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1. Einleitung

1.1 Enterokokken

Enterokokken sind grampositive, vorwiegend paarweise auftretende Kokken.
Urspringlich wurden als Enterokokken Streptokokken bezeichnet, die folgende
Umweltbedingungen {iberleben: 10°C bis 45°C AuBlentemperatur, ein pH-Wert von 6,5,
6%ige NaCl-Losung sowie fiir 30 Minuten eine Temperatur bis 60°C. Des Weiteren
spalten sie Aesculin (Sherman 1937). Dies wird zur klinischen Diagnostik genutzt, da
Enterokokken aesculinhaliges Néhrmedium schwarz verfirben. 1984 erméglichte der
Einsatz von molekularbiologischen Methoden der Arbeitsgruppe um Schleifer eine
weitere Differenzierung, Enterokokken wurden als eigene Gattung akzeptiert (Schleifer
und Klipper-Balz 1984).

Bislang wurden {iber 12 verschiedene Subtypen klassifiziert, von denen zwei
physiologische Darmbewohner fiir den Grofteil der Infektionen verantwortlich sind:

Enteroccocus faecium und E. faecalis.

1.1.1 Pathogenitéit und Therapie

Enterokokken sind physiologische Bewohner des menschlichen Gastrointestinaltraktes,
des Weiteren konnen sie Mundhohle, Urogenitaltrakt und die Haut des Perianalbereiches
kolonisieren. Bei hospitalisierten Patienten verteilen sich die Hauptorte enterokokkaler
Besiedlung auf Wunden, Ulzera und den Gastrointestinaltrakt (Sood et al. 2008).

Eine Besiedlung ist asymptomatisch und apathogen. Sie kann jahrelang bestehen und
einer Infektion vorausgehen; auch stellen Patienten, die mit Enterokokken besiedelt sind,
ein stdndiges Keimreservoir dar. Sie konnen die Bakterien auf ihre Umgebung und
Mitmenschen tibertragen (Chavers et al. 2003).

Zwar werden Enterokokken grundsitzlich als niedrig pathogen eingestuft, da sie z.B.
keine potenten Exotoxine oder gewebsspaltende Enzyme produzieren (Moellering 1998).
Jedoch sind immundefiziente Patienten sowie solche, die lange hospitalisiert sind, mit
Cephalosporinen der dritten Generation oder Vancomyin therapiert oder chronisch
dialysiert wurden (Nelson 1999), besonders anfillig fir nosokomiale Infektionen mit

Enterokokken. Diese zeichnen sich durch ihre Héaufigkeit, Schwere und Hartnickigkeit



aus: Enterokokken sind die zweithdufigsten Erreger nosokomialer Wund- und
Harnwegsinfektionen sowie die dritthdufigsten Erreger nosokomialer Bakteridmien in den
USA (Schaberg et al. 1991).

Die haufigsten durch Enterokokken verursachten Infektionen sind Harnwegsinfekte,
intraabdominelle sowie intrapelvine Abszesse und postoperative Wundinfektionen (Low
et al. 2001). Deutlich seltenere, ebenfalls durch Enterokokken hervorgerufene Infektionen
sind Enzephalitis, neonatale und Atemwegsinfektionen sowie Osteomyelitis (Murray

1998).

Bedingt durch die steigende Anzahl Vancomycin-resistenter Subtypen, sogenannte
Vancomycin-resistenter Enterokokken (VRE), kommen in der Therapie zunehmend
alternative Antibiotika wie Linezolid oder Tigecyclin zum Einsatz (Zirakzadeh und Patel
2000).

Da der Nachweis einer Kolonisation mit einem Vancomycin-resistenten Subtyp im Falle
einer Infektion therapeutische Konsequenzen nach sich zieht, ist die frithzeitige

Identifikation dieser Patienten besonders wichtig.

1.2 Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE)

1.2.1 Resistenzmechanismen

Neben den oben genannten intrinsischen Resistenzen weisen einige Enterokokken-Stdmme
erworbene Resistenzen auf. Vor allem bei E.faecium tritt eine Ampicillin-Resistenz auf. In den
letzten Jahren haben Glykopepdid-resistente Enterokokken an Bedeutung gewonnen. Erstmalig
wurden diese in den ausgehenden 80Oer Jahren des letzten Jahrhunderts in GroBbritannien
beschrieben, seitdem steigen Ausmall und Anzahl von VRE-Durchseuchung und —Infektion
zunechmend (Martone 1998). Als Ausloser dieses Zuwachses wird der Gebrauch von
Avoparcin und Gentamycin als Wachstumsbeschleuniger und Antibiotikum in der
Futtermittelindustrie diskutiert (Hammerum et al. 2010). 1996 wurde Avoparcin als
Leistungsforderer fliir Schweine, Rinder und Gefliigel in der Europdischen Union verboten,
seitdem ist die Kolonisation mit VRE unter der gesunden Bevolkerung leicht zuriickgegangen

(Mascini und Bonten 2005).



Der Mechanismus der Glykopeptidresistenz ldsst sich biochemisch erkliren. Vancomycin
hemmt die Synthese der Bakterienzellwand und wirkt dadurch bakterizid auf proliferierende
Erreger. Im Rahmen der Ausbildung der bakteriellen Zellwand entsteht {iber mehrere
Zwischenschritte ein Pentapeptid (N-Acetylmuramyl-Pentapeptid), das an die AuBlenseite der
Membran transloziert wird. An das D-Ala-D-Ala-Ende dieses Pentapeptids bindet
Vancomycin mit hoher Affinitdt und verhindert durch Transglykolysation der entstehenden
Peptidkette die Ankniipfung weiterer Bausteine. Glykopeptide durchdringen also nicht die

Zellmembran, sondern interagieren auf der Oberfldche (Courvalin 2006).

Zellwand Membran Zytoplasma
L-Ala
Carboxypeptidase
Racemase
Transpeptidase
% : D-Ala
ransglykosylase : m+m
Ddi Ligase
D-Ala-D-Ala
HE
,— UDP -2>00-0
MurF Tripeptid
L-Ala-D-Glu-L-Lys

upp -CHO-O-C-E-A

[ EmEmim / iy Lipid Carriermembran
& ‘o ntuiml F | O MN-Acetyimuramicat

& @ N-Acetylglukosamin

Glvkopeptid Pentapeptid

Abb. 1.1: biochemischer Mechanismus der Vancomycinresistenz, modifiziert nach Courvalin

2006

Die extramuralen Pentapeptide der Vancomycin-resistenten Enterokokken weisen nun
nicht Alanin, sondern Serin oder Lactat als endstindige Aminosdure auf (D-Ala-D-Ser
bzw. D-Ala-D-Lac). Dadurch wird die Affinitdt des Antibiotikums an sein Zielsubstrat
gemindert; dies allein unterbindet jedoch nicht dessen bakterizide Wirkung. Die

Glykopeptide konnten an anderorts vorhandene D-Ala-D-Ala-Precursoren binden und so



die Synthese von Peptidoglykanen unterbinden. Daher werden in einem weiteren Schritt
die vorhandenen, affinen D-Ala-D-Ala Peptidketten durch die Enzyme VanX D,D-
dipeptidase und VanY D,D-carboxypeptidase eliminiert (Courvalin 2006).

1.2.2 VRE Subtypen

Vancomycin-resistente Enterokokken kénnen in verschiedene Subtypen unterteilt werden,
welche sich wiederum in ihrem Resistenzprofil voneinander unterscheiden.

Die Resistenz ist auf den so genannten van-Genen kodiert, man unterscheidet die VRE-
Typen vanA bis vanE.

VanA- positive Enterokokken wurden als erstes beschrieben und verfliigen mit minimal
inhibition concentrations (MIC) von 64-100 mg/l fiir Vancomycin bzw. 16-512 mg/1 fiir
Teicoplanin tber die ausgeprigtesten erworbenen Resistenzen gegeniiber Vancomycin
und Teicoplanin. Die vanH Dehydrogenase und die vanA Ligase synthetisieren hier ein
D-Ala-D-Lac-Terminus.

