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Zusammenfassung

Der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) ist ein weltweit verbreiteter
Problemkeim. Er verursacht grundsétzlich die gleichen Krankheitsbilder wie der Methicillin-
sensible S. aureus, jedoch konnte gezeigt werden, dass sowohl Morbiditét als auch Mortalitét
bei MRSA-Trigern und -Infizierten erhoht sind, wodurch zusdtzlich hohere
Behandlungskosten entstehen. Zur Senkung der MRSA-Priavalenz wurden in vielen Léandern
nationale Uberwachungsprogramme etabliert. Diese verwenden u.a. molekularbiologische
Methoden, wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), zur Reihenuntersuchung von
Risikopatienten bei Krankenhausaufnahme, um bei MRSA-Tragern frithzeitig Mallnahmen
zur Pravention einer Transmission ergreifen zu konnen. Im Jahr 2004 beschrieben Huletsky
et al. eine innovative MRSA-Screening-PCR, welche sich durch die Amplifikation der
SCCmec-orfX-junction auszeichnete und erstmals fiir die Testung von polymikrobiellem
Material geeignet war. Dieses PCR-Verfahren wurde am Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf im Jahr
2006 eingefiihrt. Im Laufe der Zeit verschlechterte sich die Sensitivitdt dieser PCR jedoch
aufgrund einer zunehmenden Anzahl an neuen MRSA-Varianten.

Das Ziel dieser Arbeit lag darin, den Nutzen von 17 neuen MRSA-Primern, die von van der
Zee et al. 2011 publiziert worden waren, fiir den Nachweis der neuen MRSA-Varianten aus
dem GrofBraum Diisseldorf zu untersuchen und eine erweiterte MRSA-Screening-PCR mit
verbesserter Sensitivitdt zu etablieren. Hierzu wurden 290 Proben mit falsch-negativem PCR-
Ergebnis (aber MRSA-positiver Kultur) und 380 Proben der Routinediagnostik mithilfe der
neuen Primer untersucht. Zusdtzlich wurde ein MRSA-Primer entwickelt (Primer FC),
welcher den mecC-tragenden, neu beschriebenen SCCmec-Typ XI detektieren sollte. Der
Primer wurde anschlieBend in die Screening-PCR integriert und diese validiert.

Die Sequenzierung von 179 PCR-Produkten zeigte, dass neun der 17 Primer hiesige MRSA-
Varianten detektieren konnten, wobei die vier Primer F13 (n = 76), F11 (n = 6), F14 (n = 15)
und F25 (n = 8) bereits fiir 85,4% (105/123) der Ergebnisse verantwortlich waren und
deshalb in die verbesserte MRSA-Screening-PCR integriert wurden. In der Validierung der
verbesserten MRSA-Screening-PCR wurden 71 MRSA-Isolate vom SCCmec-Typ I-VI, 50
MSSA-Isolate und 100 Abstrichproben getestet. Die Sensitivitdt konnte von 93% auf 98,6%
gesteigert werden, wobei die restlichen Giitekriterien des Tests unbeeinflusst blieben. Ebenso
zeigte der neu entwickelte Primer FC innerhalb der Screening-PCR in der Validierung eine
Sensitivitidt und Spezifitit von jeweils 100%. BLAST-Analysen lieBen vermuten, dass durch
die erweiterte PCR die SCCmec-Typen I-XI, inklusive CA- und LA-MRSA detektiert

werden konnen.

Diese Arbeit demonstriert ein experimentelles Vorgehen zur Anpassung der MRSA-
Screening-PCR an MRSA-Varianten, die neu im Groflraum Diisseldorf aufgetreten sind. Sie
zeigt somit eine methodische Vorgehensweise auf, mit der die Diagnostik an jedwede Region
mit darin vorkommenden MRSA-Varianten angepasst werden kann.



Abstract

Methicillin-resistant S. aureus is known to be a worldwide microbial problem. Eventhough it
causes the same array of diseases as Methicillin-sensitive S. aureus, both morbidity and
mortality are increased in MRSA-carriers and in patients with clinical manifestation of an
MRSA-infection. As a result, MRSA is a significant contributor to the increase of health-care
expenses. In order to keep the spread of MRSA under control, many countries have
established national active surveillance programs. Among other actions, these programs use
molecularbiological methods like polymerase-chain-reaction (PCR) to screen at-risk patients
right when admitted to a hospital. Thus, by quickly identifying MRSA-carriers, preventive
measures can be taken to avoid the transmission within the healthcare facility. In 2004,
Huletsky et al. described an innovative MRSA-Screening-PCR which featured the
amplification of the SCCmec-orfX-junction and could be used to test polymicrobial material.
This PCR-method has also been implemented at the institute for medical microbiology and
hospital hygiene at the Heinrich-Heine-University Diisseldorf in 2006. However, as the
number of MRSA-variants increased over time, the sensitivity of the PCR decreased
respectively.

The goal of this study was to examine 17 new forward primers, published by van der Zee et
al. in 2011, and to evaluate their usefulness for the detection of novel MRSA-variants in the
region of Diisseldorf in order to establish an extended Screening-PCR with an increased
sensitivity. To achieve that goal, 290 screening-samples with false-negative PCR-results
(proven to contain MRSA by microbial culture) and 380 samples out of routine diagnostics
were tested using these new primers. Furthermore, a new forward primer has been developed,
which was supposed to detect the recently described mecC-carrying SCCmec-type XI. This
primer (FC) was then integrated into the Screening-PCR and validated.

The sequencing of 179 PCR-products showed that 9 out of 17 primers were able to detect
local MRSA-variants. The four most frequently used primers were responsible for 85.4%
(105/123) of the results (F13 (n = 76), F11 (n = 6), F14 (n = 15) and F25 (n = 8)) and were
integrated into the Screening-PCR. For validation, 71 MRSA-isolates (SCCmec-Type I-VI),
50 MSSA-isolates und 100 swab samples were tested. We saw an increase in sensitivity from
93% to 98.6%, whereas the other criteria of test quality where unaffected. Besides, both
sensitivity and specificity of the newly developed FC primer were at 100% within the
Screening-PCR. BLAST-analysis suggested that SCCmec-types I-XI can be detected by the
supplemented PCR, including CA-MRSA and LA-MRSA.

This work demonstrates an experimental approach of adjusting the MRSA-Screening-PCR to
MRSA-variants which newly occurred in the greater area of Diisseldorf. Thereby, it shows a
methodological procedure by which diagnostics can be modified according to any regional
MRSA-variants.
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1 Einleitung
Bei Staphylococcus aureus (S. aureus) handelt es sich um ein fakultativ-pathogenes,
unbewegliches, gram-positives Bakterium. Es bildet keine Sporen und wéchst fakultativ
anaerob. Es zdhlt zur Gattung der Staphylokokken (griechisch ,,Staphyle* = Traube),
welche aufgrund ihrer morphologischen Anlagerung auch als Haufenkokken bezeichnet
werden. Erste Beschreibungen von S. aureus finden sich von Robert Koch aus dem Jahre
1878 (1). S. aureus unterscheidet sich diagnostisch durch die Bildung freier Koagulase
von anderen  Staphylokokkenspezies, den sogenannten koagulase-negativen
Staphylokokken (KNS, z.B. S. epidermidis, S. saprophyticus). Die freie Koagulase stellt
einen wichtigen Virulenzfaktor dar, welcher an der fiir S. aureus charakteristischen
Abszedierung mit Bildung einer Fibrinkapsel beteiligt ist (2). Die Einteilung in
koagulase-positive und —negative Spezies ist somit auch von klinischem Interesse, da
sich die S. aureus-Infektionen in Manifestationsformen und Therapie von Infektionen

anderer Staphylokokkenspezies unterscheiden (2,3).

1.1 Vorkommen und Ubertragungswege
S. aureus ist ubiquitdr und verfiigt allgemein {iber eine hohe Tenazitit, welche ein
monatelanges Uberleben auBerhalb des optimalen Wachstumsmilieus ermdglicht. Von
klinischer Relevanz sind die Habitate auf Oberflichen (z.B. Tischen und anderen
Arbeitsflichen) sowie physiologisch auch auf der Haut und Schleimhaut des Menschen
(4). Primdres Reservoir beim Menschen ist der Nasenvorhof, sekundir sind auch der
Rachen, die Leiste, die Achseln und das Perineum als haufige Besiedelungsorte zu
nennen. Etwa 20% der Bevdlkerung sind als sogenannte Triger dauerhaft im
Nasenvorhof und/oder Rachen mit S. aureus besiedelt, weitere 30% intermittierend (4—
6). Diese Kolonisation mit S. aureus als Teil der transienten Hautflora ist symptomlos

und von einer Infektion abzugrenzen.

