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1 Zusammenfassung

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sind unter den multiresistenten
Erregern (MRE) die héaufigste Ursache nosokomialer Infektionen. Im Vergleich mit
Infektionen mit Methicillin-sensiblen Staimmen (MSSA) sind MRSA-Infektionen mit erh6hter
Mortalitit und hoheren Kosten fiir das Gesundheitssystem assoziiert. Besiedlungen mit
MRSA sind in den meisten Féllen asymptomatisch, bergen aber ein vierfach hoheres Risiko

einer MRSA-Infektion. Besiedelte konnen zudem als Vektoren fungieren.

Der grof3en infektionsepidemiologischen Bedeutung entsprechend, sind im klinischen Bereich
in den allermeisten Fallen MRSA-Surveillancestrategien implementiert, Pravalenzen werden
oftmals {iberregional erfasst. Im Bereich der Heimeinrichtungen mangelt es meist an analogen
Strategien, entsprechend diinn ist die Datenlage hinsichtlich der MRSA-Prédvalenz in Alten-
und Pflegeeinrichtungen. Diese Arbeit liefert einen Beitrag zur Privalenzerfassung in diesen
Einrichtungen. Die Untersuchung erfolgte im Stadtgebiet von Saarbriicken. Die Erfassung
innerhalb eines geschlossenen Stadtgebietes ist besonders geeignet, potentielle MRSA-

Ubertragungswege aufzudecken.

Zur Teilnahme bereiten Bewohnern wurden Abstriche aus beiden Nasenvorhdfen und, sofern
vorhanden, weiteren Risikolokalisationen entnommen. Die Abstriche wurden bakteriologisch
und mittels Antibiotika-Empfindlichkeitstestung auf das Vorliegen eines MRSA untersucht,
ausgewdhlte Isolate sodann von Mitarbeitern des Mikrobiologischen Instituts der Universitit

Homburg molekularbiologisch mittels spa-Typisierung und / oder PFGE weiter differenziert.

In der vorliegenden Untersuchung wurde mit einer Gesamtpridvalenz von 8,4% eine der
bislang hochsten Privalenzen in Alten- und Pflegeeinrichtungen in Deutschland
nachgewiesen, das Ergebnis unterstreicht die im Vergleich zum klinischen Pool zunehmende
Bedeutung der Heimeinrichtungen am MRSA-Gesamtpool. Die Priavalenz in den einzelnen
Einrichtungen schwankte, lediglich in einer Einrichtung wurde kein MRSA nachgewiesen. In
fiinf Einrichtungen lag die Pravalenz tiber 10% und damit deutlich {iber dem nach Studienlage

zu Erwartendem.



Um die lokale epidemiologische Situation in den einzelnen Einrichtungen beurteilen zu
konnen, wurde auf Grundlage der sich im Agardiffusionstest zeigenden Resistenzprofile, fiir
jede Heimeinrichtung gesondert, zwischen einem vorherrschenden Resistenzmuster und
davon abweichenden Mustern differenziert, und anhand dieser Einordnung eine spa-
Typisierung bei ein bis vier Isolaten mit vorherrschenden und allen Isolaten mit
abweichenden Mustern durchgefiihrt. Insgesamt wurden bei einer Gesamtzahl von 114
MRSA -positiven Isolaten 46 Isolate spa-typisiert. Es wurden 14 unterschiedliche spa-Typen
nachgewiesen. Die beiden am hiufigsten nachgewiesenen spa-13 spa-Typen t003 und t504

zahlen zu den endemischen Klonen des Saarlandes.

Von jedem Typ wurde mindestens ein Isolat mittels Elektrophorese untersucht, insgesamt
wurden 33 Isolate einer PFGE unterzogen. 31 Isolate lieBen sich anhand ihres Laufmusters

dem Rhein-Hessen-Typ, zwei dem Barnimer Typ zuordnen.

Im Vergleich der Typisierungsergebnisse zeigte sich ein hoherer Diskriminationsgrad der
PFGE im Vergleich zur spa-Typisierung. Zur Beurteilung einer lokalen Ausbruchssituation
ist die PFGE gegeniiber der spa-Typisierung ein iiberlegenes Instrument. Die
Ganzgenomsequenzierung bietet den derzeit hochsten Diskriminationsgrad epidemiologischer
Methoden, die methodischen Fortschritte der vergangenen Jahre fithren zu sinkenden
Anwendungskosten, so dass die Ganzgenomsequenzierung verspricht, sich als neuer

epidemiologischer Goldstandard durchzusetzen.

In zwei der Einrichtungen mit der hochsten MRSA-Privalenz unter Bewohnern lag die
MRSA-Préavalenz der Mitarbeiter noch iiber der der Bewohner. Unter Hinzuziehung der
Typisierungsergebnisse kann in beiden Fiéllen von einem lokalen Ausbruch ausgegangen

werden.

Die statistische Auswertung potenzieller Risikofaktoren erfolgte mittels SPSS. Fiir den
Risikofaktor ,Alter zeigte sich in der einfaktoriellen Varianzanalyse ein positiver

Zusammenhang zwischen einer hohen Pridvalenz und einem niedrigen Alter (p= 0,007).



Neben dem Alter der Bewohner erwies sich auch der Risikofaktor ,,HeimgroBe® als
signifikant. In der Auswertung mittels Kontingenztafeln und  Chi-Quadrat-
Unabhéngigkeitstests konnte ein Zusammenhang zwischen einer Heimgréfe < 120 Bewohner
und einer erhohten MRSA-Privalenz (p= 0,000) festgestellt werden. Alle weiteren

untersuchten Risikofaktoren zeigten keine statistische Signifikanz.

Die vorliegende Untersuchung unterstreicht die Bedeutung von Heimeinrichtungen als
eigenstindiges MRSA-Reservoir sowie die Notwendigkeit klarer Surveillancestrategien in
Alten- und Pflegeheimen. Die in einzelnen Heimen dieser Studie sehr hohen MRSA-
Besiedelungsraten des Pflegepersonals und die fiir zwei Einrichtungen nachgewiesenen
lokalen MRSA-Ausbriiche lassen dabei ein Routinescreening von Pflegekriften sinnvoll

erscheinen.

Summary

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are the most common cause of
nosocomial infections amongst multiresistant pathogens (MRE). Compared to infections with
methicillin-sensitive strains (MSSA), MRSA infections are associated with increased
mortality and higher costs for the health system. Although colonizations with MRSA are
asymptomatic in most cases, the risk of MRSA infections is four times higher. Furthermore

patients colonized with MRSA can act as vectors.

According to their high epidemiological significance, MRSA surveillance strategies are
implemented in most clinics. Prevalence rates are often registered on a national level. A lack
of analogue strategies exists in the field of nursing homes and long-term-care facilities,
resulting in poor evidence regarding the prevalence of MRSA. This study contributes to the
prevalence survey in nursing facilities. It was carried out in the city of Saarbriicken. The
detection within a closed urban area is particularly suited to detect potential MRSA

transmission paths.



Swab samples from both nasal vestibules and, if existing, from further risk localisations were
taken from participating residents. The swabs were tested for MRSA via bacteriological
examinations and antibiotic susceptibility testing. Selected isolates were then differentiated by
means of spa-typing and / or PFGE by members of the Microbiological Institute of Homburg

University.

With an overall prevalence of 8.4% this study demonstrates one of the highest prevalence
rates ever measured in nursing and care facilities in Germany. The results underline the
increasing importance of care facilities compared to the clinic pool within the total MRSA
pool. The prevalence in the individual institutions varied, only one facility showed no
existence of MRSA at all. In five facilities the prevalence was above 10%, which is

significantly higher than expected according to current studies of relevance.

In order to evaluate the local epidemiological situation in each facility, it was differentiated
between a prevailing resistance pattern and differing patterns. This was done individually for
each care facility according to the results of the agar diffusion test. Based on this
classification, a spa typing of one to four isolates with prevailing patterns and all isolates with
different patterns was performed. Looking at a total number of 114 MRSA-positive isolates,
46 isolates were spa typed. Fourteen different spa types were detected. The two most
commonly detected spa 13 spa types t003 and t504 are among the endemic clones in the

federal state of Saarland.

At least one isolate of each type was examined by electrophoresis. In total, 33 isolates were
subjected to PFGE. Based on the running patterns, 31 isolates could be assigned to the Rhine-

Hessen and two to the Barnim type.

Comparing the typing results, PFGE typing showed a higher grade of discrimination in
comparison to the spa typing. For the evaluation of a local outbreak situation PFGE typing is

superior to the spa typing.



In two of the institutions with the highest prevalence of MRSA among residents, the MRSA
prevalence of employees even exceeded that of the residents. With the assistance of the typing

results, a local outbreak can be presumed in both facilities.

Potential risk factors were evaluated statistically by means of SPSS. For the risk factor "age"
the one-factor analysis of variance showed a positive correlation between a high prevalence
and a low age (p= 0,007). In addition to the age of residents the risk factor "home size" was
identified as significant. The analysis using contingency tables and chi-square tests of
independence revealed a connection between a home size < 120 inhabitants and an increased
prevalence of MRSA (p= 0,000). All other examined risk factors showed no statistical

significance.

This study highlights the importance of residential care as an independent MRSA reservoir
and the need for clear surveillance strategies in nursing homes. Due to very high MRSA
colonization rates of staff members in individual nursing homes, as well as proven detected
local MRSA outbreaks in two facilities, it appears sensible to perform a routine screening of

nursing staff.



2 Einleitung

2.1 Staphylokokken

Staphylokokken sind Gram-positive, nichtsporenbildende Kugelbakterien von circa 1 pum
Durchmesser. Sie sind unbeweglich und teilen sich in allen Ebenen des Raumes, weswegen
sie sich in dichten Haufen oder Trauben anordnen. Der schottische Chirurg Alexander Ogston
(1844-1929) fand 1881 in humanem Abszesseiter traubendhnliche Bakterienkluster und
benannte sie aufgrund dieser Form ,,Staphylokokken* (griech. staphyle = Traube). Der
Gottinger Chirurg Friedrich Julius Rosenbach (1842-1923) konnte diese Bakterien 3 Jahre
spéter kultivieren und klassifizierte die Staphylokokken, aufgrund der Pigmentierung ihrer
Kolonien auf Agarmedien, in eine gelbpigmentierte, pathogene Art ’Staphylococcus pyogenes
aureus” und in eine apathogene, weilpigmentierte Art ”Staphylococcus pyogenes albus”. Die
Differenzierung zwischen pathogen und apathogen anhand der Pigmentierung erwies sich in
den folgenden Jahrzehnten als unzuverldssig. Einen neuen Ansatz zur Differenzierung wihlte
1926 der Mikrobiologe Julius von Daranyi (1888-1958), als er den Zusammenhang zwischen
der Plasmakoagulaseaktivitit von Staphylokokken und ihrer pathogenen Bedeutung erkannte.
Er schlug eine darauf basierende Differenzierung vor. Wenngleich aus heutiger Sicht die
Einteilung der Staphylokokken in Koagulase-negative und -positive Arten keinen
Riickschluss auf die Pathogenitit und Virulenz dieser Mikroorganismen zuldsst und auch
keinen molekulargenetischen Hintergrund aufweist, wurde sie aus Griinden der Praktikabilitat
beibehalten. Man unterscheidet derzeit die Koagulase-positive Spezies Staphylococcus aureus
und circa 40 weitere Staphylokokkenspezies und -subspezies, die dieses Enzym nicht
produzieren. Taxonomisch wurden die Staphylokokken zusammen mit anderen Gram-
positiven ~ Kokken lange  Zeit der Familie @ Micrococcaceae  zugerechnet,
molekularphylogenetische und chemotaxonomische Untersuchungen haben jedoch gezeigt,
dass die Familie keine einheitliche Gruppe bildet und insbesondere die Gattungen
Staphylococcus und Micrococcus nicht eng miteinander verwandt sind.! Daher werden die
Staphylokokken heute meist dem groBen Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus-Kluster
zugerechnet’, teilweise wird auch vorgeschlagen, sie mit den Gattungen Jeotgalicoccus,
Gemella, Macrococcus und Salinococcus einer eigenen Familie, der Staphylococcaceae

zuzuordnen®.



Uber die frither als apathogen eingestuften, Koagulase-negativen Staphylokokken ist seit
Langerem bekannt, dass sie zu den im Krankenhausmilieu am hiufigsten isolierten Erregern
gehoren und an erster Stelle der Erreger von Infektionen intravasaler Katheter und
Kunststoffimplantate (,,Plastikinfektionen) stehen.’ Auch bei Koagulase-negativen
Staphylokokken kommt es zum Erwerb von Resistenzeigenschaften; der Anteil Methicillin-
resistenter Stimme ist bei den Koagulase-negativen Staphylokokken sogar deutlich hoher als
bei S. aureus.” Die grofte pathogene und damit auch klinische Bedeutung aus der Gattung der
Staphylokokken hat dennoch die Spezies Staphylococcus aureus. Der mit einem Arsenal an
Virulenzfaktoren ausgestattete S. aureus 1ist Verursacher einer Reihe klassischer
Infektionskrankheiten, problematisch ist insbesondere seine Rolle als nosokomialer Erreger.
S. aureus ist dritthdufigster Erreger nosokomialer, d.h. im Krankenhaus erworbener
Infektionen in Deutschland, bei den nosokomialen Septikdmien sogar hiufigster Erreger.’®
Dabei ist S. aureus sowohl normaler Kommensale des Menschen als auch pathogener Keim.
Hauptstandort fiir eine Staphylococcus aureus-Besiedelung sind die Nasenvorhofe. Andere
hiufig besiedelte Regionen sind die Axillae, Inguinalfalten und der Gastrointestinaltrakt. In
den Nasenvorhdfen sind ungefdhr 20% der erwachsenen Individuen dauerhaft, zwischen 30

und 60% intermittierend mit Staphylococcus aureus besiedelt’.

2.1.1 Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus

Der Bedeutung als nosokomialer Erreger entsprechend, besitzt S. aureus eine gro3e Anzahl
sehr verschiedener Virulenzfaktoren. Nach ihrer Lokalisation beziehungsweise ihrem
Wirkungsort  lassen  sich  strukturelle oder intrazellulire (Polysaccharidkapsel,
Oberflachenproteine) sowie sezernierbare oder extrazellulire (Enzyme und Toxine)
Virulenzfaktoren unterscheiden. Die Virulenzfaktoren lassen sich auch nach ihrer Funktion

bei der Pathogenese von Infektionen einteilen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Virulenzfaktoren von Staphylococcus aureus nach pathogenetischer Funktion

Virulenzfaktor/Funktion Einzelne Faktoren Wirkungsweise
Virulenzfaktoren, die eine Kollagen- Kollagene, Laminine und
Adhiésion der Erreger an das Bindungsprotein Fibronectine sind wichtige
Wirtsgewebe ermdglichen Laminin- Bestandteile von Zelloberflachen,
(MSCRAMMs) Bindungsprotein Bindegewebe und Basal-
Fibronectin- membranen
Bindungsprotein



Virulenzfaktoren, die eine
Invasion der Erreger
ermdglichen

Virulenzfaktoren, die eine
Persistenz der Erreger
ermOglichen (Immunschutz
und -modulation)

Hyaluronidase
Elastase
Lipase
Nuklease
Protease
Staphylokinase

Panton—Valentine-
Leukozidin (PVL)

Fibronectin-
Bindungsprotein
Protein A

Polysaccharidkapsel
Biofilmproduktion

Small-colony-variants
(SCV)

Hémolysine (a-y)

Superantigene
(Enterotoxine A-H und
Toxic shock syndrome
toxin)

Panton—Valentine
Leukozidin (PVL)

Carotinpigmente
Staphylokinase
Plasmakoagulase

Fibrinogen-
Bindungsprotein
(Clumpingfaktor)

Zerstorung von Wirtsgewebe

Fibrinolyse

Gewebsnekrosen

Vermitteln Internalisierung

Verhindert Opsonierung,
Phagozytoseschutz

Verhindert Opsonierung,

Biofilme erhdhen
Antibiotikaresistenz
Subpopulationen, entziehen sich
intrazelluldr dem Zugriff durch

das Immunsystem
Zytotoxine, Porenbildung bei

Erythrozyten, Granulozyten und

Makrophagen
Dysregulation des Immunsystems

Lysiert Leukozyten durch
Porenbildung

Antioxidanzien
Inhibierung von a-Defensinen

Fibrinbildung



2.1.1.1 Adhisine (MSCRAMMs)

Wichtige Oberfldchenproteine von  Staphylococcus aureus sind die sogenannten
MSCRAMMs (,,microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules), die
die Fidhigkeit zur Bindung an die extrazellulire Matrix des Wirtsorganismus besitzen und
damit entscheidend fiir die Initiierung von Infektionen sind®. S. aureus hat eine ganze Reihe
dieser Oberfldchenproteine, die unter anderem in der Lage sind, Fibronectin, Kollagen,
Laminin, Elastin und Fibrinogen zu binden’. Virulenzfaktoren aus dieser Gruppe werden auch
Adhésine genannt und haben eine entscheidende Rolle bei der Initialisierung der Infektion.
Neben der Aufgabe als Adhédsine konnen einige MSCRAMMSs weitere wichtige
pathogenetische Funktionen iibernehmen. So sind Fibronectin-Bindungsproteine (FnBPs)
entscheidende Faktoren bei der Internalisierung von S. aureus in Wirtszellen und wirken
demnach auch als Invasine'’. Ebenfalls zu den MSCRAMMSs gezéhlt wird das von fast allen
S. aureus-Stammen exprimierte Protein A, eine oberfldchliche Proteinstruktur, die bestimmte
Immunglobuline mit deren Fc-Fragment bindet. Durch diese ,,verkehrte* Bindung entzieht

sich das Bakterium der Opsonierung, und damit auch der Phagozytose.

2.1.1.2 Invasine

Der Unterhaltung und weiteren Ausbreitung der Infektion dienen Enzyme wie Proteasen,
Lipasen und Elastasen, die in der Lage sind, Wirtsgewebe zu zerstéren und so eine weitere

Infektionsausbreitung zu beglinstigen. Sie werden auch als Invasine bezeichnet.

Panton-Valentine-Leukozidin (PVL) ist ein vor allem bei den community associated MRSA
(caMRSA) (siehe Abschnitt 2.2.4) nachgewiesener Virulenzfaktor. Das Panton-Valentine-
Leukozidin ist ein aus zwei Komponenten (lukF und lukS) bestehendes porenbildendes Toxin,
das hochspezifisch an die Zellwand von polymorphkernigen Leukozyten und Makrophagen
bindet und deren Lyse herbeifiihrt'". Die bei PVL-positiven caMRSA hiufig zu beobachtete
Gewebsnekrose ist eine indirekte Folge des Leukozytenzerfalls, bei dem es zur Freisetzung
hochreaktiver Sauerstoffradikale aus Lysosomen der zerstorten Leukozyten kommt'>. Die
Gewebsnekrose beglinstigt eine tiefere Invasion der Erreger, PVL hat pathogenetisch also
eine Doppelfunktion. Es schiitzt S. aureus vor dem Zugriff von Zellen des Immunsystems und

begiinstigt die Invasion der Erreger.



2.1.1.3 Virulenzfaktoren, die eine Persistenz der Erreger erméglichen

(Immunschutz und -modulation)

Zu der groBen Gruppe der Virulenzfaktoren, die eine Erregerpersistenz ermdglichen gehdren
strukturelle Faktoren (Polysaccharidkapsel, Clumpingfaktor, Staphylokinase, Pigmente) und

extrazelluldre Faktoren (Toxine, Koagulase).

Die meisten Staphylococcus aureus-Stimme produzieren eine Polysaccharidkapsel, die die
Opsonierung der Erreger durch Antikérper und Komplementfaktoren verhindert und sie so
vor der Phagozytose schiitzt'>. Von den 11 zur Zeit bekannten Kapseltypen 148t sich bei
MRSA meist der Kapseltyp 5 nachweisen'.

Bei der zur Differenzierung verschiedener Staphylokokkenspezies herangezogenen
Plasmakoagulase handelt es sich um ein extrazellulires Enzym. Ahnlich dem Mechanismus
der Blutgerinnung verbindet sich die Koagulase mit Prothrombin zum sogenannten
Staphthrombin, das die Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin bedingt. Das gebildete
Fibrinpolymer stellt einen Schutzwall um die bei einer S. aureus-Infektion ins Gewebe
eingedrungenen Bakterienzellen dar. Ahnliche Effekte zeigt der Clumpingfaktor, ein an die
Zelloberfliche gebundenes Enzym, das ebenfalls zur Ausfillung von Fibrin fiihrt. Der
»Gegenspieler der Plasmakoagulase ist die Staphylokinase, die die Plasminbildung induziert
und zur Fibrinolyse fiihrt. Sie ermdglicht die Lyse des von der Koagulase gebildeten Walls
und damit die Ausbreitung der Erreger. Die Bindung der Staphylokinase an von neutrophilen

Leukozyten sezernierte a-Defensine inhibiert zudem deren bakterizide Wirkung'’.

Erst in den letzten Jahren konnten die fiir S. aureus namensgebenden Carotinpigmente als
Virulenzfaktor identifiziert werden. Sie wirken als Antioxidantien und schiitzen die Erreger so
vor den von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten im Rahmen der Immunabwehr

sezernierten Wasserstoffperoxidmolekiilen und Hydroxylradikalen'® .

Die Toxine von Staphylococcus aureus lassen sich nach threm Wirkmechanismus in die zu
Porenbildung und resultierendem Zellschaden fiihrenden Zytotoxine (z.B. a-Toxin), die als
Superantigene fungierenden Enterotoxine (Enterotoxine A—E, Toxic Shock Syndrome Toxin)
und die zur Epidermolyse fiihrenden Exfoliatintoxine (Exfoliatine A und B) untergliedemm.
Superantigene sind die potentesten Aktivatoren menschlicher T-Zellen. Die durch die T-Zell-
Aktivierung ausgeloste Immunreaktion ist iiberschieBend und undifferenziert, sie fiihrt im

Ergebnis zu einer Immunsuppression durch Dysregulation des Immunsystems.
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Small-colony variants (SCV) sind durch Mutationen entstandene Subpopulationen innerhalb
eines S. aureus-Stammes, die sich phinotypisch durch ein langsames Wachstum und die
Bildung kleiner, nichtpigmentierter und nichthdmolysierender Kolonien auszeichnen. Sie
produzieren nur geringe Mengen an o-Hédmolysin und Plasmakoagulase, sind also weniger
virulent als Wildtyp-S. aureus’®. Die niedrige Hamolysinproduktion ermdglicht ihnen die
intrazelluldre Persistenz innerhalb von Wirtszellen, der Zugriffsmoglichkeit des
Immunsystems oder einer antibiotischen Therapie weitgehend entzogen'®. SCV kénnen auf
diese Weise 1lber eine lange Zeit symptomlos persistieren, um bei nachlassender
Immunantwort des Wirtes oder Einstellung der antibiotischen Therapie zum
schnellwachsenden und  virulenten Wildtyp-S. aureus zuriickzukehren.”®  Diese
Besonderheiten konnen zu chronischen oder rezidivierenden, antibiotikaresistenten S. aureus-

Infektionen fiihren.

Eng mit den sogenannten ,Plastikinfektionen zusammenhingend ist die mikrobielle
Biofilmbildung von S. aureus. Ein Biofilm ist eine Ansammlung von Bakterienzellen, fest
verbunden mit einer festen Oberflache (z.B. einem Katheter) und eingebettet in eine meist von
den Bakterien produzierten Matrix; bei S. aureus besteht die Matrix iiberwiegend aus
Polysacchariden®'. Erreger, die in einen Biofilm eingebettet sind, wachsen langsamer und sind
durch die Matrix fir Antibiotika nur schwer zuginglich.”> Wahrscheinlich fiihren beide

Mechanismen zu der inhdrenten Antibiotikaresistenz, die Biofilme vermitteln.?

Die Einteilung anhand der pathogenetischen Funktion der Virulenzfaktoren hat didaktische
Vorziige, ist aber schematisch. Virulenzfaktoren zeigen ein komplexes Zusammenspiel, eine
strenge Trennung nach pathogenetischer Rolle fillt in vivo oft schwer. Zudem besteht
einerseits hinsichtlich der pathogenetischen Funktion verschiedener Virulenzfaktoren von S.
aureus Redundanz, andererseits konnen einzelne Virulenzfaktoren mehrere verschiedene

pathogenetische Funktionen haben.

2.1.1.4 Expressionsregulation der Virulenzfaktoren

Die Ausprigung von Virulenzfaktoren variiert qualitativ und quantitativ. Beispielsweise
bilden unterschiedliche S. aureus-Stimme differierende MSCRAMMs aus und rufen so
unterschiedliche Infektionen hervor®. Die Expression der meisten Virulenzfaktoren wird iiber
ein komplexes System interagierender Regulatorsysteme gesteuert. Die genetische

Entschliisselung des S. aureus-Erbguts hat zwei Hauptgruppen regulatorischer Systeme
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erkennen lassen: (1) Die sogenannten two-component regulatory systems (TCRS), von denen
sich im S. aureus-Genom insgesamt 16 finden lassen** und als deren wichtigster Vertreter der
accessory gene regulator (agr) gilt und (2) die Familie der staphylococcal accessory
regulator locus proteins (sar4).” ?° Die Regulationsmechanismen ermdglichen es S. aureus,
die putativen Virulenzfaktoren an &duBlere Wachstumsbedingungen (z.B. pH-Wert,

Osmolaritit) und Zielgewebe angepasst zu exprimieren.**

2.1.2 Erkrankungen durch Staphylococcus aureus

S. aureus ist ein opportunistischer Erreger, der bei gesunden Personen selten zu einer
Infektion fiihrt. Die pathogene Potenz wird in der Regel nur wirksam, wenn bestimmte
pradisponierende Faktoren eine Infektion erleichtern.”” An erster Stelle stehen dabei eine
generelle Abwehrschwiche und ein Bruch in der natiirlichen duBeren Immunbarriere (z.B.
durch offene Wunden oder Katheter).” Das Spektrum der Infektionen, das durch S. aureus
hervorgerufen wird, reicht von einfachen Infektionen der Haut, die sich meist selbst
limitieren, bis hin zu lebensbedrohlichen Erkrankungen der inneren Organe. Welche
Erkrankung sich manifestiert ist abhingig vom Arsenal an Virulenzfaktoren des zur
Erkrankung fiihrenden Stammes und von individuellen Faktoren des Wirtes (z.B.
Immunstatus). Die Erkrankungen konnen nach ihrer Pathophysiologie in invasive Prozesse

und Toxin-vermittelte Erkrankungen eingeteilt werden.

2.1.2.1 Invasive S. aureus Erkrankungen

Bei invasiven Infektionen gelangen die Staphylokokken meist durch Haut oder Schleimhéute
ins Gewebe, wo es zu einer starken Vermehrung der Erreger kommt. Lokale Infektionen der
Haut und ihrer Anhangsgebilde fiihren zur klassischen Abszessbildung. Erkrankungen aus
dieser Gruppe sind zunédchst meist oberflachlich auf die Haut und Schleimhiute begrenzt. Bei
Ausbreitung der Erreger per continuitatem kann es zu tiefer gehenden Infektionen wie zum
Beispiel Sinusitis oder Otitis media kommen. Sémtliche oberflachliche und tiefe Prozesse
konnen eine lymphogene oder hdmatogene Absiedelung der Erreger bedingen und so, vor
allem bei einer beeintrichtigten Immunabwehr, zu einer endogenen Besiedelung anderer
Organsysteme fiihren. Die exogene Einbringung von S. aureus durch Trauma oder im Zuge
operativer Eingriffe kann zum Ausgangspunkt der sogenannten ,,Plastikinfektionen* oder
anderer, sogenannter ,device-assoziierter Infektionskrankheiten an in den Korper

eingebrachten Fremdstoffen werden.
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2.1.2.2 Toxin-vermittelte S. aureus-Erkrankungen

Ausgangspunkt ist meist der Genuss kontaminierter Lebensmittel. Die Bildung der Toxine
kann exogen in den Lebensmitteln erfolgen oder endogen im Magen-Darm-Trakt. Erfolgt die
Toxinbildung im Darm, so beruht dies meist auf der oralen Aufnahme sehr groBer
stoffwechselaktiver Keimmengen oder durch eine extreme Vermehrung der Erreger im Darm,
was in Folge einer Antibiotikatherapie auftreten kann. Typische toxinvermittelte Erkrankung
sind die selbstlimitierende Staphylokokkenenteritis, aber auch FErkrankungen mit
schwerwiegenden Verldufen wie das durch Exfoliativtoxine ausgeldste Staphylococcal
Scalded Skin Syndrome oder das toxische Schocksyndrom, ausgeldst durch das von circa 1%

der S. aureus-Stamme gebildete Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1).

