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1. Einleitung und Fragestellung

Die kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse (Continuous Ambulatory
Peritoneal Dialysis, CAPD) gilt heute als sicheres und effektives
Dialyseverfahren bei terminaler Niereninsuffizienz. Ein Silikonkatheter, der
einen dauerhaften Zugang zur Peritonealh6hle ermdglicht, und das zur
Diffusion und osmotischen Ultrafiltration beféhigte Peritoneum stellen die

Vorraussetzungen der CAPD dar.

Die Mdglichkeit, das Peritoneum zur Entgiftung harnpflichtiger Substanzen
zu nutzen, wurde bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts diskutiert. 1923
beschrieb Ganter erstmalig die Instillation von Kochsalzlosung in die
Bauchhohle zur Entfernung uramischer Gifte bei Meerschweinchen (25).
Eine Peritonealdialysebehandlung an Patienten wurde erstmalig durch
Heusser und Werder 1927 durchgefihrt, war jedoch noch nicht effektiv
(28). 1946 beschrieben Seligmann et al. die Peritonealdialyse als
effizientes Therapieverfahren bei akutem Nierenversagen (22). Das extrem
hohe Infektionsrisiko, die schwierige technische Handhabung sowie der
erste erfolgreiche Hamodialyseversuch durch Kolff 1943 lieR die
Peritonealdialyse jedoch nur in Ausnahmeféllen etwa beim akuten
Nierenversagen Anwendung finden (33). Fortschritte der Peritonealdialyse
wurden mdglich durch einen verbesserten, risikodrmeren Zugang zur
Bauchhohle. Bereits 1959 fuhrte Maxwell einen Plastikkatheter anstelle der
bislang verwendeten Metall- bzw. Gummikanilen ein (43). Jedoch
ermoglichte erst der von Tenckhoff und Schechter 1968 entwickelte Silastic
Verweilkatheter einen sicheren und dauerhaften Zugang zur Bauchhohle
(68) und erlaubte damit eine Uber einen langeren Zeitraum anwendbare

Behandlung auch bei chronisch niereninsuffizienten Patienten.

Die Verfluigbarkeit von Antibiotika zur Behandlung von Peritonealdialyse

assoziierten Infektionen, sowie von Spullésungen, die die Patienten vor zu



grol3en Volumen- und Mineralienverlusten schitzten trugen ebenfalls zur

Fortentwicklung der Peritonealdialyse bei.

Die moderne Ara der Peritonealdialyse geht auf Popovich et al. zuriick.
1976 beschrieben sie die intraperitoneale Infusion von 2|
Peritonealdialyseldsung, die im 5h Intervall ausgewechselt wurde, wobei
der Patient in der Zwischenzeit seiner gewohnten Aktivitat nachgehen
konnte (57). Unterbrochen nur von kurzen Austauschperioden des
Dialysats mehrmals am Tag, wurde eine kontinuierliche ambulante Dialyse
ermdglicht (58).

Die heutige CAPD ist eine modifizierte Form dieser Erstbeschreibung
durch Popovich: Ein operativ implantierter Silikonkatheter, dessen Spitze
im kleinen Becken hinter der Harnblase liegt, wird in der Regel Uber eine
etwa 3 cm lange intrakutane Tunnelung zumeist 3-4 cm unterhalb des
Bauchnabels ausgefuihrt. Der Dialysatbeutel mit steriler hyperosmolarer
Glucoselésung wird mit dem Ausgangsstiick des Katheters verbunden und
in die Peritonealhdhle infundiert. Der leere Beutel wird dann
zusammengerollt am Koérper getragen, ohne diskonnektiert zu werden.
Nach etwa 4-8 h wird der Beutel aufgerollt und das Dialysat mittels
Schwerkraft in den Beutel zuriickgefiihrt. Im Anschluss wird ein neuer
Beutel angeschlossen, ein neuer Zyklus begonnen, so dass eine
kontinuierliche Entgiftung mit einer Mindestanzahl an
Katheterdiskonnektionen ermdglicht wird. Der Beutelwechsel sollte viermal
taglich stattfinden und kann vom Patienten selbststandig durchgefuhrt
werden (23). Inzwischen sind eine Reihe technischer Modifikationen dieses
Prinzips etabliert.

Die Entgiftung uramischer Patienten mittels Peritonealdialyse ist ein
komplexer Vorgang. Die Leistungsfahigkeit der Peritonealdialyse wird
dabei nach den Prinzipien der Diffusion und der osmotischen Ultrafiltration
Uber eine semipermeable Membran, dem Peritoneum, erreicht. Uber die
Instillation von hyperosmolaren Glucoselésungen wird ein
Konzentrationsgradient fur die Diffusion und die Ultrafiltration der

retinierten urdmischen Metabolite und Flussigkeit erzeugt. Zu einer



bedarfsgerechten Entgiftung und Volumenentzug kénnen
Spullésungsmenge (Volumen und Anzahl der Beutelwechsel) und

Glucosekonzentration der Spullésung angepasst werden (23).

Die heutige CAPD stellt also eine sichere Form der Nierenersatztherapie
dar, deren Vorteile gegeniber der Hamodialyse in der kontinuierlichen
Elimination von urdmischen Metaboliten und FlUssigkeit liegen. Des
Weiteren bedarf es keines Gefal3zugangs oder einer systemischen
Antikoagulation und ist mit einem erheblich geringeren apparativen
Aufwand verbunden (24).

Nachteile bzw. Risiken der CAPD liegen insbesondere in infektiologischen
Problemen begrindet, wobei demographische, technische,
epidemiologische und immunologische Faktoren CAPD assoziierte
Infektionen mdglicherweise beeinflussen (8, 51).

Katheterassoziierte Infektionen wie Katheteraustrittsstelleninfektion,
Kathetertunnelinfektion und Peritonitis gehéren zu den héaufigsten Grinden
eines Therapieabbruchs (1, 56, 79). Sie fiuhren zu einer erhdhten
Gesamtmorbiditat sowie Mortalitait und belasten den Patienten durch
zusatzliche Therapiemallnahmen sowie stationare Aufenthalte (1, 12, 15,
38, 79). In schweren Fallen kann es zu Katheterverlust mit Unterbrechung
oder Abbruch der CAPD oder schwersten Infektionen mit Todesfolge
kommen (1, 8, 16, 79).

Die Peritonitis stellt eine vitale Bedrohung fur den Patienten dar und gilt als
Hauptursache fir Therapieabbriiche (15, 79). Hinzu kommt, dass es im
Rahmen rezidivierender Peritonitiden zur Verminderung der peritonealen
Austauschflache kommen kann und damit die Effizienz dieses
Nierenersatztherapieverfahrens eingeschrankt wird (23). Untersuchungen
zu Peritonitiden stehen daher im Mittelpunkt klinischer und experimenteller
Studien.

Prinzipiell konnen alle katheterassoziierten Infektionen unabhangig
voneinander auftreten (56). Infektionen der Katheteraustrittstelle sind

jedoch mit einer signifikant erhéhten konsekutiven Tunnelinfektions- bzw.



Peritonitisrate assoziiert (56, 79). Patienten mit einer
Katheteraustrittsstelleninfektion in der Vorgeschichte erkranken aul3erdem
haufiger an einer weiteren Katheteraustrittsstelleninfektion (56). Die
Friherkennung der Katheteraustrittsstelleninfektion  sowie  deren
Risikofaktoren stellen daher eine wichtige Rolle im Therapiekonzept der
CAPD dar (12, 56).

Die Katheteraustrittsstelleninfektion ist in der Literatur, im Gegensatz zu
Peritonitis,  nicht  einheitlich  definiert (38), dabei umfassen
Definitionskriterien eine visuell wahrnehmbare Entziindung mit oder ohne
mikrobiellen Keimnachweis mit den klassischen Entziindungszeichen am
Katheteraustritt: RoOtung, Schwellung, Schmerz und Exsudat. Einige
Autoren gehen von der Mdoglichkeit einer Entziindung ohne obligaten
Keimnachweis aus (1, 70), wohingegen andere den Keimnachweis als
Bestatigung der Infektion fordern (15, 79). Die Angaben uber die Inzidenz
der Katheteraustrittsstelleninfektion schwanken in der Literatur zwischen
0,05 und 1,02 Infektionen pro Patient und Jahr (1, 39, 40, 63). Diese
Zahlen sind jedoch aufgrund der unterschiedlichen Definitionen und der
Unklarheit des Beginns einer neuen Infektionsperiode nur schwer zu
vergleichen. Da Katheteraustrittsstelleninfektionen haufig Gber einen
Zeitraum von 10-14 Tagen therapiert werden, erscheint es sinnvoll, von
einer neuen Episode erst 4 Wochen nach Beginn der vorangegangenen
Episode zu sprechen (39). Neben den Problemen der Diagnosestellung
und der Definition eines Rezidivs spielt moglicherweise auch eine
ungenaue Abgrenzung zur Tunnelinfektion eine Rolle in den
unterschiedlichen Inzidenzangaben (79). Es wird deutlich, dass sich fur
epidemiologische Untersuchungen eine einheitliche Definition der

Katheteraustrittsstelleninfektion als sinnvoll erweisen wirde.

Atiologisch liberwiegen Staphylokokken assoziierte Infektionen der
Katheteraustrittsstelle. Staphylococcus aureus (S. aureus) ist dabei einer
der am haufigsten isolierten Mikroorganismen und ist insbesondere fir
schwere und rezidivierende Infektionsverlaufe der Katheteraustrittsstelle
verantwortlich (1, 38, 63). In 25-85% der Katheteraustrittsstelleninfektionen
wird S. aureus nachgewiesen (38, 56, 79) und fir einen Grol3teil der



Tunnelinfektionen verantwortlich gemacht (38, 56). Die groRe Anzahl und
der schwerwiegende Verlauf S aureus induzierter Infektionen zeigt, dass
mehr Informationen Uber die Epidemiologie, Pathogenese, Risikofaktoren
und Pravention von S. aureus Infektionen bei CAPD Patienten bendtigt

werden.

S. aureus besiedelt beim Menschen Haut und Schleimh&ute. Dabei ist die
vordere Nasenhohle (vestibulum nasi anterior) das wichtigste, bestandigste
Reservoir fur S. aureus (76). In longitudinalen Studien an gesunden
Personen konnten drei verschiedene Tragertypen fir S. aureus definiert
werden: persistierende Trager, intermittierende Trager und Nicht-Trager.
Zwischen 10 und 35% der Probanden sind fast immer mit S. aureus
kolonisiert und werden daher als persistierende Trager definiert. Etwa 20-
75% sind dagegen nur intermittierend kolonisiert und werden als
intermittierende Trager bezeichnet. Nicht-Trager sind niemals mit S. aureus
kolonisiert und machen zwischen 5-50% der gesunden Probanden aus (18,
76). Es konnte gezeigt werden, dass persistierende Trager im Vergleich zu
intermittierenden Tragern eine hohere Bakterienlast und damit potentiell
ein hoheres Infektionsrisiko haben kdénnen (76). Viele Patientenstudien
ermitteln das nasale Tragertum jedoch mit einem einzelnen Abstrich, bzw.
mit mehreren Abstrichen von denen nur einer positiv fir S. aureus sein
muss, um den Patienten als nasalen Trager zu definieren (40, 53, 74). Die
zugrunde liegenden Mechanismen fir das nasale S. aureus Tragertum

sind nicht vollstandig verstanden und sicher multifaktoriell (75).

Etwa 43% (Verteilung 17-51%) der CAPD Patienten sind nasale S. aureus
Trager, dabei konnte in Studien gezeigt werden, dass nasales Tragertum
von S. aureus mit einer erhéhten Rate von S. aureus bedingten
Katheteraustrittsstelleninfektionen assoziiert ist (15, 27, 40, 51, 53, 63).
Obwohl Studien bei CAPD Patienten gezeigt haben, dass es temporar
moglich ist, S. aureus nasal effizient zu eradizieren und die S. aureus
Katheteraustrittsstelleninfektionsrate fur diesen Zeitraum zu senken (14,
53, 78) stellen sich hier weitergehende Fragen. Mdgliche Nebenwirkungen
der Therapie, Resistenzentwicklung, fragliche Kosteneffizienz und
Verschiebung der nasalen Besiedlung in den gramnegativen Bereich (9,



11, 14, 27, 48, 53, 78), aber vor allem die haufige Wiederbesiedlung der
Nase und die groBe Anzahl an nasalen S. aureus Tragern, die keine
relevanten Infektionen entwickelt (48, 49, 74) machen es notwendig, die
Trager zu identifizieren, die tatsachlich von einem erhdhten Risiko fur eine
S. aureus induzierte Infektion betroffen sind und damit von therapeutischen

Konsequenzen profitieren wirden.