VanB- positive Stdmme exprimieren eine variable Resistenz gegeniiber Vancomycin
(MIC 4-1000 mg/l) und sind sensibel gegentiber Teicoplanin.

VanC- Subspezies kodieren eine intrinsische Vancomycin-Resistenz auf niedrigem
Niveau (MIC von 2-23 mg/l), sie reagieren jedoch sensibel auf Teicoplanin (Courvalin
2006).

1.2.3 Non-enterokokkale van-Gene

Die fiir eine Vancomycin-Resistenz kodierenden van-Gene konnen nicht nur von
Enterokokken exprimiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass in zwei kanadischen
Krankenhdusern bis zu 6,2% des detektierten vanB nicht-enterokokkalen Ursprungs war
(Domingo et al. 2005).

Die Arbeitsgruppe um Ballard zeigte, dass gram-positive, anaerobe Darmkeime
(Clostridium hathewayi, Clostridium innocuum, Clostridium bolteae und Ruminococcus
lactaris) ein vanB exprimieren, das dem enterokokkalen Gen identisch ist (Ballard et al.

2005a).



1.2.4 Klinische Bedeutung und Diagnostik

Wihrend VRE auf immunkompetente Triger selten gesundheitsrelevante Auswirkungen
haben, konnen bei immunsupprimierten Patienten ausgehend von einer VRE-Besiedlung
lebensbedrohliche Infektionen entstehen (Zirakzadeh und Patel 2006). Sollte ein
suszeptibler Patient an einer VRE-induzierten Sepsis erkranken, entscheidet die
Geschwindigkeit tiber die Effizienz der Therapie, es muss schnell ein wirksames
Antibiotikum eingesetzt werden. Ist nicht bekannt, dass es sich um Vancomycin-
resistente Enterokokken handelt, wird der behandelnde Arzt moglicherweise Vancomycin
als Standard-Breitbandantiobiotikum einsetzen. In diesem Fall wird wertvolle und

lebenswichtige Zeit verschenkt.

Aus diesem Grund wird jeder Patient der Hidmato-Onkologischen Station des
Universititsklinikums Diisseldorf auf VRE gescreent. Sollte er positiv getestet werden,
wird er wegen des Ubertragungsrisikos von anderen Patienten isoliert und bei dem

Verdacht auf eine VRE-induzierte Erkrankung mit Linezolid behandelt.

Aktuell wird das Screening mit kulturellen Methoden durchgefiihrt. Stuhl oder
Rektalabstriche werden in Niahrbrithe mit dem Antibiotikum Meropenem zur
Unterdriickung der Begleitflora 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Dieses Material wird
anschlieBend auf VRE-Agar, der zur Selektion Vancomycin enthélt, ausgestrichen und
nochmals 24 Stunden bebriitet. Enterokokken hydrolysieren das im Agar enthaltene
Asculin und bilden schwarze Zonen im umgebenen Medium, die aus Komplexen von den
Hydrolyseprodukten und Eisenionen herrithren. Von verddchtigen Kolonien wird eine
Resistenzbestimmung mittels Agardiffusion auf Vancomycin angelegt. Bei Resistenz
wird der behandelnden Station der Verdacht auf VRE-Besiedlung mitgeteilt. Zur
Bestitigung werden die biochemische Differenzierung sowie eine weitergehende

Resistenztestung durchgefiihrt.
1.2.5 Optimierung der Diagnostik durch PCR
Der beschriebene kulturelle Nachweis ist zeit- und arbeitsintensiv. Es dauert mindestens

zwei Tage, bis der Verdacht an die Station weitergeleitet werden kann. Eine

prophylaktische Isolierung in der Zeit bis zum Befund wire sehr kostenaufwindig. Eine



Isolierung erst bei positivem VRE-Ergebnis bedeutet aber das Risiko einer Ubertragung
auf Nachbarpatienten in der Zeit bis zum Befund. Um die Diagnostik zu vereinfachen und
zu beschleunigen, war es das Ziel dieser Arbeit, eine PCR basierte Screeningmethode zu
entwickeln.

Dies ist ein molekulargenetisches Verfahren zur enzymatischen in-vitro Replikation als
Nachweis einer oder mehrerer bestimmter Gen-Sequenzen, flir dessen Entwicklung dem
US-Amerikaner Kary Mullis 1993 der Nobelpreis fiir Chemie verlichen wurde (Mullis
und Faloona F. A. 1987).

Durch Erhitzen bis 95°C werden die Doppelstrange der DNS aufgeschmolzen, so dass
sich nach Abkiihlung die zugegebenen Oligonukleotidprimer an den die Zielsequenz
einrahmenden Abschnitt anlagern koénnen. Eine Polymerase synthetisiert nun die
ebenfalls zugegebenen Desoxyribonukleotide in Gegenwart von Mg®" Ionen an die
Sequenz zwischen den Primern an. Revolutiondr war vor allem der Einsatz der Tag-
Polymerase, gewonnen aus dem thermophilen Bakterium Thermophilus aquaticus, der
wesentlich zur Vereinfachung des Procedere beitrug. Die Tag-Polymerase ist bis ca. 97°C
hitzestabil und wird wihrend des Erhitzens und der Denaturierung beim PCR-Zyklus
nicht zerstort, sie muss also nur einmal zu Beginn der Reaktion hinzugegeben werden.

Die konventionelle PCR konnte den prdanalytischen Arbeitsaufwand erheblich verkiirzen,
durch aufwendige postanalytische Nachbereitung (z.B. gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte) hielt sich die effektive Zeitersparnis jedoch in Grenzen.
Um den Prozess weiter zu automatisieren, entwickelte die Arbeitsgruppe um Lee 1993
eine PCR, die parallel die Amplifikation sowie den Nachweis des Genproduktes
ermoglichte (Lee et al. 1993).

In dieser Variante wird zur Messung der DNS ein Oligodesoxyribonukleotid als Sonde
verwendet, die an ihrem 5 Ende einen fluoreszenten Farbstoff (Reporter), am 3’ Ende
einen weiteren Farbstoff (Quencher) tragt. In der intakten Sonde wird die Fluoreszenz des
Reporters durch den sich in rdumlicher Nihe befindenden Quencher unterdriickt. Im
Laufe der PCR trifft die Tag-Polymerase auf die gebundene Sonde und trennt mit ihrer 5°
Exonukleasefunktion den Reporter vom Quencher. Dieser kann nun die Fluoreszenz des
Reporters nicht mehr beeinflussen, so dass mit jedem Zyklus der PCR (also steigendem
DNS-Produkt) die Fluoreszenz des Reporters ansteigt. Hierbei ist das gemessene Signal

streng sequenzspezifisch.



Diese Schritte konnen mehrfach wiederholt werden, da die Taq-Polymerase bis 97°C
hitzebestdndig ist. So wird eine nahezu exponentielle Vervielfiltigung des gesuchten

DNS-Abschnittes erreicht.

Da jeder Zyklus nur 1,25 Minuten dauert, liegt ein Ergebnis nach etwa 2,5 Stunden vor.
Im Vergleich zur kulturellen Diagnostik mit bis zu drei Tagen bietet die PCR also eine
deutliche Zeitersparnis. Des Weiteren kann eine Angabe iber die Anzahl der
Genomkopien im Patientenmaterial gegeben werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Real-Time PCR fiir Vancomycin-resistente
Enterokokken zu entwickeln und diese mit der kulturellen Routinediagnostik zu

vergleichen.