Die Transmission von S. aureus findet in der Regel iiber Schmierinfektionen statt. Eine
Ubertragung iiber Trdpfchen oder Staub ist mdglich, allerdings weitaus seltener. In
medizinischen Einrichtungen findet die Ubertragung vor allem iiber die Hinde des
medizinischen Personals statt, was bei der Wundhygiene schnell zu Infektionen fiithren

kann (3,4).



1.2 S. aureus-Infektionen
S. aureus-Infektionen kénnen sowohl ambulant erworben werden als auch nosokomial
auftreten und sind vielféltig in ihrer klinischen Erscheinung. S. aureus-Infektionen sind
opportunistisch: Pradisponierend sind Verletzungen der Hautbarriere oder das Vorliegen
einer Immunschwiéche, sei es krankheitsbedingt, wie bspw. bei Diabetikern oder
iatrogen, wie z.B. bei Patienten unter Chemotherapie. Charakteristisch fiir S. aureus-
Infektionen sind (pyogene) Lokalinfektionen. Darunter fallen eine Vielzahl verschiedener
Krankheitsbilder wie z.B. Furunkel, Karbunkel, Wundinfektionen, Abszesse, Impetigo

contagiosa, Empyeme, Otitis media, Sinusitis, oder auch die Mastitis puerperalis (3).

S. aureus kann jedoch auch systemische Infektionen auslosen wie Pneumonien,
Osteomyelitiden, Meningitiden, fremdkorperassoziierte Infektionen, Endokarditiden,

sowie allgemein Bakteridmien (3,4).

1.3 Virulenzfaktoren
Die Pathogenitit von S. aureus ergibt sich aus den wirtsspezifischen
Abwehrmechanismen sowie stammspezifischen Virulenzfaktoren. Nicht alle S. aureus-
Stamme verfligen iiber die gleiche genetische Ausstattung und haben damit durchaus

unterschiedlich pathogenes Potenzial.

Die Virulenzfaktoren von S. aureus betreffen im Allgemeinen Adhdrenz (z.B. Clumping
Factor, Fibronektin), Invasion (u.a. DNAse, Himolysine, Hyaloronidase), Etablierung
(Ausbildung einer Fibrinkapsel, u.a. durch Koagulase) und Schadigung im Gewebe (4,7).
Die Virulenzfaktoren sind teilweise speziell an das Immunsystem des Menschen
angepasst, sodass sie der humanen Immunabwehr entweichen kdnnen (Evasion). So
bindet z.B. das Protein A an den Fc-Teil von IgG-Antikorpern, was die Opsonisierung
des Bakteriums filir phagozytierende Zellen verhindert (4). Des Weiteren fiihrt die
Féhigkeit zur Ausbildung einer Fibrinkapsel zum Schutz vor weiterer Immunabwehr. Das
Panton-Valentin-Leukozidin (PVL) formt eine Pore in menschliche neutrophile
Granulozyten und findet sich in S. aureus-Stdimmen von meist schwer verlaufenden

invasiven Infektionen (nekrotisierende Fasziitis, nekrotisierende Pneumonie) (2,3,8).

Eine Besonderheit stellen S. aureus-Stimme dar, welche die Fahigkeit besitzen,

humanpathogene Toxine zu bilden (z.B. Enterotoxine, TSST-1, Exfoliatine) und damit
2



toxinvermittelte Syndrome auszuldsen. Beispielsweise ist eine Vielzahl verschiedener
hitzestabiler Enterotoxine bekannt, die beim Menschen bei Aufnahme mit der Nahrung
(selbstlimitierende) Lebensmittelvergiftungen auslosen konnen. Das Toxic-Shock-
Syndrome (TSS) oder auch das Staphylococcal-Scaled-Skin Syndrome (SSSS) sind
ebenfalls ausgeldst durch die Féhigkeit einiger Stimme, entsprechende Toxine zu bilden

und stellen akut lebensbedrohliche systemische Krankheitsbilder dar (3,7,9,10).

1.4 Therapie von S. aureus-Infektionen
Die Therapie von S. aureus-Infektionen richtet sich nach Lokalisation sowie nach
Schwere der Erkrankung. S. aureus-Infektionen sollten primédr mit B-Laktamase-festen
Penicillinen (Isoxazolyl-Penicillinen, z.B. Oxacillin) behandelt werden. AuBlerdem ist S.
aureus in der Regel empfindlich gegeniiber weiteren B(-Laktam-Antibiotika
(Cephalosporine, Carbapeneme) sowie anderen Antibiotikaklassen (Makrolide,

Lincosamide, Fosfomycin, Linezolid, Rifampicin, Glykopeptide) (3,11).

Penicilline wirken iiber das Penicillin-bindende Protein (PBP) der Staphylokokken. Das
PBP ist eine Transpeptidase, welche maB3geblich am Aufbau der Zellwand von S. aureus
beteiligt ist. Das Penicillin bindet irreversibel an das PBP, sodass der Bau der Zellwand
unvollendet bleibt und die Zelle abstirbt (bakterizide Wirkung). Hieraus wird deutlich,

dass Penicilline ausschlielich auf sich in Teilung befindende Zellen wirken.

1.5 Resistenzentwicklung
Nach Einfiihrung des Penicillins in den 1940er-Jahren entwickelte die Mehrzahl der S.
aureus-Stdmme bereits nach wenigen Jahren Resistenzen gegen die ersten (3-Lactamase-
empfindlichen) Penicilline, was sich bis heute kaum verdndert hat: ca. 70-80% der S.
aureus-Stamme sind Penicillin-resistent (3,11,12). Die Resistenz ist durch die erworbene
Féhigkeit der B-Lactamase-Bildung bedingt: Die B-Lactamase spaltet den 3-Laktam-Ring
der Penicilline und macht diese somit unwirksam (3). Die folgende Generation der 53-
Lactamase-festen Penicilline (z.B. Methicillin, Flucloxacillin) ist gegen diesen
Resistenzmechanismus geschiitzt. S. aureus ist in der Regel empfindlich und wird dann

auch als Methicillin-sensibler Staphylococcus aureus (MSSA) bezeichnet.



Wenige Jahre nach Einfiihrung von Celbenin (frithere Bezeichnung von Methicillin)
wurden 1961 erstmals auch Celbenin-resistente S. aureus-Isolate beschrieben (13).
Dieser spéter sogenannte ,,Methicillin-resistente Staphylococcus aureus* (MRSA) hat

sich fortan zu einem weltweiten Problemkeim des Gesundheitssystems entwickelt.

1.6 MRSA - Definition und Problematik
Methicillin-resistente ~ Staphylococcus —aureus (MRSA)-Stamme sind {iber die
Methicillinresistenz definiert, welche iiber das mecA-Gen vermittelt wird. Das mecA-
Gen kodiert fiir ein verdndertes Penicillin-bindendes Protein, das sogenannte PBP2a oder
PBP2¢, zu welchem nahezu alle B-Lactam-Antibiotika keine Bindungsaffinitdt mehr
besitzen, sodass deren Wirkmechanismus entsprechend aufgehoben ist (3,14,15). Man
bezeichnet die Tatsache, dass durch dieses verdnderte Penicillin-bindende Protein nicht
nur eine Resistenz gegeniiber einer einzelnen Substanz entsteht, sondern gegeniiber fast

allen B-Lactam-Antibiotika, als sogenannte Parallelresistenz (11).

Durch diesen Resistenzmechanismus ergeben sich erhebliche therapeutische und
gesundheitsokonomische Nachteile. MRSA-Infektionen zeigen prinzipiell die gleichen
klinischen Krankheitsbilder wie MSSA Infektionen, da die Methicillinresistenz die
Virulenz von MRSA-Stimmen primdr nicht beeinflusst (16,17). Dennoch weisen
zahlreichen Studien darauf hin, dass sowohl die Morbiditdt durch MRSA-Kolonisation
als auch die Mortalitdt durch MRSA-Infektionen im Vergleich zu MSSA-Infektionen
erhoht sind (16,18-22). Die Griinde fiir diesen Sachverhalt sind nicht ausreichend
untersucht und konnen derzeit nur diskutiert werden: Es wird zum Einen angenommen,
dass Patienten mit einer MRSA-Infektion hédufig nur verzogert durch ein MRSA-
wirksames Antibiotikum therapiert werden (16,23). Zum anderen mangelt es den MRSA-
wirksamen Antibiotika im Vergleich zu den Beta-Laktamen an gewissen
pharmakologischen Eigenschaften (z.B. Gewebegingigkeit), wodurch eine adiquate
Therapie von komplexen Infekten erschwert wird (3,16,24). Des Weiteren wird
zunehmend auch ein Anstieg der minimalen Hemmkonzentration fiir das MRSA-
wirksame Antibiotikum Vancomycin beobachtet (,,MIC-creep™) (11) und es gibt
mittlerweile zahlreiche MRSA-Stdmme, die gegen weitere Antibiotikaklassen resistent
sind (Multiresistenz) (4,11). Die therapeutischen Optionen sind daher in vielen Féllen

zunehmend eingeschrinkt.



