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Voorwoord

Voor u ligt het resultaat van 7 maanden stagelopen bij het VU medisch centrum. Op de afdeling moleculaire epidemiologie (MEP) heb ik, zoals de titel van het verslag al vermeld, onderzoek gedaan naar de detectie van MRSA en de typering van het SCCmec element. Dit heb ik met veel plezier en vooral interesse gedaan. 
Hierbij wil ik iedereen bedanken die mij, op welke manier dan ook, heeft geholpen bij het uitvoeren van mijn afstudeeropdracht. Graag wil ik de volgende personen extra noemen: 
Mijn begeleider Robert Roosendaal voor de steun en het vertrouwen die hij mij gaf en Joyce Woudenberg voor de practische begeleiding. Helaas is zij halverwege weg gegaan, maar dit is vakkundig overgenomen door Madelon van der Bijl. En natuurlijk alle studenten op de studenten kamer voor de soms wat rumoerige, maar o zo gezellige tijd.
Samenvatting

Staphylococcen zijn onbewegelijke Gram positieve kokken. Het geslacht Staphylococcus kent circa 20 soorten, waarvan de meeste niet of weinig pathogeen zijn. Bij de mens worden vooral drie soorten gevonden: S. aureus, S. epidermidis en S. saprophyticus. Staphylococcen komen als normale flora voor op de huid en slijmvliezen, in mindere hoeveelheden in mond- en keelholte. S. aureus is de belangrijkste verwekker van infecties van de huid. Veel mensen zijn symptoomloze dragers van S. aureus. Bij bacteriële infecties wordt antibiotica voorgeschreven. Maar na het toedienen van het antibioticum methicilline is de resistentie van S. aureus en S. epidermidis voor deze antibiotica sterk toegenomen. De methicilline resistente S. aureus en S. epidermidis worden ook wel MRSA en MRSE genoemd. De resistentie is verkregen door het opnemen van een 20 tot 100 kb groot DNA-element genaamd Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec). Deze draagt het mecA gen die methicilline resistentie veroorzaakt. Er zijn vijf verschillende SCCmec typen namelijk SCCmec type I t/m V. SCCmec types I t/m III bevatten over het algemeen wat meer resistentie genen en zijn geassocieerd met hospital acquired-MRSA. SCCmec types IV en V zijn geassocieerd met community acquired-MRSA. Tot in de jaren ’90 kwam MRSA bijna uitsluitend voor in ziekenhuizen (Hospital acquired-MRSA). De afgelopen jaren zijn echter wereldwijd steeds vaker MRSA uitbraken gemeld in de gemeenschap buiten het ziekenhuis. Deze uitbraken waren gerelateerd aan de open bevolking en dus comminity acquired-MRSA. De prevalentie van MRSA is in Nederland erg laag. Dit komt doordat patiënten, bij een verhoogd risico op dragerschap, 3 tot 5 dagen geïsoleerd verpleegd worden als zij in een ziekenhuis moeten worden opgenomen. Dit zorgt voor hoge kosten. Om de nodige isolatie te verkorten, de kosten te verminderen en om te voorkomen dat de infectie zich verspreid, moet MRSA snel gedetecteerd worden. Het kweken van MRSA uit klinisch materiaal duurt gemiddeld 2 tot 4 dagen. Maar door gebruik van een multiplex PCR gericht op het mecA gen en het martineau gen (alleen aanwezig bij S. aureus), wordt deze tijd behoorlijk ingekort naar 24 tot 48 uur. Deze methode is alleen toepasbaar op kolonies. Dit komt omdat de PCR ook positief is als een MRSE gemengd is met MSSA (wat in klinisch materiaal voor kan komen). Sinds kort is er een PCR waarbij je MRSA direct in patiëntenmateriaal kunt aantonen, de IDI-MRSA methode op de SmartCycler. Het nadeel van deze test is dat hij erg duur is en er een speciaal apparaat voor aangeschaft moet worden. Tevens is het apparaat niet geschikt voor grote aantallen monsters. In dit onderzoek wordt een nieuwe multiplex real-time PCR op de TaqMan opgezet met bestaande primers en probes. De multiplex PCR is ontstaan door het samenvoegen van twee single PCR’s voor de detectie van S. aureus en het mecA gen. Alleen als de PCR voor beide positief is kan het een MRSA zijn. Van zowel de single PCR’s als de multiplex PCR is een technische validatie en een detectiegrens bepaling gedaan die beide tevreden stelde. Met deze nieuwe PCR zijn 85 negatieve IDI-MRSA monsters gescreend. Hiermee is bewezen dat in maar 6% van de gevallen alsnog via de IDI-MRSA methode op de SmartCycler bewezen moet worden of het echt om een MRSA gaat of dat het een combinatie van coagulase negatieve Staphylococcen met het mecA gen (MRSE) en MSSA is. Tevens is een poging gedaan om de IDI-MRSA methode van de SmartCycler over te zetten op de TaqMan. Dit is gelukt met een tweestaps protocol, maar het is moeilijk om de uitslag te interpreteren. Als tweede onderdeel van dit onderzoek is er een multiplex PCR vanuit de literatuur voor het typeren van de verschillende SCCmec types opgezet. Dit is een hulpmiddel bij het bepalen van de moleculaire epidemiologie van MRSA. Na de optimalisatie is de typering getest op MRSA-stammen met een bekend SCCmec type. Hiermee is bewezen dat de SCCmec typering bruikbaar is. Tussen 2002 en 2006 zijn er in totaal 67 unieke MRSA’s gevonden in het VU medisch centrum. Deze zijn allemaal getypeerd aan de hand van hun SCCmec type. Hiervan bleek 6% een type I, 9% een type II, 15% een type III, 62% een type IV en 8% een type V.