2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Medien und Puffer

2.1.1.1 Chemikalien

Trypton

Hefeextrakt

Agarose

Ampicillin

Hefeextrakt

NaCl, pH 7.0

KCl

MgCl,

Caseinpepton

L-Cystein

Glukose

Natriumthioglykolat

Resazurin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
EDTA

Ethidiumbromidlésung

6 x MassRuler DNA Loading Dye
1 kb DNA ladder

10

Biochrom, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Boehringer, Mannheim, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschand
Biochrom, Berlin, Deutschand

Gibco, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Merck, Darmstadt, Deutschand

Riedel-de Héden, Seelze, Deutschand
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, Burlington, Kanada

Gibco, Darmstadt, Deutschland



2.1.1.2 Medien

LB-AMP-Medium

(Luria-Bertani-Medium mit Ampicillin)

LB-AMP-Platte

SOC-Medium
(Super Optimal broth with Catabolite

repression)

Thioglykolatbriihe

2.1.1.3 Puffer

TBE Puffer
S1 Puffer
S2 Puffer
S3 Puffer

10 g Trypton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt
975 ml Aqua dest.
15 g Agar

1 ml Ampicillin
LB-AMP-Medium
1,2% Bacto-Agar
2% Trypton,

0,5% Hefeextrakt
0,5% NaCl, pH 7.0
2,5mM KCl

10mM MgCl,
20mM Glucose

15 g Caseinpepton
0,5 g L Cystein

5 g Glukose

5 g Hefeextrakt
2,5 g NaCl

0,5 g Natriumthioglykolat
0,001 g Resazurin
0,75 g Agar

1000 ml Aqua dest.

90 mM Tris, 90 mM Borat, 0,5 mM EDTA, pH 8,0
50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100pg/ml RNase
200 mM NaOH

2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1



Buffer G
Dilutionspuffer

Elutionspuffer

2.1.2 Primer und Sonden

Primer / Sonde

Zielgen

vanA For

vanA vanA Rev

vanA TM*

vanB For

vanB vanB Rev

vanB TM*

Fermentas, Burlington, Kanada

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Sequenz
Grofle
5" GCG-GAA-TGG-GAA-
AAC-GAC-A 3°

5’ CAT-GCA-AAG-CTG-
AAA-ATG-CTA-CAT-C 3’

5’ TCG-CCG-GAT-AAA-
AAA-ATG-CAC-CGA ¥’

5° CGG-ATA-GGA-AAA-
CGC-ATG-GTC 3’

5> GCC-TCC-GGT-TTG-
TCA-CCT-T 3’

5” ACG-TGG-CTT-TCC-
CGG-TTT-TGC-A ¥

12

19 bp

25 bp

24 bp

21 bp

19 bp

22 bp

Firma

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland



vanC; S
vanCi vanC; A
vanC, TM**
vanCsy 3 S
vanCaz | vanCyz A
vanCy 3 TM**
* Fam

** Texas Red

2.1.3 Master Mix

2 x MM fiir Multiplex PCR

5’ TTG-GCT-GCG-GCA-
TCT-TAG 3’

5” CCG-TCA-ATC-CCA-
AGT-TTC-G 3°

5’ TGA-CGA-TTG-GTG-

CTT-GTG-ATG-CGA-TT 3°

5° GAC-AAA-TCA-AGC-
CAA-CCA-GC 3’

5° CGA-TCT-CAA-CAC-
CGG-CAA 3’

5° ATC-CAG-ACC-CAT-
GGC-TTC-CCA-GT 3’

18 bp

19 bp

26 bp

20 bp

18 bp

23 bp

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,
Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

TIB Molbiol,

Berlin, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

(HotStarTaq® DNA Polymerase, 6 mM MgCl,,

dNTP Mix)
2 x MM Supermix

Biorad, Hercules, USA

(iTaq DNA Polymerase, 6 mM MgCl,, dNTPs)

13



2.1.4 Enzyme

Proteinase K Qiagen, Hilden, Deutschland
Taq Polymerase (5U /ul) Roche, Basel, Schweiz

Ligase (5U /ul) Roche, Basel, Schweiz

PVU 2 Restriktionsenzym Fermentas, Burlington, Kanada

2.1.5 Bakterienstimme fiir Klonierung

E.coli — Stamm Firma

DH5a Gibco, Darmstadt, Deutschland

2.1.6 Klonierungsvektor

Plasmid Grofle (bp) | Resistenzgene | Charakteristika Firma

pGEM-T Easy | 3015 Amp SP6- und T7 Promotor | Promega,
Madison, USA

2.2 Methoden

2.2.1 DNS-Isolation und ihre Vorbereitung fiir die Klonierung von Positivkontrollen

und Interner Kontrolle

2.2.1.1 Konventionelle PCR

Um das gewiinschte DNA-Fragment zu vervielféltigen, wurde eine konventionelle PCR

mit dem T3 Thermocycler von Biometra durchgefiihrt.

14



Der verwendete Ansatz lautet wie folgt:

van Forward Primer 1,5 ul

van Reverse Primer 1,5 ul

dNTP 10 mM Mix 3 ul (Ge 10 mM dGTP, dCTP, dATP, dTTP)
Puffer 15 mmol MgCl, 15 ul

Taq Polymerase 3ul

Aqua dest. 123 pl

Template 1wl

Die PCR gliedert sich in folgende Schritte:

PCR Schritt Temperatur
1. Erhitzen 95°C

2. Denaturierung (Auftrennung der DNS- .
Doppelstringe) e

3. Annealing (Hybridisierung von Primern und hec

Template) und Verlingern

Zeit

5 Minuten

15 Sekunden

1 Minute

Die Schritte 2 und 3 wurden 45mal zyklisch wiederholt. Die gewonnene DNS wurde gel-

elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.1.2 Gelelektrophoretische DNS — Auftrennung und Aufreinigung

Um die gewlinschte vervielfiltigte DNS von stérenden Primerresten zu trennen, wurde

die amplifizierte DNS in 1 bis 2%igen Agarosegelen gelelektrophoretisch aufgereinigt.

Hierzu wurden je 5 Volumen DNS-Probe mit 1 Volumen 6 x MassRuler DNA Loading

Dye gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte

unter einer Stromstdrke von 85mA. Durch vorherige Inkubation des Gels mit 1%iger

Ethidiumbromidlosung konnte sich das Ethidiumbromid an die DNA-Fragmente anlagern

und diese dann unter UV-Licht bei 320nm sichtbar machen. Das Bandmuster wurde

15



anhand des BioDoc Analyze von Biometra dokumentiert und die Bande in der Hohe des
erwarteten DNS-Fragmentes herausgeschnitten.

Die gelelektrophoretisch aufgetrennte Sequenz wurde mit dem High Pure PCR Product
Isolation Kit von Roche Applied Science nach Herstellerangaben extrahiert. Dazu wurde
das ausgeschnittene Gelstiick in ca. 100 mg schwere Segmente unterteilt, wovon jedes mit
je 300 pl Binding Buffer versetzt und fiir 10 Minuten bei 56°C inkubiert wurde.

Nachdem das Gel vollstindig gelost war, wurden 150 pl Isopropanol pro Segment
hinzugefiigt und vermischt. Nun wurde der gesamte Inhalt in das High Pure Filter Tube
System {tiberfiihrt und fiir 60 Sekunden bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und der Filter durch zweimalige Applikation von Washing
Buffer und anschlieBender Zentrifugation gereinigt. Danach wurde die Filtersdule mit 15

ul TE-Puffer versetzt, um die reine DNS zu eluieren.

2.2.1.3 Ligation

Das extrahierte Genmaterial wurde in das Vektorplasmid pGEM-T Easy, das ein Gen fiir

Ampicillin-Resistenz trigt, durch Ligation integriert. Verwendet wurde das Rapid DNA

Ligation Kit von Roche mit folgendem Ansatz:

Dilutionspuffer I ul
Ligationspuffer Sul
Ligase 0,5 ul
pGEM-T Easy Vektor 0,5 ul
Zu integrierendes Genmaterial 3ul

Das Gemisch wurde 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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2.2.2 Klonierung

2.2.2.1 Transformation kompetenter E.coli Bakterien

1ul der préiparierten Plasmid-DNA wurden mit 100ul kompetenten E.coli DHS5a versetzt
und 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch 90 Sekunden bei
42°C erhitzt und erneut auf Eis gestellt.