Beziiglich der erhohten Morbiditdt bei MRSA-Tragern wird angenommen, dass es sich
bei dem Grofteil der Patienten um ein Kollektiv handelt, welches durch vorhandene
Komorbidititen fiir S. aureus-Infektionen eher pradisponiert ist (18,23) und aufgrund der
Komorbiditidten eher invasive Mallnahmen erhidlt, welche wiederum eine MRSA-

Infektion begiinstigen (19).

Auch der gesundheitsokonomische Aspekt ist bei der Gegeniiberstellung von MRSA und
MSSA relevant, denn durch MRSA entstehen deutlich hohere Kosten. Diese ergeben sich
unter anderem durch verldngerte Hospitalisierung, welche sowohl MRSA-Trager wie
auch MRSA-Infizierte betrifft (17,20,25). Zudem entstehen Kosten durch die
Kontaktisolation von MRSA-Patienten. Dies beinhaltet vor allem die Einzelbelegung von
Mehrbettzimmern neben den Kosten fiir entsprechende Schutzmafnahmen

(Schutzkleidung fiir Personal oder Besucher, deren Entsorgung, etc.) (11,26,27).

In Studien konnte zudem festgestellt werden, dass in den letzten Jahrzehnten die absolute
Anzahl an S. aureus-Infektionen gestiegen ist. Bedingt ist dies sowohl durch einen
Anstieg der MRSA-Infektionen, als auch einen Anstieg der MSSA-Infektionen. Dies
widerspricht der Annahme, dass MSSA-Infektionen durch MRSA verdringt werden

(3,20) und zeigt zudem einen weiteren Kostenpunkt auf.

1.7 Molekularepidemiologische Untersuchungen
Zur epidemiologischen Charakterisierung von S. aureus-Stimmen wurden verschiedene
Methoden entwickelt. Diese dienen unter anderem dazu, die Populationsstruktur genauer
zu erschlieBen sowie anhand der Charakterisierung Riickschliisse auf Ausbreitungswege
und deren Ursachen zu ziehen. Folglich kann mittels geeigneten Ausbruchsmanagements

weitere Verbreitung verhindert werden.

In den 1980er-Jahren wurde die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) etabliert, welche
sich allerdings als zeit- und arbeitsintensiv erwiesen hat und zwischen verschiedenen
Laboratorien eine schlechte Vergleichbarkeit aufwies (12). Als weitere Methode kam das
»Multilocus Sequence Typing* (MLST) hinzu. Hierbei werden Teilsequenzen aus sieben
verschiedenen housekeeping-Genen bestimmt. In der Zusammenschau ergibt sich fiir

jeden Stamm eine einzigartige stammspezifische Kombination, anhand welcher ein



Sequenztyp (ST) festgelegt werden kann (12). Klone, welche in fiinf der sieben Gene

identisch sind, lassen sich zu sogenannten klonalen Komplexen zusammenfassen (CC).

Eine andere Klassifikation von S. aureus ldsst sich anhand der spa-Typisierung
vornehmen, bei der repetitive Sequenzen des spa-Gens (kodiert Protein A) typisiert und
anschlieend mittels Software bestimmten spa-Typen zugeordnet werden koénnen (12). In
neuerer Zeit kam das ,,whole genome sequencing (WGS) als Typisierungsmethode
hinzu, durch welche die Populationsstruktur der MRSA-Stamme weltweit Nukleotid-
genau erschlossen werden konnte (7). Bisher hat sich gezeigt, dass die
Populationsstruktur klonal aufgebaut ist. In den verschiedenen Teilen der Welt haben
sich jeweils einzelne Klone durch kompetitive evolutionire Vorteile durchgesetzt. Diese
wenigen dominierenden Klone sind unabhingig voneinander entstanden und genetisch
sehr verschieden. Dennoch wird vermutet, dass sie sich jeweils aus einem gemeinsamen

MSSA-Vorfahren entwickelten (28).

1.8 Hospital-acquired-, Community-acquired- und Livestock-
associated-MRSA

Lange Zeit wurde MRSA hauptséchlich in medizinischen Einrichtungen vorgefunden.
Neben diesen ,,Hospital-acquired MRSA (HA-MRSA) wurden in den 1990er-Jahren
auch sogenannte ,,Community-acquired MRSA (CA-MRSA) in der Normalbevolkerung
beschrieben. Hierbei handelt es sich epidemiologisch um eine neue MRSA-Variante,

welche sich unabhingig von HA-MRSA entwickelt hat (8).

Betroffen von CA-MRSA-Infektionen sind im Gegensatz zu HA-MRSA hiufig jiingere,
immunkompetente Menschen. Oft kommt es zu invasiven, eitrigen Infektionen, welche
dann nicht selten einer Hospitalisierung bediirfen. Diesen invasiven Infektionen liegt oft
das Vorhandensein des PVL-Gens zugrunde, welches in CA-MRSA gehéuft vorkommt
(8). Ein CA-MRSA wird iiber den zeitlichen Kontext des Erwerbes definiert (ambulant
erworben oder < 48 — 72 Stunden nach Hospitalisierung detektiert) (29).

Etwa 2003 wurden erstmals sogenannte ,,Livestock-associated”* MRSA beschrieben (LA-
MRSA; engl. ,mit Nutztieren assoziiert”). LA-MRSA kolonisieren im Allgemeinen
landwirtschaftliche Nutztiere (insbesondere Schweine) und wurden anfinglich in den

Niederlanden, Danemark, Belgien und in Deutschland detektiert, sind aber mittlerweile
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auch in anderen Teilen der Welt zu finden. Im Rahmen einer Studie der European Food
Safety Authority zur MRSA-Prévalenz in Betrieben mit Zuchtschweinen (2008) war der
MRSA-Klon ST398 mit 92.5% unter den MRSA-Isolaten am weitesten verbreitet.
Insgesamt wurde die MRSA-Privalenz in Schweinezuchtbetrieben fiir die EU mit 14%
angegeben, wobei international deutliche Unterschiede zu verzeichnen waren (30).
Insbesondere in Gebieten mit viel Landwirtschaft ist LA-MRSA auch vermehrt in
medizinischen Einrichtungen zu finden (31). Relevanz haben diese Stimme fiir
kolonisierte Personen. Dies sind mehrheitlich Personen mit direktem Kontakt zu
kolonisierten Tieren (bis zu 86% nasal besiedelt (32)) oder auch zu kontaminierten
Bereichen des Betriebes. Die Ubertragung auf Familienmitglieder findet Studien zufolge
nur zu einem geringen Prozentsatz statt (4,3%) (32). Neben kolonisierten Nutztieren
konnte MRSA auch in Fleischproben des Einzelhandels nachgewiesen werden (in
Deutschland im Jahr 2014 z.B. in 8,3% der Schweinefleischproben und in 25% der
Gefliigelfleischproben) (33). Laut der European Food Safety Authority findet sich
allerdings keine Evidenz fiir ein erhdhtes Kolonisations- oder Infektionsrisiko iiber

kontaminiertes Fleisch (34).

Bestimmte klonale Linien (definiert {iber den Sequenztyp mittels MLST) sind stark mit
HA-, CA- und LA-MRSA assoziiert, zum Beispiel ST398 mit LA-MRSA. Jedoch ist eine
Kategorisierung der Stimme in HA-, CA- und LA-MRSA anhand des Sequenztypes
(mittlerweile) wenig sinnhaft. Dies riihrt daher, dass bestimmte Sequenztypen, welche
beispielsweise bislang mit CA-MRSA assoziiert waren, durchaus auch nosokomiale
Infektionen verursachen und im Krankenhaus etablierte Sequenztypen verdrdngen
konnen. Uber die Akquisition von Genen sind zudem Wirtswechsel mdglich mit
relevantem epidemiologischem Einfluss (35). Die Einteilung in HA-, CA- und LA-
MRSA ist also eine rein klinisch-epidemiologische Beschreibung, welche fiir die
Diagnostik und die Umsetzung von krankenhaushygienischen MaBBnahmen von geringem

Interesse ist.