Summary

Staphylococci are Gram positive bacteria. There are approximately 20 Staphylococci known, of which most are none pathogenic. The species most isolated from humans are S. aureus, S. epidermidis and S. saprophyticus. They occur as normal flora on the skin and mucous membranes. S. aureus is an important generator of infections of the skin. Lots of people carry S. aureus without any symptoms. Patients suffering from bacterial infections are treated with antibiotics. But shortly after the introduction of penicillin and methicillin antibiotics the resistance of S. aureus and S. epidermidis for these antibiotics has rapidly increased. The methicillin resistant S. aureus and S. epidermidis are also called MRSA and MRSE. The resistance has been obtained through trough acquiring of a 20 to 100 kb large DNA-element named Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec) which carry the mecA gen that causes methicillin resistance. There are five different SCCmec types namely SCCmec type I trough V. SCCmec types I to III contain generally more resistance genes and are associated with hospital acquired-MRSA. SCCmec types IV and V are associated with community acquired-MRSA. Until the 90’s MRSA appear almost exclusively in hospitals (hospital acquired-MRSA). The past years however there are world-wide reports of outbreaks of MRSA in the community outside the hospital (community-acquired MRSA). The prevalence of MRSA in the Netherlands is very low. This is because patients with an increased risk of carrying MRSA are nursed in strict isolation for 3 to 5 days when they are admitted to a hospital. To shorten necessary isolation, reduce the costs and to prevent spreading of infection, MRSA must be detected more quickly. The culturing of MRSA from clinical material takes 2 to 4 days. By using a multiplex PCR that detects the mecA gene and the martineau gen (only present in S. aureus), the time is shortened to 24 till 48 hours. This method is only applicable on colonies because it is also positive if a MRSE is mixed with an MSSA (this appears in clinical materials). Recently there is a commercial real-time PCR using the SmartCycler for MRSA detection in patient materials, the IDI-MRSA method. The disadvantages of this test are the high expenses, the need of a special device and its limited capacity. In this study, a new multiplex real-time PCR on the TaqMan with existing primers and probes is built. The multiplex PCR is a combination of two single PCR’s, the S. aureus and the mecA PCR. If the PCR is positive for both it can be MRSA. For the single PCR’s and the multiplex PCR there is a technical validation and a detection limit determined, which where satisfying. With this new multiplex PCR there are 85 negative IDI-MRSA samples tested. With this it has been proven that in only 5% of the cases it is necessary to determine, with de IDI-MRSA method on the SmartCycler, if it is really MRSA or it is a combination of MSSA and coagulase negative Staphylococci with the mecA gene (MRSE). Also there has been attempted to run the IDI-MRSA method of the TaqMan instead of the SmartCycler. This is established by a two step protocol, but the resulted are difficult to interpret.

The second part of this study is setting up a multiplex PCR from the literature for the characterization of the different SCCmec types. This is a mediator for the molecular epidemiology of MRSA. After optimalisation, the SCCmec characterization is tested on MRSA’s with a known SCCmec type. With this it has been proved that the SCCmec characterization is suitable. Between 2002 and 2006, there have been 67 unique MRSA’s found in the VU medical center. These are characterized based on there SCCmec type. Of this appeared 6% a type I, 9% a type II, 15% a type III, 62% a type IV and 8% a type V.
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Hoofdstuk 1; Inleiding

§1.1 Staphylococcus species

Staphylococcen zijn onbeweeglijke Gram positieve kokken, die zich in meer dan één richting delen en daardoor als druiventrosjes (staphyle [Grieks]:druiventros) in een microscopisch preparaat te zien zijn. Ondanks dat staphylococcen geen sporen vormen zijn ze relatief resistent tegen uitdroging en kunnen ze makkelijk via stofdeeltjes door de lucht verspreid worden. Het geslacht Staphylococcus kent circa 20 soorten, waarvan de meeste niet of weinig pathogeen zijn. Bij de mens worden vooral drie soorten gevonden: S. aureus, S. epidermidis en S. saprophyticus [1,2]. Staphylococcen komen als normale flora voor op de huid en slijmvliezen, zoals het perineum en de neus. In kleine hoeveelheden komen ze ook voor in mond- en keelholte [3,8]. 

§1.2 Staphylococcus aureus
S. aureus is de belangrijkste verwekker van infecties van de huid (wonden, zweren en steenpuisten). Veel mensen zijn symptoomloze dragers van S. aureus. De drager kan de Staphylococ aan de handen, op de huid en op de kleding hebben waardoor iemand anders gemakkelijk besmet kan worden [2,3]. 

