten Enterokokken wurden mit den weiter unten
beschriebenen Methoden auf Antibiotika-Empfindlichkeit getestet. Alle

Enterokokken, die Resistenz gegentber Ampicillin, Vancomycin, Gentamicin
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(high-level), Streptomycin (high-level) oder Wachstum auf der Vancomycin-

Platte zeigten, wurden mit dem API-20-Strep-Testkit néher identifiziert.

Der API 20 Strep-Test ist ein standardisiertes Testsystem bestehend aus 20
biochemischen Tests zur Identifizierung der meisten klinisch relevanten
Streptokokken und Enterokokken. Auf einem Teststreifen befinden sich 20
Mikrorohrchen mit Substraten in dehydratisierter Form. Mit Hilfe dieser
Substrate 4Rt sich die Enzymaktivitit und die Fermentation von

Kohlenhydraten nachweisen.

Hierzu wird eine Reinkultur des zu untersuchenden Keimes in 2 ml Aqua dest.
suspendiert (Dichte von mindestens McFarland 4). Mit dieser wassrigen
Bakteriensuspension werden die enzymatischen Tests zugleich rehydriert und
inokuliert.  Die  biochemischen  Reaktionen kdénnen anhand von
Farbumschlagen abgelesen werden, die entweder spontan, wahrend der
Inkubation oder nach Zugabe vorgeschriebener Reagentien zustande

kommen.

Fir die Kohlenhydrat-Fermentationstests wird die restliche Suspension mit
einem angereicherten, indikatorhaltigen Medium vermischt und die
entsprechenden Testrohrchen geflllt. Die Kohlenhydratfermentation bewirkt
eine Ansauerung, die durch einen Farbumschlag des Indikators abgelesen

werden kann.

Nach vierstundiger Inkubation wurden den enzymatischen Tests
vorgeschriebene Reagentien zugegeben und nach weiteren zehn Minuten die
Reaktionsmuster abgelesen und nach einem vorgegebenen
Verschlisselungssystem codiert. Anhand dieses Codeschlissels konnte mit
einem Analytischen-Profil-Index oder mit einer ldentifizierungssoftware der

Keimname bestimmt werden.

War das ermittelte Profil nicht im Index enthalten oder enthielt der Index einen
entsprechenden Hinweis, wurden bestimmte Reaktionen nach 24 h Inkubation

erneut abgelesen.

In wenigen Fallen sind zur genauen Identifizierung der Enterokokken
zuséatzlich die Tests auf Motilitat bzw. Pigmentbildung zuséatzlich zum APl 20

Strep-Test erforderlich.
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Die Untersuchung auf Motilitat nutzt das Schwarmphanomen beweglicher
Bakterien im halbfesten Agar. Die zu prufenden Bakterienstamme wurden mit
einer sterilen Ose mit einem ca. 2,5 cm tiefen, senkrechten Stich in halbfesten
Agar in Reagenzglasern verimpft. Es erfolgte eine Bebritung bei 30 ° C fur 24
Tage. Bei beweglichen (motilen) Enterokokken (E. casseliflavus, E. gallinarum,
E. flavescens) ist die gesamte Agarsédule im Rohrchen diffus getribt. Bei
unbeweglichen Enterokokken hingegen tribt sich nur der Impf-Stich durch
Bakterienwachstum, die Ubrige Agarsaule bleibt klar. Als Kontrollstimme
dienten E. casseliflavus ATCC 25788 und E. faecalis ATCC 29212.

Neben dem Test auf Motilitat dient als weiteres Differenzierungskriterium der

Nachweis auf Pigmentbildung bei Wachstum auf Trypticase-Soja-Agar (TSA).

TSA-Agar wurde mit 3-4 frischen Ubernachtkolonien beimpft und fir 48 h bei
35 °C bebrutet. Wachstum mit gelbfarbener Pigmentierung konnte als
positives Ergebnis gewertet werden, wohingegen cremefarbenes oder
graulich-weiles Wachstum keine Pigmentbildung anzeigt. Als Kontrollstamme
dienten bei allen Tests E. faecalis ATCC 29212 und E. casseliflavus ATCC
25788.

Staphylococcus aureus

Zur ldentifizierung von S. aureus wurden je 50ul der Thioglykolatbouillon des
Nasenabstrichs auf Columbia-Blut-Agar (Blutplatte) und Mannit-Kochsalz-Agar
ausgeimpft. Bei Uberwachsung der Blutplatte mit Gram-negativen Keimen
wurde statt der Blutplatte wieder die bei den Enterokokken beschriebene

Columbia-CNA-Platte verwendet.

Nach 24 h Inkubation bei 37 ° C erfolgte die Differenzierung der Keime anhand
der Koloniemorphologie und der Fahigkeit auf der Mannit-Salz-Platte Mannit

zu spalten.

S. aureus bildet auf der Blutplatte cremig-gelbe bis orange Kolonien, die meist

eine deutliche 3-Hamolyse zeigen.

Der Mannit-Salz-Agar enthalt eine hohe Kochsalzkonzentration (7,5%).
Staphylokokken kdnnen bei einer solch hohen Salzkonzentration wachsen,

wahrend die meisten anderen Gram-positiven und Gram-negativen Keime dies
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nicht kbnnen. Zusatzlich kann S. aureus Mannit spalten. Wahrend andere
Keime kleine Kolonien mit roter Zone bilden, fihrt die Fermentation von Mannit
durch S. aureus zu einer Senkung des pH-Wertes. Dadurch verfarbt sich der
in der Platte enthaltene Indikator Phenolrot und es bilden sich gelbe Kolonien

mit gelben Hofen.

Die auf den Agarplatten verdachtigen Kolonien wurden wie bei den
Enterokokken beschrieben nach Gram gefarbt. Staphylokokken farben sich

wie Enterokokken Gram-positiv.

Zeigten sich nun unter dem Mikroskop Gram-positive Kokken erfolgte die
endglltige Identifizierung als S. aureus mit dem Staphaurex Plus Schnelltest

der Firma Murex.

S. aureus besitzt einige Eigenschaften, die zum Identifizieren verwendet
werden kénnen. Dazu gehdren u.a. die freie Koagulase, der Clumpingfactor
(gebundene Koagulase), Thermonuklease, Protein A und weitere spezifische

Antigene.

Der Staphaurex Plus Schnelltest verwendet gelbe Latexpartikel, die mit
Fibrinogen und fur S. aureus spezifischem Kaninchen-Immunglobulin G
beschichtet wurden. Einige der verdachtigen Kolonien werden mit einer
sterilen Ose von einer frischen Ubernacht-Kultur abgenommen und auf einer
mitgelieferten Testkarte mit einem Tropfen Staphaurex Plus vermischt.
Handelt es sich um S. aureus reagiert das Fibrinogen mit Clumpingfaktor, der
Fc-Teil des IgG mit Protein A oder das spezifische I1gG mit
Zelloberflachenantigenen und es zeigt sich nach ca. 30 Sekunden eine
deutliche Agglutination. Um eine mogliche Eigenklumpung der Stamme zu
erkennen wurde eine Negativkontrolle mit Kontroll-Latex, das nicht mit S.
aureus reagiert, mitgefuhrt. Zur Qualitatskontrolle dienten S. aureus ATCC
25923 und S. epidermidis ATCC 12228.

Ergaben sich beim Staphaurex Plus Schnelltest noch Unklarheiten, wurde ein
Rohrchenkoagulase-Test durchgefihrt. Damit wird die freie Koagulase des S.
aureus nachgewiesen. In ein Reagenzglas mit 0,5 ml Kaninchen-Zitratplasma
werden einige Kolonien der verdachtigen Keime eingerieben. AnschlieRend

wird bei 37° C inkubiert. Nach 4 h, bei negativem Ergebnis nochmals nach
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insgesamt 24 h, wird abgelesen. Eine Koagulation des Plasmas im Rohrchen
zeigt ein positives Ergebnis und identifiziert S. aureus. Als Positiv- bzw.
Negativkontrolle wurde, S. aureus ATCC 25923 und S. epidermidis ATCC
12228 mitgefihrt.

Antibiotika-Empfindlichkeitstestungen

Agardiffusionstest

Sowohl Enterokokken, als auch Staphylokokken wurden mit dem

Agardiffusionstest auf Antibiotika-Empfindlichkeit getestet.