Die Adharenz von Bakterien an Epithelien und korperfremden Oberflachen
gilt als ein wichtiger Pathogenitatsfaktor in der Genese von
Infektionskrankheiten (13, 34, 41, 50, 60, 69). Dabei spielt die Adharenz
eine Schlusselrolle in der nachfolgenden Kolonisation und Infektion. Das
Adharenzvermdgen von S. aureus an Epithelien der Nase und der
Katheteraustrittsstelle kdnnte somit ein wesentlicher Schritt in der
Kolonisation und einer konsekutiven Infektion sein (31). Es gibt Hinweise,
dass S. aureus eine grol3ere Affinitdt zu nasalen epithelialen Zellen von S.
aureus Tragern in vitro hat (2, 3). Weiterhin sind Staphylokokken in der
Lage, auf polymeren Silikonmaterialien zu adharieren und Mikrokolonien zu
bilden (5, 20, 29, 37, 54). Adharenz von S. aureus an
Silikonperitonealdialysekathetern koénnte somit ebenfalls ein wichtiger

Faktor fiir die Kolonisation und Infektion der Katheteraustrittstelle sein.

Die Mechanismen, die der Adharenz von S. aureus an Zellen und
Biomaterialien unterliegen sind vielseitig und Gegenstand zahlreicher
Studien (5, 71). Sie umfassen spezifische Faktoren des Erregers wie
Oberflachenrezeptoren:  Fibronektin-bindende  Proteine,  Fibrinogen-
bindende Proteine , Kollagen-bindende Proteine und Protein A -
sogenannte  MSCRAMMs (microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules), die an Zellstrukturen oder Plasmaproteinen
spezifisch binden kénnen (71) aber auch unspezifische Faktoren wie die
inokulierte Bakterienanzahl und hydrophobe Wechselwirkungen (29, 37)

werden in der Literatur diskutiert.

Fibronektin wird in der Literatur als adharenzvermittelnder Faktor
beschrieben (36). Es handelt sich um ein groRes Glycoprotein, das sich

zum einen in einer I8slichen Form im Plasma befindet, zum anderen aber



auch in einer unlgslichen multimeren Form in der extrazellularen Matrix. S.
aureus exprimiert ein oder zwei Fibronektin bindende Rezeptoren
(fibronectin-binding proteins FnBPs), FnBPA und FnBPB. (19, 30, 36)
Diese binden dabei irreversibel und spezifisch an Fibronektin. Es konnte
gezeigt werden, dass das Adharenzvermdégen von S. aureus an
Wirtsstrukturen signifikant durch Fibronektin gesteigert wird, wobei es
unabhangig ist, ob ein oder beide FnBPs exprimiert werden (52, 59).
Korperfremde Materialien mit Oberflachen aus polymeren Kunststoffen-
wie Katheter- werden nach Implantation nahezu sofort mit Plasmaproteinen
Uberzogen (26). Es konnte gezeigt werden, dass abgelagertes Fibronektin
auf explantierten Kathetermaterialien eine dosisabhangige Adharenz von
klinischen S. aureus Isolaten fordert (26, 72). Fibronektin muss daher als
ein wichtiger Mediator in der Adharenz von S. aureus an polymerem

Silikonmaterial diskutiert werden (44).
Es wurde eine klinische und experimentelle Studie durchgefihrt, um

a) den epidemiologischen Zusammenhang zwischen Kolonisation der Nase
und der Katheteraustrittsstelle mit S. aureus und

b) die Adharenz von Kklinischen S. aureus Isolaten an Epithelzellen und

polymerem Silikon zu untersuchen und

c) eine eventuelle Assoziation zwischen Erregeradhérenz und dem

klinischen Verlauf zu erfassen.



In der vorliegenden Arbeit werden die folgenden Fragen untersucht:

1. Kann die Bindung von S. aureus an Epithelzellen und polymerem

Silikon messbar gemacht werden?

2. Liegen signifikante Unterschiede beziglich der Adhéarenz an
Epithelzellen und  polymerem  Silikon zwischen den

verschiedenen klinischen S. aureus Isolaten vor?

3. Wird das Adhéarenzvermdgen von S. aureus in vitro durch

Fibronektin gesteigert?

4. Korreliert das Adharenzvermégen von S. aureus an Epithelien in
vitro mit dem Schweregrad einer Katheteraustrittsstelleninfektion

in vivo?

5. Korreliert das Adharenzvermdgen von S. aureus an polymerem
Silikon in wvitro mit dem  Schweregrad einer

Katheteraustrittsstelleninfektion in vivo?

6. Kann durch eine differenzierte Definition des nasalen Tragertums
von S. aureus eine prognostische Aussage Uber die konsekutive
Infektionswahrscheinlichkeit der Katheteraustrittsstelle

vorgenommen werden?



2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten
2.1.1. Studie und Patientenkollektiv

Die Studie wurde von Herrn Prof. Dr. med. M. Trautmann, Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitatsklinikum Ulm, initiiert
und durch die Paul Ehrlich Gesellschaft fir Chemotherapie gefdrdert. In
diese prospektive Studie wurden 72 CAPD Patienten aus 2 Dialysezentren
(Medizinische  Universitdt zu Ldbeck, Virchow Klinikum Berlin)
aufgenommen. Diese Patienten rekrutierten sich aus der jeweiligen
Peritonealdialyseambulanz der Zentren vom 25.1.1993 - 31.1.1995. Es gab
keine Aufnahmebeschrankungen aufgrund von Alter, Geschlecht,
Grunderkrankungen oder vorausgegangener Nierenersatztherapie. Die
demographischen Daten der Patienten sind im Ergebnisteil in Tabelle 2
wiedergegeben. Als Alter der Patienten wurde das Alter zur Zeit des
Studieneintritts angegeben. Studieneintritt war nicht notwendigerweise der
Beginn der CAPD fiur den einzelnen Patienten, sondern war zu jedem

Zeitpunkt maoglich.

2.1.2. Peritonealdialysekatheter

Alle bei den Patienten eingesetzten Peritonealdialysekatheter bestanden
aus Silikonkautschuk, folgende Ausfiihrungen waren dabei in dieser Studie
von Gebrauch: Tenckhoff Katheter mit geradem oder geringeltem
intraabdominellen Anteil, Swan-neck Katheter und Oreopoulos-Zellermann-
Katheter. Da die Studie nicht bei Beginn der individuellen Peritonealdialyse
begann, wurden die Patienten nicht systematisch mit einheitlichen

Kathetern versorgt.



2.1.3. Probengewinnung und Identifizierung von Staphylococcus

aureus

In Intervallen von vier bis sechs Wochen fanden ambulante
Vorstellungstermine der Patienten in den Dialysezentren statt. Bei jedem
Besuch fuhrten die teilnehmenden Studienédrzte jeweils Abstriche zur
Probengewinnung von Nase- und Katheteraustrittsstelle durch. Der
Nasenabstrich erfolgte aus beiden vestibula nasi mit einem
Transwabtupfer. Mit einem zweiten Tupfer (Port-a-cul) wurde die Haut um
die Katheteraustrittsstelle zirkular abgestrichen. Beide Tupfer wurden sofort
in Stuart’s transport medium (Culturette System, Becton Dickinson,
Cockeysille MD, USA) gebracht und per Post an das Labor von Herrn Prof.
Dr. med. M. Trautmann versandt. Direkt nach Erhalt wurden die Tupfer dort
auf Blut- und Mc Conkey Agarplatten ausgestrichen und bei 37°C fur 18-
24h Stunden unter aeroben Bedingungen inkubiert. S. aureus wurde durch
Kolonienmorphologie, positiven Katalasetest und positiven
Glastragerkoagulasetest (clumping factor) identifiziert. War trotz
verdachtiger Kolonienmorphologie der Glastragerkoagulasetest zweifelhaft
oder negativ, wurde die Staphytect reaction (Oxoid, Unipath Ltd.,
Basingstoke, England) durchgefihrt. Diese weist sowohl clumping factor
und Protein A nach. Alle positiv identifizierten S. aureus Stamme wurden
im Microbanksystem (Pro-Lab Diagnostics, Ontario, Canada) bei -25°C
aufbewahrt. Die so isolierten Stamme wurden uns dann zur Verfiigung
gestellt. Diese beschriebenen mikrobiologischen Arbeiten wurden komplett
im Labor von Prof. Dr. med. M. Trautmann durchgefiihrt und sind nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

10



2.1.4. Klinische Dokumentation des Katheteraustrittstellenbefundes/

der Katheteraustrittsstelleninfektion (KAI)

Bei jedem der oben beschriebenen Besuche der Patienten wurde die
Katheteraustrittsstelle durch den jeweils behandelnden Arzt klinisch
beurteilt. Eine Infektion der Katheteraustrittsstelle wurde klinisch aufgrund
von visuell erfassbaren Entzindungszeichen mit oder ohne
mikrobiologischem Keimnachweis definiert. Die Einteilung in Schweregrade
erfolgte nach Twardowsky (Tabelle 1, (70)).

Tab. 1: Klinische Stadieneinteilung der Katheteraustrittsstelleninfektionen
(KAI, Grad 0-1V, modifiziert nach (70)). Die Einteilung wurde durch den

jeweils behandelnden Arzt vorgenommen.

+: wenig, ++: moderat, +++: intensiv

KAI Rotung Schwellung Schmerz  Sekretion Eiter
0 Nein nein Nein nein nein
I <2mm nein Nein nein nein
Il >2mm nein Nein + nein
1] >2 mm ja Ja ++ +
\Y >2 mm ja Ja +++ +++

Der Befund der Katheteraustrittsstelle wurde dann als neues Ereignis
gewertet, wenn i) nach Abschluss einer mindestens 2 woéchigen Therapie
einer KAl mindestens 2 weitere Wochen vergangen waren, d.h.
mindestens vier Wochen nach dem vorangegangenen Ereignis, ii) oder

vorher, wenn ein Wechsel im Infektionsstadium stattfand, dem
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zwischenzeitlich ein negativer oder mit einem anderen Keim positiver
Abstrich vorausging, iii) sowie jeder erste dokumentierte Befund der

Katheteraustrittsstelle bei Studienbeginn.

2.1.5. Katheterpflege und Therapie der

Katheteraustrittsstelleninfektion

Die Katheteraustrittsstelle wurde alle 2 Tage beim Verbandswechsel mit
0.005% Na-Hypochlorid Losung gesaubert. Zum Duschen verwendeten die
Patienten Betaisodona-Seifenlosung (Mundipharma, Wien, Osterreich).
Weiterhin sollte der Katheter am Korper fixiert werden, um akzidentelle

Mikrotraumen zu vermeiden.

Bei Katheteraustrittsstelleninfektionen Grad | wurde der Verbandswechsel
zunachst taglich durchgefuhrt. Katheteraustrittsstelleninfektionen Grad 1I-1V
wurden zweimal taglich lokal antiseptisch behandelt und verbunden. Eine
antibiotische Therapie i.v. wurde bei Katheteraustrittsstelleninfektion Grad
[l und IV durchgefuhrt (Vancomycin, bei Erregernachweis nach
Antibiogramm).

2.1.6. Nasales Tragertum von Staphylococcus aureus

Eine Mindestanzahl von 3 nasalen Abstrichen im Abstand von minimal 4
Wochen war Vorraussetzung zur Definition des nasalen Tragerstatus.
Gemall Nachweisfrequenz von S. aureus in der Nase wurden die
Patienten, die diese Vorraussetzung erfillten in 4 Gruppen unterteilt. Ein
Patient wurde als chronischer nasaler S. aureus Trager bezeichnet, wenn
mindestens zwei von drei aufeinander folgenden Nasenabstrichen positiv
fur diesen Keim waren. War diese Definition nicht erfillt, der Keim aber
mehr als einmal im Studienzeitraum nachgewiesen, galt dieser Patient als
intermittierender Trager. Weiterhin gab es eine Gruppe mit einmaligem
Nachweis von S. aureus in der Nase. Konnte zu keinem Zeitpunkt S.

aureus in der Nase nachgewiesen werden, wurde der Patient als Nicht-
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Trager definiert.

Eine intranasale antibakterielle Therapie wurde zu keinem Zeitpunkt

durchgefuhrt.

2.2. Reagenzien, Zellkultur und Materialien

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) wurde
von Sigma (Deisenhofen) erworben, in einer Konzentration von 1mg/ml in

Medium 199 ohne Phenolrot gelést und bei -20°C aufbewahrt.

Humanes Fibronektin wurde von Sigma bezogen, bei 4-8°C gelagert und

fur die jeweiligen Experimente in Phosphatpuffer (PBS 7,2) verdinnt.

Alle Zellkulturmedien waren von Bio Whittaker (Verviers, Belgien). Die
Zusatze fur das Medium der humanen Epithelzelllinie HEp-2 wurden von
Sigma bezogen und bei -20°C aliquotiert aufbewahrt. Fetales Kalberserum
kam von Gibco BRL.

Tryptic soy agar und Tryptic soy broth fur die Bakterienkultur sowie bovines

Serumalbumin waren von Sigma.