[image: image4.emf]S. aureus is facultatief anaëroob en groeit optimaal op een bloedagar bij een temperatuur van 37ºC. Op de bloedagar is bijna altijd een β-hemolytische zone zichtbaar rond de vrij grote, ronde, ondoorzichtige, glanzende kolonies. De meeste stammen produceren een geel tot goudkleurig pigment, waaraan de bacterie ook zijn naam te danken heeft (aureus [Grieks]: goud) [3]. In tabel 1 staan verschillende biologische eigenschappen van S. aureus. Zo is S. aureus katalase positief en kan dus waterperoxide omzetten in water en zuurstof. Dit maakt de katalase test handig bij het onderscheid maken tussen Staphylococcen en Streptococcen. Er kan onderscheid gemaakt worden tussen S. aureus en de meeste andere Staphylococcen door een coagulase test. Coagulase zet fibrinogeen om in fibrine zodat plasma stolt. Hierdoor wordt de bacterie in het lichaam beschermd tegen fagocytose. S. aureus is coagulase positief terwijl veel andere staphylococcen, zoals S. epidermidis en

S. saprophyticus coagulase negatief zijn [2,4]. 

§1.3 Van MSSA naar MRSA

Met het beschikbaar komen van penicilline konden patiënten met een ernstige infectie succesvol worden behandeld. Penicilline is een β-lactam antibioticum dat bacteriën doodt door de remming van transpeptidases, bijv. Penicillin Binding Protein (PBP), in de celwand. Hierdoor kan er geen goede celwand worden gevormd bij de celdeling. Door de hoge osmotische druk gaat de celwand kapot en wordt de bacterie gedood. Door het grote aanpassingsvermogen van S. aureus waren de meeste al snel penicilline resistent door de ontwikkeling van een plasmid-gebonden penicillinase. Penicillinase hydrolyseert de β-lactamring in penicilline, zodat deze niet meer werkzaam is. Er is toen een (semi)synthetisch antibioticum ontwikkeld tegen S. aureus: methicilline. Dit is een β-lactam-antibioticum dat bacteriën doodt door de remming van transpeptidases, zoals de penicillin binding protein (PBP), in de celwand [1,5,7]. Al snel hierna heeft S. aureus een resistentie tegen methicilline ontwikkeld door het opnemen van het mecA gen. Deze codeert voor PBP2a, een transpeptidase die ongevoelig is voor β-lactam antibiotica. De methicilline resistente S. aureus en respectievelijk S. epidermidis wordt ook wel MRSA en MRSE genoemd [1,2]. 
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1.4 Verspreiding van MRSA

Een uitbraak met MRSA is een groot probleem in ziekenhuizen, omdat het lastig te bestrijden infecties kan geven bij reeds verzwakte patiënten en makkelijk de neus en keel koloniseert bij patiënten, medisch personeel en bezoekers, en op die manier snel kan verspreiden. De prevalentie van MRSA in Europa varieert aanzienlijk. In 2005 was het percentage MRSA ten opzichte van alles S. aureus stammen die uit bloedkweken werden geïsoleerd <1% in Nederland en de Scandinavische landen, 19% in Duitsland, 27% in België en >40% in verschillende Zuid-Europese landen en het Verenigd Koninkrijk (fig. 1) [14]. In Nederland wordt het zogenaamde ‘search en destroy’-beleid gevolgd, opgesteld door de Werkgroep Infectie Preventie (WIP) in 1994. Elke potentiële MRSA patiënt, bijvoorbeeld omdat deze patiënt in een buitenlands ziekenhuis is geweest en/of in contact is geweest met een bekende MRSA patiënt, wordt in afwachting van de kweekresultaten strikt geisoleerd verpleegd. De patiënt wordt behandeld met antibiotica en desinfecterende neuszalf totdat er geen MRSA meer in de inventarisatiekweken wordt aangetroffen. Dit heeft tot gevolg dat kolonisatie met MRSA vaak al wordt opgespoord voor het tot infectie van de patiënt kan komen en voordat er verspreiding kan plaatsvinden. Daarnaast hanteren Nederlandse ziekenhuizen een grotere terughoudendheid ten opzichte van het buitenland in het voorschrijven van antibiotica, waardoor er minder selectie plaatsvindt van resistente bacteriesoorten [13].

