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Zusammenfassung

,Etablierung einer Schnellnachweismethode fur Methicillin-resistente Staphylococcus

aureus (MRSA) mittels Protein A-gekoppelter immunomagnetischer Separation®
Kock, Astrid

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) sind die haufigsten multiresistenten
Erreger nosokomialer Infektionen. Ein mdglichst schneller Nachweis bzw. Ausschluss einer
MRSA-Besiedlung ermdglicht eine zeithahe Umsetzung von Hygienemalnahmen und die

Verhinderung einer Ubertragung.

In dieser Arbeit wurde ein schnelles Nachweissystem fir MRSA, basierend auf einer
immunomagnetischen Separation (IMS) zur spezifischen Anreicherung von S. aureus in
Kombination mit einer MRSA-Selektivbouillon, neu etabliert. AnschlieRend wurde das Verfahren
mit verschiedenen, u.a. mit MRSA versetzten Probenmaterialien evaluiert. Als MRSA-
Bestatigungsreaktion wurde ein mecA und nuc Gennachweis durchgefiihrt. Parallel wurden alle

Proben mittels konventioneller phanotypischer Verfahren untersucht.

Insgesamt wurden 95 Proben untersucht. Hierbei ergab sich eine Nachweisgrenze von 10°
KBE/mlI mit einer MRSA-Nachweisspezifitdit und -sensitivitdt von 100% mit daraus
resultierenden positiven und negativen pradiktiven Werten (PPV/NPV) von jeweils 100%. Die
Ergebnisse lagen nach maximal 36 h vor. Im Gegensatz dazu konnten mit dem konventionellen
kulturellen Nachweisverfahren nur eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 50% und 100% (100%
PPV, 75,9% NPV) erreicht werden. Die durchschnittliche Dauer der Diagnostik betrug 52,8 h.

Durch den kombinierten Einsatz einer MRSA-Selektivbouillon mit einem S. aureus-spezifischen
Anreicherungsverfahren konnte ein hochspezifisches, sensitives und &konomisches
Schnellnachweisverfahren von MRSA etabliert werden. Zuklnftig kénnen so mit Hilfe dieser
Methode die Isolationsdauer von Patienten nach einer prophylaktischen Isolierung oder MRSA-

Sanierungstherapie und die damit verbundenen Kosten reduziert werden.

Tag der mindlichen Priifung: 22.08.2007
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1 Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung von Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, dessen naturliches Habitat die Haut und Schleimhaut
des Menschen und einiger Tiere ist, zahlt zu den fakultativ pathogenen
Krankheitserregern. Als insgesamt haufigster Erreger nosokomialer
Infektionen wird S. aureus bei Wundinfektionen, Pneumonien, Sepsen,
Endokarditiden und Katheter-assoziierten Infektionen nachgewiesen (28).
Darlber hinaus besitzen einige S. aureus Isolate die Fahigkeit, Uber eine
Toxinbildung gastrointestinale und andere Infektionen zu verursachen (2). In
den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts traten die ersten S. aureus Isolate mit
einer Resistenz gegen Methicillin (Methicillin-resistenter S. aureus, MRSA,;
synonym: Oxacillin-resistenter S. aureus, ORSA) auf. Diese Resistenz gilt
nicht nur fir diese speziellen Antibiotika, sondern ist gleichbedeutend mit einer
Resistenz  gegenuber  samtlichen R-Lactamantibiotika (Penicilline,
Cephalosporine, Carbapeneme). Innerhalb kirzester Zeit hatten sich MRSA-
Klone weltweit verbreitet, wo sie neben sporadischen Infektionen zunehmend
Infektionsausbriiche auslosten. So stieg allein in Deutschland der MRSA-Anteil
an allen S. aureus Infektionen von 1,7% (1990) auf 22,6% (2004)
(http://www.p-e-g.de). Deutschland liegt damit im europaischen Mittelfeld
(http://www.earss.rivm.nl), in den USA gibt es regional stark schwankende
MRSA-Raten bis Uber 50% (39). Betrachtet man jedoch in den einzelnen
Landern die Zunahme an MRSA, so ist Deutschland in Europa das Land mit
der hochsten Zuwachsrate an MRSA (43). Die Methicillinresistenz ist aufgrund
von Therapieschwierigkeiten (es wirken nur noch Reserveantibiotika wie
Glykopeptide, Oxazolidinone und Glycylcycline) und den damit verbundenen
Kosten von hoher Relevanz. Auch konnte gezeigt werden, dass systemische
MRSA-Infektionen im Vergleich zu Infektionen mit Methicillin-sensiblen S.
aureus eine erhohte Mortalitat aufweisen (8). Im Jahr 2002 wurde zudem der
erste Vancomycin-resistente MRSA (VRSA) nachgewiesen (5). Eine weitaus

grélkere Bedrohung geht allerdings von den ,community-acquired* MRSA



(cMRSA, syn. CA-MRSA) aus. Diese Erreger sind aus Methicillin-sensiblen S.
aureus Stammen (MSSA) entstanden, die aufgrund ihrer Ausstattung mit dem
Virulenzfaktor Panton-Valentine-Leukozidin (PVL) schwerste Infektionen
verursachen konnen. Erst kirzlich haben diese die fur die Methicillinresistenz
kodierende Genkassette erworben (38) und bereits eine Vielzahl von

schwersten Infektionen verursacht (16, 34).

1.2 Bedeutung der zeitnahen MRSA-Diagnostik

Der mdglichst schnelle und valide Nachweis von MRSA aus klinischen
Materialien und Surveillance-Kulturen ist entscheidend fur die nachfolgenden
therapeutischen und hygienischen Einscheidungen. So bedeutet der Nachweis
von MRSA aus einem klinischen Material, z.B. einer Blutkultur, haufig den
Einsatz von Reserveantibiotika (z.B. Glykopeptide, Oxazolidinone), um die
Infektion wirksam behandeln zu kdnnen (45). Um die Verbreitung von MRSA
im Krankenhaus zu verhindern, wo er haufig auf immungeschwachte Patienten
und damit besonders suszeptible Organismen treffen und entsprechend
schwere Infektionen verursachen kann, werden Patienten, die diesen Keim in
sich tragen, meist nur unter aufwandigen Hygienemaflnahmen behandelt. Dies
bedeutet in der Regel eine Einzelunterbringung sowie Pflege, diagnostische
und therapeutische Eingriffe nur unter entsprechenden Schutzmal3nahmen
(Kittel, Handschuhe, Mundschutz, erweiterte Desinfektionsmallnahmen v.a.
der patientennahen Oberflachen), um den Hauptlibertragungsweg, die direkte
und indirekte Ubertragung durch Schmierinfektion zu unterbinden. Resultieren
aus einem einzelnen MRSA-Nachweis aus Surveillance-Kulturen im Rahmen
von routinemafligem Screening oder gezielten Umgebungsuntersuchungen bei
Ausbruchsverdacht im Krankenhaus bereits aufwandige Hygienemalinahmen,
konnen gehaufte Nachweise die SchlieBung ganzer Stationen nach sich
ziehen (29). Zudem ist eine Haufung nosokomialer Infektionen gemall dem
Infektionsschutzgesetz §6 meldepflichtig. Aus diesen Grinden zahlt jeder Tag,
der beim MRSA-Nachweis bzw. Ausschluss eingespart wird, da eine gezielte

antibiotische Therapie fruhzeitiger begonnen, bzw. eine bereits bestehende



Isolierung des Patienten nach MRSA-Ausschlussdiagnostik beendet werden

kann.