Nach Zugabe von 250ul SOC-Medium wurde die Bakteriensuspension eineinhalb
Stunden bei 37°C schiittelnd inkubiert. 100ul dieser Kultur wurden auf Ampicillin-
haltigen Agarplatten (LB-Amp-Platten) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C bebriitet.
So konnen die Bakterien, die das Plasmid und somit die Ampicillinresistenz
aufgenommen haben, selektiert werden. Die gewachsenen Kolonien wurden gepickt und
in 2ml LB-Amp Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, 100ug/ul
Ampicillin, pH 7,5) tiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.

2.2.2.2 Lagerung der Bakterien

500ul der Bakteriensuspension wurden mit 500ul 87%igem Glycerin versetzt, um sie

dauerhaft bei -80 °C lagern zu konnen.

2.2.2.3 Priparation der Plasmid-DNS

Die Préparation der Plasmid-DNS aus den transformierten Bakterien erfolgte mit dem
NucleoBond Kit von BD Bioscences nach Herstellerangaben. Zunichst wurden die
Bakterien 10 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 300ul S1 Puffer resuspendiert. Nun wurde zur Lyse des
Pellets 300ul Puffer S2 hinzugefiigt und 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde mit 300ul S3 Puffer gefillt. Nach einer Sminiitigen Inkubation auf
Eis wurde fiir 15 Minuten bei 12.682 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand (750—
800ul) wurde abpipettiert und mit 640ul Isopropanol versetzt. Nach erneuter 15 mintitiger
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und mit 500ul 70%igem, kalten Ethanol
gewaschen. Die so isolierte DNS wurde mit 20pul 10 mM Tris HCI, pH 8,0 eluiert und bei
37°C 30 Minuten gelost.
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2.2.2.4 Kontrolle

Um zu diberpriifen, ob der pGEMt-Easy Vektor das gewiinschte DNS-Fragment
internalisiert hat, wurde ein Kontrollverdau mit PVU II durchgefiihrt. Das Enzym

schneidet an bekannten Stellen das Vektorplasmid aus. Der Ansatz lautete wie folgt:

Restrikionsenzym PVU 11 0,5ul
Puffer G 2ul
Aqua dest. 12,5ul
Plasmid-DNS Sul

Der Ansatz wurde schiittelnd eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschliefend konnte
anhand einer gelelektrophoretischen Auftrennung unter der UV-Lampe die GréBe des
verdauten DNS-Fragmentes abgelesen und mit dem gewiinschten Ergebnis verglichen

werden.

2.2.2.5 Konzentrationsbestimmung

Um bestimmen zu kénnen, wie hoch die DNS-Konzentration einer Probe ist, wurde eine
spektralphotometrische Messung durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Probe mit Aqua dest.
1:100 verdiinnt und in eine Quarzkiivette pipettiert. Die Menge der UV Strahlung, die von
der DNS bei 260 nm resorbiert wird, ist dem DNS-Gehalt direkt proportional.

Ao x 100 x 50 = xpg /ul

Hierbei steht 100 fiir die Verdiinnung, 50 ist der Multiplikationsfaktor flir doppelstringige
DNS.

2.2.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung zur Kontrolle des Inserts wurde bei der Firma GATC in Konstanz

durchgefiihrt.
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2.2.3 Varianten der Aufbereitung von DNS aus Probenmaterial

2.2.3.1 Aufbereitung von DNS I

Das Bakterienmaterial einer kulturellen Kolonie wurde mit 200u1 Lysepuffer 10 Minuten
bei 95 °C mit dem Ziel der bakteriellen Zellwandlyse inkubiert. Nach 2 miniitiger
Zentrifugation bei 13.000 x g wurde der Uberstand abpipettiert und bei -20 °C
aufbewabhrt.

2.2.3.2 Aufbereitung von DNS I1

Die Bakterien wurden in 290u1 G2-Puffer lysiert. Nach Zugabe von 10ul von Proteinase
K (600 mAU/ml) wurde die Probe bei 56°C 15 Minuten inkubiert und anschlieBend 2001
in ein 2ml Eppi pipettiert.

Die Aufreinigung erfolgte nach Herstellerangaben durch den EZ-1 BioRobot von Qiagen.

2.2.4 Real-Time PCR

Fiir die Real-Time PCR wurde folgender Ansatz pipettiert:

2fach Mastermix (dNTP, TaqPolymerase, | 12,5ul

Puffer)

Forward Primer (50uM) 5x0,1ul

Reverse Primer (50uM) 5x0,1ul

Sonde (je SpM) 4 x 0,1pl (fur vanA,B,Ci Ca3), 1 x 0,5ul fiir
esp), 1 x 1ul fiir IK

Aqua dest. 6,1ul

Template 2,5ul

Interne Kontrolle (IK) Tl

Es wurde der iCycler von BioRad und das Programm Taq.Man 1.2 tmo sowie Primer und

Sonden von TIB Molbiol. verwendet:
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PCR Schritt Temperatur Zeit

1.Erhitzen 95°C 10 Minuten
2.Denaturierung  (Aufirennung der DNS-

95°C 15 Sekunden
Doppelstringe)
3.Annealing (Hybridisierung von Primern und

60°C 1 Minute

Template) und Elongation

Die Schritte 2 und 3 wurden 45 x zyklisch wiederholt.

2.2.5 Bakterienanzucht / Weiterdifferenzierung

2.2.5.1 Kultivierung von Enterokokken

Wurde durch die Real-Time PCR ein van-Gen detektiert, stellt sich die Frage nach dessen
Ursprung (s. 1.2.5). Die Moglichkeit von falsch-positiven Ergebnissen, verursacht durch
nicht-enterokokkale van-Gene, sollte durch Kultivierung des Patientenmaterials in VRE-
Selektivmedien minimiert werden.

Die Proben, die laut PCR van-positiv waren, wurden iiber Nacht in VRE Selektivbriihe
bebriitet. Es wurde jeweils eine VRE- sowie eine Blutagarplatte mit einer Ose Briihe
beimpft und 24 Stunden bebriitet. Bildeten sich Kolonien auf den beimpften Blutagar-
und VRE-Selektivplatten, wurden diese nach einer wie oben beschrieben Aufreinigung
via EZ-1 Robot per PCR auf die van-Resistenzgene tiberpriift.

Auch wurde die Selektivbrithe zentrifugiert, das Sediment per EZ-1 Robot aufgereinigt
und einer Real-Time PCR zugefiihrt.

Zusitzlich wurde eine biochemische Differenzierung und Resistenzbestimmung der

Kolonien durchgefiihrt.
2.2.5.2 Kultivierung von Anaerobiern
Um speziell die anaerobe Stuhlflora zu selektieren, wurden Thioglykolatbrithen mit dem

Nihrmedium der Rektalabstriche versetzt und 42 bis 78 Stunden bebriitet. Darauthin
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wurden Anaerobier-Nédhragarplatten mit der bebriiteten Thioglykolatbriihe beimpft und

nochmals 42 Stunden unter anaeroben Bedingungen inkubiert.

2.2.6 Bestimmung der Sensitivitiit

Um die untere Nachweisgrenze der verschiedenen Zielgene, bei der noch ein positives
Fluoreszenz-Signal angezeigt wird, detektieren zu konnen, wurde eine Verdiinnungsreihe
angefertigt.

Hierzu wurden positiv getestete Isolate aus der Mikrobank des hiesigen Instituts 6
Stunden bei 37°C schiittelnd inkubiert, so dass sich die Bakterien im Maximum ihrer
Vermehrungsphase befanden. Die Bakteriensuspension wurde auf McFarland 1 verdiinnt.
Die Sensitivitdt der PCR wurde nun durch eine serielle Verdiinnung der oben genannten
Bakteriensuspension ermittelt, wobei parallel die Bakterienkonzentration mittels Kolonie-
bildender Einheiten (KBE) kulturell bestimmt wurde.

