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Zusammenfassung: Amplifikationstechniken wie die
PCR ermoglichen in der diagnostischen Mikrobiologie
nicht nur den sensitiven und spezifischen Nachweis
verschiedener Mikroorganismen, sondern sie erlauben
dariiber hinaus auch die Detektion spezifischer Resi-
stenzgene. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird
eine Multiplex-PCR vorgestellt, die den Einsatz ein-
zelner Kolonien direkt von der Agarplatte ohne vor-
herige Aufarbeitung in den PCR-Assay mdoglich
macht. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnen in einem
einzigen Ansatz innerhalb von 4 Stunden Aussagen
zur Taxonomie, Pathogenitéit sowie zum Resistenzver-
halten von Staphylokokken gemacht werden. Die
Verwendung geeigneter Primer erméglicht den Nach-
weis spezifischer PCR-Produkte zur Erfassung von
Eubakterien im phylogenetischen Sinne, zur Detek-
tion von Staphylokokken sowie den Nachweis des
Koagulase-[coa] und des Methicillin-Resistenz-Gens
[mecA]. Zur Uberpriifung der Sensitivitit, Spezifitdt
und praktischen Handhabbarkeit des Verfahrens wur-
den insgesamt 736 Eubakterien und 20 Candida albi-
cans-Stamme zunichst mit Hilfe einzelner .Primer-
Paare und danach in einer kombinierten Multiplex-
PCR untersucht. Das mecA-Gen konnte bei 98% der
Methicillin-resistenten Staphylokokken und das coa-
Gen ausschlieilich in den S. aureus-Isolaten nachge-
wiesen werden. Ebenso wurde das fiir Eubakterien so-
wie fiir Staphylokokken-spezifische 16S TRNA.PCR-
Produkt in 100% der Falle richtig detektiert. Die vor-
gestellte Multiplex-PCR gibt so sehr schnell und zu-
verlassig Informationen nicht nur hinsichtlich der
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Identitéit des Keims, sondern auch Anhaltspunkte fiir
das therapeutische Management.

Schliisselworter: Gene, Bakterielle; Methicillinresi-
stenz/Genetik; Polymerase chain reaction/Methodik;
RNA, Ribosomale, 16S; Staphylococcus.

Summary: The use of amplification techniques such as
the PCR in modern diagnostic microbiology not only
allows for a sensitive and specific identification of
various microorganisms but also for the detection of
specific resistance genes. In the present study a multi-
plex-PCR will be introduced allowing the use of single
bacterial colonies directly from agar plates into the
PCR assay without preceding preparation. This proce-
dure generates information concerning taxonomy, pa-
thogenicity and pattern of resistance of staphylococci
within 4 hours in one single approach. Eubacteria and
staphylococci were identified by 16S rRNA specific

PCR products. Specific primers were used for the de-

tection of the coa and the mecA gene. The multiplex-
PCR is able to offer reliable information very quickly
with regard to the identity of the germ and can also
give essential clues in respect to the therapeutical ma-
nagement. To analyse sensitivity and specificity of the
amplification products, 736 eubacteria and 20 Candida
albicans strains were tested. The specific 16S rRNA
PCR product for eubacteria and staphylococci, respec-
tively, was found in 100%. With a sensitivity and speci-
ficity of 100% the coa-gene could be identified in all
S. aureus strains having been tested. Concerning the
mecA-gene in methicillin-resistant staphylococci, sen-
sitivity and specificity were 98%. The presented multi-
plex procedure is therefore a sufficient complemen-
tary method in microbiological laboratories.

Keywords: Genes, Bacterial; Methicillin Resistance/
genetics; Polymerase Chain Reaction/methods; RNA,
Ribosomal, 168S; Staphylococcus.

Genamplifikatioﬁstechniken werden in der Medizi-
nischen Mikrobiologie immer héufiger diagno-

stisch genutzt. Mit ihrer Hilfe gelingt nicht nur der
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sensitive und spezifische Nachweis verschiedener Mi-
kroorganismen in Patientenmaterial, sondern sie er-
maglichen dariiber hinaus auch die Detcktion spezifi-
scher Resistenzgene [1].

In dicsem Zusammenhang kommt aufgrund der
wachsenden Bedeutung Methicillin-resistenter  Sta-
phylokokken (2], insbesondere im Rahmen nosoko-
mialer Infektionen, dem schnellen und zuverliissigen
Nachweis dieser Keime cine zunchmendce Relevanz
zu, um geeignete therapeutische und priiventive kran-
kenhaushygienische MaBnahmen rasch und gezielt
einleiten zu kénnen.

Zwar werden nach wie vor die standardisierten
Empfindlichkeitsuntcrsuchungen (Agardiffusion, Mi-
krodilution oder Einsatz von Screening-Platten) als
die Methoden der Wahl betrachtet, jedoch sollte ein
molekularbiologischer Nachweis von Resisténzgenen
als alternative bzw. erginzende Methode in Betracht
gezogen werden, zumal in Grenzfillen die klassischen
Verfahren nicht immer zuverlissig sind. So ist u.a. die
phénotypische Expression der Methicillin-Resistenz
zum Teil von verschiedenen Testbedingungen, wie In-
kubationstemperatur, pH und Salzkonzentration des
Mediums, abhéngig [3, 4].

