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Detektion af Methicillin-resistent
S. aureus (MRSA)

Resumé

197 prover bestaende af 68 MR-
SA, 56 MSSA, 34 MSCNS, 31
MRCNS og 8 BORSA isolater fra
Klinisk Mikrobiologisk Afdeling,
Herlev Regionshospital, er blevet
testet med S. aureus/MRSA EVI-
GENE™ (AdvanDx) og Multiplex
endpoint-PCR (Klinisk Mikrobiolo-
gisk Afdeling, Hvidovre Hospital).
Begge metoder har opnaet speci-
ficitet og sensitivitet pa 100 % for
detektion af MRSA, hvoraf stam-
merne har veret renkulturer pa 5
% blodagar-plade. Metoderne har
detekteret alle 68 MRSA-stammer
fra renkultur, men har ikke kunnet
detektere mecA-genet pa 6
MRCNS-stammer. Alle non-MRSA
prover er blevet identificeret som
sandt negative non-MRSA.

S. aureus/MRSA EVIGENE™ er og-
s testet pa 196 nasal-podninger
fra blandingskultur. Metodens
sensitivitet og specificitet for de-
tektionen af MRSA er hhv. 76,1 %
0g 97,7 % ved visuel afleesning og
77,6 % 0g 96,9 % ved aflaesning
med ELISA-reader. Ud af 196 pro-
ver er blevet detekteret 51 sandt
positive MRSA og 3 falsk positive
MRSA ved visuel aflesning, men
52 sandt positive MRSA og 4 falsk
positive MRSA ved ELISA-reader.
Den gennemsnitlige diagnostice-
ringstid for S. aureus/MRSA EVI-
GENE™ og Multiplex endpoint-
PCR er blevet vurderet pa en serie
pa 20-25 praver til hhv. 4,3 og
5,4 time.

Bachelorprojekt viser, at diagnosticeringstiden for MRSA kan
reduceres fra ca. en uge til 2-3 dage, hvis Klinisk Mikrobiolo-
gisk Afdeling pa Herlev Regionshospital hjemtager analyserne
og indfgrer enten mutiplex endpoint-PCR eller S. aureus/MRSA

EVIGENE™

| Danmark er der gennem de sidste ar
set et stigende antal infektioner fordr-
saget af MRSA. Ofte er der tale om
nosokomielle infektioner, dvs. infektio-
ner, der enten opstar eller erhverves
pa et sygehus. | Danmark er antallet af
MRSA-tilfaelde ca. fordoblet hvert ar
siden 2002 (4). Antallet af MRSA-iso-
later steq fra ca. 549 i 2004 til 856 i
2005 (2). Problemet med MRSA er, at
den pga. sine resistensmekanismer er
forbundet med forlaenget hospitalsop-
hold, isolation af patienten og behand-
ling med dyre antibiotika, hvilket med-
forer forhgjede omkostninger.

For at begraense stigningen i MRSA-
infektioner kraever det en effektiv
diagnosticering, saledes at patienten
hurtigst muligt kan isoleres, s smitte-
veje kan blive afbrudt.

Pa Klinisk Mikrobiologisk Afdeling
(KMA), Herlev Regionshospital, varer
MRSA-diagnosticering ca. en uge, idet
den konfirmatoriske mecA-pavisning
udferes pa Statens Serum Institut
(SSI). I vores bachelorprojekt vil vi
derfor afprgve forskellige metoder til
at diagnosticere MRSA lokalt i KMA
for at forkorte diagnosticeringstiden
og samtidig sikre korrekt diagnose.

MATERIALER & METODER
Prgvematerialer

197 prever opbevaret i KMA, Herlev
Regionshospital. Prgver er opdelt i to
kategorier, den ene er med renkulturer
(isolater) og den anden med blan-
dingskulturer, som er fremstillet af op-
rindelige patient-naesepodninger.
Nogle af podningerne er simuleret po-
sitive ved at dyppe dem i MRSA-hol-
digt saltvand. Isolater er opbevaret i —
80°C, og naesepodninger er opbevaret
i Stuart’s transportmedie i kgleskab.

Metoder

Vi sammenligner resultater frembragt
af S. aureus/MRSA EVIGENE™ (Ad-
vanDx) og Multiplex end point-PCR
(KMA, Hvidovre Hospital) med de svar,
der pa forhand er pa prgven fra KMA,
Herlev Hospital.

