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Vergleich von Clumping-Tests
fur die Staphylokokken-Diagnostik
Comparison of different clumping tests for the differentiation of staphylococci

Christine Braulke, W. Witte
Robert Koch-Institut des Bundesgesundheitsamtes, Bereich Wernigerode

Zusammenfassung:

Fiinf verschiedene Testsysteme zur schnellen Differenzierung zwischen Staphylococcus
aureus und koagulasenegativen Staphylokokken (KNS), die auf dem Nachweis des Clum-
ping factors und zum Teil von Protein A beruhen, wurden hinsichtlich der Spezifitét ver-
glichen. Insgesamt wurden 182 Staphylokokken-Stimme gepriift. Diese setzten sich
zusammen aus 66 methicillinempfindlichen Wildstdmmen von S. aureus, 10 methicillin-
resistenten S. aureus (MRSA) aus jeweils 10 Ausbriichen von nosokomialen Infektionen
und 26 S. aureus-Teststimmen. Von den untersuchten 80 KNS wurden 30 Teststimme
verschiedener Spezies und 50 Wildstdmme untersucht.

Von den 102 S. aureus-Stimmen reagierten durchschnittlich 84,7% positiv; von den 80
KNS-Starmmen reagierten durchschnittlich 91,3% negativ.

»Falsch-positive” und ,falsch-negative” Reaktionen traten hauptséchlich bei den Test-
stimmen auf. .

Von 10 MRSA blieb der Klumpungstest bei 1-3 Stdmmen in unterschiedlichen Test-Kits
negativ. \

N

Schliisselwérter: _
Staphylokokken-Diagnostik — Clumping factor — Schnelltests .

Summary:
Five different test kits for rapid differentiation between S. aureus and coagulase negative
staphylococci (CNS) were compared for specificity of reaction. Altogether 182 strains
consisting of 66 methicillin-sensitive wild strains of S. aureus (MRSA) from 10 outbreaks
of nosocomial infections, 26 S. aureus reference strains, 50 wild strains and 30 reference
—- strains of coagulase negative staphylococci were investigated. Of the S. aureus strains,
83% exhibited positive reactions and 91% of CNS negative reactions. “False positive”
and “false negative” reactions were mainly observed in reference strains. Among 10
MRSA, 1 to 3 strains remained negative in different test kits.
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tein auf der Zelloberflache von S. aureus, das mit Fibrino-
gen in Verbindung tritt und dadurch zu einem Verklumpen
der S. aureus-Zellen fiihrt [5), es wurde friher falsch als

i Einleitung

Die Spezies Staphylococcus aureus unterscheidet sich

von den koagulasenegativen Staphylokokken-Spezies
durch die Bildung von Proteinen, die eine Gerinnung von
Blutplasma auslésen bzw. mit Fibrinogen reagieren. Es
handelt sich dabei um die Koagulase als freies Enzym, das
vergleichbar mit der Thrombokinase Prothrombin in
Thrombin umwandelt [1] sowie um den Clumping factor.
Es gab frithere Hinweise [2], daB beide nicht identisch
sind, die durch eine neue Untersuchung in Frage gestelit
wurden [3]. Letztlich hat die genetische Analyse die Ver-
schiedenheit bestitigt [4]. Der Clumping factor ist ein Pro-

~gebundene” Koagulase bezeichnet. Der Clumping factor
hat ein Molekulargewicht von etwa 60000 D. Das Protein
ist reich an basischen Aminosauren, sein isoelektrischer
Punkt liegt zwischen 10,2 und 10,8 [6].

Wegen der einfachen Durchfiihrung und dem unmittel-
baren Vorliegen des Testergebnisses wurde der Nachweis
des Clumping factors unter Verwendung von Human-
plasma friiher haufig fiir die Diagnostik von S. aureus ein-
gesetzt. Der erhebliche Nachteil sind hier Félle von falsch-
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positiven Reaktionen bei KNS [8-10}; wahrscheinlich als
Folge des Vorhandenseins von Antikérpern gegen KNS-
Stamme im Humanplasma.