In Hybridisierungsuntersuchungen mit Gensonden
konnte gezeigt werden, daB das mecA-Gen in nahezu
allen Methicillin-resistenten Staphylokken nachweis-
bar ist [5]. Neben dem mecA-Gen sind aber noch an-
dere chromosomal determinierte Faktoren notwen-

dig, um eine phinotypische Methicillin-Resistenz zu.

exprimieren. Erwéhnt seien in diesem Zusammen-
hang neben dem mecR-Gen die femnA-femB-Operone,
die als Regulator-Gene essentiell fiir die Expression
der Methicillin-Resistenz sind [6, 7].

In verschiedenen Studien konnte der Nutzen der
PCR-Technik mit Nachweis des mecA-Gens zur De-
tektion einer Methicillin-Resistenz in Staphylokokken
gezeigt werden [8-10]. Nahezu alle Autoren fiihrten
vor Beginn des Assays eine DNA-Extraktion und eine
Vorinkubation mit Enzymen durch. Im Gegensatz da-
zu setzten nur Hedin und Lofdahl [11] S. epidermidis-
Kolonien direkt von der Agarplatte in den PCR-An-
satz ein, ein Vorteil, der sich im Rahmen des Routi-
neablaufs im Labor als giinstig erweist.

Die Feststellung der Methicillin-Resistenz ist natiir-
lich nur im Zusammenhang mit der kompletten Spe-
zies-Differenzierung und dem Nachweis weiterer Pa-
thogenitétskriterien, wie z.B. der Koagulase, interes-
sant. So dient in den mikrobiologischen Laboratorien
das klassische Verfahren der Koagulase-Bildung (ko-
diert durch das coa-Gen) zur Differenzierung zwi-
schen pathogenen S. aureus- und anderen Staphylo-
kokken-Isolaten.

In den Arbeiten von Vannuffel et al. [12] und Geha
et al. [13] wurden mit Hilfe einer Multiplex-PCR zum

Nicht standardisierte Abkiirzungen: kB, Kilobasen; KNS, Koa-
gulase-negative Staphylokokken; MRSA, Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus; pb, base pair; PCR, polymerase chain re-
action. . :
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cinen parallel das mecA-, das femA-Gen bzw. eine
Staphylokokken-spezifische Sequenz sowie zum ande-
ren das mecA-Gen und 16S rRNA-Gene amplifiziert.
Doch auch in diesen Ansitzen ist cine Vorinkubation
und eine DNA-Extraktion aus den zu untersuchenden
Staphylokokken-Kolonien notwendig. Legt man diese
Arbeiten zugrunde, so bictet sich eine kombinierte
Multiplex-PCR aus Kolonien direkt von der Agarplat-
te als alternatives bzw. ergédnzendes molekularbiologi-
sches Verfahren zur Keimidentifikation und Resi-
stenzbestimmung an.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wird
eine Multiplex-PCR vorgestellt und evaluiert, die den

‘Einsatz einzelner Kolonien direkt von der Agarplatte

in den PCR-Assay ermdglicht.

Die Verwendung geeigneter Primer ermoglicht den
Nachweis spezifischer PCR-Produkte fiir 1) Eubakte-
rien im phylogenetischen Sinne (.universelle* 16S
rRNA-Primer), 2) Staphylokokken (,.Staphylokok-
ken-spezifische* 16S rRNA-Primer), 3) das coa-Gen
(coa-Gen-Primer) und 4) das mecA-Gen (mecA-Gen-
Primer).

Mit Hilfe dieses Verfahrens kann innerhalb von 4
Stunden ein molekulargenetisches ,,Dendogramm* er-
stellt werden, das ergidnzend zu den urspriinglichen
phénomenologischen Taxonomie-, Pathogenitits- und
Differenzierungsbegriffen eingesetzt werden kann.

Material und Methoden

Klinisches Untersuchungsmaterial

Fiir die Etablierung und Uberpriifung der PCR-An-
sdtze hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitit wurden
686 Staphylokokken-Stamme, isoliert aus Blutkultu-
ren, Punktaten, Tracheal- und Bronchialsekreten so-
wie Wundabstrichen, getestet. Pro Patient wurde nur
ein Isolat eingesetzt, um eine moglichst groBe Vielfalt
zu gewihrleisten. 586 untersuchte Isolate stammten
von Patienten der Uniklinik Diisseldorf bzw. aus peri-
pheren Krankenhidusern, die Untersuchungsmaterial
in das hiesige Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
und Virologie einsenden. Weitere 100 Methicillin-resi-
stente Staphylococcus aureus-Stimme einer interna-
tionalen Kollektion, die in 7 verschiedenen Lindern
isoliert werden konnten, wurden freundlicherweise
von der Fa. Hoffmann LaRoche (Basel) zur Verfi-
gung gestellt. Die untersuchten Staphylokokken sind

in Tabelle 1 aufgefithrt.