Kristallviolett und Methanol wurden von Merck (Darmstadt) erworben.
Glutaraldehyd war von Fluko Bio Chemika (Buchs, Schweiz), wurde mit

aqua dest zu einer 1,25% Ldsung verdinnt und bei 4-8°C gelagert.

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Zell- und

Bakterienkulturmaterialien von Sarstedt (NtUrmbrecht) bezogen.

(methyl3H) Thymidine wurde von Amersham (Braunschweig, Liquid
scintillation Cocktail (LSC Cocktail Hydroluma) von Baker (Deventer,

Niederlande) bezogen.

Silikondialysekatheter (safe-lock-system) wurden freundlicherweise von

Fresenius (Bad Homburg) zur Verfligung gestellit.
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2.3. HEp-2 Zelllinie und Zellkultur

Die humane Epithelzelllinie HEp-2 (American Type Culture Collection,
ATCC: CCL 23) entstammt einem humanen Karzinom des Larynx (45). Die
Bakterienadharenz an HEp-2 Zellkulturen hat sich als in vitro Modell fur die
Interaktionen zwischen pro- und eukaryonten Zellen bewahrt. Dabei
konnen mit diesem Modell quantitative Unterschiede im Adhéarenzverhalten
einzelner Bakterienstamme differenziert werden (46, 65). Die Adhérenz
bestimmter Bakterienstdamme an HEp-2 Zellen gilt als Virulenzfaktor fir
Infektionen beim Menschen (13, 41).

Das Medium fur die HEp-2 Zellen bestand aus Dulbecco’s modified Eagle
Medium, DMEM (4,5g Glucose/l) mit 10% fetalem Kalberserum (FKS) und
1% Penicillin/Streptomycin. Die Zelllinie wurde in 75cm? Kulturflaschen in
einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO2 bei 37°C kultiviert

und zweimal wochentlich in einem Verhaltnis von 1:4 subkultiviert.

Fur die Adharenzversuche wurden die Zellen in 96- Lochplatten, Falcon
(Heidelberg) gesat (7,5-30.000) Zellen/Loch und bei 95% Luftfeuchte mit
5% CO; Gehalt Uber Nacht inkubiert, so dass fur die Experimente
konfluente Zellrasen zur Verfigung standen (mikroskospische Kontrolle).
Das Uberschissige Medium wurde nach der Inkubationszeit entfernt. Die
Zellen wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1,25% Glutaraldehyd

(100ul/Loch) fixiert und anschlieBend bis zum Verwendungstag bei 4-8°C

aufbewahrt.
2.4, Bakterien
2.4.1. Verwendete Stamme

Fur die Experimente wurden zwei gut charakterisierte S. aureus Stdmme
(ATCC 29213 und ATCC 25923) verwendet, die uns freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. med. Trautmann, Institut fur Mikrobiologie und Hygiene,
Universitatsklinikum  Ulm, zur Verfugung gestellt wurden. Die
Patientenisolate wurden wie oben beschrieben (2.1.3.) von der
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Katheteraustrittsstelle bzw. Nasenabstrichen gewonnen. Alle Bakterien

wurden in einem Microbanksystem bei -20°C aufbewabhrt.

Bei allen Experimenten wurden die Bakterien Uber Nacht auf Tryptic Soy
agar angezichtet, geerntet und anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen. Mit Medium 199 ohne Phenolrot wurde eine Suspension mit
der optischen Dichte von 1,0 bei 578 nm hergestellt. Dies entspricht einer
Keimzahl von 10%ml, wie in einer Verdiinnungsreihe dokumentiert wurde.

Fur einige Experimente wurden Verdinnungen von dieser Suspension

hergestellt.
2.5. Adhéarenzbestimmung mittels MTT
2.5.1. Kolorimetrischer Nachweis vitaler Bakterien mittels MTT

Das farblose Tetrazoliumsalz MTT 3- ( (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) wird von aktiven Mitochondrien in der
Atmungskette enzymatisch zu Formazankristallen gespalten (66) und ist
somit fur  Vitalitatsbestimmungen geeignet. Die entstehenden
Formazankristalle haben eine blaue Farbung, in Methanol gelést kdnnen
diese quantitativ kolorimetrisch als Extinktion in einem Plattenphotometer

bestimmt werden.

Diese kolorimetrische Bestimmung hat sich zur Quantifizierung

zelladharenter Bakterien als geeignet erwiesen (46).

2.5.2. Intrinsische Spaltung von MTT

Um darzustellen, dass Extinktionsunterschiede bei der kolorimetrischen
Messung nicht auf Unterschieden im Spaltungsvermogen der einzelnen
Bakterien beruht, sondern vitale Bakterien quantitativ nachweist, wurde die
intrinsische Spaltungskapazitat der Bakterien wie folgt erfasst. Die wie

unter 2.4.1. beschriebenen hergestellten Bakteriensuspensionen wurden in
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einer Konzentration von 10%ml auf 96- Lochplatten (100ul/Loch)
aufgetragen, die keine Epithelzellen enthielten. Dazu wurde MTT 1mg/ml
Medium 199 ohne Phenolrot hinzugefiigt. Nach 3h Inkubation bei 37°C
wurden die Platten 10 min bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert,
der Uberstand entfernt und die blauen Formazankristalle unter
vorsichtigem Schutteln in 100% Methanol geldst. Die Extinktion OD wurde

bei 570 nm im Plattenphotometer (Behring EL 311) gemessen.

Dieser Versuch wurde modifiziert, um die Keimzahl/ Extinktionskorrelation
fur die Standardkeime ATCC 29213 und ATCC 25923 exemplarisch
darzustellen. Hierfur wurde die Bakteriensuspension mit der optischen
Dichte 1,0 bei 578 nm in Verhéltnissen von 1:2- 1:1024 verdinnt und nach

obigem Schema untersucht.

2.5.3. Bakterienadharenz an HEp-2 Zellen

Vor den Adharenzversuchen wurden die unter 2.3. beschriebenen
vorbereiteten fixierten konfluenten Zellrasen dreimal mit PBS gewaschen
und mit 2% bovinem Serum Albumin in PBS (100ul/Loch) fir eine Stunde
blockiert, um eine unspezifische Bindung von Bakterien zu verhindern (46).
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS folgte die Zugabe der
Bakteriensuspensionen mit einer Konzentration von 10°ml (100ul/Loch)
der Patientenisolate sowie der Kontrollkeime ATCC 29213 und ATCC
25923. Als Kontrolle wurde Medium 199 ohne Phenolrot (100ul/Loch)
verwendet. Die so beschickten Platten wurden 10 min bei 1000U/min
zentrifugiert und anschliel3end fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach
Auswaschen (dreimal mit PBS) nicht adhéarenter Bakterien wurde MTT
1mg/ml Medium 199 ohne Phenolrot hinzugefiigt (100 ul/Loch) und fir drei
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde
100% Methanol (100ul/Loch) hinzugefigt und die entstandenen
Formazankristalle unter vorsichtigem Schutteln gel6st. Die Extinktion OD
wurde bei 570 nm im Plattenphotometer gemessen.
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Um die Abhangigkeit der adharierenden Bakterienzahl von der HEp-2
Zellzahl auf der Zellkulturplatte und der Bakterienzahl in der
Ausgangssuspension darzustellen, wurde der Versuch mit variierter Zell-

bzw. Bakterienzahl durchgefihrt.

2.5.4. Bakterienadharenz an Silikon vermittelt durch Fibronektin

Die Adharenz von S. aureus — exemplarisch der Standardkeime ATCC
29213 und 25923 - an Fibronektin, wurde mit Hilfe von Polystyrol cover
beads (F.A.S.T.-plates, Falcon) untersucht. Hier ragen Deckelzapfen in die
Locher einer 96-Lochplatte, in die die Inkubationslésung eingegeben

werden kann.

Die Deckelzapfen der Platten wurden dber Nacht in die
Fibronektinldsungen verschiedener Konzentrationen getaucht.
AnschlieRend wurden die Zapfen dreimal in PBS gewaschen, um dann fir
zwei Stunden mit Bakteriensuspensionen in verschiedenen Verdinnungen
(100ul/Loch) bei 37°C inkubiert zu werden. Als Kontrolle wurde Medium
199 ohne Phenolrot verwendet. Nach Abwaschen der nicht adhéarenten
Bakterien (dreimal mit PBS) wurden die Deckelzapfen in MTT 1 mg/ml in
M199 ohne Phenolrot (100ul/Loch) getaucht und fur 3h bei 37°C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Formazankristalle von den Deckelzapfen in 100%
Methanol (100ul/Loch) unter vorsichtigem Schutteln geldst. Die Extinktion

wurde bei 570 nm im Plattenphotometer gemessen.

2.5.5. Bakterienadharenz an Peritonealdialysekathetern

Die original verpackten Peritonealdialysekatheterschlauche wurden unter
sterilen Bedingungen in 1 cm grof3e Stiicke geschnitten und gewogen. Je
ein Schlauchstick wurde in einer 24 Lochplatte (Falcon, Heidelberg)
gegeben und mit Bakteriensuspensionen (1ml/Loch) verschiedener
Konzentrationen des Kontrollkeimes ATCC 29213 fir 2 h bei 37°C
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inkubiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Schlauchstiicke
gleichmafig innen und aufRen mit Bakteriensuspension bedeckt waren.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Bestimmung der

adharenten Keime kolorimetrisch mittels MTT (2.5.3.)

2.6. Adhéarenzbestimmung mittels Lichtmikroskopie

Konfluente Zellrasen von HEp-2 Zellen (2.3.) wurden trypsiniert und zu
einer Suspension von 10° Zellen/ml verdiinnt. 100 ul dieser Verdiinnung
wurden mit 100ul Bakteriensuspension der Patientenisolate variabler
Konzentration 30 min auf dem Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mittels Cytospin
auf Objekttrager gebracht. Es erfolgte nach Lufttrocknung der Praparate
eine Farbung nach Pappenheim mit May-Grinwald und Giemsa Losung.
Die adharenten Bakterien an HEp-2 Zellen wurden bei 600-facher
VergréRerung unter dem Lichtmikroskop (Zeiss ID 03) ausgezéhlt.
Zellkonglomerate sowie freiliegende Zellen wurden nicht gezahlt. Die Zahl
der ausgezahlten HEp-2 Zellen betrug 100 pro Versuch pro

Bakterienstamm.

2.7. Adharenzbestimmung von radioaktiv markierten

Bakterien an Peritonealdialysekathetern

Fur die radioaktiven Adharenzexperimente wurden die Bakterien, in
Anlehnung an Espersen et al., mit Tryptic soy broth (TSB) zu einer
Suspension mit der optischen Dichte von 1,0 bei 578 nm eingestellt und mit
5 pCi 3H-thymidin/4ml fur 18h bei 37°C inkubiert (20). Die so radioaktiv
markierte Suspension wurde 4:1 mit TSB (10%ml) verdiinnt. Die
Katheterschlauche wurden unter sterilen Bedingungen in 2,4 cm lange
Sticke geschnitten, halbiert und der Lange nach geteilt. Jedes der vier
Schlauchstiicke wurde in je ein Loch einer 24-Lochplatte gegeben und mit

der radioaktiv markierten Bakteriensuspension (1ml/Loch) drei Stunden bei
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37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Schlauchstiicke dreimal mit PBS
gewaschen, um die nicht adhéarenten Bakterien zu entfernen. Jedes
Schlauchstick wurde anschlieend in 8 ml Liquid Scintillation cocktail
(LSC) uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Die schlauchgebundene Radioaktivitat wurde in einem Szintillationszéahler
bestimmt. Die dargestellten Daten stellen jeweils den Mittelwert der vier

einzelnen Katheterstiicke dar.

2.8. Statistik

Klinische Daten: Fir den statistischen Vergleich der verschieden

Patientengruppen wurde der Sokal2-test (67) angewendet.

Experimentelle Daten: Fur jeden Versuch wurden Mittelwert,
Standardabweichung, Median und das 95% Vertrauensintervall bestimmt.
Jeder Versuch wurde mindestens dreimal an je unterschiedlichen
Versuchstagen durchgefuhrt. Bei den Versuchen mit radioaktiven
Materialien war dies nicht moglich, die Zahl der Versuche ist im
Ergebnisteil genannt. Der statistische Vergleich unabhangiger Stichproben
erfolgte mit Hilfe des U-testes von Wilcoxon, Mann und Whitney (61).

Unterschiede wurden als signifikant gewertet wenn p<0,05 war.