Inzwischen gibt es verschiedene kommerziell hergestelite
Clumping Test-Kits, von denen mehrere zusétzlich den
Nachweis von Protein A mit einschlieBen. Es handelt sich
dabei um Partikel-Agglutinationstests (Erythrozyten oder
Latex); neben Fibrinogen sind Immunoglobulin G oder
monoklonale Antikérper gegen Protein A an die Partikel-
oberflache gebunden [8, 11-13].

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, verschiedene
kommerziell hergestelite Test-Kits hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit und Spezifitat miteinander zu vergleichen.
Ausgehend von Untersuchungen Ulber das Fehlen des
Clumping factors bei methicillinresistenten S. aureus
[14, 15] wurden dabei auch genotypisch verschiedene
Stamme von MRSA (4) aus Ausbriichen nosokomialer In-
fektionen in Deutschland untersucht.

Material und Methoden

S. aureus-Stamme (Koagulase-positiv):

- S. aureus-Teststamme: S. aureus H1, Cowan |, Wood

46, S. aureus CCM 885, S. aureus des internationalen

Basissatzes fiir die Lysotypie von S. aureus

Lysogruppe I: PS 29, PS 52, PS 52A/79, PS 80

Lysogruppe ll: PS 3A, PS 3C, PS 55, PS 71

Lysogruppe lil: PS6, PS 42E, PS 47, PS 53, PS 54, PS 75,
PS 77, PS 83A, PS 84, PS 85

— S. aureus-Stamme fiir Experimentierphagen: PS 81, PS

94, PS 95, PS 96

— S. aureus-Wildstdmme (n = 66) methicillinempfindliche

Stamme vom Menschen aus klinischem und ambulantem

Bereich; 10 MRSA-Wildstamme aus 10 Ausbrichen von

Infektionen in verschiedenen Krankenhausern Deutsch-

lands.

Koagulase-negative Staphylokokken:

— Teststamme
S. arlettae DSM 20672, S. auricularis ATCC 33753, S.
capitis ssp. capitis CCM 37234, S. capitis ssp. ureolyti-
cus ATCC 49326, S. caprae CCM 3573, S. carnosus DSM
20501, S. caseolyticus ATCC 13548, S. chromogenes
CCM 3387, S. cohnii ssp. cohnii CCM 2736, S. cohnii

ssp. ureolyticus ATCC 49330, S. delphini DSM 20771, S.’

epidermidis CCM 2124, S. equorum DSM 20674, S. felis
ATCC 49168, S. gallinarum CCM 3572, S. haemolyticus
CCM 2737, S. hominis DSM 20328, S. hyicus CCM 2368,
S. intermedius CCM 5739, S. kloosi DSM 20676, S. len-
tus CCM 2598, S. lugdunensis ATCC 4389, S. muscae
CCM 4175, S. saprophyticus CCM 883, S. schleiferi ssp.
coagulans GA 211, S. schleiferi ssp. schleiferi ATCC
43808, S. sciuri ATCC 29062, S. simulans CCM 2705, S.
warneri CCM 2370 und S. xylosus CCM 2738.

- KNS-Wildstamme der Spezies S. epidermidis '(31), S.
haemolyticus (8), S. hominis (1), S. saprophyticus (2),
S. capitis (2), S. warneri (1), S. simulans (1), S. lugdu-
nensis (1) und als koagulasepositiven, aber Clumping
factor-negativen Stamm S. intermedius (1) aus Blutkul-
tur, Urin, Bronchial-Sekret und Wundinfektionen.
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Néhrmedien und Préparate:

Mueller-Hinton-Agar von Unipath GmbH Wesel, Deutsch-
land, mit Zusatz von Schafblut 5% zur Kultivierung der
Staphylokokkenstamme und zur Beurteilung des Haemo-
lysin-Typs. NaCl-Lésung 0,9%ige in 5 ml Abfillungen.