Identifikationsreaktionen

Die Staphylokokken wurden zur Verifizierung der
Spezieszuordnung diversen Verfahren unterzogen (s.
Tabelle 2). Ansitze mit bekannten Koagulase-positi-
ven, Methicillin-sensiblen bzw -resistenten S. aureus-
ATCC-Stammen (Nr. 12600, 13565, 19095, 25923,
29213, 33591, 33592 und 33593) sowie der Koagulase-
negative, Methicillin-resistente S. epidermidis-ATCC-

‘Stamm (Nr. 27626) wurden als Kontrollen verwendet.
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* 5'-Primer:
: GAT {3'1-1189 (20-mer) [RWO01, [15]]
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Tabelle 1 Ubersicht iber die gefesteten Staphylokokken-
Isolate

Methicillin- Herkunft

Keime Methicillin-
sensibel = resistent
S. aureus n=195 n=193 Dusseldorf
n=26 Japan
n=23 Brasilien
n=11 Schweiz
n=5 SriLanka
n=13 Spanien
n=14 England
n=8 Ungarn
S. epidermidis n=50 n=54 Dusseldorf
S. simulans n=11 n=10 Disseldorf
S. haemolyticus  n=12 n=10 Dusseldorf
S. warneri n=2 Dusseldorf
S. auricularis n=6 n=7 Dusselddrf
S. sciuri n=4 - n=4 Diisseldorf
S. hominis n=2 - n=3 Disseldorf
S. capitis n=3 n=3 Dusseldorf
S. saprophyticus n=2 n=3 Diisseldorf -
S. cohnii n=1 n=1 Dusseldorf
S. lugdunensis n=4 . n=4 Diisseldorf
S. schleiferi n=1 n=1 Dusseldorf
Resistenztestung

Die separate Resistenztestung gegeniiber Oxacillin
wurde mittels Agar-Diffusionstest (nach DIN 58940)
[14] auf Mueller-Hinton-Agar (Zusatz von 2% NaCl)
unter Verwendung von Testblittchen (5 pg Oxacillin
pro Testblittchen, Fa. Becton Dickinson) durchge-
filhrt. Die beimpften Agar-Platten wurden fiir 48
Stunden bei 30 °C bebriitet.

Da der international gebrduchliche Terminus ,,Me-
thicillin-resistenter Staphylococcus aureus® ist, wurde
im Text MRSA verwendet, obgleich die eigentliche
Resistenztestung gegeniiber Oxacillin erfolgte.

Auswahl der Primer

Basierend auf publizierten Gensequenzanalysen fiir
16S rRNA-Genbereiche [15, 16], das coa- [17] sowie
fiir das mecA-Gen [18] wurden die im Rahmen dieser
Untersuchung eingesetzten Primer ausgewihlt und
von der Fa. Pharmacia Biotech synthetisiert.

Folgende Primer-Paare wurden zunichst in sin-
gulf«iren PCR-Ansitzen ausgetestet und schlieBlich
miteinander im Multiplex-PCR-Assay kombiniert ein-
gesetzt.

16S rRNA-Gen-PCR fiir Eubaktenen
1170-[5'}-AACT GGAGGAAGGTGGG-

3'-Primer: 1521- [5’]-AGGAGGTGATCCAACCG-

. CA [3'1-1539 (19-mer) [DG74, [15]]
- Im Rahmen der Amplifikation entsteht ein Produkt

-

‘i

mit einer Grofde von 371 Nukleotiden.

16S rRNA-Gen-PCR fiir Staphylokokken:
5'-Primer:  294-[5']-GCCGGTGGAGTAACCTTT-

v - TAGGAGC[3]-318 (25-mer) [RDR327, [15, 16]]

Tabelle 2 Ubersicht iiber die eingesetzten Verfahren zur
Verifizierung der Spezieszuordnung bzw. zur biochemi-
schen Identifikation

. Katalase

. Rohrchenkoagulase (Bacto Coagulase Plasma EDTA-
Test®, Fa. Difco, Augsburg)

. Nuklease (DNase) (Fa. Unipath, Wesel)

. anaerobé Mannitspaltung

. biochemische Identifikation (api-System [api Staph®],
Fa. bioMerieux, Nirtingen) .

aHw N

3’-Primer: 1522-[5']-AGGAGGTGATCCAACCG-
CA-[3'}-1540 (19-mer) [DG74, [15]] (identisch mit
dem o.g. 3’-Primer zur Amplifikation der 16S rRNA-
Gensequenzen von Eubakterien)

Im Rahmen der Amplifikation entsteht ein Produkt
mit einer GroBe von 106 Nukleotiden.

coa-Gen-PCR:

5'-Primer: 1520-[5']-GCTTCTCAATATGGTCC-
GAG-[3']-1539 (20-mer) [17]

3'-Primer:  1631-[5']-CTTGTTGAATCTTGGTCT-
CGC-[3']-1651 (21-mer) [17]

Im Rahmen der Amplifikation entsteht ein Produkt
mit einer Grof8e von 131 Nukleotiden.

mecA-Gen-PCR:
5'-Primer: 37-[5']-GTTGTAGTTGTCGGGTTTGG-
[3]-66 (20-mer) [18]
3'-Primer:  178-[5'-CGGACGTTCAGTCATTTC-
TAC-[3']-198 (21-mer) [18]
Im Rahmen der Amplifikation entsteht ein Produkt
mit einer GréBe von 161 Nukleotiden.