Pa KMA, Herlev Hospital, screenes
alle mistaenkte MRSA-prgver med bl.a.
cefoxiten og koagulase. Ved fund af
cefoxitenresistente — og koagulase
positive stafylokokker sendes preven
til Statens Serum Institut (SSI), hvor
der konfirmeres med Multiplex PCR,
der ogsa giver SCCmec-typen (I-1V).
Koagulase-test bruges ogsa til at veri-
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RESULTATER
ficere, om stammen er en S. aureus.
So;n altdemativ benyfjter iSI multiplex FORS®G 1 Renkultur pad 5 % blodagar
PCR, der er mecA-detekter nuc-genet.
R, udov ue-9 Parameter Multiplex EVIGENE(ELISA) EVIGENE(VISUEL)
. . endpoint-PCR
Polymerase Chain Reaction
(PCR)
Analyseprincip Sensitivitet 100 % 100 % 100 %
Ved denne metode mangedobles et de- Specificitet 100 % 100 % 100 %
fineret stykke DNA, der er specificeret Diagnostisk tid 324 min. 263 min. 263 min.

af et primerpar. Primerne er sma styk-
ker DNA (18 - 25 nukleotider lange),
der kan designes sdledes, at de passer
komplementart med startsekvensen pa
det genfragment, der gnskes opforme-
ret. Herved annealer de sig oq tillader
derved enzymet Tag-polymerase at
binde sig og starte opformeringen af
den gnskede DNA-sekvens (template-
streng). Positiv MRSA reprasenteres
ved 2 band: mecA-genet (162 bp) og
spa-genet (200-500 bp).

EVIGENE™
Analyseprincip
EVIGENE er en kvalitativ genotypisk
teknik baseret pa en hybridisering af en
maerket gen-probe og target-DNA. Re-
aktionen forgar i microtitter-brend, som
indeholder capture prober for mecA-
eller nuc-genet. Hvis mecA- eller nuc-
genet er til stede, vil capture og detek-
tions-proben danne kompleksbinding
(hybridisering). Derved dannes der bin-
ding mellem conjugatet Alkaline-phos-
phatase (AP) og detektions proben.
Dette kan visualiseres ved tilsaetning af
substrater med kromofor grupper.

Ved en raekke procedurer detekteres
mal-DNA'et ved, at der sker en farve-
udvikling.

FORS@G 2 Blandingskultur i SSI serum boullion
Parameter EVIGENE(ELISA) EVIGENE(VISUEL)
Sensitivitet 77,60 % 76,10 %

Specificitet 96,90 % 97,70 %

Positivt MRSA indikeres visuelt ved, DISKUSSION

at der dannes rgd farve, men ved nega-
tivt resultat er der naesten ingen farve-
udvikling/ pink farve. Ved at méle med
ELISA-reader (bglgelaengden 490/492
nm) er positiv MRSA> 0,5 og det nega-
tive < 0,5.

FORSOGSOPS/ZATNING

Projektet startede med at vi udferte re-
producerbarhed for Multiplex endpoint
PCR og S. aureus/MRSA EVIGENE™.
Prgverne i forseg 1 og 2 har vaeret un-
dersggt blindet, dvs. uden at kende fa-
citlisten. Prgvemateriale for multiplex
endpoint-PCR og S. aureus/MRSA EVI-
GENE™ i forsgg 1 stammer fra samme
5 % blod agarplade.

EVIGENE og PCR pa renkultur
Diagnostisk sensitivitet

S. aureus/MRSA EVIGENE (Visuel- og
ELISA aflaesning) og multiplex end-
point-PCR, udfert pa ren kultur fra 5 %

blodagar, har vist at have en sensitivitet

pa 100 %. Metoderne har detekteret
alle 68 MRSA-positive praver inkl. alle
sande negative prgver. Dette betyder,
at metoderne er i stand til at detektere
alle prover, der indeholder MRSA, hvil-
ket @ger sandsynligheden for, at en
person med MRSA kan blive klassificeret
som MRSA-baerer. S.aureus/MRSA EVI-
GENE-teknikken er ogsa blevet testet pa
renkultur-stammer fra blod, og testen

har vist sig at have en sensitivitet pa hhv.
96 % (AdvanDx) (6) og 100 % (SS1) (7).
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REPRODUCERBARHED MRSA EVIGENE
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MRSA EVIGENE aflaesning for mecA genet

Dette viser, at testen ogsa giver en hgj
sensitivitet, selvom prgverne er fra
blodkulturer. Det skal dog bemaerkes, at
vi benytter en anden procedure i vores
projekt.