Sul der gewonnenen McFarland 1 Bakterienbrithe wurden hierzu mit 45ul Néhrbouillon
versetzt und weiter in 10er Schritten bis 107 verdiinnt. Von jedem Konzentrationsschritt
wurden parallel im Vierfachansatz Blutagarplatten beimpft und 24 Stunden bebriitet. Die

gebildeten Kolonien wurden gezéhlt.
30ul der Bakterienbrithe wurden im Vierfachansatz mit 270ul G2-Puffer aus dem EZ-1

BioRobot Kit von Qiagen lysiert und in 10er Schritten bis 107 verdiinnt. Nach Zugabe
von Proteinase K erfolgte die Real-Time PCR.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswahl der Zielsequenzen

Da der menschliche Darmtrakt physiologisch in hohem Malle mit Enterokokken besiedelt
ist, muss die PCR {iiber Detektion von Resistenzgenen eine Differenzierung zwischen
sensiblen Enterokokken und Vancomycin-resistenten Subtypen ermdglichen. Es sollten
Positivkontrollen entwickelt werden, die spezifisches Genmaterial der VRE enthalten und
somit eine Inhibition der PCR erkennen helfen. Wiirden in der PCR die Positivkontrollen
nicht detektiert, wire eine Auswertung der Patientenproben nicht méglich, da sie z.B.

aufgrund von Inhibitoren falsch negativ sein konnten.

Unter diesem Blickpunkt wurden als Zielsequenzen fiir Glycopeptid-Resistenzen
kodierende Genabschnitte ausgewdhlt: vanA, vanB, vanC, sowie vanC, 3.

VanA ist das am hidufigsten exprimierte Resistenzgen und kodiert fiir eine
Unempfindlichkeit gegen Vancomycin und Teicoplanin. VanB kodiert ebenfalls fiir eine
Vancomycinresistenz, jedoch auf einem niedrigeren Level, gegeniiber Teicoplanin sind
diese Subtypen suszeptibel. Van C; und vanC,3 kodieren im Gegensatz zu den
erstgenannten Sequenzen flr eine intrinsische, nicht fiir eine erworbene Resistenz gegen
Vancomycin, jedoch auf dem insgesamt niedrigsten Level (Courvalin 2006).

Zwar gibt es weitere van Subtypen, diese wurden jedoch aufgrund ihres sehr seltenen

Vorkommens im Rahmen unseres klinischen Screenings vernachlissigt.

Fir die Positivkontrollen wurden die entsprechenden Amplifikate des vanA bzw. vanB
Gens in das pGEM-T Easy Vektor System von Promega kloniert und in kompetente
DH5a E. coli transformiert (s. Kap. 2.2.2).

In die Klonierungsstelle des pPGEM-T Easy Vektors kann ein PCR-generiertes Amplikon
inseriert werden, da konventionelle TaqPolymerasen an die 3’ Enden der Sequenzen ein
Adenyl synthetisieren. Zu beiden Seiten der Klonierungsstelle schneidet die Restriktions-

endonuklease PVU II das Insert heraus (Abb. 3.1).
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5..GT AC.. 3

3.CATG..S
AN

Abbildung 3.1: Schnittstellen der PVU II

Anschlieend an die Transformation der Bakterien mit pGEM-T Easy samt Insert erfolgte
der Kontrollverdau mit PVU II und eine Kontrolle der Insertgrole mittels
Gelelektrophorese (Abb. 3.2).

Die Klone, die unter UV-Licht die gewiinschte Bandenzahl zeigten, wurden sequenziert.
So konnten spontane Mutationen ausgeschlossen werden, die zu einer Verfilschung der

PCR hitten fiihren konnen.

vanC2,3 Aq.

Abb. 3.2: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte im Doppelansatz nach
Amplifikation der van-Gene, die 130 bp (vanA) bzw. 200 bp (vanCl und vanC2,3)
umfassen. 2%iges Agarose-Gel.

M = Molekulargewichtsmarker 1kb DNA Leiter

Aq. = Negativkontrolle
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3.2 Klonierung einer Internen Kontrolle

Fallt eine Patientenprobe in der PCR negativ aus, gibt es drei Moglichkeiten:

1. Die PCR ist fiir die Detektion des gesuchten Genmaterials nicht geeignet.
2. Es besteht ein methodischer Fehler.

3. Die Patientenprobe enthélt das zu detektierende Genmaterial nicht.

Punkt 1 kann durch eine Positivkontrolle ausgeschlossen werden, wird diese detektiert,
wird die PCR auch das ggf. enthaltene bakterielle Genmaterial detektieren.

Ein methodischer Fehler, wie z.B. die fehlende Zugabe eines Reagens, kann dahingegen
durch die Zugabe einer Interne Kontrolle (IK) ausgeschlossen werden. Es handelt sich
hierbei um eine fremde Gensequenz, die von vanA-Primern flankiert wird. Diese Sequenz
wird von einer speziellen, IK-spezifischen Sonde erkannt. Da die Interne Kontrolle sowie
die IK-spezifische Sonde jedem Mastermix zugesetzt werden, ist bei positivem
Fluoreszenzsignal ein methodischer Fehler unwahrscheinlich.

Die Interne Kontrolle wurde mithilfe des pGEM-T Easy Vektor Systems kloniert. Nach
Restriktion des Klonierungsproduktes durch PVU II wurde das Insert gelelektrophoretisch

auf seine GroBe untersucht, um den Erfolg der Klonierung zu tiberpriifen (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Gelelektrophoretische Kontrolle des Klonierungsproduktes der Internen
Kontrolle nach enzymatischer Restriktion. Sechs identische Proben wurden im
Sechsfachansatz aufgetragen (IK;—IKs), die Interne Kontrolle umfasst 103 bp. 2%iges
Agarose-Gel.

M = Molekulargewichtsmarker 1kb DNA Leiter

Aq. = Negativkontrolle

3.3 Ergebnisse der Sensitivitiitsiiberpriifung

Im Rahmen der Sensitivitdtsiiberpriifung der PCR wurde eine auf McFarland 1
standardisierte VRE-Bakteriensuspension seriell in 10er Schritten verdiinnt (s. 2.2.6).
Parallel wurde der Bakteriengehalt der jeweiligen Verdiinnungsstufen mittels kultureller
Anziichtung und anschlieBender Zihlung der Kolonie bildenden Einheiten (KBE)
bestimmt. Die einzelnen Verdiinnungsstufen der Bakteriensuspension wurden einer PCR
zugefiihrt und mit der Zahl kulturell nachgewiesener KBE verglichen.

Fir die PCR wurden jeweils 2,5pul verdinnte VRE-Bakteriensuspension eingesetzt,
wihrend die kulturelle Anziichtung zur Bestimmung der KBE mit 10pl erfolgte. Um zu
ermitteln, wie viele KBE ein PCR-Ansatz beinhaltet, wurde die Anzahl an KBE pro Platte
durch 4 geteilt. Die Mittelwerte aus den vierfachen Ansédtzen wurden ermittelt.

Es zeigte sich, dass die PCR in der Lage ist, minimal 4 vanA Genomkopien pro 2,5ul
PCR Ansatz zu detektieren, siche Tabelle 3.1. Liegen weniger KBE im PCR-Ansatz vor,
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ist die untere Nachweisgrenze der PCR unterschritten und es erfolgt keine Amplifikation
mehr.
Fir vanB ergab die Linearitdtskontrolle eine untere Nachweisgrenze von 2,8 CFU,

dquivalent fir vanC; ergab sich 2,5 CFU, s. Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Nachweisgrenze der PCR

Verdiinnung | 107 10* 10° 10° 107
KBE: vanA | 67 61 4 0,5 0
KBE: vanB 72 30,5 6 2,8 0
KBE: vanC; | 88 57,5 25,6 8,6 2,5

KBE: 2,5ul Bakteriensuspension aus PCR-Ansatz

Abgebildet sind die Mittelwerte der im Vierfachansatz kulturell bestimmten KBE pro
PCR-Ansatz, sortiert nach van-Gen und Verdiinnungsstufe. Blau unterlegt sind die Felder,
bei denen in der PCR ein Signal erfolgte, weil unterlegt jene, bei denen kein
Fluoreszenzsignal mehr nachweisbar war.