2.1.3 Entwicklung der Antibiotikaresistenzen bei S. aureus

Nach der Entdeckung der antibakteriellen Substanz des Schimmelpilzes Penicillium notatum
durch den britischen Bakteriologen Alexander Fleming im Jahre 1928 und der gegliickten
Isolierung der Substanz durch Florey und Chain in den dreiffiger Jahren des vergangenen
Jahrhunderts war die pharmazeutische Industrie Mitte der 1940er Jahre in der Lage,
ausreichend Penicillin fiir den klinischen Einsatz zur Verfiigung zu stellen. Schon kurz
nachdem Penicillin breite therapeutische Anwendung fand, wurde 1942 bei einem
Krankenhauspatienten erstmals ein Staphylococcus aureus mit Penicillinresistenz
nachgewiesen.”” 1945 wurde die Aktivitit einer Penicillinase als entscheidender
Resistenzmechanismus identifiziert.”” Anfangs beschriinkte sich das Auftreten resistenter
Stdimme noch auf Krankenhiuser, aber schon Ende der 60er Jahre waren mehr als 80% der
innerhalb und auBerhalb von Krankenhdusern isolierten S. aureus penicillinresistent.’ Dieses
Muster der Resistenzentstehung, ndmlich erste resistente Isolate in Krankenhdusern, mit
einigen Jahren Verzogerung auch auflerhalb von Krankenhéusern, lasst sich bei quasi jedem
Resistenzerwerb von Bakterienstimmen beobachten. Dem Problem der Antibiotikaresistenz
versuchte man anfangs fast ausschlieBlich durch die Entwicklung neuer Antibiotika zu
begegnen, gezielte krankenhaushygienische MafBnahmen zur Einddmmung der
Keimausbreitung wurden duBerst selten durchgefiihrt, eine Surveillance resistenter Erreger
auf Krankenhausebene war unbekannt. Aber schnell stellte S. aureus seine grofle
Adaptionsfdahigkeit unter Beweis. Sechs Monate nach Einfilhrung des ersten

penicillinasefesten Antibiotikums Methicillin im Jahre 1960 wurden bei einem Screening von
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5000 klinischen Isolaten drei Methicillin-resistente S. aureus detektiert.” ** Alle drei Isolate
zeigten einen identischen Phénotyp und stammten aus einem Krankenhaus in Siidengland.
Schon bald lielen sich MRSA in Krankenhdusern weltweit nachweisen, mit teilweise hoher

Verbreitungsgeschwindigkeit und einer steigenden Zahl nosokomialer Infektionen.**

MRSA weisen hdufig Mehrfachresistenzen auf. Selbst fiir MRSA-Reserveantibiotika, wie

z.B. das Glykopeptid Vancomycin, sind seit Ende der 1990er Jahre Resistenzen beschrieben
(VRSA, siehe Abschnitt 2.2.3).

Die steigende Anzahl nosokomialer, aufgrund der Mehrfachresistenzen schwer zu
behandelnder Infektionen durch MRSA hat zur Entwicklung immer neuer Antibiotika gefiihrt.
Bei vielen der neuen Substanzen zeigte sich erneut die grole Adaptionsfihigkeit von S.
aureus. Im Jahre 2000 wurde das Oxazolidinon-Antibiotikum Linezolid eingefiihrt, das neben
anderen Gram-positiven Bakterien auch gegen MRSA/VRSA wirksam ist. Es dauerte
wiederum nur ein Jahr, bis {iber ein erstes Linezolid-resistentes S. aureus-Isolat berichtet
wurde.”® Die erste Beschreibung eines resistenten S. aureus-Isolates erfolgte bei dem zur
Klasse der Lipopeptidantibiotika gehdrenden Daptomycin auch schon zwei Jahre nach der

Einfiihrung im Jahre 2005.%

Zur Eradikation von MRSA bei nasaler Besiedlung wird das Lokalantibiotikum Mupirocin
seit 1985 eingesetzt. Auch hier steigt durch die Anwendung dieses Antibiotikums die
Resistenzrate an. Uber die ersten mupirocinresistenten MRSA wurde bereits 1987 aus

GroBbritannien®’, kurze Zeit spiter dann auch weltweit berichtet.***°

2.2 MRSA

Wie oben beschrieben sind MRSA erstmals zu Beginn der 1960er Jahre aufgetreten. Einige
Jahre spiter brachte die Firma Beechham auf Basis des Methicillins das lagerungsstabilere
Oxacillin heraus, dessen halogensubstituierte Derivate auch heute noch Verwendung zur
Therapie von Methicillin-sensiblen S. aureus (MSSA) finden. Die Begriffe Methicillin-
resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) und Oxacillin-resistenter Staphylococcus aureus
(ORSA) werden in der Literatur synonym verwendet. Bei der Resistenztestung wird heute in

der Regel die Empfindlichkeit gegen Oxacillin untersucht.
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2.2.1 Mechanismen der Methicillin-Resistenz

Methicillin wirkt {iber eine Bindung an die Penicillin-bindenden Proteine (PBP) in der
bakteriellen Zytoplasmamembran. PBP sind Enzyme, die die Vernetzung der Peptidoglykane
in der bakteriellen Zellwand katalysieren und denen somit eine entscheidende Bedeutung fiir
Wachstum, Reproduktion und Aufrechterhaltung der zelluldren Struktur zukommt. B-Lactam-
Antibiotika fungieren als Substratanaloga der PBP. Nachdem die PBP mit dem B-Lactam-
Antibiotika einen Komplex eingegangen sind, werden Sie durch Acetylierung irreversibel
inhibiert. Die Resistenz von Staphylococcus aureus gegen Methicillin beruht auf der
Anwesenheit eines sogenannten mecA-Gens in der DNA, welches fiir ein verdndertes
Penicillin-bindenden Protein (PBP) kodiert, das PBP-2a oder PBP-2" genannt wird. Die
Expression des mecA-Gens wird durch die Regulatorgene mecRI und mecl gesteuert. Das
mecR1-Gen kodiert fiir ein mecA-Inducer-Protein, bestehend aus einer transmembrandsen-
und einer penicillinbindenden Doméne.*' Das mecl-Gen kodiert einen starken mecA-
Repressor, dessen Funktion erst in Anwesenheit von B-Lactam-Antibiotika eingestellt wird.*"

*> Bei Synthese des PBP-2a werden die reguliren PBPs sukzessive durch PBP-2a ersetzt.

Das verinderte PBP2 weist eine deutlich geringere Affinitit zu f-Lactam-Antibiotika auf.*" **
In den letzten Jahren sind zwei weitere wichtige Mechanismen der Resistenzentstehung
herausgearbeitet worden: Zum einen erfolgt die Acetylierung der PBP-2a durch die B-Lactam-
Antibiotika 1000— bis 10000- fach langsamer als bei den PBP-2.*> Zum anderen weisen die
Komplexe aus PBP-2a und -Lactam Antibiotikum im Vergleich zu den PBP-2 stark erhohte
Dissoziationskonstanten auf, die eine Séttigung der PBP-2a mit B-Lactam-Antibiotika in vivo
ausschlieBen.”” Da beide Mechanismen zusammenwirken, ist das Zeitfenster fiir die
Acetylierung der PBP-2a, und damit fiir deren Inhibierung, zu klein. Eine Ursache der
geringen Empfindlichkeit des PBP-2a scheint auch in dessen rdumlicher Struktur zu liegen. In
der Rontgenstrukturanalyse zeigt sich, dass das aktive Zentrum des Enzyms nicht offen ist
und es einer Konformationsinderung bedarf, um eine Interaktion sowohl mit den
Peptidoglykanen der Zellwand als auch mit den B-Lactam-Antibiotika zu ermdglichen.*
Diese Konformationsédnderung wird nur durch eine Bindung bestimmter Zellwandstrukturen,
nicht durch Bindung des Antibiotikums erreicht, so dass das PBP-2a vor der inhibitorischen

Wirkung der Antibiotika geschiitzt bleibt.*®

Der aus mecA, seinen Regulatorgenen (mecl und mecR1) und einer Insertionssequenz

(IS431mec) bestehende mecA-Komplex befindet sich auf einer mobilen genetischen Insel,
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dem sogenannten Staphylococcal Cassette Chromosome (SCCmec).”” Es sind bisher 11
verschiedene SCCmec-Typen (SCCmec I-XI) beschrieben worden.”® Die Herkunft des
SCCmecl ist umstritten. Einerseits wird vermutet, dass urspriinglich Methicillin-sensible
Staphylococcus aureus (MSSA) das SCCmecl von Koagulase-negativen Staphylokokken
erhalten haben, und damit die ersten MRSA entstanden sind.*” *° Jiingste Theorien gehen
hingegen davon aus, dass S.aureus das SCCmec von Staphylococcus fleurettii, einem
Tierkommensalen, erhalten hat.”' Die Exzision und Integration der SCCmec erfolgt durch eine
cassette chromosome recombinase (ccr), von der bislang acht verschiedene Typen
nachgewiesen wurden.*® Die fiir die ccr codierenden Gene befinden sich auf dem Cassetten-
Chromosom.™ Neben differierenden Rekombinasegenen unterscheiden sich die SCCmec
durch die Resistenzgene, die sie gegen nicht-f-Lactam-Antibiotika tragen. Eine Auswahl

bildet die folgende Tabelle ab.

Tabelle 2: Ausgewiihlte SCCmec und vermittelte Resistenzen, nach Turlej et al.”

I mecA Methicillin

I, ILVIII ble Bleomycin
ant4’ Tobramycin

II, VIII ermA Erythromycin
aad9/spc Streptomycin

1T tet Tetracyclin
cad Cadmium

v aacA-aphD Amninoglykoside

Typusunabhidngig haben alle Genkassetten identische Insertionsstellen, das 3'-Ende
(attBSCC) eines ,,open reading frames* (ORF), dessen Funktion bislang unbekannt ist. Vieles
spricht dafiir, dass die Ubertragung der zusitzlichen genetischen Information mit
Mechanismen des horizontalen Gentransfers (Transformation, Konjugation, Transduktion)
von einem Bakterium zum nichsten erfolgt, der genaue Weg der Ubertragung ist bislang

jedoch ungeklidrt.’” ** Die Tatsache, dass bereits mehrere verschiedene SCCmec-Typen
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verifiziert wurden, deutet darauf hin, dass die SCCmec unterschiedlichen Ursprungs sind und
zu verschiedenen Zeitpunkten in unterschiedliche MSSA-Stdmme integriert wurden. Das
Antreffen verschiedener SCCmec-Typen innerhalb gleicher Sequenztypen (ST) macht es

wahrscheinlich, dass der horizontale Gentransfer des SCCmec relativ hiufig vorkommt.>*

Die Expression des mecA-Gens wird durch die oben erwédhnten Regulatorgene mecRI und
mecl gesteuert. Die zur mec-assoziierten DNA gehorende Insertionssequenz [S4317 ldsst sich
im SCCmec-Komplex fast aller MRSA-Stamme finden. IS43/ ist in der Lage, assoziierte,
Resistenzinformationen tragende Plasmide und Transposons, durch homologe Rekombination
in das SCCmec zu integrieren.” Entsprechend zeigen Genkarten von MRSA, dass
verschiedene Resistenzgene dicht von 1S43/ flankiert werden.’® 1S437 wirkt entscheidend an
der Ansammlung von zusidtzlichen Resistenzfaktoren und der Entstehung von

mehrfachresistenten MRS A-Stdmmen mit.

2.2.2 Level der Methicillin-Resistenz und beeinflussende Faktoren

Nach den Richtlinien des Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) der USA ist ein S.
aureus-Stamm als MRSA zu klassifizieren, wenn: a) sich bei ihm mecA-Gen nachweisen lésst
oder er in der Lage ist, das Genprodukt des mecA-Gens, Penicillin-bindende-Proteine des
Typs 2a zu synthetisieren, oder b) mecA-negative Stimme, die kein PBP 2a synthetisieren
konnen, Ocacillin-MHKs von > 4 pg/ml aufweisen.”” Ob ein S. aureus-Stamm eine Resistenz
gegeniliber Methicillin zeigt, ist abhidngig von seiner genetischen Ausstattung und duBeren
Faktoren. Aber auch bei S. aureus-Stdmmen, die das mecA-Gen in ihr Genom integriert
haben, kann die phinotypische Auspriagung der Methicillin-Resistenz von phéanotypisch
empfindlich bis hochresistent stark wvariieren. Nach genotypischer Ausstattung und
phénotypischer Expression der Resistenz lassen sich MRSA in Resistenztypen einteilen, die

im Folgenden erldutert werden.

2.2.2.1 Heterogene vs Homogene Resistenz

Phénotypisch lassen sich bei mecA-positiven MRSA-Stimmen zwei Methicillin-
Resistenztypen unterscheiden: homo- und heterogene Resistenz. In heteroresistenten
Stammen sind >99,9% der Zellen fiir niedrige Oxacillin-Konzentrationen (=10 pg/ml)
empfindlich. Eine Subpopulation in der GroBenordnung 1 von 107 bis 107 Zellen im

gesamten Stamm zeigt eine ,,high-level-Resistenz* und ist in der Lage, auch bei Methicillin-
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Konzentrationen >50 pg/ml zu wachsen. Zwischen der Zelle mit der hochsten B-Lactam-
Resistenz und dem Resistenzlevel der groen Mehrheit der Zellen lassen sich multiple
Subpopulationen mit zwischen beiden Extremen liegenden Resistenzleveln nachweisen, so
dass innerhalb eines Stammes ein praktisch kontinuierliches Resistenzspektrum entsteht.”® In
den relativ selten zu isolierenden homoresistenten MRSA-Stammen ist die PBP-2a-
Expression iiber die gesamte Population hoch, phinotypisch zeigt sich die uniforme

Ausprigung einer ,,High-level-Resistenz*.”®

Die Heteroresistenz ist der vorherrschende phinotypische Resistenztyp. Wird eine
heteroresistente Population in Anwesenheit von B-Lactam-Antibiotika im Kulturmedien
bebriitet, so werden die hochresistenten Subklone eines Stammes selektiert, der MRSA-
Stamm konvertiert von einem heterogenen zu einem homogenen Resistenztyp.” Die
konvertierten Stimme wechseln auch nach vielfacher Passage in antibiotikafreier Nahrlosung
nicht zuriick zur Heteroresistenz, die Konversion ist demnach (von wenigen Ausnahmen
abgesehen)’™ © stabil®™ ', mecA positive S. aureus mit stark differierenden Resistenzleveln
enthalten oftmals dhnliche Mengen des PBP-2a.”’ Dieser Umstand erklirt sich durch eine
Vielzahl weiterer Gene und Faktoren, die einen Einfluss auf den Resistenzlevel haben. Dazu
zéhlen die Regulatorgene mecR1 und mecl. Mutationen im Bereich des mecl-Gens kénnen zu
stiarkerer Expression der PBP-2a und hoherem Resistenzlevel fithren.> ® Eine wichtige Rolle
spielen auch Gruppen von ,,housekeeping genes®, die fem (factors essential for methicillin
resistance) und aux (auxiliary genes) genannt werden, und die sich bei allen S. aureus-
Wildtypstimmen finden lassen.®* In den meisten Fillen iibernehmen sie wichtige Funktionen
bei der Peptidoglykansynthese und -verarbeitung oder haben regulatorische Funktion.®® Thre

Inaktivierung oder Uberexpression kann groBen Einfluss auf den Resistenzlevel haben.®

Die Detektion der bei heteroresistenten MRSA nur sehr kleinen Subpopulation B-Lactam-
resistenter Zellen innerhalb eines MRSA-Stammes ist problematisch. Neben den oben
berichteten genetischen Determinanten hdngt die Expression der [-Lactam-Resistenz
entscheidend von den duBeren Wachstumsbedingungen ab. Bekannte duere Einflussgroflen

5 10 Inokulummenge,71

sind: Inkubationstempera‘cur,67 Inkubationszeit,68 Kul‘furmedium,6
Osmolaritit,”> > pH-Wert.”*

Die Nichtberiicksichtigung dieser Faktoren kann zu falsch-negativen Ergebnissen beim
phinotypischen Nachweis von MRSA im Labor fiihren. Werden bestimmte Faktoren im

Nachweisverfahren allerdings gezielt im Sinne einer Forderung der Resistenzauspriagung
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eingesetzt, wie es bei Referenzmethoden nach CLSI oder DIN (z.B. hinsichtlich Temperatur,
Osmolaritidt und Inkubationsdauer) der Fall ist, konnen sie die Sensitivitdt und Spezifitit

phénotypischer Nachweisverfahren erhdhen.

2.2.2.2 Resistenzlevel und Borderline-Resistenz

Hinsichtlich des Ausprigungsgrades der Resisztenz wird zwischen “low level-resistenten”
MRSA, mit einer MHK fiir Oxacillin zwischen 2—-8 pg/ml, und ,high level-resistenten*
MRSA mit einer MHK fiir Oxacillin >8 pg/ml unterschieden. Davon zu unterscheiden ist das
Phéanomen der Borderline-Oxacillin-Resistenz (BORSA). Phinotypisch zeigen die
Borderline-Oxacillin-resistenten S.aureus eine Oxacillin-MHK von 1-8 pg/ml und liegen
damit genau an oder knapp iiber der Empfindlichkeitsgrenze nach CLSI, ohne dass sich bei
thnen das mecA-Gen als genetisches Korrelat der Resistenz nachweisen lieBe. Sie sind also
nicht in der Lage, das mecA-Genprodukt PBP 2a zu synthetisieren, haben aber alternative
Resistenzmechanismen ausgebildet. Ausgehend von der Beobachtung, dass in vitro die -
Lactam-Empfindlichkeit nach Zugabe von Penicillinase-Inhibitoren (Clavulanséure,
Sulbactam) wieder zunimmt, wird eine Penicillinase-Uberproduktion als einer der Borderline-
Empfindlichkeit zugrundeliegenden Mechanismen angesehen.”” Die Entdeckung eines
weiteren Resistenzmechanismus begann 1989, als in einer Arbeit erstmals iiber einen Stamm
mecA-negativer BORSA mit PBP berichtet wurde, die geringere Penicillinbindungskapazitit
aufwiesen.’® Spitere Studien konnten in mehreren mecAd-negativen BORSA-Stimmen
Punktmutationen in der Sequenz der PBP 2 Gene nachweisen, die Aminosduresubstitutionen
in der Transpeptidase-Doméne der PBP 2 auslosten.”” " Nach Plasmid-vermittelter
Expression der verdnderten PBP 2 bei S. aureus RN6390 (Wildtyp S. aureus) stieg die
Oxacillin-MHK von 0,25 auf 4 pg/ml an, was die Punktmutationen als BORSA-

Resistenzmechanismus bestitigte.”’

2.2.3 Multiresistenz bei MRSA

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus zeigen neben der obligaten Resistenz gegen B-
Lactam-Antibiotika 1m Vergleich zu Methicillin-suszeptiblen sehr viel héufiger
Parallelresistenzen gegen weitere Antibiotika und Chemotherapeutika verschiedener Klassen.
Die Parallelresistenzen beruhen auf dem Erwerb zusétzlicher genetischer Informationen durch
Transposons und Plasmide oder auf Verdnderung bestehenden genetischen Materials durch

Punktmutationen, Deletionen oder Rearrangements.” Die Resistenzinformationen durch
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Gentransfer sind dabei meist eng an die SCCmec Einheiten gebunden, so dass Isolate mit

unterschiedlichen SCCmec unterschiedliche Resistenzprofile aufweisen.*

In den spiten 1970er-Jahren wurden erstmals MRSA mit zusétzlicher Resistenz gegen
Aminoglykosid-Antibiotika beschrieben.®’ Unterstiitzt durch einen anhaltend hohen
Selektionsdruck durch verbreitete Verschreibung von Antibiotika entwickelten sich in den
folgenden Jahrzehnten Resistenzen gegen weitere Substanzklassen. Heute erstrecken sich die
Resistenzen neben Penicillinen und Aminoglykosiden auf Lincosamide, Makrolide,
Tetracycline, Fluorochinolone, Sulfonamide und weitere Substanzklassen. Eine Ubersicht
iiber die Resistenzsituation in Deutschland gibt die folgende Tabelle, die Daten des nationalen
Referenzzentrums fiir Staphylokokken aus Krankenhausinfektionen der vergangenen Jahre

wiedergibt.

Tabelle 3: Hiufigkeiten des Auftretens von Resistenzen gegen Indikatorsubstanzen fiir
Antibiotikagruppen zusitzlich zur Resistenz gegen p-Laktam-Antibiotika 2006-2011%

Ciprofloxacin 93,8 95,8 91 90 86 93
Moxifloxacin n.b. 94,4 89,6 87 86 91,3
Erythromycin 72,5 75 80,7 67 65 64,2
Clindamycin 65,4 72 73,4 60 59 59,9
Gentamicin 13,3 9,8 10,5 9,5 5,3 4.4
Oxytetrazyklin 7,4 6,8 7,3 8 6 4,6
Rifampicin 2,5 1,97 0,4 1,6 0,8 1,7
Cotrimoxazol 3,1 2 10,8 53 0,8 0,7
Fusidinsaure- 6.4 38 , 52 4 27
Natrium

Fosfomycin 3.3 0,56 1,1 0,15 0,6 0,4
Linezolid 0,04 0,11 0,1 0,1 0,08 0
Tigezyklin 0 0 0 0 0,08 0
Daptomycin 0 0 0,65 1,3 1,6 2,1
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Mupirocin 2,6 3.3 53 4,0 4,6 6,9
Vancomycin 0 0 0 0 0,08 0
Teicoplanin 0 0 0 0 0,2 0,1
n.b. = nicht bekannt

Als ausgesprochen problematisch wird dabei die Resistenz gegen die seit tiber 30 Jahren als
Reserveantibiotika gegen mehrfachresistente MRSA eingesetzten Glykopeptide gesehen.
Parallel zu dem Ansteigen der MRSA-Pridvalenz nahm in den 80er und 90er Jahren der
Einsatz von Vancomycin rapide zu. Als Konsequenz des hoheren Selektionsdruckes wurde
erstmals 1997 aus Japan iiber Infektionen mit Vancomycin-intermediédr-empfindliche Stimme
von S. aureus (VISA) berichtet,” kurz darauf folgte ein VISA-Bericht aus Frankreich.* Eine
intermedidre Vancomycinresistenz ist bei einer minimalen Hemmkonzentration fiir
Vancomycin zwischen 8 und 16mg/l gegeben, ab 16 mg/l spricht man von Vancomycin
resistenten Stimmen.”’ Innerhalb der niichsten Jahre lieBen sich VISA-Stimme weltweit
nachweisen,* *® 1999 auch in Deutschland.®” Insgesamt ist der prozentuale Anteil von VISA
an klinischen MRSA-Isolaten noch gering.*® * Der erste Bericht iiber eine Infektion mit
Vancomycin-resistenten S. aureus (VRSA) folgte 2002 aus den Vereinigten Staaten.”
Seitdem sind weltweit nur wenige VRSA Fille aufgetreten. Das bisherige Muster der
Resistenzentwicklung bei Staphylococcus aureus lasst allerdings befiirchten, dass es nur eine
Frage der Zeit ist, bis es weltweit und auch in Deutschland zum vermehrten Auftreten von

VRSA kommt.

Hinsichtlich der Mechanismen der Vancomycinresistenz bei S. aureus muss zwischen VRSA
und VISA differenziert werden. Die Vancomycinresistenz von VRSA beruht auf der
Integration von Operons, die fiir bei der Peptidoglykansynthese involvierte Enzyme kodieren.
Die Enzyme modifizieren die als Bindungsstelle fiir Glykopeptide fungierenden C-terminalen
Enden der Peptidoglykane, so dass Peptidoglykane mit einer geringeren Affinitit fiir
Glykopeptide in die Zellwand integriert werden.”’ VRSA erhalten das Gen der
Glykopeptidresistenz durch Vancomycin-resistente Enterokokken, wahrscheinlich von
Enterococcus faecalis.”™ ** Dieser Resistenztyp wird als Vand-Typ Resistenz bezeichnet und

liegt der Mehrzahl der bislang isolierten VRSA zugrunde.”*
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Die Resistenz bei VISA beruht auf mehreren Faktoren: VISA weisen im Unterschied zu
VSSA eine in vielen Punkten verdnderte Zellwandstruktur und -charakteristik auf.
Nachgewiesen wurden verdnderte Muropeptide’, vermindertes Peptidoglycan Crosslinking”®,
eine Uberexpression von PBP2 und PBP2"®” und eine reduzierte Expression von PBP4”. Es
resultieren dickere Zellwdnde mit blinden Peptidoglykan-Bindungsstellen, die einen
verminderten Vancomycin-Diffusionskoeffizienten und eine Sequestration von Vancomycin

99,

. . . 1 1 . .
in der Zellwand nach sich ziehen.’" % Verdnderungen wurden zudem beim

Zellmetabolismus der VISA beobachtet, dabei spielt eine verminderte autolytische Aktivitat

eine wichtige Rolle.'"’

Das Phidnomen der heterogenen Ausprigung von Antibiotikaresistenzen besteht auch
hinsichtlich der Vancomycinresistenz (heteroresistente VISA (h-VISA)) und kann den
Labornachweis von VISA und VRSA erschweren.'” Die meisten der bislang als VISA
identifizierten MRSA-Stimme zeigen ein heterogenes Muster der Methicillinresistenz.'” Wie
bei der Heteroresistenz beziiglich Methicillin besteht die Gefahr der falsch-negativen

Resistenzbeurteilung mit dem Resultat einer falschen Antibiotikawahl und Therapieversagen.

Mit Sorge wird auch die bislang nur sehr vereinzelte, im Verlauf einer Behandlung eines
MRSA-Infektes mit Vancomycin beobachtete parallele Resistenzentwicklung fiir
Vancomycin und Daptomycin beobachtet.'® '® 2010 wurde ein solcher Erreger auch in

6

Deutschland isoliert.'” Die Daptomycinresistenz wird dabei, wie die intermediire

Vancomycinresistenz, durch Verdnderungen der Zellwand ermoéglicht und durch die

107

Vancomycinexposition induziert. "' Auch fiir Linezolid gibt es bereits vereinzelte Berichte

iiber Resistenzentwicklungen.'” "' Die Resistenz beruhte bei bislang berichteten Fillen auf

111

der Ubertragung eines Resistenzgenes aus einer zoonotischen Reserve ' bzw. auf Mutationen

in der 23S rRNA.'?

2.2.4 Community associated MRSA (caMRSA)

MRSA sind seit ithrem erstmaligen Auftreten Anfang der 60er Jahre kaum auBerhalb von
Krankenhdusern oder Alten- und Pflegeheimen nachgewiesen worden. Dies kann wesentlich
auf die bereits beschriebenen Fitnesskosten durch die Integration der SCCmec in das MRSA-
Genom, mit resultierend sehr viel langsameren Wachstumsraten von MRSA im

»antibiotikafreien* Milieu zuriickgefiihrt werden.'"?
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In den 80er Jahren kam es jedoch erstmals zum Auftreten von tiefgehenden Hautinfektionen

1 . . . . . .
% und in Austrahenm, die auf einer Infektion mit

bei nationalen Minderheiten in den USA
Methicillin-resistenten Staphylokokken beruhte und bei der sich keine Beziehung zu
Krankenhdusern oder Alten-und Pflegeheimen zuriickverfolgen lie. Zur Abgrenzung wurden
die im Krankenhausumfeld auftretenden MRSA-Erreger hospital-associated methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (haMRSA) genannt, die innerhalb bestimmter sozialer

Gemeinschaften anzutreffenden Erreger community-associated methicillin-resistant-

Staphylococcus aureus (caMRSA).

Nach zunidchst nur sporadischem Auftreten mehrten sich Ende der 90er Jahre weltweit
Berichte iber catMRSA. Neben die amerikanischen und australischen Ureinwohner traten mit
Kindern, Sportlern, homosexuellen Médnnern und verarmten Erwachsenen in innerstidtischen
Bereichen eine Vielzahl weiterer caMRSA-Risikogruppen.'”® In den USA sind caMRSA fiir
ca. 50% aller Haut- und Weichgewebeinfektionen, die durch Staphylococcus aureus
verursacht sind, verantwortlich, und sind damit Hauptursache dieses Infektionstyps.''* Die
Palette der klinischen Manifestation von caMRSA-Infektionen reicht von den am haufigsten
anzutreffenden Haut- und Weichgewebeinfektionen bis zu lebensbedrohlichen Verldufen bei

L. . ... 115,11
nekrotisierender Pneumonie und Fasciitis.!"> !¢

In den USA werden Erreger der klonalen Linien ST8 (,,USA300°) am héufigsten isoliert.
caMRSA vom Typ ,,USA 300 zeigen einige charakteristische molekulare Merkmale. Dazu
zahlen: Multilocus-Sequenztyp (MLST) ST8, spa-Sequenztyp t008, Staphylococcal Cassette
Chromosome (SCCmec) des Typs IV.'"® Zudem besitzen sie die zur Bildung von Panton-
Valentin-Leukozidin befdhigenden Gene lukS-PV und lukF-PV, ein auf einem SCC-Element
lokalisierten Gen-Cluster fiir den Argininabbau (arginine catabolic mobile element ACME)
sowie durch msrA (Efflux) und mphB kodierte Makrolidresistenz.''’ Typischerweise sind

caMRSA empfindlich fiir Clindamycin und andere nicht f-Lactam-Antibiotika.