Prgver 46 og 128 har vaeret falsk
negative (MSSA) ved forste kgrsel
med multiplex endpoint-PCR. Prgverne
er blevet testet anden gang, og de
har vist sig at veere sandt positive for
MRSA. Arsagen til det falsk negative
resultat ved ferste korsel kan skyldes,
at mecA-primerne ikke har annealeret
sig specifikt til mal-DNA-sekvensen.
Annealing afhanger af forskellige fak-
torer bl.a. annealings—temperatur(Ta).
En for lav annealings-temperatur vil
medfgre en fejl-priming og dermed af-
give et falsk resultat.

Prgve nr. 144 har ogsa veeret falsk
negativ (MSSA) i S. aureus/MRSA EVI-
GENE ved forste kersel, men ved gen-
tagelse var resultatet sand positiv
(MRSA). Det falsk negative resultat kan
bl.a. skyldes mangden af prevemateri-
ale. Et af de sterste problemer, der kan
give anledning til fejlklassificeringen af
en prgve, kan relateres til inokulum-
mangden. Falsk negative resultater vil
som regel opsta, hvis der er utilstraek-
keligt med prgvemateriale. For at fa et
kvalitativt/kvantitativt resultat af de
dannede komplekser mellem bl.a.
mecA- detektions-probe og mal-DNA-
strengen kraeves det, at der er &kviva-
lens mellem detektions-probe og maeng-
den af mal-DNA-sekvensen. Ifglge pro-
ducentens vejledning anbefales det, at
der bruges en drabe detektions-probe
og 100 pl fra en fremstillet lysis-buffer,
der indeholder ca. 4ul bakteriesuspen-
sion. Underskud af reagenser

eller bakteriemangde vil ikke give an-
ledning til kompleks-binding og dermed
medfgre et falsk resultat. Overskud

af reagenser vil medfere fortynding

af prevematerialet og dermed lavere
intensitet af farven og dermed lavere
absorbans.

DIAGNOSTISK SPECIFICITET
Begge metoder udfert pa renkultur fra
5 % blodagar har vist at have samme
specificitet pa 100 %. Dette betyder,
at metoderne er i stand til at klassifice-
re med 100 % ngjagtighed, at en rask
person(Non-MRSA bzerer) er rask.

Prgve nr. 50 og 89 blev identificeret
som falsk positiv-MRSA ved ferste kar-
sel med S. aureus/MRSA EVIGENE, men
ved anden kgrsel har det vist sig, at
proverne er hhv. MRCNS og MSSA. Ar-
sagen til falsk positiv MRSA kunne bl.a.
skyldtes kontamination.

Med hensyn til preve nr. 89 sa viste
det sig ved ferste gang, at preven var
falsk MRSA ved ELISA-aflaesning, men
ved visuel aflaesning var den sand MSSA.
Absorbans for mecA-genet var ved for-
ste gang 0,543, hvilket 13 taet pa gren-
sevaerdi (Cut-off-vaerdi), men
anden gang blev den til 0,160, hvilket
var det forventede resultat. Arsagen til
denne hgje absorbans kan skyldes util-
straekkelig vask med vaskebuffer. Va-
skeproceduren er vigtig for at fjerne
lgst bundne og ubundne komponenter.

Prgve nr. 56, som er MSSA, har
givet et ukendt gen-band, der tangerer
mecA-bandet pa elektroforese-gelen.
Prgven er blevet testet 4 gange, uden
at det andrer pa resultatet. Det er ikke
nedvendigvis et mecA-band, da det ik-
ke ligger pa 162 bp. Bakterien kan op-

rindeligt have vaeret methicillin-resi-
stent (mecA positiv), men pa et tids-
punkt har den mistet et lille stykke af
mecA genet. Ud fra gelen kunne det
tyde pd, at den har mistet 20-30 base-
par. PBP2a, som mecA koder for, er
saledes defekt, og bakterien er derfor
blevet methicillin-fglsom. For at vaere
helt sikker kunne man eventuelt lave
en undertypning /sekvensering for det
ukendte genband.

EVIGENE UNDERSOGT PA
BLANDINGS-KULTUR

Diagnostisk sensitivitet
Formalet med at efterforske S. aureus/
MRSA EVIGENE pa blandingskultur er
at se, om sensitiviteten og specificite-
ten er nogenlunde lige sé hgj som pa
renkultur for dermed at kunne minime-
re diagnosticeringstid til 24 timer. Me-
toden er stadig under udvikling i firma-
et. Sensitivitet for metoden er efter vo-
res beregninger hhv. 77,6 % for ELISA-
aflaesning og 76,1 % for visuel aflaes-
ning. Dette viser, at detektion fra blan-
dingskulturer gger sandsynligheden

for falsk negative resultater. Det er
vanskeligt at udvikle en metode, der
kan give et sikkert diagnostisk svar

pa baggrund af blandingskulturer, da
det er ngdvendigt at tage hgjde for
bakteriernes indbyrdes konkurrence.
Det er muligt at i de tilfaelde, hvor

vi fik falsk negative svar for MRSA,

var MRSA-stammerne blevet udkon-
kurreret af de sensitive medlemmer

af sleegten.