Die Adharenz (X) der Patientenisolate (gemessene Extinktion bei 570 nm)
in den kolorimetrischen MTT Experimenten wurde an jedem der drei
Versuchstage (1-3) simultan mit dem Kontrollkeim ATCC 29213 gemessen
und in die statistische Analyse mit eingeschlossen. Somit war es maoglich,
eine relative Adharenz Q zum Kontrollkeim ATCC 29213 zu bestimmen
und die Experimente der verschiedenen Versuchstage untereinander
vergleichbar zu machen. Diese relative Adharenz wurde folgendermal3en

berechnet:
Q = [X Patientenisolate(1-3) - X ATCC 29213(1-3)] : X ATCC 29213 (1-3)

Diese Berechnung erfolgte auf Grundlage einer biometrischen Beratung im
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Institut fUr medizinische Biometrie und Statistik der Universitat zu Libeck.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Daten der Patienten

Es  konnten insgesamt 72 CAPD Patienten  aus  den
Peritonealdialyseambulanzen Berlin / Libeck aufgenommen werden. Es
gab keine Aufnahmeeinschrankung aufgrund von Alter, Geschlecht,
Grunderkrankungen oder vorangegangener Nierenersatztherapie. Die
demographischen Daten der Patienten sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Tab. 2: Demographische Daten der in die Studie aufgenommenen

Patienten

& Jahre, Mittelwert + Standardabweichung zu Beginn der Studie,

Altersverteilung: 12-84 Jahre.

® Monate, Mittelwert + Standardabweichung, ¢ Monate.

Gesamt Weiblich Mannlich

Anzahl (%) 72(100)  29(40,3)  43(59,7)
Alter 2 50,0+16,0 53,3+150 48,2+164
Diabetiker (%) 18 (25) 6 (20,7) 12 (27,9)
Dauer der CAPD ° 23+17,8 23,6+19,1 22,7+18,1
Studienzeitraum ° 89+7,3 8075 92+7,2

Kumulativer
o 645 233 412
Studienzeitraum °©
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3.2. Besiedlung der Katheteraustrittsstelle

3.2.1. Mikrobiologische  Befunde der Katheteraustrittsstellen-
Abstriche

Alle Abstriche der Katheteraustrittsstelle wurden ohne Berlcksichtigung
des klinischen Infektionsgrades abgenommen. Ein  positives
Kulturergebnis wurde mit einer Besiedlung der Katheteraustrittsstelle durch
diese Bakterien gleichgesetzt. Von insgesamt 378 Abstrichen der
Katheteraustrittsstelle wurden 99 (26%) als keimpositiv und 279 (74%) als
keimnegativ identifiziert. In den Féllen einer schweren Infektion der
Katheteraustrittsstelle (Grad Il und IV) waren 7 von 13 (54%) Abstrichen
positiv (Grad Il 44%, Grad IV 75%), wahrend bei keiner Infektion (Grad 0)
und Infektionsgraden I/l insgesamt 92 von 365 (25%) Abstrichen
keimpositiv waren (p< 0,05). Die Isolationshaufigkeit von Keimen an der
Katheteraustrittsstelle war bei klinisch schwerstwiegenden Infektionen
(Grad 111/1V) somit signifikant erhoht (Tabelle 3).

Die jedoch nicht geringe Anzahl der kulturell negativen Abstriche bei Grad
[I/IV (6 von 13; 46%) konnte durch technische Bedingungen wie Transport,
fehlerhafte Abstrichtechnik oder Selbstbehandlung der Patienten bedingt

sein.
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Tab. 3: Mikrobiologische Befunde der Katheteraustrittsstellen- Abstriche (n
gesamt =378), differenziert nach bakteriellem Wachstum (positiv, negativ)
und dem Infektionsgrad der Katheteraustrittsstelle (KA, 0-1V). Anzahl der
Abstriche absolut und in Prozent (%), * p<0,05 Signifikanz zu KAI Grad 0, |,

Bakterielles Wachstum (%)
KAI Grad Positiv Negativ Gesamt
0 47 (25) 141 (75) 188 (100
I 31 (26) 90 (74) 120 (100)
I 14 (25) 43 (75) 57 (100)
1l 4* (44) 5 (55) 9 (100)
v 3* (75) 1(25) 4 (100)
Gesamt 99 (26) 279 (74) 378 (100)




3.2.2. Mikrobiologische Differenzierung der keimpositiven
Katheteraustrittsstellen- Abstriche

Die mikrobiologisch positiven Abstriche der Katheteraustrittsstelle wurden
einer weiteren bakteriologischen Differenzierung unterzogen (siehe 2.1.3.).
Bei 25 der 99 (25%) kulturell positiven  Abstrichen  der
Katheteraustrittsstelle konnte S. aureus identifiziert werden.

Eine Differenzierung der Abstrichergebnisse nach dem Infektionsgrad der
Katheteraustrittsstelle (Grad 0-1V) ergab einen signifikant héheren Anteil S.
aureus positiver Abstriche in der Gruppe mit schwerwiegenden und
schwerstwiegenden Katheteraustrittsstelleninfektionen (Grad 1I-1V). Bei
mikrobiologisch positiven Abstrichen mit Infektionsgrad 1l-IV konnte in 10
von 21 Abstrichen S. aureus isoliert werden, wohingegen sich bei 78
keimpositiven Abstrichen mit Infektionsgrad O-I in 15 Abstrichen S. aureus

positive Kulturen fanden (p<0,05).

Die Isolationswahrscheinlichkeit von S. aureus stieg folglich mit dem

klinischen Schweregrad einer Katheteraustrittsstelleninfektion (Tabelle 4).
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Tab. 4: Differenzierung der keimpositiven Katheteraustrittsstellen Abstriche

(n=99) in S. aureus positive und andere Keime; gesamt und in Relation
zum Grad der Katheteraustrittsstelleninfektion (KAIl, 0-1V). Anzahl der
Abstriche absolut und in Prozent (%). * p<0,05 Signifikanz zu KAI Grad 0, I.

Keimpositive Abstriche %
KAI S. aureus |andere gesamt
0 9 (19) 38 (81) 47 (100)
I 6 (19) 25 (81) 31 (100)
I 7* (50) 7 (50) 14 (100)
1l 1* (25) 3 (75) 4 (100)
\Y, 2* (75) 1 (25) 3 (100)
Gesamt 25 (25) 74 (75) 99 (100)

25



3.3. Besiedlung der Nase
3.3.1. Mikrobiologische Befunde der Nasen-Abstriche

Von insgesamt 378 Nasenabstrichen waren 73 (19,3%) positiv fur S.
aureus, 245 (64,8%) positiv fur andere Keime (hauptsachlich
koagulasenegative Staphylokokken) und 60 mikrobiologisch negativ
(15,8%).

3.3.2. Nasale Besiedlung im Vergleich zur Besiedlung der

Katheteraustrittsstelle am selben Tag

Bei den 73 nasalen Abstrichen, die fir S. aureus positiv waren, war die
Katheteraustrittsstelle in 16 Ereignissen fur S. aureus am selben Tag
positiv (21,9 %). In 5 dieser 73 Ereignisse (7%), lag ein Infektionsstadium
[Il / IV vor. Bei einem mikrobiologisch negativen Nasenabstrich oder einem
fur andere Keime positivem Befund lag der Infektionsgrad der
Katheteraustrittsstelle in 8 / 305 Fallen (4%) bei einem Stadium Il / IV (p>
0,05).

Dies zeigt, dass die nasale Besiedlung von S. aureus am gleichen Tag
nicht gehéauft bei Patienten mit Katheteraustrittsstelleninfektionsstadium 1l1-

IV vorkommt, deren Infektion durch S. aureus verursacht wird.

Auch bei Patienten, bei denen eine Infektion der Katheteraustrittsstelle
Grad II-IV vorlag, die nicht durch S. aureus hervorgerufen worden war,
fand sich haufig S. aureus im Nasenabstrich (57/353; 16,1%). Aul3erdem
war in 63/73 Fallen, in denen die Nase mit S. aureus besiedelt war, die
Katheteraustrittsstelle nicht behandlungsbedirftig (Stadium 0 / 1) infiziert.
Hieraus l&sst sich ableiten, dass ein einzelner nasaler S. aureus Nachweis
nicht die Morbiditat fir eine gleichzeitige schwere Infektion der

Katheteraustrittsstelle erhoht.
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Eine detalllierte Differenzierung der nasalen Besiedlung im Vergleich zur
Besiedlung der Katheteraustrittsstelle und deren Infektionsgrad am selben

Tag zeigt Tabelle 5.

Tab. 5: Mikrobiologische Differenzierung der nasalen Besiedlung im
Vergleich zur Besiedlung Katheteraustrittsstelle (keimnegativ, andere
Keime, S. aureus) und deren Infektionsgrad (KAI, 0-IV) am selben Tag. n=
Anzahl der Abstriche gesamt beim jeweiligen Besiedlungsbefund. Befunde

absolut und in Prozent (%).
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Katheteraustrittsstelle

Nasale Besiedlung (%)

andere Keime

KAI keimnegativ S. aureus (nicht S. keimnegativ
aureus)
0 (n=144)| 28 (19.4) 94 (65.3) 22 (15.3)
I (n=90)| 13(14.4) 63 (70) 14 (15.6)
Il (n=39) 2(51) 28 (71.8) 9 (29,1)
1l (n=5) 1 (20) 3 (60) 1 (20)
v (n=1) 0(0) 0(0) 1(100)
Gesamt (n=279)| 44 (15,7) 188 (67,4) 47 (16,8)
andere Keime
KAI (nicht S. S. aureus | andere Keime | Keimnegativ
aureus)

0 (n=38)| 6 (15.7) 27 (71.1) 5(13.2)
I (n=25) 6 (24) 13 (52) 6 (24)
I (n=7) 0 (0) 6 (85.7) 1(14.3)
1l (n=3) 1 (33) 2 (67) 0 (0)
\Y (n=1) 0(0) 1 (100) 0(0)
gesamt (n=74) | 13 (17,5) 49 (66,2) 12 (16,2)

KAI S. aureus S. aureus Andere Negativ
0 (n=9)| 6 (66.6) 2 (22,2) 1(11,1)
I (n=6)| 4 (66.,6) 2 (33.3) 0 (0)
I (n=7) 3(42) 4 (58) 0 (0)
11 (n=1) 1 (100) 0(0) 0(0)
\Y (n=2) 2 (100) 0 (0 0(0)
gesamt (n=25) 16 (64) 8 (32) 1(4)
Gesamt (n=378) | 73(19,3) 245 (64,8) 60 (15,8)
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3.3.3. Nasales Tragertum von Staphylococcus aureus

Mindestens drei Abstriche von Nase und Katheteraustrittsstelle im Abstand
von jeweils mindestens vier Wochen waren notwendig, um einen nasalen
Tragerstatus zu ermitteln. 41 der 72 Studienpatienten erfullten diese
Vorraussetzung. Um zu untersuchen, ob mittels einer modifizierten nasalen
S. aureus Tragerdefinition eine Klinische Risikostratifizierung fur
konsekutive Katheteraustrittsstelleninfektion mdoglich ist, wurden die
Patienten mit nasaler S. aureus Nachweis in folgende Untergruppen

aufgeteilt:

- Chronische S. aureus Trager (mindestens zwei von drei aufeinander

folgenden Nasenabstrichen waren positiv fir S. aureus)

- Intermittierende Trager (mindestens zweimaliger S. aureus

Nachweis, jedoch chronische Tragerdefinition nicht erftllt)
- Einmalige Trager (einmaliger S. aureus Nachweis).

Hieraus ergab sich eine Vergleichsmoglichkeit von chronischen,
intermittierenden und einmaligen Tragern von S. aureus gegenuber
Patienten, bei denen dieser Keim niemals in der Nase nachgewiesen

wurde (Nicht-Trager).

13 Patienten konnten als chronische nasale Tréger von S. aureus
identifiziert werden, 3 Patienten waren intermittierende Trager und bei 6
Patienten wurde S. aureus einmalig aus dem Nasenabstrich isoliert. Bei 19
Patienten konnte niemals S. aureus in der Nase nachgewiesen werden, sie

wurden als Nicht-Trager bezeichnet.

Der kumulative Beobachtungszeitraum der 41 Patienten betrug 599
Monate (Tabelle 6)
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Tab 6: nasaler S. aureus Tragerstatus und Beobachtungsdauer angegeben
in Monaten (m), kumulativ, Mittelwert und Verteilung.

Beobachtungsdauer (m)

Tragerstatus Kumulativ Mittelwert Verteilung
Chronisch (n=13) 164 12,6 6-21
Intermittierend (n=3) 63 21 15-24
Einmalig (n=6) 94 15,7 6-21
Niemals (n=19) 278 14,6 6-24

3.3.4. Nasales Tragertum von Staphylococcus aureus und Infektion der

Katheteraustrittsstelle

Insgesamt, also unabhangig vom Erreger, unterschied sich die Inzidenz fur
Besiedlung/Infektionen der Katheteraustrittsstelle (KAl/Patient/Jahr) bei
chronischen nasalen S. aureus Tragern gegeniber Patienten bei denen S.
aureus nie nachgewiesen wurde nicht (7,985 Episoden/Patient/Jahr versus
6,878, nicht signifikant). Dies zeigte sich auch bei Differenzierung nach
Schweregraden (KAI 0-1V). Chronische Trager von S. aureus erlitten nicht
signifikant unterschiedlich eine schwere Katheteraustrittsstelleninfektion
Grad II-1V als Nicht-Trager (Tabelle 7).
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Tab. 7:

Katheteraustrittsstelleninfektionen ( KAI / Patient / Jahr) gesamt, unterteilt

nasaler Tragerstatus und Inzidenz von

nach klinischen Schweregraden der Katheteraustrittsstelleninfektion (KAI

0-1V); n= Patientenzabhl.