Dazu wurden von einer frischen Ubernachtkultur einige Kolonien
abgenommen und eine Keimsuspension mit einer optischen Dichte von 0,5
nach McFarland entsprechend einer Keimzahl von 1 x 10% / ml hergestellt. Die
optische Dichte wurde Uber ein Spektralphotometer bestimmt. Von dieser
Stammldsung wurden mit einer sterilen Pipette 100ul auf eine Miller- Hinton-
Platte aufgetragen und mit einem sterilen Glasspatel gleichméaRig verteilt.
Nach erfolgter Lufttrocknung wurden, je nachdem, ob Enterokokken oder
Staphylokokken getestet wurden, die in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgefuhrten

Testblattchen mit der dort angegebenen Antibiotikakonzentration aufgelegt.
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Antibiotika Konzentration Empfindlich Intermediar Resistent
Penicillin 10pg =29 mm 14-21 mm <28 mm
Oxacillin 1lug =13 mm 11-12 mm <10mm
Vancomycin 30ug >12 mm 10-11 mm- <9 mm
Ofloxazin 5ug =16 mm 13-15 mm <12 mm
Cotrimoxazol 5ug =16 mm 11-15 mm <10 mm
Novobiocin 5ug > 22 mm 16-21 mm <5 mm
Mupirocin 5ug

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika-Testblattchen fir S. aureus und deren
Hemmzonendurchmesser nach den Richtlininen des NCCLS (70)

Antibiotika Konzentration Empfindlich Intermediar Resistent

Ampicillin 10pg >19 mm 14-18 mm <13 mm

Vancomycin 30ug >17 mm 15-16 mm <14 mm

Teicoplanin 30ug > 14 mm 11-13 mm <10 mm

Aminoglykoside < 6 mm: Hochgradige Aminoglykosid-
Resistenz

Gentamicin 120ug > 10 mm: Keine hochgradige
Aminoglykosid-Resistenz

Streptomycin 300 pg 7-9 mm: E-Test durchfihren (2.4.4)

Tabelle 4: Verwendete Antibiotikablattchen far Enterokokken und deren
Hemmzonendurchmesser nach den Richtlinien des NCCLS (70)
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Die Platten wurden zusammen mit einer Reinheitskontrolle auf Blutplatte fir
24 h inkubiert.

Durch Diffusion der Wirkstoffe entsteht ein Konzentrationsgradient mit dem
hochsten Gehalt am Blattchen und abfallender Konzentration nach auf3en.
Empfindliche Bakterien wachsen unter Bildung eines kreisrunden Hemmhofes,
dessen Durchmesser ein Mal3 fir die Empfindlichkeit des Erregers ist. Ein
Bakterienstamm mit hoher Empfindlichkeit wird sich nur in grol3er Entfernung,
d.h. bei niedriger Konzentration des Chemotherapeutikums, entwickeln, ein
resistenter Stamm wird ohne Hemmzonenbildung an das Blattchen

heranwachsen koénnen.

Als Hemmhof-Durchmesser galt der Bereich, in dem mit bloRem Auge kein
Wachstum mehr sichtbar war. Er wurde mit einem Lineal gemessen. Nach
Vergleich mit den in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgeflihrten Normwerten fur
Hemmhofdurchmesser des NCCLS konnte gesagt werden ob der Keim
resistent, maRig resistent oder empfindlich gegeniber dem jeweiligen
Antibiotikum ist.

Als Referenzstamme fur die Empfindlichkeitstestungen dienten S. aureus
ATCC 29213 und E. faecalis ATCC 29212, sowie Enterokokken-Isolate mit

bekanntem Resistenzprofil aus dem eigenen Institut.

Ampicillin-, Vancomycin-, Gentamicin- (high-level), Streptomycin- (high-level)
und Oxacillin-Resistenzen (bei S. aureus) wurden mit dem weiter unten

beschriebenen E-Test Uberprift.

Vancomycin-Platte

Zum Nachweis niedriggradiger Vancomycin-Resistenz diente Brain-Heart-

Infusion-Agar mit einer Vancomycin-Konzentration von 4 mg/L.

Auf geteilten Agarplatten wurde eine Seite mit reinem Brain-Hart-Infusion-Agar
als Wachstumkontrolle benutzt, wéhrend die andere Seite Brain-Heart-

Infusion-Agar mit Vancomycin enthielt.

Mit einer sterilen Plastikbse wurde jeweils ein Tropfen Bakterien-Losung

(McFarland 0,5) auf die beiden Seiten der Agar-Platte aufgetragen.
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Die Platten wurden 24 h bei 37 °C inkubiert. Bakterienwachstum auf der

vancomycinhaltigen Seite zeigt low-level Vancomycin-Resistenz an.

Oxacillin-Platte

Muiller-Hinton-Agar mit einer Salzkonzentration von 4% und einer Oxacillin-
Konzentration von 6ug/ml diente als zusatzlicher Test fur Methicillin-Resistenz

bei S. aureus.

Auf einer geteilten Agarplatte wurde eine Seite mit Mannit-Salz-Agar als
Wachstumskontrolle benutzt, wahrend die andere Seite Muller-Hinton-Agar mit

Salz und Oxacillin enthielt.

Mit einer sterilen Plastikdse wurde jeweils ein Tropfen Bakterien-Losung

(McFarland 0,5) auf die beiden Seiten der Agar-Platte aufgetragen.

Die Platten wurden 24 h bei 37 °C inkubiert. Bakterienwachstum auf der

oxacillinhaltigen Seite zeigt Oxacillin-Resistenz an.

Bei Oxacillin-Resistenz liegt auch eine Methicillin-Resistenz vor.

Nitrocefin-Test

Durch die Hydrolyse von Nitrocefin kann eine (3-Laktamaseaktivitat schnell
angezeigt werden. Alle bekannten R3-Laktamasen Gram-positiver und Gram-

negativer Bakterien spalten diese Bindung.

Ein Tropfen der Nitrocefin-Lésung wird auf einen Objekttrager aufgebracht und

darin etwas Zellmasse der zu untersuchenden Kolonien verrieben.

Wird im Nitrocefin die Amidbindung des R-Lactamringes durch eine R-
Laktamase gespalten, erfolgt eine rasche Farbanderung von gelb nach rot.

Das Ergebnis kann innerhalb 30 Minuten abgelesen werden.

Es ist darauf zu achten, dass der Objekttrager wahrend der Inkubationszeit

nicht austrocknet.

Als Kontrollstamm wurde der R-Laktamasebildende E. faecalis ATCC 49757

bei jeder Testung mitgefthrt.
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E-Test

Zeigte sich im Agardiffusionstest bei Enterokokken eine Ampicillin,
Vancomycin-, Streptomycin- (high-level) oder Gentamicin- (high-level)
Resistenz oder wurde Wachstum auf der Vancomycinplatte festgestellt,
wurden diese Resistenzen mit dem E-Test bestatigt. Ebenso geschah dies bei
S. aureus im Falle einer Oxacillin-Resistenz im Agardiffusionstest oder bei

Wachstum auf der Oxacillin-Platte.

Von einer frischen Ubernachtkultur wurde eine Suspension mit der optischen
Dichte 1 nach McFarland hergestellt. Mit einem Glasspatel wurden 100pl
dieser Stammlésung gleichmaRig auf einer Muller-Hinton-Agar-Platte verteilt.
Wurden S. aureus-Stamme getestet, wurde dem Miiller-Hinton-Agar noch 2%
NaCl zugegeben. Nachdem die Platte getrocknet war, wurden die jeweiligen

Teststreifen mit einer abgeflammten Pinzette aufgelegt.

Zusammen mit einer Reinheitskontrolle auf einer Blutplatte wurde die Platte fur
24 h bei 37 ° C inkubiert und abgelesen. Eine Kontrollablesung erfolgte nach
48 h Inkubation bei 37 ° C.

Der E-Test ist ein in vitro Verfahren zur quantitativen Antibiotika-
Empfindlichkeitstestung. Er  besteht aus einem nicht-porésen
Kunststoffstreifen. Eine Seite des Streifens ist mit einer Skala von MHK-
Werten kalibriert, die 15 Verdinnungsstufen umfasst. Auf der anderen Seite
des Streifens ist ein definierter exponentieller Antibiotikumgradient
aufgebracht. Nach dem Auflegen auf den Agar diffundiert das aufgebrachte

Antibiotikum in die Peripherie.

Direkt am Streifen herrscht die héchste Antibiotikakonzentration, die zur
Peripherie hin kontinuierlich abfallt. Durch den graduellen Antibiotikagehalt des
Streifens zusammen mit der Diffusion in die Umgebung entsteht ein

elliptischer Antibiotika-Gradient im Agar um den Streifen.