1.3 Nachweisverfahren von MRSA

Der kulturelle Nachweis von S. aureus und die anschlieRende phanotypische
Resistenztestung gegen Oxacillin / Methicillin ist ein Standardverfahren in
jedem mikrobiologischen Labor. Diese Verfahren dauern in der Regel drei bis
funf Tage — abhangig davon, in welchem Ausmal} noch Isolierungen einzelner
verdachtiger Kulturen aus einer Mischkultur angelegt werden mussen. Erst mit
einer Reinkultur von S. aureus ist eine Resistenztestung und damit die
Diagnose MRSA mdglich. Mittels kommerziell erhaltlicher Agglutinationstests
(z.B. PBP-2a-Nachweis der Fa. Innogenetics) lasst sich das modifizierte
Penicillin-Bindungsprotein PbP-2a, das fur die Resistenz verantwortlich ist
(40), innerhalb weniger Minuten durch eine Agglutinationsreaktion mit Anti-
PBP-2a nachweisen — allerdings bestehen mogliche Kreuzreaktionen mit
anderen ebenfalls Methicillin-resistenten Staphylokokkenspezies wie S.
epidermidis (4, 22, 49).

Der Goldstandard fur den Nachweis der Methicillinresistenz ist der
genotypische Nachweis des mecA Resistenzgens, z.B. mittels PCR (32).
Jedoch gibt es, vergleichbar mit den Kreuzreaktionen der PBP-2a-Nachweise,
aufgrund der DNA-Sequenzhomologien der mecA Gene anderer Methicillin-
resistenter Staphylokokkenspezies auch falsch positive Ergebnisse. Aus
diesem Grund kann bei Direktnachweisen aus Mischkulturen oder aus primar
nicht sterilen Materialien, wie z.B. einem Nasenabstrichtupfer, das mecA Gen
nicht als einziger genetischer Marker fur einen MRSA genommen werden.
Viele genotypische Nachweisverfahren kombinieren deshalb den mecA
Nachweis mit einem fur S. aureus spezifischen Gennachweis, z.B. dem nuc
(kodierend fur eine S. aureus spezifische Nuklease) Gen. Kurzlich wurde ein
neuer Ansatz entwickelt, in nur einer Reaktion MRSA nachzuweisen. Hierbei
wurde der fiur S. aureus spezifische Ubergangsbereich zwischen dem

Methicillin-Resistenzgen und dem S. aureus Chromosom detektiert, um falsch



positive Reaktionen bei Methicillin-resistenten S. epidermidis (MRSE) und
anderen Methicillin-resistenten Staphylokokkenspezies auszuschlieen (9).
Diese Tests sind inzwischen evaluiert und in verschiedenen kommerziellen
Kits umgesetzt worden (11). So ist es seit kurzem mit den neuen ,real-time*“-
PCR-Technologien grundsatzlich madglich, innerhalb von wenigen Stunden
einen MRSA sogar aus einer Mischkultur oder direkt aus einem priméar nicht
sterilen Material, wie z.B. einem Nasenabstrichtupfer, nachzuweisen. Nachteil
dieser Verfahren sind neben den hohen Investitionskosten fur diese
Technologie die noch sehr hohen Verbrauchskosten. AuRerdem liegt am Ende
des Befundes kein Stammisolat vor, das zur Feintypisierung flr
epidemiologische Untersuchungen naher charakterisiert werden kann, sodass
eine Kultivierung im Anschluss auf jeden Fall erforderlich ist. Aul3erdem ist
noch unklar, inwieweit der Nachweis von MRSA-DNA gleichbedeutend mit
einer MRSA-Besiedlung ist, sofern sich im Anschluss an einen positiven

Schnelltestbefund kein Isolat anziichten lasst.

14 Alternative Nachweisverfahren von MRSA

Um die MRSA-Nachweissensitivitat und —spezifitat zu erhdhen und sicher
einen Direktnachweis aus klinischem Material zu ermdglichen, ohne die noch
sehr teueren ,real-time“-PCR-Verfahren zu verwenden (Kosten ca. 40-70 €),
ist eine spezifische Anreicherung von MRSA im Untersuchungsgang
erforderlich. Moglich ist die Verwendung von Selektivmedien (Kosten ca. 4-10
€), die aber eine Kultivierung zumindest von einigen Stunden erfordern (25).
Eine weitere Alternative ist der Einsatz der immunomagnetischen Separation
(IMS). Bei diesem Verfahren werden zunachst Erreger-spezifische Antigene
an entsprechende Antikorper-beschichtete magnetische Partikel gebunden. Im
zweiten Schritt werden diese Komplexe dann aufgrund ihrer magnetischen
Eigenschaften vom restlichen Material getrennt, und es wird so eine
spezifische Anreicherung erzielt (Kosten ca. 10-20 €). Dieses Verfahren wird
bereits seit Jahren in der Diagnostik von enterohamorrhagischen Escherichia

coli (EHEC) erfolgreich eingesetzt, um aus Stuhlanreicherungskulturen
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spezifisch die Erreger der Serogruppe 0157 nachzuweisen (23). Kurzlich
wurde dieses Verfahren fir den Nachweis von MRSA adaptiert. Hierbei wurde
als Antigen das S. aureus Protein A (Spa) ausgewahlt und Anti-Protein A
beschichtete magnetische Partikel eingesetzt. Mit dem separierten Material
wurde dann zur Bestatigung eine Multiplex-PCR durchgefiihrt und die
einzelnen Gene wurden mittels fluoreszenzmarkierten TagMan-Sonden
detektiert (14). Die Ergebnisse dieser Studie ergaben einen schnellen
Nachweis von MRSA (innerhalb von 6 Stunden). Die im Vergleich zum
kulturellen Nachweis hohere Anzahl von MRSA-Nachweisen konnte in allen
Fallen mit der hoheren Nachweissensitivitat erklart werden. Zum einen gab es
bei allen Schnelltest-positiven Patienten dieser Studie eine positive MRSA-
Anamnese, zum anderen konnte in erneuten Abstrichen innerhalb von zwei
Wochen die MRSA-Besiedlung auch kulturell bestatigt werden (14). Nachteilig
an diesem Verfahren ist auch hier wieder die fehlende Kultur zur weiteren

Charakterisierung der Isolate.

1.5 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, durch eine Kombination aus einem Selektivmedium
fur die Anzucht von MRSA mit der S. aureus-spezifischen IMS als einem nicht-
molekularen Anreicherungsverfahren die Nachweisdauer von MRSA aus
Surveillance-Kulturen zu verklrzen. Hierbei sollte zunachst die IMS far S.
aureus etabliert und ihre Spezifitat evaluiert werden, indem u.a. verschiedene
Kombinationen von Methicillin-resistenten und —sensiblen Staphylokokken
eingesetzt wurden. Im Weiteren wurden Surveillance-Kulturen von
Intensivstationen untersucht, um das Verfahren mit den herkdbmmlichen zu
vergleichen. Als Kontrolle und Bestatigungsverfahren wurden dazu parallel
kulturelle Anzichtungen und molekularbiologische Nachweisverfahren
durchgefuhrt. Ziel ist es, mittels einer Schnellnachweismethode die Dauer der
prophylaktischen Isolationsmalinahmen von Patienten (z.B. flr Patienten, die
aus anderen Krankenhausern mit einer hohen MRSA-Pravalenz verlegt

werden) zu verkurzen und bei MRSA-Patienten in Isolation diese nach einer
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Sanierungstherapie schneller aufheben zu kdénnen. Schliel3lich kénnten die
zusatzlichen Kosten aufgrund von MRSA-Patienten deutlich reduziert werden,
da die verkirzt anfallenden Kosten aufgrund von Bettensperrungen und
erweiterten Hygienemalinahmen die initial hoheren Kosten fur den MRSA-

Nachweis bzw. —Ausschluss bei weitem Uberwiegen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate, Chemikalien und sonstige Materialien

211 Gerate

Soweit nicht speziell bei den einzelnen Methoden vermerkt, wurden Pipetten,
Zentrifugen, Brutschranke, Inkubatoren, Mixer, Thermocycler, Elektrophorese-
Einrichtungen und eine Photodokumentationsanlage der Firmen Biometra
(Gottingen), Eppendorf GmbH (Hamburg), Heraeus GmbH (Hanau), BioRad
GmbH (Munchen) sowie vergleichbare Gerate einer Standardlaboreinrichtung

verwendet.