Nasaler S. aureus

Nachweis

Katheteraustrittsstelleninfektion

Episode/Patient/Jahr

Gesamt

Grad 0O-I Grad II-IV | Grad 0-IV
Chronisch (n=13) 7,032 0,89 7,985
Intermittierend (n=3) 3,428 4 7,428
Einmalig (n=6) 5,350 0,127 6,24
Niemals (n=19) 5,494 1,537 6,878

Fur die Inzidenz S. aureus bedingter Katheteraustrittsstelleninfektionen
zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied beim Vergleich zwischen
chronischen nasalen Tragern und Nicht-Tragern. Chronisch nasale Trager
erkrankten signifikant haufiger an einer S. aureus bedingten

(1,172

Episoden/Patient/Jahr versus 0,043; p< 0,05). Die Inzidenz einer S. aureus

Katheteraustrittsstelleninfektion als Nicht-Trager

bedingten  Katheteraustrittsstellen  Besiedlung/Infektion war  bei

chronischen Tragern damit tber 20-fach erhoht.
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Bei intermittierenden nasalen S. aureus Tragern, konnte gegentber Nicht-
Tragern keine signifikante Haufung von S. aureus bedingten
Katheteraustrittsstelleninfektionen festgestellt werden. Dies gilt ebenso fur

den einmaligen Nachweis von S. aureus aus der Nase.

Nur chronische nasale S. aureus Trager erlitten also signifikant gehauft S.
aureus bedingte Katheteraustrittsstelleninfektionen. Die Unterteilung nach
Infektionsgraden  hob diesen Unterschied noch deutlicher hervor, die
Inzidenz einer S. aureus bedingten Katheteraustrittsstelleninfektion bei
Grad II-IV betrug 0,586 Episoden/Patient/Jahr versus O bei den Nicht-
Tragern (p<0.05).

Einen Uberblick Uber die Beziehung von S. aureus Tragerstatus und

Infektionsinzidenz gibt Tabelle 8.
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Tab. 8: nasaler Tragerstatus und Inzidenz von S. aureus bedingten
Katheteraustrittsstelleninfektionen (KAI / Patient / Jahr) differenziert nach
dem klinischem Schweregrad (KAI 0-1V); n= Patientenzahl. *: p< 0,05 fur

chronische Trager versus Nicht- Trager

Nasaler S. Katheteraustrittsstelleninfektion/Jahr/Patient
aureus
Nachweis
S. aureus positiv S. aureus negativ

Grad Grad Grad Grad | Grad | Grad
O-I -1v 0-1v O-l -1v o-1vV

Chronisch

0,586 | 0,586* | 1,172* | 6,446 | 0,366 | 6,813
(n=13)

Intermittierend

0,190 0 0,190 | 3,238 | 4 | 7,238
(n=3)

Einmalig (n=6) | 0,127 | 0,127 0,255 | 5,350 | 0,764 | 5,987

Niemals (n=19) | 0,043 o* 0,043* | 5,451 | 1,341 | 6,835
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Insgesamt gab es 20 S. aureus positive Episoden einer
Katheteraustrittsstelleninfektion, davon fanden 16 bei chronischen Tragern
statt. 80% dieser Episoden fanden also bei chronischen Tragern statt.

Von 9 schweren Katheteraustrittsstelleninfektionen mit positivem S. aureus
Nachweis (Grad 1l-IV) waren 8 bei chronischen Tragern (88,9 % versus
11,1% bei Nicht- Tragern)

Von insgesamt 13 chronischen Tragern fand sich die Katheteraustrittstelle
bei 6 Patienten mit S. aureus besiedelt, dagegen zeigten nur einer von 19
Nicht-Tragern eine S. aureus positive Episode. Die Wahrscheinlichkeit an
einer S. aureus positiven Katheteraustrittsstelleninfektion zu erkranken
betrug fur die Gruppe der chronischen Trager 46% versus 5,2% bei Nicht-

Tragern.

In Tabelle 9 sind die S. aureus positiven Episoden von
Katheteraustrittsstelleninfektionen differenziert nach Tragerstatus und
Schweregrad der Infektion dargestellt.
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Tab. 9: Nasaler S. aureus Tragerstatus, Anzahl der Patienten gesamt der
jeweiligen Tragerkategorie und Anzahl der Patienten, bei denen innerhalb
dieser Tragerkategorie S. aureus an der Katheteraustrittsstelle (KA)
nachgewiesen wurde. Sowie die Anzahl der S. aureus positiven
Kathteraustrittsstelleninfektionen, differenziert nach Infektionsgrad (KAI O-
IV) in der jeweiligen Patientenkategorie.

Nasaler _ o _ _ Nicht-

Chronisch Intermittierend Einmalig gesamt
Tragerstatus Trager
Patienten 13 3 6 19 41

Patienten mit

S. aureus

_ 6 1 1 1 9
Nachweis an
der KA
S. aureus KAl

16 1 2 1 20

gesamt
O-I 8 1 1 1 11
-1V 8 0 1 0 9
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3.3.5. Diabetes mellitus und Staphylococcus aureus Besiedlung

Insgesamt waren 25 der 72 Studienpatienten Diabetiker (Typ | + 1I), es
ergab sich fir diese Patienten weder eine gehaufte Besiedlung der
Katheteraustrittsstelle mit Bakterien insgesamt, noch eine gehéaufte

Besiedlung mit S. aureus.

Von den 41 Patienten fur die ein differenzierter nasaler S. aureus Status
erhoben werden konnte waren 12 Diabetiker (Typ | + Il). Diabetiker hatten
kein erhdhtes Risiko fur chronisches nasales S. aureus Tragertum. Von 12
Diabetikern waren 4 chronische nasale S. aureus Trager (33,3%), im
Vergleich zu Nichtdiabetikern (n=29), von denen 9 chronische nasale

Trager fur S. aureus waren (31,03%), p>0,05, nicht signifikant).

3.4. Kolorimetrische Adharenzbestimmung mittels MTT
3.4.1. Intrinsische Spaltung von MTT

Fur die in vitro Zelladharenzbestimmung wurde ein Zelladh&renzassay mit

kolorimetrischer Quantifizierung entwickelt (siehe 2.5.).

Hierfir wurde zunachst die Fahigkeit von zwei S. aureus Stdmmen getestet
MTT zu spalten. Bakteriensuspensionen der Standardkeime ATCC 29213
und 25923 wurden in verschiedenen Konzentrationen
(Ausgangssuspension war in der Konzentration von 10%ml) mit MTT
Img/ml (jeweils 100ul/Loch) fur drei Stunden inkubiert. Dabei konnte in
wiederholten Experimenten gezeigt werden, dass das Spaltungsvermogen
von MTT der beiden Standardkeime sich nicht signifikant voneinander
unterschied, p>0,05. (Tabelle 10)
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Tab. 10: Spaltungsvermégen von MTT der Standardkeime ATCC 29213
und ATCC 25923 im Vergleich zueinander und in verschiedenen
Verdunnungsstufen. Verdinnungsstufe 1:1 entspricht der
Ausgangssuspension mit einer Keimzahl von 10°ml. Kontrolle (K), n=
Anzahl der parallelen Messungen, Mittelwerte (MW), Standardabweichung
(SD). Extinktion OD gemessen bei 570nm.

Verdinnungsstufe

1:1 1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 K
n=8 n=8 n=8 | n=8 | n=8 | n=8 | n=8

MW (2,221 1,884 |1,422|0,833|0,371|0,177|0,076
ATCC29213

sb 013 01 | 0,24 | 0,07 | 0,04 |0,007|0,003

MW |2,338| 1,876 |1,079| 0,53 |0,334|0,299| 0,065
ATCC25923

Sb | 0,16 | 0,2 0,1 | 0,05 |0,006| 0,02 |0,003

Es zeigte sich jedoch, dass die gemessenen Extinktionen fir den
jeweiligen Bakterienstamm zwischen den einzelnen Versuchstagen
variierte (Tabelle 11). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das
Spaltungsvermogen der Keime zueinander nicht signifikant variierte und
damit unabhéngig war vom Staphylokokkentyp, sich jedoch an den

einzelnen Versuchstagen unterschied.

Um die folgenden Experimente mit den Patientenisolaten an den
verschiedenen Untersuchungstagen miteinander vergleichbar zu machen,
wurden die beiden Standardkeime bei jedem Versuchsansatz
mitgemessen und dann eine relative Adharenz errechnet (2.8.).
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Tab. 11: MTT Spaltung der Standardkeime ATCC 29213 und 25923
(Keimkonzentration 10°/ml) an 3 verschiedenen Versuchstagen, n=Anzahl
der parallelen Messungen, Mittelwerte (MW) +/- Standardabweichung
(SD). Gemessene Extinktion OD bei 570nm.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
n=8 n=8 n=8
MW +/- SD MW +/- SD | MW +/- SD

ATCC 29213 | 2,221+/-0,13 | 1,11+/-0,06 | 1,884+/-0,1

ATCC 25923 | 2,238+/-0,16 | 1,282+/-0,11 | 1,876+/-0,2

3.4.2. Quantifizierung von Staphylococcus aureus mittels MTT

Um die Keimzahl / Extinktionskorrelation fur die Kontrollkeime ATCC 25923
und ATCC 29213 darzustellen, wurden Keimsuspension in eine
Keimkonzentration von 10%ml) in Stufen von 1:1 bis 1:1024 verdiinnt und
mit MTT (1mg/ml) fur 3h inkubiert.

Es konnte eine Keimzahl/Extinktionskorrelation fir die Verdinnungen 1:1
bis 1:256 gezeigt werden. HoOhere Verdinnungen entsprachen dem
Kontrollwert (nicht abgebildet). Der Versuchsaufbau zeigte sich damit zur

zuverlassigen Quantifizierung von Staphylokokken als geeignet.
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3.4.3. Adhéarenz der Kontrollkeime ATCC 29213 und ATCC 25923
an HEp-2 Zellen

Zur Darstellung der Abhangigkeit der adharierenden Keimzahl von der Zell-
bzw. Keimzahl, wurde eine Bakterienadhdrenzmessung mit variierter Zell-

bzw. Keimzahl durchgefihrt.

Die Adharenz der S. aureus Stamme ATCC 29213 und 25923 an HEp-2
Zellen war sowohl von der eingesaten Zell- bzw. inkubierten Bakterienzahl
abhéangig. Je niedriger die eingesate Zell- bzw. inkubierte Bakterienzahl
war, desto niedriger war die gemessene Extinktion. Signifikante
Unterschiede zur Kontrolle fanden sich fur die Bakterienadharenz bis zu
einer Verdinnung von 1:20 der urspringlichen Keimkonzentration von
10%ml (siehe Abbildung 1 fir S. aureus ATCC 29213, Abbildung 2 fir S.
aureus ATCC 25923). Fur die weiteren Unterschiedsmessungen im
Adhéarenzverhalten erwies sich eine eingesate Zellzahl von 30.000/Loch

und eine inkubierte Keimzahl von 10° /ml als am giinstigsten.
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Abb. 1: Einfluss von variierter Zellzahl (7.5-30x103/Loch) und Keimzahl
(1:1, 1:5, 1:20; Verdunnungsstufe 1:1 entspricht der Ausgangssuspension
mit einer Keimzahl von 10°/ml) auf die Adh&renz von Standardkeim ATCC
29213 an HEp-2 Zellen. Mittelwerte +/- Standardabweichung. Anzahl der
parallelen Messungen n=8, Extinktion OD gemessen bei 570 nm.
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Abb. 2: Einfluss von variierter Zellzahl (7.5-30x10°/Loch) und Keimzahl
(1:1, 1:5, 1:20; Verdunnungsstufe 1:1 entspricht der Ausgangssuspension
mit einer Keimzahl von 10°/ml) auf die Adh&renz von Standardkeim ATCC
25923 an HEp-2 Zellen. Mittelwerte +/- Standardabweichung. Anzahl der

parallelen Messungen n=8, Extinktion OD gemessen bei 570 nm.

Weiterhin konnten wiederholbare signifikante Unterschiede in dem
Adharenzverhalten der beiden Standardkeime zueinander festgestellt
werden. ATCC 29213 zeigte niedrige, ATCC 25923 hohe Adharenz zu
HEp-2 Zellen (Tabelle 12). Daher wurden beide Stamme zu
vergleichenden Zwecken mit in die Adharenzversuche der Patientenisolate

mit einbezogen.
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Tab. 12: Adharenz der Standardkeime ATCC29213 und 25923 an HEp-2
Zellen (30x 10°/Loch) an drei verschiedenen Versuchstagen, n= Anzahl der
parallel gemessenen Anséatze, gemessene Extinktion OD bei 570 nm,
Mittelwert (MW)+/- Standardabweichung (SD).