Bakterien wachsen unter der Bildung eines elliptischen Hemmhofes bis zum
Erreichen ihres MHK-Wertes an den Streifen heran. An der Stelle an der die
Skala mit dem MHK-Wert des Antibiotikums Ubereinstimmt, wachsen die
Bakterien ganz an den Streifen heran. Durch Ablesen des Schnittpunktes im

seitlich einfallenden Licht und mit einer Lupe wird der MHK-Wert ermittelt.
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Hierzu wurden die Ablesevorschriften der Arbeitsanweisung genau
bertcksichtigt, um den Schnittpunkt der Ellipse prézise zu bestimmen. Die
Interpretation der MHK-Werte im E-Test erfolgte nach den Richtlinien des
NCCLS (Tabelle 5).

Antibiotikum resistent intermediar empfindlich
Ampicillin >16 - <8
Vancomycin >32 8-16 <4
Teicoplanin > 32 16 <8
HL-Gentamicin > 1024 - <1024
HL-Streptomycin > 1024 - <1024
Oxacillin >4 - <2

Tabelle 5: Bewertungsrichtlinien der im E-Test abgelesenen MHK Werte (ug/ml) nach NCCLS
(70)

27



4. Ergebnisse

Patientenkoll ektiv

Von den 12 teilnehmenden Dialysezentren wurden insgesamt Abstriche von
618 Patienten eingesandt. Bei 618 Patienten wurde ein Nasenabstrich

entnommen, bei 594 Patienten ein Rektalabstrich.

Insgesamt konnten aus den Nasenabstrichen 304 S. aureus-Stamme isoliert

werden. In den Rektalabstrich fanden sich 465 Enterokokken-Stamme.

Abbildung 1 zeigt die Anzahl der Patienten die in den einzelnen Dialysezentren
untersucht wurden, sowie die Anzahl der dort isolierten Enterokokken- und S.

aureus-Stamme.

160 — I Patienten

HE. spp.
140 4 OS. aureus

152

Anzahl n

Bay Har Ing Mul Mu2 Mer Neu Pas Rel Re2 Ros Wei

Dialysezentren

Abbildung 1: Anzahl der untersuchten Patienten pro Dialysezentrum sowie die Anzahl der dort
isolierten Enterokokken- und S. aureus-Stamme.
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Demographische Daten

Von den ausgewerteten 618 Patienten waren 344 Manner und 266 Frauen.

Acht Patienten machten keine Angaben zum Geschlecht.
Das Durchschnittsalter betrug 60 Jahre.

Am haufigsten wurde bei den Patienten eine Hamodialyse durchgefihrt.
Wahrend 586 Patienten hamodialysiert wurden, wurde bei nur 32 Patienten
eine CAPD durchgefuhrt. Bei 3 Patienten fehlten die Angaben zum

Dialysemodus.
Im Durchschnitt betrug die Dialysedauer seit der ersten Dialyse 60 Monate.

Bei 52 Patienten (8,4%) wurde wahrend der letzten 3 Monate eine Therapie
mit Vancomycin durchgefiihrt. Nur ein Patient erhielt eine Behandlung mit

Mupirocin.

Tabelle 6 fal3t die demographischen Patientendaten zusammen.

Geschlecht m (n) 344 (56%)
w (n) 266 (43%)
Durchschnittsalter 60 Jahre
Patienten mit Hamodialyse (n) 586 (95%)
Patienten mit CAPD (n) 32 (5%)
Durchschnittliche Dauer der Dialyse 60 Monate
Patienten mit Vancomycintherapie (n) 52 (8,4%)
Patienten mit Mupirocintherapie (n) 1 (0,2%)

Tabelle 6: Demographische Patientendaten (n=618)

Grunderkrankungen

In Tabelle 7 sind die haufigsten Grunderkrankungen des untersuchten
Kollektivs aufgefuhrt. An erster Stelle steht mit 145 Patienten (23,5%) die
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diabetische Nephropathie. Gefolgt von den Glomerulonephritiden mit 141
Patienten (22,8%) auf Platz 2.

Auf Platz drei und vier folgen mit 70 Patienten (11,3%) die vaskularen
Nephopathien und mit 45 Patienten (7,3%) die Zystennieren. Bei 76 Patienten

(22,3%) wurden keine Angaben zur Grunderkrankung gemacht.

1. Diabetische Nephropathie 145 23,5%
2. Glomerulonephritis 141 22,8%
3. Vaskulare Nephropathie 70 11,3%
4. Zystennieren 45 7,2%

Tabelle 7: Die haufigsten Grunderkrankungen

Infektiose Komplikationen

Die Frage nach infektiosen Komlikationen innerhalb der letzten drei Monate
wurde bei 186 (30,1%) Patienten positiv beantwortet. Die haufigste Ursache
waren wie in Tabelle 6 aufgezeigt Wundinfektionen mit 55 Patienten (29,6%).
Die zweithaufigsten infektiosen Komplikationen waren Atemwegsinfektionen
mit 46 Patienten (24,7%). Platz drei erreichten die Shuntinfektionen mit 28
Patienten (15,0%). An vierter und finfter Stelle folgten Harnwegsinfekte mit 23
(12,4%) Patienten und die Sepsis mit 21 Patienten (11,3%). Bei 13 (7,0%)
Patienten war eine Peritonitis aufgetreten. 84,6% dieser Patienten erhielten
eine CAPD.
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1. Wundinfektionen 55 29,6%

2. Atemwegsinfektionen 46 24, 7%
3. Shuntinfektionen 28 15,0%
4. Harnwegsinfekte 23 12,4%
5. Sepsis 21 11,3%
6. Peritonitis 13 (davon11cAPD)  7,0%

Tabelle 8: Haufigkeit infektioser Komplikationen

Enterokokken

Von insgesamt 594 Patienten wurden Rektalabstriche eingesandt und auf das
Vorkommen von Enterokokken untersucht. Dabei wurde bei 465 Patienten

eine Besiedelung mit Enterokokken nachgewiesen.

Abbildung 2 zeigt die prozentuale Verteilung der Enterokokkenstamme auf die

einzelnen Dialysezentren.

Am haufigsten wurden Enterokokken in Miinchen-lsenschmidtstral3e (Mu2)

isoliert. In 93,3% der Rektalabstriche waren dort Enterokokken nachweisbar.

Es folgte Minchen-BurggrafenstraRe (Mil) mit 92,7%, Ingolstadt (Ing) mit
92,1%, Weildenburg (Wei) mit 90,9%, Neuried (Neu) mit 84,4% und Bayreuth
(Bay) mit 83,1%.

In der Mitte finden sich in Bad Mergentheim (Mer) mit 74,5%, Minchen-
Harlaching (Har) mit 71,9%, Regensburg-Gunzstrale (Rel) mit 71,4% und

Passau (Pas) mit 71,3% moderate Isolationsraten.

Am geringsten war die Enterokokken-Isolationsrate in Rosenheim (Ros) mit
68,8% und Regensburg-Plato-Wild-StralRe (Re2) mit 38,9%.

Durchschnittlich errechnet sich eine Isolationsrate von 78,3% flr Enterokokken

aus den Rektalabstrichen.
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Abbildung 2: Enterokokken-Isolationsraten in den einzelnen Dialysezentren

Bei 346 Enterokokkenstammen wurde ein typisches Resistenzmuster
nachgewiesen. Diese Stamme wurden nicht weiter differenziert und sind in

den folgenden Auswertungen nicht berticksichtigt.

119 Stdmme zeigten Resistenzen im Agardiffusionstest gegenuber Ampicillin,
Vancomycin, Gentamicin (high-level), Streptomycin (high-level) oder
Wachstum auf der Vancomycinplatte. Bei diesen Stammen folgte eine
Bestatigung der Resistenz mit dem E-Test und eine Spezies-Differenzierung
mit dem Api 20 Strep-Test. Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse der Spezies

Differenzierung.

74,8% (n=89) der Enterokokken wurden als E. faecalis identifiziert. Der Anteil
von E. faecium lag bei 19,3% (n=23). Andere Enterokokkenspezies (E. durans
(3,4%; n=4) und E. avium (2,5%; n=3)) stellten mit 5,9% (n=7) den geringsten
Anteil dar.
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Spezies Anzahl (n)  Anteil an auffalligen E. spp.

E. faecalis 89 74,8%
E. faecium 23 19,3%
E. avium 3 2,5%
E. durans 4 3,4%

Tabelle 9: Speziesdifferenzierung der Enterokokken mit auffalligem Resistenzmuster

In Abbildung 3 ist die Anzahl der jeweiligen Spezies in den einzelnen

Dialysezentren grafisch dargestellt.