2.1.2 Chemikalien und sonstige Materialien

Alle Chemikalien, Plastik- und Glaswaren wurden, soweit nicht abweichend
vermerkt, von den Firmen Eppendorf, ABGene (Hamburg), Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma und Sigma-Genosys (Darmstadt)
bezogen.

Spezielle Chemikalien und Reagenzien sind, insbesondere fur die
molekularbiologischen Verfahren, bei den jeweiligen Methoden gesondert

aufgeflhrt.

2.1.3 Materialien fur den kulturellen Nachweis von MRSA

2.1.3.1 Nahrmedien

Fur die Anzichtung, Kultivierung und Resistenztestung der verwendeten
Referenzstdmme und der Isolate aus Surveillance-Kulturen wurden Columbia-
Blut- und Miiller-Hinton-Agar der Firma Heipha (Heidelberg) sowie als
Anreicherungsmedium eine  Dextrosebouillon  (Herstellung aus der
Nahrbodenklche des Instituts ~ far Medizinische Mikrobiologie,

Universitatsklinikum Munster, Minster) verwendet.
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2.1.3.2 Biochemische Reagenzien zur S. aureus Speziesdiagnostik

Zur biochemischen Bestimmung der Spezies wurden die folgenden Tests
durchgefuhrt: (i) Farbung nach Gram (3), Reagenzien (Eigenherstellung aus
der Nahrbodenkiche Institut fur Medizinische Mikrobiologie), (ii) Katalase-

Reaktion mit Katalasereagenz (3%ige H20., Eigenherstellung Apotheke,

Universitatsklinikum Munster), (iii) Nachweis von gebundener und freier
Koagulase mittels Latexagglutination (Genozyme Virotech, Risselsheim) und
Kaninchencitratplasma (BioMeriéux, 69280 Marcy I'Etoile, Frankreich) und (iv)
Api ID 32 Staph (BioMeriéux). Das Api ID 32 Staph ist ein System zur
biochemischen Identifizierung von Staphylokokken. Der standardisierte Test
umfasst 32 biochemische Reaktionen, anhand derer die Spezieseinteilung
vorgenommen wird. Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

2.1.3.3 Resistenztestung

FUr die phanotypische Resistenztestung wurden E-Test-Streifen (AB BIODISK,
Solna, Schweden) verwendet. Dieser Test beruht auf dem Prinzip der
Agardiffusion. Die Teststreifen mit exponentiell zunehmender
Antibiotikakonzentration werden auf einen mit einer McFarland-Standard 0,5
einer S. aureus Reinkultur beimpften Mduller-Hinton-Nahrboden gelegt und
entsprechend den  Herstellerangaben  abgelesen. Eine  minimale
Hemmkonzentration (MHK) von = 4 wurde als resistent bewertet (nach
NCCLS, Etest-Application Sheet EAS003 for Staphylococci, NCCLS, AB-
Biodisk 2000, MO0000143-M1800). Die MHK entspricht der niedrigsten

Konzentration eines Antibiotikums, bei der kein Wachstum zu erkennen ist.

2.1.4  Materialien flr die immunomagnetische Separation
Fur die immunomagnetische Separation (IMS) wurden Anti-Staphylococcus
aureus Protein A (Sigma) beschichtete magnetische Beads (Dynal, Hamburg)

verwendet.
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2.1.5 Materialien zum genotypischen Nachweis von MRSA

Fir den genotypischen Nachweis des mecA (kodiert fir die
Methicillinresistenz) und des nuc Gens (kodiert fur eine S. aureus-spezifische
Nuklease) wurden die in Tabelle 2.1 aufgezahlten Oligonukleotide (Sigma-

Genosys) verwendet.

Oligo- . Annealing- ) Grolle des
) Sequenz (5’-3-Richtung) Zielgen 5

nukleotid Temperatur Amplifikats

MEC 5 AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C 59°C mecA 533 bp

MEC 6 AGT TCT GCA GTACCG GATTTG C

NUC 1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 59°C nuc 279 bp

NUC 2 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAAAGC

Tabelle 2.1 Oligonukleotide zum Nachweis des mecA und des nuc Gens von S. aureus.

Die dNTPs wurden von der Firma Eppendorf, die Tag-Polymerase AmpliTaq
Red, MgCl, und Polymerasepuffer von Applied Biosystems (Darmstadt)
bezogen.

2.2 Methoden

Um unter moglichst realistischen Bedingungen die Tests zur Etablierung und
Evaluierung der IMS durchzufuhren, wurde von einer Keimkonzentration von
10° Bakterien pro ml bzw. pro Abstrichtupfer ausgegangen. Diese
Konzentration entspricht in etwa der minimalen der Anzahl von Bakterien, die
mit einem herkdmmlichen Nasenabstrichtupfer gewonnen werden kdénnen
(46). Um diese Konzentration zu erreichen, wurden zunachst
Verdunnungsreihen ausgehend von einer 0,1 McFarland-Standard-Trubung
angelegt. Diese ergaben in 10er Verdlinnungsschritten mit anschlieRendem
Ausstreichen auf Columbia-Blut-Agar eine Keimzahl von 10° bei einer

Verdunnung von 1:10.000.
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2.2.1  Kultureller Nachweis und Resistenztestung von MRSA

Fir den kulturellen Nachweis von MRSA aus Abstrichen wurden diese nach
ihrer Gewinnung und ihrem Transport in einem geeigneten Transportmedium
zum einen direkt auf Columbia-Blut-Agar ausgestrichen, zum anderen in eine
Dextrose-Anreicherungsbouillon gegeben, die nach 24 h ebenfalls auf
Columbia-Blut-Agar ausgestrichen wurde. Verdachtige Kolonien wurden
isoliert, eine Gramfarbung und ein Katalase-Test durchgeflhrt sowie auf das
Vorhandensein gebundener und freier Koagulase uberpruft. Grampositive,
Katalase- und Koagulase-positive Isolate wurden mittels E-Test auf die
phanotypische Resistenz gegentber Oxacillin untersucht. Weiterhin wurde
eine Speziesdiagnostik mittels Api ID 32 Staph durchgefuhrt, um eine
biochemische Abgrenzung zu anderen Staphylokokken Spezies zu

ermdglichen.

2.2.2  Anreicherung des Abstrichmaterials mittels Selektivmedium

Fir eine moglichst spezifische Anreicherung von MRSA bereits vor der IMS
wurde ein zusatzlicher Anreicherungsschritt eingesetzt. Dazu wurde die
Enschede-Bouillon eingesetzt (Pepton-Mannitol-Bouillon mit 1 mg/ml Cefoxitin
und 2 mg/ml Aztreonam, Herstellung durch das Laboratorium Microbiologie
Twente Achterhoek, Enschede, Niederlande), in der 1 ml der Keimsuspension
(10° Bakterien pro ml je Spezies) fir 6 h bei 37°C inkubiert wurde.
AnschlieRend wurde fur die IMS 1 ml der Bouillon weiter verwendet bzw. ein
mit Bouillon voll gesogener Abstrichtupfer fir den kulturellen Nachweis von
MRSA eingesetzt (s.0.).