§1.5 CA-MRSA en HA-MRSA

Tot in de jaren ’90 kwam MRSA bijna uitsluitend voor in ziekenhuizen (Hospital acquired infecties, HA-MRSA). De afgelopen jaren zijn echter wereldwijd steeds vaker MRSA uitbraken gemeld in de gemeenschap buiten het ziekenhuis. In een aanzienlijk deel van deze uitbraken kon bij de patiënten geen directe relatie gelegd worden met een bezoek aan een ziekenhuis, polikliniek of contact met een bekende MRSA patiënt. Deze uitbraken waren gerelateerd aan de open bevolking en worden daardoor community acquired (CA-MRSA) genoemd [8]. Onderzoek heeft aangetoond dat infecties met CA-MRSA meestal worden veroorzaakt door een beperkt aantal klonen die een aantal gemeenschappelijk kenmerken hebben. Opvallend is dat patiënten met CA-MRSA zich vooral presenteren met (ernstige) huid- en weke delen infecties. CA-MRSA stammen zijn vaak naast hun resistentie tegen de β-lactam-antibiotica alleen resistent voor tetracycline en/of erytromycine en nog gevoelig voor een groot aantal andere antibiotica. Bovendien produceren ze vaak het eiwit Panton Valentin Leukocidine (PVL). Dit veroorzaakt leukocyten destructie en weefselnecrose waardoor stammen met dit eiwit kunnen doordringen in de intacte, onbeschadigde huid (tabel 2) [13].
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1.6 SCCmec
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Staphylococcus aureus heeft zijn resistentie voor methicilline verkregen door het opnemen van een 20 tot 100 kb groot DNA-element genaamd Staphylococcal Chromosome Cassette mec (SCCmec) [1,6]. Dit mobiele element integreert vlak bij de origin of replication en in het 3’ einde van het gen orfX, zonder het originele open reading frame (orf) te veranderen (fig. 2). Wat het gen orfX voor een functie heeft is onbekend [12]. Het SCCmec element bevat de cassette chromosome recombinases A (ccrA) en B (ccrB), die coderen voor eiwitten die de excisie en specifieke intergratie verzorgen van het SCCmec element [10]. Daarnaast bevat het element het mecA gen dat codeert voor een vernieuwd PBP: PBP2a. Dit eiwit heeft een lage affiniteit voor β-lactam-antibiotica en veroorzaakt dus de methicilline resistentie. Ook bevat het SCCmec element minimaal één insertiesequentie, IS431, dat fungeert als een receptorsite voor geassocieerde plasmiden en transposons die kunnen integreren door middel van homologe recombinatie voor het verkrijgen van resistentie genen. Bindingsplaatsen, zoals Tn554, promoten ook de opname van meerdere resistentie genen [9].

Er zijn vijf verschillende SCCmec typen namelijk, SCCmec type I t/m V. In figuur 3 is te zien hoe de verschillende typen zijn opgebouwd. Het verschil zit hem in de variëteit in ccr complexen, mec-klasse, insertiesequenties en de orf’s. MRSA met SCCmec type I t/m III bevatten over het algemeen wat meer resistentie genen en zijn geassocieerd met HA-MRSA (zie tabel 2). SCCmec type IV en V zijn geassocieerd met CA-MRSA. Coagulase negatieve Staphylococcen (CNS) zijn vaker methicilline resistent dan S. aureus. Zij hebben dezelfde SCCmec elementen als MRSA [11].

	
	HA-MRSA
	CA-MRSA

	SCCmec type
	Type I,II of III
	Type IV of V

	Voorkomen
	Vooral in ziekenhuis, verband met risicofactoren
	Vooral in open bevolking, gesloten gemeenschappen

	Antibiotica resistentie
	Vaak multi-resistent
	Vaak alleen voor β-lactams

	PVL virulentie gen
	Meestal afwezig
	Meestal aanwezig

	Kliniek
	Meestal (ernstige) huid- en weke delen infecties, pneumonie
	Luchtweginfecties, urineweginfecties, bacteriemie


Tabel 2; Kenmerken van community en hospital acquired MRSA.

§1.7 Real-time PCR

Met de komst van Polymerase Chain Reaction (PCR) in de jaren 80 is de detectie van DNA en RNA enorm verbeterd. PCR is een techniek voor het amplificeren van DNA met specifieke sequenties in een relatief korte periode. Met deze methode is het in theorie mogelijk om één fragment van een enkel DNA molecuul met een specifieke sequentie te amplificeren en te detecteren [15]. Het grote voordeel van de PCR-methode is de gevoeligheid en de snelheid. Het kweken van MRSA uit klinisch materiaal duurt gemiddeld 2 tot 4 dagen. Maar door gebruik van een PCR methode, wordt deze tijd behoorlijk ingekort naar 24 tot 36 uur. Meer recent zijn real-time PCR methoden: deze detecteren dezelfde nucleotide-sequenties als de conventionele PCR methoden, maar geven echter sneller resultaat. Vaak al binnen één enkel uur, omdat na de PCR reactie geen aanvullende analyse meer nodig is. Het wordt real-time PCR genoemd omdat er tijdens de amplificatie kan waargenomen hoeveel DNA er gevormd wordt. Bovendien heeft de real-time PCR een groot dynamisch bereik, waardoor deze zeer geschikt is voor kwantitatieve bepalingen. Tenslotte is door gebruik van meerdere fluorchromen multiplex mogelijk. Er zijn verschillende typen van real-time PCR beschikbaar, elk met zijn voor en nadelen:

· SYBR Green 

· Hydrolyse probe (TaqMan Probe)

· Molecular beacons

In dit onderzoek wordt gebruik gemaakt van zowel SYBR Green als TaqMan probes.

