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v. Zusammenfassung

Auch wenn sich die Pravalenz von methicillinresistentem Staphylokokkus aureus (MRSA) in
den letzten Jahren riicklaufig entwickelt hat, stellt MRSA immer noch grof3e Herausforderungen
an medizinische Einrichtungen hinsichtlich Pravention und Behandlung. Der Identifizierung von
MRSA-kolonisierten Patienten vor stationarer Aufnahme kommt besondere Bedeutung zu. Das
diagnostische MRSA-Screening sowie bei positivem Nachweis die notwendigen hygienischen
MaRnahmen sind mit hohen Kosten und grofem logistischen Aufwand verbunden. Das MRSA-
Screening erfolgt nach Abstrichen an festgelegten Korperstellen durch kulturbasierte
Nachweismethoden. Erganzend konnen zusatzlich molekulargentische Teste (MRSA-PCR)
verwendet werden, die den analytischen Prozess erheblich beschleunigen. Es existieren
verschiedene Abstrichsysteme, die unterschiedliche Mdglichkeiten der Probenaufarbeitung
bieten und aufRerdem Einfluss auf die Analytik nehmen kdénnen.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von drei unterschiedlichen
Abstrichsystemen (Doppelplastiktupfer, ESwab®, MSwab®) auf das molekulargenetische
(Xpert® MRSA NxG Assay, Cepheid) und kulturbasierte MRSA-Screening (Brilliance™
MRSAZ2 Agar, Thermo Fisher Scientific) zu untersuchen. Neben dem Anteil technisch invalider
Untersuchungen fand die Ubereinstimmung von molekulargenetischen und kulturbasierten
Untersuchungsergebnissen Berticksichtigung. AuBerdem flossen weitere Methoden der
molekulargenetischen und kulturbasierten MRSA-Diagnostik in die Betrachtung ein. In drei
aufeinanderfolgenden Untersuchungsabschnitten wurden 553 (Doppeltupfer), 569 (ESwab®)
bzw. 567 (MSwab®) Patienten in der Rettungsstelle des Unfallkrankenhauses Berlin als MRSA-
Risikopatienten identifiziert und mit dem jeweiligen System abgestrichen. Die Ergebnisse der
verschiedenen Analysetechniken wurden ausgewertet.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den drei Abstrichmedien in Hinblick auf den
Anteil invalider Messergebnisse. Dieser war bei den Doppeltupfern mit 1,3% (7 von 553)
signifikant héher verglichen mit den MSwab® (0 von 567) (P=0,007). Auch verglichen mit den
ESwab® (0,5%, 3von 569) waren technisch invalide Ergbenisse unter Verwendung der
Doppeltupfer tendenziell hdufiger (P=0,08). Die diagnostische Validitait der MRSA-PCR
gemessen am negativ-pradiktiven Wert im Bezug auf die kulturbasierte MRSA-Diagnostik war
bei allen drei Abstrichmedien vergleichbar (Doppeltupfer: 99,8%; ESwab®: 99,3%; MSwab®:
99,8%). In der Gegenlberstellung der kulturbasierten und der molekulargenetischen Ergebnisse
fiel ein Ungleichgewicht bei den Anteilen positiver MRSA-Nachweise auf, das vom

verwendeten Abstrichmedium abzuhdngen scheint. So wurden bei den MSwab® mit der Kultur
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2,3% und mit der PCR 5,1% der Patienten als MRSA positiv klassifiziert (P=0,01). Diese
Diskrepanz war bei Verwendung der Doppeltupfer geringer (Kultur: 3,6%, PCR: 6%; P=0,06).
Bei den ESwab® waren beide Anteile weitestgehend ausgeglichen (Kultur: 4,6%; PCR: 6,2%;
P=0,23).

Die Untersuchungsergebnisse sind mit einer besonderen Eignung der MSwab® fir
molekulargenetische  Untersuchungstechniken  vereinbar. Die ESwab® unterstitzten
kulturbasierte Untersuchungsverfahren, die derzeit den Standard der MRSA-Diagnostik
darstellen, besser als die anderen untersuchten Abstrichsysteme. Ausgehend von den Befunden

dieser Arbeit wurde in unserem Haus die MRSA-Screening-Strategie optimiert.



vi. Abstract

Although the prevalence of methicillin-resistant staphylococcus aureus (MRSA) has declined in
recent years, MRSA still poses major challenges to medical institutions in terms of prevention
and treatment. Identification of MRSA-colonized patients prior to hospital admission is of
particular importance. Diagnostic MRSA-screening as well as hygienic measures necessary for
MRSA-positives are associated with high costs and great logistical effort. MRSA-screening is
done after sample taking at defined body sites by culture-based techniques. Additionally,
molecular-genetic tests (MRSA-PCR) can be used, which considerably enhance the analytical
process. There are various systems for sample collection that offer different options for
processing and can also influence analysis.

Aims of the present study were to investigate the influence of three different sample collection
devices (double swab, ESwab®, MSwab®) on molecular-genetic (Xpert® MRSA NxG assay,
Cepheid) as well as on culture-based MRSA-screening (Brilliance™ MRSA2 agar, Thermo
Fisher Scientific). The proportion of technically invalid tests and agreement between results of
molecular-genetic and culture-based MRSA-tests were considered. In three consecutive periods,
553 (double swabs), 569 (ESwab®) and 567 (MSwab®) patients were identified to be at risk for
MRSA in the emergency department of the Unfallkrankenhaus Berlin. From these patients
samples were taken by use of the respective collection device and results of different analysis
techniques were evaluated.

The number of technically invalid tests was significantly higher for double swabs with 1.3% (7
out of 553) compared to MSwab® (0 out of 567) (P=0.007). Compared to ESwab® (0.5%, 3 out
of 569), technically invalid tests using double swabs tended to be more frequent (P=0.08).
Diagnostic validity of MRSA-PCR as measured by negative-predictive value in respect on
results of culture-based MRSA-testing was comparable with all three devices (double swab:
99.8%, ESwab®: 99.3%, MSwab®: 99.8%). When comparing results of culture-based and
molecular-genetic MRSA-tests, an imbalance in proportions of MRSA-positives was found. This
seemed to be dependent on the sample collection device. Thus, using MSwab® 2.3% of patients
were classified as MRSA-positive by culture-based techniques, while the corresponding
proportion was 5.1% for MRSA-PCR (P=0.01). This discrepancy was lower when using double
swabs (culture: 3.6%, PCR: 6%, P=0.06). For ESwab®, both proportions were largely balanced
(culture: 4.6%, PCR: 6.2%, P=0.23).

Our results are consistent with a particular suitability of MSwab® for molecular-genetic

techniques. When considering culture-based MRSA-testing, which is standard in MRSA-
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diagnostics, ESwab® seems to outperform other sample collection devices. Based on these
findings, the MRSA-screening strategy was optimized in our clinic.
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1. Einleitung

Staphylococcus aureus wurde in den 1880er Jahren von Alexander Ogston erstmalig beschrieben
(Ogston 1881, Licitra 2013). Es handelt sich um ein grampositives fakultativ-pathogenes
Bakterium, das die Kdrperoberflache des Menschen besiedeln kann (Deurenberg 2007, Peters
2014). Etwa 20-30% der Bevolkerung sind dauerhaft mit diesem Erreger kolonisiert (Mehraj
2014, Holtfreter 2016). Hauptnachweisort beim Menschen ist der Nasenvorhof, von wo aus
dann der Rachen und andere Haut- und Schleimhautareale besiedelt werden konnen (Peters
2014). Unter bestimmten Voraussetzungen kann der fakultativ pathogene Keim eine groRe Zahl
unterschiedlicher Infektionen auslésen. Zu diesen Erkrankungen gehodren Abszesse, Empyeme,
Wundinfektionen, Pneumonie, Osteomyelitis, Endokarditis, Sepsis, katheter- und PEG-
assoziierte Infektionen, fremdkorperassoziierte Infektionen durch z. B. Osteosynthesematerial
oder Endoprothesen (Peters 2014).

Bis zur Einfuhrung des Penicillins lag die Mortalitatsrate bei einer Infektion mit Staphylococcus
aureus bei ca. 80% (Oliveira 2002). Zu Beginn der 40iger Jahre des letzten Jahrhunderts wurde
begonnen, durch Staphylococcus aureus verursachte Infektionen mit Penicillin zu behandeln,
was die Mortalitat dramatisch senken half (Oliveira 2002).

Aber schon 1942 wurden erste Resistenzen von Staphylococcus aureus gegen Penicillin
beschrieben (Oliveira 2002, Deurenberg 2007). Ursache dieser Resistenzentwicklung war ein
Plasmid welches ein penicillin-hydrolysierendes Enzym, eine so genannte Penicillinase oder -
Lactamase, bildet (Oliveira 2002). Staphylococcus aureus, welche resistent gegenuber -
lactamaseempfindlichen Penicillinen sind, kdnnen sensibel gegentiber den so genannten [3-
lactamasefesten Penicillinen (z. B. Methicillin, Flucloxacillin) sein, die durch chemische

Modifikationen nicht mehr durch p-Lactamasen spaltbar sind (Peters 2014).

1.1. Entwicklung der Methicillinresistenten Staphylococcus aureus (MRSA)-Stamme

1961 wurde in Grol3britannien erstmals ein Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus Stamm
(MRSA) beschrieben (Peters 2014). Grund fir die Resistenz des Bakteriums gegenuber
Methicillin ~ war das Vorhandensein des mecA-Gens, welches das 78-kDa
Penicillinbindungsprotein (PBP) 2a (synonym: PBP2°) kodiert (Hanssen 2006, Peters 2014).
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B-Lactamantibiotika binden normalerweise an Proteine der Penicillinbindungsprotein-Familien
1-4 und stoéren hierdurch deren Transpeptidase-Aktivitat, die fur die Bildung der stabilen,
quervernetzten Peptidoglycanschicht notwendig ist. Durch die in Folge der [-Lactam-
Einwirkung instabile bakterielle Zellwand wird der bakterizide Effekt der -Lactamantibiotika
vermittelt (Hanssen 2006) (Abbildung 1).

Bakterielle Zellwand

Transpeptidase PBP \\

@ D-Alanin-Transpeptidase
[ m] Quervernetzte Kohlenhydratbausteine der Zellwand

Blockierung der Transpeptidase verhindert die Vernetzung und die

Zellwandsynthese
Aktives Zentrum geblockt
Vom Penicillin

Abbildung 1: Bakterielle Zellwand mit Darstellung des Ansatzpunktes fur B-Lactamantibiotika.
Durch die Transpeptidase PBP (Penicillinbindungsprotein) wird die bakterielle Zellwand
quervernetzt. B-Lactamantibiotika binden und blockieren die enzymatische Bindungsstelle des
PBP. Hierdurch wird die Quervernetzung blockiert, so dass die resultierende bakterielle
Zellwand instabil ist.

Das von mecA kodierte PBP2a weist bei erhaltener Transpeptidase-Aktivitat nur eine niedrige

Affinitat fir p-Lactamantibiotika auf, so dass die enzymatische Aktivitat auch unter Einwirkung

dieser Antibiotika-Gruppe weitgehend erhalten bleibt — MRSA kdnnen auch bei ansonsten
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adaquaten Serumkonzentrationen von [-Lactamantibiotika eine stabile, quervernetzte Zellwand
ausbilden (Hanssen 2006, Deurenberg 2007).

Das mecA-Gen ist auf einem mobilen genetischen Element lokalisiert, welches als
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) bezeichnet wird (Hanssen 2006,

Deurenberg 2007) (Abbildung 2).

MSSA

spa Il = * orfX IEEm

5CC
L

wo | e

Abbildung 2: Schematische Gegenlberstellung korrespondierender genetischer Abschnitte des

MRSA

Methicillin-sensiblen und des Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MSSA bzw.
MRSA). spa: Staphylococcus aureus protein A, SCC: Staphylococcal Cassette Chromosome mit

mecA bzw. mecC.

Bei Bakterien erleichtern diese mobilen genetischen Elemente den horizontalen Gentransfer, d.h.
den Gentransfer von einem Bakterium auf ein anderes, zum Austausch von Resistenz- und
Virulenzfaktoren, z. B. die Entwicklung einer Antibiotikaresistenz.

Mittlerweile wird eine Vielzahl an SCCmec Varianten beschrieben (SCCmec I-XI1) (Shore
2013). Bei dem erstmalig 1961 in GroRbritannien beschriebenen MRSA-Stamm handelte es sich
um den Typ SCCmec Typ I, den so genannten Urklon, welcher sich in den 60iger Jahren
weltweit ausbreitete (Oliveira 2002, Shore 2013). Uber die Jahre wurden 1982 der SCCmec
Typ Il in Japan, 1985 der SCCmec Typ Il in Neuseeland, der SCCmec Typ IV in den 90iger
Jahren und zu Beginn des 21. Jahrhunderts in Australien der SCCmec Typ V entdeckt (Hanssen
2006, Shore 2013). Seit der Entdeckung des ersten MRSA-Stammes hat sich der Keim zu einem

der wichtigsten multiresistenten Erreger entwickelt (Peters 2014).

Eine weitere Variante des MRSA zeigt anstatt des mecA-Gens ein Genhomolog, welches eine
70%ige Ubereinstimmung zum mecA-Gen aufweist. Dieser MRSA-Typ ist mutmaBlich
tierischen Ursprungs und das Gen wird als mecC-Gen bezeichnet (Garcia-Alvarez 2011,
Lakhundi 2018). Aktuell erscheint die Pravalenz dieses Stammes — insbesondere in nicht von

Viehzucht gepragten Regionen — noch niedrig zu sein (Robert-Koch-Institut 2013, Becker
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2014). Jedoch wird dieser Typ durch etliche tibliche PCR-Techniken zum Nachweis von MRSA
oder den PBP2a-Agglutinationstest nicht erfasst, was eine falsch-niedrige Pravalenz vortauschen

kodnnte.

Seit der Erstbeschreibung 1961 wurde MRSA zunéchst ausschliellich als Problem von
Krankenh&usern und anderen Einrichtungen des Gesundheitswesens gesehen. Um die
Jahrtausendwende &anderte sich diese Sichtweise, nachdem es zu Ausbriichen von MRSA.-
Infektionen unabhéangig von stationdaren Einrichtungen kam (Naimi 2003, Deurenberg 2007,
Linde 2008, Kock 2011, Becker 2014). Es etablierten sich die Begriffe ,,hospital-acquired
MRSA*“ (HA-MRSA) und ,,community-aquired MRSA“ (CA-MRSA) (Becker 2014). CA-
MRSA sind phanotypisch und genotypisch von den HA-MRSA verschieden (Deurenberg
2007). Im Gegensatz zu HA-MRSA sind CA-MRSA in der Regel empfindlich auf Nicht-p-
Lactamantibiotika. AuBerdem werden Uberwiegend die SSCmec-Typen 1V und V beschrieben
(Deurenberg 2007). Seit 2004 wird Uber MRSA-kolonisierte landwirtschaftliche Nutztiere und
in Verbindung damit Gber eine Kolonisation und Infektion des Menschen berichtet, so dass
zusatzlich zu den zwei oben erwahnten Begriffen noch der Begriff ,,livestock-associated MRSA*
(LA-MRSA) gepragt wurde (Deurenberg 2007).