2.2.3 Durchfuhrung der immunomagnetischen Separation

Zunachst wurde 1 ml der Keimsuspension in ein Reaktionsgefal® gegeben und
1,5 ul Anti-Protein A Antikdrper (Sigma) hinzu pipettiert. Die Proben wurden fur
30 min. bei Raumtemperatur in dem Rotary Shaker (Dynal, Hamburg)
inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben 10 min. bei 5000 g zentrifugiert;
der Uberstand wurde abpipettiert; da jedoch kein Pellet sichtbar wurde,

wurden nur 980 ul vorsichtig abgenommen (unter strenger Vermeidung von
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Wandkontakt). Die verbliebenen 21,5 pyl mit dem nicht sichtbaren Pellet
wurden mit 200 pl PBS-Tween (Sigma) versetzt. Nun wurden 20 ul der nach
Herstellerangaben (Dynal) vorbereiteten Dynabeads hinzu gegeben und
erneut fur 30 min. bei Raumtemperatur in dem Rotary Shaker inkubiert. Die an
die magnetischen Partikel gebundenen Bakterienzellen hafteten nach diesem
Schritt seitlich im Reaktionsgefal. Der Uberstand konnte somit abgenommen
werden. AbschlielRend wurden die Proben insgesamt dreimal mit jeweils 1 ml
PBS-Tween ausgewaschen. Danach wurde der Magnet entfernt, die
Bakterienzellen in 10 pl PBS-Tween resuspendiert. Die 10 ul wurden
vollstdndig auf eine Columbia-Blut-Agarplatte mittels 8-Osen-Ausstrich
ausplattiert und fur 12 h bei 37°C inkubiert.

2.2.4  Durchfuhrung der DNA-Extraktion

Fur den genotypischen PCR-Nachweis des mecA und nuc Gens wurde
vorbereitend die DNA aus dem nach der IMS erhaltenen Koloniematerial
isoliert. Hierbei wurde das Verfahren nach van Embden et al. eingesetzt (50).
Das Koloniematerial wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefal® in 400 ul Tris-
EDTA (Tris-HCI, 10 mM; EDTA, 1 mM; pH 7,0) Puffer homogenisiert und
anschlieBend 30 min. bei 80°C inkubiert. Nach diesem Zeitraum konnte von
der Inaktivierung samtlicher Mikroorganismen ausgegangen werden.
Inkubationen mit Lysozym bei 37°C fur 1-24 h und 10%ige SDS/Proteinase K-
Lésung bei 65°C fur 10 min. schlossen die Zellwand auf. Eine ebenfalls bei 65
°C stattfindende zehnminltige Behandlung mit 5 M NaCl-Lésung sowie N-
Acethyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid (CTAB)/NaCl-Losung band
Zellwandtrummer, Uberschussige Polysaccharide und Proteine. Die DNA
wurde durch 5 min. Zentrifugation (14.000 g) mit Chloroform/Isoamylalkohol
von den Zellfragmenten abgetrennt und in ein neues Gefaly Uberflhrt. Dort
prazipitierte die DNA in Isopropanol nach halbstundiger Inkubation bei —20°C.
Anschliefliend wurde fur 10 min. bei 14.000 g zentrifugiert. Nach einmaligem
Waschen mit 70% Ethanol wurde die DNA getrocknet und anschlieend in 50
pl TE-Puffer gelést um bei —20°C bis zum Beginn der PCR eingefroren zu

werden.
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2.2.5 Durchfihrung des genotypischen Nachweises (PCR) von MRSA

Die PCR ist ein molekularbiologisches Verfahren zur Amplifikation definierter
DNA-Abschnitte. Anfangs- und Endpunkte des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes werden nach Auftrennung (Denaturierung) des als Vorlage
(Template-DNA) dienenden DNA-Doppelstranges durch Erwarmung mit zwei
hinzu gegebenen Oligonukleotidprimern markiert. Diese binden komplementar
an die bekannten Anfangs- und Endsequenzen (Anlagerung der Primer). Von
diesem doppelstrangigen Startpunkt wird durch die thermostabile Tag-
Polymerase eine Kettenverlangerung komplementar zum DNA-Matrizenstrang
durchgefuihrt (Elongation). Eine Temperaturerhhung auf 72°C verschafft
optimale Bedingungen fur die Synthese der DNA durch die Tag-Polymerase.
Durch zyklische Temperaturanderungen wird der neu entstehende DNA-
Doppelstrang wieder aufgetrennt, Primer und DNA-Polymerase kénnen erneut
binden. So wird zunachst linear und ab dem zweiten Zyklus eine exponentielle
Vermehrung der Template-DNA erreicht. Um unspezifische Amplifikate zu
reduzieren, wurde ein ,Hot-Start® durchgefuhrt, bei dem die Template-DNA
erst hinzugefligt wurde, als der Thermocycler eine Temperatur von 80°C
erreicht hatte. Im Anschluss daran wurde die eigentliche PCR-Reaktion
gestartet. Als Positivkontrolle diente die Ganzzell-DNA vom Referenzstamm S.
aureus ATCC 43300, wahrend die Reagenzienkontrolle aus dem
Reaktionsansatz ohne Template-DNA besteht. Zusatzlich wurden noch zwei
weitere Negativkontrollen mitgefiihrt, die aus bekannt negativen S. aureus
(ATCC 25923) fur mecA bzw. S. epidermidis (ATCC 12228) Stammen fur nuc
bestanden. Das PCR-Produkt konnte mit Hilfe der Gelelektrophorese

nachgewiesen werden (siehe 2.2.6).
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Reaktionsansatz einer PCR zum Nachweis des mec A und nuc Gens:

5 ul (10-100 ng) Template-DNA

5ul 10x PCR-Puffer

3yl (25 mM) MgCl,

1 ul (10 mM) dNTP-Mix

2 ul (10 pmol) forward Primer (MEC 5 oder NUC 1)
2 ul (10 pmol) reverse Primer (MEC 6 oder NUC 2)
0,25 ul (1,25 U) Taq DNA-Polymerase

Ad 50 pl Aqua dest.

Die PCR wurde in einem T1/T1 Gradient Thermocycler (Biometra, Goéttingen)
durchgefuhrt. Hierbei wurde die folgende Programmierung eingesetzt:
Hot-Start bei 80°C, danach 30 Zyklen: 60 s: 95°C / 60 s: 59°C / 120 s: 72°C.
Das Programm wurde mit einer abschlielienden verlangerten

Elongationsphase von 10 min. bei 72°C abgeschlossen.