0. Human-Plasma flissig (Blutspendedienst des DRK
Sachsen-Anhalt/Institut GmbH Dessau).

Von den kommerziell vertriebenen Haemagglutinations-
und Latextests zum Nachweis des Kiumpungsfaktors bzw.
Protein A wurden geprift:

1. Staph-aurex , Wellcome Diagnostics, Dartford, England

2. Slidex Staph-Kit bio Merieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich

3. Bacto-Staph-Latex-Test, Difco Laboratories, Detroit,
USA

Das Prinzip dieser drei Tests beruht auf Latexpartikeln, die
mit Fibrinogen und IgG beschichtet sind. Bei Vermischen
einer Staph. aureus-Suspension und diesem Reagenz ver-
klumpen die Latexpartikel durch die Reaktion des Klum-
pungsfaktors mit Fibrinogen und/oder Protein A mit IgG.

4. Fibrinogen-Institut GmbH Dessau [6], Deutschland

Gereinigtes, stabilisiertes Fibrinogen, welches mit dem

Clumping factor reagiert.

5. Bactident  Staph-Diagnostik
" Deutschland

Hamagglutinationstest; durch stabilisiertes und mit
Hammelerythrozyten sensibilisiertem Fibrinogen kommt
es zur Verklumpung mit dem Proteinrezeptor von S.
aureus.

Merck, Darmstadt,

Methoden

Zum Nachweis des Clumping factor werden Kolonien des
zu prifenden Stammes auf einem Objekttrager in einem
Tropfen 0,9%iger NaCl-Lésung suspendiert. Dicht neben
diesem Tropfen wird ein Tropfen des jeweiligen Prapara-
tes (Humanplasma oder Fibrinogen) gesetzt und mit der
Bakterien-NaCl-Suspension homogen vermischt. Bei posi-
tiver Reaktion kommt es zum Verklumpen der S. aureus-
Zellen [6].

Die Fibrinogenpraparate sind durch Zusatz von Na;-EDTA
(Endkonzentration 5 mM) stabilisiert und von Natriumazid
(Endkonzentration 0,02%) konserviert.

Na,-EDTA bindet Calciumionen und inaktiviert damit
gegebenenfalls noch vorhandene Spuren von Prothrom-
bin.

Der Nachweis der Koagulase wird wie bei Voigt et al. [5]
beschrieben durchgefiihrt. Der Staph-aurex-Test von Well-
come basiert wie Slidex-Staph bio Merieux und der
Staph-Latex-Test von Difco auf einer Kombination von La-
tex- und Haemagglutinations-Test zum Nachweis des
Klumpingfaktors, Protein A und anderer immunologi-
schen Spezifika von S. aureus [11].

Der Bactident-Staph-Test von Merck wird als Haemagglu-
tinations-Test zur schnellen Identifizierung von S. aureus
beschrieben. Bei der Mischung von S. aureus-Stammen
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" Tabelle 1: Vergleich von Clumping-Tests in der Stabhylokokkendiagnostik

Spezies __ Unter- 0. 1. 2. 3. 4. 5.
suchte Humanplasma  Staph-aurex Slidex-Staph.  Staph-Latex-Test Fibrinogen Bactident-Staph
Stamme - *
+ pos neg = pos neg =+ pos neg =+ pos neg + pos neg =+ pos neg
S. aureus, T 102 ‘a4 92 6 1% 84 3 5 95 2 20 80 2 4 89 9 9 89 4
in% 39 902 59 14,7 82,4 2,9 49 93119 16,7 78,4 1,9 39 87,388 88 873 39
davon: 26 4 20 2 13 12 1 4 21 1 6 19 1 4 18 4 2 23 1
S. aureus in% 15,4 769 7.8 50 46,2 3,8 13,4 80,8 3,8 23,0 73,1 3,8 13,4 73,1 13,4 7,8 885 3,8
Test-Stamme
S. aureus 66 0 63 1 1 65 0 1 65 0 10 65 1° 0 65 1 6 59 1
Wildstamme in% ° 955 15 15 985 0 1,5 9850 15,2 83,3 1,5 0 98,5 1,5 9,1 89,4 15
MRSA 10 0 7 3 1 7 2 0 9 1 4 6 0 0 6 4 1 7 2
Wildstamme in % 700 30 10 70 20 0 90 10 40 60 O 0 60 40 10 70 20
KNS, = 80 3 4 73 2 2 76 3 7 70 2 4 74 1 3 76. 1 2 77
in % 36 5 91,3 25 25 95 38 86 875 25 5 92,5 1,3 36 95 1,3 25 963
davon: 30 3* 4* 23 2*  2* 26 2* 6 22 2* 4% 24 1* 2% 27 1* 2 27
KNS- in % 10 133 767 67 67 866 67 75 733 67 133 80 33 6,7 90 33 6,7 90
Teststdmme
KNS- 50 o 0* 50 0* 0* 50 1 1 48 0* 0* 50 0* 1 49 0o* 0* 50
Wildstamme in % 0 0 100 O 0 100 2 2 9 0 0 100 0 2 98 0 0 100