Per definitionem dienten die S. aureus-ATCC-

Stamme (12600, 13565, 19095, 25923, 29213, 33591,

33592 und 33593) als coa-positive Kontrolle und der
S. epidermidis-ATCC-Stamm (Nr. 27626) als coa-ne-
gative Kontrolle.

Als mecA-positive Kontrolle wurde der S. epidermi-
dis-ATCC-Stamm (Nr. 27626) und als mecA-negative
Kontrolle der S. aureus-ATCC-Stamm (Nr. 25923)
eingesetzt.

Multiplex-PCR

Mit Hilfe einer Pipettenspitze wurden von singuldr
wachsenden Bakterienkolonien moglichst geringe
Mengen der Kolonie direkt von der Agarplatte abge-

" nommen und im unten aufgefiihrten Reaktionsansatz

durch Umriihren mittels dieser Pipettenspitze verteilt.
Fiir die Versuche mit den PCR-Assays wurden 24
Stunden alte Kulturen auf Mueller-Hinton-Agar mit
Zusatz von 5% Schafsblut verwendet.

Der Reaktionsansatz fiir jede Multiplex-PCR hatte
folgende Zusammensetzung:
10 mmol!l Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/l KCI, 2.5
mmol/l MgCl, 100, umol/l dNTPs sowie je 0.4 uMol
von jedem Primer.
5 Units. AmpliTag-DNA Polymerase® wurden nach

der Hiilfte der 10-miniitigen Denalumrungszelt bei
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94°C in jedes PCR-Reaktionsgefdl hinzupipettiert
(hot start). Die Multiplex-PCR wurde in einem Gene-
Amp PCR Sysiem 2400* (IFa. Perkin-Elmer) durchge-
fihrt.

Im Anschlu} an cine 10-miniitige initialc Denatu-
ricrungszeit bei 94°C wurden 25 Amplifikationszy-
klen wie folgt durchgefiihrt: Denaturicrung bei 94 °C
{iir 20 sce.. JAnnealing* bei 55 °C ftir 20 sec. und ,.Ex-
tension* bei 72 °C fiir 50 scc. Im AnschluB3 an die 25
Zyklen erfolgte cine Inkubation bei 72 °C fiir. 5 Minu-
ten (.Final-Extension*).

Agarose-Gel-Elektrophorese

Die clektrophoretische Aufrennung der PCR-Produk-
te erfolgte in cinem 4%-igen (w/v) Metaphor®-Agaro-
se-Gel. 15 ul des PCR-Ansatzes wurden zusammen
mit 3 yl Probenpuffer (30% Glycefin, 0,1% BPB) in
die Gel-Taschen aufgetragen. Als GroBenstandard
wurden in jedem Gel 15 pl einer 1Kb-Leiter (Fa.
BRL) mitgefiihrt. Die amplifizierten DNA-Fragmente
konnten durch Ethidiumbromid-Zusatz im Agarose-
Gel mit Hilfe cines UV-Transluminators sichtbar ge-
macht werden.

Sensitivititspriifung

Zur Uberpriifung der Sensitivitét der eingesetzten Pri-
mer-Paare wurden zunichst alle o.g. eindeutig defi-
nierten Staphylokokken-Isolate mit jedem PCR-Sy-
stem solitir untersucht, bevor anschlieBend die Kom-
bination der Primer-Paare im Rahmen der Multiplex-
PCR erfolgte. Es wurde gepriift, ob alle PCR-Produk-
te, die theoretisch amplifiziert und detektierbar sein
sollten, auch tatsédchlich entstanden — zunéchst mit je-
dem Primer-Paar einzeln und schlieBlich als kombi-
nierte Multiplex-PCR.

Spezifitiitspriifung
Zur Uberpriifung der Spezifitdt der eingesetzten Pri-

Tabelle 3 Ubersicht Giber die Isolate zur Spezifitatsprii-
fung des Multiplex-PCR-Assays

® Enterokokken spp.(n=10)

® Streptococcus pneumoniae (n=10)
® Escherichia coli (n=5)

® Kiebsiella spp. (n=5)

® Enterobacter spp. (n=10)

® Proteus spp. (n=5)

® Salmonella spp. (n=5)

® Candida albicans (n=10)

mer-Paare wurden neben den 695 Staphylokokken zu-
sétzlich 50 andere gram-positive und gram-negative
Bakterien aus klinischem Probenmaterial des Institu-
tes fiir Medizinische Mikrobiologie und Virologie
zunichst mit jedem Primer-Paar einzeln und schlieB3-
lich mit Hilfe der Multiplex-PCR analysiert. Zur wei-
teren Uberpriifung der Spezifitat der ,universellen*
16S rRNA-Primer wurden auch Kolonien von n=10
Candida albicans-Isolaten im PCR-Assay getestet.
Die im Rahmen der Spezifitétspriifung untersuchten
Bakterien sowie Candida albicans sind in Tabelle 3
aufgefiihrt.