Die Linie ,,USA 300 hat sich mittlerweile weltweit Verbreitet,] 18 seit dem Jahre 2005 kommt
es auch in der Bundesrepublik zu deren sporadischem Auftreten.'’ In Deutschland und
Europa ist das molekulare Bild der isolierten caMRSA jedoch insgesamt heterogener. Am
hdufigsten werden in klinischen Proben neben dem caMRSA ,,USA300* Erreger der klonalen
Linien ST30 und ST80 (,,European caMRSA*) und ST22 isoliert.” '** Der ebenfalls in
Deutschland erfolgte Nachweis weiterer klonaler Linien liel sich oftmals mit einem

Aufenthalt in Endemiegebieten bestimmter klonaler Linien in Verbindung bringen, so fiir
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ST772 (,,Bengal Bay Clone*) im indischen Raum oder ST5 in Siidosteuropa.® Da caMRSA
zunehmend auch innerhalb von Krankenhdusern isoliert werden und als Verursacher von
Sepsen auftreten, wird vorgeschlagen, von der ,klassischen* Unterscheidung nach
Krankenhausassoziation abzugehen und sich zur Abgrenzung an den molekularen

. . . 113, 121
Unterschieden zu orientieren.''>

2.2.5 Livestock-associated MRSA (IaMRSA)

In den vergangenen Jahren ist MRSA zunehmend auch zu einem veterindrmedizinisch
bedeutsamen Keim geworden. Besiedelungen und Infektionen sind von Pferden'?, Kiihen'®,

124

Hunden und Katzen ", Kaninchen'® und weiteren Haus- und Nutztieren bekannt'**. Die

126-128 Eine

Besiedelung von Mastschweinen stellt dabei ein zentrales Problem dar.
Ubertragung der ganz iiberwiegend dem multilocus sequence type (ST) 398 angehorenden
Isolate auf Schweinefarmer und Veterinire ist hiufig."*” "*° Die epidemische Potenz der
]aMRSA zur Ausbreitung von Mensch zu Mensch ist geringer als die von haMRSA;"'
dennoch sind die laMRSA-Stdmme mittlerweile in Gebieten intensiver Schweinemast haufig
in regionalen Krankenhdusern anzutreffen und stellen ein eigenstindiges MRSA-Reservoir

132

dar Uber einen ersten nosokomialen Ausbruch eines 1aMRSA wurde 2008 aus den

Niederlanden berichtet.'™

2.2.6 MRSA-Typisierungsmethoden, epidemische MRSA-Klone

Populationen bakterieller Erreger bestehen typischerweise aus einer groflen, heterogenen
Gruppe von Isolaten, die nur selten als Krankheitserreger in Erscheinung tritt, und einer
kleinen Gruppe eng verwandter Stimme, die sich hdufig im Zusammenhang mit
Infektionskrankheiten nachweisen lassen.'’* Dieses Muster ldsst sich auch bei S. aureus
wiederfinden, mit einigen wenigen weltweit vertretenen MRSA-Linien, die sich in
Krankenhdusern sowie Alten- und Pflegeheimen aufgrund von Fitnessvorteilen klonal
verbreiten konnten. Bei einem lokal begrenzten Ausbruch einer MRSA-Infektion stellen sich
aus epidemiologischer Sicht immer zwei zentrale Fragen: Gehoren die isolierten MRSA
einem gemeinsamen Stamm an oder sind sie verschiedenen Ursprungs (sogenannte lokale
Epidemiologie), und in welchem Verhiltnis stehen sie zu weltweit isolierten Erregern
derselben Gattung (globale Epidemiologie). So ist es moglich, fiir jeden MRSA-Einzelfall
abgestufte, evidenzbasierte Entscheidungen iiber Hygienemallnahmen zu treffen. Weiterhin

ist die Typisierung auch eine gute Kontrolle fiir die Wirksamkeit von Hygienemaflinahmen, da
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sie zeigt, ob sich ein importierter Klon innerhalb des Krankenhauses ausbreitet. Zur Kldrung
dieser Fragen werden molekularbiologische Typisierungsverfahren herangezogen. Die friiher
mangels Alternativen verwendeten phanotypischen Typisierungsverfahren (Typisierung durch
Antibiogramm, Phagentypisierung) haben deutliche Schwéchen hinsichtlich der Trennschérfe,
mit der einzelne Stimme voneinander abgegrenzt werden konnen."> In den 80er Jahren

wurde daher mit der Entwicklung genotypischer Nachweismethoden begonnen.

2.2.6.1 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

In diesem 1984 vorgestelltem Verfahren wird die gesamte chromosomale DNA des
Bakteriums mit selten schneidenden Restriktionsenzymen gespalten und anschlieBend in
einem Agarosegel durch ein sich regelmiBig #nderndes elektrisches Feld aufgetrennt.'*
Anhand der Ahnlichkeitsbeurteilung der sich im Agarosegel zeigenden Bandenmuster kann
auf Verwandtschaftsbeziehungen geschlossen werden und eine Zuordnung zu epidemischen
MRSA-Klonen erfolgen. Tenover et al haben fiir die Zuordnung von
Verwandschaftsverhiltnissen in Ausbruchssituationen Kriterien erarbeitet, die sich als
internationaler Standard durchgesetzt haben.'’’ Nach Tenover werden vier Grade der
Verwandtschaft unterschieden. Isolate mit identischem Bandenmuster fallen in die Kategorie
,ununterscheidbar®. Isolate, deren PFGE-Muster sich in zwei bis drei Banden unterscheiden,
werden der Kategorie ,,eng verwandt* zugerechnet. Isolate, deren PFGE-Muster sich in vier
bis sechs Banden unterscheiden, werden der Kategorie ,,moglicherweise verwandt*
zugeordnet. Wird ein Isolat letzterer Kategorie in einer Ausbruchssituation gefunden, ist die
Zugehorigkeit des Isolats zum Ausbruch zwar eher unwahrscheinlich, vor allem bei gro3en
Ausbriichen, die sich iiber lange Zeitrdume erstrecken, aber dennoch moglich. Isolate, deren
PFGE-Muster sich in sieben oder mehr Banden vom Ausbruchsstamm unterscheiden, werden

der Kategorie ,,nicht verwandt* zugeordnet.

Tabelle 4: Kriterien fiir die Interpretation von PFGE-Mustern nach Tenover"’

Ununterscheidbar 0

Eng verwandt 2-3
Moglicherweise verwandt 4-6
Nicht verwandt >7
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Die PFGE ist eine der ersten molekularen Typisierungsmethoden und auch heute noch eine

der am weitesten verbreiteten. Die Methode kam in der vorliegenden Studie zur Anwendung.

2.2.6.2 Multi-Locus-Sequenz-Typisierung (MLST)

MLST"** basiert auf der Sequenzierung sieben sogenannter ,housekeeping“-Gene von S.
aureus. Die entsprechenden Genabschnitte miissen vor der Sequenzierung mittels PCR
vervielfiltigt werden. Die Sequenzierung ergibt flir jedes der housekeeping-Gene eine
bestimmte Sequenz, die Allel genannt wird. Alle sieben Gensequenzen zusammen ergeben
unmittelbar ein genetisches Profil, allelisches Profil genannt. Die allelischen Profile einzelner
Isolate kdnnen mit denen schon sequenzierter und in der internetbasierten MLST-Datenbank
gespeicherter Erreger verglichen werden.'*®

Stamme mit der gleichen Allelkombination aller sieben Genloci werden zu einem Sequenzier-
Typ (ST) zusammengefasst. Isolate, die eine identische Sequenz in mehr als fiinf Genloci
aufweisen, werden als zu einem klonalen Komplex (,,clonal complex* (CC)) zugehorig
eingeordnet. Bislang sind 2422 verschiedene Sequenziertypen nachgewiesen worden.”® Bei
einer in Oxford durchgefiihrten MLST-Sequenzierung von 912 internationalen MRSA-
Isolaten lieBen sich elf hauptsdchlich vertretene MRSA-Klone gleichen Sequenziertyps
nachweisen, die sich wiederum fiinf klonalen Komplexen (CC8, CC5, CC45, CC22 und
CC30) zuordnen lieBen.’* ' Diese Untersuchung hat zu einer Vereinheitlichung der
Bezeichnung international epidemischer MRSA gefiihrt. MRSA-Klone werden nach ihrem
MLST- und SCCmec-Typen in der Form ST-Typ — Resistenz-Phidnotyp (MRSA, MSSA,
VISA oder VRSA) — SCCmec-Typ benannt.™

Die Multi-Locus-Sequenzierung eignet sich gut fiir die Darlegung evolutionirer
Zusammenhédnge und die priazise Zuordnung zu klonalen Linien. Das MLST liefert in 2448

Stunden ein Ergebnis.

2.2.6.3 Single-Locus-Sequenz-Typisierung (spa-Typisierung)

Mitte der 90er Jahre wurde die DNA-Sequenzierung eines bestimmten Genabschnittes des
Protein A-Gens als Typisierungsverfahren vorgeschlagen (spa-Typisierung).'*" Die spa-
Typisierung erfolgt mittels Sequenzanalyse des hochvariablen Bereiches (x-Region) innerhalb
des S. aureus Protein A-Gens (spa) nach dessen vorausgegangener Amplifizierung durch
PCR. Die X-Region zeichnet sich durch kurze, sich wiederholende Sequenzabschnitte

(,,Repeats®) aus.'* Die Repeats unterscheiden sich durch die Anzahl vorhandener Basenpaare
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(21-27 Paare) und durch die Reihenfolge, in der die einzelnen Basen kombiniert sind.'* Die
insgesamt grofle Variabilitdt der Repeats entsteht durch Deletions- oder Insertionsereignisse
oder durch Punktmutationen.'*' Einzelne Repeats bekommen eine eigene Repeatnummer

zugewiesen, z.B.:

GAG GAA GAC AAC AAA AAA CCT GGT = Repeatnummer 126, 24bp
AAA GAA GAC AAC AAG CCT GGT = Repeatnummer r44, 21bp

MRSA-Stdmme unterscheiden sich in der Anzahl und der Kombination verschiedener
Repeats. Der spa-Typ wird entsprechend aus der Anzahl der Repeats und der

Aneinanderreihung der Repeatidentifikationsnummern zusammengesetzt, z.B.:
spa-Typ t003 : 126-r17-r20-r17-r12-r17-r17-r16
spa-Typ t458 : r26.

Fiir eine automatisierte Auswertung der DNA-Sequenzdaten wurde eine Software entwickelt,
die in der Lage ist, automatisch Sequenzen einzulesen, Repeatmuster zu erkennen und den
spa-Typ zuzuweisen. Typisierungsergebnisse konnen mit einem  Internetserver

(http://www.spaServer.ridom.de) abgeglichen werden, um eine einheitliche Nomenklatur fiir

neu auftretende spa-Typen zu vergeben. Die softwarebasierte Typisierung ermdglicht auch
eine Zuordnung der spa-Typen zu den durch MLST festgelegten klonalen Linien.'*

Bei zumindest gleichwertiger Diskriminationsfihigkeit hat die spa-Typisierung gegeniiber
dem MLST die Vorteile niedrigerer Kosten und eines geringeren Arbeitsaufwandes.'** '** Die
spa-Typisierung wird allgemein als kostengiinstige, reliable und valide Methode zur

142, 144 .
* " In der vorliegenden

Charakterisierung von Staphylococcus aureus Isolaten empfohlen.
Arbeit wurde die spa-Typisierung genutzt.
Die folgende Abbildung zeigt die zehn seit Bestehen des Ridom-spa-Servers am héufigsten

synchronisierten spa-Typen.
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Tabelle 5: Die zwanzig am hiiufigsten mit dem Ridom-spa-Server synchronisierten Isolate, MLST-Typen
und kommentierende Informationen (Stand: 02.11.2017).

1032

t003
1002

t008

t011
t127
t084
t034
t012
t037

t015
t019
1021

t091
t044
1022
t437
t067
t045
1024

10.49 %

08.98 %
06.80 %

06.06 %

03.27 %
02.45 %
01.72 %
01.97 %
01.58 %
01.21 %

01.06 %
01.03 %
01.00 %

00.91 %
00.88 %
00.81 %
00.74 %
00.73 %
00,71 %
00.67 %

ST-22

ST-5, ST-225
ST-5, ST-231

ST-8, ST-
247, ST-250,
ST-254

ST-1
ST-15, ST-18

ST-30
ST-239, ST-
240, ST-241
ST-45
ST-30
ST-30, ST-
33, ST-55
ST-7

ST-80
ST-22

ST-8

Barnim MRSA (prototype & subclone), EMRSA-15, prototype of ST-22,
CC22

CC5, Rhine Hesse MRSA (subclone), EMRSA-3, New York clone

CCS5, Rhine Hesse MRSA (prototype), EMRSA-3, New York clone, Japan
clone, Pediatric, USA100 ORSA II, USA800 ORSA IV, ST 5 ORSA I

CC8, Northern German MRSA (subclone), USA300 ORSA IV (cMRSA in
the US), Archaic/Iberian, ST250 ORSA I

CC8/239, Vienna MRSA, Brazilian/Hungarian, ST239 ORSA III, ST240
ORSA III, EMRSA-1, -4, -7, -9, -11

CC30, prototype of ST-30, cMRSA (lukS-lukF +) widely disseminated in

Australia

cMRSA (lukS-lukF +) widely disseminated in Europe
CC22, EMRSA-15

An der jiingsten europaweiten MRSA-Surveillancestudie nahmen 357 Labore in 26 Landern

teil.'"*> Es wurden 2890 Isolate (MRSA und MSSA) einbezogen, die als Erreger invasiver

Infektionen in Erscheinung getreten waren. Unter den MRSA-Isolaten wurden 155

verschiedene spa-Typen nachgewiesen. Die in der Studie dominierenden spa-Typen gibt die

folgende Tabelle wieder.
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Tabelle 6: Dominierende spa-Typen einer multizentrischen, europaweiten Surveillancestudie'*’

1032 ST-22a 140 14,50%
t008 ST-8a (ST-247, ST-250, ST-254) 120 12,40%
t041 ST-111a, ST-228a 72 7,40%
t003 (ST-5) ST-225a 71 7,30%
t002 ST-5a, ST-231a 62 6,40%
t067 ST-5a, ST-125a 50 5,20%
t001 (ST-5, ST-222) ST-228a 30 3,10%
t037 ST-239a (ST-240), ST-241a 27 2,80%
t030 ST-239a (ST-246) 20 2,10%
1024 ST-8a 14 1,40%
t190 ST-8a 14 1,40%
t515 ST-22a 12 1,30%
t038 ST-45a 12 1,20%
1022 ST-22a 11 1,10%
t740 ST-45a 11 1,10%
t012 ST-30a 9 0.9%
t015 ST-45a 9 0.9%
t044 ST-80a 9 0.9%
t045 ST-5a (ST-225) 8 0.8%
t127 ST-1a 8 0.8%
Andere — 258 26,60%

Neben den endemischen MRSA-Linien (pandemic clones) werden noch ,,minor clones®, die
auf ein umgrenztes geographisches Gebiet begrenzt sind, und ,,sporadic clones®, die nur bei
einem oder wenigen Patienten isoliert werden konnten, unterschieden.'” Die endemischen
MRSA sind dabei nicht unbedingt die virulentesten Erreger, haben aber Vorteile hinsichtlich
der Fahigkeit, bei einem Wirt zu persistieren, sich zu multiplizieren und auf andere Wirte zu

. 14
iibertragen.'*®
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2.2.7 Privalenz von MRSA in Krankenhiusern in Europa

Nach zundchst nur sporadischem Auftreten konnten sich Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus-Stamme weltweit durchsetzen und treten mit steigender Inzidenz auf.
In Deutschland stieg der Anteil von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stimmen
an klinischen S. aureus-Isolaten laut den von der Paul-Ehrlich-Gesellschaft durchgefiihrten
PEG-Resistenzstudien von 15,2% (1998) iiber 20,7% (2001)"*" auf 22,6% (2004)°. 2007
zeigte sich erstmals ein Riickgang resistenter Isolate auf einen Anteil von 20,3%.'** Die Daten

von 2010 belegen einen weiteren Riickgang auf 16,7%'".

Die Erhebungen des 1999 vor dem Hintergrund wachsender Herausforderungen durch
pathogene Keime ins Leben gerufenen European Antimicrobial Resistance Surveillance
System (EARS-Net), welches seit 2009 vom European Center for Disease Control (ECDC)
gefiihrt wird und europaweit Daten zur MRSA-Priavalenz in Krankenhdusern sammelt, zeigen
fiir Deutschland in den jédhrlichen Veroffentlichungen einen kontinuierlichen Anstieg der
Oxacillin-resistenten Isolate von S. aureus aus Blutkulturen und Liquor zwischen 1999 mit
8,3% auf 21,4% im Jahre 2005 49 2006 fiel die Rate erstmals seit Beginn der Erhebungen auf
den Wert von 20%"°. In den folgenden Jahren zeigte sich eine fallende Tendenz, so konnte
nach Anstieg auf 20,8% in 2010"*' ein Riickgang auf 16,8% in 2015'>? verzeichnet werden.
Vom ECDC werden aus den erhobenen Daten Trends beziiglich der Prévalenz einzelner
Erreger berechnet. Fiir die Zeitspanne 2012 bis 2015 wurde beziiglich klinischer MRSA-
Isolate dabei in einem von 30 Léindern eine signifikant steigende Tendenz errechnet
(Slowakei), eine signifikant fallende Tendenz ergab sich fiir sieben Lander (Belgien,
Frankreich, Deutschland, Irland, Polen, Portugal, GroBbritannien). In sieben Léndern lieBen

sich 2015 Privalenzraten von iiber 25% nachweisen.'>
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Figure 3.22. Stophylococcus aurens. Percentage (%) of invasive isolates with resistance to meticillin (MRSA), by
country, EUSEEA countries, zo15
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Abbildung 1: Anteil Oxacillin-resistenter Isolate von Staphylococcus aureus aus Blutkulturen und Liquor
der am EARS-Net teilnehmenden Linder 2015 (aus EARS-Net Annual Report 2015)"*

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass ein verbessertes MRSA-Management auf
Krankenhausebene in sinkenden Privalenzen resultiert.”*'>® Mittlerweile sind in vielen
Kliniken Managementstrategien fiir nosokomiale Keime implementiert worden, deren
zentraler Bestandteil oftmals ein MRSA-Screening bei Aufnahme des Patienten darstellt. Die
wachsende Sensibilisierung spiegelt sich auch in der steigenden Partizipation von Kliniken
am Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System (KISS) des Nationalen Referenzzentrums
fiir Surveillance nosokomialer Infektionen (NRZ) wieder. Die von den Kliniken an das NRZ
iibermittelten Daten belegen zwischen 2004 und 2010 einen durchgehenden Anstieg der
Gesamt-Inzidenzdichte der MRSA-Fille (Anzahl der MRSA-Fille pro 1000 Patiententage)
von 0,63 (2004) auf 1,16 (2010)"*"'%. Ab dem Jahre 2011 wurde aus den iibermittelten Daten
die Gesamtprivalenz errechnet (Anzahl MRSA-Fille pro 100 Patienten). 2011 lag diese bei
0,89, zwischen 2012 und 2015 schwankte der Wert zwischen 0,98 und 1.'*"'*” 2016 lieB sich
erstmals ein deutlicher Riickgang auf 0,95 feststellen.'®® Die Daten des MRSA-KISS geben

zudem Hinweise auf die zunehmende Belastung von Krankenhdusern durch den Import von
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MRSA und damit auf die zunehmende Wichtigkeit von MRSA-Pools auBlerhalb von
Krankenhdusern. So stieg die Inzidenzdichte nosokomialer MRSA-Fille (Anzahl der
nosokomialen MRSA-Fille pro 1000 Patiententage) zwar zunichst von 0,23 (2003) auf bis
0,27 (2006) an," "% ' in den folgenden Jahren zeigten sich jedoch bis auf 0,11 (2016)
sinkende Raten.'®*'%* 1% 17 parallel konnte zwischen 2004 und 2010 ein kontinuierlicher
Anstieg der MRSA-Pridvalenz bei Aufnahme (Anzahl der Patienten mit MRSA bei Aufnahme
pro 100 Patienten) von 0,33 (2004) auf 1,32 (2010) festgestellt werden,"””'®* 2016 lag dieser
Wert bei 0,87'%®. Die vom ECDC als stabil bezichungsweise leicht riickliufig bewertete
europdische Pravalenzsituation der vergangenen Jahre zeigt einerseits, dass der medizinischen
Herausforderung von MRSA mit einer verbesserten Surveillance wirksam begegnet werden
kann. Die weiterhin hohen Prdvalenzen in vielen siid- und osteuropdischen Léndern
unterstreichen andererseits die Notwendigkeit flichendeckender Surveillancestrategien unter
Einbeziehung aller Bereiche des Gesundheitswesens (Akutkrankenhduser, Heim- und

Pflegeeinrichtungen sowie Einrichtungen der ambulanten Versorgung).

2.2.8 Privalenz von MRSA in Heim-und Pflegeeinrichtungen

In Deutschland sind bislang neun Studien zur MRSA-Prédvalenz in Alten- und Pflegeheimen
durchgefiihrt worden. Die Reichweite der Studien variiert dabei erheblich, so wurden
Bewohner von einer bis 61 Einrichtungen untersucht. Die ermittelten Privalenzraten reichen

dabei von 0,26% bis 26%. Die Studienlage fiir Deutschland gibt die folgende Tabelle wieder.

Tabelle 7: MRSA-Priivalenz in Heim- und Pflegeeinrichtungen in Deutschland

1999171172 1324 31 2,4
359 7 2,2
o | 3
200274 1057 61 3
390 9 0,26
500 3 0
200477 65 3 9
2008'" 265 5 2,3
2011'7° 1827 34 7,6
2016'%° 2858 65 4.8
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Die geringe Zahl an Studien und deren regionale Begrenztheit erschweren die detaillierte und
vergleichende Interpretation der gemessenen Privalenzen. Betrachtet man die in lediglich
einem Heim durchgefiihrte Studie mit ungew6hnlich hoher endemischer MRSA-Verbreitung
als Ausreif3er, ldsst sich iiber den Beobachtungszeitraum eine Tendenz zu steigenden MRSA-
Pravalenzraten konstatieren. Die jlingste der zitierten Studien von Nillius et al hat eine

MRSA-Priavalenzrate von 4,8% feststellen konnen. '

Auch auf internationaler Ebene ist die Studienzahl sehr begrenzt. Die ermittelten

Pravalenzraten schwanken zwischen 0% und 40,3%.

Tabelle 8: MRSA-Privalenz in Alten- und Pflegeeinrichtungen international

Vereinigte Staaten von Amerika'®'1%3 20,6-58
Frankreich'®* 37,6
Nordirland'®’ 23,3
Grof3britannien (ohne Nordirland) 186-188 0,14-22
Belgien]89 19,9
Spanien'*" ! 10,6-16,8
Irland'* 8,6-10,1
Slowenien' 8,8-9,3
Ttalien'"* 7,8
Tiirkei'” 5
Niederlande'®% 19617 0-4,2
Schweden'”® ' 0
Hong Kong™” 21,6
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Eine graphische Ubersicht gibt folgende Abbildung:
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Abbildung 2: Privalenzraten von MRSA-Privalenzstudien in Alten- und Pflegeheimen international

Die MRSA-Priavalenzen in Heimeinrichtungen liegen oftmals {iber denen in Krankenhdusern
der gleichen Region. Charakteristisch fiir Alten- und Pflegeheime ist dabei ein hoher MRSA-
Besiedelungsgrad der Bewohner bei zugleich niedrigen auf MRSA zuriickzufiihrenden
Morbiditits-, Mortalitits- und Infektionsraten.'™ ?°' Diese Konstellation erklart, warum
Alten- und Altenpflegeheime als Reservoir fiir MRSA-Stimme fungieren. Nicht eindeutig zu
beantworten ist dabei die Frage, ob mehr Altenheimbewohner MRSA in die Krankenhéuser

bringen oder umgekehrt.**

2.2.9 Privalenzraten bei Pflegekriften in Heim- und Pflegeeinrichtungen

Bei den wenigen deutschen Studien zur Pridvalenz von MRSA bei Pflegekriften in Heim- und
Pflegeeinrichtungen wurden Privalenzraten von 0%'® beziehungsweise 0,5%' "
nachgewiesen. In internationalen Studien wurden Privalenzen von 7%°" und 7,5%'®
festgestellt. Dariiber hinaus existieren mehrere Fallberichte zu endemischen Ausbriichen in

einzelnen Heimen, 242
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2.2.10 Folgen der MSSA- und MRSA- Besiedelung und -Infektion

2.2.10.1 Medizinische Folgen

Eine Besiedelung mit Staphylococcus aureus (vom Methicillin-sensiblen Typ) hat sich in
verschiedenen Untersuchungen als Risikofaktor fiir Infektionen erwiesen, hidufig anzutreffen
sind Infektionen der Haut, Katheterinfektionen, Pneumonien und Sepsen.” Im Vergleich zum
Methicillin-sensiblen Typ birgt eine Besiedelung mit MRSA nochmals ein um den Faktor vier
erhohtes Risiko, an einer invasiven Infektion mit Staphylococcus aureus zu erkranken.””’ Die

Infektionstypen entsprechen dabei den durch MSSA verursachten Infektionen.

Umstritten ist, ob MRSA virulenter als MSSA sind. Eine Auswertung zu dieser Fragestellung
erhobener Daten ist schwierig, da von MRSA-Infektionen betroffene Patienten oftmals
kranker und dlter als MSSA-Patienten sind, und Antibiotika und Chemotherapeutika, die zur
MRSA-Therapie geeignet sind, hdufig weniger effizient als die fiir MSSA erhéltlichen
Therapeutika sind bzw. effektive Therapieregime bei MRSA-Infektionen oftmals erst nach
einer therapeutisch relevanten Latenz (z.B. bedingt durch die Bearbeitungszeit bis zum
Nachweis eines MRSA) eingesetzt werden.”” In einigen Studien, u.a. nach den Ergebnissen
des nationalen deutschen Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS), wurde eine

209-211

erhohte Mortalitit von MRSA-Infektionen beobachtet , wohingegen in anderen Studien

keine erhohte Sterblichkeit festgestellt wurde.*'> *'* Eine weitere Studie konnte lediglich fiir

MRSA-Sepsen eine erhohte Mortalitiit feststellen, nicht jedoch fiir MRSA-Pneumonien.”'* T

n
einem Reviewartikel von Gordon et al. wurde vertreten, dass es aktuell keine zwingenden
Beweise fiir eine generell hohere Virulenz von MRSA gegeniiber MSSA gibt.® Jiingste
Untersuchungen weisen auf eine geringere Virulenz durch ,,Fitnesskosten® aufgrund einer mit
der Expression des mecA-Gens einhergehenden, reduzierten Fiahigkeit zur Expression

zytolytischer Toxine”'"” oder eines veranderten Biofilms hin.*'®

Unabhéngig von der Frage der Virulenz erweist sich die zunehmende Entwicklung von
Parallelresistenzen gegen nicht-B-Lactam-Antibiotika als problematisch. Noch wirksame
Therapeutika sind oftmals im Nebenwirkungsprofil ungiinstig, individuelle Vorerkrankungen

des Patienten konnen die Anzahl in Frage kommender Medikamente zusétzlich einschranken.

35



2.2.10.2 Okonomische Folgen

Unbestritten ist, dass MRSA-Besiedelungen und MRSA-Infektionen neben den
medizinischen Konsequenzen ein erhebliches 6konomisches Problem darstellen. Die erhdhten
Kosten der Besiedelung ergeben sich insbesondere aus der oben erwidhnten hoheren
Infektionsrate mit konsekutiv langerer Verweildauer, aber auch Antibiotikakosten und Kosten
fiir zusitzliche diagnostische Maflnahmen spielen eine Rolle. Zudem verursachen die bei
MRSA-Besiedelung empfohlenen MaBnahmen®'’ wie Personalschulung, Kontaminations-
schutz, Einzelzimmerunterbringung und Kontaktisolierung, Desinfektion und Reinigung

sowie Sanierung und Transport Betroffener erhebliche Kosten.

Eine finnische Studie beziffert die Gesamtkosten eines 14-monatigen MRSA-Ausbruchs in
der inneren Medizin und Chirurgie auf insgesamt 1.585.870 Euro.”’® Nach einer in
Deutschland durchgefiihrten Studie beliefen sich die durch zusétzliche HygienemafBnahmen
entstehenden Kosten auf einer chirurgischen Station auf 9261 Euro pro Patient.*'® In einer
kanadischen Studie wurden lediglich zusitzliche Kosten in Hohe von 1363 US-Dollar pro
Patient ermittelt,”’ eine franzdsische Studie ergab zusitzliche Kosten von 1480 US-Dollar
pro Patient.””' Im Vergleich zu MSSA-Infektionen filhren MRSA-Infektionen gemal
mehrerer Untersuchungen bei unterschiedlichen Patientenkollektiven zu durchweg hoéheren

211, 222-224
Zusatzkosten.”