+ =positiv
0* =S. hyicus CCM 2368; S. delphini DSH 20771; S. hdmolyticus
CCM 2737; S. lugdunensis ATCC 43809

1*=S. auricularis ATCC 33753; S. muscae CCM 4175

=8S. schleiferi ssp. coagulans GA 211; S. sciuri ATCC 29062

3*=S. lugdunensis ATCC 43809; S. schleiferi ssp. schleiferi
ATCC 43808
=S. delphini DSM 20771
=$. schieiferi ssp. coagulans GA 211

mit stabilisierten und durch Fibrinogen sensibilisierten
Hammel-Erythrozyten tritt daher eine Agglutination auf.
Eine negative Kontrolle mit nicht sensibilisierten Erythro-
zyten wird mitgefiihrt. Der Unterschied zwischen dem
Latex-Test (Staph-aurex, Wellcome; Slidex-bioMerieux;
Bacto-Staph-Latex-Difco)und dem Haemagglutinations-
Test (Fibrinogen Dessau und Bactident-Staph-Diagnostica
Merck) liegt im Tragermaterial des Fibrinogens bzw. des
1gG (immun-gamma-Globulin). Statt Hammelblut-Erythro-
zyten werden Latexpartikel verwendet.

Ergebnisse .

Die Daten der Vergleichsuntersuchungen zum Nachweis
des Clumping factors unter Verwendung 5 verschiedener
kommerziell angebotener Tests und zusatzlich die Human-
plasma-Agglutination sind in der Tabelle 1 zusammenge-
stellt. Bei der Auswertung der Tests wurde zwischen posi-
tiver Reaktion (pos.), schwach positiver Reaktion (+) und
negativer Reaktion {neg.) unterschieden. Neben den ferti-
gen Test-Kits wurde auch Humanplasma eingesetzt.

S. aureus: Fir alle untersuchten 102 S. aureus-Stdmme
insgesamt liegen die positiven Reaktionen im Bereich von
82,4% (Staph-aurex Wellcome) bis 93,1% (Slidex-Staph).

=S. capitis ssp. ureolytic ATCC 49326; S. cohnii ssp. ureolytic

ATCC 49330; S. gallinarum CCM 3572, S. schleiferi ssp. coa-
gulans GA 211

1* =S, cohnii ssp. ureolyticus. ATCC 49330; S. schleiferi ssp. coa-
gulans GA 211
=$S. auricularis ATCC 33753 S. cohnii ssp. ureolyticus. ATCC
49330; S. delphini DSM 20771 S. hdmolyticus CCM 2737;
S. lugdunensis ATCC 43809} S. muscae CCM 4175

3* = S, cohnii ssp. ureolytic ATCC 49330; S. delphini DSM 20771;
8. schleiferi ssp. coagulans GA'211; S. sciuri ATCC 29062
=S. cohnii ssp. ureolyticus. ATCC 49330 S. sciuri ATCC 29062
=S. cohnii ssp. ureolyticus. ATCC 49330; S. lugdunensis ATCC
43809

Unterscheidet man zwischen den Gber langere Zeit im La-
boratorium subkultivierten Test- und Wildstdmmen, dann
betreffen die negativen bzw. fraglichen (+) Reaktionen bei
S. aureus vor allem die Teststimme, wenn man von den
Test-Ergebnissen bei Bactident Merck absieht. Auch bei
MRSA-Wildstammen gibt es fur die einzelnen Test-Kits
unterschiedlich haufige Reaktionsausfalle; dabei die ge-
ringsten im Slidex-Staph. Test.