W E. faecium
B E. faecalis

O E. avium
O E. durans
er Neu Pas Rel R

e2 Ros Wei

Bay Har Ing Mul Mu2 M

Dialysezentren

Abbildung 3: Anzahl der verschiedenen Enterokokken-Spezies in den einzelnen Dialysezentren
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Hochgradige Aminoglykosidresistenz

Insgesamt zeigten 101 (21,7%) Stdmme Resistenzen gegenuber

Aminoglykosiden.

Von den E. faecalis-Stammen waren 23 Gentamicin-resistent und 83
Streptomycin-resistent. In 19 Fallen davon lag gleichzeitig Gentamicin- und
Streptomycin-Resistenz vor. Bei den E. faecium-Isolaten fanden sich nur 14

Streptomycin-resistente Stamme.

In Abbildung 4 ist die prozentuale Verteilung der verschiedenen
Aminoglykosidresistenzen in den einzelnen Dialysezentren dargestellt. Neben
dem Anteil der gesamten Streptomycin-Resistenzen und dem Anteil der
gesamten Gentamicin-Resistenzen ist auch der Anteil der Falle dargestellt in
dem sich die beiden Resistenzen Uberschneiden und gleichzeitig

Streptomycin- und Gentamicin-Resistenz vorliegt.

Den groRten Anteil Streptomycin-resistenter Stamme gibt es mit 31,4% in Bad
Mergentheim (Mer), mit 30,0% in Weil3enburg (Wei) und mit 29,8% in Passau
(Pas).

Dagegen lag die Resistenz in Neuried (Neu) bei 26,3%, in Regensburg-
Gunzstral3e (Rel) bei 25,0%, in Munchen-Burggrafenstraf3e (Mil) bei 23,7%
und in Mdnchen Harlaching bei 23,2%.

Am geringsten ist die Streptomycin-Resistenz in Minchen-Isenschmidtstralie
(Md1) mit 21,4% und in Bayreuth (Bay) mit 19,4%.

Durchschnittlich betragt der Anteil der Streptomycin-Resistenz 21,9%.

Weitaus geringer ist mit durchschnittlich 5,4% der Anteil der Gentamicin-

resistenten Stamme an den Stammen mit auffalligem Resistenzmuster.

Besonders hoch war der Anteil mit 17,1% in Bad Mergentheim (Mer). In allen
anderen Dialysezentren war der Anteil stets unter 10%. In Bayreuth (Bay)

sogar nur bei 3,7%.

Das gemeinsame Vorliegen einer Streptomycin- und Gentamicin-Resistenz
war demzufolge ebenfalls sehr selten und der Anteil der Stamme mit beiden

Resistenzen betrug nur 4,5%.
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Wiederum fihrend war mit 14,3% Bad Mergentheim (Mer). Bei allen anderen
fand sich eine gemeinsame Resistenz stets in weniger als 10% der Stamme
mit auffalligem Resistenzmuster. In Minchen-Harlaching (Har) war der Anteil
von gleichzeitiger Streptomycin- und Gentamicin-Resistenz nur 2,9%, in

Bayreuth (Bay) sogar nur 2,8%.
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Abbildung 4: Verteilung der verschiedenen Aminoglykosid-Resistenzen in den einzelnen
Dialysezentren

Ampicillin-Resistenz

Insgesamt waren 10 Enterokokken-Stamme resistent gegentber Ampicillin

(2,2%). Tabelle 10 zeigt eine Aufstellung dieser Stamme.

Wie zu erkennen liegt bei 5 Stdmmen gleichzeitig eine Streptomycin-Resistenz
vor. Gleichzeitige Gentamicin-Resistenz wurde bei keinem der 10 Stamme
entdeckt.

Bei drei der Ampicillin-resistenten Stdmme handelt es sich gleichzeitig um
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE). Bei allen Isolaten handelte es

sich um E. faecium.
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Stamm  Spezies Vanco Teico Ampi Genta Strepto Nitro

Bay7 E. faecium E E R E R neg
Bay83 E. faecium R E R E E neg
Bayl4l E.faecium R E R E E neg
Bayl66 E.faecium R E R E E neg
Har50 E. faecium E E R E E neg
Har84 E. faecium E E R E E neg
Har85 E. faecium E E R E R neg
Mul1/12 E.faecium E E R E R neg
Mu1/18 E.faecium E E R E R neg
Mer38 E. faecium E E R E R neg
Summe 3 0 10 0 5 0

Tabelle 10: Ubersicht der Ampicillin-resistenten Enterokokkenstamme

R-Laktamase-Produktion

Alle eingesandten Enterokokken-Isolate wurden mit Hilfe von Nitrocefin auf 3-
Laktamasebildung getestet. Bei keinem der Enterokokken-Stdamme konnte 13-

Laktamasebildung nachgewiesen werden.

Vancomycin-Resistenz

Bei der Empfindlichkeitsprifung gegenidber Vancomycin konnte bei 4
Enterokokken-Isolaten eine Vancomycin-Resistenz nachgewiesen werden.
Dies entspricht einem Anteil von 0,9% an der Gesamtzahl der isolierten
Enterokokken. Hochgradig Vancomycin-resistente Stamme mit einem MHK-
Wert von >256 mg/l konnten nicht isoliert werden. Die vier isolierten VRE-

Stdmme zeigen, entsprechend dem VanB-Phanotyp, eine maRiggradige
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Vancomycin-Resistenz mit einer MHK von >16ug/ml und <256mg/l. Es lag

keine zusatzliche Teicoplanin-Resistenz vor.

Es handelte sich bei den vier VRE ausschlieBlich um E. faecium.
Auffalligerweise stammen sie alle aus dem Krankenhaus Hohe Warte in

Bayreuth.

Drei der vier Vancomycin-resistenten Stamme waren zusatzlich resistent
gegeniber Ampicillin. Resistenzen gegentiber Aminoglykosiden konnten nicht

nachgewiesen werden.

Einen Zusammenfassung der Resistenzmuster der Vancomycin-resistenten

Stamme zeigt Tabelle 11.

Stamm  Spezies Vanco Teico Ampi Genta Strepto Nitro
MHK (pg/ml)

Bay3 E. faecium 64 E E E E neg

Bay83 E. faecium 64 E R E E neg

Bayl41 E. faecium 16 E R E E neg

Bayl66 E. faecium 16 E R E E neg

Summe 4 0 3 0 0 0

Tabelle 11: Resistenzmuster Vancomycin-resistenter Enterokokken-Stamme

Abbildung 5 =zeigt die Zusammenfassung der Resistenzmuster der

Vancomycin-resistenten Enterokokken.
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Abbildung 5: Resistenzmuster der Vancomycin-resistenten Enterokokken

Staphylococcus aureus

Von allen 618 Patienten wurden Nasenabstriche entnommen und auf das

Vorkommen von S. aureus hin untersucht.

Dabei wurden bei 304 Patienten S. aureus-Stamme isoliert. Dies entspricht

einer Isolationsrate von 49,2%.

Abbildung 6 zeigt die prozentuale Verteilung von S. aureus auf die einzelnen

Dialysezentren.

Am haufigsten wurde S. aureus in Regensburg-Ginzstral3e (Rel) isoliert. In

64,3% der Abstriche konnten hier S. aureus gefunden werden.

Es folgte Regensburg-Plato-Wild-StralBe (Re2) mit 61,1%, Munchen-
IsenschmidtstraRe (Mi2) mit 60,0%, Munchen-Burggrafenstra3e (Mil) mit
58,5%, Neuried (Neu) mit 57,8%, Passau (Pas) mit 54,9% und Bayreuth (Bay)
mit 51,3%.
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In der Mitte fanden sich in Ingolstadt (Ing) mit 47,4%, Rosenheim (Ros) mit

43,8% und Minchen-Harlaching (Har) mit 40,4% moderate Isolationsraten.

Am geringsten war die S. aureus-Isolationsrate in Weil3enburg (Wei) mit
36,4% und Bad-Mergentheim (Mer) mit 29,8%.
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Abbildung 6: S. aureus-Isolationsraten in den einzelnen Dialysezentren

Penicillin-Resistenz

Penicillin-Resistenz konnte in 76,0% (n=231) aller S. aureus Isolate

nachgewiesen werden.

In Abbildung 7 werden die prozentualen Penicillin-Resistenz-Raten in den

einzelnen Untersuchungszentren dargestellt.