§1.7.1 SYBR Green
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SYBR Green bindt dubbelstrengs DNA tijdens de amplificatie (fig. 4). Het signaal neemt toe tijdens de amplificatie, echter alle PCR producten (specifiek en aspecifiek) geven signaal. De specificiteit komt door de smeltcurve analyse. Deze vindt plaats door middel van het verhitten van het DNA na de amplificatie. Hierdoor valt het DNA uit elkaar en zal er verlies van fluorescentie gemeten worden. De temperatuur waarbij het DNA-fragment uit elkaar valt wordt bepaald door lengte en GC-gehalte. Daardoor heeft het DNA-fragment een specifieke smelttemperatuur. Dit wordt weergegeven in een meltingcurve, waarbij het verlies van fluorescentie(-dF/dT) tegenover de temperatuur gezet wordt. Als er één product wordt geamplificeerd zal dat product ook in één keer uit elkaar vallen bij een bepaalde temperatuur en dus één piek weergeven in de meltingcurve. Als er pieken met andere smelttemperaturen worden gezien in de meltingcurve, wijst dat er op dat er andere producten zijn gevormd met de PCR. Een nadeel van SYBR Green is dat het aan elk dubbelstrengs DNA bindt, dus ook aan niet specifieke reactieproducten [15,16].
§1.7.2 TaqMan probe
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Real-time PCR met behulp van zogenoemde TaqMan probes wordt meestal uitgevoerd in een tweestapsprotocol met normale primers, maar in aanwezigheid van een speciaal gelabelde TaqMan probe die net als de primers specifiek aan het gedenatureerde template hecht. Op deze TaqMan probe bevindt zich aan het 5’-uiteinde een reporter-fluorochroom. Tevens is er een zogenoemde quencher (bijv. 6-carboxytetramethylrhodamine: TAMRA) die aan de 3’-uiteinde van de TaqMan probe is gelokaliseerd. De fluorochromen fungeren als reporter-moleculen (bijv. FAM of VIC) en zullen de energie overdragen aan een donor fluorochroom, in ons geval aan de quencher TAMRA. Deze energieoverdracht is afhankelijk van de afstand tussen de fluorochromen. Bij een TaqMan probe die vrij in oplossing is zal geen energie van de reporter te meten zijn [17]. Tijdens de PCR komt indien een specifieke targetsequentie aanwezig is, het fluorchroom vrij (fig. 5) 
Met een computer wordt de verandering van fluorescentie geanalyseerd. Onder het amplificeren wordt de hoeveelheid uitgestoten fluorescentie gemeten tegen de hoeveelheid PCR cycli. Dit wordt weergegeven in een amplificatie-curve. Hoe meer target DNA er aanwezig is, hoe eerder de fluorescentie wordt gemeten, hoe eerder de amplificatie-curve opkomt. De amplificatie-curve geeft een Ct-waarde (Cycle Threshold), wat het aantal cycli aangeeft wanneer een bepaalde drempelwaarde overschreden wordt in de fluorescentie. De Ct-waarde correleert met de hoeveelheid uitgangs template; hoe lager de Ct-waarde, hoe hoger de hoeveelheid uitgangs template [15,16,17].

§1.8 Probleemstelling

§1.8.1 MRSA detectie in patiëntenmateriaal

Patiënten die in een buitenlands ziekenhuis zijn verpleegd (met name uit Zuid-Europa), worden bij binnenkomst standaard getest op MRSA. Dit omdat de prevalentie van MRSA in het buitenland vaak hoog is (zie fig. 2). Tot de uitslag daarvan bekend is worden ze in isolatie verpleegd om eventuele verspreiding van MRSA te voorkomen. Dit geeft een grote belasting voor verpleging en patiënt. De huidige screening is gebaseerd op de klassieke laboratorium kweek. Deze duurt over het algemeen 3 à 4 dagen voordat een MRSA bevestigd is. Van al die screeningen is ±95% MRSA negatief, terwijl de patiënten wel 3 à 4 dagen in de isolatie gelegen hebben. Dit is dus nogal een dure en arbeids intensieve methode[6].

Een alternatief voor de klassieke agglutinatie of antibiotica pil is een SYBR green PCR. Na de reinkweek volgen drie verschillende PCR’s om te bevestigen of het een MRSA is.
Namelijk: 
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-
Voor de bepaling van de species, dus kijken of het wel een staphylococ is.
-
Voor de bepaling van S. aureus dmv primers die aangrijpen op het martineau 
gen, deze komt alleen in de S. aureus voor.
-
Voor de bepaling van de 
methicilline resistentie 

dmv primers die aangrijpen 

op het mecA gen. 

Deze methode is alleen toepasbaar op kolonies. Dit komt omdat alle drie de PCR’s ook positief zijn als een MRSE gemengd is met MSSA (wat in klinisch materiaal voor kan komen).
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Sinds kort is er een PCR waarbij je MRSA direct in patiëntenmateriaal kunt aantonen, de commerciele IDI-MRSA test (Becton Dickinson) op de SmartCycler. De SmartCycler is een PCR apparaat waarbij per positie (bij de diagnostiek 16) een PCR programma kan worden ingesteld. Dit is een real-time PCR die in 1 reactie MRSA kan detecteren in patiëntenmateriaal door MRSA specifieke chromosomale sequenties (orfX en de SCCmec cassette met het mecA gen zijn gecombineerd op 1 chromosoom) als target te nemen. In de aanwezigheid van beide sequenties zullen target-specifieke primers binden (zie fig. 6) en alleen een MRSA-specifiek amplificaat maken als de mecA en de S. aureus specifieke sequentie op 1 genoom liggen. Deze PCR test kan de meeste MRSA types (SCCmec type I t/m IV) direct in (neus)swabs aantonen. Het nadeel van deze test is dat hij erg duur is en er een speciaal apparaat voor aangeschaft moet worden  [6]. De meeste diagnostische testen van het VU medisch centrum draaien op de TaqMan. Vanwege uniformiteit en aanwezigheid van apparatuur willen we de IDI-MRSA test hierop overzetten. Ook een voordeel is de grote aantallen monsters die tegelijk gedaan kunnen worden. Bij contactonderzoek (met grote aantalen potentieel besmette patiënten) is dat nodig.
Doel:
A, Het voorscreenen van patiëntenmateriaal op mogelijke aanwezigheid van MRSA:
(neus)swab -> voorscreening met multiplex real-time PCR op de TaqMan die separaat specifiek S. aureus en het mecA gen aan kan tonen. 