Reproduzierbarkeit

Zur Testung der Reproduzierbarkeit wurden in Intra-
und Inter-Assay-Analysen je drei Methicillin-resisten-
te bzw. -sensible und Koagulase-positive bzw. -negati-
ve Staphylokokken mit jedem PCR-System zunéchst
solitdr untersucht bevor anschlieend die Kombinati-
on der Primer-Paare im Rahmen der Multiplex-PCR
erfolgte. In der Intra-Assay-Analyse wurden die o.g.
12 Staphylokokken zehnmal hintereinander in die
PCR-Systeme eingesetzt, bei der Inter-Assay-Analyse
erfolgte die Testung der Isolate an zehn aufeinander-
folgenden Tagen.

Tabelle 4 Ergebnisse der Multiplex-PCR

16S rRNA-*** 16S rRNA- SSG****- SSG-

* KNS = Koagulase-negative Staphylokokke‘n

# Met = Methicillin-Resistenz (S = sensibel R =resistent)

Keime Methicillin- ‘coa- coa- mecA mecA
Resistenz** positiv negativ positiv negativ positiv negativ positiv negativ

S. aureus Met S # (n=195) ' "195, 0 195 0 195 - 0 3 192
Met R # (n=293) 298 0 293 0 293 0 290 3

KNS* Met S (n=98) 98 0 98 0 0 98 .2 96
Met R (n=100) 100 0 100, © . 0., 0 100 98 2

verschiedene ) ) )

Eubakterien (n=50) ’ 50 -0 0 50 0 50 0 50

Candida '

albicans (n=20) 0 20 0 20 0 20 -0 20

** Testung mit Hilfe der Agardiffusionsmethode nach DIN 58940
*** 168 rRNA = 16S rRNA-PCR-Produkt zum Nachweis von Eubakterien
**** 88G = 16S rRNA-PCR-Produkt zum Nachweis von Staphylokokken

’

546
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Tabelle 5 Sensitivititen und Spezifitéten der einzelnen Primerpaare im Multiplex-PCR-Assay

16S rRNA-Primer* SSG-Primer** coa-Gen-Primer mec-Gen-Primer

Sensitivitat 100% . 100% 100% 98%
Spezifitdt 100% 100% . 100% 98%
* 16S rRNA = 16S rRNA-PCR-Produkt zum Nachweis von Eubakterien
* 8SG = 16S rRNA-PCR-Produkt zum Nachweis von Staphylokokken
Ergebnisse Bei den Methicillin-resistenten S. aureus-Stimmen

Die einzelnen Primerpaare zur Amplifikation von
Gensequenzbereichen der 16S rRNA aus Eubakterien
im phylogenetischen Sinne bzw. aus Staphylokokken
sowie aus Bereichen des coa- und des mecA-Gens
wurden zuniichst einzeln hinsichtlich ihrer Sensitivitét
und Spezifitit bei insgesamt 736 Eubakterien und 20
Candida albicans-Stdammen getestet.

Die Ergebnisse der Austestung der einzelnen, sepa-
rat analysierten PCR-Systeme stimmten dabei mit den
Resultaten der kombinierten Multiplex-PCR vollstin-
dig iiberein.

Die Resultate sind in Tabelle 4, die daraus errech-
neten Sensitivititen und Spezifititen in Tabelle S auf-
gefiihrt.

Das fir Eubakterien spezifische PCR-Produkt
konnte in allen untersuchten Eubakterien und nicht
bei den Candida albicans-Stimmen nachgewiesen
werden. .

Auch das fiir Staphylokokken spezifische 16S
rRNA-PCR-Produkt lie8 sich nur in allen untersuch-
ten Staphylokokken, aber nicht in den anderen Eubak-
terien bzw. Candida albicans-Stammen detektieren.

Das fiir das coa-Gen spezifische PCR-Produkt war
nur in den S. aureus-Stimmen und nicht in anderen
Eubakterien detektierbar.

* Abbildung 1 Ergebnisse der Multiplex-PCR fiir verschiedene Kei-

: me. Spur 1 und 8: 1 KB Leiter als GréBenstandard; Spur 7: H20
dest. als Kontrolle; 371 bp: fir Eubakterien spezifisches PCR-Pro-
i dukt: 161 bp: fir das mecA-Gen spezifisches PCR-Produkt;
131bp: fir das coa-Gen spezifisches Genprodukt; 106 bp: fir
:- Staphylokokken spezifisches Genprodukt.

konnte in 290 von 293 und bei den Methicillin-resi-
stenten Koagulase-negativen Staphylokokken in 98
von 100 Fillen das mecA-Gen nachgewiesen werden.

Wenn der molekularbiologische Nachweis des Resi-
stenzgens nicht mit dem Ergebnis der Agardiffusions-
methode iibereinstimmte, wurden beide Testverfah-
ren mehrfach wiederholt. Die urspriinglich erzielten
Ergebnisse konnten jedoch reproduzierbar bestétigt
werden.