2.2.7 Gelelektrophoretische Auftrennung und Farbung von DNA

Die Gelelektrophorese wurde zum Nachweis des PCR-Produktes
durchgefuhrt. Hierbei wurde ein 1,5%iges Agarosegel mit einem Mix aus 8 pl
PCR-Produkt + 2 ul Probenpuffer (Blaumarker) in die vorgegebenen Taschen
beschickt. Zusatzlich wurde neben der Negativkontrolle auch ein
Molekulargewichtsmarker mitgeflihrt, der sich aus 0,25 uyl 1 kB-Marker
(Eppendorf), 4,75 pyl Aqua dest. und 1 pl 6-fach Probenpuffer (0,25%
Bromphenolblau, 0,25 Xylencyanol FF, 15% Ficoll) zusammensetzte. Das in
einer mit TBE-Puffer gefiillten Elektrophoresekammer befindliche Agarosegel
wurde fur 60 min. an eine 110 V starke Stromquelle angeschlossen, bis die
Blaumarker-Banden ca. 2/3 des Gels durchlaufen hatten. Anschliefiend wurde
das Agarosegel zur Darstellung der DNA-Fragmente mit dem interkalierenden
DNA-Farbstoff Ethidiumbromid angefarbt. Hierzu wurde das Gel 20 min. in
einer 0,1%igen Ethidiumbromid-L&sung (lichtgeschutzt) gefarbt und danach 20

min. in einem Wasserbad gewassert. Die Detektion und Dokumentation der
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PCR-Produkte  erfolgte unter  UV-Licht (302 nm) mit  der

Geldokumentationsanlage (Biorad).

2.3 Gesamtablauf des MRSA-Nachweises

|  Probe (Abstrich) |

Zeit Anreicherungsbouillon Selektivbouillon (Enschede-Bouillon)
(TSB) / Direktausstrich auf Inkubation fiir 6 h
Columbia-Blut-Agar *
Inkubation fir 18-24 h
IMS
ca. 2 h Gesamtdauer
\

Ausstrich auf
Columbia-Blut-Agar
Inkubation fiir 12-16 h

'

24 h Ausstrich der Bouillon auf Columbia-Blut- DNA-Extraktion und PCR-
Agar/ggdf. Isolierung verdachtiger Kolonien fiir Nachweis (mecA | nuc)
Speziesbestimmung und Resistenztestung ca. 8 h Gesamtdauer
Inkubation fir 16-24 h

Endergebnis

48 h S. aureus- Ggf. Endergebnis,

Speziesbestimmung und| | wenn kein Wachstum
-Resistenztestung
Inkubation fir 16-24 h

\ 4 | Endergebnis

72 h
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2.4 Verwendete Referenzstamme und klinische Isolate

Zur Etablierung und Evaluierung der IMS wurden die in Tabelle 2.2
aufgefiihrten Stammsammlungsstamme sowie ausgewahlte klinische Isolate
verwendet. Die klinischen Isolate stammen aus Surveillance-Abstrichen und
aus Infektionsisolaten, die wahrend der Routinearbeiten am Institut far
Medizinische Mikrobiologie oder am Institut fur Hygiene isoliert und deren
mittels biochemischer und

Spezies und Resistenzverhalten

molekularbiologischer Untersuchungen bestatigt wurden.

Genus Spezies Stammsammlungsbezeichnung? Kommentar
Staphylococcus aureus ATCC 43300 MRSA
Staphylococcus aureus ATCC 25923 MSSA
Staphylococcus epidermidis K2463* MRSE
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 MSSE
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Streptococcus viridans Kl 02*

Micrococcus luteus ATCC 7468

Bacillus subtilis ATCC 6051

Neisseria sp. (apathogen) Kl 01*

Listeria monocytogenes ATCC 15313
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
Proteus mirabilis ATCC 35659
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Tabelle 2.2 Verwendete Referenzstdmme und klinische Isolate zur Etablierung und

Evaluierung der IMS. 2ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA;

*klinische Isolate aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie oder Institut fiir Hygiene des

UKM
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der immunomagnetischen Separation

3.1.1  Sensitivitatstestung

Um herauszufinden, bis zu welcher Anzahl von Keimen pro ml die IMS noch
eine spezifische Detektion ermoglicht, wurde eine Verdlinnungsreihe angelegt.
Hierzu wurde der S. aureus ATCC 25923 in einer 0,9%igen NaCl-Losung auf
einen McFarland von 0,1 eingestellt (entspricht ca. 10’ KBE pro ml), eine 1:10-
Verdlinnungsreihe angelegt und anschlieRend jeweils 10 pl der Lésungen
mittels 8-Osen-Ausstrich ausplattiert, um die Anzahl der KBE zu Uberprifen.
AnschlieRend wurde die IMS durchgefuhrt und die resultierenden KBE nach
der IMS gezanhlt. Diese Versuche wurden jeweils dreimal wiederholt. In Tabelle
3.1 sind die Mittelwerte der ermittelten KBE nach Durchfihrung der IMS der
jeweiligen Verdiinnungen dargestellt. Zusammengefasst ergab sich hierbei fir
die IMS eine Nachweisgrenze vor ca. 10> KBE pro ml. Bei einer héheren

Verdiinnung (10" KBE pro ml) lieRen sich keine Kolonien mehr reproduzierbar

nachweisen.
Vor IMS eingesetzte S. aureus KBE Mittelwert S. aureus KBE nach IMS
aus 3 Untersuchungen

10’ Rasenwachstum

10° Rasenwachstum

10° Rasenwachstum

10* 1893

10° 489

10 23

Tabelle 3.1 Verdinnungsreihe des S. aureus ATCC 25923 zur Bestimmung der
Nachweisgrenze der IMS.
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3.1.2 Nachweis der spezifischen Anreicherung von S. aureus durch die IMS
Um die Spezifitat der IMS zu Uberprifen, wurden verschiedene
Bakterienspezies alleine und in Kombinationen aus unterschiedlichen
Bakterienspezies mit dem S. aureus ATCC 25923 der IMS unterzogen. Die
Auswahl der gestesteten Bakterienspezies und der verschiedenen
Kombinationen wurde in Anlehnung an die zu erwartenden Kombinationen bei
humanen Nasen- und anderen Haut- und Schleimhautabstrichen getroffen. In
den Abbildungen 3.1 und 3.2 sind die verschiedenen Bakterienspezies alleine
und die verschiedenen Kombinationen mit den eingesetzten KBE der
einzelnen Spezies und die nach IMS resultierenden KBE sowie der Anteil (in

%) an KBE nach IMS angegeben.
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Abbildung 3.1 Aufstellung der verschiedenen getesteten Bakterienspezies in der IMS mit den

korrespondierenden KBE vor und nach IMS.
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nach IMS

Abbildung 3.2 Aufstellung der verschiedenen getesteten Bakteriengemische in der IMS mit
den korrespondierenden % KBE vor und nach IMS.
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Abbildung 3.3 zeigt einen 8-Osen-Austrich vor und nach Enschede-Bouillon
und DurchfiGhrung der [IMS. Hierbei wurden eine Reduktion der

Hintergrundflora und damit eine relative Anreicherung des S. aureus deutlich.

A

Abbildung 3.3 8-Osen-Ausstriche von zwei exemplarischen Bakteriengemischen (A) vor und
(B) nach S. aureus-spezifischer IMS.

3.1.3 Differenzierung zwischen S. aureus und S. epidermidis mittels IMS
und PCR

In dieser Versuchsreihe wurde die Fahigkeit der IMS in Kombination mit der
PCR untersucht, in wieweit zwischen resistenten bzw. sensiblen S. aureus und

S. epidermidis differenziert werden kann. Ist dies mdglich, kann direkt im

25



Anschluss an die IMS ohne weitere Kontrolle einer moglichen Verunreinigung
die molekulare Bestatigung in Form einer PCR mit Gennachweisen von nuc
und mecA durchgefuhrt werden. In der Tabelle 3.2 ist diese Versuchsreihe
aufgelistet, bei der verschiedene Kombinationen aus MRSA, MSSA, MRSE

und MSSE mit typischen Haut- und Schleimhautkeimen gestestet wurden.