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
n=8 n=8 n=8
MW +/- SD MW +/- SD MW +/- SD

ATCC 29213 | 1,648+/-0,24 | 0,316+/-0,013 | 0,704+/-0,15

ATCC 25923 | 2,149+/-0,09 | 0,654+/-0,029 | 1,432+/-0,07

3.4.4. Adharenz der Patientenisolate an HEp-2 Zellen

3.4.4.1. Beziehung der Adhérenz der Katheteraustrittsstellenisolate
zum Infektionsgrad am gleichen Tag

Gemall der Fragestellung dieser Studie wurde die Adharenz aller
klinischen S. aureus Isolate der Katheteraustrittsstellen an HEp-2 Zellen im
beschriebenen MTT-Assay untersucht. Fir die statistischen Vergleiche
wurde eine relative Adhéarenz aus den drei Versuchstagen zu dem
Standardkeim ATCC 29213 berechnet (2.8.)

Es konnte keine positive signifikante Korrelation zwischen der Adharenz an
HEp-2 Zellen in vitro und dem klinischen Infektionsstadium in vivo gezeigt
werden. Grol3es Adharenzvermégen fand sich sowohl bei den Isolaten von
nicht oder wenig entzindeten, als auch von stark entziindeten
Katheteraustrittsstellen, so dass die Adharenz der klinischen Isolate vom
Katheteraustrittsstelle an HEp-2 Zellen, gemessen im MTT-Assay, nicht mit
einer gesteigerten inflammatorischen Reaktion in vivo assoziiert ist. Das

Adharenzvermdgen der Patientenisolate lieR somit keine signifikante
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Aussage Uber die katheterassoziierte Morbiditatsrate der Patienten zu.

Dagegen konnte mit Zunahme des Kklinischen Infektionsgrades der
Katheteraustrittsstelle eine tendenzielle, nicht signifikante, Abnahme der
Adharenz der Isolate an HEp-2 Zellen beobachtet werden (Abbildung 3).
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Abb. 3: Relative Adharenz von S. aureus Isolaten gewonnen von der
Katheteraustrittsstelle (n=Anzahl Isolate) in Abhangigkeit zum klinischen
Infektionsstadium (KAl 0-1V). Mittelwerte der relativen Adhérenz der

jeweiligen Isolate in einer Gruppe +/- Standardabweichung.
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3.4.4.2. Beziehung der Adharenz nasaler Staphylococcus aureus

Isolate zum Infektionsstadium

Die nasalen Isolate wurden ebenfalls beziglich ihres Adharenzverhaltens
an HEp-2 Zellen untersucht. Es wurden jedoch nur die Isolate getestet, bei
denen die Katheteraustrittsstelle am selben Tag fur S. aureus positiv war
(n=16). Auch hier konnte keine Korrelation zwischen der relativen
Adharenz (berechnet aus den 3 Versuchstagen, siehe 2.8.) der nasalen
Isolate in vitro und den klinischen Infektionsstadien gezeigt werden
(Abbildung 4).
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Abb. 4: Relative Adharenz von nasalen S. aureus Isolaten (n= Anzahl der
Isolate) in Abhangigkeit zum klinischen Infektionsstadium (KAI 0-1V).
Mittelwerte der relativen Adharenz der jeweiligen Isolate in einer Gruppe

+/- Standardabweichung.
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3.4.5. Bakterienadharenz vermittelt durch Fibronektin

FAST- Zapfenplatten wurden mit Fibronektin beschichtet und anschliel3end
mit den Standardkeimen ATCC 29213 und 25923 inkubiert.

Wie unten dargestellt steigerte Fibronektin die Adharenz von beiden
Standardkeimen signifikant gegenuber der Kontrolle (Abbildung 5). Die
Adharenz war dabei ebenso abhangig von der inkubierten Keimzahl (ohne
Abbildung).
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Abb. 5: Adharenz der Standardkeime ATCC 25923 und ATCC 29213 an
Fibronektin in verschiedenen Konzentrationen (ug/ml) bei konstanter
Keimzahl 10%ml). Anzahl der parallelen Messungen/Ansatz 8, Extinktion
OD gemessen bei 570 nm. Mittelwerte +/- Standardabweichung. p<0,05
Signifikanz fiur beide Standardkeime bei Fibronektinkonzentration 40ug/ml

gegeniber der Kontrolle (ohne Fibronektin).
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3.4.6. Bakterienadharenz an Peritonealdialysekathetern

Da Bakterienadharenz an Kathetermaterial einen wichtigen Schritt in der
Pathogenese von katheterassoziierten Infektionen darstellt wurde versucht,
das oben beschriebene MTT-Assay fur Bakterienadharenz an
Kathetermaterial zu etablieren. Zunachst wurde dabei die Adharenz des
Standardkeimes ATCC 29213 an Peritonealdialysekathetern, wie unter
2.5.5. beschrieben, untersucht. Im weiteren Versuchsablauf gelang es
jedoch nicht, die entstandenen Formazankristalle vollstandig vom
Kathetermaterial zu I6sen, um in Anschluss die Extinktion als Parameter
der Bakterienadharenz zu messen. Aufgrund dieses technischen Mangels
lieBen sich keine reproduzierbare Versuchsstandards etablieren, so dass

sich das MTT-Assay hier als ungeeignet erwies.

3.5. Adhéarenzbestimmung an HEp-2 Zellen mittels Lichtmikroskopie

3.5.1. Adharenz der Kontrollkeime ATCC 29213 und ATCC 25923
an HEp-2 Zellen

Zunachst wurde untersucht, ob dieser Versuchsaufbau geeignet war,

Adhéarenz an HEp-2 Zellen darzustellen.

Die an drei verschiedenen Versuchstagen durchgefuhrte
Adharenzbestimmung  mittels  Lichtmikroskopie zeigte fur den
Standardkeim ATCC 29213 eine vergleichbare Zahl adharierender
Keime/Zelle (ohne Abbildung).

Verglich man die Adharenz der Standardkeime ATCC 29213 und ATCC
25923 miteinander, so zeigte sich auch mittels Lichtmikroskopie ein
deutlicher Unterschied im Adharenzverhalten der beiden Standardkeime an
HEp-2 Zellen (Tabelle 13).
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Tab. 13: Adharenz der beiden Standardkeime ATCC 29213 und ATCC
25923 an HEp-2 Zellen. 100 ausgezahlte Zellen/Keim. Werte angegeben in
Keime/Zelle. minimale (Min), maximale (Max) Anzahl der Keime/Zelle,
sowie Mittelwert (MW, Standardabweichung (SD) und Median.

Adhérierte Keime/Zelle
Min Max MW SD Median
ATCC 29213 3 16 8,11 3,05 8
ATCC 25923 37 145 89,86 22,46 89

Das Adhéarenzvermogen der Standardkeime an HEp-2 Zellen war dabei,
bei gleicher Zellzahl, abhangig von der Bakterienzahl und der Dauer der
Inkubation. Eine 30 minutige Inkubationszeit erwies sich am gunstigsten,
da sich bei langerer Inkubationszeit deutliche zytopathische

Veranderungen der HEp-2 Zellen zeigten.

3.5.2. Adharenz der Katheteraustrittsstellenisolate an HEp -2 Zellen

25 S. aureus Isolate der Katheteraustrittsstelle wurden untersucht. Die
Isolate waren sowohl von entzindeten wie von Klinisch blanden
Katheteraustrittsstellen. Wie in Abbildung 6 dargestellt, korrelierte das
Adharenzverhalten der Patientenisolate in vitro nicht positiv mit dem

Infektionsgrad der Katheteraustrittsstelle in vivo.

Jedoch war eine signifikante Abnahme der adharierten Keimzahl pro HEp-
2 Zelle bei hbherem Infektionsgrad der Katheteraustrittsstelle (KAl 11-1V) zu
beobachten. Bei Grad II-IV adharierten im Mittelwert 21,5 Bakterien/Zelle,
bei Grad 0/I hingegen 41,5 Bakterien/Zelle.
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Abb. 6: Adharenz der klinischen S. aureus Isolate gewonnen von der
Katheteraustrittsstelle in Bezug zum klinischen Infektionsstadium (KAI O-
V). Keimzahl pro 100 ausgezadhlte HEp-2 Zellen Mittelwert =
Standardabweichung. Jeder Balken stellt ein einzelnes S. aureus Isolat
dar. KAI 0/1 gegen KAI 2/3/4: p< 0,05.

3.6. Adhéarenzbestimmung von radioaktiv markierten Bakterien an

Peritonealdialysekathetern

Nachdem es nicht gelungen war das MTT-Assay zur Darstellung von
Bakterienadharenz an Peritonealdialysekathetern zu modifizieren, stellte
sich eine Adharenzbestimmung mittels radioaktiv markierter Bakterien als
sinnvoll dar. Die unter 2.7. beschriebene Methode zeigte gute
reproduzierbare Ergebnisse. Vorteil war, dass die adharierten Bakterien
zur Messung nicht vom Kathetermaterial abgelést werden mussten,
sondern am Silikonschlauch haftend im Scintillation counter erfasst werden

konnten.

Die Adhéarenzintensitdt der Patientenisolate an Silikonkathetern in vitro
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korrelierte positiv mit dem Infektionsgrad der Katheteraustrittsstelle in vivo.

Wie in Abbildung 7 dargestellt zeigten sich eine signifikant gesteigerte
Adhéarenzintensitat der Patientenisolate an Silikonkathetern gewonnen von
Katheteraustrittsstellen mit héherem Infektionsgrad (Grad 11-1V) (p<0,05)
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Abbildung 7: Adharenz der klinischen S. aureus

Katheteraustrittsstellenisolate an  Silikonperitonealdialysekathetern in
Bezug zum Infektionsstadium der Katheteraustrittsstelle (KAI I-IV).
Gemessen in counts per minute, jeder Balken stellt ein einzelnes S. aureus
Isolat dar. Signifikanz KAI 0/l gegen KAI II-1V: p<0,05 Experimentl;
p< 0,05 Experiment 2
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4. Diskussion

Katheterassoziierte infektiologische Probleme sind schwerwiegende
Komplikationen bei der kontinuierlichen ambulanten Peritonealdialyse
(CAPD). Infektionen der Katheteraustrittsstelle, des Kathetertunnels und
Peritonitiden belasten den Patienten durch zusatzliche
TherapiemalRnahmen und fihren zu Katheterverlust, Einschrankung dieses
Nierenersatztherapieverfahrens und erhohter Mortalitat (1, 16, 39, 56, 62).
Wahrend es zahlreiche Untersuchungen zur  Peritonitis als
schwerwiegendster Komplikation der CAPD gibt, ist das Interesse an
Infektionen der Katheteraustrittsstelle erst in den letzten Jahren gestiegen.
Atiologie und Epidemiologie der Katheteraustrittsstelleninfektion und deren
Einfluss auf die CAPD assoziierte Morbiditat sind derzeit Gegenstand der

Forschung.

Diese Arbeit zeigt, dass S. aureus ein haufiger und klinisch bedeutsamer
Erreger bei CAPD assoziierter Katheteraustrittsstelleninfektion ist. In 25%
der kulturpositiven Katheteraustrittsstellen Abstriche konnte S. aureus
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass bei klinisch
schwerwiegenderer Katheteraustrittsstelleninfektion (Grad [I-1V) der
Nachweis von S. aureus signifikant haufiger ist als bei Infektionen
niedrigeren Grades (47% versus 19%). Es stieg also die
Isolationswahrscheinlichkeit von S. aureus mit dem Kklinischen
Infektionsgrad. In der Literatur ist S. aureus der am haufigsten isolierte
Keim bei Katheteraustrittsstelleninfektion und er wird in 25-83% der
kulturpositiven Katheteraustrittsstelleninfektionen isoliert (1, 15, 17, 39, 55,
62, 64, 79). Die dabei  uneinheitlichen  Definitionen  der
Katheteraustrittsstelleninfektion spiegeln sich mdglicherweise in unseren
Daten wieder. Weit gefasste Definitionen der
Katheteraustrittsstelleninfektion unterschatzen dabei mdglicherweise die
Haufigkeit und Relevanz dieses Erregers. Unsere Daten der

schwererwiegenden Infektionsgrade (Grad II-1V) bestatigen die Haufigkeit
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und Relevanz von S. aureus aus anderen Studien (1, 39, 55, 62).