Der Anteil der HA-MRSA an allen Staphylokokkus-aureus-1solaten aus klinisch relevantem
Untersuchungsmaterial lag 2013 nach Ergebnissen der Paul-Ehrlich-Gesellschaft in Deutschland
bei 13,5% im Vergleich zu 16,7% (2010) und 20,3% (2007). Insgesamt scheint die Zahl der
MRSA-Nachweise im Verlauf der letzten Jahre leicht abzunehmen. Die Inzidenz der MRSA-
Félle nach Zahlen aus der Meldepflicht zu MRSA aus Blutkulturen und Liquor betrug 2014 bei
3.841 gemeldeten Féllen 4,8 Falle pro 100.000 Einwohner (Becker 2014, Robert-Koch-Institut
2015). Der Uberwiegende Anteil der MRSA-Nachweise mit Angabe klinischer Indikationen
stammte aus Wundinfektionen, gefolgt von Septikdmien, Pneumonien und Harnwegsinfekten.
Bei dlteren Patienten lait sich HA-MRSA héaufiger nachweisen und erreicht bei den Uber 60-
Jahrigen einen Anteil von iber 20% (Becker 2014, Robert-Koch-Institut 2015).

Neben HA-MRSA finden sich in den Krankenhdusern in Abhéngigkeit von Region und
pradisponierenden Risikofaktoren auch zunehmend CA- und LA-MRSA-Klone (Becker 2014).
In den USA gewinnt CA-MRSA zunehmend an klinischer Bedeutung. Innerhalb der letzten

Jahre wurde CA-MRSA zum hdufigsten Verursacher von ambulant erworbenen eitrigen
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Wundinfektionen (Becker 2014, Ng 2017). In Europa und Deutschland sind vergleichbare Falle
noch sehr rar (Linde 2008, Becker 2014, Ng 2017).

1.2. Epidemiologie und klinische Bedeutung von MRSA

Wenn auch die Zahl der Infektionen mit MRSA in den letzten Jahren weltweit zurlickgeht, sind
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus europaweit nachwievor die h&ufigsten Erreger
nosokomialer Infektionen (Meyer 2014). Damit ist MRSA auch verantwortlich fur zusatzliche
direkte und indirekte Kosten im Gesundheits- und Sozialsystem (Ott 2010, Macedo-Vinas
2013, Peters 2014). Fur die Lander der EU wurde 2009 geschétzt, dass MRSA ca. 1 Millionen
Krankenhaustage und Extrakosten von 380 Millionen Euro fur die Krankenh&user pro Jahr
verursacht. Deutschland liegt im europdischen Vergleich mit einem Anteil nachgewiesener
MRSA an allen untersuchten Staphylococcus aureus Specimen von ca. 16-25% im Mittelfeld
(Abbildung 3).

Figure 3.25. Staphylococcus aureus. Percentage (%) of invasive isolates with resistance to meticillin (MRSA), by
country, EU/EEA countries, 2017
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1% to < 5%
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1 No data reported or fewer than 10 isolates
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Abbildung 3: La&nderbezogene Darstellung der Anteile MRSA-positiver invasiver lIsolate in
Europa (ECDC 2017).
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Ca. 16.000 Menschen infizieren sich jahrlich mit MRSA und ein bis zwei von 100 Patienten, die
in Krankenhdusern aufgenommen werden, sind vor Aufnahme in das Krankenhaus MRSA
besiedelt oder infiziert (Bartels 2008). Im Vergleich zu Bakteriamien mit Methicillin-sensiblem
Staphylococcus aureus (MSSA) ist die Mortalitat bei entsprechenden Infektionen mit MRSA
signifikant erhoht (Peters 2014).

Aus Abbildung 3 ist ersichtlich, dass insbesondere in sudeuropdischen L&ndern die Pravalenz
von MRSA hoch ist und dass sich Lander, in denen intensive hygienische MaRnahmen gegen
eine Ubertragung von MRSA vorgehalten werden (s. 1.5., ,,Search and Destroy* Strategie in

den Niederlanden), durch sehr geringe MRSA-Préavalenzen auszeichnen.

Auch innerhalb Deutschlands bestehen starke regionale und lokale Unterschiede in Hinblick auf
die MRSA-Pravalenz sowie ein Trend zu abnehmenden Prdvalenzen tber die letzten Jahre
(Abbildung 4). In einer Analyse des Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS)
konnte gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil von MRSA an allen nosokomialen
Staphylococcus aureus-Infektionen in Deutschland von 33% im Jahr 2007 auf 27% im Jahr 2012
zurlickging. Weiterhin zeigten sich in der Untersuchung fir Deutschland ein Nord-Sid- und ein
West-Ost-Gefélle beim Anteil des MRSA an den nach gewiesenen Infektionen (Kéck 2013). Die
Ursachen des Rickgangs scheinen multifaktoriell zu sein. Seit 2004 liegt der
gesundheitspolitische Fokus auf der Bildung von MRSA-Netzwerken. Weiterhin trugen
Kampagnen wie die Aktion saubere Hande und seit Mitte 2011 die Labor-Meldepflicht fur eine
invasive MRSA-Infektionen einen Teil zur Senkung bei.

Im Rahmen der Analyse konnte auch gezeigt werden, dass sich die Anzahl der
Patientenscreenings bei Aufnahme im Krankenhaus von 1,4 pro 100 Patienten 2004 auf 16,7 im
Jahr 2012 vervielfacht hat (Meyer 2014).
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil von MRSA bei nosokomialen Staphylococcus-aureus-
Infektionen nach Bundesland Uber drei 2-Jahreszeitraume (Zeitraum 2007-2008, 2009-2010,
2011-2012). *Bundesland ist signifikanter Einflussfaktor (Meyer 2014).

1.3. Ubertragung von MRSA

Patienten, die mit MRSA kolonisiert sind, tragen wesentlich zum Ein- und Austrag von MRSA
in und aus medizischen Einrichtungen bei (Peters 2014). MRSA wird von kolonisierten und
infizierten Personen an die Umgebung abgegeben. Auf unbelebten Oberflachen kann MRSA
zwischen 7 Tagen und 7 Monaten Uberleben (Kramer 2006). MRSA wird direkt oder indirekt
durch Kontakt tbertragen. Im Krankenhaus und anderen medizinischen Einrichtungen sind die
Hénde des Personals der Hauptlbertragungsweg. Nasale Kolonisation, respiratorische Infektion
bei gleichzeitiger nasaler Kolonisation, MRSA-kolonisierte oder infizierte Wunden, mangelhafte
BasishygienemalRnahmen  (besonders der H&ndehygiene) und enger Kontakt in
Gemeinschaftseinrichtungen (Pflegeheime) begiinstigen die Freisetzung und Ubertragung von
MRSA (Pittet 2000).

Zusétzlich sind patienteneigene Faktoren bekannt, welche die Kolonisation oder Infektion mit
MRSA begtinstigen. Hier sind vor allem das Vorliegen chronischer Wunden, das VVorhandensein

von schleimhautdurchdringenden  medizinischen Implantaten (PEG, Blasenkatheter,
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Trachestoma), eine Antibiotikabehandlung in der Anamnese, Komorbiditdten und das
Zusammenleben mit MRSA-positiven Personen zu nennen (Peters 2014).

Die Ubertragungswahrscheinlichkeit hangt eng mit Faktoren zusammen, die die Erreger-
Freisetzung oder -Einwirkung beeinflussen, der Erregerdichte, dem Ubertragungsziel sowie den
Vorerkrankungen des Empfangers (Peters 2014). Untersuchungen zeigen, dass weniger als 100
Kolonie-bildende Einheiten (KbE) ausreichen, um eine Infektion auszulésen, wenn sie in
Wunden oder Hautdefekte gelangen (Dancer 2008).

Der reduzierende Einfluss eines MRSA-Screenings bei Aufnahme auf die Haufigkeit von
nachfolgenden MRSA-Ubertragungen ist mittlerweile gut belegt (Huang 2006, Cunningham
2007, Hardy 2010).

1.4. Mdglichkeiten des Nachweises von MRSA

Der Nachweis von MRSA st fiir die addquate Anwendung therapeutischer und hygienischer
MafRnahmen von grofRer Bedeutung. Hierfiir stehen verschiedene mikrobiologische und
molekulargenetische Techniken zur Verfiigung (Struelens 2009).

1.4.1. Kulturbasierte Ansatze der MRSA-Diagnostik

Die mikrobiologischen Ansatze der kulturbasierten MRSA-Identifizierung kénnen einerseits
uber die Identifizierung des Staphylococcus aureus anhand kultureller (z.B. B-Hamolyse) und
biochemischer Eigenschaften laufen, der anschlieBend eine Resistenztestung gegen
Oxacillin/Methicillin folgt. Ein alternatives Vorgehen, das sich beim Screening auf MRSA
anbietet, verwendet die Kombination von antibakteriellen und chromogenen Zusatzen im
Kulturagar (Struelens 2009, Xu 2016) (Abbildung 5).

Bei diesem Ansatz wird die Probe auf einen Agar aufgebracht, der verschiedene selektive
Agenzien zur Unterdriickung des Wachstums von Nicht-MRSA, insbesondere auch Methicillin-
sensiblem Staphylococcus aureus (MSSA), enthalt. Eine gleichzeitig im Agar vorhandene
chromogene Substanz wird durch in MRSA immer vorhandene Phosphatase-Aktivitat
hydrolysiert, was zu einer farblichen Markierung der MRSA-Kolonien fihrt. Ebenfalls
wachsende Nicht-MRSA-Erreger werden in einem Teil der Teststrategien durch eine weitere
chromogene Reaktion anders farbig gekennzeichnet. MRSA-verdachtige Kolonien werden
anschlielend einer spezifischeren Bestatigungsdiagnostik, beispielsweise einem Latex-

Agglutinationstest fiir das mecA-Genprodukt PBP2a, unterzogen.
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Abbildung 5: Kulturbasierte MRSA-Diagnostik (Brilliance™ MRSA 2 Agar). MRSA-
verdéchtige Kolonien in dunkelblau. Nicht-MRSA-Erreger in rosa.

Gegenliber molekulargenetischen Testansatzen ist ein wesentlicher Vorteil kulturbasierter
Nachweisverfahren, dass sie nicht auf ein bestimmtes genetisches Target beschrankt sind und
somit relativ umfassend die phanotypischen Eigenschaften von MRSA nachweisen. So sind sie
weniger abh&ngig vom genetischen Hintergrund, der der Methicillin-Resistenz zugrunde liegt.
Von Nachteil — insbesondere dann, wenn man die Eignung fur ein Eingangsscreening und
hieraus abgeleitete Sofortmanahmen im Blick hat — sind jedoch die notwendigen
Bebritungszeiten. Kulturbasierte Verfahren erscheinen daher fiir Algorithmen, die eine sehr

zeitnahe Reaktion innerhalb weniger Stunden erfordern, wenig geeignet.

1.4.2. Molekulargenetische Ansatze der MRSA-Diagnostik

Molekulargenetische Techniken fir die MRSA-Diagnostik haben als wesentlichen Vorteil die
sehr kurze Zeit zwischen Abstrich und Vorliegen des Untersuchungsergebnisses. Hierdurch
lassen sich die Reaktionszeit fir hygienische Malinahmen im Vergleich zu kulturbasierten
Testen wesentlich verklrzen (Wassenberg 2010). Fur den molekulargenetischen MRSA-
Nachweis werden unterschiedliche Zielsequenzen im SSCmec Element und seiner Umgebung
verwendet, wodurch ein spezifischer MRSA-Nachweis auch ohne die bei kulturbasierten

Verfahren notwendigen Wachstumszeiten moglich ist. Im Falle des im ukb angewendeten
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Verfahrens der MRSA-PCR werden sowohl mecA bzw. mecC als auch die Insertionsstelle des
SSCmec Elements mit einer real-time PCR amplifiziert und dann durch Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten,  sequenzspezifischen Sonden nachgewiesen (Kurlenda 2010,
Wassenberg 2010) (Abbildung 6).

SEC
MRSA r : )
spa |l [ * orfX (N ]
=F= -

Abbildung 6: Molekulargenetische MRSA-Diagnostik (Strategie des Xpert® MRSA NxG
Assays). Durch Amplifikation von Zielstrukturen im mecA (rote Pfeile) bzw. mecC (grine
Pfeile) Gen sowie um die Insertionsstelle des SSCmec Elements und anschlieende
Hybridisierungsreaktion erfolgt der genetische Nachweis von MRSA. spa: Staphylococcus
aureus protein A, SCC: Staphylococcal Cassette Chromosome mit mecA bzw. mecC.

Nach Eingang im Labor liegt das Untersuchungsergebnis im Regelfall nach 90-120 min vor.
Dies ermdglicht es fast unmittelbar, gezielte hygienische MaRnahmen bei der Aufnahme in die
Wege zu leiten.

Fur die Bewertung der diagnostischen Validitat der molekulargenetischen Techniken der MRSA-
Diagnostik sind die kulturbasierten Techniken die Referenz. In Hinblick auf die aus einem
negativen Befund der MRSA-PCR resultierenden Entscheidungen ist ein hoher negativ-
pradiktiver Wert (NPW), d.h. eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass ein negativer Befund in der
MRSA-PCR auch durch einen negativen Befund in der kulturbasierten MRSA-
Diagnoseverfahren bestatigt wird, notwendig. Ausgehend von MRSA-Prdvalenzen in der
GrolRenordnung von 5% erreichen die heute verwendeten molekulargenetischen MRSA-
Nachweisverfahren einen NPW von 99% und mehr (Holfelder 2006, Daeschlein 2006, Peters
2014).

Nachteilig an den molekulargenetischen MRSA-Nachweisverfahren sind zum einen die relativ
hohen Kosten. Zum anderen erfassen die PCR-Techniken solche MRSA nicht, die modifizierte
genetische  Strukturen aufweisen, die nicht Zielstruktur der Amplifizierungs- und
Hybridisierungsreaktion sind. AuBerdem erbringt die PCR lediglich den Nachweis der
entsprechenden DNA-Abschnitte, dies bedeutet jedoch nicht zwangslaufig, dass vitale MRSA

vorliegen.
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1.5. Hygienische MaRnahmen und Handlungsoptionen in Hinblick auf MRSA

Auf Grund der oben beschrieben Problematik kommt der frihen und sicheren Erkennung von
MRSA infizierten bzw. kolonisierten Personen im Rahmen der Krankenhaussituation eine grole
Bedeutung zu. Ziel des sogenannten MRSA-Screenings ist es, in der Regel asymptomatische,
mit MRSA Kolonisierte Personen zu erkennen und entsprechende Hygienemalinahmen

einzuleiten.