1.9 MRSA-Pravalenz in Deutschland und Europa
Zur MRSA-Privalenz in der deutschen Normalbevolkerung gibt es bisher keine
repriasentativen Zahlen. Eine Studie, in der freiwillige nicht-hospitalisierte Teilnehmer

untersucht wurden (n=1878), ergab eine MRSA-Priavalenz von 0,7% 2011/2012 (36).
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Einige Punktprdvalenzuntersuchungen, die in verschiedenen Krankenhdusern in
Deutschland durchgefiihrt wurden, zeigen einen MRSA-Nachweis in 1,5 - 5,3% der
untersuchten Fille (11). Bei diesen Zahlen ist zu beriicksichtigen, dass im Vergleich zur
Normalbevdlkerung tiberdurchschnittliche viele MRSA-Risikopatienten im untersuchten

Kollektiv eingeschlossen sein diirften.

Zur nationalen und internationalen Vergleichbarkeit wird MRSA in der Regel als
prozentualer Anteil von der Gesamtheit der diagnostisch isolierten invasiven S. aureus
Isolate angegeben. Wéhrend der MRSA-Anteil in Deutschland regional variieren kann,
wurde er im Jahre 2000 mit durchschnittlich 12,5% angegeben und erreichte 2005 mit
21,4% einen Hohepunkt (37). Seitdem ist tendenziell jahrlich ein Riickgang festzustellen:
Im Jahr 2016 war der MRSA-Anteil erfreulicherweise bei 11,8% (38). In anderen
europdischen Lindern differierte die MRSA-Priavalenz 2016 von 1,2% bis 50,5%, was
unter anderem den unterschiedlichen nationalen Praventionsprogrammen zuzuschreiben
ist. Insbesondere die Niederlande und die skandinavischen Léander weisen stetig

besonders niedrige Zahlen auf (38).

1.10 Aktive Surveillance
Uber die letzten Jahrzehnte wurden weltweit verschiedene ,aktive Surveillance“-
Programme entwickelt und umgesetzt. Diese haben zum Ziel, die Ubertragung von
MRSA zu verhindern, um die sich aus Kolonisation bzw. Infektion ergebende erhohte
Morbiditdt und Mortalitit einzuddmmen. Zudem konnte gezeigt werden, dass der
Mehraufwand, der durch Surveillance-Mallnahmen anfillt, 6konomisch betrachtet
langfristig finanzielle Einsparungen birgt, was sich insbesondere durch Verminderung
der MRSA-Privalenz ergibt (39,40). In verschiedenen Studien wurden diese Programme

tiberwiegend als effektiv bewertet (41-45).

In Deutschland wurde dieses Programm als ,,Empfehlungen zur Pravention und Kontrolle
von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stimmen (MRSA) in medizinischen
und pflegerischen Einrichtungen® von der Kommission fiir Krankenhaushygiene und
Infektionspravention (KRINKO) beim Robert Koch-Institut (zuletzt 2014 aktualisiert)
verdffentlicht (11). Diese Empfehlungen beinhalten folgende wesentliche Punkte:



Zum einen wird an BasishygienemaBBnahmen appelliert, welche konsequent
durchzufiihren sind und prinzipiell im Umgang mit allen Patienten gelten (Hénde- und
Flachendesinfektion, personliche Schutzausriistung, Abfallentsorgung, etc.). Der zweite
wichtige Aspekt ist die drztliche Risikoanalyse: Sie bewertet das Transmissions-,
Kolonisations- und Infektionsrisiko im Kontext des jeweiligen Patientenguts, der
medizinischen Einrichtung bzw. Abteilung, der durchzufiihrenden MaBBnahmen und der
Resistenzsituation. Konkret féllt unter diesen Aspekt die Reihenuntersuchung
(sogenanntes  Screening) von asymptomatischen =~ MRSA-Risikopatienten  bei
Krankenhausaufnahme. Das Screening hat zum Ziel, den MRSA-Trégerstatus friithzeitig
zu ermitteln und dadurch die Transmission im Krankenhaus bei positivem Nachweis
durch erweiterte Barrieremainahmen und ggf. Dekolonisation des Patienten zu
verhindern. Die Barrieremafinahmen umfassen eine Kontaktisolation der MRSA-
Patienten in FEinzelzimmern oder eine Kohortierung der MRSA-Patienten in
Mehrbettzimmern. Das Betreten dieser Zimmers durch Personal und Besucher sollte
darliber hinaus nur mit spezieller Schutzkleidung erfolgen, die anschlieend entsorgt

wird (11). Die KRINKO empfiehlt weiterhin einen sachgeméfBen Einsatz von Antibiotika
(11).

1.11 Screening-Untersuchungen
Bei den oben genannten Screening-Untersuchungen wird primér ein Abstrich aus dem
Nasen-Rachen-Raum analysiert, welcher gegebenenfalls um einen Abstrich der Leiste
und des Perineums erweitert werden kann. In jedem Fall sollten bei Vorliegen von

Wunden diese ebenfalls mittels Abstrich untersucht werden (11).

Aus den entnommenen Abstrichen erfolgt die Anlage einer Kultur auf selektiven
Bebriitungsmedien, die meist das Antibiotikum Cefoxitin enthalten (46). Dieses
Kulturverfahren ist mit 24 - 48 Stunden Dauer bis zum Ergebnis sehr zeitaufwendig. Im
Laufe der letzten zwei Jahrzehnte wurden daher verschiedene molekularbiologische
Methoden entwickelt, die auf der Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction, PCR) basieren. Bei dieser Methode wird jeweils ein
spezifischer Teil des MRSA-Genoms amplifiziert und damit nachweisbar gemacht (47—
52). Diese PCR-Verfahren dauern nur wenige Stunden und liefern somit friihzeitig ein

Ergebnis liber den MRSA-Tréagerstatus. Oben genannte BarrieremaBnahmen konnen
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somit bei positivem Ergebnis entsprechend friih eingeleitet werden. Die Screening-PCRs
werden bis dato parallel zur Kultur durchgefiihrt und zielen im Allgemeinen auf den
Nachweis des mecA-Gens ab, welches, wie bereits beschrieben, das
resistenzvermittelnde Gen darstellt. Das mecA-Gen befindet sich auf der sogenannten
SCCmec-Kassette (,,Staphylococcal-Cassette-Chromosome-mec*). Die SCCmec-Kassette
stellt neben Plasmiden, Transposons, Bakteriophagen und S. aureus-Pathogenitétsinseln,
die im S. aureus-Genom bisher identifiziert wurden, ein weiteres mobiles genetisches
Element (MGE) dar. Mobile genetische Elemente sind unter anderem Triager von Genen
fiir Virulenzfaktoren und Resistenzen und koénnen zwischen einzelnen S. aureus-
Stimmen iiber horizontalen Gentransfer (HGT) ausgetauscht und selten sogar auch von

anderen Spezies erworben werden (7,53).

Die SCCmec-Kassette ist mit 20-60kb verglichen mit anderen MGE relativ grof3 und
wenig von Austausch betroffen (53—55). Allerdings sind die SCCmec-Kassetten in ihrem
Aufbau und den enthaltenden Genen teilweise sehr verschieden. Derzeit sind von
SCCmec 11 Haupttypen und verschiedene Subtypen bekannt, welche anhand der
Kombination des mecA-Gen-Komplexes und des cassette-chromosome-recombinases
(ccr)-Gen-Komplexes sowie weiterer (nicht-obligater) Strukturen, wie z.B. J-Regionen
(joining-region) klassifiziert werden konnen (www.sccmec.org) (56). Die verschiedenen
SCCmec-Typen lassen sich hdufig bestimmten Sequenztypen zuordnen, allerdings
aufgrund der hohen Variabilitét nicht dariiber definieren. Beispielsweise korrelieren CA-

MRSA hiufig mit SCCmec-Typ IV oder V (8,12,53).