Nasales Tragertum von S. aureus wird in der Literatur als ein wichtiger
Risikofaktor fur CAPD assoziierte Infektionen durch diesen Erreger
diskutiert. In einer Studie von Sewell et al. 1982 wurde S. aureus bei 57%
(17/30) Peritonealdialysepatienten mindestens einmalig S. aureus in der
Nase nachgewiesen. Bei 2 oder mehr positiven Abstrichen wurden diese
Patienten als nasale S. aureus Trager definiert, diese hatten ein signifikant
erhohtes Risiko an einer S. aureus Peritonitis oder S. aureus
Katheteraustrittsstelleninfektion zu erkranken (64). In einer prospektiven
Studie mit groRerer Patientenzahl (87 CAPD Patienten) konnten Davies et
al. 1988 diesen Zusammenhang bestatigen (15). Nasale S. aureus Tréager,
definiert als mindestens zwei positive Abstriche im Studienzeitraum, hatten
ein 6-fach erhohtes Risiko fur eine S. aureus
Katheteraustrittsstelleninfektion. Luzar et al. konnten 1990 in einer
prospektiven Studie Uber 5 Jahre 140 CAPD Patienten einschlieBen, 45%
wurden nach einmaligem Abstrich als nasale S. aureus Trager definiert und
hatten ein signifikant erhohtes Risiko, Uberhaupt an einer
Katheteraustrittsstelleninfektion sowie an einer S. aureus bedingten
Katheteraustrittsstelleninfektion zu erkranken (40). Allerdings war auch in
diesen Studien ein Teil der als nasale S. aureus Trager definierten
Patienten ohne erhohtes Risiko fur S. aureus induzierte Infektionen.

Williams, Casewell und Hill und Erikson et al. beschreiben verschiedene
Formen des nasalen S. aureus Tragerstatus bei Gesunden: persistierende,
intermittierende und Niemals-Trager von S. aureus (9, 18, 76). Eine
préazise Definition des nasalen Tragertums von S. aureus konnte relevant
sein, da frihere Studien gezeigt haben, dass die durchschnittliche S.
aureus  Bakterienlast bei  persistierenden  Tragern  gegenuber
intermittierenden Tragern signifikant erhoht ist (3, 48, 75, 76). Dieses
wiederum fuhrt zu einer vermehrten Verteilung der Staphylokokken in die
Umgebung und zu einem vergréRRerten Infektionsrisiko fur S. aureus
Infektionen (32, 48, 63). Genetische Analysen der S. aureus Stamme
zeigen, dass persistierende nasale S. aureus Trager héaufiger mit einem

identischen Stamm besiedelt sind, wohingegen intermittierende Tréager
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eher verschiedene Stamme tragen (48, 76). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass S. aureus Infektionen bei persistierenden Tréagern von S.
aureus durch denselben Stamm verursacht werden, mit denen die Nase
besiedelt ist (32, 49).

Einige Studien zeigen eine Unterteilung der Patienten, doch sind die
Definitionen fir das nasale Tragertum von S. aureus nicht einheitlich und
haufig wurden maximal 2 Abstriche zur Unterteilung der Tragergruppen
abgenommen (15, 40, 63, 64). Es gibt derzeit keinen allgemeinen
Konsensus wie viele Abstriche abgenommen werden sollten und wie viele
davon fur S. aureus positiv sein missen, um einen persistierenden
Tragerstatus zu definieren (75). Vychtil et al. konnten zeigen, dass das
Risiko fir eine S. aureus Katheterinfektion bei Nicht-Diabetikern und nicht-
immunsupprimierten Patienten nur dann erhoht ist, wenn mindestens 2
Nasenabstriche positiv fur S. aureus waren (74). Die Wichtigkeit des
nasalen S. aureus Tragertums und dessen genaue Klassifikation bei CAPD
Patienten fir konsekutive Infektionen konnte kirzlich in einer
umfangreichen Studie von Nouwen et al. bestatigt werden. In dieser
Untersuchung wurden bei 52 CAPD Patienten zundchst 6 Abstriche im
wochentlichen Abstand durchgefihrt und anhand der Kulturergebnisse
eine Einteilung des nasalen S. aureus Tréagertums durchgefihrt.
Persistierende Trager mussten 6 von 6 Abstrichen positiv fur S. aureus
haben oder 5 von 6 und mindestens einen  positiven
Katheteraustrittstellenabstrich, weiterhin sollte die Genotypisierung dieser
Isolate identisch sein. Als Nicht-Trager wurden Patienten definiert, bei
denen keiner der 6 Abstriche fur S. aureus positiv war, intermittierende
Trager erfullten keine der letzten beiden Definitionen. Im weiteren Verlauf
wurden im 12 wdochigen Abstand Abstriche von Nase und
Katheteraustrittstelle abgenommen. Im Vergleich zu intermittierenden
Tragern und Nicht-Tragern hatten persistierende Trager signifikant haufiger
CAPD assoziierte Infektionen allgemein, sowie im speziellen
Katheteraustrittsstelleninfektionen gesamt (0,09/Monat versus 0,02/Monat
bei intermittierenden Tragern und 0,02/Monat bei Nicht-Tragern) und S.

aureus bedingte Katheteraustrittsstelleninfektionen (0,07/Monat versus
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0,01/Monat bei intermittierenden Tréagern und 0,01/Monat bei Nicht-
Tragern). Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen
intermittierenden Tragern zu Nicht-Tragern. Nouwen et al. schlussfolgern
daraus, dass nur persistierendes und nicht intermittierendes nasales S.
aureus Tragertum einen Risikofaktor fur CAPD assoziierte Infektionen
darstellt (49).

Wir konnten die Ergebnisse der oben genannten Studien bestéatigen,
wonach persistierende nasale Trager von S. aureus mit groRerer
Wahrscheinlichkeit an einer S. aureus bedingten
Katheteraustrittsstelleninfektion ~ erkranken  als  Nicht-Trager.  Die
Untersuchungen zum nasalen Tragerstatus ergaben fur Patienten mit
chronisch nasaler Besiedlung mit S. aureus gegenuber Nicht-Tragern ein
signifikant erhohtes Risiko, an einer durch S. aureus induzierten Infektion
der Katheteraustrittsstelle zu erkranken (1,172 Episoden/Patient/Jahr
versus 0,043). Wir konnten weiterhin zeigen, dass der einmalige Nachweis
von S. aureus in der Nase, sowie ein intermittierender Tragerstatus kein
Risikofaktor fur die Entwicklung von Katheteraustrittsstelleninfektionen

durch diesen Erreger darstellt.

Dartber hinaus konnten wir genauere Daten anhand von Analysen uber
Katheteraustrittsstelleninfektionen bei verschiedenen Infektionsgraden

zusammenstellen, die die oben genannten Zahlen noch verdeutlichen: bei

chronisch nasalen Tragern fanden sich 0,586
Katheteraustrittsstelleninfektions-Episoden  Grad  1I-IV  /Patient/Jahr
verursacht durch S. aureus im Vergleich Zu 0

Katheteraustrittsstelleninfektions-Episoden Grad II-IV /Patient/Jahr bei
Nicht-Tragern. Von den insgesamt 20 S. aureus positiven Episoden einer
Katheteraustrittsstelleninfektion fanden 16 bei chronischen Tragern statt, 3
bei intermittierendem oder einmaligem Nachweis, eine bei Nicht-Tragern.
Von den insgesamt 9 schwerergradigen Katheteraustrittsstelleninfektionen
(Grad 1I-1V), waren 8 bei chronischen Tragern, eine bei Patienten mit
intermittierendem/einmaligem Nachweis, keine bei Nicht-Tragern (88,9%

versus 11,1% versus 0).
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Unsere Daten zeigen, dass eine Differenzierung zwischen chronischem
und intermittierendem nasalen S. aureus Tragertum sowie Nicht-Tragern
gut erfassbar und von klinischer Bedeutsamkeit ist. Vorraussetzung zur
Ermittlung des nasalen Tragerstatus waren dabei mindestens drei
Abstriche in mindestens 4- woéchigem Abstand, die im Rahmen der
ublichen Ambulanzbesuche abgenommen wurden. Diese
Ermittlungsmethode des nasalen Tragerstatus eines Patienten konnte eine
im  klinischen Alltag gut umsetzbare und  kostengunstige
Risikostratifizierung far konsekutive S. aureus

Katheteraustrittsstelleninfektionen ermdglichen.

Es liegt nahe, das Risiko der S. aureus assoziierten Infektionen mittels
antibiotischer Eradikation der nasalen S. aureus Besiedlung zu reduzieren.
Und obwohl einige klinische Studien gezeigt haben, dass es mdglich ist S.
aureus temporar zu eradizieren, und die S. aureus Infektionsrate zur
gleichen Zeit zu reduzieren (6, 53, 74, 78) ergeben sich aus dieser
Strategie doch einige Probleme. Eine hohe Wiederbesiedlungsrate macht
dauerhafte oder zumindest eine periodische antibiotische Therapie
notwendig (53). Damit verbunden sind Berichte von Resistenzbildungen,
die das klinische Management erschweren (4). In einer Studie von Perez-
Fontan et al. wird Uber ein gleichzeitiges Ansteigen von gramnegativen
Infektionen berichtet, so dass die Gesamtinfektionsrate nicht gesenkt
werden konnte (53). Nicht zuletzt muss die Kosteneffizienz in Frage gestellt
werden. So konnten Davey et al. zeigen, dass eine lokale nasale Therapie
mit Mupirocin bei nasalen S. aureus Tragern die Rate der S. aureus
bedingten Katheteraustrittsstelleninfektionen und damit die Folgekosten fur
Therapien dieser Infektionen senken konnte. Aufgrund der Mupirocinkosten
selbst und einer nicht signifikant reduzierten Gesamtinfektionsrate ergab

sich letztlich jedoch kein Kostenvorteil fir die Mupirocingruppe (14).

Es ist also von klinischer Relevanz, diejenigen Patienten zu ermitteln, die
von einer solchen antibiotischen Prophylaxe tatsachlich profitieren wirden,
und damit unnétigen Antibiotikagebrauch mit den oben beschriebenen
Problemen zu reduzieren. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass

weder intermittierende noch einmalige Trager von S. aureus in der Nase
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von einem erhohten S. aureus Katheteraustrittsstelleninfektionsrisiko
gegenuber Nicht-Tragern betroffen sind. Gemal unserer Tragerdefinition
sollte eine antibiotische Prophylaxe allenfalls chronischen Trégern

vorbehalten sein.

Jedoch entwickelte auch tber die Halfte der nasalen Trager von S. aureus
(7 von 13) keine S. aureus bedingten Katheteraustrittsstelleninfektionen.
Diese Daten legen nahe, dass es unter den nasalen S. aureus Tragern
eine Gruppe von Patienten mit Hochrisiko fur die Entwicklung einer S.
aureus bedingten Katheteraustrittsstelleninfektion gibt. Es ware hinsichtlich
der Infektionspravention und damit der Morbiditat und Mortalitét sowie der
Effizienz CAPD wichtig, diese Patienten anhand weiterer Parameter zu

identifizieren.

S. aureus lIsolate, die CAPD katheterassoziierte Infektionen verursachen,
verfigen moglicherweise Uber bestimmte Virulenzfaktoren, die die

Kolonisation und Infektion erleichtern.

Die Adharenz von Erregern an epithelialen Zellen ist ein wichtiger Schritt in
der fruhen Phase der Infektion (50). So gilt z.B. die Adharenz von
enteropathogenen Escherichia coli an HEp-2 Zellen als Indikator fur
bakterielle Virulenz und den Schweregrad bei Infektionen am Menschen
(34, 41).

Wir haben vor diesem Hintergrund die Adharenz von klinischen S. aureus
Isolaten an HEp-2 Zellen untersucht. Die entwickelte
Untersuchungsmethode zeigte, dass Adharenz von S. aureus an HEp-2
Zellen mit reproduzierbaren Ergebnissen messbar ist. Auch konnten
signifikant wiederholbare Unterschiede im Adh&renzverhalten von S.
aureus an HEp-2 Zellen nachgewiesen werden. Die Methode war also
geeignet, um Unterschiede im Adharenzverhalten an HEp-2 Zellen zu

messen.

Unsere Daten zeigen jedoch keine signifikante positive Korrelation
zwischen der Adharenz von S. aureus lIsolaten (isoliert von Nase oder

Katheteraustrittsstelle) an HEp-2 Zellen und den klinischen Stadien einer
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Katheteraustrittsstelleninfektion.

Es gilt zu bedenken, dass die Extinktionen gleicher Anséatze zwischen den
Versuchen relativ stark variierten. Durch die Berechnung einer relativen
Adhérenz mithilfe des Standardkeims ATCC 29213 haben wir versucht, die
verschiedenen Versuchstage miteinander vergleichbar zu machen. Hier
konnten  moglicherweise  technische  Mangel wie  wechselnde
Mikrotiterplattenqualitat, unterschiedliche Intensitat der Waschvorgénge

oder variierendes Alter der Zellen zugrunde liegen.

Um mogliche technische Mangel der etablierten Methode zu lberprifen,
untersuchten wir die Adhdarenz der S. aureus Isolate der
Katheteraustrittsstelle an HEp-2 Zellen mittels Kristallviolettfarbung und
anschlieBender Auszahlung unter dem Lichtmikroskop. Auch hier konnte
keine positive Korrelation zwischen der Adhérenz in vitro und dem
klinischen Infektionsgrad gezeigt werden. Klinische Isolate der
Katheteraustrittsstelle von héheren Infektionsgraden (Il, Il und 1V) waren
aber signifikant weniger adharent sein als solche die von niedrigen

Infektionsstadien isoliert worden waren.