Diagnostisch ist es hilfreich, zundchst diejenigen Patienten mit einem erhohten Risiko fir eine
MRSA-Besiedlung durch eine klinisch-anamnestische Vorcharakterisierung zu identifizieren.
Eine diagnostische Screeninguntersuchung, die nach den giltigen Empfehlungen der
Kommission flir Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) vordere
Nasenvorhofe, Rachen, vorhandene Wunden und gegebenenfalls Perineum und Leiste

einbezieht, sollte sich auf die hierdurch identifizierten Risikopatienten konzentrieren.

Folgende Risikofaktoren werden derzeit vom Robert-Koch-Institut fiir Deutschland als relevant

angesehen (Peters 2014):

e Patienten mit bekannter MRSA-Anamnese,

e Patienten aus Einrichtungen oder Regionen mit hoher MRSA-Prévalenz,

e Dialysepatienten,

e Patienten mit einem stationdren Krankenhausaufenthalt >3 Tage,

e Patienten mit regelméaRigem direkten beruflichen Kontakt zu MRSA (z.B. Viehzucht),

e Patienten, die wahrend eines stationdren Aufenthaltes Kontakt mit MRSA-Trégern
hatten,

e Patienten mit chronischen Hautlasionen und

e Patienten mit chronischer Pflegebedurftigkeit, bei denen zusétzlich in den vergangenen 6
Monaten eine Antibiotikatherapie durchgefiihrt wurde und/oder bei denen ein Katheter
liegt.

Studien konnten zeigen, dass die Einfihrung von MRSA-Screeningma3nahmen zu einer

deutlichen Verminderung nosokomialer Infektraten fuhrt (Huang 2006, Cunningham 2007,
Chaberny 2008, Hardy 2010).
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Die Niederlande und die skandinavischen Lander betreiben hierbei eine sogenannte ,, Search and

destroy* Strategie, die die konsequente Anwendung eines MRSA-Screenings sowie die

Eradizierung identifizierter MRSA beinhaltet. Im Gegensatz zu Deutschland, wo sich in etwa

20% aller Staphylococcus aureus Isolate MRSA nachweisen l&sst, sind es in den Niederlanden

weniger als 2%. In den Niederlanden werden die Patienten bei der Krankenhausaufnahme in
MRSA-Risikoklassen eingeteilt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Screening und Isolation in den Niederlanden (Kdck 2013).

Risikoklasse | Merkmale Maflnahmen

Kategorie 1 | » Bekannter MRSA-Tréager (Screening &) Isolierung:

(sehr hoch) Einzelzimmer, Handschuhe,

Mund-Nasenschutz, Haube,
Kittel.

Kategorie 2 | » Aufenthalt >24h in einem auslandischen | Screening &

(hoch) Krankenhaus in den letzten 2 Monaten prophylaktische Isolierung:
bzw. <24h bei zusétzlichen Risiko- Einzelzimmer, Handschuhe,
faktoren (z.B. Abszess). Mund-Nasen-Schutz, Haube,

 Ungeschitzter Kontakt zu MRSA-Index- Klttell\alészxmBAu_szclhluss Gaf
patient bzw. Aufenthalt in Bereichen, in 'eal\n?rr] b d_ eIS|eI tl_mg._ gt.
denen ein MRSA-Ausbruch bekannt ist. uthebung der 'sofation Je

nach Ergebnis eines PCR-

« Patient aus dem Ausland, der in NL basierten Schnelltests.
dialysiert wird.

+ Kontakt zu Schweinen und Rindern aus
landwirtschaftlicher Tierproduktion.

» Aus dem Ausland adoptierte Kinder.

Kategorie 3 | » Kontakt zu einem MRSA-positiven Mit- | Screening und ,,zuriick-

. arbeiter in den letzten 2 Monaten. haltender Transport durch

(mittel) . . A die Einrichtung*, aber keine

- Patient, der im Ausland dialysiert wurde MViaktisch gl ot
(auch Niederlander). prophyfaktische Isofation.
* Follow-up MRSA Patient im ersten Jahr
nach Dekolonisationstherapie (negative
Kontrollen liegen vor).
 Patienten mit persistierender MRSA-
Exposition (MRSA-positive Lebens-
partner, Kontakt zu fleischver-
arbeitender Industrie), die vor <3
Monaten negativen MRSA-Test hatten.
Kategorie 4 Standardhygiene

(Nicht erhoht)
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Risikopatienten der Kategorien 1 und 2 werden immer gescreent und es werden bis zum sicheren
MRSA-Ausschluss ber die Standardhygiene hinausgehende zusétzliche MaRnahmen ergriffen
(Vos 2009, Kock 2013).

Im eigenen Haus wurden folgende MRSA-Screening-Indikationen und Bedingungen festgelegt:

e MRSA-Eingangsscreening (molekulargenetischer und kultureller Nachweis) an
verschiedenen Korperstellen bei jeder Neuaufnahme eines Risikopatienten und bei allen
Neuaufnahmen auf  Risikostationen  (Intensivstation,  Brandverletztenzentrum,
Rickenmarkverletztenzentrum).

e Einmaliges Screening (kultureller Nachweis) von Patienten mit Kontakt zu MRSA-

Tragern.

Bei positivem Befund im MRSA-Eingangsscreening erfolgt eine Isolierung des betreffenden

Patienten und — wo zeitlich realisierbar und medizinisch sinnvoll — der Versuch der Sanierung.

Als Risikopatienten werden im eigenen Haus Patienten eingeordnet, wenn sie mindestens eines

der folgenden Kriterien erflllen:

chronische Pflegebedurftigkeit

o liegender Katheter (Blasenkatheter, PEG)

o Dialysepflichtigkeit

e chronische Wunden, Weichteilinfektionen, Gangraen, Hautulcus

e im Ausland dialysierte oder dort langer als 24h im Krankenhaus behandelte Patienten
e Patienten nach Verlegung aus anderen Krankenhausern und aus Pflegeeinrichtungen

e stationdre Aufenthalte in den letzten 3 Monaten in anderen Krankenh&usern

e Patienten mit Kontakt zum Gesundheitssystem in Landern mit hoher MRSA-Préavalenz

e Wiederaufnahme von Patienten mit bekannter MRSA-Anamnese

Diese Kriterien lehnen sich an diejenigen des Robert-Koch-Institutes an, sind allerdings noch

etwas weiter gefasst.
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1.6. Methodische Umsetzung des MRSA-Eingangsscreenings im ukb und Fragestellung

Das in unserem Haus umgesetzte Konzept des MRSA-Eingangsscreening ist im Kapitel 2
(Methodik) im Detail beschrieben und ging zum Zeitpunkt der praktischen Durchfiihrung der
Studie vom Abstrich mit Doppeltupfern (COPAN, Brescia, Italien) aus, in denen das
Probenmaterial mit einem in Puffer getrankten Schwamm feucht gehalten wird (De Silva 2010,
Verhoeven 2010). Von diesem Material ausgehend erfolgt einerseits eine molekulargenetische
Untersuchung auf MRSA mit Hilfe des Xpert® MRSA NxG Assays (Cepheid, Frankfurt am
Main, Deutschland), andererseits wird das Material kulturbasiert mit dem Brilliance™ MRSA2

Agar (Thermo Fisher Scientific, Wesel, Deutschland) untersucht.

Fur den Abstrich steht grundsatzlich eine Vielzahl an unterschiedlichen Abstrichmedien zur
Verfligung (Warnke 2014). Neben dem erwéhnten Doppeltupfer wird fur die kulturbasierte
mikrobiologische Diagnostik in unserem Haus routinemaRig der ESwab® (COPAN) verwendet,
der aus einem beflockten Abstrichtupfer und einem Flussigmedium besteht. Letzteres soll die
Vitalitdt mdglicher im Probenmaterial enthaltener Bakterien in der praanalytischen Phase besser
sicherstellen (De Silva 2010, Verhoeven 2010, Saegeman 2011, Silbert 2014).

Der sogenannte MSwab® (COPAN) ist ein fiir molekulargenetische Analytik optimiertes
Abstrichmedium, das ebenfalls aus beflocktem Abstrichtupfer und Flussigmedium besteht
(Hofmann 2014, Peters 2017).

Aus der Verwendung von ESwab oder MSwab im von uns praktizierten MRSA-
Eingangsscreening  konnten ablauftechnische Vereinfachungen (z.B. Mdglichkeit der
automatisierten Probenweiterverarbeitung) abgeleitet werden, die einem mdglichen Einfluss
auch auf die diagnostische Validitit gegeniiberstehen. So konnten aus einer Anderung des
verwendeten  Abstrichsmedium  diagnostisch  sowohl Verdnderungen auf Seiten der

molekulargenetischen als auch der kulturbasierten MRSA-Analytik resultieren.

Um den Einfluss des Abstrichsmediums auf die molekulargenetische und kulturbasierte MRSA-
Diagnostik zu charakterisieren, wurden folgende Fragestellungen im Rahmen der vorliegenden

Arbeit untersucht;

e Welchen Einfluss hat das Abstrichmedium auf die Haufigkeit technisch invalider

Untersuchungsergebnisse in der molekulargenetischen MRSA-Analytik?

25



e Gibt es Hinweise auf Unterschiede in der analytischen Validitdt der
molekulargenetischen MRSA-Analytik, die vom Abstrichmedium abhangen, wenn man
Bezug nimmt auf die kulturbasierte Analytik als Referenzmethode?

e Gibt es Hinweise auf einen Einfluss der Abstrichmedien auf die Ergebnisse der
kulturbasierten MRSA-Analytik?
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2. Methodik

2.1. Untersuchungsmaterial

Fur die Gewinnung des Untersuchungsmaterials fiir die geplante vergleichende Untersuchung
standen grundséatzlich zwei Herangehensweisen zur Verfligung: Zum Einen der Abstrich jedes
einzelnen eingeschlossenen Patienten mit 3 Abstrichmedien, zum Anderen die Untersuchung in
3 Perioden, in denen jeweils Doppeltupfer, ESwab oder MSwab verwendet werden. Wir
entschieden uns fir letztere Vorgehensweise, wobei die Uberlegungen hierzu im 4. Kapitel
(Diskussion) ausgefiihrt werden. Ausgehend von dieser Entscheidung wurden keine zusétzlichen
Materialien vom Patienten gewonnen, so dass die Materialgewinnung aus dem auf das jeweilige

Abstrichmedium angepassten Routineablauf erfolgen konnte.

Dem Vorhaben wurde durch den Ethikausschuss 2 der Ethikkommission (Charité —
Universitatsmedizin Berlin) (EA2/069/16) zugestimmt.

2.1.1. Patienteneinschluss

In die Studie wurden ausschlieRlich Einsendungen von Material aus der Rettungsstelle des
Unfallkrankenhauses Berlin (ukb) eingeschlossen, das im Rahmen des routinemaBigen MRSA-
Eingangsscreenings bei MRSA-Risikopatienten gewonnen wurde. Die Einstufung als MRSA-
Risikopatient resultierte aus dem Vorliegen eines oder mehrerer der folgenden Risikofaktoren,

die bereits in der Einleitung erwéhnt wurden:

e Patienten mit bekannter MRSA-Anamnese,

e Patienten aus Regionen/Einrichtungen mit bekannt hoher MRSA-Pravalenz (z.B.
Einrichtungen in Landern mit hoher MRSA-Préavalenz oder Einrichtungen mit bekannt
hoher MRSA-Pravalenz in Deutschland),

o Dialysepatienten,

e Patienten mit einem stationdren Krankenhausaufenthalt (>3 Tage) in den
zuriickliegenden 12 Monaten (in einem Krankenhaus in Deutschland oder in anderen
Landern),

e Patienten, die regelmalig (beruflich) direkten Kontakt zu MRSA haben (z. B. Personen
mit Kontakt zu landwirtschaftlichen Nutztieren (Schweine, Rinder, Geflligel)),
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e Patienten, die wéhrend eines stationdren Aufenthaltes Kontakt zu MRSA-Tragern hatten
(z.B. bei Unterbringung im gleichen Zimmer),
e Patienten mit chronischen Hautlasionen (z.B. Ulkus, chronische Wunden, tiefe
Weichgewebeinfektionen) und
e Patienten mit chronischer Pflegebedirftigkeit (z.B. Immobilitat, Stérungen bei der
Nahrungsaufnahme/Schluckstorungen, Inkontinenz, Pflegestufe) und einem der
nachfolgenden Risikofaktoren:
o Antibiotikatherapie in den zuriickliegenden 6 Monaten,
o liegende Katheter (z.B. Harnblasenkatheter, PEG-Sonde, Trachealkaniile),
o Alkoholkrankheit.

Als ZielgréRe fiir die 3 Untersuchungsperioden wurden jeweils 500 Patienten festgelegt.

2.1.2. Abstrichmedien und Abstreichtechnik

Es wurden die folgenden Abstrichmedien verwendet:

o Doppelplastiktupfer (#139C, COPAN, Brescia, Italien) (im Folgenden: Doppeltupfer):
Viskose-Tupfer mit flissigem Stuart Medium (Natriumglycerophosphat (10 g/l), CaCl,
(0,1 g/), Mercaptoessigsaure (1 mi/l)).

e ESwab® (COPAN) (im Folgenden: ESwab): FLOQSwabs™ mit fliissigem Amies
Medium (NaCl (3 g/l), KCI (0,2 g/l), CaCl, (0,1 g/l), MgCl, (0,1 g/l), KPO, (0,2 g/l),
Na,POy (1,15 g/l), Natriumthioglycolat (1 g/l)).

e MSwab® (COPAN) (im Folgenden: MSwab): FLOQSwabs™ mit Transportmedium
(Tris-HCI/Tris, EDTA, DMSO, Rinderserumalbumin).

RoutinemaRig erfolgte bei Risikopatienten der Abstrich an Nase/Rachen sowie
Leisten/Perineum. Ggf. wurden zuséatzlich Wunden, Tracheostomata oder Sondeneintrittsstellen
abgestrichen.