Wie Tabelle 2 ausweist, handelt es sich bei den Test-
stammen zumeist um den gleichen Stamm, der negativ
reagiert; bei den methicillinempfindlichen Wildstdmmen
und den MRSA sind es teilweise die gleichen Stdmme, die
in Tabelle 2 durch ihr Lysisbild charakterisiert sind.

Koagulase-negative Staphylokokken: Der Vergleich von
Teststimmen insgesamt ist hier wenig aussagekréftig,
weil nicht alle der bei den Teststimmen vorkommenden
Spezies vertreten sind. Die Wildstamme reprasentieren
die haufigsten, an Infektionen beim Menschen beteiligten
KNS-Spezies, es gibt nur wenige ,falsch-positive” Reak-
tionen. Bei den Teststammen zeigt S. cohnii ssp. ureolyti-
cus ATCC 49330 eine ,falsch-positive” Reaktion bei allen
untersuchten Kits. Die Teststimme S. lugdunensis ATCC
43809 und S. delphini DSM 20771 zeigen teilweise ,falsch-
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Tabelle 2: S. aureus-Stémme mit falsch-negativen Reaktionen im Vergleich der verschiedenen Clumping-Tests

Spezies 0. 1. 2. 3. 4, 5.
Humanplasma Staph-aurex Slidex-Staph. Staph-Latex-Test Fibrinogen Bactident-Staph
S. aureus Wood 46 Wood 46 Wood 46 Wood 46 Wood 46 Wood 46
Teststaimme PS 3A - - - PS 3A -
- - - - PS 3C -
- - - - PS 83A -
CCM 885 - - - - -
S. aureus 1202/92 o.H. Lb:  1202/92 o.H. Lb: 1202/92 o.H. Lb: 1202/92 o.H. Lb: 1202/'92 o.H.Lb: 1202/92 o.H. Lb:
Wildstamme 3C+ 100xRTD 3C,+ 100xRTD  3C+ 100xRTD  3C,+ 100xRTD 3C,+ 100xRTD 3C,+ 100xRTD
MRSA 108/83/Lb: 711/92/Lb: 711/92/Lb: 711/92Lb:
54,85 100xRTD 77,A 994 RTD 77,A994 RTD 77,A994 RTD
802/92/Lb: NT 802/92/Lb: NT 629 100xRTD
802/92/Lb: NT 802/92/Lb: NT*
811/92/Lb: 802/92/Lb: NT*
77 RTD 811/92/Lb:
738/92Lb: NT 77 RTD
738/92/Lb: NT*

*NT = nicht typisierbar mit dem internationalen Basissatz fiir humane Staphylokokken

Lb = Lysisbild

Tabelle 3: KNS-Stamme mit falsch-positiven Reaktionen im Vergleich der verschiedenen Clumping-Tests

Spezies 0. 1. 2. 3. 4, 5.
Humanplasma  Staph-aurex Slidex-Staph. Staph-Latex-Test Fibrinogen Bactident-Staph
KNS-Teststimme  S. capitis
ssp. ureolyticus
ATCC 49326
S. cohnii S. cohnii S. cohnii S. cohnii S. cohnii S. cohnii
ssp. ureolyticus  ssp. ureolyticus  ssp. ureolyticus . ssp. ureolyticus  ssp. ureolyticus  ssp. ureolyticus
ATCC 49330 ATCC 49330 ATCC 49330 ATCC 49330 ATCC 49330 ATCC 29062
S. gallinarum
CCM 3572 )
S. schleiferi S. schleiferi S. schleiferi
ssp. coagulans  ssp. coagulans ssp. coagulans
GA 211 GA 211 GA 211
S. auriculans
ATCC 33753
S. delphini S. delphini
DSM 20771 DSM 20771’
S. haemolyticus
CCM 2737
S. lugdunensis S. lugdunensis
ATCC 43809 ATCC 43809
S. muscal
CCM 4175 o .
' S. sciuri S. sciuri
ATCC 29062 ATCC 29062
KNS-Wildstamme S. epidermidis S. epidermidis
Nr. BP 208/92 Nr. BP 208/92

positive” Reaktionen (Tabelle 3). Die gleichen Teststimme
zeigen dann in anderen Test-Kits fragliche (+) Reaktionen.