3.4 Vorbereitungen des Patientenmaterials

3.4.1 Selektivbriihe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 178 Rektalabstriche parallel kulturell und
molekularbiologisch untersucht. Wihrend 114 Fille tbereinstimmend negativ und 14
Fille tibereinstimmend positiv fiir VRE waren, zeigte sich, dass bei 49 Proben divergente
Ergebnisse von Routinediagnostik, sprich kultureller Aufbereitung, und PCR vorlagen, s.
Tabelle 3.2. Wihrend die kulturelle Anziichtung dieser 49 Patientenmaterialien keinen
Nachweis von Vancomycin-resistenten Enterokokken erbrachte, detektierte die PCR das

fiir eine Resistenz kodierende van-Gen.
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Tabelle 3.2: Ubersicht der 178 getesteten Rektalabstriche

Kultur positiv Kultur negativ
PCR positiv 14 49
PCR negativ 1 114

Als Erkldrung der beschriebenen divergenten Ergebnisse konnte nur dann eine hohere
Spezifitit der PCR angenommen werden, wenn vorher falsch-positive Ergebnisse
aufgrund von Kreuzreaktionen mit nicht-enterokokkaler Begleitflora ausgeschlossen
wurden.

Hierzu wurden 19 Patientenmaterialien, die ein divergentes Ergebnis zwischen Kultur und
PCR zeigten, iiber Nacht in einer VRE-Selektivbouillon bebriitet (s. 2.2.5) und
anschlieBend per EZ-1 aufbereitet. AnschlieBend erfolgte ein molekularbiologischer
Vergleich  zwischen unbehandeltem  Abstrichmaterial und oben  genannter

Selektivbouillon.

Tabelle 3.3.: Ergebnisse der PCR vor und nach selektiver Bebriitung des
Patientenmaterials in Nahrbouillon sowie die Ergebnisse der entsprechenden kulturellen
Diagnostik.

Abstrich Kultur PCR aus nativem PCR aus Selektiv-
Abstrichmaterial bebriitung
6539 neg pos pos
6552 neg pos Pos
6591 neg pos neg
6600 neg pos neg
6604 neg pos pos
6750 neg pos neg
6774 neg pos neg
6777 neg pos neg
10681 neg pos pos
10728 neg pos neg
11700 neg pos neg
11964 neg pos neg
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12000 neg pos pos

12039 neg pos neg
12174 neg pos neg
12176 neg pos neg
12274 neg pos neg
12357 neg pos neg
12277 neg pos neg

pos: In kultureller Diagnostik bzw. PCR lieen sich VRE bzw. van-Gene nachweisen
neg: keine Detektion von VRE bzw. van-Genen moglich

Blau: Nach Selektivbebriitung keine positive PCR

Rot: Auch nach Selektivbebriitung Detektion von van-Genen mittels PCR

Wie in Tabelle 3.3 zu erkennen ist, zeigte sich in der molekularbiologischen Diagnostik
nach Bebriitung in Selektivmedium in 14 von 19 Féllen eine negative PCR. Die Anzahl
der divergenten Ergebnisse konnte durch Selektivbebriitung erheblich reduziert werden.
Die einleitend erwdhnte Problematik von falsch-positiven Resultaten, verursacht durch
van-Gene nicht-enterokokkalen Ursprungs, scheint hier urséchlich zu sein (s. 1.2.3).

Die fiinf verbleibenden Proben wurden sowohl in der PCR direkt aus Patientenmaterial,
als auch in der PCR aus Selektivbriihe positiv detektiert.

Um genauere Klarheit tiber die biochemische Differenzierung sowie das Resistenzprofil
zu erhalten, wurden diese flinf Proben auf N#hragarplatten ausgestrichen und die
gewachsenen Kolonien mithilfe des VITEK-Gerétes weiter untersucht. In vier der finf
Proben waren tatsichlich Vancomycin-resistente Enterokokken vorhanden, die im
kulturellen Routineansatz nicht gefunden wurden. Die fiinfte Probe enthielt Leuconostoc
mesenteroides, ein gram-positives Milchsdurebakterium, das ebenfalls Vancomycin-
Resistenzen ausbilden kann (Patel 2000).

Die biochemische Differenzierung zeigte also, dass die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Real-Time PCR in der Lage ist, kleine Mengen genetischen Materials zu

erkennen und somit sehr sensitiv ist.

3.4.2 Thioglykolatbriihen

Nach den guten Erfolgen der PCR nach Bebriitung des Patientenmaterials in

Selektivbouillon wollten wir nun der Frage nachgehen, inwiefern die Detektion nicht-
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enterokokkaler van-Gene zu Fehlern im Sinne falsch-positiver Ergebnissen fiithren
konnte.

Da Anaerobier van-Gene exprimieren konnen (Ballard et al. 2005a), inkubierten wir das
Patientenmaterial, das molekularbiologisch positiv detektiert wurde und aus dem sich
keine Kulturen anziichten lieBen, iiber 42-78 Stunden unter anaeroben Bedingungen in

einer Thioglykolatbriihe (s. 2.2.5.2). AnschlieBend wurde eine PCR durchgefiihrt.

Von insgesamt 12 Rektalabstrichen, die kulturell negativ und von der PCR als positiv
detektiert wurden, fiihrten wir Thioglykolatanreicherung durch. Es zeigte sich, dass in
sieben dieser vorbebriiteten Proben keine van-Gene amplifiziert wurden, also keine van-
exprimierenden Anaerobier nachweisbar waren, s. Tabelle 3.4. Die tibrigen flinf Proben
wurden zwar positiv detektiert, allerdings bis auf eine Ausnahme nur auf vanCl. In den
zuvor durchgefiihrten PCR des nativen Patientenmaterials wurden aber vanA und vanB

nachgewiesen, kein vanCl1.

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Abstrichuntersuchung nach Bebriitung in Thioglykolatbriihe

Kultur PCR direkt PCR Thio
12802 neg pos neg
12801 neg pos neg
12782 neg pos neg
12781 neg pos neg
12761 neg pos pos
12760 neg pos pos
12734 neg pos pos
12635 neg pos neg
12631 neg pos pos
12628 neg pos neg
12636 neg pos pos
12497 neg pos neg

pos. : In kultureller Diagnostik bzw. PCR lieBen sich VRE bzw. van-Gene nachweisen
neg.: Kein Nachweis von VRE bzw. van-Genen moglich
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4. Diskussion

Diese Arbeit sollte zeigen, dass die Identifizierung von Vancomycin-reistenten
Enterokokken aus rektalen Abstrichen durch die TagMan-PCR im klinischen und

diagnostischen Alltag eine zeitsparende Alternative zur kulturellen Diagnostik darstellt.

Als Zielgene wurden vanA, vanB, vanC1 und vanC2,3 als Marker fiir die Vancomycin-
Resistenz ausgewdhlt und die entsprechenden Positivkontrollen mithilfe eines pGEMt-
Easy Vektors kloniert. Nach Klonierung einer Internen Kontrolle wurde diese als
Kontrolle fiir die Giite von Abstrichmaterialien und die Abwesenheit von Inhibitoren
eingesetzt. Insgesamt konnten in jeder PCR minimal 2,5 — 4 Genomkopien nachgewiesen
werden.

Um die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte PCR zu verifizieren, erfolgte in den Jahren
2007 bis 2008 eine paralleler kultureller Nachweis von 178 Proben durch das Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Uniklinik Diisseldorf sowie
eine Real-Time PCR durch diese Arbeitsgruppe. Hierbei ergab sich fiir die untersuchten
Rektalabstriche eine Ubereinstimmung von 69%. Betrachtet man den kulturellen
Nachweis von VRE als Goldstandard, so ergibt sich eine Spezifitit von 69,9% (Anteil der
korrekt als negativ detektierten Proben der gesunden Patienten) und eine Sensivitdt von

93,8 % (Anteil der korrekt als positiv detektierten Proben der erkrankten Patienten).