Ansatz Nr. Eingesetzte Bakterienspezies vor IMS?® Ergebnis nach IMS und PCR
1 MRSA, MSSA, MSSE Nachweis von MRSA
2 MRSA, MSSA, E. faecalis ATCC 29212 Nachweis von MRSA
3 MRSA, MSSA Nachweis von MRSA
4 MRSA, MSSA, E. coli ATCC 25922 Nachweis von MRSA
5 MSSA, MRSE, E. coli ATCC 25922 Nachweis von MRSA
6 MSSA, MRSE Nachweis von MRSA

Tabelle 3.2 Differenzierung zwischen verschiedenen S. aureus (MRSA [ATCC 43300] und
MSSA [ATCC 25923]) und S. epidermidis (MRSE [K2463] und MSSE [ATCC12228]) mittels
IMS und anschlieBender PCR. ®In allen Anséatzen waren zusétzlich jeweils die typischen
Vertreter von Haut- und Schleimhautkeimen (Neisseria sp. (apathogen) Kl 01, B. subtilis
ATCC 6051, S. viridans Kl 02, M. luteus ATCC 7468) vorhanden.

Die Ansatze Nr. 5 und 6 sind falsch positiv. Der Nachweis des mecA und des
nuc Gens begrundet sich in der Kombination aus einem sensiblen S. aureus
(nuc  Gennachweis) mit einem resistenten S. epidermidis (mecA

Gennachweis).

3.2 Testung der IMS mittels klinischer Isolate

Um die Fahigkeit der IMS unter Routinebedingungen zu testen, wurden
parallel zur phanotypischen Routinediagnostik des Instituts fir Hygiene 20
Nasenabstriche von freiwilligen Versuchspersonen (Mitarbeiter des UKM), die
im Rahmen von Surveillance-Untersuchungen gewonnen wurden, mittels IMS
und genotypischer Bestatigung untersucht. Dabei wurden nach der IMS jeweils

alle angewachsenen Kolonien in der PCR eingesetzt (Tabelle 3.3).
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Diagnostik mittels ) o )
Konventionelle Routinediagnostik
Schnellnachweis

Anzahl Dauer (in h) Anzahl Dauer (in h)

Nachweis von

MRSA 1 36 0 72

MSSA 7 36 4 72
Kein Nachweis von

MRSA/MSSA 12 36 16 48
Durchschnittliche

36 52,8

Verarbeitungsdauer (in h)

Tabelle 3.3 Untersuchung von 20 Surveillance-Kulturen (Nasenabstriche) auf MRSA und
MSSA mittels Schnellnachweis sowie Vergleich mit den Ergebnissen der konventionellen

Routinediagnostik.

Die Untersuchung der 20 Nasenabstriche ergab sieben Nachweise von MSSA
mittels IMS und PCR sowie einen MRSA-Nachweis, der allerdings kulturell
nicht bestatigt werden konnte. Dagegen konnte mit den rein phanotypischen
Verfahren nur vier MSSA nachgewiesen werden. In den Ubrigen
Nasenabstrichen lieBen sich keine MRSA oder MSSA nachweisen. Die
durchschnittliche Verarbeitungsdauer bis zum Endergebnis betrug beim
Schnellnachweis unabhangig vom Ergebnis jeweils 36 Stunden, wahrend die
phanotypischen Untersuchungen - abhangig von eventuellen Isolierungs- und
Subkultivierungsschritten - durchschnittlich 52,8 Stunden (48 bis 72 Stunden)
dauerten (Tabelle 3.3).

3.3 Kombination von IMS und Anreicherungsbouillon

Im letzten Schritt wurde zur Steigerung der Sensitivitat und Spezifitat ein
Anreicherungsschritt in Form einer Selektivbouillon fir MRSA der IMS
vorgeschaltet. Hierzu wurde die Enschede-Bouillon verwendet, in die vor der
IMS das Material fur 6 h bebrutet wurde. Insbesondere sollen durch diesen
Schritt MRSE eliminiert werden, die ebenfalls das mecA Gen tragen und damit
zu falsch positiven Ergebnissen fihren. Um diese Hypothese zu untersuchen,

wurden 36 unterschiedliche Kombinationen von Bakterienspezies wieder
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mittels IMS und PCR unter Verwendung der Selektivbouillon analysiert
(Tabelle 3.4). Dabei wurden jeweils 10° KBE MRSA eingesetzt. Zum Vergleich
wurde wieder parallel die konventionelle phanotypische Diagnostik, zunachst
ohne (Proben 1-12) Selektivbouillon, eingesetzt. Da hierbei kein einziger
MRSA nachgewiesen werden konnte, wurde anschliel3end flr die Proben 13
bis 36 auch hier die Selektivbouillon eingesetzt (ohne Selektivbouillon waren

auch die Proben 13-36 alle negativ).

Ergebnis nach

Anzahl der Schnellnachweis- Konventioneller
Lpositiven“ Proben methode Nachweis
Nachweis von
MRSA 14 14 7
MSSA 19 19 12
Kein Nachweis von
MRSA/MSSA 3 3 17

Tabelle 3.4 Ergebnisse der Evaluierung der Schnellnachweisemethode und der Vergleich
mit dem konventionellen Nachweis bei 36 unterschiedlichen Bakterienkombinationen

zusammengesetzt aus den verschiedenen klinischen und Referenzstdmmen (s. Tabelle 2.2).

Die Verwendung der Enschede-Selektivbouillon ermdglichte den Nachweis
aller MRSA (Tabelle 3.4). Daruber hinaus wurde das Wachstum von MRSE als
mogliche Ursache flur falsch-positive PCR-Ergebnisse unterdrickt, da keine
der 15 Proben mit einer Kombination aus MSSA und MRSE ein falsch
positives Ergebnis fur einen MRSA-Nachweis ergab. Somit |&sst sich eine
Spezifitat und Sensitivitat von 100% fur die Kombination Enschede-
Bouillon/IMS/PCR (Schnellnachweismethode) berechnen. Daraus abgeleitet
sind der positive und negative pradiktive Wert (PPV/NPV) ebenfalls jeweils
100%. Im Gegensatz dazu betrugen bei gleicher Spezifitdt und PPV (100%)
die Sensitivitat und der NPV fur die konventionelle phanotypische Diagnostik in
Kombination mit der Enschede-Bouillon nur 50% und 75,9% (Tabelle 3.5).
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Schnellnachweismethode (%) Konventioneller Nachweis (%)

Spezifitat 100 100
Sensitivitat 100 50

PPV 100 100
NPV 100 75,9

Tabelle 3.5 Aufstellung der Spezifitat, Sensitivitat, positivem und negativem pradiktiven

Wert (PPV, NPV) der Schnellnachweismethode und des konventionellen Nachweises.
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4 Diskussion

Aufgrund der zunehmenden Anzahl multimorbider Patienten, immer
aufwandigeren und invasiveren Therapieverfahren sowie Veranderungen der
Alterspyramide der Bevolkerung hin zu immer alteren Menschen sind immer
mehr Patienten zu den Risikopatienten zu zahlen, die eine Infektionen mit
multiresistenten  Erregern, wie MRSA oder Vancomycin-resistenten
Enterokokken (VRE) bekommen kénnen.