Diskussion

Im Vergleich zwischen den untersuchten Wildstammen
und den Teststaimmen von S. aureus fallt auf, daR Test-
stémme haufiger nur schwach reagieren. Das ist ein Hin-
weis darauf, daB méglicherweise die Ausprigung von
Proteinen die bei S. aureus der Zellwand aufgelagert sind,
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im Zuge der Subkultivierung im Laboratorium nachlaft.
Bei den untersuchten methicillinempfindlichen S..aureus-
Wildstdmmen reagierte die Mehrzahl positiv. Die nur
schwache Reaktion von 6 der 66 S. aureus Wildstamme
mit dem Bactident-Test ist nicht damit zu erklaren, daR
dieser Test nur auf dem Nachweis des Clumping factors
beruht; da dies fiir Fibrinogen-Dessau nicht zutrifft. Der
Clumping factor als Speziesmerkmal fiir S. aureus ist bei
MRSA offensichtlich problematisch; lediglich der Slidex-
Staph-Test zeigte 9 von 10 Stamme als positiv an. Uber
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Tabelle 4: Sensitivitit und Spezifitdt von S. aureus-, MRSA- und KNS-Wildstdmmen

Spezies 0. 1. 2. . 3. 4. 5.

Humanplasma Staph-aurex Slidex-Staph. Staph-Latex- Fibrinogen Bactident-Staph
Wellcome Test Dessau Merck

Sensitivitat:

(in %) v '

S. aureus- 98,4 100 100 98,2 100 98,3

Wildstamme

MRSA- 70 77,7 90 100 60 77,7

Wildstamme A

Spezifitat: .

(in %)

KNS- 100 100 97,9 100 98 100

Wildstamme .

diese Schwierigkeiten wird auch von anderen Autoren be-
richtet [16, 17). In der Praxis klinisch bakteriologischer
Laboratorien besteht die Gefahr, dal® 'bei Isolierung aus
Materialien, bei denen koagulase-negative Staphylokok-
ken als Kontaminanten wahrscheinlich sind (z.B. Wundab-
striche von Wundinfektionen ohne Zusammenhang mit
Alloimplantaten) mit dem Clumping-Test als Kriterium fir
S. aureus, MRSA als solche nicht erkannt werden. Wenn
das Grampraparat vom Originalausstrich und die Origi-
nalplatten-Kultur fiir Staphylokokken als wahrschein-
lichen Erreger sprechen, empfiehlt sich die Durchfiihrung
des Roéhrchentests fir die Koagulase. Der Anteil von
MRSA liegt bei S. aureus aus nosokomialen Infektionen in
Deutschland bisher um 2-3%; es gibt aber auch Aus-

briiche von Infektionen in groRBeren Krankenh&usern [18,

19]. Wegen ihrer besonderen epidemiologischen Bedeu-
tung [19], ist das rechtzeitige Erkennen des Auftretens von
MRSA auBerordentlich wichtig.

Eine ausreichende Spezifitit zeigen die verschiedenen
Test-Kits bei den 50 getesteten KNS-Wildstimmen. Bei
den Teststammen kommen Vertreter bestimmter Spezies
vor, die fiir alle oder einige Kits nur schwach positive
Reaktionen anzeigen. Dies trifft zu flir den Stamm S. coh-
nii ssp. ureolyticus, fur Stdmme von S. lugdunensis und
S. schieiferi. Flir beide letztgenannten Spezies wird in den
Speziesbeschreibungen die Moglichkeit der positiven Ver-
klumpungsreaktion erwahnt [20]. Einige KNS-Spezies, wie
S. capitis, besitzen plasmaproteinbindende Faktoren [21],
reagieren aber nicht im Latextest. Fiihrt man in der Rou-
tinediagnostik den Clumping-Test durch, kann man der-
artige, wenn auch aufgrund der Speziesverteilung von
koagulasenegativen Staphylokokken bei Isélierung aus
klinischen Materialien seltene Unsicherheiten nicht aus-
schlieBen. In der Tabelle 4 sind Sensitivitat und Spezifitét
der S. aureus-, MRSA- und KNS-Wildstdimme in den ver-
schiedenen Tests dargestelit.
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