Ein Vergleich dieser Daten ist schwierig, da die Dauer des Krankenhausaufenthaltes je nach
Aufnahmegrund und Allgemeinzustand des Patienten erheblich variieren kann. Die Kosten
sich vor dem Hintergrund unterschiedlicher Abrechnungs- und Gesundheitssysteme addieren,
sich, je nach Land, die durchzufiihrenden HygienemaBinahmen unterscheiden®' und die

Studiendesigns zur Berechnung der attribuierbaren Kosten stark differieren.””’

In mehreren Studien konnte hingegen unabhidngig vom nationalen Hintergrund und bei
unterschiedlichen Studiendesigns die Kosteneffizienz einer ,,search and destroy*‘- Strategie im

Umgang mit MRSA in Krankenhéusern nachgewiesen werden.”***

In einer im Jahre 2003 verdffentlichten Studie zu zusétzlichen Kosten durch MRSA-
Infektionen im Bereich von Pflegeheimen erwiesen sich diese um den Faktor 1,95 hoher als

bei Infektionen mit MSSA.>*°
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2.3 Fragestellung

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die H&ufigkeit des Auftretens von Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) in Alten- und Pflegeheimen des Saarlandes, im

Stadtverband Saarbriicken, untersucht.

In den teilnehmenden Einrichtungen wurde bei sdmtlichen in die Untersuchung
einwilligenden Bewohnern, bei entsprechendem Wunsch auch beim Pflegepersonal, eine
MRSA-Screeninguntersuchung  durchgefiihrt. Von Bewohnern, bei denen in dieser
Untersuchung eine Besiedelung mit MRSA festgestellt wurde, wurden MRSA relevante
Daten erfasst. SchlieSlich wurden die so gewonnenen MRSA-Isolate mittels phénotypischer

und molekularbiologischer Methoden typisiert.

Die Auswertung der Daten ermoglicht die Erfassung und Bewertung patientenindividueller
Faktoren, die zu einer MRSA-Besiedelung bzw. -infektion beitragen. Dariiber hinaus konnen
anhand der anamnestischen Daten der Heimbewohner und der Typisierungsergebnisse
Ubertragungswege des MRSA innerhalb der Einrichtungen sowie zwischen den

Einrichtungen und regionalen Kliniken identifiziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Die Studie wurde als Querschnittsstudie zur Erfassung der Pridvalenz von Staphylococcus
aureus und MRSA bei Bewohnern von Alten- und Pflegeheimen im Stadtgebiet Saarbriicken
durchgefiihrt. Die Einrichtungen wurden zunéchst schriftlich ausfiihrlich iiber die geplante
Studie informiert, autkommende Fragen wurden per e-mail beziehungsweise telefonisch
beantwortet. Die Mitwirkung beziehungsweise Teilnahme an der Studie war den

Einrichtungen wie deren Bewohnern freigestellt.

Die Probenentnahme erfolgte zwischen Februar und Juli 2006. Bei MRSA-positiv getesteten
Bewohnern wurden anschlieBend anamnestisch und/oder durch Einsicht in die

Pflegedokumentation Informationen iiber bestehende Risikofaktoren erhoben.

3.2 Probenentnahme und Transport

Allen teilnehmenden Bewohnern wurden mittels jeweils eines sterilen Tupfers Abstriche aus
beiden Nasenvorhofen entnommen. Bei Patienten mit bekannten Risikolokalisationen fiir eine
MRSA-Besiedelung (Katheter, Sonden, offene Wunden) wurden von den entsprechenden
Stellen zusitzliche Proben genommen, jeweils mit einem neuen Tupfer. Die Entnahme der
Proben erfolgte durch den berichtenden Doktoranden. Dem Personal der Einrichtungen wurde
ein  MRSA-Screening angeboten, das Untersuchungsmaterial wurde bei gewiinschter
Untersuchung durch Selbstentnahme einer Tupferprobe aus den Nasenvorhofen gewonnen.
Die Proben wurden nach Entnahme innerhalb von 48 Stunden in sterilen Plastikrohrchen in
das Mikrobiologische Institut der Universitit des Saarlandes transportiert und dort

unverziiglich verarbeitet.

3.3 Bakteriologische Untersuchungen

Gewonnene Proben wurden im Direktausstrich auf Mannitol-Kochsalz-Agar gebracht und 48—
72 Stunden bei 35°C in 5%iger CO,-Atmosphire inkubiert. Auf dem Selektivmedium fiir
Staphylokokken und  Mikrokokken wachsen koagulasepositive  Staphylokokken
typischerweise in Form gelb pigmentierter Kolonien mit gelben Vorhdfen. Entsprechende
Kolonien wurden anschlieBend auf MRSA-Chromagar subkultiviert (Firma Becton

Dickinson, Heidelberg) und wiederum 48-72 Stunden unter oben erwédhnten Bedingungen
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inkubiert. Von den sich auf dem Medium malvenfarben darstellenden MRSA wurden
reichlich Kolonien in eine Tryptic-Soy-Bouillon verbracht und nach 48 bis 72-stiindiger
Inkubation auf Miiller-Hinton-Agar (Nadhrbodenkiiche des Mikrobiologischen Instituts)
geplattet. Nach 48 bis 72-stiindiger Inkubierung der Agarplatten bei 35°C in 5%iger CO?-
Atmosphdre wurde ein Agardiffusionstest durchgefiihrt. Anzucht, Isolierung und
Agardiffusionstestung wurden vom Doktoranden ausgefiihrt.

3.4 Empfindlichkeitspriifung gegeniiber relevanten Antibiotika

Wie oben erwdhnt erfolgte die Empfindlichkeitspriifung der isolierten Stimme gegeniiber
Antibiotika durch einen Agardiffusionstest (Methode nach Bauer-Kirby-Sherris-Turk). Die
mit den MRSA-Isolaten homogen beimpften und anschlieBend bebriiteten Miiller-Hinton-
Agarplatten wurden mittels eines Antibiotikaplattchendispenser mit Antibiotikaplittchen
bestempelt. Es folgte eine erneute 24 bis 48-stiindige Inkubation, anschlieBend wurden die
Durchmesser der Hemmhofe erfasst und nach der folgenden Tabelle die Resistenzen

bestimmt.

Tabelle 9: Liste der iiberpriiften Antibiotika bzw. Chemotherapeutika und Resistenzkriterien nach CLSI,
2006

Antibiotikum (Abkiirzung) Durchmesser des Hemmbhofes in mm

resistent intermedidr sensibel
<14 15-20 >22
<15 16-20 >21
<14 15-20 >21
<13 14-22 >23
<12 13-15 >16
<12 13-14 >15
<19 20-21 >22
<10 11-12 >13
<28 >28
<17 18-21 >22
<10 11-13 >14
<14 >15
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3.5 Stammasservierung

Direkt vom Miiller-Hinton-Agar wurde von MRSA-positiv getesteten Bakterienstimmen mit
sterilen Glasstdben reichlich Bakterienmaterial abgenommen und homogen in Cryobank-
Rohrchen (Fa. Mast Diagnostica Laboratoriums-Préaparate GmbH, Reinfeld) eingebracht. Die

Rohrchen wurden anschlieend bei -80°C eingelagert.

3.6 Molekularbiologische Untersuchungen (Pulsfeldgelelektrophorese und
spa-Typisierung)

Molekularbiologische Untersuchungen wurden zur Schonung von Laborressourcen bei
lediglich 49 der 114 MRSA-positiven Isolaten durchgefiihrt. Zur Anwendung kamen die
Pulsteldgelektrophorese (PFGE) und die spa-Typisierung.

Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden im Labor des Mikrobiologischen Instituts
der Universitit des Saarlandes durchgefiihrt. Mein besonderer Dank gilt den Herren Dierk
Bauer und Thomas Konz fiir die technische Durchfiihrung der Untersuchungen der PFGE
sowie Herrn Professor Lutz von Miiller fiir die Vornahme der spa-Typisierung. Die
Durchfiihrungsprotokolle der PFGE und der spa-Typisierung finden sich im Anhang dieser
Arbeit.
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4 FErgebnisse

4.1 Teilnehmer

Von den 19 im Stadtgebiet Saarbriickens befindlichen Alten- und Pflegeheimen erklirten sich
13 (68,4%) Héuser mit zum Erhebungszeitraum insgesamt 1639 Bewohnern zur Mitwirkung
bereit. Von diesen konnte bei 1350 (82,4%) eine Probenentnahme erfolgen. Neben einer
verweigerten Teilnahme lag diese Reduktion der Gruppengroe an Beurlaubungen,

ambulanten Arztbesuchen oder anderweitig zu erklarender Abwesenheit der Bewohner.

Tabelle 10: An der Studie teilnehmende Einrichtungen in der Reihenfolge ihrer Grofie und Bewohner
beziehungsweise Teilnehmer

Einrichtung 1 421 411 98,60
Einrichtung 2 207 173 83,60
Einrichtung 3 199 110 55,10
Einrichtung 4 139 105 75,50
Einrichtung 5 120 91 75,80
Einrichtung 6 99 94 95

Einrichtung 7 99 54 54,50
Einrichtung 8 86 76 88,40
Einrichtung 9 85 68 80

Einrichtung 10 72 64 88,90
Einrichtungl1 50 47 94

Einrichtung 12 38 36 94,70
Einrichtung 13 24 21 87,50
Summe/Mittelwert 1639 1350 82,40

4.2 Privalenz

Bei der Untersuchung von insgesamt 1350 Heimbewohnern wurden insgesamt 114 Bewohner

positiv auf MRSA getestet. Es resultiert eine relative Haufigkeit (Privalenz) beziiglich aller
114
350

Einrichtungen von: X 100 = 8,44%.

41



Dabei zeigten sich zwischen den einzelnen Einrichtungen erhebliche Unterschiede in der

Privalenz. Eine Ubersicht gibt die folgende Tabelle:

Tabelle 11: MRSA-Priivalenz in den einzelnen Pflegeeinrichtungen, angeordnet in absteigender Privalenz

Einrichtung Bewohner getestet | MRSA-positiv getestete Bewohner | Priivalenz (%)

Einrichtung 3 18,10
Einrichtung 11 47 7 15

Einrichtung 7 54 8 14,80
Einrichtung 10 64 9 14,00
Einrichtung 12 36 4 11,10
Einrichtung 5 91 9 9,90
Einrichtung 2 173 16 9,20
Einrichtung 4 105 8 7,60
Einrichtung 1 411 22 5,40
Einrichtung 8 76 4 5,30
Einrichtung 6 94 5 5

Einrichtung 9 68 2 3

Einrichtung 13 21 0 0,00

In graphischer Darstellung ergibt sich folgendes Bild:

MRSA-Pravalenz

20,00%
18,00% -
16,00% -
14,00% -
12,00% -
10,00% -

8,00% -
6,00% - W MRSA-Pravalenz

4,00% -
2,00% -
0,00% -

Abbildung 3: MRSA-Privalenz in den einzelnen Heimen. Die Priivalenz ist in Prozent der untersuchten
Bewohner angegeben. Die Sortierung erfolgte absteigend nach der Privalenz.
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Um einen direkten Vergleich mit den in Krankenhdusern gewonnenen MRSA-Prédvalenzdaten
zu ermoglichen, die sich meist auf den Anteil von MRSA an der Gesamtmenge der
nachgewiesenen Staphylococcus aureus-Isolate beziehen, wurden samtliche Abstriche durch
unmittelbares Ausbringen auf ein Selektivmedium zunédchst auf Staphylococcus aureus

untersucht. Es konnten folgende Ergebnisse dokumentiert werden:

Tabelle 12: Hiufigkeit einer MSSA-Besiedelung, geordnet absteigend nach prozentualer Hiufigkeit
MRSA unter MSSA-Isolaten in den einzelnen Heimen

Einrichtung 11 18 38,30 39

Einrichtung 12 13 50 30,70
Einrichtung 3 77 70 26,00
Einrichtung 8 17 22,4 23,50
Einrichtung 10 40 62,5 22,50
Einrichtung 7 37 68,6 21,60
Einrichtung 4 38 36,2 21,10
Einrichtung 5 45 49,5 20,00
Einrichtung 2 84 48,6 19,00
Einrichtung 1 136 33,1 16,20
Einrichtung 9 14 20,6 14

Einrichtung 6 43 45,7 12

Einrichtung 13 4 19 0,00
Summe/Mittelwert 566 434 20,10

Staphylococcus aureus liell sich im Mittel bei 43,3% der getesteten Bewohner nachweisen,
die Privalenz schwankte zwischen 19% und 70%. Die gemittelte Privalenz von MRSA an
allen nachgewiesenen Staphylococcus aureus-Isolaten lag bei 20,1%. In den einzelnen

Heimen mit MRSA-Nachweis schwankten die Pravalenzen zwischen 12% und 39%.
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4.3 Besiedlungsort und Sensitivitit der Untersuchungsmethode

Bei allen Heimbewohnern wurden Abstriche aus beiden Nasenvorhofen genommen. Bei
Bewohnern mit Risikolokalisationen, beziehungsweise bekannter MRSA-Besiedlung, wurden
zudem an den betreffenden Stellen weitere Abstriche genommen. Dabei lielen sich folgende

Lokalisationen als MRSA-positiv dokumentieren.

Tabelle 13: Nachgewiesene MRSA-Besiedelungsorte und deren Héufigkeit, in absteigender Hiufigkeit
geordnet

nur Nase 88 77,2%
Risikolokalisation und Nase 13 11,4%
nur Insertionsstelle Harnkatheter 4 3,50%
nur Dekubitus 3 2,60%
nur Insertionsstelle PEG-Sonde 3 2,60%
nur offene Wunde 2 1,80%
nur Auge 1 0,90%
Summe 114 100%

Die Sensitivititsrate des Nasenscreening betrug fiir unsere Studienpopulation 88,6%. In
Studien liegen die Sensitivititsraten rein nasaler Abstriche zwischen 68%>"' und 91 %. *** In
einer Studie von Baker lag die prozentuale Haufigkeit einer isoliert nicht nasalen Besiedelung
zwischen 1,7% (ausschlieBlich axilldre Besiedelung) und 3,3% (ausschlielich inguinale

2 Mit Prozentwerten von 0,9% (nur oculire Besiedelung), iiber 1,8% (nur

Besiedelung)
offene Wunde besiedelt) und 2,6% (nur Dekubitus, bzw. Sondeninsertionsstelle) bis zu 3,5%
(nur Insertionsstelle Harnkatheter besiedelt) liegen die im Rahmen dieser Studie fiir isoliert
nichtnasale Besiedelungen festgestellten Héaufigkeiten im Bereich der nach Studienlage zu
erwartenden Groflen. Eine isoliert nichtnasale Besiedelung liel sich bei insgesamt dreizehn

Bewohnern (11,4%) nachweisen.
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4.4 Potenzielle Risikofaktoren und deren statistische Auswertung

In mehreren Studien konnte eine Vielzahl verschiedener Risikofaktoren einer MRSA-
Besiedelung im Bereich von Alten- und Pflegeeinrichtungen herausgearbeitet werden. Am
hiufigsten werden dabei offene Wunden und Katheter bzw. Sonden '** 2" #*2% {lcera und
Decubitalgeschwiire'’*, eine antibiotische Behandlung'® "% #* 2> 17 sowie eine
Behandlung mit Steroiden'” und Krankenhausaufenthalte in den dem Screening

174, 1 194, 2 2
vorausgegangenen Monaten '+ 8% 194 200, 233

genannt. Als eigenstidndige Risikofaktoren
zeigten sich zudem Immobilitit und Hilfsbediirftigkeit'®” **"> **  eine friihere MRSA-
Infektion'" 235, minnliches Geschlecht'’> ™ ]92, hohes Alterm, das Tragen einer
Endoprothese'”*, weitere Grunderkrankungen (genannt: Pancreatitis, FuBnekrose, Z.n.
TBC)'™. Weiterhin stellen nach Studienlage sowohl ein kurzer, d.h. weniger als ein Jahr
andauernder' %, als auch ein lingerer Aufenthalt in einer Pflegeeinrichtung'”* eigenstindige
Risikofaktoren dar.

Auf der Ebene der Einrichtungen konnten eine mangelhafte bzw. fehlende MRSA-
Surveillance'®, fehlende Regeln zur Antibiotikatherapie'®, eine wenig entwickelte

189, 234

Infektionskontrolle bei gleichzeitig hohem Arzt/Bewohner-Verhiltnis sowie ein

Aufenthalt in einer mittelgroBen Pflegeeinrichtung™” als Risikofaktoren beschrieben werden.

Von den in der Literatur als Risikofaktoren beschriebenen Bedingungen sind in der
vorliegenden Studie nicht alle in die Auswertung eingeflossen. Bei der Datenerhebung erwies
sich die valide Erfassung der beschriebenen Parameter als sehr schwierig, da die Patienten
selbst aufgrund ihres Status als medizinische Laien und der vielfach bestehenden kognitiven
Defizite zu zuverldssigen Aussagen oft nicht in der Lage waren und sich auch die pflegerische
Dokumentation sich in vielen Fillen als liickenhaft und wenig zuverldssig erwies. Daher
wurde die Erhebung im Verlauf auf die in den folgenden Abschnitten dargestellten,
vergleichsweise gut zu erfassenden Faktoren beschrdnkt. Bei einer kurz nach Abnahme der
Abstriche verstorbenen Bewohnerin, waren die Unterlagen zur medizinisch-pflegerischen
Dokumentation nicht mehr auffindbar, wichtige Informationen zum Alter, zur Dauer des
Heimaufenthalts sowie zu weiteren dokumentierten Parametern fehlen daher fiir diese

Patientin, was die GruppengroBe fiir einige Risikofaktoren auf N=113 dezimierte.

45



4.4.1 Gruppierung der MRSA-Privalenzen nach Heimen

Zur Berechnung des statistischen Datensatzes wurden die Heime nach der in dieser
Untersuchung nachgewiesenen MRSA-Préivalenz in drei Gruppen unterteilt. Heime mit einer
MRSA-Préavalenz zwischen 0% bis 6 % wurden in einer Gruppe niedriger Privalenz
zusammengefasst, Heime mit einer MRSA-Pravalenz zwischen 7% und 12% wurden in einer
mittleren Prédvalenzgruppe zusammengefasst, und Heime mit einer MRSA-Privalenz
zwischen 13 und 18% wurden einer dritten Gruppe zugeordnet. Die Abbildung 4 zeigt die

allgemeine Verteilung der MRSA-Privalenzen auf diese drei Gruppen.

MRSA-Pravalenz

N=114 ( 100%)

(13-18%)- hochste Pravalenz 38,6%
(7-12%)- mittliere Pravalenz 32,5%
(0-6%) -niedrige Pravalenz 28,9%

Abbildung 4: Verteilung der MRSA Privalenzen
Von den 114 MRSA-positiv getesteten Probanden befanden sich 44 (38,6 %) in einem Heim
der hochsten Pravalenzgruppe, 37 (32,5%) in einem der mittleren Gruppe und 33 (28,9%) in

einer Einrichtung der niedrigsten Pravalenzgruppe.

Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung der drei

Pravalenzgruppen nach Heimeinrichtungen:

46



Verteilung der MRSA-Pravalenz/ Altenheime

(13-18%)- hochste Pravalenz M (7-12%)- mittliere Pravalenz ™ (0-6%) -niedrige Pravanez

Einrichtung 9
Einrichtung 6
Einrichtung 8
Einrichtung 1
Einrichtung 4
Einrichtung 2

Einrichtung 5

Einrichtung 12 11,1%
Einrichtung 10 14,0%
Einrichtung 7 14,8%
15,0%

Einrichtung 11
18,1%

Einrichtung 3

Abbildung 5: Zusammensetzung der Privalenzgruppen nach Heimen

Die Erwartung war, dass bei Bewohnern von Einrichtungen mit einer hohen MRSA-Prédvalenz
hdufiger das Vorliegen von den in der Literatur beschriebenen Risikofaktoren einer MRSA-
Besiedlung dokumentiert ist, als in Einrichtungen mit einer niedrigen Prédvalenz. Eine
Bestitigung dieser Erwartung interpretierten wir als Indiz fiir eine das Risiko einer MRSA-
Besiedlung erhohende FEigenschaft des entsprechenden Faktors und damit fiir dessen
Einordnung als Risikofaktor. Nachfolgend werden die Priifungsergebnisse vorgestellt. Die
Ergebnisauswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS fiir Windows, Version
11. Die Tabellen des SPSS-Outputs der vorgenommenen Rechnungen finden sich im Anhang

dieser Arbeit.

4.4.2 Altersstruktur der Probanden

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten zum Alter der Probanden bildet die folgende
Grafik ab. Zur besseren Ubersichtlichkeit und Auswertbarkeit wurde das Alter der Probanden
dabei in fiinf Alterskategorien (,,50-60%, ,,61-70%, ,71-80% ,81-90“ und ,91-100%)

zusammengefasst.

47



Altersgruppen der Probanden (%)

50-60 M61-70 #71-80 ™81-90 M91-100

91-100 14,1%
g1-00 I 50%
71-80 17,5%
61-70 11,4%

50-60 6,1%

Abbildung 6: Alter der MRSA-positiven Probanden in Altersgruppen zusammengefasst, Angabe der
Haufigkeit, in der getestete Bewohner den jeweiligen Gruppen zugeordnet waren, in Prozent

Unterschiede in den Prévalenzen der Heime wurden einer einfaktoriellen Varianzanalyse
unterzogen. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die drei Pravalenzgruppen in Bezug auf das
Alter ihrer Bewohner statistisch signifikant unterscheiden. In der Priifung auf
Mittelwertunterschiede erwies sich ein positiver Zusammenhang zwischen einer hohen

Pravalenzgruppe und einem niedrigen Alter: F(2,109)= 5,157, p= 0,007.

4.4.3 Dauer des Status als Heimbewohner

Da Alten- und Pflegeheime einen eigenstindigen MRSA-Pool darstellen (s.0.) und eine
MRSA-Ubertragung in Heimen wahrscheinlich ist,° sollte gepriift werden, ob eine lange
Aufenthaltsdauer in der Heimeinrichtung einen eigenen Risikofaktor einer MRSA-
Besiedelung darstellt. Zur Priifung dieser Frage wurde von MRSA-positiv getesteten

Bewohnern das Datum des Einzugs in die Heimeinrichtung erhoben.

Die sich ergebenden individuellen Aufenthaltsdauern sind, zur besseren Ubersichtlichkeit und
Auswertbarkeit in fiinf Gruppen zusammengefasst, in Abbildung 7 dargestellt. 44,7 % von

113 Probanden waren 36 Monate und ldnger in den Pflegeeinrichtungen.
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Dauer des Heimaufenthaltes

B 36 Monate und langer M Dauer 24 -36 Monate ' Dauer 12-24 Monate

Dauer 6-12 Monate Dauer 0-6 Monate

44,7%

MRSA -Falle (positiv)

Abbildung 7: Dauer des Heimaufenthalts MRSA-positiv getesteter Probanden, Angabe der jeweiligen
Gruppenstirke in Prozent

In der einfaktoriellen Varianzanalyse zeigten sich im Hinblick auf die Aufenthaltsdauer der
Bewohner keine signifikanten Mittelwertunterschiede bezogen auf die drei nach Prédvalenz
geordneten Heimgruppen. Die gewonnenen Daten geben mithin keinen Anhalt fiir die
Einordnung der Heimaufenthaltsdauer als Risikofaktor einer MRSA-Besiedelung:

F(2,105)= 0,449, p= 0,640.

4.4.4 Krankenhausaufenthalte

In vielen Studien haben sich Krankenhausaufenthalte als zentraler Risikofaktor einer MRSA-
Besiedelung erwiesen.'” !> 1°* %7 I dieser Studie wurden von positiv getesteten Bewohnern
etwaige Krankenhausaufenthalte der vergangenen zwolf Monate, bezogen auf den Zeitpunkt

der Durchfithrung der Studie, dokumentiert.

Von den 114 MRSA-positiv getesteten Bewohnern war bei 76 zumindest ein
Krankenhausaufenthalt dokumentiert. Bei 38 MRSA-positiven Bewohnern war kein KH-
Aufenthalt dokumentiert. In der Auswertung des Merkmals Krankenhausaufenthalt in den
letzten zwolf Monaten mittels Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test lieB sich kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines Krankenhausaufenthaltes und

der Zuordnung zu einer der Pravalenzgruppen feststellen: X*(2)= 4,806, p=0,090.

Die Haufigkeit eines vorausgegangenen Krankenhausaufenthaltes bei positiv getesteten

Bewohnern stellt die folgende Tabelle dar.
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Tabelle 14: Hiufigkeit eines Krankenhausaufenthaltes bei MRSA-positiv getesteten Bewohnern

Prozentsatz der

Positiv geteste:te Positiv getestete MRSA-positiven
Bewohner mit Bewohner ohne :
Bewohner mit
Krankenhaus- Krankenhaus-
Krankenhaus-
aufenthalt aufenthalt
aufenthalt

Einrichtung 3 9 11 45,00%
Einrichtung 11 5 2 71,42%
Einrichtung 7 4 4 50,00%
Einrichtung 10 4 5 44.44%
Einrichtung 12 4 0 100,00%
Einrichtung 5 8 1 88,88%
Einrichtung 2 10 6 62,50%
Einrichtung 4 6 2 75,00%
Einrichtung 1 15 7 68,18%
Einrichtung 8 2 2 50,00%
Einrichtung 6 5 0 100%
Einrichtung 9 1 1 50%

Es fallt auf, dass unter den vier Heimen mit der hochsten MRSA-Priavalenz (die vier
erstgenannten Einrichtungen der obigen Tabelle) bei drei Einrichtungen die Anzahl
besiedelter Bewohner mit Krankenhausaufenthalt in den zwolf Monaten vor dem Screening
bei 50% oder weniger liegt, die Anzahl der MRSA-positiven Bewohner ohne einen
Krankenhausaufenthalt entsprechend vergleichsweise hoch ist. Dies konnte ein Hinweis auf

lokale Ausbriiche in den jeweiligen Einrichtungen sein.
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4.4.4.1 Hiufigkeit eines Krankenhausaufenthaltes

Brugnaro et al. hatten die Haufigkeit eines Krankenhausaufenthaltes als Risikofaktor einer
MRSA-Besiedelung ausgemacht.'” Unter den MRSA-positiven Heimbewohnern der
vorliegenden Studienpopulation hatten, bezogen auf die letzten 12 Monate vor dem
Screening, 41 Bewohner keinen Krankenhausaufenthalt, 55 einen Aufenthalt, 17 zwei und ein

Bewohner keinen Krankenhausaufenthalt.

Krankenhausaufenthalte

B Kein KH-Aufenthalt: 38 Probanden
(43,5%)

1 KH-Aufenthalt: 58 Probanden
(41,7%)

2 KH-Aufenthalte: 17 Probanden
(13%)

3 KH-Aufenthalte: 1 Proband
(0,9%)

Abbildung 8: Anzahl der Krankenhausaufenthalte MRSA-positiver Bewohner in den 12 Monaten vor
dem Screening

Die statistische Auswertung der Daten mittels Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test ergab
keine Abhéngigkeiten zwischen der Héaufigkeit eines Krankenhausaufenthaltes und der

Zuordnung zu den drei Priavalenzgruppen: X*(6)= 11,944, p= 0,063.

4.4.4.2 Gesamte Aufenthaltsdauer im Krankenhaus

Ein langerer Krankenhausaufenthalt wurde bereits friih als Risikofaktor fiir den nosokomialen
Erwerb einer MRSA-Besiedelung beschrieben.””® Daher wurde bei MRSA-positiven
Heimbewohnern die Dauer der einzelnen Krankenhausaufenthalte erfasst. Die dokumentierten
Gesamtaufenthaltsdauern bewegen sich dabei zwischen null und 63 Tagen. Bei einer
Probandin mit einem Aufenthalt im Krankenhaus liel sich die Aufenthaltsdauer der

vorliegenden Dokumentation nicht entnehmen.
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Die statistische Auswertung des Merkmals Gesamtaufenthaltsdauer der Heimbewohner im
Krankenhaus in den letzten zwdolf Monaten mittels einfaktorieller Varianzanalyse ergab
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Gesamtaufenthaltsdauer und den drei

Pravalenzgruppen: F(2,110)= 0,982, p=0,378.

4.4.4.3 Aufenthalt in einzelnen Krankenhiausern

Neben der Anzahl der Aufenthalte und der gesamten Aufenthaltsdauer im Krankenhaus

wurden in der vorliegenden Studie die aufnehmenden Krankenhduser dokumentiert.

Die folgende Tabelle gibt wieder, wie viele der MRSA-positiven Heimbewohner sich

wihrend der letzten zwolf Monate in der jeweiligen Klinik befunden haben.