Die Abstreichtechnik orientierte sich am hausinternen Entnahmestandard. Nase/Rachen bzw.
Leiste/Perineum wurden jeweils mit einem Doppeltupfer oder ESwab oder MSwab abgestrichen,
so dass bei Abstrich dieser 4 Regionen insgesamt 2 Abstrichsysteme einem
Untersuchungsauftrag zugeordnet waren. Entsprechend dem Entnahmestandard wurden die

Tupfer trocken angewendet.
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Abstrichtechnik im Einzelnen:

o Nase: Tupfer in Nasenvorhof einflihren, 3x vorsichtig drehen, auf Schleimhautkontakt
achten. Vorgang bei zweitem Nasenvorhof wiederholen.

e Rachen: Tupfer in hinteren Rachenbereich fiihren und abstreichen bis Befeuchtung
sichtbar.

e Leiste/Perineum: Beide Leisten nacheinander von aufRen nach innen abstreichen, Tupfer
dabei drehen. Anschlieend mit gleichem Tupfer das Perineum vom Genitale zum Anus
hin abstreichen.

e Wunden: Tuper ber die volle Lange der Wunde abrollen. Fir jede Wunde neuen Tupfer
verwenden.

e PEG-Eintrittstellen: Tupfer zirkular um Eintrittsstellen abrollen, fur jede Eintrittsstelle
neuen Tupfer verwenden.

e Tracheostoma: Trachealsekret aus dem Lumen mit Tupfer entnehmen.

2.1.3. Probentransport und Bearbeitungszeiten

Der Probentransport erfolgte nach Entnahme ohne weitere Zwischenlagerung durch das
Rohrpostsystem des ukb. Das Material wurde unmittelbar nach Eingang im Labor im
Routinebetrieb aufbereitet und molekulargenetisch untersucht. Die Versendung des Materials fir
die kulturbasierte  MRSA-Diagnostik erfolgte mit den zu festgelegten Zeiten fahrenden
Transportdiensten. Bis zu diesen Zeitpunkten wurde das Material bei Raumtemperatur
zwischengelagert.

Der zeitliche Abstand zwischen Probennahme und Ausstrich in der Mikrobiologie ist im

Regelfall kleiner als 24h.

2.2. Molekulargenetische MRSA-Analytik (Cepheid)

Fir die molekulargenetische MRSA-Analytik vor Ort wurde der Xpert® MRSA NxG Assay
(Cepheid, Frankfurt am Main, Deutschland) (im Folgenden: MRSA-PCR) auf dem GeneXpert®
Infinity (Cepheid) (im Folgenden: Infinity) verwendet (Patel 2015, Peterson 2017).

Die Probenaufarbeitung und die Untersuchung erfolgten im diagnostischen Routineablauf durch
Mitarbeiter des Instituts bzw. im externen Versandlabor. Die Methoden sind im Folgenden

beschrieben.
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2.2.1. Molekulargenetische MRSA-Analytik (Doppeltupfer)

Bei Verwendung der Doppeltupfer wurden bei Einsendungen von Nase/Rachen &
Leiste/Perineum jeweils Einzeltupfer von beiden Abstrichpaaren in 2 ml MRSA NxG
Elutionsreagenz gepoolt aufgenommen. Hierfir wurden die Tupfer im Elutionsreagenz 10
Sekunden auf einem Schuttler eluiert. Anschliefend wurden die eluierten Tupfer verworfen, das
Elutionsreagenz in die Xpert® NxG Kartusche durch AbgieRen Uberfiihrt und diese auf dem
Infinity vermessen (Yarbrough 2018). Bei weiteren Abstrichlokalisationen wurden diese analog
zum beschriebenen Vorgang separat in Elutionsreagenz aufbereitet und untersucht.

Die jeweils zweiten Einzeltupfer eines Abstrichpaares wurden fir die mikrobiologische
Untersuchung zurtickgestellt und im Anschluss versendet.

2.2.2. Molekulargenetische MRSA-Analytik (ESwab bzw. MSwab)

Bei Verwendung der Tupfer mit Flussigmedium (ESwab bzw. MSwab) wurden bei
Einsendungen von Nase/Rachen & Leiste/Perineum Abstrichen jeweils 100 pl mit einer Pipette
in das MRSA NxG Elutionsreagenz fiir die gepoolte Analytik Gberfuhrt. AnschlieBend wurde
das Elutionsreagenz 10 Sekunden geschwenkt, in die Xpert® NxG Kartusche durch AbgieBen
uberfuhrt und diese auf dem Infinity vermessen (Yarbrough 2018). Bei weiteren
Abstrichlokalisationen wurden diese analog zum beschriebenen Vorgang separat in
Elutionsreagenz (berfuhrt und untersucht.

Die ESwab/MSwab-Probengefélie wurden sofort nach Probenentnahme mit einem neuen Deckel

verschlossen und fir die mikrobiologische Untersuchung zurlickgestellt.

2.3. Zusatzliche, extern durchgefuhrte molekulargenetische MRSA-Analytik

Zusatzlich zu der in der Routine angewendeten MRSA-PCR wurde das Probenmaterial extern
(Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH) mit dem cobas® 4800 System (Roche Molecular
Systems, Pleasanton, USA) sowie dem BD MAX® System (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) molekulargenetisch in Hinblick auf MRSA untersucht (im Folgenden: MRSA-
cobas bzw. MRSA-BD). Hierbei erfolgten DNA-Isolierung, Amplifikation und Detektion via
real-time PCR automatisiert in den Modulen des Analysesystems (Widen 2014, Peterson 2017).

Das Untersuchungsmaterial wurde nicht gepoolt untersucht.
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Im Falle der Untersuchungen mit dem BD MAX wurde die Analytik erst im zweiten
Studienabschnitt begonnen, so dass Untersuchungsergebnisse zu den Doppeltupfern fur dieses
System fehlen.

2.4. Kulturbasierte MRSA-Analytik

Die kulturbasierte MRSA-Analytik erfolgte routinemaBig mit Hilfe von Brilliance™ MRSA2
Agar (Thermo Fisher Scientific, Wesel, Deutschland) (im Folgenden: MRSA-Routinekultur) in

einem externen Labor (Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH).

Nach Inokulierung des nicht gepoolten Probenmaterials wurden die Platten fir 20-28 h bei 35-37
°C aerob bebritet. AnschlieRend erfolgte die visuelle Auswertung in Bezug auf blau gefarbte,
MRSA-verdédchtige Kolonien, die dann einer mikrobiologischen Bestatigungsuntersuchung

zugefihrt wurden.

Zusétzlich erfolgte wahrend der Studienperiode die Untersuchung des nicht gepoolten
Probenmaterials mit dem BI-PLATE Plattensystem chromID® MRSA/chromID® S. aureus
(bioMérieux, Nurtingen, Deutschland) (im Folgenden: MRSA-biplate), das bei analogem
Verfahren zur MRSA-Routinekultur eine Identifizierung von MRSA und Methicillin-sensiblem
Staphylococcus aureus (MSSA) erlaubt.

2.5. Datenzusammenstellung

Im Rahmen des diagnostischen Routineprozesses wurden die Daten fur MRSA-PCR und
MRSA-Routinekultur — auftragsbezogen gemeinsam verwaltet. Die studienspezifische
Zusatzanalytik (MRSA-cobas, MRSA-biplate) erfolgte nach Pseudonymisierung.

Da die zentralen Fragestellungen der Arbeit auf den Vergleich von gepoolter MRSA-PCR und
nicht gepoolter MRSA-Routinekultur gerichtet waren, wurden die Ergebnisse der MRSA-
Routinekultur auftragsbezogen so zusammengefasst, dass bei Vorliegen mindestens eines
positiven Ergebnisses die Kultur als ,,gepoolt positiv und bei ausschlieBlich negativen

Ergebnissen als ,,gepoolt negativ* bewertet wurden.
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2.6. Statistische Auswertung

Fur die Darstellung von Haufigkeitsverteilungen wurden der Median sowie der Bereich der 25.

bis 75. Perzentile (interquartile range, IQR) verwendet.

Fur den statischen Vergleich der Untersuchungsergebnisse in Abhangigkeit von Analysetechnik
und/oder Abstrichmedium wurde der y>Test verwendet. Dieser Test Uberpriift, ob die
Verteilungen einer Variablen in zwei Gruppen signifikant voneinander abweichen,
beispielsweise die Anteile invalider Testergebnisse in der MRSA-PCR aus MSwab-Material

versus MRSA-PCR aus Doppeltupfer-Material.

Die Darstellung dieser Verteilungen kann in der sogenannten Vier-Felder-Tafel erfolgen
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Beispielhafte Darstellung eine Vier-Felder-Tafel zum Vergleich des Anteils invalider

Testergebnisse in der MRSA-PCR in Abhédngigkeit vom verwendeten Abstrichmedium.

Abstrichmedium
MRSA-PCR MSwab Doppeltupfer
Valide Testergebnisse Nyvaiig (MSwab) Nvaig (Doppeltupfer)
Invalide Testergebnisse Ninvalia (MSwab) Ninvaiia (Doppeltupfer)

Die Stdrke der Beziehung des die Gruppen unterscheidenden Markmals, im Beispiel die Wahl
des Abstrichmediums (MSwab oder Doppeltupfer), mit der Variablen, im Beispiel der Anteil der
invaliden Testergebnisse, kann mit Hilfe der sogenannten Odds Ratio (OR) (synonym:

Kreuzproduktverhéltnis) angegeben werden:

__ NValid (MSwab) x N Invalid (Doppeltupfer
"~ N Invalid (MSwab) x N Valid (Doppeltupfer)

Ob eine Ungleichverteilung statistisch signifkant ist, wird mit Hilfe des XZ-Tests ermittelt. Das
ermittelte Signifikanzniveau wurde anhand des P-Werts dargestellt, wobei von einem statistisch

signifikanten Befund bei einem P<0,05 ausgegangen wurde.
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Die diagnostische Validitat eines Tests kann mit Hilfe des positiv-prédiktiven Wertes (PPW)
bzw. des negativ-pradiktiven Wertes (NPW) erfolgen.

Im Falle dieser Arbeit wurden die Ergebnisse der MRSA-Routinekultur als ,,Goldstandard* flr
die anderen Analysetechniken angesehen und daher die Ergebnisse der anderen

Analyseverfahren hierauf bezogen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der MRSA-PCR in Bezug auf die MRSA-

Routinekultur.

MRSA-PCR
MRSA-Routinekultur Negativ Positiv
Negativ Richtig negativ (RN) Falsch positiv (fp)
Positiv Falsch negativ (fn) Richtig positiv (RP)

Der PPW wurde als Anteil der richtig-positiven Untersuchungsergebnisse in Bezug auf alle

positiven Untersuchungsergebnisse ermittelt.

RP
RP + fp

PPW =
Am Beispiel des Vergleichs der MRSA-PCR mit der MRSA-Routinekultur beschrieben, gibt der
PPW an, wie hoch der Anteil der in MRSA-PCR und MRSA-Routinekultur gemeinsam
positiven Testergebnisse an allen in der MRSA-PCR positiven Teste war — anders ausgedrickt,
wie viel Prozent der positiven MRSA-PCR-Ergebnisse sich in der MRSA-Routinekultur

bestatigen lielen.

Der NPW wurde als Anteil der richtig-negativen Untersuchungsergebnisse in Bezug auf alle

negativen Untersuchungsergebnisse ermittelt.

NPW = ———
RN + fn

Am Beispiel des Vergleichs der MRSA-PCR mit der MRSA-Routinekultur beschrieben, gibt der
NPW an, wie hoch der Anteil der in MRSA-PCR und MRSA-Routinekultur gemeinsam

negativen Testergebnisse an allen in der MRSA-PCR negativen Teste war — anders ausgedruickt,
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wie viel Prozent der negativen MRSA-PCR-Ergebnisse sich in der MRSA-Routinekultur
bestétigen liel3en.

Fur die statistische Auswertung wurde Stata 10.1 (Texas, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Charakterisierung der Studienkohorte

In die Studie wurden im Untersuchungszeitraum von 9/2016 bis 12/2016 insgesamt 1.689
Patienten eingeschlossen, wobei der Einschluss Patienten umfasste, die in der Rettungsstelle des
ukb routinemé&Big fiir das MRSA-Eingangsscreening vorgesehen waren.

In den einzelnen Untersuchungsabschnitten waren dies zwischen 14.9.-12.10.2016 insgesamt
553 mit Doppeltupfern abgestrichene Patienten. Der Abstrich mit ESwab bzw. MSwab erfolgte
in den Zeitrdumen 24.10.-11.11.2016 und 14.11.-4.12.2016 an 569 bzw. 567 Patienten.

In der Doppeltupfer-Gruppe war der Anteil an Mannern mit 60% signifikant hoher als in der
ESwab- (54%) und der MSwab-Gruppe (54%) (P-Wert fir beide Vergleiche: <0,05). Die
Altersverteilung war in allen drei Gruppen mit einem medianen Alter von 70 Jahren
(Doppeltupfer), 72 Jahren (ESwab) und 72 Jahren (MSwab) vergleichbar (Tabelle 4).

Tabelle 4: Charakteristika der untersuchten Patientengruppen

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

Maénnlich, Anteil 56% 60% 54% 54%
Alter, Median (IQR) 71 (57-81) 70 (53-81) 72 (57-81) 72 (58-81)
Patientenzahl 1.689 553 569 567
Anzahl abgestrichener
Lokalisationsgruppen, N

1 16 9 7 0

2 1.661 539 556 566

3 10 5 4 1

4 2 0 2 0

In der Rettungsstelle des ukb erfolgen bei MRSA-Risikopatienten routineméfig 2 Abstriche, die
in der Regel Nase/Rachen und Leiste/Perineum umfassen. Teilweise wird von dieser
Vorgehensweise abgewichen, und es werden dann Lokalisationen dieser Paare einzeln
abgestrichen. In einzelnen Fallen werden aulRerdem weitere Abstrichlokalisationen einbezogen.

Dies war in 179 Fallen auch im Studienzeitraum der Fall, wobei als Sonderlokalisationen
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hauptsachlich Wunden, PEG-Sonden, Dauerkatheter und Kombinationen hiervon in die
Untersuchungen eingeschlossen wurden.

Auch in der Verteilung der mit zusatzlichen Sonderlokalisationen eingeschlossenen Félle
bestand eine Ungleichverteilung zwischen den Untersuchungszeitraumen. In der Doppeltupfer-
Gruppe war diese Zahl mit 38 Féllen (6,9%) signifikant niedriger als in der ESwab- (77 Félle,
13,5%; P=0,0002) und der MSwab-Gruppe (64 Félle, 11,3%; P=0,01).

3.2. Molekulargenetische MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit vom Abstrichmedium

Uber den gesamten Studienzeitraum wurden mit dem Infinity in der Routine-MRSA-PCR 97
(5,8%) von 1.679 Patienten mit validem Testergebnis als MRSA-PCR-positiv klassifiziert. Die
Hé&ufigkeit MRSA-PCR-positiver Patienten in den drei Untersuchungsabschnitten mit dem
Infinity war mit 33 von 546 (6,0%) flr die Doppeltupfer, 35 von 566 (6,2%) fir die ESwab und
29 von 567 (5,1%) fiir die MSwab ungeféhr gleich verteilt (Tabellen 5 und 6).