Einige der ersten MRSA-Screening-PCRs amplifizierten Regionen von zwei
verschiedenen Genen: ein S. aureus-spezifisches Gen, wie z.B. nuc (kodiert fiir die
thermostabile S. aureus-spezifische Nuklease) oder femA (regulatorisch fungierendes
Gen der Expression von mecA), und einen Teil des mecA-Gens (47-51). Probleme aus
diesem Screeningansatz ergaben sich durch den Umstand, dass koagulase-negative
Staphylokokken (KNS) ebenfalls das mecA-Gen tragen konnen (57). So waren positive
nuc-/femA- und mecA-Nachweise aus Abstrichen, die eine gemischte Flora enthielten
(wie z.B. aus dem Nasen-Rachen-Raum), nicht valide: Das S. aureus-spezifische Gen
konnte in einem Methicillin-sensiblen S. aureus vorliegen und das mecA-Gen in einem

mecA-positiven KNS.
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Im Jahr 2004 veroffentlichte die Forschungsgruppe unter Huletsky (58) eine Realtime-
PCR, welche nicht mehr auf das mecA-Gen selbst fokussiert, sondern auf die sogenannte
»SCCmec-orfX-junction. Dies ist der genetische Bereich, welcher zwischen der
SCCmec-Kassette (genauer gesagt der SCCmec right extremity (SRE)-Region) und dem
S. aureus-spezifischen Gen orfX (open-reading-frame-X) liegt (58). Dieser Bereich
bietet den Vorteil, dass er spezifisch fiir MRSA ist, da mit einem einzigen PCR-Produkt
sowohl ein Teil der mecA-beinhaltenden SCCmec-Kassette, als auch ein Teil eines S.
aureus-spezifischen Gens nachgewiesen werden. Die von Huletsky et al. publizierte PCR
setzte sich zusammen aus fiinf Forward Primern, die spezifisch fiir die zu dem Zeitpunkt
bekannten unterschiedlichen SRE-Regionen waren, einem Reverse Primer sowie drei
verschiedenen fluoreszierenden Sonden, die spezifisch fiir das orfX-Gen waren. Die bei
der PCR entstehenden PCR-Produkte wurden mit 196 — 278 bp angegeben (58). Dieses
PCR-Verfahren wird weltweit in verschiedenen in-house PCRs sowie auch in

kommerziell erhéltlichen Screening-Kits verwendet (59,60).

Im Jahr 2006 wurde diese MRSA-Screening-PCR mit leichten Abwandlungen am Institut
fiir Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf
als MRSA Sc-I eingefiihrt. Diese PCR zeigte damals eine Sensitivitit von 94%, eine
Spezifitdt von 98%, einen positiv pradiktiven Wert (PPW) von 81% und einen negativ
pradiktiven Wert (NPW) von 99%. Im Laufe der Jahre fielen durch den Vergleich mit der
parallel angesetzten MRSA-Kultur vermehrt falsch-negative Ergebnisse auf: Die
MRSA Sc-I blieb negativ bei positivem kulturellen MRSA-Nachweis. Im Jahr 2015 war
die Spezifitit der MRSA Sc-I mit 98,7% und der NPW mit 99,6% etwa gleich;
wohingegen die Sensitivitdt und der PPW auf 88% bzw. 71% vermindert waren. Diese
Feststellung passte zu den zunehmend in der Literatur beschriebenen Fillen, in denen
die, teilweise kommerziell erhéltlichen, Screening-PCRs vereinzelte MRSA nicht

detektierten oder auch zu falsch-positiven Ergebnissen fiithrten (59-63).

Neben vermuteter zunehmender Varianz im Bereich der SCCmec-orfX-junction wurde
im Jahr 2011 zudem ein mecA-Homolog identifiziert, welches ebenfalls zur -Laktam-
Antibiotika-Resistenz fiihrt: das mecC-Gen. Es wird ebenfalls auf einer SCCmec-
Kassette getragen, welche aufgrund der Kombination der enthaltenden Gene als neuer
SCCmec-Typ XI definiert wurde (64). Derzeit finden sich mecC-Gen enthaltende

Stdimme in Deutschland und anderen européischen Léndern eher selten (<1% - 2.8%,
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(65)), wobei die Privalenz vermutlich aufgrund von Schwierigkeiten beim
molekularbiologischen Nachweis bisher unterschitzt wurde. Dies ergibt sich aus der
Tatsache der bis vor Kurzem fehlenden Primer in den gingigen MRSA-Screening-PCRs
sowie der fehlenden Mdglichkeit eines Nachweises liber das mecA-Gen. Bisher wurde
das mecC-Gen vermehrt im Zusammenhang mit Nutztieren und Menschen mit Kontakt
zu solchen isoliert und somit gehduft in Gebieten vorgefunden, in denen vermehrt

Nutztierhaltung betrieben wird (64).

Eine weitere Schwierigkeit der MRSA-Screening-PCRs, welche einen Teil der SCCmec-
orfX-Region amplifizieren, ergeben sich aus der Tatsache, dass es S. aureus-Stimme
gibt, die zwar iiber eine SCC-Kassette verfiigen, allerdings ohne das mecA-Gen oder ein
Homolog (SCC, Pseudo-SCC (54)). Diese Stimme werden in der MRSA-Screening-PCR
als falsch-positiv identifiziert. Sie sind per Definition als MSSA einzuordnen und werden

als ,,Drop-Outs* bezeichnet.

Im Jahr 2011 publizierten van der Zee et al. 17 neue Forward Primer (66) in Ergdnzung
zur etablierten MRSA-Screening-PCR von Huletsky et al. (58). Diese neuen Primer
wurden anhand von MRSA-Stimmen entwickelt, welche zwar kulturell, jedoch nicht
mittels MRSA-Screening-PCR nachweisbar waren. Diese Stimme entstammten
Sammlungen verschiedener Laboratorien in den Niederlanden sowie teilweise aus
wissenschaftlichen Datenbanken. Insgesamt verfolgte die Arbeitsgruppe von van der Zee
das Ziel, die MRSA-Screening-PCR als Diagnostikverfahren mit moglichst hoher

Sensitivitdt und hohem negativ pradiktivem Wert zu verbessern (66).

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf hat die Durchfiihrung der aufgefiihrten Arbeit von Herma et al. (67)
genehmigt (Studiennummer: 3988).

12



1.12 Ziele der Arbeit
Die MRSA-Screening-PCR stellt im Rahmen der aktiven Surveillance ein wichtiges
diagnostisches Instrument zur Identifizierung von MRSA-Trigern und -Infizierten dar.
Folglich konnen krankenhaushygienische Malnahmen zur Verhinderung weiterer

Verbreitung bei positivem MRSA-Nachweis friihzeitig ergriffen werden.

Am Institut fiir Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf wurde die MRSA-Screening-PCR als MRSA_Sc-I im Jahre 2006 eingefiihrt.
Die Sensitivitit dieser PCR hat seit der Validierung (2006) im Laufe der Jahre von ca.
94% auf 88% (2015) abgenommen. Diese Beobachtung deckte sich mit
wissenschaftlichen Beschreibungen von falsch-negativen Ergebnissen der etablierten
Screening-PCRs. Zu Grunde lagen unter anderem genetische Varianten im Bereich der

SCCmec-Kassette.

Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit lag in der Verbesserung der Sensitivitét

von MRSA Sc-I. Hierbei wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Konnen die 17 neuen Forward Primer, die von van der Zee (66) publiziert wurden,

die lokal aufgetretenen MRSA-Varianten im Grofraum Diisseldorf detektieren?

2) Welche der Forward Primer erscheinen auch im Hinblick auf die anderen
Giitekriterien der Screening-PCR (Spezifitit, NPW, PPW) sinnvoll und sollten

Einklang finden in die verbesserte Screening-PCR?

3) Welche Sensitivitét ldsst sich schlussendlich mit Hilfe der neuen Primerauswahl

in der Validierung der verbesserten Screening-PCR erreichen?

4) MRSA-Stimme, welche das mecA-Homolog mecC besitzen kommen Studien
zufolge zwar bisher selten vor, jedoch ist aufgrund der diagnostischen Liicke
anzunehmen, dass die Dunkelziffer etwas hoher liegt. Lisst sich zur Detektion
von mecC-positiven MRSA-Stimme (SCCmec-Typ XI) ein Forward Primer
entwickeln, welcher in die MRSA-Screening-PCR integriert werden kann ohne

die Detektion der giangigen MRSA-Stimme negativ zu beeinflussen?
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4 Diskussion
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Sensitivitdt der urspriinglichen
MRSA-Screening-PCR durch die Analyse der von van der Zee et al. entwickelten
Forward Primer und deren selektive Einspeisung deutlich verbessern liel (67). Hierbei ist
anzumerken, dass diese Verbesserungen auf die lokale epidemiologische Situation sowie
das deutsche Surveillance-Programm ausgerichtet waren. Die Griinde und Uberlegungen

hinter dieser aufwindigen Selektion sind im Folgenden néher erldutert.

Die Existenz von Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA) ist heute als
ein Resultat des breiten Antibiotikaeinsatzes seit Mitte des 20. Jahrhunderts anzusehen.
Durch den fortwahrenden Gebrauch wird der Selektionsdruck stetig hoch gehalten, was
im Rahmen konstanter Evolution enorme Auswirkungen auf die genetische Diversitit
von MRSA hat (12,28). Besonderes Augenmerk lag im Rahmen dieser Arbeit auf den
zahlreichen Variationen im Bereich der SCCmec-Kassette. Zur Verdeutlichung der
Problematik ist zu erwdhnen, dass es eine Arbeitsgruppe gibt, welche Leitlinien
herausgegeben hat, um die Nomenklatur der vielen beschriebenen Typen, Subtypen und
Varianten einzelner Elemente der SCCmec-Kassette zu vereinheitlichen ((56),
www.sccmec.org). Die medizinische Diagnostik steht folglich vor der immerwéhrenden
Herausforderung, die genetischen Verdnderungen zu identifizieren und ihre
molekulargenetischen Methoden entsprechend zu adaptieren, damit weiterhin valide

Tests zur Verfiigung gestellt werden konnen.