Tabelle 15: Krankenhausaufenthalte MRSA-positiver Heimbewohner

Klinik 1 28 24,6%
Klinik 2 25 25%

Klinik 3 18 15,8%
Klinik 4 4 3,5%
Klinik 5 3 2,6%
Klinik 6 3 2,6%
Klinik 7 3 2,6%
Klinik 8 2 1,8%
Klinik 9 2 1,8%
Klinik 10 1 0,9%
Klinik 11 1 0,9%
Klinik 12 1 0,9%

Die drei erstgenannten Kliniken setzen sich in der Haufigkeit stationdrer Aufenthalte positiv
auf MRSA getesteter Probanden deutlich ab. Informationen zu MRSA-Besiedlungsraten der
Kliniken sind nicht bekannt. Eine Auswertung der geographischen Lage der Kliniken aus
Tabelle 15 ergibt, dass mit zunehmender Entfernung vom Stadtzentrum Saarbriickens die
Héaufigkeit eines stationdren Aufenthalts der erfassten Probanden abnimmt. Die drei Kliniken

mit den hdufigsten Aufenthalten liegen von allen genannten Kliniken am dichtesten am
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Stadtzentrum. Daher kann trotz der festgestellten Haufung von stationdren Aufenthalten
MRSA-positiver Bewohner dieser Studie in den erstgenannten Kliniken mit den zur
Verfiigung stehenden Daten nicht auf eine Kausalitit im Sinne einer Risikoerh6hung

geschlossen werden.

4.4.5 Pflegestufe

Pflegestufen werden im Wesentlichen orientiert am tiglichen Grundpflegebedarf
hilfsbediirftiger Personen vergeben und bilden somit den vorbeschriebenen Risikofaktor
Hilfsbediirftigkeit recht scharf, den Risikofaktor Immobilitit ndherungsweise ab. Die
Pflegestufe positiv getesteter Bewohner wird daher unter dem Gliederungspunkt

Risikofaktoren aufgefiihrt. Es zeigte sich folgende Verteilung:

Verteilung der Pflegestufen

keine Pflegestufe
14 Bewohner (12%)

—

Pflegestufe 1
38 Bewohner (34%)
Pflegestufe 3
11Bewohner (10%) — ——

Pflegestufe 2
50 Bewohner (44%)

Abbildung 9: Verteilung der Pflegestufen positiv getesteter Bewohner

Insgesamt hatten 99 der 113 positiv getesteten Bewohner eine Pflegestufe, was einem

prozentualen Anteil von 88% entspricht.

Trotz der dargestellten engen Assoziation der Pflegestufe zu beschriebenen Risikofaktoren
zeigte die Auswertung der in dieser Studie gewonnenen Daten mittels einfaktorieller
Varianzanalyse im Hinblick auf die Pflegestufe der Bewohner keine signifikanten

Unterschiede bezogen auf die drei nach Prévalenz geordneten Heimgruppen:

53



F(2,110)= 1,408, p= 0,249. Die gewonnenen Daten geben mithin keinen Anhalt fiir die

Einordnung der Heimaufenthaltsdauer als Risikofaktor einer MRSA-Besiedelung.

Pfingsten-Wiirzburg et al haben die Pflegestufe als eigenstindigen Risikofaktor
herausgearbeitet.'”” In einigen europdischen Untersuchungen sind bei Heimbewohnern
geriatrische Scores erhoben worden, die wesentlich an der Hilfsbediirftigkeit orientiert sind
und daher zu einem Vergleich mit den in dieser Studie zur Pflegestufe erfassten Daten
sinnvoll herangezogen werden konnen. Eveillard et al konnten mit dem franzdsischen

3% Jans et al mit dem Katz-

AGGIR-Score einen signifikante Riskoerh6hung nachweisen,
Score ebenfalls.””” Mit dem Barthel-Index lieB sich von Manzur et al ein solcher
Zusammenhang nicht nachweisen.'”’ Die Studienlage ist demnach auch zu diesem Punkt

uneinheitlich.

4.4.6 Weitere Risikofaktoren

Bei MRSA-positiv getesteten Bewohnern wurden weitere Daten beziiglich des Vorliegens
bestimmter, mit einer Gesundheitsstorung assoziierter Faktoren erfasst, die in der Literatur
bereits als Risikofaktoren einer MRSA-Besiedelung beschrieben wurden. In dem folgenden

Diagramm werden die gewonnenen Daten abgebildet.
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Abbildung 10: Hiufigkeiten einzelner bekannter Risikofaktoren bei MRSA-positiv getesteten Bewohnern

Auch die in Abbildung 10 genannten Risikofaktoren wurden auf statistisch signifikante

Zusammenhédnge zu den Heim-Pravalenzgruppen iiberpriift.

4.4.6.1 Diabetes mellitus

Eine Diabetes mellitus-Erkrankung zeigte in der Testung mittels Kontingenztafel und Chi-
Quadrat-Test keinen signifikanten Zusammenhang zu den MRSA-Priavalenzgruppen: X?(2)=
1,766, p=0,413.

4.4.6.2 Sonden und Katheter

Das Merkmal ,,Liegen von Harnkathetern und Gastrostomiesonden* stand gemil der Analyse
der Kontingenztafeln in keinem statistisch signifikanten Zusammenhang zu den MRSA-

Préavalenzgruppen.



4.4.6.3 Offene Wunden und Geschwiire

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von Wunden oder
Decubitalgeschwiiren und den MRSA-Priavalenzgruppen ergab sich auch bei Betrachtung der

Kontingenztafeln nicht.

4.4.7 Grofle der Heimeinrichtung

Die HeimgroBe ist als Risikofaktor beschrieben' und wurde daher in der vorliegenden
Arbeit erfasst. Eine grafische Ubersicht iiber die Zusammenhénge zwischen Heimgrofe und

MRSA-Prévalenzen gibt die folgende Abbildung.

EinrichtungsgroRe und MRSA-Pravalenz

20,00%
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16,00%
14,00%
12,00%
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Abbildung 11: X-Achse: Anzahl der Heimplitze der untersuchten Einrichtungen, Y-Achse: MRSA-
Privalenz in den einzelnen Heimen.

Um eine statistische Auswertung der Daten zu ermdglichen, wurden die Einrichtungen in
zwei Gruppen aufgeteilt: Eine Gruppe mit weniger als 120 und eine Gruppe mit 120 oder
mehr Bewohnern. Bei der statistischen Auswertung der Daten mittels Kontingenztafel und
Chi-Quadrat-Test ergab sich ein statistischer Zusammenhang zwischen einer Heimgréf3e von
bis zu 120 und der Zuordnung zu der Heimgruppe mit hoher MRSA-Privalenz:
X*(2)= 16,556, p=0,000.
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4.4.8 Fille bekannter MRSA-Besiedelung

Teilnehmende Einrichtungen wurden vor der Probenentnahme um Auskunft beziiglich
aktueller MRSA-Besiedelungsfille gebeten, wobei ,,aktuelle Besiedelung® definiert war als
bekannte MRSA-Besiedelungen innerhalb der letzten sechs Monate, bei denen kein dreimalig
negatives Abstrichergebnis vorliegt. Die angegebene Anzahl bekannter Besiedelungen in den
unterschiedlichen Einrichtungen schwankte zwischen null und 20 Bewohnern, insgesamt
wurden 38 Fille bekannter MRSA-Besiedelung angegeben. Zwei Einrichtungen konnten in
Ermangelung einer zentralen Erfassung MRSA-besiedelter Bewohner lediglich Auskunft

geben, dass Besiedelungen bekannt sind, nicht jedoch wie viele Bewohner betroffen sind.

Tabelle 16: Anzahl der zum Zeitpunkt des Screenings bekannten MRSA-Besiedelungen und deren
Relation zur Anzahl der im Screening nachgewiesenen MRSA-Fille. Die Anordnung der Heime erfolgte
absteigend nach der im Screening nachgewiesenen MRSA-Privalenz

Einrichtung 3 20 20
Einrichtung 11 keine Daten 7
Einrichtung 7 0 8
Einrichtung 10 2 9
Einrichtung 12 0 4
Einrichtung 5 2 9
Einrichtung 2 9 16
Einrichtung 4 4 8
Einrichtung 9 keine Daten 22
Einrichtung 8 1 4
Einrichtung 6 0 5
Einrichtung 9 0 2
Einrichtung 13 0

Summe 38 114

Die Zuordnung bekannter Besiedelungsfdlle zu einzelnen Probanden wurde dadurch
erschwert, dass teilweise, unter Verweis auf die Verschwiegenheitspflicht, die von den
Einrichtungen gemachten Angaben zu bekannten MRSA-Besiedelungsfillen nur in nicht
personalisierter Form gemacht wurden. Unter den 114 in dieser Studie nachgewiesenen
MRSA-Besiedelungen konnten 17 als in den FEinrichtungen bekannte MRSA-Fille
identifiziert werden. Von diesen 17 bekannten Besiedelungsfillen waren 15 Bewohner der
Heimeinrichtung mit der Identifikationsnummer 3, jeweils ein bekannter MRSA-

Besiedelungsfall konnte den Heimen mit den Nummern 2 und 10 zugeordnet werden. Die
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verglichen mit der tatsdchlichen Anzahl besiedelter Bewohner niedrige Rate der den Heimen
im Voraus bekannten Besiedelungen ist Ausdruck und Ergebnis fehlender oder
unzureichender Surveillancestrategien in den Heimen. Aufgrund der unvollstindigen

Datenlage war eine weitergehende statistische Auswertung nicht sinnvoll.

4.5 Phinotypisierung mittels Agardiffusionstest und Antibiogramm

Alle 114 MRSA-positiven Isolate wurden mittels eines Agardiffusionstests untersucht. Es
zeigten sich fiinf verschiedene Antibiogramme. Um in den folgenden Ausfiihrungen auf
umsténdliche Umschreibungen verzichten zu kdénnen, wurde jedem Resistenzphinotyp ein

Identifikationsbuchstabe zugeordnet.

Tabelle 17: Darstellung der unterschiedlichen Resistenzphinotypen nach Héaufigkeit ihres Auftretens

a 82 R R R R E E R R R E E E
B 13 R R E R E E R R R E E E
v 5 R R N R A ) R R R E E E
o 3 R R R E E E R R R E E E
€ 8 R R R R E E E R R E E E
4 1 R R R R E R R R R E E E
n 1 R R E R E E R R R R E E
0 1 R R R-E R E E E R R E E E

SAM: Ampicillin/Sulbactam, CIP: Ciprofloxacin, CC: Clindamycin; E: Erythromycin, D: Doxycyclin, GM:
Gentamicin, LVX: Levofloxacin, OX: Oxacillin, P: Penicillin, SXT: Sulfamethoxazol-Trimethoprim, TEC:
Teicoplanin, VA: Vancomycin.

Resistenzphidnotypen von Staphylococcus aureus lassen sich aufgrund des charakteristischen
Resistenzmusters  oftmals  bestimmten, auch  genotypisch  charakterisierbaren
Epidemiestimmen zuordnen.”*” Die in dieser Studie nachgewiesenen Resistenzmuster
entsprechen zu 78,9% (90 Isolate) dem Resistenzprofil des Rhein-Hessen-Phinotyps. Isolate
dieser Zuordnung unterschieden sich untereinander noch in ihrer Empfindlichkeit gegen
Levofloxacin (LVX): 82 waren gegen LVX resistent, acht Isolate reagierten empfindlich. Ein
Isolat zeigte das Resistenzmuster des Siiddeutschen Phédnotyps mit einer zusétzlichen
Resistenz gegen Gentamicin. Insgesamt lieBen sich demnach 91 Isolate (79,8%) nach ihrem
Phinotyp einem regionalen Phdnotyp zuordnen. Die iibrigen, nicht eindeutig zuzuordnenden

Isolate &hnelten in ihrem Resistenzprofil sehr dem Profil des Rhein-Hessen-Typs,
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unterschieden sich von diesem aber durch ihre Empfindlichkeit gegeniiber Clindamicin (13

Isolate) Erythromicin (3 Isolate) beziehungsweise gegen beide Chemotherapeutika (5 Isolate).

Ein Isolat zeigte eine intermediire Resistenz gegen Clindamicin, entsprach im Ubrigen dem

Muster des Rhein-Hessen Phinotyps. Eine Ubersicht iiber die phinotypische Zuordnung gibt

die folgende Abbildung:

Tabelle 18: Zuordnung des Resistenzphéinotyps zu bekannten Phéinotypen

m o R ™ K

S =B U

Rhein-Hessen Phanotyp 71,93%
nicht zuzuordnen 11,4%
nicht zuzuordnen 4,38%
nicht zuzuordnen 2,63%

Rhein-Hessen Phanotyp 7,01%

Stiddeutscher Phanotyp 0,87%
nicht zuzuordnen 0,87%
nicht zuzuordnen 0,87%

Betrachtet man die Resistenzlage bei den einzelnen getesteten Antibiotika, zeigt sich, dass

alle isolierten MRSA eine Resistenz gegen folgende Wirkstoffe zeigten:

Ampicillin/Sulbactam

Ciprofloxacin

Oxacillin

Penicillin

Bei den folgenden Antibiotika war jeweils der angegebene Anteil der [solate resistent:

Levofloxacin
Erythromicin

Clindamycin

Gentamicin

105 von 114 (92,1%)
106 von 114 (92,9%)
96 von 114  (84,2%) exklusive eines intermedidr resistenten

Isolates

1 von 114 (0,87%)
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Ein Isolat zeigte eine intermedidre Resistenz gegeniiber Clindamycin
Durchgehend empfindlich reagierten die Isolate auf folgende Antibiotika:

= Doxycyclin

=  Cotrimoxazol

=  Teicoplanin

=  Vancomycin
Die nachgewiesenen Resistenzprofile entsprechen verbreiteten Resistenzmustern von in
Deutschland isolierten MRSA, wie ein Vergleich mit vom Robert Koch Institut
veroffentlichten Daten zu MRSA-Resistenzprofilen bei Krankenhausinfektionen zeigt82 (siehe
Tabelle 3). Vancomycin-intermedidr-empfindliche S. aureus (VISA) oder Vancomycin-

resistente S. aureus (VRSA) wurden nicht detektiert.

4.6 Molekularbiologische Typisierung

Die molekularbiologischen Verfahren fanden Anwendung, um einen Vergleich mit bereits
erhobenen epidemiologischen Daten beziehungsweise den Ergebnissen zukiinftiger
Untersuchungen zu ermoglichen, und um im Rahmen dieser Studie gegebenenfalls MRSA-
Verbreitungswege in Alten- und Pflegeeinrichtungen sowie zwischen diesen und
Krankenhdusern aufzuzeigen, und so potenzielle Cluster zu erkennen.

Auf Grundlage der sich im Agardiffusionstest zeigenden Resistenzprofile wurde, beziiglich
jeder Heimeinrichtung, zwischen einem vorherrschenden, die Mehrzahl der Isolate
umfassenden Resistenzmuster, und aberranten Mustern differenziert. Die spa-Typisierung
wurde bei ein bis vier Isolaten mit vorherrschenden und allen Isolaten mit abweichenden
Mustern durchgefiihrt. Insgesamt wurden bei einer Gesamtzahl von 114 MRSA-positiven
Isolaten 46 Isolate spa-typisiert. Die resultierenden spa-Typen dienten wiederum als
Grundlage zur Auswahl der Isolate, die einer Pulsfeldgelelektrophorese unterzogen wurden.
Von jedem spa-Typ wurde mindestens ein [solat mittels Elektrophorese untersucht. Insgesamt

wurden 33 Isolate einer Gelelektrophorese unterzogen.

4.6.1 spa-Typisierung

Von den 46 typisierten Isolaten lassen sich 45 bekannten spa-Typen zuordnen. Es wurden
vierzehn verschiedene spa-Typen nachgewiesen. Ein Isolat lieB sich aufgrund einer
unzureichenden Qualitdt der Sequenz (Repeat: 26-17-20-17-12-17-xAA-16) nicht sicher

zuordnen, dem Isolat wurde die Bezeichnung txAl zugewiesen.
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21 der Isolate (45,6%) wurden als dem spa-Typ t003 zugehorig identifiziert. Die
entsprechenden Sequenziertypen nach MLST sind ST-5 und ST-225. Isolate dieses Typs
werden dem klonalen Komplex 5 (CCS5) zugeordnet. Es handelt sich bei t003 um einen
epidemischen MRSA, der nach Endemiegebieten als Rhine Hesse MRSA (subclone), New
York clone oder EMRSA-3 bezeichnet wird.

Sieben Isolate (15,2%) gehorten dem spa-Typ t504 an, der ebenfalls dem CCS5 zugerechnet
wird. Jeweils drei Isolate (6,2%) wurden als spa-Typ t2379 beziehungsweise t1007

identifiziert. Zwei Isolate konnten dem spa-Typ t837 zugerechnet werden.

Weitere nachgewiesen spa-Typen traten solitdr auf und sind in der folgenden Tabelle mit

aufgelistet. Die Ergebnisliste der spa-Typisierung findet sich im Anhang der Arbeit.

Tabelle 19: Nachgewiesene spa-Typen nach Hiufigkeit ihres Auftretens

t003 26-17-20-17-12-  ST-5,ST-225  CCS5, Rhine Hesse MRSA 21 (45,65%)

17'17-16 (SubClOIle), EMRSA-3, NeW
York clone
t504 26-17-20-17-12 7 (15,22%)
t2379 26-17 3 (6,52%)
t1007 26-17-20-17 3 (6,52%)
t837 26-17-20-17-12- 2 (4,35%)
17
t7333 26-17-20 1(2,17%)
txAl 26-17-20-17-12- 1 (2,17%)
17-xAA-16
t001 26-30-17-34-17- ST-5, ST-222, CCS5, Southern German 1(2,17%)
20-17-12-17-16 ST-228 MRSA (prototype &

subclone), Rhine Hesse
MRSA (subclone), EMRSA-
3, New York clone
t002 26-23-17-34-17-  ST-5,ST-231  CCS, Rhine Hesse MRSA 1 (2,17%)
20-17-12-17-16 (prototype), EMRSA-3, New
York clone, Japan clone,
Pediatric
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t1340  26-23-17-34-17- 1 (2,17%)

20-17

t105  26-23-17-34-17-  ST-5 1 (2,17%)
20-17-17-16

067  26-23-17-34-17- 1 (2,17%)
20-17-12-17

2235  26-23 1 (2,17%)

458 26 1 (2,17%)

918  09-02 1 (2,17%)

Die Haufigkeitsverteilung der spa-Typen entspricht den Erwartungen. Die beiden héufigsten
spa-Typen t003 und t504 waren die zum Erhebungszeitpunkt in klinischen Isolaten im

Saarland iiberwiegend anzutreffenden spa-Typen.*"!

4.6.2 Pulsfeldgelelektrophorese

Die Ergebnisse der PFGE sollten mit denen der spa-Typisierung verglichen werden um
festzustellen, ob und inwieweit sich die Ergebnisse hinsichtlich Diskriminationsgrad und
Zuordnung zu den bekannten Epidemiestimmen unterschieden. Es wurden insgesamt 33
Isolate einer PFGE unterzogen. Epidemische MRSA zeigen in der PFGE ein fiir den
jeweiligen Stamm charakteristisches Bandenmuster und konnen anhand dieses Musters
epidemiologisch eingeordnet werden. Im Folgenden Abschnitt werden die aufgetretenen
Laufmuster bekannten Epidemiestimmen zugeordnet dargestellt. Zudem werden die fiir die
Isolate mit den entsprechenden Bandenmustern ermittelten spa-Typen angegeben. Die

Originalfotografien der PFGE-Laufmuster finden sich im Anhnag der Arbeit.
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4.6.2.1 Dem Rhein-Hessen-Epidemiestamm zugeordnete Bandenmuster und die

entsprechenden spa-Typen

A PFGE-
Marker

A

a

PFGE-
Marker

31 der untersuchten Isolate lieBen sich dem Rhein-Hessen-Epidemiestamm
zuordnen. Innerhalb der Gruppe ,,Rhein-Hessen-Stamm* wurden maximal vier
Fragmentunterschiede bezogen auf das charakteristische Bandenmuster

akzeptiert.

Das mit A gekennzeichnete Bandenmuster war insgesamt neun Mal und damit
am Haufigsten zu sehen. Es zeigt das fiir den Rhein-Hessen-Epidemiestamm
charakteristische Muster (Rhein-Hessen-Prototyp). Isolate dieses

Bandenmusters wurden in der spa-Typisierung wie folgt klassifiziert:

spa-Typ t003 t504 t002 2235 12379 = spa-
Typisierung
Hiufigkeit 3 2 1 1 1 1

Abbildung 12: Bandenmuster A des Rhein-Hessen-Epidemiestammes

Das mit a bezeichnete Bandenmuster fand sich bei sechs Isolaten. Im

Vergleich zum Rhein-Hessen-Prototyp fillt eine fehlende Bande auf.

Hinsichtlich der spa-Typen ergab sich folgende Verteilung:

spa-Typ t003 t2379 t504 t1007

Haiufigkeit 2 2 1 1

Abbildung 13: Bandenmuster a. Weifle Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
fehlende Bande. Schwarze Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zusétzliche
Bande
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b wurde als Bandenmuster zweimal nachgewiesen und zeigt im Vergleich zum

R.-H.-Prototyp eine zusitzliche Bande. Die spa-Typisierung zeigte folgendes

Bild:
spa-Typ t003 txAl
Hiufigkeit 1 1

Abbildung 14: Bandenmuster b. Weifle Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp fehlende
Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zuséitzliche Bande

Marker

Die abgebildeten Bandenmuster ¢ und d unterscheiden sich durch jeweils
einen Fragmentunterschied vom Rhein-Hessen-Prototyp. Die spa-

Typisierung der entsprechenden Isolate erbrachte folgende Ergebnisse:

Isolat c d

spa-Typ t837 t504

Abbildung 15: Bandenmuster ¢ und d. Weifle Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
A c d PEGE fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zusitzliche Bande

Marke
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Bandenmuster ¢ wurde zweimal nachgewiesen und zeigt gegeniiber dem
Rhein-Hessen-Stamm  zwei  Fragmentunterschiede.  Isolate  dieses

Bandenmusters hatten folgende spa-Typen:

spa-Typ t003 t458

Haufigkeit 1 1

Abbildung 16: Bandenmuster e. Weilie Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zusitzliche Bande

PFGE-
Marker

Das zweimal nachgewiesene Bandenmuster f ist durch zwei
Bandenunterschiede gekennzeichnet, die entsprechenden Isolate hatten

den spa-Typ t003.

Abbildung 17: Bandenmuster f. Weille Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zusitzliche
Bande

f  PFGE-
Marker
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Die abgebildeten Bandenmuster g-j mit jeweils zwei
unterschiedlichen Banden wurden jeweils einmal

nachgewiesen. Die Isolate wiesen folgende spa-Typen auf:

Isolat ¢ h i j

spa- t837 t003  t003 7333
Typ

Abbildung 18: Bandenmuster g,h,i,j. Weille Pfeile=im Vergleich zum
R.H.-Prototyp fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum
R.H.-Prototyp zusitzliche Bande

PFGE-
Marker

Die Muster k-m mit drei Fragmentunterschieden traten jeweils
einmal auf, und die korrespondierenden Isolate wurden wie folgt

spa-klassifiziert:

Isolat k 1 m

spa-Typ  t067 t1340 t003

Abbildung 19: Bandenmusterk,l,m. Weifle Pfeile=im Vergleich zum R.H.-
Prototyp fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
zusitzliche Bande

PFGE-
Marker
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Die Bandenmuster n und o wiesen vier vom Rhein-Hessen-Prototyp
abweichenden Banden auf. Trotzdem sind sie deutlich als dem R.-H.-
Stamm verwandte Isolate zu erkennen. In der spa-Typisierung wurden die

entsprechenden Isolate folgendermafen eingeordnet:

Isolat n 0

spa-Typ t105 t003

Abbildung 20: Bandenmuster n, o. Weifle Pfeile=im Vergleich zum R.H.-Prototyp
fehlende Bande. Schwarzer Pfeil=im Vergleich zum R.H.-Prototyp zusiitzliche Bande

n

4.6.2.2 Dem Barnimer Epidemiestamm zugeordnete Bandenmuster und die

A

entsprechenden spa-Typen

Zwei Isolate zeigten das typische Bandenmuster des Barnimer
Epidemiestammes. Aufgrund eines technischen Fehlers ist lediglich eines
der Isolate mit diesem Bandenmuster spa-typisiert worden. Es wurde der

spa-Typ t918 nachgewiesen.

Abbildung 21: Bandenmuster des Barnimer Epidemiestammes

B

PFGE-Marker

67



4.6.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse von Pulsfeldgelelektrophorese,

spa-Typisierung und Phiinotypisierung nach Antibiogramm

Wie beschrieben wurden 46 Isolate spa-typisiert, 33 der spa-sequenzierten Isolate wurden
zudem einer PFGE unterzogen. Die 33 einer PFGE unterzogenen Isolate gehorten acht
verschiedene spa-Typen an, in der PFGE zeigten sich 17 unterschiedliche Laufmuster. Dieses
Ergebnis unterstreicht die in der Literatur durchgéngig beschriebene hohere diskriminative

Fihigkeit der PEGE***** im Vergleich zur Typisierung nach spa oder MLST.

Bei den spa-Typen t003, t504, t2379 lieBen sich innerhalb eines Typs bis zu vier abweichende
Banden in der PFGE finden. Die beiden ebenfalls mehrfach nachgewiesenen spa-Typen t1007
und t837 zeigten in der PFGE identische Laufmuster. Es folgen Abbildungen, in denen die

PFGE-Laufmuster der am héaufigsten nachgewiesenen spa-Typen dargestellt sind.

Von den insgesamt nachgewiesenen 21 Isolaten mit dem spa-Typ t003 wurde bei 13 Isolaten
eine PFGE vorgenommen. Es zeigten sich die in Abbildung 23 dargestellten Laufmuster.
Dabei trat Laufmuster A dreimal, Laufmuster a und f jeweils zweimal auf, die restlichen

Muster konnten jeweils einmal nachgewiesen werden.
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PFGE-

Nummern:
PFGE-

31 9 18  Marker

20 5 33 6 10

Abbildung 22: spa-Typ t003 und

LI | -t entsprechende PFGE
Identifikationsbuchstabe des Bandenmusters:
A a b e i f h m o
PFGE-
Nummer: PFGE-

16 13 23 Marker
Von dem sieben Mal aufgetretenen spa-Typ t504 wurden vier

Isolate mittels PFGE untersucht. Dabei traten das Resistenzmuster

A zweimal und die Muster a und d jeweils einmal auf.

Abbildung. 23: spa-Typ t504 und entspr. PFGE

Identifikationsbuchstabe des
Bandenmusters:

A d a
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PFGE
Nummern: PFGE-
14 23 Marker

spa-Typ t2379 trat dreimal auf, alle Isolate wurden mittels PFGE
untersucht. Bandenmuster a trat zweimal, Bandenmuster A einmal

auf.

Abb. 24: spa-Typ t2379 und entspr. PFGE

Identifikationsbuchstaben
der Bandenmuster:

A a

Beim Vergleich der molekularen mit der phianotypischen Typisierung nach Antibiogramm
zeigt sich die geringere epidemiologische Trennschirfe der phanotypischen Typisierung im
Vergleich zu der nach spa. So lielen sich bei den 23 Isolaten des Resistenzphdnotyps a, die
spa-typisiert worden sind, neun verschiedene spa-Typen nachweisen Isolate des
Resistenzphidnotyps p wiesen sieben unterschiedliche spa-Typen auf, und die drei spa-
typisierten Isolate des dritthdufigsten Resistenzphinotyps € wiesen drei verschiedene spa-
Typen auf. Auffillig war die Haufung des spa-Typs t003 in der Resistenzgruppe a, im
Ubrigen lieBen sich keine besonderen Verteilungsschwerpunkte erkennen. Die folgende
Abbildung gibt die bei den jeweiligen Resistenzphdnotypen nachgewiesenen spa-Typen

wieder und illustriert den geringen Diskriminationsgrad der phénotypischen Typisierung.
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Tabelle 20: Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Typisierung nach Antibiogramm und spa

t003, t504, t2379, t1007, txAl, t7333, t001, t067, t458
t003, t504, t2379, t837, t002, t2235, t918

Q

=7~ - R~

t003, t1007

o™

t2379, t1007, t&837
¢ t504
n t003
0 S

= es wurde kein Isolat des Resistenzphénotyps spa-typisiert

4.6.4 Typisierungsergebnisse, den einzelnen Heimen zugeordnet

Eine Zuordnung der molekularbiologischen Typisierungsergebnisse zu den Heimen

ermdglicht Riickschliisse auf MRSA-Ubertragungswege.

Bei der Zuordnung der Ergebnisse der spa-Typisierung zeigten sich, je nach Einrichtung,
zwischen einem und fiinf spa-Typen, die Zuordnung der PFGE ergab ein bis sieben Typen.
Auffilligstes Ergebnis ist, dass das Heim mit der hochsten MRSA-Privalenz zugleich das
einzige Heim ist, in dem bei identischen Antibiogrammen lediglich ein spa-Typ (t003)
nachgewiesen wurde. Auch die beiden einer PFGE unterzogenen Isolate des Heims gehorten
nach der Tenover-Klassifikation einem Typ an. Die Typisierungsergebnisse geben insoweit

Anlass, das Vorliegen einer lokalen Epidemie in Erwdgung zu ziehen.