Die im Rahmen der Spezifititspriifung untersuch-
ten Eubakterien und Candida albicans sind in Tabelle
3 aufgefiihrt. Hinsichtlich der dort genannten Eubak-
terien lieB sich ausschlieBlich das fiir sie spezifische
PCR-Produkt nachweisen. Fiir die getesteten Candi-
da-Stamme war kein PCR-Produkt detektierbar.

In Abb. 1 sind exemplarisch Ergebnisse der Multi-
plex-PCR fiir verschiedene Keime sowie eine H,O-
Kontrolle dargestellt. In den Spuren 1 und 8 wurde als
GroBenstandard eine 1Kb-Leiter aufgetragen.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Intra-
und Inter-Assay-Analysen war sehr gut. Die spezifi-
schen PCR-Produkte der 12 untersuchten Staphylo-
kokken lieen sich immer sowohl bei Testung durch
die einzelnen PCR-Systeme als auch in der kombinier-

‘ten Multiplex-PCR im Rahmen der Intra- und Inter-

Assay-Analysen nachweisen.

Diskussion

MRSA als Verursacher schwerer. z.T. sogar letal ver-
laufender Infektionen bei hospitalisierten und beson-
ders bei immunsupprimierten Patienten gewinnen zu-
nehmend an Bedeutung [2]. Da die Gefahr nosoko-
mialer Infektionen durch MRSA, besonders auf In-
tensivstationen oder Abteilungen mit immunsuppri-

" mierten Patienten stetig zunimmt, ist der Bedarf an

Detektionssystemen, die schnell und zuverlassig so-
wohl zwischen Koagulase-positiven- und -negativen
als auch zwischen Methicillin-resistenten- und -sensi-
blen Staphylokokken-Isolaten differenzieren kénnen,
besonders hoch. _

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird eine Mul-
tiplex-PCR fiir Staphylokokken vorgestellt und eva-
luiert, die den Einsatz einzelner Kolonien ohne Vor-
behandlung direkt von der Agarplatte in den PCR-
Assay erméglicht. Mit Hilfe dieses Verfahrens kann
innerhalb von 4 Stunden ein molekulargenetisches
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.Dendogramm erstellt werden, mit dem Auskun(t
tiber dic Zugehdrigkeit zu den Eubakterien, die Spe-
zieszugehdrigkeit, Pathogenitiitsmerkmale (Koagula-
sc-Bildung) und Auskunft iiber das Resistenzverhal-
ten (Methicillin-Resistenz) gegeben werden kann,

In nahezu allen PCR-Untersuchungen, dic im Rah-
men der mikrobiologischen Diagnostik von Staphylo-
kokken durchgefiihrt wurden, erfolgte vor Beginn des
Assays cine DNA-Extraktion und eine Vorinkubation
mit Enzymen wie Lysostaphin, Lysozym, Achromo-
peptidase und Proteinase K. Nur IHedin und Léfdahl
[11] setzten zum Nachweis des mecA-Gens S. epider-
midis-Kolonicn direkt von der Agarplattc in den
PCR-Ansatz cin. Ihre Resultate waren vergleichbar
mit denjenigen, die zuvor eine DNA-Extraktion
durchgefiihrt hatten. Dies deckt sich sehr gut mit den
vorliegenden Ergebnissen. Auch in dem hier beschrie-
benen Multiplex-PCR-Ansatz wurden Kolonien di-
rekt von der Agarplatte in den PCR-Assay eingesetzt.
Dieses vereinfacht das ganze experimentelle Procede-
re erheblich.

Generell sind die Vorteile einer Multiplex-PCR
darin zu sehen, daB parallel gleich mehrere PCR-An-
siitze bearbeitet werden konnen. Dieses Procedere be-
schrieben Geha et al. [13] und Vannuffel et al. [12] fiir
S. aureus. Die Autoren stellten Multiplex-PCR-Assays
vor, in denen parallel das mecA-, das femA-Gen und
eine Staphylokokken-spezifische Sequenz bzw. das
mecA-Gen und 16S rRNA-Gene amplifiziert wurden.
Doch auch in diesen Ansédtzen war eine Vorinkuba-
tion und eine DNA-Extraktion aus den zu untersu-
chenden Staphylokokken-Kolonien notwendig.

Um im Rahmen der hier vorgestellten Multiplex-
PCR die Anzahl falsch negativer Ergebnisse so gering
wie moglich zu halten, ist der Einsatz einer Positiv-
kontrolle erforderlich. In der vorliegenden Arbeit
diente die Amplifikation von 16S rRNA-Sequenzen
aus konservierten Genregionen, die in allen Eubakte-
rien zu finden sind, als interne Kontrolle. Entspre-
chende Amplifikationsprodukte konnten Greisen et
al. [15] in einem Panel 176 phylogenetisch unter-
schiedlicher Bakterienisolate nachweisen. Das Nicht-
Vorhandensein dieses 16S rRNA-Amplifikationspro-
duktes deutet auf eine fehlerhafte Amplifikation von
Zielsequenzen hin, die durch einen ,unkorrekten*
PCR-Ansatz (falsche Konzentrationen, zu wenig oder
zu viel Template-DNA, Fehler im PCR-Programm,
Pipettierfehler) bedingt sein kénnen. Kann die 16S-