Die in Tabelle 5 dargestellten Zahlen beziehen die Zahl der MRSA-PCR-positiven Patienten auf
alle untersuchten, d.h. auch derjenigen mit einem invaliden Testergebnis, wohingegen in Tabelle

6 lediglich die validen Testergebnisse berlicksichtigt wurden.

Tabelle 5: Untersuchungsergebnisse der MRSA-PCR in Abhéangigkeit vom Abstrichmedium.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen und nicht die Zahl der mit dem System

als MRSA-positiv oder -negativ Klassifizierten.

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

MRSA-PCR (Infinity), N (%)

Negativ 1.582 513 531 538

Positiv 97 (5,7%) 33 (6,0%) 35 (6,2%) 29 (5,1%)

Invalide 10 (0,6%) 7 (1,3%) 3 (0,5%) 0
MRSA-PCR (cobas 4800), N (%)

Negativ 3.158 1.047 1.057 1.054

Positiv 177 (5,3%) 54 (4,9%) 60 (5,4%) 63 (5,6%)
MRSA-PCR (BDmax), N (%)

Negativ 2.141 A 1.069 1.072

Positiv 133 (5,9%) /. 70 (6,2%) 63 (5,6%)
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Wahrend bei einer Betrachtung der isolierten Analyseergebnisse (Tabelle 5), d.h. beim
Vergleich der MRSA-PCR-Ergebnisse im Pool (Infinity) sowie in den einzelnen Ansdtze am
cobas 4800 und dem BD MAX, keine wesentlichen Unterschiede in Hinblick auf die Anzahl
positiver Testergebnisse feststellbar waren, zeigten sich beim Vergleich der Anzahl der mit
diesen Methoden als MRSA-positiv Klassifizierten voneinander abweichende Ergebnisse
(Tabelle 6).

Tabelle 6: Patientenbezogene Darstellung der MRSA-PCR Ergebnisse mit unterschiedlichen
Testsystemen in Abhangigkeit vom Abstrichmedium.

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

MRSA-PCR (Infinity), N (%)

Negativ 1.582 513 531 538

Positiv 97 (5,8%) 33 (6,0%) 35 (6,2%) 29 (5,1%)
MRSA-PCR (cobas 4800), N (%)

Negativ 1.564 515 525 524

Positiv 124 (7,4%) 38 (6,9%) 44 (1,7%) 42 (7,4%)
MRSA-PCR (BDmax), N (%)

Negativ 1.039 A 517 522

Positiv 97 (85%) /. 52 (9,1%) 45 (7,9%)

Betrachtet man die Untersuchungsergebnisse des cobas 4800, so lag der Anteil der mit dieser
Methodik insgesamt als MRSA-positiv klassifizierten Patienten bei 7,4% (124 von 1.688).
Dieser Unterschied im Vergleich zur Infinity-Untersuchung verfehlte ein statistisch signifikantes
Niveau nur knapp (P=0,07).

In den einzelnen Untersuchungszeitrdumen war die Zahl der mit der cobas-PCR MRSA-positiv
klassifizierten Patienten mit 6,9% (Doppeltupfer), 7,7% (ESwab) und 7,4% (MSwab) durchweg
hoher als bei der gepoolten Analytik mit dem Infinity-System.

Noch ausgepragter war dieses Phanomen mit dem BD MAX, der allerdings nur mit ESwab und
MSwab untersucht wurde. Hierbei lag der Anteil der MRSA-positiv Klassifizierten bei 8,5%
(insgesamt: 97 von 1136; ESwab: 9,1%, MSwab: 7,9%) und somit signifikant hoher verglichen
mit den Ergebnissen des Infinity (P<0,005).
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3.3. Einfluss des Abstrichmediums auf den Anteil invalider Ergebnisse in der MRSA-PCR

In der MRSA-PCR kommt es in seltenen Fallen zu technischen Problemen, die eine Auswertung
unmaoglich machen. Hieraus resultiert ein logistischer Mehraufwand, da — zumindest bei

Verwendung von Doppeltupfern — ein erneuter Abstrich beim Patienten notwendig ist.

Die Héaufigkeit invalider Testergebnisse in Abhéngigkeit von den verwendeten Abstrichmedien
ist in Tabelle 5 fir die MRSA-PCR auf dem Infinity dargestellt. Die Analytik mit den beiden
anderen Testsystemen (cobas 4800, BD MAX) wurde extern durchgefiihrt, und die Erfassung
und Dokumentation technischer Probleme erfolgte in diesen Fallen uneinheitlich, so dass eine
Betrachtung des Einflusses der unterschiedlichen Abstrichmedien auf diese beiden

Analysesysteme nicht mdglich war.

Im Gesamtkollektiv unserer Untersuchung kamen invalide Testergebnisse beim Infinity in 10
Fallen vor (0,6% aller PCR-Untersuchungen). Sieben von diesen invaliden Testergebnissen
traten in der Phase der Untersuchungen mit Doppeltupfern auf (1,3% der entsprechenden PCR-
Untersuchungen) wohingegen diese Problematik bei Verwendung von ESwab mit 3 invaliden
Testen (0,5%) tendenziell (P=0,19) und bei Verwendung von MSwab mit keinem invaliden Test
signifikant seltener auftrat (P=0,007). Im y2Test zeigte sich eine statistisch nicht signifikante
Tendenz fir eine Uberlegenheit der MSwab gegeniiber den ESwab in Hinblick auf die
Héaufigkeit invalider Teste (P=0,08).

3.4. Kultur-basierte MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit vom Abstrichmedium

Mit Hilfe der fur das ukb routinemaRig verwendeten kulturellen MRSA-Diagnostik wurden im
gesamten Studienzeitraum 59 von 1.689 Patienten (3,5%) als MRSA-positiv identifiziert
(Tabelle 7).

Da die Wahl des fir die kulturelle Diagnostik verwendeten Abstrichsystems einen Einfluss auf
das Ergebnis der kulturellen MRSA-Diagnostik haben  konnte, wurden die
Untersuchungsergebnisse der 3 Untersuchungsperioden, in denen Doppeltupfer, ESwab oder
MSwab verwendet wurden, miteinander verglichen.

Bei dieser getrennten Betrachtung zeigte der Anteil kulturell als MRSA-positiv diagnostizierter
Patienten in den drei Untersuchungsabschnitten interessanterweise relativ deutliche

Unterschiede. So fiel dieser mit dem routinemé&Rig durchgefuhrten Kultur-basierten Verfahren in
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der MSwab-Gruppe mit 2,3% signifikant niedriger aus als in der ESwab-Gruppe (4,6%)
(P<0,04) und war auch im Vergleich zur Verwendung von Doppeltupfern (3,6%) tendenziell
niedriger (P=0,19) (Tabelle 7).

Tabelle 7: Darstellung der patientenbezogenen Ergebnisse der kulturellen MRSA-Diagnostik
mit unterschiedlichen Testsystemen in Abhangigkeit vom Abstrichmedium.

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

MRSA-Routinekultur, N (%)

Negativ 1.630 533 543 554

Positiv 59 (3,5%) 20 (3,6%) 26 (4,6%) 13 (2,3%)
MRSA-Kultur (BI-PLATE 24h), N (%)

Negativ 1.643 538 548 557

Positiv 46 (2,7%) 15 (2,7%) 21(3,7%) 10 (1,8%)
MRSA-Kultur (BI-PLATE 48h), N (%)

Negativ 1.631 535 542 554

Positiv 58 (3,4%) 18(3,3%) 27 (4,8%) 13 (2,3%)

Auch bei einer Betrachtung der Untersuchungsergebnisse der isolierten Abstriche bestétigte sich
dieses Bild. VVon allen 3.376 Abstrichen im gesamten Untersuchungszeitraum waren 79 (2,3%)
in der kulturellen MRSA-Analytik positiv. Unter Verwendung von MSwab war der Anteil
MRSA-positiver Abstriche mit 1,7% (19 von 1.135) niedriger als bei Verwendung von
Doppeltupfern (2,6%, 29 von 1.102) oder ESwab (2,7%, 31 von 1.139), wobei ein statistisches
Signifikanzniveau von P<0,05 jeweils knapp verfehlt wurde (MSwab vs. Doppeltupfer, P<0,12;
MSwab vs. ESwab, P<0,09).

Zusétzlich zu unserem routinemalig verwendeten kulturellen MRSA-Diagnostikverfahren wurde
diese Diagnostik auch mit dem BI-PLATE System mit Ablesungen nach 24h bzw. 48h
vorgenommen. Die Zahl der MRSA-positiv klassifizierten Patienten war auch mit diesem
Untersuchungsverfahren unter Verwendung der MSwab niedriger als mit Doppeltupfern oder
ESwab (Tabelle 7). Statistisch signifikant waren diese Unterschiede fir den Vergleich von
MSwab und ESwab sowohl nach 24h (P<0,05) als auch nach 48h (P<0,03).
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3.5. Vergleich molekulargenetischer und Kultur-basierter MRSA-Diagnostikverfahren in
Abhéangigkeit vom Abstrichsystem

Vergleicht man die in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrten MRSA-Frequenzen der einzelnen

Untersuchungsabschnitte, so fallt auf, dass die Haufigkeit der auf Grundlage
molekulargenetischer Untersuchungsergebnisse als MRSA-positiv Kklassifizierten Patienten
durchweg deutlich hoher ausfiel als unter Verwendung von Kultur-basierten Verfahren.

Eine direkte und der Kultur-basierten

Gegeniberstellung der molekulargenetischen

Untersuchungsergebnisse sowie statistische Vergleiche sind in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Sowohl in der Doppeltupfer- als auch in der MSwab-Gruppe war die mit der MRSA-PCR
(Infinity) ermittelte MRSA-Pravalenz deutlich héher als mit den eingesetzten kulturellen MRSA-
Verfahren. Dieser Unterschied verfehlte lediglich in der Doppeltupfer-Gruppe beim Vergleich
von Infinity und MRSA-Routinekultur ein statistisches Signifikanzniveau von P<0,05 knapp.
Besonders stark ausgeprégt war der Unterschied zwischen MRSA-PCR und -Kultur unter
Verwendung der MSwab (5,1% (Infinity) vs. 2,3% (Routinekultur) / 1,8% (BI-PLATE 24h) /
2,3% (BI-PLATE 24h)).

Tabelle 8:
Untersuchungstechnik und Abstrichmedium. Vergleich der Kultur-basierten Ergebnisse mit der
MRSA-PCR (Infinity).

Héufigkeiten von als MRSA-positiv Klassifizierten in Abhéangigkeit von

Routinekultur BI-PLATE 24h BI-PLATE 48h Infinity

Nmrsa+/Ngesamt (%)  Nmrsa+/Ngesamt (%) Nvrsa+/Ngesamt (%)

P-Wert vs. Infinity

Nmrsa+/Ngesamt (%)

P-Wert vs. Infinity P-Wert vs. Infinity

59/1.689 (3,5%)  46/1.689 (2,7%)  58/1.689 (3,4%)

Gesamt 97/1.679 (5,8%)
P<0,002 P<0,0001 P=0,001
20/553 (3,6%) 15/553 (2,7%) 18/553 (3,3%)

Doppeltupfer 33/546 (6,0%)
P=0,06 P<0,007 P<0,03
26/569 (4,6%) 21/569 (3,7%) 27/569 (4,8%)

ESwab 35/566 (6,2%)
P=0,23 P=0,053 P=0,29
13/567 (2,3%) 10/557 (1,8%) 13/567 (2,3%)

MSwab 29/567 (5,1%)
P=0,01 P<0,003 P<0,02




Demgegentiber wich bei Verwendung der ESwab die MRSA-Pravalenz ermittelt mit der MRSA-
PCR (Infinity) nur geringfugig und statistisch nicht signifikant von den Ergebnissen der

verschiedenen kulturellen MRSA-Diagnoseverfahren ab.

Auffallig war in dieser Zusammenschau auf3erdem, dass sowohl mit dem Routinekulturverfahren
als auch mit dem BI-PLATE System die Haufigkeit MRSA-positiver Patienten in der ESwab-
Gruppe deutlich hoher war als in der MSwab- und in der Doppeltupfer-Gruppe. Dieser
Unterschied war im Vergleich ESwab vs. MSwab signifikant (Routinekultur (4,6% vs. 2,3%):
P<0,04, BI-PLATE 24h (3,7% vs. 1,8%): P<0,05, BI-PLATE 48h (4,8% vs. 2,3%): P<0,03).
Demgegenuber unterschieden sich die mit der MRSA-PCR ermittelten Zahlen MRSA-positiver
Patienten in den 3 Untersuchungszeitrdumen, d.h. unter Verwendung der verschiedenen
Abstrichmedien, nicht wesentlich voneinander (Doppeltupfer: 6,0%, ESwab: 6,2%, MSwab:
5,1%).

3.6. Vergleichende Betrachtung der molekulargenetischen und der kulturellen MRSA-

Diagnostik

Die mdglichen Einflussfaktoren der MRSA-Diagnostik mit molekulargenetischen Techniken
unterscheiden sich grundsatzlich von denen der kulturellen Untersuchungsverfahren. Insofern ist
eine vergleichende Betrachtung der diagnostischen Validitdt der molekulargenetischen
Untersuchungsergebnisse in Bezug auf das kulturelle Referenzverfahren von Interesse, welche

die mogliche Abhéngigkeit vom verwendeten Abstrichmedium mit einschlief3t.

Die entsprechenden Vergleiche sind in Tabelle 9 gegenuibergestellt.

In Bezug auf die kulturelle Referenzmethode fiir die MRSA-Diagnostik zeigte die MRSA-PCR
(Infinity) Uber den gesamten Untersuchungszeitraum einen sehr hohen negativ-pradiktiven Wert.
Lediglich 0,4% der Patienten wurden durch ein negatives Ergebnis in der MRSA-PCR
falschlicherweise als MRSA-negativ klassifiziert, obwohl in mindestens einem Abstrich in der
Kultur MRSA nachweisbar war.

Im Vergleich der verschiedenen Abstrichsysteme war der Anteil falsch-negativer Befunde unter
Verwendung der ESwab am hochsten (0,7%). Verglichen mit den entsprechenden Anteilen bei
Doppeltupfern (0,2%) bzw. MSwab (0,2%) stellte dieser Unterschied allerdings lediglich eine

Tendenz dar, die ein statistisches Signifikanzniveau verfehlte (P=0,19 bzw. P=0,17).
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Der positiv-pradiktive Wert der MRSA-PCR fiel erwartungsgemald gering aus (bezogen auf
Routinekultur (gesamt): 53,6%).