4.7 MRSA Besiedelung der Mitarbeiter teilnehmender Alten- und

Pflegeeinrichtungen

Klinisch inapparente, nicht als MRSA-besiedelt erkannte Pflegekréfte stellen eine
Schnittstelle in der Ubertragung von MRSA dar ******. Die Feststellung der Privalenz unter
den Mitarbeitern war somit zur Kldrung mdglicher Ubertragungswege innerhalb der einzelnen
Einrichtungen von Bedeutung. Vor diesem Hintergrund wurde Mitarbeitern der
teilnehmenden Einrichtungen die Untersuchung eines Nasenabstriches auf eine MRSA-

Besiedelung angeboten. Teilnehmer aus zehn von dreizehn Heimeinrichtungen (61,5% der
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Heime) nahmen am Screening teil, der Prozentsatz teilnehmender Mitarbeiter schwankte
dabei von Heim zu Heim erheblich. Beispielsweise nahmen aus dem Einrichtung 2 mit 207
Pliatzen 61 Mitarbeiter teil, aus der Einrichtung 3 mit 199 Pliatzen nur 15 Mitarbeiter. Bei
MRSA-positiv  getesteten Mitarbeitern wurden anschliefend Informationen iiber ihren

Arbeitsbereich eingeholt.

Tabelle 21: MRSA bei den Mitarbeitern der Alten- und Pflegeeinrichtungen, angeordnet in absteigender
Privalenz.

Einrichtung 3 15 3 20%
Einrichtung 10 16 3 18,8%
Einrichtung 7 25 1 4%
Einrichtung 1 85 3 3,5%
Einrichtung 11 12 0 0%
Einrichtung 12 12 0 0%
Einrichtung 5 6 0 0%
Einrichtung 2 61 0 0%
Einrichtung 8 8 0 0%
Einrichtung 6 13 0 0%
Einrichtung 4 S

Einrichtung 9 S

Einrichtung 13 S

Summe/Mittelwert 253 10 4,2%

=: Aus dem entsprechenden Heim hat sich kein Mitarbeiter untersuchen lassen

Anhand obiger Daten ldsst eine gemittelte Pravalenz von 4,2% errechnen. Dabei schwankt die
Pravalenz zwischen den einzelnen Heimen ganz erheblich. Alle positiv getesteten Mitarbeiter
hatten im Rahmen ihrer pflegerischen Aufgabe direkten Kontakt zu positiv getesteten
Heimbewohnern. Die tabellarische Gegeniiberstellung der Besiedelungsrate von Bewohnern

und Mitarbeitern der teilnehmenden Einrichtungen ergibt folgendes Bild:
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Tabelle 22: Gegeniiberstellung der MRSA-Priivalenz der Bewohner und der Mitarbeiter der einzelnen
Einrichtungen, angeordnet nach absteigender MRSA-Privalenz der Bewohner.

Einrichtung 3 18,1% 20%
Einrichtung 11 14,9 0%
Einrichtung 7 14,8% 4%
Einrichtung10 14% 18,8%
Einrichtung 12 11,1% 0%
Einrichtung 5 9,9% 0%
Einrichtung 2 9.2% 0%
Einrichtung 4 7,6% S
Einrichtung 1 5,4 3,5%
Einrichtung 8 5,3% 0%
Einrichtung 6 5,3% 0%
Einrichtung 9 2 (2,9%) S
Einrichtung 13 0 (0%) S
Gemittelte Pravalenz 8,44% 4.2%

=: Aus dem entsprechenden Heim hat sich kein Mitarbeiter untersuchen lassen.
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5 Diskussion

Staphylococcus aureus ist einer der haufigsten und wichtigsten Erreger invasiver bakterieller
Infektionen beim Menschen. Besonders als Erreger nosokomial erworbener Infektionen wie
Pneumonien, Haut- und Wundinfektionen wird S. aureus sehr hiufig identifiziert. *** Ein
grofles infektionsepidemiologisches und hygienisches Problem stellt hierbei die in den letzten
Jahren zunehmende Priavalenz Methicillin-resistenter S. aureus-Isolate dar. Infektionen durch
diese hdufig multiresistenten Keime sind schwierig zu therapieren und gehen mit einer im
Vergleich zu Infektionen durch Methicillin-sensible Stimme erhéhten Mortalitit einher. ** Es
sind national und international bereits eine Vielzahl von teilweise multizentrischen

Privalenzstudien zur Frage der MRSA-Besiedelung in Kliniken durchgefiihrt worden. **7>*

5.1 Gesamtpravalenz

Die in dieser Untersuchung ermittelte MRSA-Gesamtprivalenz von 8,44% liegt im Vergleich
mit den Ergebnissen von europa- und weltweit gelaufenen Screeninguntersuchungen in Alten-
und Pflegeeinrichtungen im unteren Bereich (siehe Tabelle 7). Auf nationaler Ebene ergibt
sich ein anderes Bild: In Studien aus den Jahren 1999 bis 2003 lag die Pridvalenz in einem
Bereich zwischen 0,26% und 2,4%'"> "1 1% 1 ediglich Hopken et al. konnten 2001 bei einer
Untersuchung in einem Einzelheim eine MRSA-Privalenz von 26% nachweisen.'” Der
ausgenommen hohe Wert der letztgenannten Studie resultiert aus Besonderheiten in diesem
landlich gelegenen, als Familienbetrieb gefiihrten Heim und kann daher als Einzelfall
gewertet werden. 2004 konnten Martin et al. einen deutlichen Anstieg auf eine Pravalenz von
9% feststellen.'”” In der vorliegenden Untersuchung, bei der die Probengewinnung 2006
erfolgte, zeigten sich dhnlich hohe Privalenzen. Auch weitere Untersuchungen aus den Jahren
2009 und 2010 offenbarten steigende Prdvalenzen. Popp et al. wiesen 2009 fiir sieben
Einrichtungen in Thiiringen eine Besiedelungsrate von 4,4% nach®’, in sieben schleswig-
holsteinischen Einrichtungen lieB sich in einer 2009/2010 erfolgten Untersuchung eine
MRSA-Privalenz von 5,8% feststellen”'. Eine mit 7,6% deutlich hdhere Privalenz zeigte
sich in einer 2010 in 32 Alten- und Pflegeeinrichtungen in Braunschweig vorgenommenen
Untersuchung'”. Nillius et al. stellten in einer 2016 verdffentlichten Privalenzstudie in
saarlindischen Alten- und Pflegeeinrichtungen eine Privalenzrate von 4,8 fest.'™ Es bleibt
festzuhalten, dass in der vorliegenden Untersuchung mit 8,4% eine der bislang hochsten

Pravalenzen in Alten-und Pflegeeinrichtungen in Deutschland nachgewiesen wurde.
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Auffillig ist der starke Privalenzanstieg zwischen den beiden im Saarland erfolgten
Untersuchungen. In den 2003 beziehungsweise 2005 von Geipel et al. durchgefiihrten
Untersuchung wurden lediglich Pridvalenzen von 0,26% beziehungsweise 0,73%

175

festgestellt . Der Pravalenzanstieg folgt, wie oben beschrieben, einem nationalen Trend. Der

steile Anstieg liegt jedoch iiber dem bei Betrachtung der Studienlage zu erwartenden Werten.

5.1.1 Privalenzvergleich mit Priavalenzraten aus Krankenhausern

In Deutschland sind in bislang drei Studien MRSA-Punktprdvalenzen stationérer
Krankenhauspatienten ermittelt worden. Woltering et al. wiesen 2008 mittels stationdrer, auf
die  Krankenhduser des Kreises Hoxter begrenzter  Screeninguntersuchungen
Punktprivalenzen von 3,4% nach.'”® In Essen hat sich 2008 ein MRSA-Netzwerk gebildet,
welches unter Leitung des Gesundheitsamtes zweimal jdhrlich stationdre MRSA-Patienten
erfasst. Ein zusétzliches Screening erfolgt dabei nicht, was die vergleichsweise geringen
Privalenzen zwischen 1,5% und 2,2%>° in den Jahren 2009 bis 2012 begriindet. Die mit
5,3% hochste Punktpriavalenz lie sich von Chaberny et al. 2005 in einer Universititsklinik
nachweisen.”> In zwei weiteren Studien wurden Punktprivalenzen mittels eines MRSA-
Aufnahmescreenings festgestellt. Die Aufnahmeuntersuchungen ergaben Prévalenzraten von
1,6%,>> und 2,18%"".

Vergleicht man die in Heimeinrichtungen nachgewiesenen Punktprivalenzen (sieche Tabelle
7) mit diesen Krankenhausdaten, so fillt auf, dass die hochsten Privalenzen seit mehreren
Jahren nicht mehr in den Krankenhdusern, sondern in Heimeinrichtungen nachgewiesen

wurden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 23.
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Tabelle 23: Vergleich der Punktpriivalenzen bisheriger Studien in Heimeinrichtungen und
Krankenhéusern in Deutschland

1999171172 2,224

Q
200173 21-26 S
2002'74 3 S
2003175176 0-0,26 S
200477 9 S
2005253 8 5,3
2006 8.4 8
2008'7
2008 2,3 34
2009%32 S 2,0
2011'7° 7,6 S
2016'%° 4.8

=: Aus dem entsprechenden Jahr liegt keine MRS A-Punktpriavalenzstudie vor.

Der zunehmende Anteil der Heimeinrichtungen am MRSA-Gesamtpool ist Ausdruck des
immer besser werdenden MRSA-Managements mit stabilen Prdvalenzen im klinischen
Bereich und der im Vergleich dazu vernachldssigten MRSA-Surveillance mit steigenden,
bzw. auf hoherem Niveau stabilen Privalenzen im Bereich von Alten- und
Pflegeeinrichtungen. Ohne das SchlieBen dieser ,,Surveillance-Schere® wird die MRSA-

Problematik langfristig nicht zu 16sen sein.

5.1.2 Privalenzvergleich MSSA/MRSA-Raten.

Die gemittelte Prdvalenz von MRSA an allen nachgewiesenen Staphylococcus aureus-
Isolaten lag bei 20,1% und damit deutlich hoher als in anderen Studien. Neuhaus et al. hatten

174 Woltering et al. 2008 eine Privalenz von 2,3%'"®.

2001 eine Pravalenz von 6,3% ermittelt,
Der fiir die saarldndischen Heimeinrichtungen nachgewiesene Anteil an MRSA ist demnach
auBBerordentlich hoch gewesen. Fiir einen Vergleich mit entsprechenden Krankenhausdaten
konnen die Daten der PEG-Resistenzstudien herangezogen werden. Fiir das Jahr 2007 lag der
Prozentsatz von MRSA an klinischen Staphylococcus aureus-Isolaten bei 20,3%,'*® und damit
auf einem &hnlichen Niveau wie die Werte der vorliegenden Studie. Ein genauer Vergleich

von Krankenhausprivalenzen ist allerdings nicht mdglich, da im Krankenhaus nicht die
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generellen Staphylococcus aureus-Besiedlungen, sondern in der Regel nur die Staphylococcus
aureus- und MRSA-Infektionen nachgewiesen und erfasst werden.

Die Pravalenz von Staphylococcus aureus liegt bei gemittelten 43%, und damit in dem fiir
geriatrische Heimbewohner mit altersentsprechenden Komorbidititen zu erwartenden
Bereich.” Betrachtet man einzelne Heime, fallen die teilweise sehr hohen Privalenzen von bis
zu 70% auf. Heime mit einer hohen Privalenz von Staphylococcus aureus von iiber 50%
wiesen dabei auch eine hohe Privalenz an MRSA auf. Hinsichtlich des Prozentsatzes von
MRSA an MSSA ist dieser Zusammenhang nicht so deutlich. Das Heim mit der mit 39%
hochsten Rate von MRSA im Verhiltnis zu MSSA wies eine Staphylococcus aureus-

Préavalenz von lediglich 38,3% auf und lag damit im Heimvergleich im unteren Drittel.

5.2 Risikofaktoren

An dieser Stelle ist auf einen wichtigen methodischen Unterschied dieser Arbeit zu den
Studien, die zum Thema Risikofaktoren zitiert werden, hinzuweisen. Daten zu Risikofaktoren
wurden in der vorliegenden Arbeit lediglich von bereits als MRSA-Tréager identifizierten
Bewohnern erfasst. Entsprechend liegen, im Unterschied zu den zitierten Arbeiten, keine
Daten zum statistischen Vergleich der MRSA-besiedelten mit den nicht MRSA-besiedelten
Bewohnern vor. Um aus den erfassten Daten iiber die reine Deskription hinaus statistische
Aussagen zu Risikofaktoren machen zu konnen, wurden die Heime in Prdvalenzgruppen
aufgeteilt. Statistisch wurde iiberpriift, ob einzelne Risikofaktoren eine Assoziation zu
bestimmten Pridvalenzgruppen aufwiesen, also in bestimmten Gruppen gehduft auftraten. Da
die Prdvalenzen ja jeweils fiir einzelne Heimeinrichtungen festgestellt wurden, kénnen im
Ergebnis auf diesem Weg statistische Aussagen dariiber gemacht werden, ob auf Ebene der
Heime ein Zusammenhang zwischen der Haufung einzelner Risikofaktoren und der Tatsache
einer hohen Privalenz besteht. Faktoren, bei denen sich ein entsprechender Zusammenhang
nachweisen liel}, wurden als Risikofaktoren eingestuft und umgekehrt. Kritisch muss bemerkt
werden, dass das Fehlen einer Kontrollgruppe die Aussagekraft der zu den einzelnen

Risikofaktoren erfolgten statistischen Auswertungen mindert.

5.2.1 Alter

Das Ergebnis ,,geringeres Alter als Risikofaktor erstaunt, denn die meisten der bekannten
Risikofaktoren resultieren aus typischen Erkrankungen des fortgeschrittenen Lebensalters

(z.B. Tragen einer Endoprothese, Harnkatheter, Immobilitét), beziehungsweise stellen selber
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eine altersassoziierte Erkrankung dar (z.B. offene Wunden, Dekubiti). In mehreren

Untersuchungen konnte das Alter entsprechend als Risikofaktor nachgewiesen werden,'™* 1>

% yon von Baum et al. wurde eine statistisch nicht signifikante Tendenz zu héherem Alter als

3 In anderen Studien stellte sich das Alter zwar nicht als

190, 194

risikoerhdhend beschrieben’
eigenstindiger Risikofaktor heraus, aber auch die Daten dieser Studien wiesen jedoch
tendenziell eher in Richtung eines erhdhten Risikos bei hoherem Alter. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie weichen insofern von der herrschenden Studienlage ab. Lediglich Nillius
et al konnten 2016 einen statistisch nicht signifikanten Zusammenhang zwischen héherem
Alter und niedrigerer Besiedelungsrate beobachten.'™ Eine mégliche Erklirung fiir die
abweichenden Ergebnisse der vorliegenden Studie findet sich bei Betrachtung der
Altersstruktur der Bewohner einzelner Einrichtungen. In Einrichtung 10 aus der Gruppe der
Heime mit hoher Prévalenz befanden sich vier der insgesamt neun positiv getesteten
Bewohner in der Altersgruppe der 50-60-jdhrigen, drei in der Gruppe der 61-70-jdhrigen. In
der vorliegenden Stichprobe von 114 Bewohnern werden die im Vergleich zu der sonst

anzutreffenden Altersstruktur der Heimbewohner stark abweichenden Extremwerte/Ausrei3er

die Ergebnisse deutlich beeinflusst haben.

5.2.2 Dauer des Heimaufenthalts

Die gewonnenen Daten gaben keinen Anhalt fiir die Einordnung der Heimaufenthaltsdauer als
Risikofaktor einer MRSA-Besiedelung. Dieses Ergebnis entspricht dem mehrerer Studien.'”
% Andere Studien kommen zu abweichenden, teils widerspriichlichen Ergebnissen: Wihrend
von Neuhaus et al. '® und Jans et al. ** eine lange Aufenthaltsdauer als Risikofaktor
herausarbeiteten, kommen andere Gruppen zu dem Ergebnis, dass kurze Heimaufenthalte in
einem Zusammenhang zu einer MRSA-Besiedelung stehen.'”” % 7 Die
Heimaufenthaltsdauer 1ldsst sich nach den Daten dieser Untersuchung und bei

widerspriichlicher Studienlage nicht als prédisponierender Faktor einer MRSA-Besiedelung

werten.

5.2.3 Krankenhausaufenthalte

Bei der statistischen Auswertung der in dieser Studie gewonnenen Daten liel sich kein
Zusammenhang zwischen einer hoheren MRSA-Préivalenz und der Tatsache eines stationidren
Krankenhausaufenthaltes, der Héaufigkeit eines solchen oder der Gesamtaufenthaltsdauer in

Krankenhdusern in den letzten 12 Monaten vor Durchfiihrung des Screenings feststellen.
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Dieses Ergebnis steht in einem gewissen Widerspruch zu der Vielzahl an Studien, die
Krankenhausaufenthalte als Risikofaktoren einer MRSA-Besiedelung nachgewiesen haben.
173, 179, 194, 200, 237 189 186. 192 11y ediglich zwei weiteren Untersuchung, von Eveillard et al. '**
und Stone et al.'® lieBen sich, wie in der vorliegenden Studie, Krankenhausaufenthalte nicht

als Risikofaktoren einer MRS A-Besiedelung ausmachen.

5.2.4 Pflegestufe

Pfingsten-Wiirzburg et al. haben die Pflegestufe als eigenstindigen Risikofaktor
herausgearbeitet,'”’ bei Neuhaus et al. konnte eine entsprechende, statistisch nicht signifikante

Tendenz festgestellt werden.'™

Die vorliegende Studie konnte diese Ergebnisse nicht
bestitigen und kommt damit zum gleichen Ergebnis wie Hopken et al.'”” In einigen
europdischen Untersuchungen sind bei Heimbewohnern geriatrische Scores erhoben worden,
die wesentlich an der Hilfsbediirftigkeit orientiert sind und daher zu einem Vergleich mit den
in dieser Studie zu der Pflegestufe erfassten Daten sinnvoll herangezogen werden konnen.
Eveillard et al. konnten mit dem franzdsischen AGGIR-Score einen signifikante

239 mit dem Barthel-

Riskoerh6hung nachweisen,184 Jans et. al mit dem Katz-Score ebenfalls,
Index lieB sich von Manzur et al. ein solcher Zusammenhang nicht nachweisen.'” Die

Studienlage ist demnach auch zu diesem Punkt uneinheitlich.

5.2.5 Sonden und Katheter

Das Liegen von Harnkathetern und Gastrostomiesonden war in der vorliegenden Arbeit nicht
mit einer erhohten MRSA-Préivalenz assoziiert. In der Mehrzahl der Studien erwies sich der
entsprechende Parameter (in englischsprachigen Veroffentlichungen meist unter dem Punkt
»~indwelling devices” zusammengefasst) hingegen als Risikofaktor einer MRSA-
Besiedelung.' 17+ 8% 190 233 Muyrphy et al. konnten auf Ebene der Heime eine Zahl an
katheterisierten/mit Gastrostomiesonden versorgten Bewohnern als Pradiktor einer hohen

182

MRSA-Préavalenz ausfindig machen. ™ In der Arbeit von Brugnaro et al. konnte keine

Risikoerhohung festgestellt werden.'**

5.2.6 Diabetes mellitus

Auch eine Diabetes mellitus-Erkrankung zeigte keine Assoziation zur MRSA-Privalenz, das

Ergebnis entspricht dem nach Studienlage Erwartbaren.'’>- 1+ 237-239 173
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5.2.7 Offene Wunden und Geschwiire

Ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von Wunden oder Decubitalgeschwiiren und
der Zuordnung zu einer der Prdvalenzgruppen konnte nicht nachgewiesen werde. Bei
Betrachtung der Studienlage ergibt sich erneut ein uneinheitliches Bild mit einer ungefahr
gleichgroflen Zahl an Studien, in denen Wunden und Geschwiire als Risikofaktoren eingestuft

180, 184, 190, 239

wurden und solchen, in denen sich ein risikoerhdhender Zusammenhang nicht

. . 1 194, 2
nachweisen lieB.'8¢ 194237

52.8 Grofle des Heimes

Manzur et al. hatten in ihrer Studie eine HeimgroBe <150 Betten als unabhingigen

1 . .
90 von Baum et al. wiesen einen

Risikofaktor einer MRSA-Besiedelung ausgemacht,
Zusammenhang zwischen einer Heimgrofe zwischen 41 und 100 Betten und einem erhdhten
MRSA-Risiko nach.”*? In den Studien erwies sich eine vergleichsweise geringe HeimgroBe
als Risikofaktor einer hohen MRSA-Priavalenz. In der vorliegenden Arbeit wird dieses Risiko
bei einer vergleichenden Betrachtung der HeimgroBen unter Einbeziehung der ermittelten
MRSA-Priavalenzen schnell offensichtlich, denn die sechs Heime mit den hdchsten

Priavalenzen hatten eine Bettenzahl von unter 120.

5.3 Sensitivitiat bestimmter Abstrichlokalisationen

Wie beschrieben wurden in der vorliegenden Untersuchung bei allen Probanden Abstriche aus
den Nasenvorhofen, bei gegebener Risikolokalisation zusdtzlich an Katheter-
/Sondeninsertionsstellen , offenen Wunden und/oder Ulcera Proben abgenommen. Die bisher
durchgefiihrten Studien zur Sensitivitidt bestimmter Abstrichlokalisationen im Rahmen von
Screeninguntersuchungen kamen zu recht unterschiedlichen Ergebnissen. Als problematisch
hat sich eine gastrointestinale Besiedelung herausgestellt, die sich nach den Ergebnissen
mehrerer Arbeiten bei Abstrichen an Nasen sowie im Bereich von Hautldsionen und offenen
Wunden nur unzureichend nachweisen lisst. " 2°7 2% 25260 Iy einer 2007 von Zhang et al.
verdffentlichten Screeninguntersuchung mittels nasaler und rektaler Abstriche, sowie
Abstrichen im Bereich von Hautldsionen (einschlielich offener Wunden und
Insertionsstellen) etwa war bei insgesamt 72 von 854 (24%) Krankenhauspatienten eine
MRSA-Besiedelung nachgewiesen worden. Bei 17 dieser Patienten war der nasale Abstrich

negativ, bei 12 Patienten war die Besiedelung lediglich durch den rektalen Abstrich
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nachweisbar, bei 2 Patienten war neben dem rektalen auch der an Hautldsionen abgenommene
Abstrich positiv, und nur 3 Patienten waren ausschlieflich durch den im Bereich von
Hautldsionen abgenommenen Abstrich als MRSA-positiv aufgefallen.””” Um diesem Problem
zu begegnen wird von den entsprechenden Autoren die Abnahme rektaler Abstriche

231,261 g JieB sich in der Studie von Currie et al. durch Kombination nasaler und

empfohlen.
rektaler Abstriche eine Sensitivitit von 96%, durch Kombination nasaler und Abstriche an
Hautldsionen lediglich eine Sensitivitidt von 73%, und fiir isolierte Nasenabstriche eine von

. 231
nur 68% erreichen.?

Nach Girou et al. liefe sich durch Kombination nasaler-, perianaler-
und Rachenabstriche eine Sensitivitit von 89% erreichen, wohingegen ein rein nasales

Screening lediglich 80% der MRSA-Fille detektiert.*®’

In einer von Baker et al. vorgenommenen Screeningstudie in einem ,,veterans affairs hospital*
hingegen hat sich die extranasale und somit auch die gastrointestinale Besiedelung, als eng
korreliert mit einer nasalen Besiedelung herausgestellt, so dass eine isoliert-extranasale
Besiedelung in lediglich 2% der untersuchten Patienten auftrat.”>> Entsprechend wurden in
dieser, aber auch in anderen Studien fiir isolierte Abstriche aus den Nasenvorhofen hohe
Sensitivititsraten von 84%%' bis zu 91%”* bzw. 93%>> *** ermittelt. Sanford et al. haben fiir
eine Kombination von Abstrichen der Nasenvorhofe und Hautldsionen eine Sensitivitit von
100% festgestellt’®. Die stark abweichenden Untersuchungsergebnisse lassen sich wesentlich
auch durch die Unterschiedlichkeit der Studienpopulationen erkldren. Der wesentliche
Einfluss deren Charakteristika auf die Sensitivitdit wurde von Bittermann et al. untersucht.
Dabei hat sich fortgeschrittenes Alter als wichtigster, die Wahrscheinlichkeit einer parallel
nasalen und multilokuliren Besiedelung erhéhender Faktor erwiesen.®® Fiir die vorliegende
Untersuchung mit einer geriatrischen Altersstruktur der Screeningpopulation kann daher von
einer hohen Sensitivitit eines Screenings mit den Abstrichlokalisationen Nasenvorhéfe und

Risikolokalisationen ausgegangen werden.

Dennoch bleibt kritisch festzuhalten, dass auch in der vorliegenden Untersuchung
moglicherweise ein geringer Prozentsatz insbesondere gastrointestinaler Besiedelungen nicht
nachgewiesen werden konnte. Vor diesem Hintergrund erscheinen die festgestellten hohen
Besiedelungsraten in den Saarbriicker Altenheimen noch besorgniserregender. Nach den
Ergebnissen dieser Studie ergibt sich, mit der erwidhnten FEinschrinkung moglicher
entgangener gastrointestinaler Besiedelungen, eine Sensitivititsrate des Nasenscreenings von

88,6%. Bei 13 isoliert nichtnasal Besiedelten in dieser Studie und nach Auswertung der
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Studienlage muss festgehalten werden, dass isolierte Abstriche aus den Nasenvorhdfen fiir
Screeninguntersuchungen nicht hinreichend sensitiv sind, so dass zur Ermittlung der fiir
bestimmte Populationen und Zielstellungen jeweils optimalen Kombinationen von
anatomischen Abstrichlokalisationen weitere Studien notwendig sind. Die hohe Zahl der in
dieser Studie neu detektierten Besiedelungsfille unterstreicht die Effizienz und Wichtigkeit

von Screeninguntersuchungen als zentralen Bestandteil einer aktiven Surveillance.

5.4 Typisierungsergebnisse

5.4.1 Antibiogramme

Informationen {iber die Resistenzen der in bisherigen Studien in Alten- und
Pflegeeinrichtungen in Deutschland isolierten MRSA sind mit einer Ausnahme in den
jeweiligen Artikeln und Berichten nicht aufgefiihrt und daher fiir einen Vergleich nicht
zuginglich. Vergleichsdaten aus Heimeinrichtungen stehen nur aus einer Privalenzstudie in
Homburg/Saar zur Verfiigung. In der Studie von Geipel et al. wurden 2003 insgesamt drei
MRSA isoliert, alle Isolate zeigten dabei das auch in dieser Studie am héufigsten
anzutreffende Resistenzmuster des Rhein-Hessen-Epidemiestammes.

Die im Vergleich mit Daten des NRZ und der PEG auffillige Resistenz aller Isolate gegen
Ciprofloxacin (NRZ: 93,8%°%, PEG: 93,1%'*") erklart sich mit der Dominanz des Rhein-
Hessen-Epidemiestammes in dieser Untersuchung, zu dessen Charakteristika die Resistenz
gegen Ciprofloxacin zdhlt. Multizentrisch auf nationaler Ebene gesammelte Resistenzdaten
enthalten Isolate unterschiedlichster Stidmme, was im Ergebnis zum Nachweis weiter

gefdcherter Resistenzmuster fiihrt.

5.4.2 spa-Typisierung

Die in der spa-Sequenzierung nachgewiesenen Repeatfolgen waren durchweg bekannt und
von der Ridom AG bereits als spa-Typen definiert sowie auf dem Ridom-spa-Server
dokumentiert. Der spa-Typ t003 ist weltweit anzutreffen®” und in Deutschland**" > und
Europa'® einer der am hiufigsten isolierten Typen. Der am zweithdufigsten isolierte spa-Typ
t504 ist auf dem Ridom-Server wesentlich seltener dokumentiert, sdmtliche Nachweise
stammen aus Deutschland. In einer von Schaumburg et al. 2005 durchgefiihrten
epidemiologischen Privalenzstudie mit klinischen Isolaten waren die spa-Typen t003 und

t504 die im Saarland iiberwiegend anzutreffenden spa-Typen.**' Beide spa-Typen konnten
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auch in einer 2010 vorgenommenen Privalenzstudie an der Universititsklinik des
Saarlandes®” sowie in einer Privalenzstudie in saarlindischen Alten- und

Pflegeeinrichtungen'™

am haufigsten nachgewiesen werden, sich also langfristig als
endemische Klone durchsetzen. Mit gleicher Haufigkeit von drei Isolaten wurden die spa-
Typen t2379 und t1007 isoliert, auf dem Ridom-Server dokumentierte Nachweise stammen
aus Deutschland und Finnland. Fiir den zweimalig nachgewiesenen spa-Typ t837 sind
europaweite Nachweise auf dem Ridom-Server dokumentiert. Die weiteren spa-Typen
wurden in der vorliegenden Studie jeweils einmal nachgewiesen, fiir den spa-Typ t7333
liegen ausschlieBlich fiir Deutschland dokumentierte Nachweise der Ridom-Datenbank vor.