Es lasst sich schlussfolgernd sagen, dass die Adharenz von S. aureus an
HEp-2 Zellen in vitro zunachst keine Differenzierung zwischen klinischen
S. aureus Isolaten, die lediglich eine Kolonisation oder eine klinisch
relevante Infektion der Katheteraustrittsstelle verursachen ermdéglicht, und
damit in der verwendeten Methode nicht zur Beurteilung der Virulenz bzw.
einer Risikostratifizierung von klinischen S. aureus lIsolaten bei CAPD

Patienten beitragt.

Die negative Korrelation in unseren Versuchen deutet an, dass die Genese
von S. aureus Infektionen ein komplexer Prozess ist, bei dem Adhérenz an
epithelialen Zellen ein wichtiger initialer Faktor ist und eine Vorraussetzung
fur die Kolonisation. Dagegen konnten im weiteren Infektionsverlauf bis hin
zu einer Kklinisch schwerwiegenden Infektion andere Mechanismen

bedeutender sein und die Adhéarenz eventuell nicht mehr begtnstigen.

Es gibt Hinweise darauf, dass ebenso Wirtsstrukturen die Adharenz von S.
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aureus an Epithelzellen und damit den nasalen Tragerstatus beeinflussen.
Zum einen zeigen Untersuchungen an Gesunden, dass der nasale
Tragerstatus von S. aureus abhangig ist von Alter, ethnischer Gruppe und
Geschlecht (9). Zum anderen scheinen bestimmte Patientengruppen wie
auch Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz unter Hamodialyse (78)
bzw. unter CAPD (40) eine erhdhte nasale Tragerrate fur S. aureus
aufzuweisen. Diese Ergebnisse wurden durch in vitro Untersuchungen
unterstitzt. Aly et al. zeigten, dass Adhéarenz von S. aureus an nasalen
Mukosazellen isoliert von Tragern gegenuber an denen von Nicht-Tragern
in vitro erhdht war (3). Weiterhin beschrieben Bibel et al., dass die
Intensitat der Hautkeratinisierung das Mal3 der Adharenz von S. aureus an
diesen Zellen maf3geblich beeinflusst (7).

Es stellt sich die Frage, ob Wirts- oder Bakterienstrukturen die
Determinanten des nasalen S. aureus Tragertums sind. In einer 2004
veroffentlichen Studie wurden gesunde Probanden zunéchst in
persistierende nasale S. aureus Trager, intermittierende Trager und Nicht-
Trager klassifiziert. Mittels nasaler Mupirocin Therapie wurde S. aureus bei
allen positiven Patienten eradiziert. Allen Probanden wurde im Anschluss
daran ein S. aureus Gemisch, bestehend aus vier verschiedenen Isolaten,
in die Nase eingebracht. Dieses Gemisch beinhaltete unter anderem ein
Isolat von einem intermittierenden Trager, einem persistierenden Trager
und den jeweiligen eigenen Stamm der S. aureus Trager. Nicht-Trager
eliminierten die eingebrachten Bakterien schnell, wahrend die meisten
chronischen Trager wieder durch ihr urspringliches Isolat besiedelt waren
(7 von 11) oder durch ein fremdes das nicht aus dem Gemisch stammte (3
von 11). Die Untersucher schlieen daraus, dass Wirtsstrukturen den S.
aureus Tragerstatus wesentlich mitbestimmen, sowie dass S. aureus

Stamm und Wirt optimal zueinander passen missen (47).

Nasales Tragertum muss wahrscheinlich als ein multifaktorielles
komplexes Zusammenspiel zwischen Wirts- u. Bakterienstrukturen
interpretiert werden, zu dessen Erfassung weitere klinische Studien

notwendig sein werden.
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Auch bei der Pathogenese von Staphylokokkeninfektionen die mit
polymeren Oberflachen assoziiert sind, ist die Adhérenz von Bakterien an
diesem Material (intravendsen Verweilkathetern, Gelenkprothesen,
Herzklappen) von entscheidender Bedeutung fur die frihe Phase der
Infektion (10, 21, 54). Adharenz von S. aureus an diesen prothetischen
Materialien wurde dabei an klinischen Explantaten und in vitro Modellen
untersucht (5, 26, 42, 73).

Wir haben untersucht, ob die Adh&renz von klinischen S. aureus Isolaten
an Silikonkathetern in vitro mit dem klinischen Infektionsstadium in vivo
korreliert. Unsere in vitro Untersuchungen von S. aureus lsolaten von
CAPD Patienten zeigen, dass das Ausmald der Adharenz von S. aureus
an Silikondialysekathetern in vitro mit dem klinischen Infektionsstadium der
Katheteraustrittsstelle in vivo korreliert. S. aureus Katheteraustrittsstellen
Isolate, die bei Infektionsgrad II-IV isoliert wurden, waren signifikant
adhéarenter als solche die von niedrigeren Infektionsgraden isoliert wurden.
Es konnte damit zum ersten Mal gezeigt werden, dass Adharenz von S.
aureus an Kathetermaterial in vitro mit dem klinischen Schweregrad einer

Infektion in vivo korreliert.

Die gesteigerte Adharenz von S. aureus an Silikon kénnte ein Hinweis auf
einen wesentlichen Virulenzfaktor von S. aureus Isolaten sein, da die
Adhéarenz am CAPD Katheter einen initialen Schritt fir die konsekutive

Kolonisation und Infektion darstellt.

Die genauen Adharenzmechanismen von S. aureus an polymeren
Oberflachen sind dabei noch weitgehend ungeklart (35). Hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Oberflachenstrukturen und
Oberflachenspannung wurden bei Staphylokokken kontrovers diskutiert
(21, 29, 37). Ein sicherlich wichtiger Adharenzfaktor ist die
plasmaproteinvermittelte Adharenz. Da polymere Kunststoffmaterialen
nahezu sofort nach Implantation in den menschlichen Koérper mit
Plasmaproteinen Uberzogen werden, sind Adharenzuntersuchungen an
sauberen Kathetern in vitro vielleicht eine zu vereinfachte Darstellung.

Yanagisawa et al. untersuchten die Adharenz von S. aureus an
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explantierten Peritonealdialysekathetern, die zuvor mit gebrauchtem bzw.
neuem Dialysat inkubiert wurden. Es fand sich eine gesteigerte Adhéarenz
fur die Katheter, die zuvor mit der gebrauchten Losung inkubiert worden
waren (77). Vor allem Fibronektin wird hierbei als Briickenprotein in der
Adhérenz von Kathetermaterial und S. aureus diskutiert. Vaudaux et al.
(72), zeigten, dass explantierte Katheter mit Plasmaproteinen bedeckt sind
und Fibronektin die Adharenz von Bakterien hieran steigert.
Staphylococcus aureus exprimiert zwei Fibronektin bindende Rezeptoren
(fibronectin-binding proteins FnBPs), diese binden dabei irreversibel und
spezifisch an Fibronektin. FnBPs gelten als Virulenzfaktoren von S. aureus,
die dem Erreger Kolonisation und Infektion durch spezifische Adharenz
ermoglichen. Weiterhin gibt es Hinweise, dass FnBPs durch Phagozytose
durch nicht-professionelle Phagozyten ebenso Invasine sein kdnnen (44).

Wir haben untersucht, ob die Adharenz des Kontrollkeimes ATCC 29213
an Silikon durch Fibronektin in vitro gesteigert werden kann und konnten
zeigen, dass Fibronektin konzentrationsabhangig die Adharenz signifikant
steigert.

Die oben zitierten Studien weisen Uberzeugend auf die Wichtigkeit der
plasmaproteinvermittelnden Adhéarenz hin. Um den Klinisch relevanten
Einfluss von plasmaproteinvermittelter Adhéarenz an CAPD Kathetern zu
erfassen, ware es mdoglicherweise sinnvoll, genauere Daten Uber
Zusammensetzung und Konzentration der Plasmaproteine an der

Katheteraustrittsstelle zu erfassen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass S. aureus ein wichtiger
Erreger bei CAPD assoziierten Infektionen ist. Eine differenzierte
Bestimmung des nasalen Tragerstatus von S. aureus stellt dabei ein
wichtiges Instrument zur Stratifizierung von Risikogruppen dar.  Nur
chronisch nasale Trager hatten in unserer Studie ein erhdhtes Risiko fur S.
aureus assoziierte Katheteraustrittsstelleninfektionen. Einmalige und
intermittierende Tréager von S. aureus in der Nase hatten dagegen kein
erhohtes Risiko flr S. aureus bedingte Infektionen. Aber auch Uber die

Halfte der chronisch nasalen S. aureus Trager entwickelte keine S. aureus
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assoziierte Infektion. Die vorliegenden Experimente zeigen, dass Adharenz
von S. aureus an HEp-2 Zellen und Silikon messbar ist und dass sich
weiterhin Unterschiede im Adharenzverhalten der einzelnen Isolate
nachweisen lassen. Es konnte dabei erstmalig eine Korrelation zwischen
der Adhérenz von S. aureus Katheteraustrittstellen Isolaten an Silikon in
vitro und dem klinischen Infektionsstadium in vivo gezeigt werden. Fir die
Adharenzuntersuchungen an HEp-2 Zellen in vitro zeigte sich kein solcher
Zusammenhang. Unsere Daten konnten darauf hinweisen, dass nur
Adharenz an Silikon, aber nicht an HEp-2 Zellen, den Schweregrad und
damit die Virulenz des Erregers detektieren kdnnen. Fibronektin steigert
die Adharenz von S. aureus an Silikon, das Vorkommen bzw. die
Zusammensetzung von Plasmaproteinen an der Katheteraustrittsstelle

musste flr spezifischere Aussagen jedoch genauer untersucht werden.

5. Schlussfolgerung

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass eine differenzierte Tragerdefinition
eine  Risikostratifizierung  fir konsekutive S. aureus bedingte
Katheteraustrittsstelleninfektionen ermdoglicht und sich daraus eventuell
gezieltere prophylaktische Malinahmen ableiten lassen. Es bleibt jedoch zu
bertcksichtigen, dass Uber die Halfte der chronischen S. aureus Trager
keine S. aureus Katheteraustrittsstelleninfektion entwickelte. Adhéarenz von
S. aureus Katheteraustrittsstellenisolaten an Silikon kdnnte als
wesentlicher Virulenzfaktor von klinischer Bedeutung sein. Dabei ware es
relevant weitere humane und erregerspezifische Risikofaktoren fur S.

aureus Infektionen bei CAPD Patienten zu ermitteln.
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6. Zusammenfassung

Infektionen der Katheteraustrittsstelle bei kontinuierlicher ambulanter
Peritonealdialyse kénnen zu Katheterverlust mit konsekutivem Versagen
der Therapie fuhren. Staphylococcus aureus Infektionen sind hierbei haufig
und fuhren zu besonders schweren Infektionsverlaufen. Als wichtiger
Virulenzfaktor in der Genese von Infektionskrankheiten gilt die Adharenz
von Bakterien an Wirtsstrukturen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im
Rahmen einer prospektiven multizentrischen Studie, die Inzidenz und den
Schweregrad von Infektionen der Katheteraustrittsstelle in Abh&angigkeit
zum Erreger und dem nasalen Tragerstatus von S. aureus zu untersuchen.
Weiterhin wurde geprift, ob die Adhérenz von S. aureus lIsolaten an
Epithelien und Peritonealdialysekathetern in vitro mit dem Kklinischen

Infektionsstadium in vivo korreliert.

S. aureus war ein haufig isolierter Keim an der Katheteraustrittsstelle, die
Isolationshaufigkeit stieg dariber hinaus mit dem Schweregrad der
Katheteraustrittsstelleninfektion an. Nur chronisch nasale S. aureus Trager
erkrankten signifikant haufiger und schwerer an Infektionen der
Katheteraustrittsstelle mit S. aureus. Die Adhérenz der S. aureus
Katheteraustrittsstellen Isolate an Silikonkathetern war bei héhergradigen
Infektionsstadien signifikant erh6ht. Die Adhérenz dieser Isolate an
Epithelzellen stand dagegen in keinem Bezug zum klinischen

Infektionsstadium.

Diese Ergebnisse bestatigen die Relevanz von S. aureus Infektionen bei
CAPD Patienten. Eine differenzierte Definition des nasalen Tragerstatus
von S. aureus ermoglicht weiterhin, Patienten mit erhéhtem Infektionsrisiko
zu erfassen, die von einer antimikrobiellen Prophylaxe mdglicherweise
profitieren wirden. Es konnte eine Korrelation zwischen Adharenz von S.
aureus an Silikonkathetern und dem Kklinischen Infektionsstadium gezeigt
werden, dies konnte als wesentlicher Virulenzfaktor von klinischer

Bedeutung sein.
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