Fuhrend ist hier Passau (Pas) mit einem prozentualen Anteil von 86,7%
Penicillin-resistenter S. aureus und Bad Mergentheim (Mer) mit einem Anteil
von 85,7%.

Es folgen Bayreuth (Bay) mit 80,8%, Munchen-Burggrafenstra3e (Mil) mit
79,2, Munchen-lIsenschmidtstral3e (Mi2) mit 77,8% und Weil3enburg (Wei) mit
75,0%.
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Im Mittelfeld liegen Ingolstadt (Ing) mit 72,2%, Rosenheim (Ros) mit 71,4%
und Minchen-Harlaching (Har) mit 69,6%.

Am geringsten ist der Anteil Penicillin-resistenter S. aureus in Regensburg-
GunzstralRe (Rel) mit 66,7%, in Neuried (Neu) mit 65,4% und in Regensburg-
Plato-Wild-Stral3e (Re2) mit 54,5%.

In 8 der 12 Zentren lag der Anteil von Penicillin-resistenten S. aureus uber
70%. Insgesamt 76% der isolierten S. aureus waren Penicillin-resistent,
dementsprechend lag der Anteil der Penicillin-empfindlichen Stamme nur bei
24%.
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Abbildung 7: Anteil Penicillin-resistenter S. aureus in den einzelnen Dialysezentren

MRSA

Bei der Empfindlichkeitstestung gegeniber Methicillin konnte bei 5 S. aureus-

Isolaten (1,6%) eine Methicillin-Resistenz nachgewiesen werden.

Wie in Abbildung 8 gezeigt waren alle isolierten MRSA resistent gegen

Penicillin, Ofloxacin und Cotrimoxazol.
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Ein Stamm war low-level resistent gegen Mupirocin. Es fanden sich keine

MRSA-Stamme mit einer intermediaren Resistenz gegen Vancomycin.

Tabelle 12 zeigt eine Aufstellung der isolierten MRSA-Stamme mit Herkunft

und Resistenzmuster.

Anzahl n

5 1
4+
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Abbildung 8: Resistenzmuster der MRSA-Stdmme

Stamm Peni Oxa Oflox Cotrim Vanco Mupi

Bay44 R R R R E E
Bay83 R R R R E E
Harl7 R R R R E E
Re2/12 R R R R E R
Wei5 R R R E E E
Summe 5 5 5 4 0 1

Tabelle 12: Resistenzmuster der isolierten MRSA-Stamme
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5. Diskussion

In dieser Studie wurden insgesamt 618 Patienten aus 12 Dialysezentren im
suddeutschen Raum untersucht. Von jedem wurde je ein Nasen- und ein
Rektalabstrich entnommen und zusammen mit einem Protokollblatt in die
Studienzentrale nach Munchen gesandt. Dort wurden die Abstriche mit den
unter Kapitel 2 beschriebenen Methoden auf das Vorkommen von resistenten

Enterokokken und S. aureus hin untersucht.

Die Auswertung der Protokollbégen ergab ahnliche Ergebnisse, wie sie von
der Arbeitsgruppe QuaSi-Niere, die jahrlich Daten von mehr als 1000
Behandlungseinrichtungen  fir chronisch  nierenkranke Patienten in

Deutschland heranzieht, angegeben werden (29).

In unserer Studie ist das am haufigsten angewandte Dialyseverfahren die
Hamodialyse. Sie wurde bei 95% der Teilnehmer angewandt. Im Gegensatz
dazu wurde bei nur 5% der Patienten eine Peritonealdialyse (CAPD)
durchgefihrt. Andere Verfahren kamen nicht zur Anwendung. Diese sind eher

in der Akuttherapie auf Intensivstationen angesiedelt.

Die haufigsten Ursachen fiur die Dialysepflicht sind mit 23,5% die diabetische
Nephropathie und mit 22,8% die Glomerulonephritis.

Infektionen sind nach kardiovaskularen Erkrankungen die haufigste
Morbiditats- und Mortalitdtsursache bei Dialysepatienten (7). In unserer Studie
gaben 30% der Teilnehmer infektiose Komplikationen im Laufe ihres
Dialysedaseins an. Am haufigsten wurden hierbei Wundinfektionen (30%) ,
Atemwegsinfektionen (25%) und Shuntinfektionen (15%) angegeben. Mit nur
7% war die Peritonitis eine eher seltene Komlikation. Dies erklart sich aber
durch die geringe Zahl von CAPD Patienten.
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Enterokokken

Bei der Identifizierung von Enterokokken war zu beachten, dass neben den
Enterococcus spp. eine Reihe weiterer Gram-positiver, katalsenegativer
Kokken mit positiver Asculin-Reaktion, wie z.B. Pediococcus spp.,
Leuconostoc spp., Lactococcus spp. und Vagococcus spp. im klinischen
Untersuchungsmaterial gefunden werden. Um eine sichere Unterscheidung
von diesen Spezies zu gewahrleisten wurden neben biochemischen und
physikalischen Testreaktionen bei der Spezies-Zuordnung auch Ergebnisse
der Antibiotika-Empfindlichkeitstestungen berticksichtigt, um den Anteil falsch-
positiver Enterokokken zu minimieren. So besitzen Pediococcus spp. und
Leuconostoc spp. im Gegensatz zu den meisten Enterokokken eine
intrinsische hochgradige Resistenz gegenuber Vancomycin mit MHK-Werten 2
1,024 pg/ml (26, S. 725). Lactococcus spp. zeigen in der Regel kein oder nur
ein langsames Wachstum auf 6,5%igem NaCl-Agar sowie keine
Kohlenhydratfermentation von Sorbit und Arabinose und kdnnen so von E.

faecalis und E. faecium unterschieden werden (25, S. 481).

Bei der Auswertung der APl 20 Strep-Teststreifen muss darauf geachtet
werden, dass auch Enterokokken-Spezies, die nicht durch den API 20 Strep-
Test erfal3t werden kénnen, wie z.B. E. malodoratus, E. raffinosus und E.
hirae, in die Auswertung einbezogen werden. Bei allen Enterokokken, die im
APl 20 Strep-Test eine Fermentation von Arabinose (Arabinose-positiv)
zeigten, erfolgte daher eine Untersuchung auf Pigmentbildung und Motilitat. E.
faecium-Stamme konnen so von E. gallinarum-, E. casseliflavus- und E.

mundtii-Stammen unterschieden werden (24).

Insgesamt wurden 465 Isolate als Enterokokken bestétigt. Eine weitere
Differenzierung wurde nur bei den 119 Stammen durchgefuhrt, die
Resistenzen gegeniuber Ampicillin, Vancomycin, Streptomycin (high-level),
Gentamicin (high-level) oder Wachstum auf der Vancomycinplatte zeigten. Sie
wurden erwartungsgemafd zum weit Uberwiegenden Teil (74,8%) als E.
faecalis identifiziert. Der Anteil der E. faecium-lsolate betrug 19,3%. Die
Zahlen fur E. faecium liegen in anderen deutschen Untersuchungen meist

niedriger. Allerdings wurden in diesen Studien auch die Enterokokken-Stamme
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ohne Resistenzen in der Speziesdifferenzierung berlcksichtigt, so dass keine
direkte Vergleichbarkeit vorliegt. Bei einer grof3en deutschen Untersuchung,
die von Juni 1994 bis Januar 1995 insgesamt 2046 Enterokokken-Isolate an
12 mikrobiologischen Laboratorien gesammelt und differenziert hatte, lag der
Anteil der E. faecalis-Isolate bei 90,5%, wahrend der E. faecium-Anteil nur
7,8% ausmachte (100). In den USA liegt der E. faecium-Anteil mit 15%
generell etwas hoher (44, S. 85).

Andere Enterococcus spp. (E. avium und E. durans) konnten von uns nur zu
einem geringen Anteil von insgesamt 5,9% aus dem klinischen Material isoliert

werden.

Bei allen Enterokokken-lsolaten wurde ein Agardiffusionstest gegentber
Ampicillin,  Vancomycin, Teicoplanin, Streptomycin und Gentamicin
durchgefiihrt. Daneben wurden alle Stamme zusatzlich auf R-Laktamase-
Bildung mit Nitrocefin getestet. Mit herkdmmlichen Methoden kann die [3-
Laktamase-bedingte Ampicillin-Resistenz bei Enterokokken, aufgrund zu
niedriger Inocula, die bei den Routinemethoden (Agardiffusionstest,
Mikodilutionsverfahren) zum Einsatz kommen, oftmals nicht erkannt werden
(68).