->  Eén van beide neg. = Monster bevat geen MRSA, verder testen niet nodig.
->  Beide pos. = Monster bevat mogelijk MRSA. De IDI methode zal uitgevoerd moeten worden om aan te tonen of het echt MRSA is en niet een combinatie van coagulase negatieve Stapylococcen met het mecA gen en methicilline sensitieve staphylococcus aureus (MSSA).

B, Het omzetten van de IDI-MRSA naar een taqMan format.

Aanpak:

A)
1, Het opzetten van een multiplex real-time PCR (TaqMan) voor S. aureus en mecA.

2, Het screenen van een collectie van negatieve IDI-MRSA monsters op aanwezigheid van S. aureus en mecA. Dit om te kijken of het vaak voorkomt dat er een combinatie van coagulase negatieve Stapylococcen met het mecA gen en methicilline sensitieve staphylococcus aureus (MSSA) aanwezig is. Als dit zo is heeft voorscreening op de TaqMan geen zin omdat er dan voor veel monsters alsnog via de IDI methode bevestigd moet worden of het echt om een MRSA gaat. 

B) 
Omzetten IDI-MRSA assay van SmartCycler naar de TaqMan. De IDI-MRSA werkt met zo genaamde molecular beacons (zie §2.2.3). Onderzocht moet worden of er een geschikt TaqMan protocol te vinden is.
§1.8.2 SCCmec typering

Hoewel je op basis van een SCCmec typering niet kan bepalen of het om dezelfde stam gaat, hiervoor loopt er een AFLP bepaling, is het wel een hulpmiddel voor het begrijpen van de moleculaire epidemiologie van MRSA. De redenen kunnen zijn:

· Onderscheid kunnen maken tussen CA-MRSA en HA-MRSA

· Bepaling van de verspreiding van stammen met een bepaald SCCmec type in ruimte en tijd

· Differentiatie tussen sporadische en epidemische stammen

· Hulpmiddel bij de opsporing van bronnen en verspreidingswegen

Het VUmc zou graag de mogelijkheid hebben om de SCCmec types te bepalen van MRSA, maar er is op dit moment nog geen SCCmec typering aanwezig

Doel:

1, Het opzetten van een multiplex PCR vanuit de literatuur voor het typeren van de verschillende SCCmec types [18]. Dit om te kijken welk type MRSA waar aanwezig is:


- Hospital acquired: Type I / II / III


- Community acquired: Type IV / V

2, Collectie MRSA’s uit het VU medische centrum tussen 2002 – 2006 typeren. Dit om te kijken of er een patroon in zit.

Hoofdstuk 2; Werkwijze

§2.1 Algemeen 

§2.1.1 DNA-isolatie m.b.v. de QIAamp DNA mini kit

Voorbehandeling

De voorbehandeling is afhankelijk van de bacteriesoort. Gram positieve bacteriën, zoals de Staphylococcus aureus, hebben een voorbehandeling met lysostaphine nodig om de celwand voor de standaard DNA isolatie al iets aan te tasten. Er wordt altijd gebruik gemaakt van verse o/n culturen, gekweekt op Bloedagar platen. Van deze verse o/n cultuur maar je met een wattenstaafje een suspensie van 1 McFarland(≈ 109 CFU/ml) in TE1 (m.b.v. een Vitek meter). Pipetteer van de suspensie 100 µl in een 1,5 ml epje en voeg 5 µl Lysostaphine (1 mg/ml) toe en incubeer minimaal 30 minuten bij 37ºC.

QIAamp DNA mini kit

- Voeg 75 µl ATL buffer en 20 µl Proteinase K toe.

- Incubeer minimaal 1 uur bij 56ºC

- Voeg 200 µl AL buffer toe, vortex en incubeer 10 minuten bij 70ºC.

- Draai de epjes kort af en voeg 200 µl 100% ethanol toe.

- Vortex gedurende 15 seconden en pipetteer het monster in een QIAamp spin kolom.

- Draai 1 minuut af bij 8000 rpm.

- Plaats de kolom in een schoon vaatje en pipetteer 500 µl AW1 op de kolom.

- Draai 1 minuut af bij 8000 rpm.

- Plaats de kolom in een schoon vaatje en pipetteer 500 µl AW2 op de kolom.

- Draai 3 minuten af bij 14000 rpm. 

- Pipetteer 1 µl RNAse in een schoon gecodeerd 1,5 ml epje en plaats je kolom in dit epje.

- Pipetteer 100 µl AE buffer op de kolom en incubeer 1 minuut bij kamertemperatuur.

- Centrifugeer 1 minuut bij 8000 rpm en gooi de kolom weg. 

- Het DNA bevind zich nu in het epje.