rRNA-Gensequenz nicht amplifiziert werden, ist der-

Ansatz komplett zu wiederholen. Die .in der beschrie-
benen Multiplex-PCR eingesetzten Primer zum Nach-
weis eines 16S rRNA-PCR-Produktes von Eubakteri-
en zeigten eine Sensitivitdt und Spezifitit von 100%.
Uberdies ist die Amplifikation eines Staphylokok-
ken-spezifischen Gens als interne Kontrolle duferst
wichtig, um feststellen zu konnen, dafl geniigend
DNA-Material von Staphylokokken im PCR-Ansatz
enthalten ist. Auf diese Weise ist eine indirekte Kon-
rolle der Zell-Lyse moglich, da insbesondere Koagula-
se-negative Staphylokokken z.T. nur sehr schwer zu

548 J Lab Med 1996; 20 (10) : 543-550

lysieren sind. Die im vorliegenden Multiplex-PCR-As-
say eingesetztcn Primer zum Nachweis eines 16S
rRNA-PCR-Produktes von Staphylokokken zeigten
einc Sensitivitdt und Spezifitit von 100%, was die gut-
en Einsatzmoglichkeiten zum Staphylokokken-Nach-
wecis verdeutlicht.

Neben dem Staphylokokken-Nachweis muB dem
behandelnden Arzt auch schnell und zuverléssig mit-
geteilt werden, ob es sich um pathogene Koagulase-
positive S. aurcus-Isolate oder um weniger pathogene
Koagulase-negative Staphylokokken handelt.

Die acht verschiedenen Serovarietéiten des Enzyms
Koagulase werden durch verschiedene Allele des Ko-
agulasegens (cou) kodiert, das eine Gesamtgrofe von
ca. 2 Kilobasen aufweist [17). DNA-Sequenzanalysen
des klonierten Koagulasegens von verschiedenen S.
aureus-Stimmen zeigten, daB drei wesentliche Ab-
schnitte innerhalb des Gens voneinander differenziert
werden konnen. Die Sequenz fiir die Prothrombin-
bindende Domine des Genproduktes ist am N-termi-
nalen Ende lokalisiert. Der mittlere Gensequenzbe-
reich ist hochkonserviert. Am C-terminalen Ende sind
vier bis acht repetitive Sequenzen lokalisiert. Mit Hil-
fe der ausgewihlten coa-Gen Primer wird eine 131
Nukleotide lange Gensequenz aus dem Bereich der
o.g. mittleren hochkonservierten Region amplifiziert.
Alle untersuchten S. aureus-Stimme wurden mit Hilfe
dieser Primer richtig identifiziert. Von anderen Auto-
ren wurden Primer zur Amplifikation des nuc- [19].
des femA- [12] und des gyr-Gens [20] zur Speziesiden-
tifizierung erfolgreich eingesetzt.

Fiir die Einleitung einer addquaten Therapie bei
Vorliegen einer S. aureus-Infektion ist der schnelle
Nachweis einer potentiellen Methicillin-Resistenz von
besonderer Bedeutung. MRSA-Isolate sind nicht nur
immer resistent gegeniiber allen Antibiotika mit
B-Laktam-Struktur, sondern sie sind dariiberhinaus
noch haufig multi-resistent, d.h. es treten zusétzliche
Resistenzen gegeniiber Aminoglykosiden, Gyrase-
hemmern etc. auf [21].

Hybridisierungsuntersuchungen mit Gensonden
konnten zeigen, daBl das mecA-Gen in nahezu allen
Methicillin-resistenten Staphylokokken nachweisbar
ist. Damit ist das Vorhandensein des mecA-Gens zur
Detektion der Methicillin-Resistenz von herausragen-
der-Bedeutung. Zusitzlich sind aber noch weitere Ge-
ne an unterschiedlichen Stellen des Staphylokokken-
Chromosoms identifiziert worden, deren Inaktivie-
rung zu einer Reduktion der Methicillin-Resistenz
und zu einer Verringerung der Peptidoglykan-Synthe-

"se fiihren [7, 22, 23]. In diesem Zusammenhang sollten

neben dem mecR-Gen auch die femA-D Gene er-
wihnt werden, die als Regulator-Gene essentiell fiir
die Expression der Methicillin-Resistenz sind [5. 6].
De Lancastre und Tomnasz [23] wiesen dariiberhinaus
noch weitere 10-12 genetische Elemente nach. die fiir
die Expression der Methicillin-Resistenz von Bedeu-
tung sind. '