Daruber hinaus besteht ein weiteres Problem in der Erkennung der niedrig- bis
mafiggradigen Vancomycin-Resistenz in Enterokokken, die ebenfalls nicht
zuverlassig von automatischen Antibiotika-Test-Systemen oder
Agardiffusionsverfahren aufgedeckt werden kénnen (90). Eine BHI-Agar-Platte
supplementiert mit 4 mg/L, modifiziert nach den Empfehlungen des NCCLS
(70, 90), wurde daher als Screening-Test fur niedriggradige Vancomycin-

Resistenz eingesetzt.

Alle entdeckten Antibiotika-Resistenzen wurden mit dem E-Test Uberpruift.

Aminoglykosid-Resistenz

Kommerziell erhéltliche MHK-Test-Platten zur Resistenzprifung gegeniber
Aminoglykosiden enthalten nicht die benétigten Antibiotika-Konzentrationen
zur Uberprifung einer high-level Aminoglykosid-Resistenz. Deshalb wurden in

dieser Untersuchung die in der Literatur empfohlenen, hochbeladenen
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Antibiotika-Blattchen (Gentamicin 120 pg, Streptomycin 300 pg) verwendet
(69).

Es wiesen insgesamt 21,9.% der Enterokokken-lsolate eine hochgradige
Resistenz gegenuber Streptomycin und 5,4% gegentber Gentamicin auf. In
Irland untersuchte McNamara et al. 1005 Enterokokken-Isolate aus 23 Kliniken
(58) und fand &hnliche Haufigkeiten in Bezug auf high-level Aminoglykosid-
Resistenz (HLSR 23%, HLGR 7%). In den USA wurden von 97
mikrobiologischen  Laboratorien nahezu 2000 Enterokokken-Stamme
gesammelt und untersucht (44, S. 85). Im Gegensatz zu unserer
Untersuchung lag hier der Anteil hochgradig Streptomycin- und Gemtamicin-
resistenter Isolate bei 35,7% bzw. 26,7%, wobei insgesamt 20% der Stamme
eine hochgradige Resistenz gegen beide Aminoglykoside zeigten (44, S. 85

f.), im Vergleich zu nur 4,5% in unserer Untersuchung.

Insgesamt scheint die hochgradige Aminoglykosid-Resistenz in Europa bzw. in
Deutschland im Vergleich zu den USA noch weniger haufig aufzutreten. In der
oben genannten deutschen Untersuchung fanden sich Anteile von 24,8%
Streptomycin-Resistenz und 7,3% Gentamicin-Resistenz (100). Allerdings
zeigten sich auch bei unserer Studie deutliche Unterschiede in der
Resistenzverteilung in  den einzelnen Untersuchungszentren. Drei
Dialysezentren hatten mit 31,4%, 30,0% und 29,8% einen besonders hohen
Anteil an Streptomycin-resistenten Stdmmen. Andere Einrichtungen hatten
wesentlich geringere Isolationsraten, bei einem Dialysezentrum wurden sogar
nur 2,9% und bei zwei weiteren sogar keine Streptomycin-Resistenzen
gefunden (Abb. 4). Insgesamt lag der Anteil hochgradig Streptomycin-
resistenter Stamme in 10 von 12 Zentren tber 20%, bei funf Zentren tGber 25%
(Abb. 4).

Die Resistenzraten fir hochgradige Gentamicin-Resistenz lagen zwischen 0%
und 17,1% fur die jeweiligen Zentren (Abb. 4). Im Vergleich lagen alle
Isolationsraten, bis auf die in Bad Mergentheim gefundene Isolationsrate
(17,1%) unter den Isolationsraten, die in anderen européaischen Studien
gefunden wurden (vgl. Abb. 4). So fand man in einer Londoner Studie unter
873 Enterokokken-Isolaten 24,3% Streptomycin-resistente Stdmme und

12,8% Gentamicin-resistente Stamme (32). In Saloniki (Griechenland) fand
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eine Studie mit 26% und 21% sogar noch hohere Streptomycin- und

Gentamicin-Resistenzraten unter den isolierten Enterokokken-Stamme (18).

Ampicillin-Resistenz

Mit zunehmender Haufigkeit werden Ampicillin-resistente Enterokokken als
Ursache nosokomialer Infektionen gefunden (4, S. 1032 f.). Ampicillin-
Resistenz wurde in dieser Studie ausschlie3lich bei E. faecium-Stammen mit
einem Anteil von 2,2% nachgewiesen. Diese Zahlen sind sehr gering, die
Ergebnisse der o.g. deutschen Studie lagen mit 4,5% mehr als doppelt so
hoch (100). Die o.g. irische Untersuchung von McNamara et al. stellte sogar
einen Anteil von 16% Ampicillin-resistenter Enterokokken fest. In den USA
wird ebenfalls von steigender Ampicillin-Resistenz v.a. bei E. faecium
berichtet. Eine Studie untersuchte Enterokokken-Isolate aus US-Kliniken tber
einen Zeitraum von 22 Jahren. Es zeigte sich ein signifikantes Ansteigen der
Ampicillin-Resistenz  im Verlauf des Studienzeitraums (31). Ampicillin-
Resistenz wird zunehmend haufiger auch bei anderen Enterococcus spp., wie
E. faecalis und E. raffinosus beobachtet (4, S. 1032 f., 13, 58)

3-Laktamase-Bildung bei Enterokokken

Wahrend es in den USA sogar schon zu Epidemien mit [-Laktamase-
bildenden E. faecalis-Stammen gekommen ist (66), wurde Uber das Auftreten
solcher Stamme in Europa nur selten berichtet (18, 100). In unserer Studie

konnte kein Enterokokken-Stamm mit R-Laktamasebildung gefunden werden.

Vancomycin-Resistenz

Die vom Center of Disease Control and Prevention durchgeftihrte Surveillance
zur Erfassung von Antibiotika-Resistenzen in den USA ergab einen
zwanzigfachen Anstieg von nosokomialen Infektionen mit Vancomycin-
resistenten Enterokokken (VRE) im Zeitraum von 1989 bis 1993. Der
prozentuale Anteil der nosokomial erworbenen VRE-Infektionen lag 1989 bei
0,3% und 1993 bei 7,9%. Bei Patienten auf Intensivstationen stieg der Anteil
der VRE in demselben Zeitraum sogar von 0,4% auf 13,6% (11).

In einer weiteren multizentrischen Studie aus den USA, an der 99

Untersuchungszentren teilnahmen und nahezu 2000 Enterokokken-Isolate aus
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Blutkulturen untersucht wurden, lag der Anteil von VRE bei 4,4% (n=87) (44,
S.85f).

Daneben existieren zahlreiche Berichte Uber Ausbriche in einzelnen
Krankenhausern und dber die klonale Verbreitung Vancomycin-resistenter
Enterokokken (6, 13). Es wurde auch Uber Ausbriche in nephrologischen
Abteilungen mit Dialysezentren berichtet. So kam es 1995 in einem
Lehrkrankenhaus in Edinburgh unter den Patienten der nephrologischen
Abteilung zu einem Ausbruch von Infektionen und Kolonisierung mit VRE. Von
den 30 isolierten VRE-Stdammen waren Uber 60% VanA Genotyp. Durch
Patienten-Screening, Isolierung der kolonisierten und infizierten Patienten und
Einhaltung strikter Hygienemaflinahmen konnte schliel3lich eine weitere

Ausbreitung vermieden werden (8, S. 118 f.)

Ein weiterer Ausbruch multi-resistenter E. faecium fand im Oktober 1990 im
Beth Israel Medical Center in New York statt. Aus der Flissigkeit der
Peritonealdialyse eines Patienten der Intensivstation wurde ein Vancomycin-
resistenter E. faecium isoliert. In den folgenden sechs Monaten wurde
derselbe Stamm bei 16 weiteren Patienten und 4 Angestellten gefunden. Auch
hier konnte die Verbreitung duch infektionshygienische Maflinahmen rasch

eingedammt werden (35).

Bei den von uns untersuchten Dialysepatienten konnte im Studienzeitraum bei
keinem der isolierten VRE eine hochgradige Vancomycin-Resistenz gefunden
werden. Bei 4 E. faecium wurde eine maRiggradige Vancomycin-Resistenz mit
MHK-Werten fur Vancomycin von =16 pg/ml und <256 pg/ml nachgewiesen,
was einem Anteil von 0,9% an den untersuchten Enterokokken entspricht. Im
Vergleich hierzu fand sich in der multizentrischen Studie aus Deutschland in
der die Resistenzsituation von Enterokokken in Deutschland an 2046
klinischen Enterokokken-Isolaten untersucht wurde ein Anteil von 0,5% VRE
(100).