Im Rahmen der weltweit durchgefiihrten aktiven Surveillance-Programme konnte die
PCR innerhalb der letzten Jahrzehnte als brauchbares Instrument etabliert und integriert
werden. Nachdem die PCR-Verfahren anfangs mit Nachweis mehrerer PCR-Produkte zu
Schwierigkeiten bei Testung von polymikrobiellem Material (Abstrichen) fiihrten,
veroffentliche die Gruppe unter Huletsky et al. einen innovativen Ansatz mit
Amplifizierung der SCCmec-orfX-junction und damit eines einzigen und MRSA-
spezifischen PCR-Produktes (58). Damals waren finf SCCmec-Typen bekannt, welche
durch fiinf (Forward) Primer abgedeckt werden konnten. Heute sind hingegen elf
SCCmec-Typen bekannt. Ebenso ist bekannt, dass im Bereich der SCCmec-orfX-junction
eine grofle Diversitdt vorliegt, welche nicht regelhaft mit bestimmten SCCmec-Typen

korreliert werden kann (58).
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Im Laufe der Zeit schien diese zunehmende Diversitdt auch mit einer zunehmenden
Anzahl an falsch-negativen Ergebnissen in den etablierten in-house- und kommerziell
erhéltlichen Screening-PCRs zu korrelieren. Van der Zee et al. versuchten durch die
Entwicklung neuer Primer (66), die PCR-Diagnostik an die neu aufgetretenen MRSA-
Varianten anzupassen. Die Arbeitsgruppe wihlte den Ansatz, falsch-negativ getestete
MRSA-Stdmme auf genetischer Ebene zu analysieren und anhand dieser Analyse neue
Primer zu entwickeln. Entsprechend dem niederldndischen Surveillance-Programm
wurden bei van der Zee et al. alle der entwickelten Primer (n = 17) in die Screening-PCR
integriert. Das Ergebnis war eine Sensitivitdt von nahezu 100%. Ein dazu korrelierend
schlechterer positiv pradiktiver Wert wurde akzeptiert, da als zusétzliche Sicherheit die

parallel angesetzte Kultur nach 24-48 Stunden ein Ergebnis lieferte (66).

Fiir die Umsetzung der niederldndischen aktiven Surveillance (strikt risikoadaptiertes
MRSA-Screening (68)) stellte dieses Vorgehen einen erfolgreichen Ansatz dar. Die
Giitekriterien der Screening-PCR von van der Zee et al. sind somit in den Gesamtkontext
mit der Struktur des niederlindischen Gesundheitssystems als auch mit der
hervorzuhebenden enorm niedrigen MRSA-Pravalenz von <1.5% (37) zu setzen. Unter
gesundheitsokonomischen Aspekten wire beispielsweise ein falsch-positives Ergebnis
der Screening-PCR, welches eine kurze (formal nicht indizierte) Kontaktisolation des
Patienten zur Folge hétte, aufgrund der niedrigen Prévalenz kaum relevant. Bei
Durchfiihrung des gleichen Vorgehens in einem Land mit einer hoheren MRSA-
Pravalenz, wie z.B. Deutschland, wiirden sich jedoch enorme Kosten ergeben, welche
vor allem durch die Belegung von Mehrbettzimmern mit nur einem Patienten entstehen

wiirden (27).

Fiir Deutschland hat die Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspréavention
am Robert Koch-Institut (KRINKO) in den ,,Empfehlungen zur Priavention und Kontrolle
von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus-Stimmen (MRSA) in medizinischen
und pflegerischen Einrichtungen® die empfohlenen MalBnahmen formuliert (11).
Hiernach sollen Patienten mit definierten Risikofaktoren bei Krankenhausaufnahme auf
MRSA untersucht werden. Patienten mit positivem MRSA-Trigerstatus sollen
kontaktisoliert werden. In diesem Fall ist der Erhalt eines schnellen Ergebnisses iiber den
MRSA-Trigerstatus wichtig und wird mittels Screening-PCR ermoglicht. Aufgrund der

im Vergleich zu den Niederlanden hoheren MRSA-Prévalenz ist jedoch auch ein hoher
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positiv pradiktiver Wert dieser Screening-PCR erforderlich, um die oben erlduterte, nicht

indizierte Kontaktisolation unter gesundheitstkonomischen Aspekten zu vermeiden.

4.1 Falsch-positive Ergebnisse und Diskussion der
Primerauswahl
Die oben angedeuteten Unterschiede zwischen den Giitekriterien der Screening-PCR von
van der Zee et al. (entspricht MRSA-Screening-PCR MRSA Sc-II (67)) und der
konventionellen PCR nach Huletsky et al. (entspricht MRSA Sc-1 (67)) lassen sich
anhand der Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen: Von 367 Screening-Proben (Routine-
Diagnostik) wurden 51 Proben (13,9%) positiv in MRSA_Sc-II, hingegen nur 17 (4,6%)
in MRSA_Sc-I. Von diesen konnten lediglich 13 Proben mittels kulturellen Nachweises
bestitigt werden (67). Diese Diskrepanz zwischen der Anzahl an kulturell
nachgewiesenen MRSA und in MRSA_Sc-II positiv getesteten Proben liel den Verdacht
auf eine hohe Anzahl falsch-positiver Ergebnisse aufkommen, wodurch weitere Analysen
der PCR-Produkte und schlieflich die selektive Auswahl der Primer folgten. Des
Weiteren verdeutlicht dies, dass ein hoher negativ pradiktiver Wert (MRSA_Sc-II)

deutlich zulasten des positiv pradiktiven Wertes beeinflusst wird.

Die (mutmaBlich falsch-positiven) PCR-Produkte aus MRSA Sc-II wurden mittels
Sequenzierung im Rahmen der Studie genauer analysiert: Hierbei konnte Forward Primer
F15 besonders hiufig als Ursache fiir falsch-positive PCR-Ergebnisse identifiziert
werden. Dieser Primer fiihrte bei Testung der Abstrichproben gehéduft zu einem positiven
Ergebnis, ohne dass aus derselben Probe ein MRSA kulturell bestitigt werden konnte
(67). Abseits dieser Analysen konnten drei MSSA-Isolate identifiziert werden, welche in
der mecA-PCR negativ getestet wurden, aber positiv in MRSA Sc-II waren. Die
Untersuchung der PCR-Produkte ergab hier, dass F15 fiir diese falsch-positiven
Ergebnisse verantwortlich war. Interessanterweise zeigten sich in der BLAST-Analyse
dieser PCR-Produkte ausschlielich Homologien zu den Enden der Sequenz des
Stammes, welcher von van der Zee et al. zum Primerdesign verwendet worden war (66).
Wir vermuten, dass die falsch-positiv getesteten MSSA-Isolate eine Deletion bzw. ein

Drop-out hatten.
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Ein weiterer aus dieser Studie zu beleuchtender Primer ist Forward Primer F20. Dieser
fithrte ebenfalls, dhnlich wie F15, zu einer erhdhten Zahl an falsch-positiven Ergebnissen
(67). Interessanterweise zeigte sich dies erst bei der Validierung des erweiterten
Screening-Assays (MRSA_Sc-III), wo zwei falsch-positive Ergebnisse bei Testung der
MSSA-Isolate auftraten — voher war lediglich eine Screening-Probe in MRSA Sc-II
positiv bei negativer MRSA-Kultur (67). Die librigen neun der F20-positiven Proben aus
MRSA_Sc-II wurden durch eine positive Kultur bestétigt.

Sichtet man diesbeziiglich die wissenschaftliche Literatur, finden sich innerhalb der
letzten Jahre vermehrt beschriebene Fille falsch-positiver Screening-PCR-Ergebnisse bei
Amplifikation der SCCmec-orfX-junction. Einige dieser S. aureus-Stimme wurden
genauer untersucht (61-63): Wong et al. beispielsweise hatten in ihren Untersuchungen
gezeigt, dass eine Exzision des mecA-Gens oder der gesamten SCCmec-Region vorliegen
kann, jedoch eine residuale SCC-Integrationssequenz vorhanden ist, welche durch den

verwendeten Forward Primer (in diesem Fall Primer F1) detektiert wurde (63).