Aufgrund der steigenden Rate nosokomialer Infektionen mit VRE ist das Interesse an der
Entwicklung einer Screening-PCR grof. In den letzten Jahren haben sich mehrere
Arbeitsgruppen mit diesem Thema beschiftigt (Satake et al. 1997, Palladino et al. 2003,
Paule et al. 2003)

1999 ver6ffentlichte Michel Roger et al. (Roger et al. 1999) eine konventionelle
Monoplex-PCR, die vanA aus zuvor in Selektivbrithe angereicherten Rektalabstrichen
detektierte. Es wurden 223 Proben auf eine Selektivagarplatte sowie in eine Néhrbriihe
infundiert. Nach 15 — 18 Stunden Bebriitung wurde die Nahrbrithe sowohl einer PCR als
auch einer zweiten VRE-Selektivagarplatte zugefiihrt. Es zeigte sich, dass die PCR aus
Brithe eine Sensitivitdit von 94,5% hatte, widhrend VRE-Agarplatten, die mit zuvor
bebriiteter VRE-Ndhrbrithe beimpft wurden, eine Sensitivitit von 98% aufwiesen.

Wihrend beide Verfahren iiber eine Spezifitit von 100% verfiigten, detektierte die Kultur
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kapp vier Prozentpunkte mehr Enterokokken, als die PCR es tat. Allerdings waren nach
Ansicht der Autoren die Sensitivitdtsunterschiede zu gering, als dass sie die Zeitersparnis
(24 — 30 Stunden versus 5 Tage) aufiviegen wiirden. Zu beachten ist, dass die Studie von
Roger et al. eine konventionelle Monoplex-PCR entwickelte, so dass andere van-Gene
unberiicksichtigt blieben. Eine Multiplex-PCR wurde unter anderem von der
Arbeitsgruppe um Satake (Satake et al. 1997) entwickelt, hier zeigte sich, dass bei
Verwendung der Primersets flir alle vier Gene (vanA, vanB, vanCl und vanC2) die
Sensitivitat fiir vanA 67,8 % betrug. Wurde nur das Primerset fiir vanA benutzt, also eine

Monoplex-PCR durchgefiihrt, stieg die Sensitivitat fiir vanA auf 88,5 %.

Eine weitere Studie, die sich mit einer Multiplex — PCR beschiftigt hat, ist von der
Arbeitsgruppe um Pedro Alves d’Azevedo (Alves d’Azevedo et al. 2009). Sie hat 2006
104 Rektalabstriche untersucht, die wéihrend und nach einem VRE-Ausbruch in einem
brasilianischen Krankenhaus von der Intensivstation gewonnen wurden. Die
Patientenproben wurden auf drei verschiedenen Agarplatten inkubiert: Medium I enthielt
verschieden Antibiotika (Aztreonam, Polymyxin B und Amphotericin B), Medium II
wurde 6 g/ml Vancomycin zugesetzt und Medium III enthielt neben Vancomycin noch
einen chromogenen Marker.

Diejenigen Stamme, die auf allen drei Medien gewachsen waren (n = 59), wurden einer
Multiplex Real-Time PCR auf vanA, vanB, vanC1 und vanC2,3 zugefiihrt. Es ergab sich
eine Ubereinstimmung zwischen konventionellen Methoden und der PCR mit vorheriger
Selektivbebriitung von 90,2%. Die bendtigte Zeitspanne von Probengewinn bis Erhalt der
Ergebnisse betrug 29,5 Stunden im Vergleich zu 72 Stunden fur die konventionelle
kulturelle Bebriitung.

Auch bei der Studie von Alves wurden die Patientenproben vor der PCR bearbeitet, die
Selektivbebriitung erfolgte nicht in einer Brithe wie bei Roger, sondern mittels
unterschiedlicher Selektivagarplatten. Auch hier bleibt die Zeitersparnis gegen den hohen

praanalytischen Aufwand flir das mikrobiologische Laborpersonal abzuwégen.

2009 ver6ffentlichten Anton Mak et al. (Mak et al. 2009) eine Studie, in der sie 30.835
Rektalabstriche untersuchten. Sie fithrten konventionelle Monoplex-PCRs fiir vanA und
vanB dieser Proben durch, ohne sie vorher in einem Selektivmedium zur Unterdriickung
der Begleitflora inkubiert zu haben. Fiir vanA erzielten sie im Vergleich von kulturellem

Nachweis und PCR eine Spezifitdt von 99,6% sowie eine Sensitivitit von 73,3%. Der
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positiv priadiktive Wert war 68,5%, der negativ pradiktive Wert 99,7%. Diese PCR ist gut
geeignet, um Patienten, die mit VRE kolonisiert oder infiziert sind, herauszufiltern. Die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient bei negativem Testergebnis frei von Vancomycin-
resistenten Enterokokken ist, liegt bei 99,7%.

Im Gegensatz zu diesen guten Ergebnissen zeigte die Studie aber auch, das die PCR
beziiglich des Nachweises von vanB weniger genau ist: die Sensitivitdt lag hier mit 85,4%
zwar hoher, die Spezifitit aber deutlich niedriger bei 83,9% und der positiv pradiktive
Wert nur bei 1,42%. Dies mag daran liegen, dass es eine hohe Durchseuchung von
Darmkeimen mit nicht enterokokkalem vanB gibt (Graham et al. 2008) und das keine
vorherige Selektivbebriitung stattfand.

Zwar exprimierten in der Studie von Mak et al. deutlich mehr Enterokokken vanA als
vanB (353 zu 82 Proben). Dennoch mindert der niedrige positiv pradiktive Wert der
entwickelten PCR fiir vanB die Einsetzbarkeit als Screeningverfahren, da es zu einem
unnétigen Einsatz hygienischer Schutzmafnahmen kommen wiirde. Die kulturelle

Routinediagnostik ist trotz eines hoheren Zeitbedarfs hier die effizientere Alternative.

2010 veroffentlichte die Arbeitsgruppe um Dona Benadof (Benadof et al. 2010) eine
Studie, in der sie eine Multiplex Real-Time PCR fiir vanA, vanB, vanCl, vanC2,3 sowie
fir Enterococcus faecalis und E. faecium entwickelte. Es wurden von 2007 bis 2008
insgesamt 187 Rektalabstriche entnommen, die parallel einer traditionell kulturellen
sowie einer molekulargenetischen Diagnostik zugefiihrt wurden: mit jedem
Abstrichtupfer wurde eine VRE-Agarplatte beimpft, und es wurde DNA fiir die PCR
daraus extrahiert. Die Agarplatte wurde anaerob bebriitet und anschlieend wurde mittels
VITEK eine Resistenz- und Subtypklassifizierung durchgefiihrt.

Betrachtet man den kulturellen Nachweis als Goldstandard, ergab sich eine Sensitivitit
von 96,8%, eine Spezifitdit von 76%, ein positiv pradiktiver Wert von 67,7% und ein
negativ pradiktiver Wert von 97,9%. Auf eine prianalytische Bebriitung wurde verzichtet,
so dass die bendtigte Zeit von Probenentnahme bis zum diagnostischen Ergebnis nur
wenige Stunden betrdgt. Durch den simultanen Nachweis von van-Genen und
enterokokkalen Markern ergibt sich nach Aussage der Autoren eine niedrigere
Wabhrscheinlichkeit von falsch-positiven Ergebnissen.

Die von Benadof vorgestellte Real-Time PCR stellt also eine echte Alternative zur
kulturellen Diagnostik dar und erscheint im Vergleich zu den Ergebnissen der vorher

genannten Arbeitsgruppen die sensitivste Methode zu sein. Die Studie von Mak et al
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ergab zwar fur vanA #dhnlich sensitive Ergebnisse, jedoch lag der positiv pradiktive Wert
der vanB-PCR bei nur 1,42%.