Somit ist der moglichst schnelle Nachweis bzw. Ausschluss einer Kolonisation
bzw. Infektion mit einem multiresistenten Erreger heutzutage eine der
wichtigsten Aufgaben in der Infektiologie und Krankenhaushygiene, da die
Hygienemallinahmen entsprechend angepasst werden muissen, um eine
Weiterverbreitung auf andere Patienten zu verhindern und ggf. eine adaquate
Therapie einleiten zu kdnnen. Zudem fuhrt eine Reduktion von multiresistenten
Erregern durch entsprechende Sanierungsmafnahmen zu einer Verbesserung
der Versorgungsqualitat und Verringerung der Morbiditat und Mortalitat der
Patienten, da z.B. nicht-isolierte Patienten haufiger vom medizinischen
Personal gesehen werden und Infektionen mit nicht-resistenten Erregern ein
besseres Outcome haben (7, 8, 12).

So wurde im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit eine
Schnellnachweismethode fur MRSA als Alternative zu bisherigen
konventionellen phanotypischen Methoden evaluiert. Diese Methode kann
sowohl fur Screeninguntersuchungen, z.B. bei Aufnahme eines Patienten,
oder im Rahmen von Ausbruchsuntersuchungen, als auch zur Kontrolle eines
Sanierungserfolgs von Patienten und Personal genutzt werden. Damit ist es
moglich, fur Patienten die Isolationsdauer um ein bis zwei Tage zu reduzieren
und ggf. gesperrte Betten schneller wieder flir andere Patienten zu 6ffnen.
Ehemals MRSA-positives Personal kann nach einer Sanierungstherapie auch
entsprechend schneller wieder im patientennahen Bereich arbeiten. Mit einer
Kombination aus der immunomagnetischen Separation (IMS) mit einer fur
MRSA selektiven Anreicherungsbouillon zum spezifischen Nachweis von

MRSA konnte eine Alternative zu bisherigen Verfahren neu etabliert werden.
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Zunachst wurde die IMS ohne eine selektive Anreicherungsbouillon eingesetzt,
um den Anteil von S. aureus zu erh6hen und gleichzeitig die Hintergrundflora
moglichst stark zu unterdricken. Je nach eingesetzten Mischkulturen aus S.
aureus und Keimen des normalen Haut- und Schleimhautspektrums konnten
zwischen 87 und 100% der Hintergrundflora unterdrickt werden. Dabei war
der jeweilige Verlust von S. aureus durch die IMS deutlich geringer, sodass
eine drei- bis 33fache relative Anreicherung von S. aureus resultierte. Dabei
war die Nachweisgrenze von S. aureus mit 10> KBE pro ml deutlich unter den
geforderten 10° KBE, die normalerweise in einem Nasenabstrich zu erwarten
sind (14, 46). In diesem Bereich liegen auch die Erfahrungen anderer Autoren,
die ebenfalls von 10? KBE als Nachweisgrenze der IMS ausgehen (23).

Im Anschluss an die IMS wurde zunachst direkt eine PCR zum Nachweis des
fur die Methicillinresistenz kodierenden Gens mecA und fur das S. aureus
spezifische Nukleasegen nuc durchgefihrt. Da das mecA Gen nicht spezifisch
fur S. aureus ist und auch in anderen Staphylokokkenspezies nachgewiesen
werden kann, flhrte diese Kombination zu einigen falsch positiven
Ergebnissen, wenn z.B. ein MSSA in Kombination mit einem MRSE nach der
IMS untersucht wurde. So ist es sinnvoll, diese Kombination nur beim Einsatz
von Reinkulturen einzusetzen, wobei das nuc Gen dann nur noch als interne
Kontrolle dient. Anders ist die Situation, wenn direkt vom Abstrichtupfer eine
PCR durchgeflhrt wird oder wenn keine Reinkultur vorliegt. Dann sind falsch
positive Ergebnisse zu erwarten. So beruht z.B. der kommerzielle Lightcycler
MRSA-Schnelltest von Roche auf einem kombinierten Nachweis des
Resistenzgens mit einem weiteren Gen zur Speziesbestimmung (37). Die
Evaluierung dieses und vergleichbarer Tests zeigte deutlich die beschriebene
Problematik und flhrte dazu, dass derartige Verfahren nur als
Kulturbestatigungstests oder zur Ausschlussdiagnostik hilfreich sind. Jedes
positive Testergebnis, dass direkt aus einem klinischen Material entstanden
ist, sollte deshalb kritisch hinterfragt und ggf. kulturell bestatigt werden (42,
44). Kirzlich wurde dies von Becker und Kollegen bestatigt, die untersuchten,
wie haufig Kokolonisationen von MSSA und anderen mecA-positiven

Staphylokokkenspezies in Surveillanceabstrichen der Nase vorkommen.
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Obwohl nur ein geringer Prozentsatz aller Proben eine Kokolonisation aufwies
(3,4%), konnte nur ein niedriger PPV von ca. 40% erreicht werden, der
zumindest in Regionen mit einer niedrigen MRSA-Pravalenz einen
Direktnachweis ohne parallelen kulturellen Nachweis nicht sinnvoll erscheinen
lasst (1).

Die Problematik der falsch positiven Ergebnisse aufgrund von Mischkulturen
aus MSSA und MRSE wurde auch im Verlauf der vorliegenden Arbeit
berucksichtigt, da ohne eine der IMS vorgeschalteten Selektivbouillon
zunachst falsch positive Ergebnisse entstanden (Tabelle 3.2). Erst der Einsatz
einer fur MRSA selektiven Anreicherungsbouillon fihrte zur Elimination der
falsch positiven Ergebnisse durch MSSA in Kombination mit MRSE. Denn
bereits durch die selektive Anreicherungsbouillon konnte das Wachstum von
MRSE vollstandig unterdrickt und in Kombination mit der IMS somit eine
Spezifitat von 100% erreicht werden. Dass der Einsatz der Selektivbouillon
zudem zu einer hoheren Nachweissensitivitat fuhrte, wurde v.a. bei der
phanotypischen Diagnostik deutlich, da ohne Selektivbouillon kein einziger
MRSA in den 36 verschiedenen Bakteriengemischen nachgewiesen wurde;
erst mit selektiver Anreicherungsbouillon konnten 7 von 11 MRSA sicher
detektiert werden (Tabelle 3.4).

Auf dem Markt gibt es eine Vielzahl von anderen phanotypischen Methoden,
die auf speziellen, fir MRSA selektiven Festnahrmedien basieren (z.B. MRSA
ID von bioMérieux oder ORSAB von Oxoid). Diese beinhalten meist Antibiotika
zur Unterdrickung der Hintergrundflora sowie zur Selektion von MRSA einen
Farbindikator, der das MRSA Wachstum deutlich von anderen nicht-MRSA
Kolonien abgrenzen lasst. Allerdings haben diese Festmedien alle den
Nachteil einer Bebritungszeit von mindestens 24 Stunden. Darlber hinaus ist
in der Regel weitere Diagnostik zur Bestatigung des MRSA notwendig, da die
Spezifitat und Sensitivitat bei der alleinigen Verwendung dieser
Festnahrmedien zu gering ist (35). Diese Erfahrungen konnten im Rahmen
dieser Arbeit bestatigt werden, da die Untersuchungsdauer der
konventionellen phanotypischen Diagnostik langer war und auch nicht alle

MRSA sicher nachgewiesen werden konnten.
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Insgesamt haben diese Erkenntnisse zu einer Weiterentwicklung der
kommerziell angebotenen MRSA-Schnellnachweise, die meist auf einer PCR-
Amplifikation beruhen, gefuhrt. So wurde kurzlich ein neues genetisches
Target, orfX, eingefuhrt, dass spezifisch flr S. aureus ist und direkt benachbart
(im 3’-Bereich) zur SCCmec-Kassette im Genom von S. aureus liegt (19).
Werden nun Amplifikationsprimer so gewahlt, dass sie zum einen in der
SCCmec-Kassette und zum anderen im orfX binden, ist theoretisch der
spezifische Nachweis eines MRSA auch aus einer Mischkultur moglich (9, 20,
21). Die Evaluierung dieser Tests ergab gute Sensitivitaten und Spezifitaten;
allerdings ist bis heute nicht geklart, wie Befunde interpretiert werden mussen,
bei denen zwar im Schnelltest ein MRSA nachgewiesen wurde, dieser aber
nicht kulturell bestatigt werden kann. Aufgrund der hohen Nachweissensitivitat
der meist auf real-time-PCR-Technologien beruhenden Tests ist der fehlende
kulturelle Nachweis nur eine mogliche Erklarung. Ein anderer
Erklarungsversuch fur kulturell negative MRSA-Schnelltestergebnisse ist die
Moglichkeit, dass zwar eine SCCmec-Kassette in einem S. aureus
nachgewiesen wurde, diese aber mecA verloren hat und damit phanotypisch
nicht mehr als MRSA bestatigt werden kann (6, 10).