In den USA scheint das Vorkommen von VRE in Dialysezentren erheblich
hoher zu sein. In einer Untersuchung an einem Dialysezentrum in den USA
untersuchte man Stuhlproben oder Rektalabstriche von 33 Dialysepatienten.

Man fand einen Anteil von 9,1% VRE-kolonisierter Patienten (48).
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Hervorzuheben ist das Resistenzmuster der von uns gefundenen VRE. In
keinem Fall lag eine zuséatzliche Teicoplanin-Resistenz vor, drei der VRE-
Stamme waren Ampicillin-resistent. High-level-Resistenzen gegenuber
Aminoglykosiden konnten nicht gefunden werden. Dies entspricht den
Erkenntnissen einer belgischen Untersuchung, die feststellte, dass die VRE-
Stamme in Europa gegenuber vielen Antibiotika empfindlich bleiben, wéhrend
die US-amerikanischen Stamme gegenuber den meisten Ublichen Antibiotika

resistent sind (30).

Das amerikanische Hospital Infection Control Practises Advisory Comitee
(HICPAC) erarbeitete Empfehlungen und einen Mal3Bnahmenkatalog, um die
Ausbreitung der Vancomycinresistenz zu verhindern (39). Die Wirksamkeit
dieser Mal3Bnahmen konnte eine Studie zeigen, die das Vorkommen von VRE
in lowa, Nebraska und South Dakota untersuchte. Von 1997 bis 1999 wurden
nahezu 2000 Patienten jahrlich an 30 medizinischen Einrichtungen untersucht.
Durch Einhaltung der empfohlenen infektionshygienischen Mal3nahmen, wie
regelméalRige Surveillance-Untersuchungen und die Isolation infizierter
Patienten, konnte die Pravalenz von VRE von 2,2% im Jahr 1997 auf 0,5% im
Jahr 1999 gesenkt werden (74, S. 1430).
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Staphylococcus aureus

Insgesamt wurden in den Abstrichen der 618 untersuchten Dialysepatienten
304 Isolate als S. aureus bestatigt. Dies entspricht einer Kolonisierungsrate
von 49,2%.

In der Normalbevolkerung wird im allgemeinen von 10-40% gesunder S.
aureus-Trager ausgegangen (71, 101). Bei Untersuchungen an

Dialysepatienten zeigen sich Kolonisierungsraten von teilweise tiber 60% (45).

Antibiotika Empfindlichkeit

Bei allen S. aureus Isolaten erfolgte ein Agardiffusionstest gegeniber

Penicillin, Oxacillin, Ofloxacin, Vancomycin, Novobiocin und Mupirocin.

Zusatzlich wurde die von Thornsberry und McDougal eingefiihrte Oxacillin-
Platte auf der Basis von Miuller-Hinton Agar mit 4% NACI und 6mg/l Oxacillin
mitgefihrt (92). Sie wird von NCCLS als Screening-Test empfohlen (70).

Zeigte der Blattchentest oder die Screening-Platte eine Oxacillin-

Empfindlichkeit an, wurde das Ergebnis mit dem E-Test Uberpruft.

Penicillin-Resistenz

Bereits 1963 hatte der Anteil Penicillin-resistenter Stamme 78% erreicht (55).
In einer multizentrischen Studie, bei der 3794 S. aureus Stamme aus 19
grof3en deutschen Kliniken gesammelt und untersucht wurden, waren 71,5%
der S. aureus lIsolate Penicillin-resistent (97). In unserer Studie liegt die
Penicillin-Reisistenzrate mit 76% nur unwesentlich héher. Teilweise findet man
allerdings auch in Europa erheblich hohere Raten. So fand eine irische Studie
1996 unter 1152 untersuchten S. aureus-Stdmmen aus 9 verschiedenen

Kliniken 92% Penicillin-resistente Stamme (62).

MRSA

In der Literatur findet man unterschiedliche Angaben zum Anteil von MRSA an

S. aureus-Isolaten in Europa und Deutschland.
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In einer Studie des Paul Ehrlich Institutes untersuchten 32 mikrobiologische
Laboratorien aus Zentraleuropa je 40 S. aureus-Stamme. Die Isolate wurden
nach den Richtlinien des NCCLS auf Antibiotika-Empfindlichkeit gepraft. Fur
Zentraleuropa fand man einen MRSA-Anteil von 8,7%. Der Anteil in
Deutschland lag mit 8,0% MRSA nur geringfugig tiefer (102, S. 415).

Im Gegensatz dazu fand eine weitere grol3e europaische Untersuchung, die
7359 S. aureus Stdmme aus 10 verschiedenen européischen L&andern
untersuchte, einen MRSA-Anteil von 12,8% fur Europa. Fur Deutschland

wurde in dieser Untersuchung ein MRSA Anteil von nur 5,5% angegeben (98).

Im Vergleich zu anderen europdischen Landern liegt der MRSA-Anteil in
Deutschland vergleichsweise niedrig. In Spanien, Frankreich und Italien
wurden Uber 30% MRSA gefunden (98). In einer griechischen Studie der
Universitdt von Thessaloniki wurden 472 S. aureus-Stamme, die aus
klinischem Material isoliert wurden, untersucht. Man fand hier sogar einen
MRSA-Anteil von 42,2% (93). Auch in den USA fand eine Studie einen MRSA-
Anteil von 29%. Hier untersuchte man von 1975 bis 1991 die Antibiotika-
Resistenz von S. aureus in amerikanischen Kliniken. Man beobachtete ein
Ansteigen des durchschnittlichen MRSA-Anteils von 2,4% im Jahr 1975 auf
29% im Jahr 1991 (76).

Erstaunlicherweise liegt in unserer Studie der MRSA Anteil mit 1,6% erheblich
unter den oben genannten Zahlen. Dies erstaunt um so mehr, wenn man
bedenkt, dass es sich bei den Dialysepatienten um eine Hochrisikogruppe fur
MRSA-Besiedelung handelt (haufig Diabetiker, Immundefizite, lange
Krankenhausaufenthalte, etc.).

Mupirocin-Resistenz

Ca. 10-40% der Erwachsenen sind Uber langere Zeit Trager von S. aureus
ohne an einer Infektion zu leiden (71, 101). Hierbei kommt es vor allem zur
Besiedelung der Nasenschleimhaut. Mit dem Lokalantibiotikum Mupirocin
gelingt es die Kolonisierung mit S. aureus zu reduzieren und dadurch bei
Dialysepatienten Infektionen zu verhindern (37, S. S14-S20). Allerdings ist zu
beachten, dass durch die haufige Anwendung von Mupirocin das Auftreten

von low- und high-level Mupirocin-Resistenzen geférdert wird (59). Eine

50



deutsche Studie fand bei der Untersuchung von 699 S. aureus Stammen aus
19 europaischen Krankenhdusern 1,6% high-level und 2,3% low-level

Mupirocin-resistente S. aureus (84, S. 491).

In unserer Untersuchung war nur einer der MRSA-Stamme low-level resistent
gegeniber Mupirocin. Dieser war gleichzeitig der einzige Mupirocin-resistente
S. aureus. Dies entspricht einem Anteil von 0,3% Mupirocin-resistenten S.

aureus.

Diese geringe Resistenzrate kann urséchlich mit dem geringen Mupirocin
Verbrauch in unserer Patientengruppe zusammenhangen. In den letzten drei
Monaten erhielt nur ein Patient eine Therapie mit Mupirocin. Die wiederholte
Therapie mit Mupirocin gilt als ein Risikofaktor fir die Mupirocin-
Resistenzentwicklung (59).

Vancomycin-Resistenz

Alle S. aureus-Stdamme wurden mit Hilfe des Agardiffusions-Tests und einer
Vancomycin-Platte auf verminderte Vancomycin-Empfindlichkeit untersucht.
Die Vancomycin-Platte bestand, wie von Hiramatsu et al. beschrieben, aus
BHI plus 4mg/l Vancomycin (38). Sie wurde neben dem Agardiffusionstest

mitgefihrt, um auch eine niedriggradige Vancomycin-Resistenz zu erkennen.

Im Mai 1996 fanden Hiramatsu et al. den ersten intermediar Vancomycin-
resistenten S. aureus-Stamm (VISA) in Japan (38). Im August 1997 fand man
bei einem Dialysepatienten aus Michigan den ersten VISA in den USA (11).
Seitdem wird aus aller Welt Gber das Vorkommen von VISA berichtet. Unter
den Betroffenen sind Dialysepatienten h&ufig vertreten (11, 86, 81). In der
vorliegenden Untersuchung waren jedoch alle S. aureus-Stamme empfindlich

gegeniber Vancomycin.