Auch hier zeigten sich Unterschiede mit den verschiedenen Abstrichsystemen. So war der
positiv-pradiktive Wert der MRSA-PCR unter Verwendung von ESwab (62,9%) hoher als im
Zeitraum der Abstriche mit Doppeltupfern (54,5%) bzw. MSwab (41,4%). Auch bei diesem
Vergleich waren die Unterschiede statistisch lediglich nicht signifikante Tendenzen (ESwab vs.
Doppeltupfer: P=0,49, ESwab vs. MSwab: P=0,09).

Tabelle 9: Darstellung der patientenbezogenen Ergebnisse der kulturellen MRSA-Diagnostik im
Vergleich zur MRSA-PCR (Infinity) in Abhéngigkeit vom Abstrichmedium. NPW: Negativ-
pradiktiver Wert (grin), PPW: Positiv-pradiktiver Wert (rot) jeweils fett in Klammern.

MRSA-PCR (Infinity), N

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

Negativ Positiv  Negativ Positiv  Negativ Positiv  Negativ ~ Positiv

Routinekultur
Negativ 1.576 45 512 15 527 13 537 17
(99,6%) (46,4%) (99,8%) (45,5%) (99,3%) (37,1%) (99,8%) (58,6%)

Positiv 6 52 1 18 4 22 1 12
(0,4%)  (53,6%) (0,2%) (54,5%) (0,7%)  (62,9%) (0,2%)  (41,4%)

BI-PLATE 24h

Negativ 1.579 54 512 19 529 16 538 19
(99,8%) (55,7%) (99,8%) (57,6%) (99,6%) (45,7%) (100%) (65,5%)

Positiv 3 43 1 14 2 19 0 10
(02%)  (44,3%) (0,2%)  (42,6%) (0,4%)  (54,3%) (34,5%)

BI-PLATE 48h

Negativ 1571 50 511 17 523 16 537 17
(99,3%) (51,6%) (99,6%) (51,5%) (98,5%) (45,7%) (99,8%) (58,6%)

Positiv 11 47 2 16 8 19 1 12

(0,7%)  (48,4%) (0,4%)  (48,5%) (1,5%)  (54,3%) (0,2%) (41,4%)

Auch im Vergleich der MRSA-PCR mit den kulturellen BI-PLATE Untersuchungen spiegelte

sich das Bild mit einem geringeren negativ-pradiktiven und einem hoheren positiv-préadiktiven
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Wert der MRSA-PCR mit ESwab im Vergleich zu den beiden anderen Abstrichmedien erneut
wider. Im BI-PLATE (48h) war der Anteil falsch-negativer Klassifizierungen mit dem ESwab-
Abstrich mit 1,5% signifikant hoher als im Vergleich zum Untersuchungszeitraum der MSwab-
Abstriche (0,2%, P<0,02). Dieser Unterschied zeigte sich ebenfalls als Tendenz im Vergleich zu
der mit Doppeltupfern abgestrichenen Gruppe (0,4%, P=0,06).

Die MRSA-Diagnostik mit Hilfe des cobas 4800 wurde am nicht gepoolten Material
durchgefuhrt, so dass eine direkte Gegenuberstellung der Ergebnisse in PCR und Kultur fur

jeden Abstrich moglich war (Tabelle 10).

Tabelle 10: Darstellung der Ergebnisse der kulturellen MRSA-Diagnostik im Vergleich zur
MRSA-PCR (cobas 4800) in Abhédngigkeit vom Abstrichmedium. NPW: Negativ-pradiktiver
Wert (grin), PPW: Positiv-pradiktiver Wert (rot) jeweils fett in Klammern.

MRSA-PCR (cobas 4800), N

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

Negativ Positiv  Negativ Positiv.  Negativ Positiv. Negativ ~ Positiv

Routinekultur
Negativ 3.150 107 1.044 28 1.052 35 1.054 44
(99,8%) (60,5%) (99,7%) (51,9%) (99,5%) (58,3%) (100%) (69,8%)

Positiv 8 70 3 26 5 25 0 19
02%)  (395%) (0,3%)  (48,1%) (0,5%)  (41,7%) (30,2%)

Auch hier zeigte sich der sehr hohe negativ-pradiktive Wert der MRSA-PCR (99,8%). Der
Anteil falsch-negativer Befunde der MRSA-PCR (cobas 4800) war beim MSwab (0 von 1.054)
im Vergleich zum ESwab signifikant (5 von 1.057, P<0,03) und im Vergleich mit Doppeltupfern
tendenziell (3 von 1.047, P<0,09) niedriger.

Fir die MRSA-PCR mit Hilfe des BD MAX war lediglich ein Vergleich zwischen ESwab und
MSwab moglich (Tabelle 11).

Die grundséatzlichen Testcharakteristika der MRSA-PCR mit einem hohen negativ-pradiktiven
und einem niedrigen positiv-pradiktiven Wert zeigten sich auch bei den Untersuchungen mit

dem BD MAX. Auch in dieser Untersuchung war bei Verwendung von MSwab im Vergleich zu
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ESwab der Anteil der falsch-negativen Befunde niedriger (P=0,1) und der Anteil falsch-positiver
Befunde hoher (P=0,29).

Tabelle 11: Darstellung der Ergebnisse der kulturellen MRSA-Diagnostik im Vergleich zur
MRSA-PCR (BD MAX) in Abhangigkeit vom Abstrichmedium. NPW: Negativ-pradiktiver
Wert (grin), PPW: Positiv-pradiktiver Wert (rot) jeweils fett in Klammern.

MRSA-PCR (BD MAX), N

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab

Negativ Positiv  Negativ Positiv  Negativ Positiv Negativ  Positiv

Routinekultur

Negativ 2.135 89 . /. 1.064 44 1.071 45
(99,7%)  (66,9%) (99,5%) (62,9%) (99,9%) (71,4%)
Positiv 6 44 . /.5 26 1 18
(0,3%)  (33,1%) 05%) (37,1%) (0,1%) (28,6%)

3.7. MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit von der Abstrichlokalisation

In den ,,Empfehlungen zur Pravention und Kontrolle von MRSA-Stdmmen in Krankenh&usern
und anderen medizinischen Einrichtungen* von KRINKO und RKI (2008) werden als regulédre
Abstrichlokalisationen Nase und Rachen sowie vorhandene Wunden genannt. Abstriche an
Leiste und Perineum sind nicht explizit fur das regelmdlige MRSA-Eingangsscreening
gefordert. Insofern ist ein Vergleich der MRSA-Untersuchungsergebnisse in Abhéngigkeit von

der abgestrichenen Lokalisation von Interesse (Diagramm 1).

In unserer Studie war eine Differenzierung der MRSA-Ergebnisse lediglich fir die kulturellen
Untersuchungsverfahren sowie fir die MRSA-PCR mit cobas 4800 und BD MAX mdglich, da
die routineméafRig im ukb durchgefiihrte MRSA-PCR (Infinity) an gepooltem Material erfolgt.

Auch in der nach Abstrichlokalisationen differenzierten Darstellung zeigte sich das in den
vorigen Abschnitten beschriebene Phanomen, dass die Haufigkeit MRSA-positiver Befunde mit

den molekulargenetischen Testverfahren deutlich héher war als mit den kulturellen.

Fur den Vergleich der PCR-Ergebnisse (cobas 4800) mit den Ergebnissen der Routinekultur war
dieser Unterschied fur Nase/Rachen (93 von 1.639 (5,7%) vs. 48 von 1.664 (2,9%), P=0,0001)
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und Leiste/Perineum (63 von 1.233 (5,1%) vs. 22 von 1.245 (1,8%), P<0,0001) hochsignifikant.
Vergleichbare Unterschiede zeigten sich auch unter Einbeziehung von Ergebnissen von Bl-
PLATE und BD MAX.

Im kulturellen MRSA-Nachweisverfahren waren Nasen/Rachen-Abstriche haufiger MRSA-
positiv als Abstriche von Leiste/Perineum (Routinekultur: 48 von 1.664 (2,9%) vs. 22 von 1.245
(1,8%), P=0,052, BI-PLATE 48h: 46 von 1.664 (2,8%) vs. 19 von 1.245 (1,5%), P<0,03).
Uberraschenderweise war bei den molekulargenetischen Untersuchungstechniken ein
Unterschied zwischen diesen beiden Abstrichregionen in einer vergleichbaren Grofenordnung
nicht feststellbar (cobas 4800: P=0,51, BD MAX: P=0,35) (Diagramm 1).

Diagramm 1: Ergebnisse der MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit von der Abstrichlokalisation.
Dargestellt sind die Ergebnisse des gesamten Untersuchungszeitraums.

8

7

6

Anteil MRSA-positver Abstriche [%]
N

0
Routinekultur BI-PLATE 48h cobas 4800 BD MAX
M Nase/Rachen 2,9 2,8 5,7 5,9
M Leiste/Perineum 1,8 1,5 5,1 6,9

Ob das Abstreichen von Leiste/Perineum zusétzlich zum Abstrich an Nase/Rachen einen
diagnostischen Vorteil hat, wurde im nachsten Schritt untersucht.

Fur eine Beurteilung, wie viele MRSA-positive Patienten beim Verzicht auf Leiste/Perineum-
Abstriche nicht identifiziert worden waren, wurde gegentbergestellt, wie haufig Abstriche an
Nase/Rachen bzw. Leiste/Perineum bei MRSA-positiv Klassifizierten positiv bzw. negativ
waren (Diagramm 2).
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Hierbei wurden die einzelnen Analysetechniken separat dargestellt und nur solche Patienten in
der Betrachtung beriicksichtigt, bei denen Nase/Rachen- und Leiste/Perineum-Abstriche
vorlagen, d.h. Patienten mit isolierten Abstrichen von Nase, Rachen, Leiste oder Perineum sind
in der Darstellung nicht enthalten. Hierdurch reduziert sich die Zahl der MRSA-positiven

Befunde im Vergleich zu den vorigen Abschnitten.

Diagramm 2: Ergebnisse der MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit von der Abstrichlokalisation.
Dargestellt ist der Ergebnisausfall der Untersuchungen von Nase/Rachen (NR)- und
Leiste/Perineum (LP)-Abstrichen im Vergleich bei Patienten, bei denen NR- und LR-Abstriche
vorlagen und mindestens einer davon MRSA-positiv war. Die unterschiedlichen MRSA-
Befundkonstellationen sind griin (NR-/LP+), rot (NR+/LP-) und blau (NR+/LP+) dargestellt.

100%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Anteil MRSA-positver Abstriche [%]

Routinekultur cobas 4800
B NR-/LP+ 5 18 27
B NR+/LP- 16 24 19
B NR+/LP+ 17 42 31

Von den insgesamt 79 in der Routinekultur MRSA-positiven Abstrichen erfolgten 38 in Paaren
Nase/Rachen & Leiste/Perineum (entsprechend 76 Abstriche). Fir die cobas 4800 bzw. BD
MAX MRSA-PCR waren dies 84 Paare (entsprechend 168 Abstriche) bzw. 77 Paare
(entsprechend 154 Abstriche).

Ausgehend von den Patienten mit Abstriche an Nase/Rachen & Perineum/Leiste wurden in der
Routinekultur allein von den Nase/Rachen-Abstrichen 87% aller MRSA-positiven erfasst, d.h.
durch den Verzicht auf das Abstreichen von Perineum/Leiste waren 13% der MRSA-positiven
Patienten nicht erfasst worden.

46



Geht man von den Zahlen der MRSA-PCR mit cobas 4800 bzw. BD MAX aus, waren 21% bzw.
35% der in dieser Technik MRSA-positiven Patienten bei Verzicht auf Perineum/Leisten-

Abstriche Gibersehen worden.

3.8. MRSA-Diagnostik in Abhangigkeit von Abstrichlokalisation und Abstrichmedium

Wegen der unterschiedlichen Anteile MRSA-positiver Kulturbefunde zwischen Nase/Rachen
einerseits und Leiste/Perineum andererseits wurden die entsprechenden
Untersuchungsergebnisse nach den jeweils verwendeten Abstrichmedien untergliedert, ob eine

Abhangigkeit von Letzteren besteht (Diagramm 3).

Diagramm 3: Ergebnisse der MRSA-Diagnostik (Routinekultur) in Abhéngigkeit wvon

Abstrichlokalisation und Abstrichmedium.
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Doppeltupfer ESwab MSwab

M Nase/Rachen 2,8 3,9 2
M Leiste/Perineum 1,7 1,9 1,7

Der Anteil MRSA-positiver Abstriche an Leiste/Perineum war in der Routinekultur konstant
niedrig und unabhéngig von der Verwendung von Doppeltupfern (7 von 407 (1,7%)), ESwab (8
von 420 (1,9%) oder MSwab (7 von 418 (1,7%)). Bei den Abstrichen an Nase/Rachen waren
MRSA-positive Befunde mit ESwab tendenziell hdufiger (22 von 560 (3,9%)) als mit
Doppeltupfern (15 von 541 (2,8%); P=0,29) oder mit MSwab (11 von 563 (2,0%), P=0,0501).

Dieser Befund spiegelt sich auch in der Darstellung wider, die den Ergebnisausfall von

Nase/Rachen- und Leiste/Perineum-Abstrichen in Kombination angibt (Diagramm 4).
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Diagramm 4: Ergebnisse der MRSA-Diagnostik (Routinekultur) in Abhéngigkeit wvon
Abstrichlokalisation und Abstrichmedium. Dargestellt ist der Ergebnisausfall der
Untersuchungen von Nase/Rachen (NR)- und Leiste/Perineum (LP)-Abstrichen im Vergleich bei
Patienten, bei denen NR- und LR-Abstriche vorlagen und mindestens einer davon MRSA-positiv
war. Die unterschiedlichen MRSA-Befundkonstellationen sind griin (NR-/LP+), rot (NR+/LP-)
und blau (NR+/LP+) dargestellt.
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Anteil MRSA-positver Abstriche [%]

Doppeltupfer ESwab MSwab
B NR-/LP+ 1 3 1
B NR+/LP- 2 11 3
B NR+/LP+ 6 5 6

So war mit ESwab der Anteil der MRSA-positiven Patienten, die ausschlieBlich im
Nase/Rachen-Abstrich positiv waren, mit 58% deutlich hoher als bei Abstrichen mit
Doppeltupfern (22%) und MSwab (30%). Die Aussagefahigkeit dieser Ergebnisse ist allerdings

bei sehr kleiner Fallzahl nur begrenzt.
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4. Diskussion

Die molekulargenetische MRSA-Analytik ist vor der Aufnahme von Patienten mit erhdhtem
Risiko fir eine MRSA-Besiedelung eine diagnostische Option, um zeitnah ein valide
Identifizierung von MRSA-Patienten zu erreichen. Hiervon ausgehend konnen dann weitere
MaRnahmen im Bereich Hygiene aber auch fur den weiteren Behandlungsablauf abgeleitet
werden (Kdck 2013, Peters 2014, Peterson 2010).