Fiir alle weiteren spa-Typen sind europa-beziehungsweise weltweite Nachweise festgehalten.

23 der 46 spa-typisierten Isolate konnten anhand ihrer klonalen Komplexe (CC) und ihrer
Zuordnung zu Sequenztypen nach MLST direkt als Prototyp oder Subklon des Rhein-Hessen-
Epidemiestammes identifiziert werden. Betrachtet man die Repeatfolgen der iibrigen Isolate,
so fillt, mit einer Ausnahme, eine Ahnlichkeit zu den Repeats des Rhein-Hessen-Stammes
auf, was eine verwandschaftliche Beziehung nahelegt. Lediglich das als spa-Typ t918
ausgewiesene Isolat unterscheidet sich deutlich. Es weist in seiner Repeatfolge eine deutliche

Ahnlichkeit zu Isolaten des Berliner Epidemiestammes auf.

Die nachgewiesenen spa-Typen und ihre Haufigkeitsverteilung entsprechen insgesamt den

nach Literatur und epidemiologischen Datenbanken zu erwartenden Ergebnissen.
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Die Verbreitung und Héaufigkeit der nachgewiesenen spa-Typen gibt die folgende Tabelle

wieder, die auf Daten des Ridom spa-Servers beruht.

Tabelle 24: Hiufigkeit nachgewiesener spa-Typen in dieser Studie, Vergleich mit der Hiiufigkeit auf dem
Ridom-Server, Nachweislinder gem. Ridom-Datenbank (Stand 02.11.2017)

t003 45,65% 8,98% Weltweit
t504 15,22% 0,07% Deutschland
t2379 6,52% 0,01% Deutschland, Finnland
t1007 6,52% <0% Deutschland
t837 4,35% 0,03% Europa, Stidamerika

p
t7333 2,17% <0% Deutschland
txAl 2,17% S )
t001 2,17% 0,53% Weltweit
t002 2,17% 6,83% Weltweit
t1340 Deutschland, Irland, Spanien,

2,17% 0,01%

Norwegen
t105 2,17% 0,20% Weltweit
t067 2,17% 0,76% Weltweit
t2235 Deutschland, Norwegen,

2,17% 0,02%
Grof3britannien, Schweiz

t458 2,17% 0,05% Weltweit
t918 2,17% < 0% Norwegen

Bemerkenswert ist der Nachweis eines Isolats des spa-Typs t067, der insbesondere in Spanien
als multiresistenter Erreger invasiver Erkrankungen in Erscheinung tritt™ und in Deutschland

264 . .
> 2% Dag entsprechende Isolat wies in der

bislang selten anzutreffen war und ist.'
Resistenzpriifung das typische Antibiogramm des Rhein-Hessen-Epidemiestammes (A), in

der PFGE zeigten sich drei vom Rhein-Hessen-Prototyp abweichende Bande (k).

84



5.4.3 PFGE

31 von 33 der einer PFGE unterzogenen Isolate lieBen sich anhand ihres Laufmusters dem
Rhein-Hessen Phinotyp zuordnen. Vom mit A gekennzeichneten Rhein-Hessen-Prototyp
zeigten sich dabei bis zu vier abweichende Banden, die bestehenden Ubereinstimmungen
erlaubten eine klare Zuordnung auch dieser Isolate zum Rhein-Hessen-Typ. Zwei der Isolate

zeigten das Laufmuster des Barnimer Typs.

5.4.4 Vergleich der Typisierungsergebnisse

In dieser Studie kamen unterschiedliche Typisierungsmethoden zum Einsatz. Die
diskriminativen Fihigkeiten der Typisierung nach Resistenzmuster sind zu gering als dass die
Methode bei der Beurteilung einer Ausbruchssituation ausreichende und hinreichend
zuverldssige Informationen iiber Verwandtschaftsgrade der Isolate geben konnte. In der
vorliegenden Untersuchung wiesen mehrere Isolate, die nach den Ergebnissen von PFGE- und
spa-Typisierung eng verwandt waren, unterschiedliche Antibiogramme auf. Dieses Phdnomen
abweichender Phidno- und Genotypen ist meist durch den Verlust oder Erwerb
resistenzvermittelnder mobiler genetischer Elemente wie Plasmide oder Transposons
bedingt."> Von den 45 nach molekularen Typisierungsmethoden dem Rhein-Hessen
Phinotyp zugerechneten Isolaten konnte mittels Antibiogramm eine solche Verwandtschaft
nur bei 24 Isolaten detektiert werden. Die demnach auch in dieser Studie zutage tretenden
Defizite der Typisierung nach Antibiogramm sind beschrieben.*®® Die Methode spielt als

epidemiologisches Werkzeug daher heute kaum noch eine Rolle.

Der in der vorliegenden Arbeit dokumentierte, sich in einer weiteren Differenzierung
einheitlicher spa-Typen in differierenden Laufmustern zeigende, hohere Diskriminationsgrad
der PFGE im Vergleich zur spa-Typiserung entspricht dem nach Studienlage Erwartbaren.'**
%2 Nach Interpretation der Laufmuster gemif den Tenover-Kriterien ergibt sich zwischen den
beiden Methoden eine Deckungsgleichheit in der epidemiologischen Einordnung der Isolate.
Beide Verfahren kommen bei den 32 beiden Verfahren unterzogenen Isolaten zu dem
Ergebnis, dass 31 Isolate dem Rhein-Hessen Phanotyp verwandt sind und ein Isolat dem

Berliner Phanotyp angehort.

PFGE und spa-Typisierung sind etablierte Verfahren. Die Elektrophorese findet aufgrund
threr besseren Trennschérfe und trotz des mit ihr verbundenen hoheren personellen- und

Zeitaufwands insbesondere bei der Untersuchung akuter Ausbriiche zur Anwendung. In
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Langzeituntersuchungen kann ihr hoher Diskriminationsgrad das Erkennen phylogenetischer
Zusammenhédnge jedoch erschweren oder gar verhindern, was die Anwendbarkeit der PFGE
in diesem Bereich einschrinkt.'* 2" 2 Als Nachteil der PFGE wird zudem die
problematische Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, insbesondere beim Vergleich von in

. . 2
verschiedenen Laboratorien gesammelten Daten, angesehen.*®

Die spa-Typisierung wiederum hat Einschrinkungen bei der Untersuchung lokaler
Epidemien. Von der Vielzahl bisher nachgewiesener spa-Typen (Stand 02.11.2017: 17423)
haben sich einige endemisch verbreitet mit dem Ergebnis, dass sie bei einer lokalen Epidemie
dominieren und die Klidrung epidemiologischer Zusammenhédnge mittels spa-Typisierung
erschwert wird.””" Es fehlt der spa-Typisierung in diesem Fall an Diskriminationsfihigkeit,
was an der Beschrinkung dieser Methode auf die Sequenzierung lediglich eines kleinen,
hochvariablen Genabschnitts beruht. Ein weiteres Problem der spa-Typisierung beruht auf
einem Genaustausch zwischen nicht verwandten Klonen in dem sequenzierten Bereich, was
im Ergebnis zu Homologien und identischen spa-Typen nicht verwandter Isolate und damit zu

242,271 . .
-2"! Bin bereits

falschen epidemiologischen und klinischen Schlussfolgerungen fiithren kann.
genutzter Weg zur Umgehung der beschriebenen Probleme ist die Sequenzierung weiterer
Markerregionen.”’””  *'  Den  héchsten  Diskriminationsgrad  epidemiologischer
Typisierungsmethoden weist die Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing;
WGS) auf. Die methodischen Fortschritte der vergangenen Jahre ermdglichen eine
zunehmend kostengiinstige Anwendung, so dass das WGS verspricht, sich als neuer
internationaler Goldstandard in der klinischen und wissenschaftlichen Epidemiologie von

Krankheitserregern durchsetzen.

5.5 Ausbreitungswege

Krankenhausaufenthalte sind der am haufigsten bestdtigte singuldre Risikofaktor einer
MRSA-Besiedelung in Alten-und Pflegeeinrichtungen. Krankenhéuser stellen den wichtigsten
Pool und, aufgrund des hohen Selektionsdrucks durch antibiotische Therapien, maf3geblichen
Ort sich neu entwickelnder MRSA dar. Vor dem Hintergrund der hohen durch MRSA-

. 211, 219-221
Infektionen verursachten Kosten>'" 2!

sowie der vom Keim ausgehenden allgemeinen
Gesundheitsgefahrdung wurden vom Robert-Koch-Institut als Bundesbehorde Priventions-
und Kontrollempfehlungen erarbeitet’”> und auf Ebene einzelner Kliniken individuelle

Strategien zur MRSA Surveillance entwickelt. Die mit der Prévalenz steigenden Erfahrungen
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mit dem Keim haben im klinischen Bereich vielfach zur Etablierung effizienter MaBBnahmen
zur Privention der Ausbreitung und zum Management von MRSA gefiihrt.'>* 27

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, dass ein gutes MRSA-Management in den
Kliniken alleine nicht geniigen wird, um die Rate methicillinresistenter Staphylococcus
aureus als Erreger schwerwiegender nosokomialer Infektionen langfristig zu reduzieren.
Denn neben den MRSA-Pools in Kliniken, den caMRSA innerhalb einer steigenden Zahl von
Subpopulationen der Allgemeinbevilkerung und den [aMRSA in Nutztierbestinden stellen

2742 . .
74277 \vie auch in der

Alten- und Pflegeeinrichtungen ein wichtiges MRSA-Reservoir dar,
vorliegenden Studie mit einer gemittelten MRSA-Pridvalenz von 8,44% gezeigt wurde.
Zwischen den Pools existieren einerseits Uberschneidungen, beispielsweise bei Aufnahme
eines MRSA-besiedelten Heimbewohners in eine Klinik, andererseits bedingen sie sich zum
Teil wechselseitig, etwa falls ebenjene MRSA-besiedelten Heimbewohner ihren Keim
nosokomial iibertragen. Der wechselseitige Einfluss von MRSA-Ausbriichen in
Heimeinrichtungen und Krankenhéusern auf die Privalenzsituation wurde von Lee et al. 2013
mit einer Software simuliert.”’® Dabei zeigte sich eine wechselseitige Beeinflussung der
MRSA-Prévalenzen von Heimen und Krankenhdusern. Ausbriiche in Heimeinrichtungen
hatten léngerfristig sogar einen Einfluss auf die Prdvalenz weiterer regionaler
Heimeinrichtungen.278 In einer Studie aus Hong Kong war, allerdings bei einer MRSA-
Privalenz von 20% in den untersuchten Heimeinrichtungen, eine MRSA-Ubertragung in der
Heimeinrichtung sogar wahrscheinlicher als im Krankenhaus.*”

Dennoch werden Alten- und Pflegeeinrichtungen noch zu selten mit in MRSA-
Kontrollstrategien einbezogen.””® Zudem besteht, wie von Autoren der Cochrane Library
festgestellt, ein groBer Forschungsbedarf in Bezug auf die Ubertragung, die
Infektionspravention und Kontrollstrategien von MRSA im speziellen Umfeld von Alten- und
Pflegeeinrichtungen.””” Mittlerweile erscheint eine Fokussierung der die Infektionskontrolle
betreffenden Anstrengungen auf den Bereich der Heimeinrichtungen notwendig, um die im
Bereich von Krankenhdusern erreichten Erfolge nicht durch eine kontinuierliche Zunahme

von MRSA im Pool der Altenpflegeeinrichtungen schon kurzfristig zu gefahrden.
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5.5.1 Lokale Ausbriiche oder Héiufung von MRSA in einzelnen

Einrichtungen

In der vorliegenden Studie waren in fast allen Heimeinrichtungen relativ hohe Prévalenzen
von MRSA festgestellt worden. Ob es sich in einzelnen Heimen im epidemiologischen Sinne
um eine Haufung oder einen Ausbruch handelte, muss unter Einbeziehung der

Typisierungsergebnisse und der epidemiologischen Gesamtsituation entschieden werden.

5.5.1.1 Einrichtung 3

Das Heim mit der hochsten Priavalenz von 18,1% ist die Einrichtung 3. In der Einrichtung
waren schon vor der Untersuchung die MRSA-Besiedelung von 20 Bewohnern bekannt und
bei der Vorabbefragung angegeben worden. Von diesen wurden achtzehn erneut untersucht,
alle Untersuchten waren MRSA-positiv, obwohl bei zehn der achtzehn bereits
hausirztlicherseits eine Eradikationstherapie eingeleitet, teilweise auch schon mit negativen
Abstrichen abgeschlossen wurde. Hinweise auf eine mogliche Ursache der hohen Prédvalenz
geben die Typisierungsergebnisse. Die vier typisierten Proben zeigten in der spa-Typisierung
ausschlieBlich den Typ t003, in der PFGE zeigten sich bis zu drei abweichende Banden, was
im Falle eines lokalen Ausbruchs nach den Tenover-Kriterien fiir ein enges
Verwandtschaftsverhéltnis der Isolate spricht. Fiir ein sicheres Urteil hinsichtlich der Frage
einer lokalen Epidemie wire die molekulare Typisierung einer grofleren Zahl an Isolaten aus
dem Heim hilfreich gewesen. Die Typisierungsergebnisse unterliegen zudem der
Einschrinkung, dass es sich bei den nachgewiesenen spa- und PFGE-Typen um epidemische
Klone handelt, deren gehduftes Auftreten in einer Einrichtung nicht zwangslaufig den Schluss
auf einen lokalen Ausbruch zuldsst. Dennoch spricht, gerade bei Beriicksichtigung der mit
20% auffallend hohen MRSA-Pridvalenz unter den getesteten Mitarbeitern, vieles fiir einen

lokalen Ausbruch.

5.5.1.2 Einrichtung 10

Im Heim mit der dritthdchsten Pravalenz von 14% gibt es ebenfalls deutliche Anhaltspunkte
fiir einen lokalen Ausbruch von MRSA. Die sechs spa-typisierten Isolate weisen nicht
denselben, aber einen in der Repeatfolge sehr dhnlichen spa-Typ auf. Die drei einer PFGE
unterzogenen Isolate zeigten maximal zwei Banden Abweichung, was ebenfalls fiir eine enge

Verwandschaft spricht. In dem Heim wurde zudem die mit 18,8% zweithochste MRSA-
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Besiedelungsrate unter Mitarbeitern festgestellt. Dabei war aufféllig, dass alle drei positiv

getesteten Pflegekréfte in demselben Wohnbereich tédtig waren.

5.5.1.3 Einrichtung 12

In Einrichtung 12 wurde bei vier Bewohnern eine Besiedelung festgestellt, wodurch sich eine
MRSA-Préavalenz von 11,1% ergab. Der Verdacht auf eine lokale Epidemie ergibt sich im
Falle dieses Heimes aus den Ergebnissen der PFGE, in der zwei der drei mittels PFGE
typisierten Isolate als solche des Barnimer Phédnotyps, und somit eines in der Saar-Region
nicht endemischen Stammes, identifiziert wurden. Es handelt sich um die einzigen Isolate, die
in dieser Studie nach der PFGE dem Barnimer Phénotyp zugerechnet wurden. Angaben iiber
die Herkunft beider Patienten sind nicht bekannt, die betreffenden Bewohner wohnten in
getrennten Zimmern und wiesen beide Aufenthalte in unterschiedlichen regionalen
Krankenhdusern auf. Es ist lediglich eines der nach PFGE dem Barnimer Stamm zugehdrigen
Isolate einer spa-Typisierung unterzogen worden, wobei sich der spa-Typ t918 nachweisen
lieB. In der Einrichtung wurde ein weiteres Isolat einer PFGE unterzogen, wobei sich das
Bandenmuster des Rhein-Hessen-Epidemiestammes zeigte. Das vierte MRSA-Isolat wurde
nicht mittels PFGE oder spa-Typisierung untersucht. Im Antibiogramm dieses Isolates zeigte
sich ein fiir den Barnimer Phénotyp typisches Antibiogramm, was jedoch aufgrund der
geringen Trennschérfe der Antibiogramme (siehe unter 4.4.4) wenig aussagekréftig ist. Allein
von der Héufung eines regional nicht endemischen MRSA kann im Falle dieser Einrichtung

jedoch nicht auf eine Ausbruchssituation geschlossen werden.

5.6 MRSA-Privalenz beim Pflegepersonal

Wie berichtet, schwankte die Teilnahmebereitschaft des Pflegepersonals erheblich, aus acht
von dreizehn Heimen nahmen Mitarbeiter teil. Das Angebot eines MRSA-Screenings 16ste
unter den Mitarbeiten vielfach erhebliche Unsicherheit aus. Mehrfach wurden Befiirchtungen
hinsichtlich negativer Konsequenzen von Seiten des Arbeitgebers (insbesondere Kiindigung
des Arbeitsverhéltnisses) bei festgestellter MRSA-Besiedelung als Grund einer
Nichtteilnahme geduBert. Auf dhnliche Angste waren Thorstad et al. bei einer Privalenzstudie
in Norwegen gestoBen.”*® Unsicherheit und Angst im Umgang mit MRSA sind oft Ausdruck
mangelnder Informationen, auch Heudorf et al. konnten in einer an die Leitungen Frankfurter
Heime gerichteten Umfrage ein auf Seiten der Einrichtungen als defizitir empfundenes

281

Wissen um MRSA dokumentieren.”" Auch konkrete, dem Personal Sicherheit gebende
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Leitfaden zum Umgang mit MRSA, im Klinikbereich langst Standard, fehlten in allen Alten-
und Pflegeeinrichtungen. Einschrdnkend ist daher anzumerken, dass die starken
Schwankungen in der Bereitschaft zur Teilnahme und die in fast allen Heimen zu
konstatierende geringe Beteiligung der Mitarbeiter die Vergleichbarkeit der Ergebnisse

einzelner Heime untereinander und mit denen anderer Untersuchungen limitieren.

Im Vergleich mit den in anderen Untersuchungen nachgewiesenen MRSA-Punktpridvalenzen
unter Alten- und Pflegeheim-Mitarbeitern liegt die in dieser Studie gemittelte Pravalenz von
4,2% eher im unteren Bereich. So hatten March et al. 2008 in einer Einrichtung eine
Mitarbeiterprdvalenz von 14,5% festgestellt, allerdings lag in der betreffenden Einrichtung
auch die Bewohnerprivalenz mit 38,7% deutlich hoher.”® Studien von Schwaber et al. und
Baldwin et al. ermittelten Privalenzen von 11,% und 7,5%.>"® ' 282 In der letztgenannten
Studie lag die Mitarbeiterprivalenz in drei von 45 untersuchten Einrichtungen sogar iiber der
Privalenz unter den Bewohnern.'® Hopken et al. konnten in einem deutschen Heim mit einer

hohen Bewohnerprivalenz von 21% eine Mitarbeiterprivalenz von 6% feststellen.'”

Im Vergleich der Ergebnisse der zitierten Studien fallen in dieser Untersuchung zwei
Einrichtungen mit extrem hoher MRSA-Mitarbeiterpravalenz auf. In beiden Einrichtungen lag
die MRSA-Mitarbeiterprivalenz iiber der Pridvalenzrate der Bewohner. Es handelt sich um
das Heim mit der hochsten Bewohnerpriavalenz von 18,1% (Einrichtung 3) sowie um das mit
der vierthochsten Prdvalenz von 14% (Einrichtung 10). Die von den Mitarbeitern der
Pflegeeinrichtungen gewonnenen Isolate wurden keiner Typisierung unterzogen, die hohen
Privalenzen machen eine Ubertragung von MRSA innerhalb der Einrichtung von
Mitarbeitern auf Patienten jedoch auch ohne eine Bestitigung durch entsprechende
Typisierungsergebnisse wahrscheinlich. Der wesentliche Beitrag des Pflegepersonals bei der
Verbreitung von MRSA ist vielfach beschrieben,?* 2** Pflegekriifte fungieren dabei meist als

Vektoren.”**

Baldwin et al. konnten einen Besiedelungsrad des pflegerischen Personals von
iber 12,5% als eigenstindigen Risikofaktor einer MRSA-Koloniesation im Heimbereich
nachweisen.'® Pflegerisches Krankenhauspersonal betreffend mehren sich die Stimmen, die
Screeninguntersuchungen auf MRSA aullerhalb von akuten Aussbruchssituationen fiir
sinnvoll und notwendig halten, um das stille Reservoir klinisch inapparent besiedelten

. o 244,284,2
Pflegepersonals kontrollieren zu kénnen.*** 284 2%

Ein routinemifBiges Screening von Pflegepersonal in Heimeinrichtungen wird in der Literatur

bislang nur sehr vereinzelt vertreten.’”> 2*® Gerade in Lindern mit traditionell eher niedrigen
g g
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Pravalenzraten, wie zum Beispiel in Deutschland, wird von vielen Autoren ein generelles
Screening von Pflegekriften als nicht notwendig erachtet.'”* Statt dessen werden Schulungen,
Fortbildungen und eine generelle Optimierung des Hygienemanagements empfohlen.'”
Andere Autoren zweifeln an der praktischen Umsetzbarkeit von strengen Hygieneleitlinien in
Heimeinrichtungen, die ja immer auch das ,,zu Hause“ der dort lebenden Menschen seien.”®
Vor dem Hintergrund der steigenden Bedeutung des MRSA-Pools in ,,Alten- und
Pflegeeinrichtungen® sollte, auch unter dem Eindruck der Ergebnisse dieser Studie, ein
Routinescreening von pflegerischen Mitarbeitern in Heimeinrichtungen in Deutschland

erwogen werden.

5.7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich mit einer mittleren Pravalenz von 8,44% ein im
nationalen Vergleich hoher Besiedelungsgrad von Altenheimbewohnern im Stadtgebiet von
Saarbriicken. Die Gesamtschau aus molekularer Typisierung gewonnener Isolate und einer
hohen Prédvalenz sowohl unter Bewohnern als auch dem Pflegepersonal lieB in zwei
Heimeinrichtungen den Riickschluss auf eine lokale Ausbruchssituation zu. Beide Punkte
unterstreichen die Bedeutung von Heimeinrichtungen als eigenstdndiges MRSA-Reservoir
sowie die Notwendigkeit klarer Surveillancestrategien in Altenheimen. Zentrale Bestandteile
einer Surveillancestrategie sollten ein Aufnahmescreening, eine konsequente Dekolonisation
besiedelter Bewohner sowie eine konsequentes Befolgen der Hygienerichtlinien, insbesondere
die der Handhygiene, durch Pflegepersonal und Heimbewohner sein.'® **’ Eine Verdichtung
der Arbeitsabldufe erschwert die Umsetzung von Hygienerichtlinien, entsprechend wirkt sich
ein hoherer pflegerischer Betreuungsschliissel gilinstig auf Besiedelungsraten in
Heimeinrichtungen aus.”®” ** Die in einzelnen Heimen dieser Studie sehr hohen MRSA-
Besiedelungsraten des Pflegepersonals lassen zudem ein Routinescreening von Pflegekréften

sinnvoll erscheinen.
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7 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

AGGIR

agr

aux

BORSA

caMRSA

CC

CLSI

CcCr

ECDC

EMRSA

fem

EARS

haMRSA

KISS

laMRSA

MHK

MLST

MSCRAMMs

MRSA

MRE

MSSA

NRZ

ORF

PBP

autonomie gérontologique groupes iso-ressources

accessory gene regulator

auxiliary genes

borderline-Oxacillin-resistente Staphylococcus aureus

community associated Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
klonaler Komplex

Clinical Laboratory Standards Institute

cassette chromosome recombinase

European Center for Disease Control

epidemischer Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

factors essential for methicillin resistance

European Antimicrobial Resistance Surveillance System
hospital-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System

livestock-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
minimale Hemm-Konzentration

Multi-Locus-Sequenz-Typisierung

microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
multiresistente Erreger

Methicillin-sensible Staphylococcus aureus

Nationales Referenzzentrum fir Surveillance nosokomialer Infektionen

open reading frames

Penicillin-bindendes Protein
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PCR

PEG

PEG

PFGE

PVL

RKI

SCC

SCV

spa

ST

TCRS

TSST-1

VISA

VRSA

WGS

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Perkutane Endoskopische Gastrostostomie
Paul-Ehrlich-Gesellschaft

Pulsfeld-Gelelektrophorese

Panton—Valentine Leukozidin

Robert-Koch-Institut

Staphylococcal Cassette Chromosome
small-colony-variants

Staphylococcus aureus Protein A-Gen

Sequenz Typ

two-component regulatory systems
Toxisches-Schock-Syndrom-Toxin-1
Vancomycin-intermedidr-sensible Staphylococcus aureus
Vancomycin-resistente Staphylococcus aureus

Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing)
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Durchfiihrungsprotokoll der Pulsfeldgelelektrophorese

Universitatsklinikum des Saarlandes .
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und ?Z;te 115 von
Hygiene
Version:
Titel: PULSFELD — GELELEKTROPHORESE (PFGE)
Anlage:
Dokumentenart:

1 Allgemeine Angaben

2 Indikation der Untersuchung

Um unterschiedliche Stimme innerhalb einer Art

(z.B.Staphylococcus aureus oder Enterobacter cloacae)

voneinander abzugrenzen oder Verwandtschaftsgrade zu bestimmen wird die
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) verwendet.

Diese Methode hat sich vor allem bei Ausbruchserkrankungen und / oder einer
Infektquellensuche etabliert.

3 Anforderungen an das Untersuchungsgut

Es werden frische Reinkulturen auf Blutagar bendtigt.
4 Prinzip des Untersuchungsverfahrens

Nachdem die genomische DNA isoliert und gereinigt ist, wird ein enzymatischer Verdau mit
Sma I bei Staphylococcus aureus oder Xba I bei Enterobacter cloacae durchgefiihrt.

Die entstehenden Fragmente haben eine Gréfle von 10 bis700 kb. In einem normalen
Agarosegel wire eine Auftrennung der Fragmente problematisch, da der Siebeffekt der
Agarose Fragmente tliber 20 kb nicht auftrennt.

Bei der PFGE wechselt die Richtung des elektrischen Feldes in einem anfangs

schnellen und spéter langsameren Rhythmus (Pulszeit). Nach jedem Wechsel richten

sich die negativ geladenen DNA-Fragmente neu im elektrischen Feld aus. Die

Laufrichtung der DNA-Fragmente schlief3t einen Winkel von 120 ° ein.

Die Laufgeschwindigkeit der Fragmente ist abhdngig von der Pulszeit, der Spannung und

dem Winkel zwischen den Polen. Da die Pulszeit am Anfang sehr gering ist, wandern

grofle Fragmente zu Beginn nicht, da nach der Ausrichtung im elektrischen Feld,

keine Zeit mehr fiir eine Bewegung entlang des Spannungsgradienten verbleibt.

Kleinere Fragmente wandern schneller, die Laufstrecke verldangert sich zwar auch

durch den Richtungswechsel, aber meistens sind sie auf dem Gel nicht mehr sichtbar.

Die Pulszeiten werden dann kontinuierlich verliangert, so dass auch die gro3en
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Fragmente in Reihenfolge ihres Molekulargewichtes mit der Wanderung durch das

Gel beginnen.

5 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Losungen,
die hergestellt werden miissen

Verbrauchsmaterialien und Gerite

Brain-Heart —Infusion

Oxoid Art. -Nr. CM 225

(Herstellung und Abfiillung in unserer
Néhrbodenkiiche)

PIV — Puffer :

1,576 g TRIS-HCL
58,000 g NaCL
ph 8,0 mit ca. 6,0 ml 1n NaOH-Losung
einstellen, ad 1000 ml mit aqua dest
auffiillen (pH-Wert Kontrolle mit pH —
Meter erforderlich!
- autoklavieren -

2% ige Low Melt- Point-Agarose in PIV
- Puffer:

10 ml PIV — Puffer

0,200 g LMP-Agarose

in der Mikrowelle homogen zur Losung
bringen,im Wasserbad bei ca. 50 ° C
abkiihlen lassen

( kann zu je 0,5 ml aliquotiert und bei 4 °C
gelagert werden)

Lysis-Stammlosung:

17,4 g NaCL (1IM)
11,17 g EDTA (0,1M)
0,29g TRIS-HCL (6mM)

0,60g N-Lauroylsarkosin (2mg/ml)
(+ ca.35ml In NaOH-Ldsung)
ad 300ml mit aqua dest auffiillen; ph 8,0
einstellen (pH-Wert Kontrolle mit pH —
Meter erforderlich!

- autoklavieren —

50 ml Schraubverschluss-Rohrchen
Sarstedt Art. -Nr.62.547.254

37 ° C Brutschrank

Hettich-Zentrifuge
Rotina 420 R

sterile Glas Schraubverschluss-Rohrchen
aus der Nahrbodenkiche

Nephelometer ( siehe Differenzierungs-Platz)
NaCL
iiber die Apotheke der UKH erhiltlich

TRIS-HCL
Merck Art. -Nr.1.08219

I n NaOH —Losung
iiber die Apotheke der UKH erhiltlich

Laborwaage

Spatel und Abwige-Utensilien
Low Melt- Point-Agarose
BIO- RAD Art. -Nr.