Diagnostisk specificitet
Specificitet for S. aureus/MRSA EVIGE-




ORDFORKLARING

cilliner og cephalosporiner.

bp: basepar.

BORSA: Borderline Resistent Staphylococcus aureus

KNS/CNS: Koagulase negative stafylokokker (Kan vaere mecA pos
(MRCNS) eller mecA neg. (MSCNS))

MSSA: Methicillin Sensitiv Staphylococcus aureus.

MecA-gen: DNA-fragment, der findes hos MRSA, som kommer til udtryk
ved produktion af et penicillinbindende protein (PBP2a/ PBP27), - et
sakaldt peptidoglykan transpeptidase protein. Denne medferer resistens
over for methicillin, didoxacillin og beslaegtede B-laktamase stabile peni-

Nuc-gen: Koder for nuclease hos S. aureus. (artsspecifikt)
Spa-gen: Koder for overfladisk protein A hos S. aureus. (artsspecifikt)

NE ved ELISA og visuel aflaesning er
hhv. 96,9 og 97,7 %. Ud af 129 ne-
gative prgver var der 3 falsk positive
ved visuel aflaesning og 4 falsk posi-
tive ved ELISA-aflaesning. Arsagen til
falsk positive resultater pa blan-
dingskulturer skyldes, at der kan fin-
des mange forskellige typer af bak-
terier i patientprgver. En prove inde-
holdende MRCNS og MSSA vil typisk
give et MRSA-falsk positivt resultat.
En anden forklaring pé de falsk posi-
tive resultater kan vaere manglende
centrifugering inden afpipettering af
100 pl af lyserede bakterier. Det ly-
serede produkt vil altid indeholde en
mangde af serum boullion (salt), der
kan have indflydelse pa resultatet.
Derfor foreslar vi, at der centrifuge-
res pa f.eks. 5000 g i 5 minutter, fgr
der afpipetteres 100yl lyserede bak-
terie. Dette vil sikre en adskillelse af
frit DNA og salt. Denne procedure
anvendes i et forseg af Robert Skov

(8).

Diagnosticeringstid

Et af vores formal var at tage stilling
til, om S. aureus/MRSA EVIGENE™
kunne reducere diagnosticeringstid i
forhold til multiplex endpoint-PCR.
Gennemsnitligt er en serie pd 20-25
prover, der er kgrt pa S. aureus/MR-
SA EVIGENE™ diagnosticeret efter
4,3 time. De samme prover tager til
sammenligning 5,4 time med multi-
plex endpoint- PCR. Den aktuelle ar-
bejdstid for bade S. aureus/MRSA
EVIGENE™ og multiplex endpoint-PCR
er hhv. 1,6 og 1,8 timer. | artiklen af
Robert Skov (7) er diagnosticeringstid
for S. aureus/MRSA EVIGENE™ blevet

beregnet til 4,5 time for 24 prgver.

Der, hvor EVIGENE virkelig har sin
fordel, er, hvis der er behov for at
teste mange patienter pa en gang.
Det er muligt at lave 2 plates samti-
digt, saledes er det muligt at teste
94 prover for MRSA pa samme dag.
Efter vores vurdering er det vaesent-
ligt svaerere at kare 94 prgver pa
multiplex endpoint-PCR, end det er
pa S. aureus/MRSA.

Perspektivering

Vi forslar at KMA, Herlev Regionsho-

spital, indferer enten mutiplex end-

point-PCR eller S. aureus/MRSA

OEVIGENE™, dermed vil afdelingen

reducere diagnosticeringstiden i ste-

det for at sende prgver til SSI.

Da KMA, Herlev Regionshospital,
allerede har real-time PCR, vil det
veere en fordel at afpreve det til
diagnostik af MRSA. Vi tror, at forde-
len ved real-time PCR frem for end-
point-PCR er, at den er hurtigere og
nemmere at aflaese.
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2. Hovedvejleder, bioanalytikersko-
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og Kit Madsen et. al.
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