Generell lassen sich diese atypischen SCC(mec)-Kassetten, jeweils in Abhéngigkeit vom
fehlenden Gen in SCC- (kein mecA-Gen), Pseudo-SCC- (kein ccr-Gen und kein mecA-
Gen) und Pseudo-SCCmec-Elemente (kein ccr-Gen) einteilen (54). Erhalten bleibt diesen
Elementen stets die Integration in orfX. Wie die oben zitierten Studien zeigen, kann dies

in falsch-positiven PCR-Ergebnissen resultieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass sich der Forward Primer F15 in
unseren Testungen dhnlich dem Forward Primer in den Beschreibungen von Wong et al.
(63) verhielt und einen hiufig vorkommenden MSSA-Stamm der hiesigen Region
amplifizierte, welcher moglicherweise eine atypische SCC-Kassette enthilt (67). Obwohl
die Ergebnisse von van der Zee et al. nahe legen, dass F15 auch MRSA detektieren kann,
ist dieser von uns fiir den GroBraum Diisseldorf aufgrund der erhéhten Anzahl an falsch-
positiven Ergebnissen zusammenfassend als ungeeignet bewertet worden (67). Die
Entscheidung fiir oder gegen den Forward Primer F20 scheint fiir die regionale Situation
schwieriger, zumal davon ausgegangen werden muss, dass auch korrekte Ergebnisse

durch F20 erzielt werden konnen.

Zur Kliarung der genauen Ursache der falsch-positiven PCR-Ergebnisse im Grofraum

Diisseldorf sind weitere Untersuchungen erforderlich. Beispielsweise lieen sich die
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Kolonien auf den parallel angesetzten Agarplatten weitergehend charakterisieren. Wie
van der Zee et al. gezeigt hatten, lagen in den analysierten Sequenzen der MRSA-
Stamme, welche zum Primerdesign verwendet wurden, ndmlich zum Teil auch
Homologien zu anderen Staphylokokkenspezies vor (S. epidermidis, S. haemolyticus)
(66). Moglicherweise konnen diese anderen Spezies innerhalb der untersuchten Proben

gefunden und mit den falsch-positiven PCR-Ergebnissen korreliert werden.

Aus den obigen Ausfiihrungen wird deutlich, dass epidemiologisch wenig iiber die
MSSA-Stdmme einzelner Regionen bekannt ist. Dies liegt zum einen an dem Umstand,
dass sich die mikrobiologische Diagnostik im Rahmen der Screening-Untersuchungen
auf den Nachweis von MRSA konzentriert, sei es mittels Kultur oder PCR. Die MSSA-
Stimme werden meist kulturell nachgewiesen und molekulargenetisch nicht weiter
untersucht. Die routineméBig durchgefiihrten epidemiologischen Typisierungen (spa-
Typisierung etc.) konzentrieren sich ebenfalls auf MRSA-Stimme (obwohl MSSA
ebenfalls charakterisierbar wiren). Die genetische Diversitit von MSSA-Isolaten tritt
somit in den Hintergrund, weshalb folglich auch wenig iiber MSSA-Stimme mit
atypischen SCC(mec)-Kassetten oder deren Priavalenz bekannt ist. Zum anderen fallen
diese Stimme in der Diagnostik nur auf, wenn sich eine Diskrepanz zwischen MRSA-
Screening-PCR und Kultur ergibt. Hinzu kommt, dass S. aureus ein relativ hohes
evolutiondres Potential hat und genetische Varianten durch Akquisition von Genen in

relativ rascher Zeit auftreten konnen.

Ein genereller Aspekt bei der Zusammenstellung und Auswahl der Primer ist die
Kosteneffizienz einer PCR. Durch Erh6hung der Primeranzahl steigt der mit der Testung
verbundene Arbeitsaufwand. Somit sollte der Nutzen der einzelnen Primer bekannt sein
und solche, die womdglich nur in Ausnahmeféillen zum Nachweis eines MRSA
beitragen, aus der Screening-PCR entfernt werden. Dadurch steigt zwar unter Umstdnden
die Zahl falsch-negativer PCR-Ergebnisse, allerdings ermoglicht in so einem Fall der
regelhaft parallele Kulturansatz, einen MRSA nicht zu verpassen - wenn auch zeitlich
verzogert. Entsprechend wurden fiir das zu etablierende MRSA-Screening in Diisseldorf
die Primer aus dem Kollektiv von van der Zee et al. entfernt (66), welche im Rahmen

unserer Analysen nicht zu einer Amplifikation fiihrten (F7, F8, F9, F12, F16, F21) (67).
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4.2 Richtig-positive Ergebnisse und mecC
Ein Primer, welcher durch seine hohe Detektionsrate unter den PCR-Produkten auffiel,
war Forward Primer F13: Von 88 Screening-Proben (kulturell MRSA bestitigt) wurden
77 (87,5%) durch F13 amplifiziert. Unter den getesteten MRSA-Isolaten waren es 17 von
53 Proben (32,1%) (67).

Vermutlich liegen diesem Umstand mehrere Ursachen zugrunde: Zum einen ergibt sich
fiir F13 ein Vorteil wahrend der Amplifikation, da die PCR-Produkte durch F13 mit
145nt die kleinsten ProduktgroBen darstellten. Zum anderen wurde mittels BLAST
Analyse festgestellt, dass die F13-Bindungsstelle in insgesamt fiinf SCCmec-Typen
anzutreffen ist (I, II, IV (a, c, q), VI und IX), sodass sich vermuten lésst, dass F13 im
Vergleich zu den anderen Primern eine konserviertere Region der SCCmec-orfX-junction
amplifiziert. Ein eher trivialer Grund fiir die hidufige Benutzung des F13-Primers mag
sein, dass F13 einen im Grofraum Disseldorf hdufig vorkommenden MRSA-Stamm

amplifiziert (67).

Obwohl in dieser Studie 11 von 38 Screening-Proben durch F13 positiv wurden und
kulturell nicht bestitigt werden konnten, ergaben die Ergebnisse der MSSA-Isolate-
Testung in der Validierung der erweiterten Screening-PCR keine Hinweise darauf, dass

F13 zu falsch-positiven Ergebnissen fiihrt (67).

Wie in der Einleitung erwéhnt, sieht sich die molekularbiologische Diagnostik
mittlerweile auch mit mecA-Homologen konfrontiert, welche bisher mittels PCR
routinemdBig nicht erfasst werden. Hier soll genauer eingegangen werden auf den
SCCmec-Typ X1, welcher statt des mecA-Gens das mecC-Gen als resistenzvermittelndes
Gen beinhaltet (64). Zwar wurden die mecC-positiven Stimme (SCCmec-Typ XI) bisher
als selten angenommen (65), allerdings ist die Dunkelziffer aufgrund der weitgehend

fehlenden molekularbiologischen Methoden zu deren Nachweis vermutlich groBer.

In der zweiten hier aufgefiihrten Arbeit von Petersdorf et al. wurde ein neuer Forward
Primer zur Identifikation der SCCmec-orfX-junction des mecC-tragenden SCCmec-Typs
XI publiziert (69). Der Primer (FC) konnte erfolgreich in die etablierte in-house MRSA-
Screening-PCR integriert werden. In den Validierungen ergaben sich keinerlei Hinweise
auf die Beeinflussung der Giitekriterien der bestehenden Screening-PCR durch die

Addition des Primers (69). Das Vorgehen stellt ein weiteres Beispiel fiir die effiziente
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Anpassung der Diagnostik an die evolutiondr bedingten Verdnderungen dar.
Beschriebene alternative Verfahren zur Detektion mecC-positiver Stimme bendtigen
meist eine vorangehende Isolierung oder kulturelle Anreicherung des Keims, um spiter
eine Sequenz des mecC-Gens simultan zu anderen S. aureus-spezifischen Genen
nachzuweisen (70). Wie bereits erwihnt, kann dies, beispielsweise aufgrund von mecA-
tragenden koagulase-negativen Staphylokokken zu falschen Riickschliissen auf das

Vorhandensein eines MRSA fiihren.

4.3 Riickschliisse auf nachweisbare SCCmec-Typen
Die im Rahmen der Studie gewonnenen PCR-Produkte wurden zum Teil mittels
Datenbankabgleich genauer analysiert (NCBI Genbank Database). Die Ergebnisse gaben
uns Hinweise auf die SCCmec-Typen, welche durch das Primerkollektiv erfasst werden
konnten. Hervorzuheben ist diesbeziiglich Primer F11, welcher neben Homologien zu
SCCmec-Typ I und II auch Homologien zu SCCmec-Typ X aufwies (67). In der Literatur
ist SCCmec-Typ X héufig mit livestock-associated MRSA assoziiert (71), sodass wir
davon ausgehen, dass dieser Typ durch F11 mit erfasst werden kann. Ebenso konnte ein
durch F25 amplifiziertes MRSA-Isolat identifiziert werden, welches das PVL-Gen trug
und Homologien zu SCCmec-Typ V zeigte (67). Diese Gen-Kombination ist hinweisend

auf das Vorliegen eines CA-MRSA (72).