Ein Vorteil der hier evaluierten Schnellnachweismethode besteht darin, dass
sie ohne teuere und aufwandige Technologie (im Gegensatz zu z.B. Realtime-
PCR-Verfahren) auskommt und somit leicht in den Alltag auch kleinerer
Labore integriert werden kann. Ein weiterer Vorteil der Methode ist, dass nach
der IMS eine Kultur vorliegt. Diese kann zum einen natiurlich mittels
unterschiedlicher Tests (hier mittels mecA/nuc-PCR) als MRSA bestatigt
werden, zum anderen liegt sie fur weiterfUhrende Untersuchungen vor. So ist
eine anschliellende Resistenztestung genauso moglich wie eine Typisierung,
um die Epidemiologie des MRSA weiter aufzuklaren. Gerade diese
Moglichkeiten sind ein grofer Vorteil gegenuber Direktnachweisverfahren,
denn neben dem schnellen MRSA-Nachweis gewinnt die Subtypisierung von
MRSA immer gréfliere Bedeutung. So ist haufig die MRSA-Bestatigung nur der
erste Schritt in einer umfangreichen MRSA-Diagnostik, die immer mehr auf die

Erkennung hochpathogener Klone fokussiert ist. Hauptgrund hierfur ist
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sicherlich die weltweite Verbreitung von cMRSA, die schwerste Infektionen in
der gesunden Normalbevolkerung verursachen (16, 34, 47). Wahrend der
Anteil dieser cMRSA in Europa noch relativ gering ist und nur ca. 1-4% aller
MRSA ausmacht (15, 51), gibt es in den USA regional bereits cMRSA-Raten
von bis zu 30% aller MRSA-Infektionen (18). Um diese Erreger von anderen
MRSA zu differenzieren, ist deshalb das Vorliegen einer Reinkultur essentiell.
Die Anforderung gilt auch fur die Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks
z.B. durch eine Pulsfeld-Gelelektrophorese (33, 41) oder durch partielle
Sequenzierung des S. aureus Protein A Gens (spa Typisierung), um
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen einzelnen MRSA darstellen zu kénnen
und daraus Transmissionswege und HygienemalRnahmen ableiten zu kdnnen
(29, 30).

Das fruhzeitige Erkennen einer MRSA-Kolonisation und -Infektion durch ein
moglichst schnelles und sicheres Nachweisverfahren kdnnte zudem im
Rahmen krankenhaushygienischer Praventionsmalinahmen die
Weiterverbreitung  verhindern. Damit ware neben der wichtigen
Handedesinfektion zur Unterbrechung einer maoglichen Infektionskette durch
Personal (36), die EinfUhrung baulicher Rahmenbedingungen (beispielsweise
ausreichende Anzahl von Einzelzimmern in Risikobereichen/Schleusen) und
individuelle SchutzmaRnahmen wie Mundschutze bezahlbar (27). Lange
Isolationszeiten von Patienten mit unklarem MRSA-Status konnten auf ein
Minimum reduziert werden und somit eine Situation wie in den Niederlanden
geschaffen werden, die neben der Kosteneffizienz auch eine niedrige MRSA-
Rate ergeben wirde (48). In der Konsequenz der MalRnahmen wird deutlich,
dass die Pravention von MRSA-Infektionen neben dem medizinischen Nutzen
deutliche Einsparungen zur Folge hatte (13, 17, 24, 39, 48).

Neben der krankenhaushygienischen und ékonomischen Relevanz von MRSA
sind auch die infektiologischen Aspekte zu beachten. So wird die Forderung
nach einem mdglichst schnellen Nachweis bzw. Ausschluss einer MRSA-
Kolonisation von der Tatsache unterstrichen, dass eine Kolonisation haufig der

Ausgang fur eine nachfolgende Infektion ist (52). Zudem ermdglicht der
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schnelle MRSA-Nachweis bzw. —Ausschluss auch schneller eine angepasste
Antibiotikatherapie. Im Vergleich zu MSSA- weisen MRSA-Infektionen eine
hohere Morbiditat und Mortalitat auf (8). Dazu resultieren diese haufiger in
einem verlangerten Krankenhausaufenthalt und in héheren Therapiekosten
(13, 24, 31). Die hdoheren Therapiekosten sind zum einen mit der langeren
Therapiedauer und aufwandigeren Hygienemalinahmen, zum anderen mit
dem Einsatz moderner Reserveantibiotika wie Linezolid, Daptomycin oder
Tigecyclin zu erklaren. Die dadurch geforderte Resistenzentwicklung ist
heutzutage noch gar nicht abzusehen, aber bereits wenige Jahre nach
Markteinfihrung von Linezolid wurden schon die ersten Resistenzen
nachgewiesen. Dazu kommt, dass aufgrund eines unklaren MRSA-Status
immer haufiger Reserveantibiotika als erste Wahl fur eine empirische Therapie
eingesetzt werden, um ein Therapieversagen bei vorliegender Resistenz zu

vermeiden (26).

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
hier neu etabliete und evaluierte Schnellnachweismethode, die eine
Kombination aus Selektivbouillon mit IMS und PCR ist, eine schnellere und
valide Alternative zu konventionellen, auf phanotypischen Eigenschaften
basierenden MRSA-Nachweisverfahren ist. Zudem ermdglicht sie durch den
Erhalt einer Kultur weitere Subtypisierungen wie z.B. die spa Typisierung.
Weitere Studien mit einer grélkeren Anzahl klinischer Isolate und
Vergleichsuntersuchungen mit genotypischen Direktnachweisen mussen in
Zukunft zeigen, ob sie schliel3lich geeignet ist, die bisher verwendeten

Methoden zu ersetzten.
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6 Abkurzungsverzeichnis

bp Basenpaare

cMRSA ,community-acquired“ MRSA (syn. CA-MRSA)

KBE Kolonie-bildende Einheit

mecA Gen, kodiert fur die Methicillinresistenz

MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

MRSE Methicillin-resistenter Staphylococcus epidermidis

MSSA Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus

MSSE Methicillin-sensibler Staphylococcus epidermidis

nuc Gen, kodiert fur eine S. aureus-spezifische Nuklease

orfX Gen im Ubergangsbereich zwischen der SCCmec-Kassette und

dem S. aureus Genom
SCCmec Resistenzgenkassette in S. aureus, die das mecA Gen beinhaltet
Spa Staphylococcus aureus Protein A

spa Staphylococcus aureus Protein A Gen
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