§2.2 MRSA detectie in patiëntenmateriaal 

§2.2.1 Het opzetten van een multiplex real-time PCR voor S. aureus en mecA.

Om de multiplex PCR op te zetten is eerst de S. aureus en mecA detectie met een single PCR getest. Dit is eerst met SYBR Green gedaan, waarbij alle amplimeren bijdragen tot het signaal en met een smeltcurve moet worden geanalyseerd of het specifieke signaal aanwezig is. Vervolgens is de PCR met een probe uitgevoerd, waarbij direct het specifieke signaal real-time wordt weergegeven. Na de uitvoering van de technische validatie en de bepaling van de detectiegrens zijn de S. aureus en mecA detectie in een multiplex PCR getest. Ook hiervan is een technische validatie en een detectiegrens bepaling uitgevoerd. Al deze testen, behalve de detectiegrens bepaling, zijn uitgevoerd op DNA dat op de volgende manier verkregen is:

- Stammen (o/n) gegroeid op plaat

- Entoogje kolonie oplossen in 200µl TE 1 buffer pH 8,0

- Vortexen

- 3 minuten afdraaien op maximaal vermogen

- Supernatant gebruiken in de PCR mix

§2.2.1.1 Staphylococcus aureus PCR

Deze PCR heeft de MEP al lopen met SYBR Green, de diagnostiek afdeling heeft al een PCR lopen met de probe die in tabel 3 wordt vermeld.

	Primer / Probe
	Sequentie 5’- 3’

	Fsa442-002
	CAT CGG AAA CAT TGT GTT CTG TAT G

	Rsa442-002
	TTT GGC TGG AAA ATA TAA CTC TCG TA

	Psa442-001
	VIC-AAG CCG TCT TGA TAA TCT TTA GTA GTA CCG AAG CTG GT-TAMRA
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De PCR met SYBR Green voor de bepaling van S. aureus wordt samen met de bepaling voor de Staphylococcen species en de mecA uitgevoerd om te bevestigen of een stam geïsoleerd op het routinelab en verdacht van MRSA ook inderdaad MRSA is (zie bijlage 1 voor het protocol).

De PCR met een probe is zoals al eerder gezegd overgenomen uit de diagnostiek. De PCR mix bestaat uit 300 nM van beide primers, 150 nM van de probe en 1x TaqMan Universal PCR Master mix(2x) aangevuld tot een volume van 20 µl . Hierbij wordt 10 µl DNA toegevoegd. Het PCR programma bestaat uit 2 min 50ºC gevolgd door 15 min 95ºC en daarna 45 cycli van 15 sec 95ºC en 1 min 60ºC.

De technische validatie is uitgevoerd door de diagnostiek afdeling. Ze hebben bepaald wat de optimale concentraties zijn voor de primers en de probe. De werkwijze hiervan is identiek aan die van de technische validatie van de mecA PCR zoals omschreven in §2.2.1.2.

Om de detectiegrens te bepalen wordt er gebruik gemaakt van DNA dat is geïsoleerd van een bacteriesuspensie in logcultuur met een bekend aantal bacteriën. Van deze logcultuur wordt DNA geïsoleerd volgens de methode die beschreven staat in §2.1.1. Tegelijk wordt de cultuur die steeds 10x is doorverdund uitgeplaat. Aan de hand van de verdunning waarbij er nog bacteriën op de plaat groeien is het aantal CFU/ml te bepalen.

Voor de bepaling van de detectiegrens van de verschillende PCR’s zijn twee monsters gebruikt:

- MRSA met een concentratie van 1·108 CFU/ml (positieve controle)

- MRSE met een concentratie van 2·107 CFU/ml (negatieve controle voor S. aureus, positieve controle voor mecA)

Door deze monsters in stappen van 10x door te verdunnen tot 1·101 CFU/ml (of 2·101 CFU/ml) en vervolgens met allemaal een PCR te doen, is te bepalen bij welke concentratie er nog signaal op komt. De laagste concentratie waarbij nog signaal te zien is is de detectiegrens.

§2.2.1.2 MecA PCR

Deze PCR had de MEP al lopen met SYBR Green. De diagnostiek afdeling had wel een probe voor mecA liggen, maar deze was nog nooit getest.

	Primer / Probe
	Sequentie 5’- 3’

	FmecA-001
	GAT CGC AAC GTT CAA TTT AAT TTT G

	RmecA-001
	GCT TTG GTC TTT CTG CAT TCC T

	PmecA-001
	FAM-AAT GAC GCT ATG ATC CCA ATC TAA CTT CCA CAT-TAMRA
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De PCR met SYBR Green voor de bepaling van mecA wordt samen met de bepaling voor de Staphylococcen species en de S. aureus uitgevoerd voor de bevestiging van MRSA zoals eerder vermeld (zie bijlage 1 voor het protocol).