Da fur die Probennahme zur MRSA-Diagnostik unterschiedliche Abstrichmedien verfugbar sind,
die sich in unterschiedlicher Weise flr Verbesserungen im diagnostischen Ablauf eignen, war —
wie bereits in der Einleitung beschrieben — Zielstellung der dieser Arbeit zugrunde liegenden

Untersuchungen, die Beantwortung der folgenden Fragen:

e Welchen Einfluss hat das Abstrichmedium auf die Haufigkeit technisch invalider
Untersuchungsergebnisse in der molekulargenetischen MRSA-Analytik?

e Gibt es Hinweise auf vom Abstrichmedium abhangige Unterschiede in der
diagnostischen Validitéat der molekulargenetischen MRSA-Analytik bei Bezugnahme auf
die kulturbasierte Analytik als Referenzmethode?

e Gibt es Hinweise auf einen Einfluss der Abstrichmedien auf die Ergebnisse der
kulturbasierten MRSA-Analytik?

4.1. Gewahlter Studienansatz

Die Fragestellungen dieser Arbeit lieRen sich mit zwei grundsatzlich unterschiedlichen Ansétzen
bearbeiten. Der in Hinblick auf die Vergleichbarkeit direkteste Weg ware gewesen, bei allen
eingeschlossenen Patienten die betreffenden Korperregionen mit allen in Frage stehenden
Medien abzustreichen und alle Abstriche isoliert in die einzelnen Untersuchungsverfahren zu
geben. Hiermit ware gewahrleistet gewesen, dass der MRSA-Status der einbezogenen Patienten
fur alle untersuchten Abstrichsysteme identisch gewesen ware. AuRerdem wére eine bessere
Vergleichbarkeit der einzelnen MRSA-PCR-Verfahren moglich gewesen, da mit allen Systemen
PCR-Ergebnisse aller Einzelabstriche verfiighar gewesen wéren.

Anstelle dieses Ansatzes wurde bewusst ein anderes Vorgehen gewahlt, in dem das
molekulargenetische Routineverfahren mit einer gepoolten MRSA-PCR (Infinity) beibehalten

wurde. Primédr war diese Entscheidung darauf gestiitzt, dass die Routineabldufe fir dieses
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Diagnostiksegment so wenig wie moglich gedndert werden sollten. Weiterhin spielte ein
6konomischer Aspekt eine Rolle, da sich durch den Verzicht auf das Material-Pooling die
Kosten der MRSA-PCR (Infinity) ungefahr verdoppelt hatten. Aufgrund dieser Entscheidung
war die MRSA-PCR (Infinity) lediglich mit gepooltem Material durchgefiihrt gegen die anderen
PCR-Verfahren mit isoliert untersuchten Abstrichmaterialien zu vergleichen.

In der Auswertung wurde eine Vergleichbarkeit der Daten so hergestellt, dass die MRSA-PCR
(Infinity) jeweils den patientenbezogenen Ergebnissen der anderen PCR-Verfahren
gegenubergestellt wurden (Tabelle 6). Das patientenbezogene Ergebnis wurde dann als positiv
gewertet, wenn mindestens einer der involvierten Abstriche MRSA-positiv war, ein
patientenbezogen negativer Befund resultierte aus einem negativen MRSA-Nachweis fir alle
entsprechenden Abstriche.

Aufgrund des Poolings ist denkbar, dass durch einen méglichen Verdinnungseffekt der Anteil
falsch-negativer Ergebnisse in der MRSA-PCR (Infinity) hoher ausfiel. Diese Annahme findet
eine gewisse Unterstiitzung in den ermittelten patientenbezogenen MRSA-Prévalenzen, die mit
der MRSA-PCR (Infinity) mit 5,8% niedriger ausfiel als mit cobas 4800 bzw. BD MAX (7,4%
bzw. 8,5%) (Diagramm 5).

Diagramm 5: Haufigkeit als MRSA-positiv klassifizierter Patienten in Abhéngigkeit vom
gewahlten Untersuchungsverfahren. Die kulturellen Untersuchungsverfahren sind blau, die

molekulargenetischen griin dargestellt.
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Eine gewisse zusatzliche Unscharfe erhielt die Untersuchung dadurch, dass in die gepoolten
Untersuchungen der MRSA-PCR (Infinity) die abgestrichenen Sonderlokalisationen mit
einflossen, diese jedoch in der weitergehenden externen Studien-Diagnostik nicht berlicksichtigt
wurden. Auch wenn die Zahl der Félle mit Sonderlokalisationen in den einzelnen
Untersuchungsabschnitten niedrig war (Doppeltupfer: N=38, ESwab: N=77, MSwab: N=64),
wird hierdurch die Vergleichbarkeit der einzelnen Studienergebnisse mit der Infinity-PCR
eingeschrankt. Nimmt man an, dass die Wahrscheinlichkeit fir einen MRSA-Nachweis an
Sonderlokalisationen, wie Wunden oder Dauerkatheterm, hoher ist als an den
.Standardlokalisationen®, wiirde dies zu einer hoheren MRSA-Pravalenz mit der MRSA-PCR

(Infinity) fGhren.

Da ein Vergleich der verschiedenen MRSA-PCR-Techniken nicht Zielstellung der vorliegenden
Arbeit war und darlber hinaus die Anzahl der Félle mit Sonderlokalisationen niedrig war, ist die
nur beschrénkte Vergleichbarkeit der gepoolten MRSA-PCR (Infinity) mit den anderen
Verfahren nur von untergeordneter Bedeutung. Bei der Interpretation der diagnostischen
Validitat der PCR bezogen auf die Kulturverfahren (Tabelle 9), die weiter unten diskutiert wird,

sollte dieser Umstand jedoch beachtet werden.

Weiterhin wurde die Studie in 3 Untersuchungsperioden aufgeteilt, in denen die Abstriche mit
Doppeltupfern, ESwab bzw. MSwab vorgenommen wurden. Dieser Entscheidung lag im
Wesentlichen die Uberlegung zugrunde, dass das Abstreichen eines Patienten mit 3
unterschiedlichen Abstrichsystemen weder dem Patienten in der Aufnahmesituation noch dem
durchfuhrenden Personal im Routinebetrieb zumutbar gewesen ware.

Aus analytischer Sicht spielte noch ein weiteres Argument fir diese Entscheidung eine
bedeutende Rolle. Beim Abstreichen von identischen Regionen mit 3 Abstrichtupfern ist recht
wahrscheinlich, dass Qualitdt und Quantitdt des Materials beim ersten Abstrichsystem besser
oder zumindest anders waren als bei den folgenden. Neben der naheliegenden Reduzierung von
fiir den Abstrich erreichbarem Material, wére auch eine Anderung der Qualitit des Materials im

Sinne einer veranderten Vitalitat der entnommenen Erreger denkbar.

Eine derartige Uberlegung wird durch die Zahlen, die in Diagramm 1 widergegeben sind,

tendenziell unterstitzt:
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Die Relation zwischen positivem MRSA-PCR-Ergebnis und positivem MRSA-Kulturergebnis
lag bei Nase/Rachen-Abstrichen bei knapp 2,0, bei Abstrichen an Leiste/Perineum war sie mit
2,8 deutlich hoher. Dieser Unterschied waére einerseits mit einem héheren Anteil falsch-positiver
Befunde in der MRSA-PCR bei Abstrichen an Leiste/Perineum im Vergleich zu Nase/Rachen-
Abstrichen erklarbar. Eine mogliche Begrindung hierfur konnte sein — allerdings nur unter der
Annahme einer hoheren Empfindlichkeit der PCR im Vergleich zur Kultur —, dass an
Leiste/Perineum die erfassten MRSA quantitativ geringer waren als bei Abstrichen an
Nase/Rachen und dass ein Nachweis in einigen Fallen daher nur durch die MRSA-PCR mdglich
war. Die Annahme einer tendenziell geringeren Keimzahl an Leiste/Perineum im Vergleich zu
Nase/Rachen findet in der Literatur eine gewisse Unterstiitzung (Lauderdale 2010).

Eine ganz andere Sichtweise wiirde darin liegen, den Unterschied als Hinweis fiir mehr falsch-
negative Ergebnisse der MRSA-Kultur bei Leiste/Perineum-Abstrichen zu deuten. So kénnten
bei Abstrichen an Leiste/Perineum dhnliche Mengen an MRSA wie bei Nase/Rachen-Abstrichen
vorhanden gewesen sein, die allerdings in der erst genannten Lokalisationsgruppe eine geringere
Vitalitadt und somit eine reduzierte Nachweisbarkeit in Kulturverfahren zur Folge gehabt haben
konnten.

Insofern hétte eine Strategie mit dreifachem Abstreichen zwar einen Methodenvergleich bei
jeweils identischem MRSA-Status zur Folge gehabt, durch das in der Abstrichserie sich
verandernde Probenmaterial ware jedoch eine im Routinebetrieb schwer zu kontrollierende

maogliche Storgrole in die Untersuchung gebracht worden.

Der von uns gewdhlte Ansatz hat einige notwendige Voraussetzungen, die nach unserer
Einschatzung jedoch erfullt wurde. Eine Vergleichbarkeit der Zahlen aus den drei
Untersuchungszeitrdumen setzt voraus, dass eine ausreichend groRe Probenzahl je Zeitraum
untersucht wird und dass die MRSA-Préavalenz der Patienten Uber die Zeit weitgehend konstant
ist. Beide Bedingungen sind weitgehend erfullt. Je Untersuchungszeitraum wurden mehr als 500
Patienten eingeschlossen. Aus den Auswertungen des Bereichs Hygiene des ukb ist bekannt,
dass die Zahl der bei Aufnahme MRSA-positiven Patienten ber die Jahre weitgehend konstant
geblieben ist. AulRerdem sind ausgepragte Schwankungen der MRSA-Prévalenz (ber die

immerhin einige Wochen dauernden Untersuchungsintervalle wenig wahrscheinlich.
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4.2. Einfluss des Abstrichmediums auf den Anteil invalider Ergebnisse in der MRSA-PCR

Die verwendeten Doppeltupfer sowie die ESwab werden primar fur kulturelle
Untersuchungsverfahren verwendet, die MRSA-PCR (Infinity) ist allerdings flr diese beiden
Abstrichmedien gut untersucht und zertifiziert (Yarbrough 2018). Im Gegensatz hierzu wurden
die MSwab fir molekulargenetische Testverfahren optimiert und in erster Linie fur dieses
Einsatzgebiet entwickelt (Hofmann 2014, Peters 2017). Von daher ware nicht uUberraschend,
wenn sich in der Testperformance der MRSA-PCR Unterschiede zwischen diesen

Untersuchungsmaterialien zeigen wiirden.

Wie in Tabelle 5 dargestellt, war der Anteil invalider Testergebnisse im gesamten
Untersuchungszeitraum mit ca. 1% relativ niedrig.

Auch wenn die absolute Zahl der invaliden Testergebnisse in den Untersuchungszeitraumen mit
7 von 553 (1,3%) flr die Doppeltupfer, 3 von 569 fir die ESwab (0,5%) und 0 von 567 fur die
MSwab sehr gering war, waren die Unterschiede zwischen MSwab und Doppeltupfer statistisch
signifikant (P=0,007). Der Unterschied zwischen MSwab und ESwab einerseits und ESwab und
Doppeltupfer andererseits zeigte statistisch lediglich eine Tendenz (P=0,19 bzw. P=0,08).

Aufgrund der niedrigen Zahl der invaliden Ergebnisse sind die festgestellten Unterschiede mit
gewisser Vorsicht zu betrachten. Zum Einen konnten die Daten, die eine Uberlegenheit der
MSwab gegentber den Doppeltupfern hinsichtlich der Invalid-Rate bei der MRSA-PCR
nahelegen, trotz statistischer Signifikanz ein falsch-positives Ergebnis darstellen, zum Anderen
ist die Probenzahl fir eine sichere Erfassung von Unterschieden zwischen MSwab und ESwab
bzw. von ESwab und Doppeltupfern méglicherweise zu gering, so dass Unterschiede zwischen
MSwab und ESwab bzw. ESwab und Doppeltupfern in dieser Hinsicht nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden kénnen.

Allerdings wiirde sich eine Interpretation, dass MSwab den beiden anderen Abstrich-Systemen
bei molekulargenetischen Testen (berlegen sind, mit der Intention der Produktentwicklung
decken (Hofmann 2014, Peters 2017).
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4.3. Einfluss des Abstrichmediums auf die diagnostische Validitdt der MRSA-PCR in
Bezug auf die MRSA-Routinekultur

Wahrend die Haufigkeit nicht auswertbarer Analysen eher fir die Arbeitsabléaufe bedeutsam ist,
ist der Einfluss von Anderungen am Abstrichsystem auf die Aussagekraft der Analytik von

zentraler diagnostischer Relevanz.

Das Einsatzgebiet der MRSA-PCR besteht im Wesentlichen darin, einen sicheren Ausschluss
einer MRSA-Besiedlung zu gewahrleisten. Dieser Ansatz stiitzt sich auf den bekanntermafen
hohen negativ-pradiktiven Wert der MRSA-PCR (Widen 2014, Peterson 2017, Yarbrough
2018). Das bedeutet, dass ein negatives Ergebnis in der MRSA-PCR im Regelfall durch einen
negativen Befund in der MRSA-Routinekultur bestétigt wird. Aufgrund einer in Bezug auf die
Kultur nicht sehr hohen Spezifitat und einer auch im selektierten Patientengut relativ niedrigen
MRSA-Pravalenz ist der positiv-pradiktive Wert der MRSA-PCR jedoch gering (Roisin 2012).
Positive MRSA-PCR-Befunde werden daher nicht selten von negativen Ergebnissen in der
Kultur gefolgt und korrigiert.

Diagramm 6: Anteil richtig-negativer Befunde der MRSA-PCR in Bezug auf den routineméfig
durchgefuhrten kulturellen MRSA-Nachweis.

100
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99
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Im gesamten Untersuchungszeitraum war der negativ-pradiktive Wert der MRSA-PCR mit
99,6% sehr hoch (Diagramm 6), was mit der Literatur gut im Einklang steht (Widen 2014,

54



Peterson 2017, Yarbrough 2018) (Tabelle 9). Vergleicht man die entsprechenden Werte in den
einzelnen Untersuchungsperioden, d.h. in Abh&ngigkeit vom verwendeten Abstrichsystem, so

zeigten sich lediglich geringfiigige, statistisch nicht signifikante Unterschiede (Diagramm 6).