Verschiedene Studien konnten den Nutzen der

PCR-Technik fiir die Detektion einer Methicillin-Re- 1




sistenz in Staphylokokken zeigen [8-10]. Die iiberwie-
gende Zahl der Autoren verglich die PCR-Ergebnisse
teils mit dem Gensonden-Nachweis (Hybridisierung)
von mecA sowie teils mit klassischen Empfindlich-
keitspriifungen (Agardiffusion, , Mikrodilution oder
Einsatz von Screening-Platten). Die Ergebnisse zeig-

ten eine Ubereinstimmung von >95% bei S. aureus- -

Isolaten sowie etwas schlechtere Werte bei Koagula-
se-negativen Staphylokokken. In der vorliegenden
Untersuchung stimmten die Ergebnisse der Agardiffu-
sion mit dem molekulargenetischen Nachweis des
mecA-Gens in liber 98% tiberein. In 5 Fillen (n=3 bei
S. aureus und n=2 bei KNS) konnte kein mecA-Gen
nachgewiesen werden, obwohl die untersuchten Isola-
te mit Hilfe der Agardiffusion eine eindeutige Oxacil-
lin-Resistenz aufwigsen. Bei diesen Isolaten konnte
sowohl eine Uberproduktion von B-Laktamasen- als
auch eine low-level Resistenz (MIC 1-8 ug/ml) ausge-
schlossen werden, da die MIC-Werte fiir Oxacillin bei
allen Isolaten >8ug/ml waren. Denkbar ist in diesen
Fillen die Bildung eines normalen Penicillin-Bin-
dungsproteins mit herabgesetzter Bindungskapazitit
[24] sowie das Auftreten anderer, bisher nicht identifi-
zierter Faktoren [22, 23], die die Methicillin-Resistenz
in Abwesenheit des mecA-Gens hervorrufen. Von
Hiramatsu et al. [25] wurde in diesem Zusammenhang
auch auf die instabile Natur der Methicillin-Resistenz
hingewiesen [25]. SchlieBlich kann nicht ausgeschlos-
sen werden, daf3 in den betreffenden Isolaten das
necA-Gen mit leicht modifizierter Gensequenz vorge-
legen haben konnte, sodaf dieses von den spezifischen
Primern nicht erkannt wurde und somit kein optima-
les Primerannealing méglich war.

In ebenfalls 5 Féllen (n=3 bei S. aureus und n=2 bei
KNS) konnten molekulargenetisch Sequenzen aus
dem Bereich des mecA-Gens amplifiziert werden, ob-
wohl die untersuchten Isolate mit Hilfe der Agardiffu-
sion eindeutig als Oxacillin-sensibel eingestuft wurden.
Sehr wahrscheinlich ist hier, dal entweder das mecA-
Gen inaktiv war (z.B. Punktmutation mit Einbau eines
Stop-Codons) oder andere. genetische Faktoren, die
fiir die Expression der Methicillin-Resistenz notwen-
dig sind (s.0.), nicht vorhanden waren [6, 22, 23].

Aus Kklinisch-praktischen Erwigungen sollten
mecA-positive Staphylokokken als intrinsisch Methi-
cillin-resistent. angesehen werden, selbst wenn diese
phinotypisch eine low-level-Resistenz aufweisen oder
sogar mit den herkémmlichen Verfahren in-vitro als
Methicillin-empfindlich eingestuft werden, da diese
Stdmme das genetische Potential zur Methicillin-Resi-
stenz tragen und damit jederzeit eine Resistenz ge-
geniiber den B-Laktam-Antibiotika auftreten kann.

Der Vorteil der hier 'vorgestellten Multiplex-PCR
besteht darin, daB vorher unbehandelte einzelne Ko-
lonien direkt von der Agarplatte in den PCR-Assay
eingesetzt werden kénnen. Mit Hilfe dieses Multiplex-
PCR-Ansatzes konnen innerhalb von 4 Stunden spezi-
fische PCR-Produkte parallel sowohl fiir Eubakterien
im allgemeinen als auch Staphylokokken im besonde-

- ren, fiir das coa- sowie das mecA-Gen nachgewiesen
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werden. Somit gelingt neben der Detektion von
Eubakterien und Staphylokokken die Identifizierung
als §. aureus- und der Nachweis des wichtigen Methi-
cillin-Resistenzgens. Die Sensitivitit und Spezifitit
der eingesetzten Primer ist sehr gut und die Ergebnis-
se der Multiplex-PCR sind sehr gut reproduzierbar.

Zusammenfassend erhilt der Kliniker mit Hilfe der
hier vorgesteliten Multiplex-PCR sehr schnell und zu-
verldssig Informationen hinsichtlich der Identitit des
Keims und zusitzlich auch Anhaltspunkte fiir das the-
rapeutische Management. Die hier vorgestellte Multi-
plex-PCR dient somit als Ergénzung oder auch als Al-
ternative zu den klassischen diagnostischen Schemata.
Durch eine fortschreitende Automatisierung der
Amplifikationsverfahren und eine Erweiterung dia-
gnostisch genutzter Pathogenitiits- und Resistenzgene
kann dieses Verfahren in der Zukunft noch an Bedeu-
tung gewinnen, obgleich zur Zeit noch keine Hybridi-
sierungstechnik fiir die klinische Routinediagnostik
zur Verfiigung steht. In der Zukunft sollten empfindli-
chere Detektionsverfahren fiir die Amplifikationspro-
dukte etabliert werden, mit denen ein Direktnachweis
der Staphylokokken direkt aus Patientenmaterial
moglich ist.
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