Analysiert man die Ergebnisse der retrospektiven Untersuchungen dieser Studie (erneute
Testung falsch-negativer Proben mit MRSA Sc-II), ldsst sich interessanterweise
feststellen, dass vermutlich der GroBteil der initial falsch-negativen Proben bereits durch
eine kleine Primerauswahl hitte richtig-positiv getestet werden koénnen: Durch die
Primeridentifikation innerhalb der PCR-Produkte fiel ndmlich auf, dass allein durch die
Primer F11, F13, F14 und F25 insgesamt 85,4% der neu richtig-positiven Proben (vorher
in MRSA_Sc-I falsch-negativen) als solche getestet werden konnten (67).

Im Zusammenhang mit dem Datenbankabgleich der amplifizierten Sequenzen kann
zusammenfassend davon ausgegangen werden, dass durch die abschlieBende Forward-
Primerauswahl (MRSA Sc-D: F1-5, F11, F13, F14, F25) aufgrund der nachweisbaren
Homologien die SCCmec-Typen I-X inklusive CA- und LA-MRSA detektiert werden
kénnen (67). Durch die Hinzugabe des SCCmec-XI- Primers (FC) wird das Spektrum
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zusitzlich in Richtung der LA-MRSA verbreitert, da der SCCmec-Typ XI vor allem in

Zusammenhang mit Nutztieren isoliert wurde (69).

Abschlieend ist nochmals zu betonen, dass die Auswahl der Primer sowohl vom
jeweiligen Priaventionsprogramm und den erforderlichen Giitekriterien der Screening-
PCR, als auch von den regionalen Verteilungsmustern der MSSA- beziehungsweise

MRSA-Stimme abhingig sein sollte.

4.4 Diskrepante Ergebnisse zwischen Kultur und PCR
Die diskrepanten Ergebnisse zwischen Kultur und PCR gaben Anlass zu dieser Studie.
Der Fokus lag insbesondere auf der Verbesserung der Sensitivitdt durch Verwendung
neuer Primer. Dies geschah in der Annahme, dass die neuen Primer die genetischen

Varianten unserer Region nachweisen wiirden.

Zusammenfassend wurde die Mehrzahl (59,8%) der vorselektierten Screening-Proben (in
MRSA_Sc-I falsch-negativ getestet aber kulturell nachweisbarer MRSA) durch die neuen
Primer positiv (67). Die MRSA-Isolate der weiterhin PCR-negativen Screening-Proben
wurden zusitzlich untersucht. In 55/56 Fillen konnte das MRSA-Isolat der urspriinglich
falsch-negativen Screening-PCR nachtriglich mittels MRSA_Sc-I und/oder MRSA_Sc-II
positiv getestet werden (67). Dies ldsst vermuten, dass die Primer von MRSA Sc-I und
MRSA Sc-II die vorliegende genetische Diversitdt ausreichend abdecken. Eine
Erkldrung fiir die falsch-negativen Ergebnisse der initialen Screening-PCR ist
moglicherweise eine zu geringe Konzentration von MRSA-DNA im jeweiligen PCR-
Ansatz. Dies konnte durch technische Umstinde im Rahmen der Probenautbereitung
bedingt sein, welche zwar die PCR beeinflussen, jedoch weniger die kulturelle

Identifikation des Erregers (67).

Bei der parallelen Testung der MRSA-Isolate in MRSA_ Sc-I und MRSA_Sc-II zeigte
sich interessanterweise, dass alle Proben, welche in beiden Screening-PCRs positiv
waren, in MRSA_Sc-II in fritheren PCR-Zyklen positiv gewesen waren (67). Durch die

neuen Primer kann daher von einer besseren Passgenauigkeit ausgegangen werden.

Es ist anzunehmen, dass neben der Optimierung der genetischen Prizision eines Assays

gewisse technische Aspekte zur Steigerung der Sensitivitédt einer PCR beitragen konnen.
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Prianalytische Vorgdnge wie Gewinnung, Transport und Aufbereitung des
Probenmaterials sollten nicht auBler Acht gelassen werden. Beziiglich der
Probengewinnung und Handhabung koénnte moglicherweise in Zukunft die Verwendung
von mSwabs (m = molecular) hilfreich sein, welche eine direkte DNA Extraktion zur
Verwendung in der PCR ermdglichen soll (http://www.copanusa.com/products/collection-
transport/mswab/) (67). Ob dies zur Steigerung der Sensitivitdt fiihrt, oder dies Einfluss
auf den kulturellen MRSA-Nachweis hat, werden weitere Untersuchungen zeigen

miissen.

4.5 Falsch-negative Screening-Proben
In dieser Studie konnten insgesamt acht MRSA-Isolate identifiziert werden, welche
weder mittels etablierter noch neu entwickelter Primer bei ausreichend hoher DNA-
Konzentration positiv getestet werden konnten. Zwei Isolate wurden einer erweiterten
Genotypisierung zugefiihrt. Der eine Stamm (isoliert von einem Kind dessen
Herkunftsland im Nahen Osten liegt) konnte als ST834-MRSA-IV identifiziert werden.
In der wissenschaftlichen Literatur wurde dieser Sequenztyp in Zusammenhang mit CA-
MRSA aus dem GroBraum Asien beschrieben (72—74). Der zweite Stamm wurde in der
Genotypisierung als CC398-MRSA-V identifiziert, welcher einem LA-MRSA entspricht
(30,75). Zusammenfassend ergab die Genotypisierung, dass es sich bei den falsch-
negativ getesteten Isolaten vermutlich um atypische und voraussichtlich in Diisseldorf
duBert selten vorkommende Stimme handelt, welche genetisch von den hier Ublichen
abweichen. Der fehlende Nachweis mittels Screening-PCR unterstreicht hier noch einmal
klar die Relevanz der geografischen Unterschiede fiir die Epidemiologie und Genetik und

damit auch fiir die molekularbiologischen Verfahren.

24



4.6 Schlussfolgerungen
Die etablierte MRSA-Screening-PCR von Huletsky et al. hatte in der Vergangenheit
aufgrund von evolutiondr bedingten Verdnderungen im Bereich der SCCmec-orfX-
Jjunction an Sensitivitit einbliBen miissen. Das Ziel dieser Arbeit lag in der erneuten
Steigerung der Sensitivitit der MRSA-Screening-PCR unter Beriicksichtigung des
deutschen  Surveillance-Programmes und dem  Aufbau  des  deutschen
Gesundheitssystems. Hierzu wurden die von van der Zee et al. publizierten Primer (66)
zunichst auf ihren potentiellen Nutzen im Grofraum Diisseldorf untersucht und die

sinnvoll erscheinenden Primer anschlieend in ein verbessertes Assay integriert (67).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Primer aus der Publikation von van
der Zee et al. klar geeignet sind, um variante MRSA-Stimme aus unserer Region zu
detektieren. Eine Ergénzung der urspriinglichen MRSA Sc-I mit den Primern F11, F13,
F14 und F25 sowie dem SCCmec-XI-Primer FC fiihrte zu einer deutlichen Steigerung
der Sensitivitit (93% in MRSA Sc-I vs. 99% in MRSA Sc-D) ohne die restlichen
Gitekriterien der MRSA-Screening-PCR negativ zu beeinflussen (67). Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass die SCCmec-Typen I-XI, inklusive CA- und LA-MRSA detektiert

werden konnen (67).

Diese Arbeit unterstreicht, dass die Primerauswahl zur Verbesserung der Screening-PCR
entsprechend dem von der KRINKO empfohlenen Surveillance-Programm und der
regionalen genetischen Diversitit bzw. der gehduft vorkommenden Varianten getroffen
werden muss. Nur so kann die MRSA-Screening-PCR als sinnvolle diagnostische

MalBnahme beibehalten werden.

In den Ausfiihrungen wurde ein mogliches experimentelles Vorgehen aufgezeigt,
welches stetig Anpassungen der MRSA-Screening-PCR ermdglicht (67). Dadurch kann
mit der andauernden Evolution von S. aureus und der daraus resultierenden Zunahme an
Varianten Schritt gehalten werden. AuBerdem stellt diese Anpassung der MRSA-
Screening-PCR ein Instrument dar, mit welchem die Diagnostik weltweit an die

jeweiligen lokoregionalen MRSA-Varianten angepasst werden kann.
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