Unter Verwendung von Doppeltupfern und MSwab lag der Anteil falsch-negativer Befunde in
der MRSA-PCR bei jeweils 0,2%, was einem NPW von 99,8% entspricht. Im Zeitraum, in dem
mit ESwab abgestrichen wurde, waren 0,7% falsch-negative Befunde (NPW: 99,3%) feststellbar.
Diese Relation war sowohl beim Vergleich MRSA-PCR (Infinity) vs. MRSA-Routinekultur/BlI-
PLATE (Tabelle 9) als auch unter Beriucksichtigung der anderen MRSA-PCR-Verfahren

(Tabellen 10 und 11) weitgehend identisch nachweisbar (Diagramm 6).

Eine Interpretation dieser Befunde kann von zwei Seiten vorgenommen werden:

Einerseits ist denkbar, dass mit dem ESwab-System eine geringere Zahl von Erregern beim
Abstrich aufgenommen wird und dass — in diesem Fall unter Annahme einer geringeren
Sensitivitat der MRSA-PCR gegeniiber den MRSA-Kulturverfahren — hierunter insbesondere die
molekulargenetischen Nachweisen haufiger falsch-negativ ausfallen. Diese Annahme wird durch
die Literatur zu den beflockten ESwab wenig unterstutzt (Verhoeven 2010, Silbert 2014,
Warnke 2014). So wird fir diese Tupferart eine im Vergleich zum Viskose-Doppeltupfer gute
Erregeraufnahme und anschlieBend auch Abgabe beschrieben. Weiterhin wirde diese Erklarung
Unterschiede zwischen ESwab und MSwab, die beide identische Tupfer verwenden, nicht
erklaren.

Eine andere Erklarungsmdglichkeiten kdnnte darin bestehen, dass das Puffersystem im ESwab-
System Komponenten enthalt, die die Empfindlichkeit des molekulargenetischen Verfahrens
reduziert. In den Doppeltupfer- und ESwab-Systemen ist Stuart- bzw. Amies-Medium vorgelegt,
um das Material befeuchtet zu halten und die Erreger-Vitalitat zu erhalten (Saegeman 2011). Im
MSwab-System wird hierfiir ein spezifisch fir dieses Produkt entwickelter Transportpuffer
verwendet (Hofmann 2014, Peters 2017). In den ESwab sind keine Substanzen enthalten, die
bekanntermaBBen wesentlich mit molekulargenetischen Techniken interagieren, insofern ware
eine selektive Beeintrachtigung der MRSA-PCR durch den Puffer des ESwab wenig

nachvollziehbar.

Die Untersuchungsergebnisse lassen sich allerdings auch von einer anderen Seite betrachten.

Wahrend die vorige Beschreibung davon ausging, dass maligeblich fur die Unterschiede der
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negativ-pradiktiven Werte mit den verschiedenen Abstrichsystemen eine unterschiedliche Zahl
falsch-negativer Befunde in der MRSA-PCR war, kdnnte auch so argumentiert werden, dass das
ESwab-Medium die Vitalitdit der Erreger am besten erhdlt und so die kulturbasierten
Untersuchungsverfahren noch sensitiver MRSA erfassen kénnen. Denkbar wére daher eine
Konstellation mit vergleichbar sensitiver MRSA-PCR mit allen drei Systemen und einer
vergleichsweise besseren Sensitivitat der MRSA-Kulturdiagnostik mit den ESwab. Hieraus
wirde ein im Vergleich zu Doppeltupfern und MSwab scheinbar schlechterer NPW resultieren.
Der Unterschied konnte jedoch letztendlich auch schlichtweg daraus resultieren, dass die
MRSA-Pravalenz im ESwab-Untersuchungszeitraum hoher war (MRSA-PCR: Tabelle 6,
MRSA-Kultur: Tabelle 7) als in den beiden anderen Zeitrdumen. Aufgrund der Abhéngigkeit
des negativ-pradiktiven Wertes von Sensitivitat, Spezifitdt und Pravalenz wére auch dies eine
mdogliche Erklarung. Diese Argumentation wirde durch die von uns ermittelten MRSA-
Prévalenzen in der Kulturdiagnostik nicht aber der PCR gestitzt. Hierauf wird in den spateren
Abschnitten noch eingegangen werden.

Insgesamt erscheint der Einfluss des Abstrichmediums auf die diagnostische Validitat der
MRSA-PCR jedoch so gering, dass er fur die klinisch-diagnostischen Ablaufe vermutlich

praktisch nicht relevant ist.

4.4. Einfluss des Abstrichmediums auf die kulturbasierte MRSA-Diagnostik

Das Medium eines Transportgefdles kann einen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis eines
kulturellen Erregernachweises nehmen. So sind — beeinflusst unter anderem auch durch die
Lagerungsbedingungen — beispielsweise die Anreicherung bestimmter Erreger moglich oder aber
bei anspruchsvollen Erregern auch der selektive Verlust vitaler Keime.

Das bei Doppeltupfern und ESwab verwendete Stuart- bzw. Amies-Medium soll ein breites
Spektrum an Erregern unterstitzen (Saegeman 2011), wobei das Amies-Medium als
Weiterentwicklung des Stuart-Mediums nach Angaben von COPAN die Vitalitat empfindlicher
Erreger wie beispielsweise Neisseria gonorrhoeae besser erhalten soll. Fir das MSwab-
Transportmedium wird durch COPAN eine Eignung fir Gram positive aerobe und fakultativ

anaerobe Bakterien beschrieben.

Die in Tabelle 8 dargestellten Daten, die in anderer Form in Diagramm 7 wiedergegeben sind,
stellen die Ergebnisse der Routine-PCR und der Routine-Kultur gegenuiber. Sie legen nahe, dass
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auch in unseren Untersuchungen ein moglicher Einfluss der Transportmedien auf die Ergebnisse

der kulturellen MRSA-Diagnostik nachweisbar war.

Die mit der MRSA-PCR (Infinity) ermittelte Pravalenz MRSA-positiver Patienten war tber alle
Untersuchungszeitraume weitgehend konstant, was auch der Erfahrung im Haus entspricht, dass
es zu keinen starken Schwankungen hinsichtlich der MRSA-Pravalenz ber die Zeit kommt.

Demgegenuber zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede in den mit kulturellen Verfahren
ermittelten Werten. Sie lagen grundsétzlich niedriger als bei den PCR-Nachweisen. Dies
entspricht den publizierten Daten zu diesem Thema (Roisin 2012, Patel 2015) und ist durch
falsch-positve Ergebnisse in der MRSA-PCR und zum Teil vermutlich auch durch den

molekulargenetischen Nachweis nicht mehr vitaler MRSA bedingt.

Diagramm 7: Patientenbezogene Ergebnisse der MRSA-Diagnostik in Abhéngigkeit vom
Abstrichmedium. Das Verhéltnis der MRSA-Pravalenzen in Form des Quotienten (Anteil
MRSA-PCR positiv)/(Anteil MRSA-Kultur positiv) ist Uber den Saulen-Paaren in Klammern
angegeben. Die P-Werte der Vergleich der einzelnen MRSA-Kulturergebnisse sind dargestellt.

P=0.19

[y
o

P=0,42 P=0,035

(1,7) (1,7) (1,3) (2,2)

Anteil MRSA-positver Abstriche [%]
o = N w D (9] D ~ [o0] o

Gesamt Doppeltupfer ESwab MSwab
B Routinekultur 3,5 3,6 4,6 2,3
B MRSA-PCR (Infinity) 5,8 6 6,2 51

Am hdochsten war die kulturell ermittelte MRSA-Pravalenz in der ESwab-Gruppe mit 4,6%. In
der Doppeltupfer-Gruppe bzw. MSwab-Gruppe lag diese Zahl mit 3,6% bzw. 2,3% deutlich
niedriger. Die Diskrepanz zwischen MRSA-PCR- und -Kulturzahlen war fir die MSwab
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(P=0,01) signifikant, fiir die Doppeltupfer verfehlte der statistische Test ein signifikantes Niveau
nur knapp (P=0,06).

Auch der Vergleich der kulturell ermittelten MRSA-Pravalenzen zwischen ESwab-Gruppe auf
der einen und MSwab- bzw. Doppeltupfer-Gruppe auf der anderen weist darauf hin, dass die
MSwab — zumindest in unseren Studiendaten — hinsichtlich der kulturellen Analytik diagnostisch
unterlegen sind. Die kulturell ermittelte MRSA-Pravalenz in der MSwab-Gruppe war signifikant
niedriger als in der ESwab-Gruppe (P<0,04) und tendenziell niedriger als in der Doppeltupfer-
Gruppe (P=0,19).

Wie bereits erwéhnt, erscheint eine starke Abh&ngigkeit der Empfindlichkeit der MRSA-PCR
vom Abstrichsystem nicht sehr wahrscheinlich, was durch die weitgehend gleichen Zahlen fir
die PCR-ermittelten MRSA-Pravalenzen mit allen drei Abstrichsystemen bestétigt zu sein
scheint. Insofern ist eine wahrscheinliche Ursache fur die im kulturellen Verfahren mit dem
Abstrichmedium schwankenden MRSA-Zahlen darin zu sehen, dass die Vitalitdt der im
Probenmaterial enthaltenen Erreger im Wesentlichen bei MSwab aber auch bei Doppeltupfern
nach Abnahmen, Zwischenlagerung und Transport stérker eingeschrankt war als unter

Verwendung der ESwab.

Die letztgenannte Interpretation wirft auch ein anderes Licht auf die umfangreich beschriebene
geringe Spezifitdt der MRSA-PCR, die sich in einer relativ hohen Zahl falsch-positiver PCR-
Ergebnisse niederschlagt (Roisin 2012, Patel 2015). In unserer Untersuchung lag diese bezogen
auf die MRSA-Routinekultur bei mehr als 45% (Tabelle 9), d.h. nur etwas mehr als 50% der
positiven MRSA-PCR-Ergebnisse wird im Kulturverfahren letztendlich bestatigt. Neben der
nicht perfekten Spezifitat der PCR fiir MRSA wird zu dieser Tatsache vermutlich zu einem nicht
unerheblichen Teil auch der Umstand beitragen, dass mit der PCR nicht mehr vitale Erreger oder
aber Erreger, die nach Abnahme, Zwischenlagerung und Transport nicht mehr teilungsféhig sind,

nachgewiesen werden.

Unterschiede in den Zwischenlagerungs- und Transportzeiten zwischen den einzelnen
Untersuchungszeitrdumen wéren weitere mogliche Ursache flr die festgestellten Unterschiede,
die nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kdnnen. Allerdings sind sie aufgrund der
Lange der einzelnen Untersuchungsabschnitte und der Anwendung indentischer Regelungen fiir

Zwischenlagerung und Transport wenig wahrscheinlich als relevante StorgréfRen aufzufassen.
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4.5. Bedeutung der Abstrichregionen fur die MRSA-Diagnostik

Wie bereits in einem friiheren Abschnitt erwahnt, werden in den ,,Empfehlungen zur Pravention
und Kontrolle von MRSA-Stdmmen in Krankenhdusern und anderen medizinischen
Einrichtungen® von KRINKO und RKI (2008) als reguldre Abstrichlokalisationen Nase und
Rachen sowie vorhandene Wunden genannt.

Um zu ermitteln, welchen Beitrag der zusétzliche Abstrich an Leiste/Perineum zur
Identifizierung von MRSA-positiven Patienten leistet, wurde die Ergebnisse von Nase/Rachen
und Leiste/Perineum gegeniibergestellt. Da in dieser Studie lediglich die Ergebnisse fur Nase,
Rachen, Leiste und Perineum sowie Kombinationen erfasst wurden, nicht aber diejenigen der
Sonderlokalisationen, kann der Beitrag der Abstriche an Sonderlokalisationen fiir die MRSA-
Diagnostik leider nicht abgeschétzt werden. Darlber hinaus kann in die Betrachtung auch die
MRSA-PCR mit dem Infinity nicht einbezogen werden, da in dieser Routinemethode des ukb die

Abstrichlokalisationen generell gepoolt analysiert werden.

Betrachtet man die Daten in Diagramm 2, so wird aber augenféllig, dass in Abhangigkeit von
der Untersuchungsmethode zwischen 13% bis 35% der MRSA-positiven Patienten tbersehen
worden waren, wenn ein Abstrich an Leiste/Perineum nicht erfolgt ware.

Insofern erscheint eine Einbeziehung dieser Lokalisationen in das MRSA-Eingangsscreening
sinnvoll zu sein. Auch hier ist wegen einer relativ geringen Zahl MRSA-positiver Falle bzw.

Untersuchungen Vorsicht bei einer Generalisierung der Ergebnisinterpretation geboten.
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5. Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestdtigen die gute Eignung der MRSA-PCR als
Ausschlussdiagnostik im Rahmen eines MRSA-Eingangsscreenings aufgrund ihres hohen
negativ-pradiktiven Wertes. Der positiv-pradiktive Wert der MRSA-PCR ist gering, so dass sich
diese Methode fur einen sicheren (positiven) Nachweis einer MRSA-Besiedelung wenig eignet.
Der Einschluss der Abstrichregion Leiste/Perineum zusétzlich zu den von der KRINKO
genannten Standardregionen Nase/Rachen sowie Sonderlokalisation erscheint aufgrund der
Untersuchungsergebnisse sinnvoll, da ein relevanter Anteil der MRSA-positiven Patienten
(abhangig von der Untersuchungsmethode 13-35%) ohne Berlcksichtigung des Leiste/Perineum-
Abstrichs falsch-negativ klassifiziert worden wéren.

Wihrend die diagnostische Validitdt der MRSA-PCR durch die in dieser Arbeit untersuchten
Abstrichmedien — Doppeltupfer, ESwab und MSwab — nicht wesentlich beeinflusst wurde, war
der Anteil der nicht auswertbaren MRSA-PCR-Ergebnisse mit den MSwab deutlich niedriger als
bei ESwab und Doppeltupfern. Auch die ESwab verhielten sich in dieser Hinsicht gunstiger als
die Doppeltupfer. Unter Berlcksichtigung der zumindest in unserer Analytik weiterhin
bestehenden Vorteile von ESwab oder MSwab, beispielsweise die Automatisierbarkeit der
Prozesse der kulturellen Analytik im Anschluss an die MRSA-PCR, sind diese Abstrichmedien

flr die analytischen Abléaufe glnstig.

Auch wenn die Studienergebnisse aufgrund des gewdahlten Designs nicht mit letzter Sicherheit
beweisen, dass das Ergebnis der kulturellen MRSA-Diagnostik vom Abtrichmedium beeinflusst
wird, so legen unsere Ergebnisse doch nahe, dass die Sensitivitit der MRSA-Kultur bei

Verwendung der ESwab groRer ist als bei Doppeltupfern oder MSwab.
In der Zusammenschau der Ergebnisse wurde in unserer Klinik im Anschluss an die

Untersuchung eine Umstellung der Abstrichmedien der MRSA-Diagnostik von den

Doppeltupfern auf ESwab vorgenommen.
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