Betrachtet man nun diese Arbeit in Gegeniiberstellung zu den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen, so zeigt sich, dass die Sensitivitdt mit anderen Ergebnissen vergleichbar
ist. Jedoch ist die Spezifitdt mit 69% relativ niedrig. Ein Grund hierfur konnte sein, dass
die entwickelte PCR sensitiver als die kulturelle Diagnostik ist, das hei3t, das geringere
Keimzahlen nachgewiesen werden konnen (die Nachweisgrenze betrdgt 2,5 — 4
Genomkopien pro PCR-Ansatz und ist damit sehr niedrig).

Auch besteht die Moglichkeit einer Detektion von nicht-enterokokkalen Tragern der van-
Gene, beschrieben sind hier anaerobe physiologische Darmbakterien (Ballard et al.
2005a).

Um Anaerobier im Patientenmaterial zu detektieren, inkubierten wir die Rektalabstriche
unter anaeroben Bedingungen in Thioglykolatbrithen (s. 3.4.2) und fiihrten eine PCR mit
dem Sediment durch. Hierbei zeigte sich, dass fiinf von 12 Thioglykolatbriihen positiv auf
van-Gene waren, diese jedoch in nur einem Fall mit den aus dem Nativmaterial
detektierten van-Subtypen iibereinstimmten: es wurde in der Brithen-PCR vanCl

detektiert, wihrend die PCR direkt aus Patientenmaterial vanA oder vanB fand.

Somit zeigt diese Arbeit, dass in den von uns untersuchten Abstrichen vorkommende
Anaerobier zwar zum Teil fiir van-Gene kodieren, jedoch nicht — im Gegensatz zur Arbeit
von S.A. Ballard aus dem Jahre 2005 (Ballard et al. 2005b) — vorwiegend vanB, sondern

primér vanC1 exprimieren.

Die Sensitivitdt der von uns entwickelten PCR ist mit 93,8% hoch, das heifit, dass bei
einem negativen PCR-Ergebnis die Wahrscheinlichkeit gering ist, dass der Patient doch
VRE-Tréager ist. Dementsprechend bietet die PCR die Moglichkeit eines ,,Pri-
Screenings*: die eingehenden Rektalabstriche konnen initial mittels PCR auf
Vancomycin-resistente Enterokokken tiberpriift werden. Zeigt sich in diesem Schritt ein
negatives Ergebnis, kann der Station innerhalb weniger Stunden {ibermittelt werden, dass
fuir diesen Patienten keine speziellen Hygienemafnahmen getroffen werden miissen.

Detektiert die PCR Vancomycin-resistente Enterokokken, sollte der Patient isoliert
werden und sich eine additive kulturelle Diagnostik anschlieBen. Zeigt sich hier kein

Wachstum, konnen die Hygiene- und Isolationsmafinahmen beendet werden.
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Des Weiteren besteht die Moglichkeit, der Real-Time PCR eine Anreicherung in
Selektivbrithe voranzustellen. Wir verwendeten hierfiir VRE-Néhrbouillon, die die
Spezifitdt, gemessen an der Routinediagnostik, von 69% auf 74% (17/23) erhohte. Da wir
die divergenten Ergebnisse einer biochemischen Identifizierungsmethode zufiihrten,
konnten in zwei weiteren Fillen Vancomycin-resistente Enterokokken identifiziert
werden. Somit stieg die Spezifitit, wenn man die biochemische Identifizierung als
Standard betrachtet, auf 80% (17/21).

Die prdanalytische Inkubation braucht jedoch eine grofere Zeitspanne von
Probenentnahme bis zur Ergebnismitteilung (ungefihr 16 Stunden im Vergleich zu 5
Stunden, wenn die PCR direkt aus dem Abstrichmaterial durchgefiihrt wird). Somit bleibt
zu erwidgen, ob bei einer verbleibenden Restunsicherheit beziiglich der Spezifitét, der

zusétzliche Zeitaufwand gerechtfertig ist.

Zusammengefasst ist der zusdtzliche Einsatz einer Real-Time PCR in der
Routinediagnostik zur Detektion Vancomycin-resistenter Enterokokken eine gute
Alternative zur reinen kulturellen Diagnostik. Natiirlich muss man auch den
Kostenaufwand bedenken, so dass wahrscheinlich nur dann kostendeckend gearbeitet

werden kann, wenn ein entsprechend gro3es Patientenkollektiv getestet wird.
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5. Zusammenfassung

Enterokokken sind ubiquitir vorkommende, #uBerst umweltresistente grampositive
Kokken mit den wichtigsten humanpathogenen Vertretern Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis. lhre Bedeutung als Erreger nosokomialer Infekte steigt
zunehmend; besonders immunsuprimierte Patienten sind geféihrdet (Schaberg et al. 1991;
Nelson 1999). Ist Vancomycin normalerweise ein potentes Antibiotikum zur Therapie
enterokokkaler Infektionen, versagt es bei einer zunehmenden Zahl Vancomycin-
resistenter Subtypen. Patienten, die mit Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE)
infiziert oder kolonialisiert sind, miissen daher frithzeitig erkannt und gegebenenfalls
isoliert werden; einerseits, um ihre Therapie im Infektionsfall frithzeitig anzupassen,
andererseits, um die Ansteckungsgefahr flir andere Patienten zu minimieren.

Die aktuelle kulturelle VRE-Diagnostik ist mit 3-5 Tagen langwierig. Daher war der
Ansatz dieser Arbeit, mithilfe einer Real-Time PCR eine Screeningmethode zu
entwickeln, welche die Zeitspanne der Diagnostik auf wenige Stunden verkiirzt. Hierfiir
wurden Rektalabstriche von hamatologisch-onkologischen Patienten des UKD untersucht.
Als Zielgene wihlten wir die héufigsten fiir Vancomycin-Resistenz kodierenden
Sequenzen: vanA, vanB, vanC1 und vanC2,3. Um jede PCR auf potentielle Inhibitoren
sowie Fehler bei der DNS-Aufbereitung itiberprifen zu konnen, klonierten wir
Positivkontrollen und eine Interne Kontrolle.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich, dass die parallel durchgefiihrte mikrobiologische
und molekularbiologische Diagnostik der Rektalabstriche divergente Ergebnisse ergab.
Die PCR detektierte deutlich mehr VRE als die kulturelle Diagnostik: Von 178 Proben
wurden 63 molekularbiologisch positiv auf VRE getestet, jedoch nur 15 in der kulturellen
Diagnostik. Dies konnte einerseits mit einer hoheren Sensitivitit der PCR begriindet
werden (d.h., es konnen sehr kleine Mengen genetischen Materials detektiert werden),
andererseits konnte es auch zur Detektion non-enterokokkaler van-Gene und damit
falsch-positiver Resultate gekommen sein. Wir bebriiteten 19 Rektalabstriche, die
unterschiedliche Ergebnisse gezeigt hatten, zur Unterdriickung von Begleitflora in VRE-
Selektivbouillon und fiihrten anschlieBend eine erneute PCR durch. In 14 von 19 Fillen
zeigte die PCR hiernach keine Fluoreszenz mehr, es konnen also in diesen Fillen falsch-
positive Resultate durch non-enterokokkale van-Gene angenommen werden. In 5

Patientenmaterialien konnten auch in der zweiten PCR VRE amplifiziert werden, sie
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wurden darauthin einer biochemischen Differenzierung zugefiihrt. In vier der funf Proben
konnten Vancomycin-resistente Enterokokken nachgewiesen werden, der flinfte
Rektalabstrich enthielt  Leuconostoc mesenteroides, ein gram-positives
Milchsdurebakterium, das ebenfalls Vancomycin-Resistenzen ausbilden kann (Patel
2000).

Aufgrund der hohen Sensitivitdit von 93% konnte die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Real-Time PCR als ,Prd-Screening™ etabliert werden: Wird ein Patient
negativ getestet, brauchen keine IsolationsmaB3nahmen initiiert zu werden. Findet sich in
der PCR eine positive Fluoreszenz, sollten entsprechende Isolations- und
HygienemaBnahmen sowie eine zusitzliche kulturelle Diagnostik eingeleitet werden. Ist

diese negativ, kann die Isolation beendet werden.
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