Erfreulicherweise wurden bisher noch keine S. aureus-Stamme mit
hohergradiger Vancomycin-Resistenz nachgewiesen. Allerdings wurde unter
Laborbedingungen von Noble et al. bereits gezeigt, dass eine Ubertragung von
hochgradiger Vancomycin-Resistenz von Enterokokken auf S. aureus maoglich
ist (72). Falls diese Ubertragung unter natiurlichen Bedingungen stattfindet,
konnten Infektionen auftreten, die mit den momentan zur Verfigung

stehenden Substanzen fast nicht mehr therapierbar waren.
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Schluf3folgerungen

Aus der Untersuchung der Resistenzmuster der 465 Enterokokken-Stdmme
und der 304 S. aureus-Stdamme lassen sich folgende Rickschlisse fir die

klinische Praxis ableiten:

Die Resistenzrate der Enterokokken gegeniber Gentamicin betrug nur 5,4%.
Da in anderen Untersuchungen aber auch fir Gentamicin teilweise
Resistenzraten von Uber 27% gefunden werden konnten, ist es

empfehlenswert vor einem Therapieversuch ein Screening durchzufihren.

In der vorliegenden Arbeit wiesen nur 2,2% der untersuchten Enterokokken-
Isolate eine Ampicillin-Resistenz auf. Ampicillin ist somit nach wie vor der
geeignete Kombinationspartner fir Aminoglykoside bei der Therapie von

schweren Enterokokken-Infektionen.

3-Laktamasebildende  Enterokokken scheinen in  Europa seltener
vorzukommen als in den USA. Daher ist die Kombination mit 3-Laktamase-
Hemmern bei Ampicillin-Resistenz in Deutschland nicht sinnvoll. Bei klinisch
relevanten Isolaten sollte dennoch eine eventuelle 3-Laktamase-Bildung mit
Hilfe des Nitrocefin-Testes ausgeschlossen werden, um einem
Therapieversagen von Ampicillin vorzubeugen, da aktuelle umfassende
Untersuchungen in Europa zu diesem Resistenzphdnomen der Enterokokken

bislang fehlen.

Der geringe Anteil von Vancomycin-resistenten Enterokokken (0,9%) drfte in
der Praxis keine therapeutischen Probleme bereiten. Vor allem wenn man die
gunstigen Resistenzmuster der Isolate betrachtet (Abb. 4), bleiben bei den
meisten Stammen ausreichend Alternativen. Vancomycin ist daher nach wie
vor Mittel der Wahl bei schweren Infektionen mit Aminoglykosid- oder

Ampicillin-resistenten Enterokokken.

Fur S. aureus scheidet Penicillin als therapeutischer Wirkstoff fir eine
empirische Therapie aus. Der Einsatz dieser Substanz ohne im Antibiogramm
nachgewiesener Empfindlichkeit ist bei einer Resistenzrate von 76% obsolet.
Wenn allerdings eine nachgewiesene Empfindlichkeit vorliegt ist Penicillin
aufgrund seiner bakteriziden Wirkung und des gunstigen

Nebenwirkungsspektrums die wirksamste Substanz.
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Die bei den Dialysepatienten in Deutschland gefundene Anzahl von MRSA-
Stammen ist erfreulicherweise sehr gering. Nachdem keine verminderte
Empfindlichkeit gegenuber Vancomycin nachgewiesen wurde, ist diese
Substanz nach wie vor Mittel der Wahl bei MRSA-Infektionen.

Obwohl die untersuchte Resistenzsituation bei siiddeutschen Dialysepatienten
weitaus gunstiger ausgefallen ist, als erwartet, sollte man Malinahmen
ergreifen, die eine ahnlich groRe Verbreitung wie in den USA oder im
sudeuropdischen Raum verhindern. Hierzu ist es notwendig, die
Verhaltensmalinahmen zur Einddmmung von VRE und MRSA einzuhalten
(39, 75). Im Vordergrund stehen hierbei sowohl bei VRE, als auch bei MRSA
die Isolierung infizierter Patienten, eine wirksame Handedesinfektion und der

restriktive Einsatz von Antibiotika, allen voran der des Vancomycins.

Es ist empfehlenswert eine regelmafiige Surveillance tber das Vorkommen
und das Resistenzverhalten von Problemkeimen durchzufthren. Nur so kann
man Veranderungen und Problembereiche schnell erkennen und darauf

reagieren.
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6. Zusammenfassung

Gram-positive Kokken, insbesondere Staphylokokken und Enterokokken,
haben im letzten Jahrzehnt als Ursache nosokomialer Infektionen zunehmend
an Bedeutung gewonnen (87). Aus den USA und dem stideuropaischen Raum
werden zudem sehr hohe Resistenz-Raten gemeldet. Eine besonders
gefahrdete Population stellen Dialysepatienten dar, auf die eine Vielzahl von
Risikofaktoren, die Kolonisierung und Infektionen mit den beiden Keimen
beginstigen, zutreffen. Studien, die das Vorkommen resistenter Keime bei

Dialysepatienten untersuchen sind aber rar.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb im Rahmen einer multizentrischen
Studie die Pravalenz resistenter Enterokokken und Staphylococcus aureus bei
Dialysepatienten im siiddeutschen Raum untersucht. In 12 Dialysezentren aus
dem suddeutschen Raum wurden Abstriche von Dialysepatienten entnommen
und an die Studienzentrale in Minchen gesendet. Dort wurden die
Patientenproben auf das Vorkommen von Enterokokken und S. aureus hin

untersucht.

Auf diese Weise wurden 594 Patienten auf das Vorkommen von resistenten
Enterokokken und 618 auf das Vorkommen von S. aureus untersucht.
Durchschnittlich konnten bei 78,3% der Patienten Enterokokken und bei
49,2% S. aureus gefunden werden.

Die isolierten Enterokokken zeigten in 20,3% auffallige Resistenzmuster. Bei
diesen Stammen wurde eine weitere Speziesidentifizierung durchgefuhrt. Zu

74,8% handelte es sich um E. faecalis und in 19,3% um E. faecium.

Bei 21,9% der untersuchten Enterokokken zeigte sich eine high-level
Resistenz gegenuber Streptomycin. Nur 5,4% waren high-level Gentamicin-
resistent und in 4,5% der Félle lag eine high-level Resistenz gegeniber beiden

Substanzen vor.

Gegenuber dem [-Laktam-Antibiotikum Ampicilin waren nur 2,2% der
Enterokokken resistent. In keinem der Falle konnte eine Produktion von R-

Laktamase festgestellt werden.

54



Vancomycin-Resistenz lag bei 0,9% der Enterokokken vor. Phanotypisch
handelte es sich stets um den VanB-Typ, der gegenuber Teicoplanin
empfindlich bleibt. Alle gefundenen VRE stammten aus dem Dialysezentrum

Bayreuth.

Die isolierten S. aureus Stamme waren mit 76,0% wie erwartet zum grof3ten

Teil resistent gegentber Penicillin.

Bei nur 1,6% S. aureus wurde eine Methicillin- bzw. Multi-Resistenz entdeckt.
Gering ist auch die Resistenz gegeniber Mupirocin ausgefallen. Nur ein S.

aureus (0,33%) zeigte eine low-level Mupirocin-Resistenz.

Resistenz gegenuber Vancomycin wurde bei S. aureus-Stdmmen nicht

festgestellt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen relativ geringe Resistenzraten von
Enterokokken und S. aureus bei Dialysepatienten. Um einen Anstieg der
Resistenz zu vermeiden ist es in erster Linie wichtig, effektive
Hygienemalinahmen zu ergreifen und den Gebrauch von Antibiotika restriktiv
zu handhaben. Regelmaliige Surveillance-Untersuchungen kénnen helfen ein
Ansteigen der Resistenzlage zu erkennen und schnell gegenzusteuern. Die
Wirksamkeit infektionshygienischer Maf3nahmen zeigte eine Studie, die das
Vorkommen von VRE in lowa, Nebraska und South Dakota von 1997 bis 1999
untersuchte. An den teilnehmenden 30 medizinischen Einrichtungen konnte
das Vorkommen von VRE durch aktive Infektionskontrolle von 2,2% im Jahr
1997 auf 0,5% im Jahr 1999 gesenkt werden (74, S. 1430).
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