161-3111

Mikrowellengerét

Plug Mold

BIO- RAD Art. -Nr.

170 3706

1,5 ml — Reaktionsgefile
Sarstedt Art. -Nr. 720.690.001

EDTA
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Lysis-Losung:

5ml Lysis-Stammldsung

30 pl RNase-Losung (10mg/ml in PIV-
Puffer)

55 pl Lysozym-Losung (10mg/ml in
aqua dest.)

55 pl Lysostaphin-Ldsung

(5 mg/ml in aqua dest.)

RNase-Losung (10mg/ml)
5,0 ml PIV-Puffer

50 mg RNase

16sen ; ( kann zu je 0,1 ml

aliquotiert und bei — 20 °C
gelagert werden)

Lysozym-Loésung (10mg/ml)
10 ml aqua dest.

100 mg Lysozym

16sen ;

( kann zu je 0,25 ml aliquotiert
und bei — 20 °C gelagert
werden)

Lysostaphin-Losung

(5 mg/ml)

400 pl aqua dest

2 mg Lysostaphin

16sen ;

(' kann zu je 60 pl aliquotiert
und bei — 20 °C gelagert
werden)

Roth Art. -Nr.8043,2

N-Lauroylsarkosin
Sigma Art. -Nr. L — 9150

Thermoblock

Einmal- Pasteurpipetten

Sarstedt Art. -Nr. 86.1172

(gassterilisiert im Geldnde der UKH ; erhéltlich iiber
unsere Spiilkiiche)

Eppendorf —Pipetten

Biosphere-Einmal- Pipettenspitzen fiir alle
Eppendorf-Pipetten iiber Sarstedt

13 ml Schraubverschluss-Rohrchen
Sarstedt Art. -Nr.60.540.022

Wasserbad 37° C

RNase

Roche Art. -Nr.109 169
Lysozym

Merck Art. Nr.1.05281.0010

Lysostaphin
Sigma Art. -Nr. L - 4402
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ES-Losung:
93,06g EDTA (0,5 M)
5,0g N-Lauroylsarkosin (1%)
(ca.50 ml aqua dest. zugeben und dann so
viel 1n NaOH-Losung zusetzen,bis die
Losung klar wird - ca 390ml) ad 500ml
mit aqua dest auffiillen; ph 9,0 evtl.mit 1n
NaOH-Losung einstellen (pH-Wert
Kontrolle mit pH — Meter erforderlich!

- autoklavieren —

Proteinase K- Losung (10x)
10 ml ES-Losung (s.o.)
100 mg Proteinase K
in Losung bringen
( kann zu je 0,5 ml aliquotiert und bei — 20
°C gelagert werden)

ESP-Losung :
0,5 ml Proteinase K- Losung (10x)

zu 4,5 ml ES- Losung geben

TE-Puffer:
6,304g TRIS-HCL (10mM)
1,490g EDTA (1mM)

ca 10 ml In NaOH-Ldsung
ad 4000 ml mit aqua dest auffiillen; ph 7,5
evtl.mit In NaOH-Losung einstellen (pH-
Wert Kontrolle mit pH — Meter
erforderlich!

- autoklavieren —

Sure Cut Buffer (1x):
bendtigte Menge
Sure Cut Buffer (10x)

1: 10 mit autoklaviertem aqua dest. (PCR
grade —

z. B. aus Millipore-Anlage) verdiinnen;

Wasserbad 50° C

Proteinase K
Merck Art. Nr.1.24568.0500

Sure Cut Buffer (10x)
Roche Art. -Nr.11 417 959 001

Sma 1
Roche Art. -Nr. z.B.
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restlichen 10 x konz. Puffer wieder bei -20
° C tieffrieren

Buffer Tango (1x)
bendtigte Menge
Buffer Tango (10x)

1: 10 mit autoklaviertem aqua dest. (PCR
grade — z. B. aus Millipore-Anlage)
verdinnen; restlichen 10 x konz. Puffer
wieder bei -20 ° C tieffrieren

TBE-Puffer (0,5x)

2.225 ml aqua dest.

225 ml TBE-Puffer (10 x)
fiir eine Kammerbefiillung frisch ansetzen ;
zur Lagerung autoklavieren

1 % Pulsed Field Certified Agarose

90 ml TBE-Puffer (0,5x)

0,9 g Pulsed Field Certified Agarose

in der Mikrowelle homogen zur Losung
bringen, im Wasserbad bei ca. 50 ° C
abkiihlen lassen und ohne Blasenbildung in
den GieBstand geben und Probenkamm
einsetzen.

Gel 30 min bei Raumtemperatur
polymerisieren lassen, dann 15 min in den
Kiihlschrank stellen.

Ladepuffer
200 mg EDTA

20 g Saccharose

15 mg Bromphenolblau

ad 50 ml mit aqua dest. auffiillen und bei
4°C lagern

10 656 348 001

*Buffer Tango (10x)
Fermentas Art. -Nr.BY 5

*Xba 1
Fermentas Art. —Nr.
ER 0681

*Alle Fermentas — Artikel kdnnen {iber Herrn Spohn
in der Biochemie (Tel.: 26044) bestellt und bezogen
werden.Unsere Kundennummer lautet 41 660.
Abholung téglich in der Biochemie zwischen 13:00 -
14:00 h moglich.

TBE-Puffer (10x)
Appli Chem Art. —Nr.
A 0972,1000

Pulsed Field Certified Agarose, DNA grade)
BIO- RAD Art. -Nr.
162-0137

Giel3stande und Probenkdmme fur
PFGE- Agarosegel

Saccharose
iiber die Apotheke der UKH erhiltlich

Bromphenolblau
Merck Art. Nr.1.11746.0005

119




1% ige Low Melt- Point-Agarose in

0, 5 x konz. TBE - Puffer:

10 ml 0,5 x konz. TBE - Puffer

0,100 g LMP-Agarose

in der Mikrowelle homogen zur Losung
bringen,im Wasserbad bei ca. 50 ° C
abkiihlen lassen

( kann zu je 1,0 ml aliquotiert und bei 4 °C
gelagert werden)

Ethidiumbromid- Firbelosung
(Konzentration = 1,5 nl/ml EBR
Firbelosung):

30 ul 1% ige Ethidiumbromid-Losung auf
200 ml H,O geben

Einmalskalpelle,steril
Braun Art. -Nr.5518075

Ladder
Promega Art. -Nr.G 301 A

CHEF- DR III Pulsed Field Electrophoresis Systems

(BIO- RAD)
(Pulsfeldgelelektrophoreseapparatur)

1% ige Ethidiumbromid-Losung
Roth Art. -Nr.2218.2

Plexiglas — Schaufel

Wannen fiir
PFGE- Agarosegel

Rocky - Schwenkgerét

Vernichtungsbeutel
Sarstedt Art. -Nr.86.1197

ChemiDoc XRS- Geldokumentations- System
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6 Durchfiihrung der Untersuchung

Die Untersuchung gliedert sich in die folgenden verschiedenen Schritte:

Anzucht der Bakterien

Die zu untersuchenden Stamme werden vom Labor in Form von Reinkulturen
auf Blutagar angeliefert.

Eine Kolonie des zu untersuchenden Stammes in 25 ml sterile

Brain-Heart —Infusion einimpfen und iiber Nacht bei 37 © C im Brutschrank
inkubieren. Zur Sterilitdtskontrolle immer ein unbeimpftes BHI-Medium
mitfiihren. Bewachsene Bouillons mit Programm 2 in der Hettich-Zentrifuge
Rotina 420 R (bei 4 ° C fiir 15 min bei 4.500 UpM) zentrifugieren.

Das Pellet nun 2 - mal mit je 25 ml PIV — Puffer waschen.

Hierfiir ebenfalls Programm 2 verwenden .Die gewaschenen Bakterien in

5 ml PIV — Puffer bei 4 ° C lagern.

Einbettung der
Bakterien in
Agaroseblockchen

Die optische Dichte in geeigneten Schraubverschluss-Rohrchen mit je 4,0 ml
vorgelegtem und zuvor sterilisiertem PIV - Puffer auf mindestens MC
Farland 6,0 einstellen.

500ul dieser Bakteriensuspension mit 500ul 2% iger Low Melt- Point-
Agarose in PIV — Puffer mischen und bei ca.50 ° C und ca. 800 UpM fiir ca.
10 min bis zum Pipettieren (am besten im vortemperierten Thermoblock)
lagern. (Aliquotierte Agarose muss immer bei mindestens 95 ° C verfliissigt
werden!)

Je 5 Gelblocke gielen und bei Kiihlschranktemperatur polymerisieren lassen.
Es werden pro Blockchen ca. 100ul Bakterien —Agarose-Gemisch bendtigt.
Je 3 Gelblocke in 5 ml PIV — Puffer bei 4 © C lagern.

Isolierung der
genomischen DNA

1.Lysis
2 Gelbldcke in 1ml Lysis-Losung UN bei 37°C im Schiittel-Wasserbad

inkubieren.(R6hrchen nach erfolgter Lyse mit ,,L.* beschriften)

121




2.Deproteinisierung

Lysis-Losung entfernen (Einmalpipette) und je 2 x mit je 5Sml ES Losung bei
37°C je 30 min inkubieren.

Danach Blocke mit je 1ml ESP -Losung fiir mindestens 17 h bei 50° C

im Wasserbad inkubieren.

Blocke 3x in je 14 ml TE-Puffer fiir 30 min.bei RT (auf dem Rocky-
Schiittelgerat)waschen.

1 Block als Riickstellprobe in 5 ml PIV — Puffer bei 4°C lagern.
(Rohrchen nach erfolgter Deproteinisierung mit ,,P* beschriften)

Restriktionsverdau der
DNA

Den anderen Block mit 1ml entsprechendem Enzym-Puffer 1x konz.fiir
mindestens 30 min. bei RT dquilibrieren.

Puffer entfernen und dann erneut ca. 200 pl Puffer pro Probe zusetzen. An
Restriktionsenzym sollen pro Block 100 U zugesetzt werden. Bitte Aktivitét
beachten!

Fiir MRSA: Sma 1 in Sure Cut Buffer 1x konz.

Fiir Enterobacter: Xba 1 in Buffer Tango 1 x konz.

Der Restriktionsverdau erfolgt iiber Nacht bei 25°C im Thermoblock.
Dann den Verdau durch Zugabe von 60 pul Ladepuffer stoppen.
Gelbblock mit einem Skalpell etwa mittig teilen.

Die optimale GroBe sollte ungefahr 2 x 9 mm betragen.

Eine Halfte des Blockes in ca. 5 ml PIV- Puffer bei 4 ° C riickstellen.
(Rohrchen nach erfolgter Restriktion mit ,,R* beschriften)

Auftrennung der
verdauten DNA im
gepulsten elektrischen
Feld

Die andere Hélfte des Gelblockes mittels PFGE im Agarosegel auftrennen.
Als Agarose wird ein Pulsed Field Certified Agarose (DNA grade) in 0, 5 x
konz. TBE-Puffer benutzt.

Die halbierten Blocke miissen nun mit Hilfe der Spatel in die Geltaschen
transferiert werden .Die Gelstiicke miissen in Laufrichtung direkt an der
Gelwand anliegen.

Falls erforderlich muss zur Mitfiihrung eines Grofen-Standards eine Gel
tasche fiir den Ladder reserviert werden. Dessen Breite darf max. 9 mm
betragen. (Falls erforderlich mit Skalpell zurechtschneiden.)

Alle Geltaschen (auch nicht beschickte!)miissen abschlieend mit 1 % iger
Low Melt —Agarose in 0,5 x TBE-Puffer versiegelt werden.
Kammerbeschickung :

2,5 1 Laufpuffer (0,5 x TBE - Puffer) in die Kammer fiillen, Gel vorsichtig
einsetzen und die Pulsfeldgelelektrophoreseapparatur =

CHEF- DR IIT Pulsed Field Electrophoresis System von BIO- RAD
anstellen.

(Power on, Mini- Chiller anstellen, dann die Umwalzpumpe einschalten und
Speed zwischen 60 und 70 einstellen.)
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Kiihlung auf 14 °C stellen und Block 1 starten.
Es sind folgende Parameter programmiert:

Initial time 5,0 sec, final time 35 sec, run time 24 h,
Winkel 120 °, Strom 6 Volt/cm

Féarbung in
Ethidiumbromid-
Férbelosung

Das Gel wird nach Ende der PFGE in einer Wanne in Ethidiumbromid-
Farbelosung gegeben (hiefiir Plexiglas — Schaufel verwenden) und ca.30 min
bei RT auf dem Rocky - Schwenkgerit bei Einstellung 2 — 3 gefarbt.

Mit aqua dest. bei gleichen Parametern entfdarben und Fliissigkeit separat nach
den Vorschriften der Betriebsanweisung fiir Ethidiumbromid entsorgen bzw.
lagern.

Wenn erforderlich kann beliebig oft ge- bzw. entfarbt werden.

Das gefirbte PFGE-Gel in der Wanne lassen und mit Alufolie abdecken, um
nachtrégliche Verblassung der gefarbten Banden durch Lichteinwirkung zu
vermeiden.

Dokumentation des
Ergebnisses

Die Geldokumentation erfolgt am ChemiDoc XRS- Geldokumentations-
System von Bio Rad.

Dieses Gerit befindet sich in Zimmer EG 17 im Gebdude 44 — Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie.

Um die Auflagefliache des Transilluminators vor Kontamination durch
Ethidiumbromid zu schiitzen muss das Gel zuerst auf eine Folie aufgelegt
werden, bevor es im Gerdt ausgewertet und fotografiert wird. Dafiir eignet
sich am besten ein Vernichtungsbeutel von Sarstedt Art. -Nr.86.1197.

Zur Speicherung der Bilder wird ein USB-Stick benétigt.

Die Bedienung des ChemiDoc XRS- Geldokumentations- Systems von
Bio Rad ist in einer gesonderten Arbeitsanleitung beschrieben.
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Durchfithrungsprotokoll der spa-Typisierung

Sequenzierung

1)

DNA-Extraktion

DNA Extraktion mit “DNeasy blood and tissue Kit” (QIAGEN, # 69506)

2)

PCR

Mastermix im Reinraum:
Ansatz fur eine Probe:

3)

10 ul H20

12,5 ul PCR-Mix (VWR, # PEQLO01-1599)
0, 25 pl Primer forward No 20

0, 25 pul Primer revers No 21

+ add 2,5 ul DNA (Nicht im Reinraum)

Primer:

NR. Name Sequenz Erreger Gen

20 spall13f TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C Staph aureus SA
Protein A

21 spal514r CAG CAG TAG TGC CGT TTG CTT Staph aureus  SA Protein A

ProgrammThermocycler

95°C 7 min

95°C 30s

55°C 1 min } 30 cycles
72°C 3 min

72°C 10 min
10°C o

Reinigung des Amplifikats

(Protokoll Beckman Coulter)

- Transfer 10ul of the PCR product to the sample plate

- Add 18pul magnetic beads, mix by pipetting, incubate for 5 minutes

- Put the sample plate on the magnetic plate, wait for 2 minutes, then discard the liquid
- wash 2 times with 200ul 70% ETOH (30sec)

- After removing ETOH (2™ wash), wait for 3 minutes until ETOH is evaporated

- take the sample plate from the magnetic base, dissolve the beads in 40ul water

- put the sample plate on the magnetic plate again, wait for 1min

- Transfer the liquid in 1,5ml tube (be sure that there are no beads in the sample)
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4) Cycle sequencing (Protokoll Beckman Coulter)

Do mastermix in clean room

Important: - 2 tests per sample, one with forward-Primer and one with reverse-
Primer
- Dissolve the Primer 1:10 with water (spa-Typing: 20f & 21r)

Reagents:
Komponenten 1x
DTCS Quick Start Mix 4ul
Primer lul
Total Sul

)

6)

— Sul Mix + Sul Sample
PCR-Programm: Seg-Sequence
- 96°C 20sec
- 50°C 20sec } 30x
- 60°C 4dmin

4°C ey

Purification of the Sequencing PCR-Product

(Protokoll Beckman Coulter)

Take CleanSEQ Beads, 85% EtOH, gel cartridge, SLS and separation buffer out of the
fridge to become room temperature.

- resuspend CleanSEQ Beads

- add 10l Beads (take same tip for each sample, only change when touching the
sample) and 42l 85% Ethanol to the PCR-Product

- Mix by pipetting with multichannel pipet

- transfer the whole liquid to the sample plate

- put the sample plate on the magnetic plate, incubate for 3min

- discard the supernatant

- add 100ul 85% Ethanol, incubate for 30sec

- discard the supernatant

- take the Sample Plate from the magnetic plate (be sure that the magnetic plate stands
far away).

- add 40ul SLS to each well

- Mix by pipetting

- Put a piece of paper to the magnetic plate and put your sample plate on it, so the
beads will move to the bottom, incubate for Smin (maybe longer)

- while this Smin incubation time: fill the wells of the Buffer Plate ¥ with Separation
Buffer and put the gel cartridge into the machine

- seal the wells on your sample plate with 1 drop of mineral oil.

Sequencing
Sequenzierung im ,,GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System* von Beckman

Coulter
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Fotografien der PFGE-Laufmuster
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Ergebnislisten der spa-Typisierung

Marked Strains
Isolate ID S Comment S MLST Re succession (Ridom| iD
H12_5BachRosa_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, §T-225 26-17-20-17-12-17-17-18 003
(subclone), EMRSA-3, New York
clone
H02_97WGHWB180 spa-1113f 26-17-20-17 t1007
HO1_274322.-2-06_spa-1113f 26-17-20 tXAD
G12_4NBE26_spa-1113f CCS5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
(subcione), EMRSA-3, New York
clone
G03 WB17H_spa-1113f 26-17-20-17-12-17 1837
G02_97WB137_spa-1113f 26-17-20-17 11007
GO1_2717Leiste_spa-1113f 26-17-20-17 t1007
F12 4NBI27aFuss_spa-1113f 26-17-20-17-12 504
FO3_EII6_spa-1113f CCS, Rhine Hasse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 003
(subcione), EMRSA-3, New York
clone
F02_97WB12 spa-1113f 26-17-20-17-12 1_15_04
E12_2WB414 spa-1113f 26-23-17-34-17-20-17-12-17. t067
%%BSUOWBMODEPEG_SP& ST-8 26-23-17-34-17-20-17-17-16 t105
E03_AB424_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, 8T-225 26-17-20-17-12-17-17-16 003
(subclone), EMRSA-3, New York
clone
E02 97App1_spa-1113f 26-17 2379
EO01 2431 spa-1113f 26 1458
D12_2wB1-21_spa-1113f 26-17-20-17-12 1504
D06_WB110Hsupra_spa-1113f |CCS5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 1003
(subclone), EMRSA-3, New York
clone
D04_StJoWB282PEG_spa-1113f |CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
{subclone), EMRSA-3, New York
clone
D03_ABII12860 spa-1113f 26-23-17-34-17-20-17 t1340
D02 97i1i44 spa-1113f 26-17 12379
DO01_2417Leiste_spa-1113f [08-02 t918
03-Mar-2008 16:49, Ridom StaphType 1.5.6, www.ridom.de Page 1 of 2
Marked Strains
isolate ID S| Comment 8 MLST Rej successlon (Ridom| |SpatypelD |
C06_8169_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 003
-7 (subclone), EMRSA-3, New York
clone
C03_9968_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
- (subcione), EMRSA-3, New York
clone
C01_6186_spa-1113f 26-17-20-17-12-17 t837
B04_StJoWB211Rsuprapubisch_|CC5, Rhine Hesse MRSA ST-§, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
spa-1113f (subcione), EMRSA-3, New York
clone
B03_9923_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
i ), EMRSA-3, New York
clone
B02 818 spa-1113f 26-17 12379
-1113f 26-17-20-17-12 504
A04_StJowB268B_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
- - (subcione), EMRSA-3, New York
clone
A03_97WGHWB213_spa-1113f |CCS5, Rhine Hesse MRSA ST-5, ST-231 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16 {1002
= = I ), EMRSA-3, New York
clone, Japan clone, Pedlatric,
SA100 ORSA If, USA800
ORSA IV, ST5 ORSA |
A02 2751KIE_spa-1113f 26-23 12235
A01_5HrMetz_spa-1113f CC5, Rhine Hesse MRSA ST-§, 8T-225 26-17-20-17-12-17-17-16 t003
- - (subclone), EMRSA-3, New York
clone
32 Strains from marking list.
Page 2 of 2

03-Mar-2008 16:49, Ridom StaphType 1.5.6, www.ridom.de
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SPSS-Output der statistisch gepriiften Merkmale

Einfaktorielle Varianzanalyse beziiglich des Merkmals Alter der Bewohner

Heimprivalenz
0-6%

Heimprivalenz
7-12%

Heimprivalenz
13-18%

Total

N Mean

32 85,19

37 82,03

43 77,51

112 81,20

Std.
Deviation

6,916

11,099

11,861

10,799

Sum of Squares

Between Groups

Within Groups

Total

Descriptives
ALTER
95% Confidence Interval for
Std. Mean
Error

1,223 82,69
1,825 78,33
1,809 73,86
1,020 79,17
ANOVA
ALTER

1119,086 | 2
11826,592 109

Lower Bound

12945,679 | 111

df 'Mean Square| F

Upper Bound

87,68

85,73

81,16

83,22

Sig.

559,543 |5,157 |,007
108,501

Minimum Maximum

72 96
50 103
52 97
50 103

Einfaktorielle Varianzanalyse beziiglich des Merkmals Dauer des
Heimaufenthalts

Heimprivalenz
0-6%

Heimprivalenz
7-12%

Heimprivalenz
13-18%

Total

N Mean

31| 44,94

34 53,94

43 |45,00

108 | 47,80

Std.
Deviation

37,345

48,917

48,421

45,462

Descriptives
Heimbewohner seit Monaten

95% Confidence Interval for
Mean

Std.
Error

6,707

8,389

7,384

4,375

Lower Bound

31,24

36,87

30,10

39,12

130

Upper Bound

58,63

71,01

59,90

56,47

Minimum Maximum

1 135
5 235
5 271
1 271



ANOVA
Heimbewohner seit Monaten

Sum of Squares | df Mean Square | F | Sig.

Between Groups 1873,765| 2 936,883 |,449 |,640
Within Groups 219277,753 /105 2088,360
Total 221151,519 (107

Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test des Merkmals KH-Aufenthalt/kein
KH-Aufenthalt

KEINKHA * HEIMPRAYV Crosstabulation

Count
HEIMPRAV
Total
Heimprivalenz 0-6% (Heimprivalenz 7-12% |Heimpriivalenz 13-18%

Kein KH-Aufenthalt 9 9 20 38

KEINKHA
KH-Aufenthalt 24 28 24 76
Total 33 37 44| 114

Chi-Square Tests

Value |df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 4,806(a) | 2 ,090
Likelihood Ratio 4,765 2 ,092
Linear-by-Linear Association 3,159 1 ,076
N of Valid Cases 114

a 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 11,00.

Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test des Merkmals Haufigkeit eines KH-
Aufenthalts

KH-Aufenthalte gesamt * HEIMPRAYV Crosstabulation

Count
HEIMPRAV
Heimprivalenz 0- | Heimprivalenz 7- | Heimprivalenz 13- |Total
6% 12% 18%
kein KH Aufenthalt 9 9 23 41
KH Aufenthalt 18 23 13 54
KH-Aufenthalte
gesamt zwei Aufenthalte 5 5 7 17
drei und mehr 1 !
Aufenthalte
Total 32 37 44| 113
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Pearson Chi-Square

Likelihood Ratio

Linear-by-Linear Association

N of Valid Cases

Chi-Square Tests

Value df

11,944(a) | 6

12,453 | 6

1,525 1
113

Asymp. Sig. (2-sided)

,063
,053
217

a 4 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,28.

Einfaktorielle Varianzanalyse des Merkmals gesamte Aufenthaltsdauer im
Krankenhaus (in Tagen)

Heimprivalenz
0-6%

Heimprivalenz
7-12%

Heimprivalenz
13-18%

Total

N Mean

32 12,22

37 14,68

44| 9,95

113 12,14

KH-Tage gesamt letzte 12 Monate

Std.
Deviation

13,254

17,155

14,522

15,106

KH-Tage gesamt letzte 12 Monate

Sum of Squares

Between Groups

Within Groups

Total

Descriptives

95% Confidence Interval for
Mean

Std.
Error
Lower Bound
2,343 7,44
2,820 8,96
2,189 5,54
1,421 9,33
ANOVA

Upper Bound

17,00

20,40

14,37

14,96

df [Mean Square | F |Sig.

448,249 | 2 224,124 1,982 |,378

25107,486 |110

25555,735 112
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228,250

Minimum |[Maximum

0 50
0 63
0 58
0 63



Einfaktorielle Varianzanalyse des Merkmals Pflegestufe

Heimprivalenz
0-6%

Heimprivalenz
7-12%

Heimprivalenz
13-18%

Total

Descriptives
PFLEGEST
95% Confidence Interval for
N |Mean S.td'. Std. Mean Minimum |Maximum
Deviation Error
Lower Bound | Upper Bound
33| 2,24 1,032 ,180 1,88 2,61 1 4
37 1,95 ,941 ,155 1,63 2,26 1 4
43| 1,88 931 ,142 1,60 2,17 1 4
113| 2,01 ,968 ,091 1,83 2,19 1 4
ANOVA
PFLEGEST
Sum of Squares | df Mean Square| F |Sig.
Between Groups 2,620 2 1,310 1,408 |,249
Within Groups 102,371 110 931
Total 104,991 112

Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test des Merkmals Diabetes mellitus

HEIMPRAYV * DIABETES Crosstabulation

Count
DIABETES
Total
Diabestes besteht Diabetes besteht nicht

Heimpriivalenz 0-6% 12 21 33

HEIMPRAYV |Heimprivalenz 7-12% 10 27| 37
Heimpriivalenz 13-18% 10 34 44

Total 32 82| 114

Chi-Square Tests

Value |df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 1,766(a) | 2 ,413
Likelihood Ratio 1,737 2 ,420
Linear-by-Linear Association 1,673 | 1 ,196
N of Valid Cases 114

a 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9,26.
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Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test des Merkmals Harnkatheter

HEIMPRAYV * HARNKATH Crosstabulation

Count
HARNKATH
Total
Harnkatheter liegt  Harnkatheter liegt nicht
Heimpriivalenz 0-6% 6 27 33
HEIMPRAYV |Heimprivalenz 7-12% 1 36| 37
Heimpriivalenz 13-18% 9 35 44
Total 16 98| 114
Chi-Square Tests
Value | df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 5911(a)| 2 ,052
Likelihood Ratio 7,405 2 ,025
Linear-by-Linear Association 2291 1 ,632

N of Valid Cases 114

a 1 cells (16,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,63.

Kontingenztafel des Merkmals PEG-Sonde

PEG * HEIMPRAYV Crosstabulation

HEIMPRAV
Heimpriivalenz |Heimprivalenz | Heimprivalenz Total
0-6% 7-12% 13-18%
Count 4 2 7 13
Sonde liegt
Expected Count 3,8 4.2 5,0 13,0
PEG
Count 29 35 37| 101
Sonde liegt nicht
Expected Count 29,2 32,8 39,0 101,0
Count 33 37 44| 114
Total
Expected Count 33,0 37,0 44,0 1114,0
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Kontingenztafel des Merkmals offene Wunde

WUNDEN * HEIMPRAYV Crosstabulation

HEIMPRAV
Heimpriivalenz | Heimprivalenz Heimprivalenz Total
0-6% 7-12% 13-18%
Count 2 0 3 5
Offene Wunden
Expected Count 1,4 1,6 1,9 5,0
WUNDEN
Count 31 37 41| 109
Keine offenen Wunden
Expected Count 31,6 35,4 42,1 1109,0
Count 33 37 44| 114
Total
Expected Count 33,0 37,0 44,0 1114,0

Kontingenztafel des Merkmals Decubitus

DEKUBITU * HEIMPRAYV Crosstabulation

HEIMPRAV
Heimpriivalenz | Heimprivalenz | Heimprivalenz Total
0-6% 7-12% 13-18%
Count 3 0 3 6
Dekubitus besteht
Expected Count 1,7 1,9 2.3 6,0
DEKUBITU
Count 30 37 41| 108
Dekubitus besteht nicht
Expected Count 31,3 35,1 41,7 1108,0
Count 33 37 44 114
Total
Expected Count 33,0 37,0 44,0114,0

Kontingenztafel und Chi-Quadrat-Test des Merkmals Heimgrofie

HEIMGRGR * HEIMPRAYV Crosstabulation

Count
HEIMPRAV
Heimprivalenz Heimprivalenz Heimprivalenz Total
0-6% 7-12% 13-18%

unter 120 Bewohnern 11 4 24 39

HEIMGRGR
iiber/gleich 120 Bewohner 22 32 20 74
Total 33 36 44 113
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Chi-Square Tests

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 16,556(a) | 2 ,000
Likelihood Ratio 17,872 | 2 ,000
Linear-by-Linear Association 4,892 1 ,027
N of Valid Cases 113

a 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 11,39.
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