De PCR met een probe was theoretisch al uitgezocht, maar was nog nooit praktisch getest. Hiervoor is een PCR ingezet met ‘standaard’ concentraties van de primers, probe en DNA. De PCR mix bestaat uit 300 nM van beide primers, 150 nM van de probe en 1x TaqMan Universal PCR Master mix(2x) aangevuld tot een volume van 15 µl. Hierbij wordt 5 µl DNA toegevoegd. Het PCR programma bestaat uit 2 min 50ºC gevolgd door 10 min 95ºC en daarna 40 cycli van 15 sec 95ºC en 1 min 60ºC.
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Een technische validatie van een PCR met een probe wordt gedaan door verschillende concentraties van de primers tegenover de maximale concentratie van de probe te zetten en verschillende concentraties van de probe tegenover de maximale concentratie van de primers te zetten (zie figuur 7). Door met al deze concentraties onder dezelfde condities met hetzelfde monster een PCR in te zetten, is te bepalen wat de optimale concentraties zijn van de primers en de probe. In dit geval is het monster 5 µl DNA van een MRSA. De PCR mix bestaat uit de verschillende concentraties primers en probe met 1x TaqMan Universal PCR Master mix(2x) aangevuld tot een volume van 15 µl. Het PCR programma bestaat uit 2 min 50ºC gevolgd door 10 min 95ºC en daarna 40 cycli van 15 sec 95ºC en 1 min 60ºC.

De detectiegrens is op dezelfde manier uitgevoerd als bij de S. aureus PCR, zie §2.2.1.1. Het enige verschil is dat beide monsters nu positieve contoles zijn, omdat ze beide het mecA gen hebben.

§2.2.1.3 Multiplex PCR

Nadat zowel de S. aureus als de mecA PCR met een probe goed liep is gekeken of het mogelijk was om deze twee samen in één PCR te krijgen, dit omdat dat tijdbesparend is. Een tweede methode om tijd te besparen is het instellen van de ‘fast mode’ op de TaqMan. Dit houdt in dat het PCR protocol verkort wordt. Het PCR protocol bestaat uit 2 min 50ºC gevolg door 40x 3 sec 95ºC en 30 sec 60ºC. Om te kijken of dit geen afbreuk op de S. aureus of mecA PCR geeft zijn verschillende monsters op de ‘fast mode’ getest. Dit is zowel voor de single PCR’s als de multiplex PCR gedaan. Voor de ‘fast mode’ is een andere master mix nodig: TaqMan Fast Universal PCR Master mix(2x) No AmpErase UNG, verder is de PCR mix hetzelfde.

	
	Concentratie

 alle 4 de primers
	Concentratie

 beide probes

	1
	900 nM
	200 nM

	2
	900 nM
	100 nM

	3
	300 nM
	200 nM
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Nadat aangetoond is dat de multiplex real-time PCR voor S. aureus en mecA op de ‘fast mode’ goed loopt is er weer een technische validatie uitgevoerd. De gebruikte concentraties van de primers en probes staan in tabel 5. Als monsters zijn 5 µl DNA van een MRSA en een MRSE meegenomen. De PCR mix bestaat uit de verschillende concentraties primers en probe met 1x TaqMan Fast Universal PCR Master mix(2x) No AmpErase UNG aangevuld tot een volume van 15 µl. Het PCR programma bestaat uit 2 min 50ºC gevolgd door 40 cycli van 3 sec 95ºC en 30 sec 60ºC.

De detectiegrens is op dezelfde manier uitgevoerd als bij de S. aureus PCR, zie §2.2.1.1.

§2.2.2 Het screenen van een collectie van negatieve IDI-MRSA monsters op aanwezigheid van S. aureus en mecA.

Nadat de multiplex PCR voor de bepaling van S. aureus en mecA loopt zijn 85 negatieve IDI-MRSA monsters gescreend. Dit wordt gedaan aan de hand van het protocol dat ontstaan is bij het opzetten van de multiplex PCR, zie bijlage 2. Het verschil is dat het DNA niet geïsoleerd wordt zoals in het protocol wordt omschreven. Dit is al eerder gedaan als voorbereiding op de IDI-MRSA en is als zodanig beschikbaar.

§2.2.3 Omzetten IDI-MRSA assay van SmartCycler naar de TaqMan
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De SmartCycler assays maken gebruik van zogenaamde molecular beacons. Het principe van molecular beacons is te vergelijken met de TaqMan probe. Molecular beacons hebben ook een fluorescerende reporter en een quencher die dicht  bij elkaar liggen. Zij hebben in dit geval een “hairpin” structuur. Wanneer het moleculair beacon aan het target hybridiseert, gaan de reporter en de quencher uit elkaar. De quencher kan de reporter door de grotere afstand niet meer onderdrukken, zodat de reporter een fluorescerend signaal kan geven dat vervolgens gemeten wordt. Hierdoor is er alleen signaal te meten in de annealingsfase. Molecular beacons blijven intact gedurende het amplificatie reactie, zie figuur 8. Het meten van het MRSA product gebeurt met een beacon gelabeld met FAM. De samenstelling van de PCR mix is niet bekend, deze wordt met de IDI-MRSA kit mee geleverd. Bij 25 µl mix wordt 2,8 µl DNA toegevoegd. In het artikel dat de basis van deze test vormt, A. Huletsky et al; New real-time PCR assay for rapid detection of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus directly from specimens containing a mixture of staphylococci [12], staat een 3 staps PCR protocol beschreven dat bestaat uit: 3 min 95ºC gevolgd door 48 cycli van 5 sec 95ºC, 15 sec 60ºC en 20 sec 72ºC. Er is na het testen van het 3 staps protocol ook een 2 staps protocol uitgetest dat bestaat uit: 10 min 95ºC gevolgd door 40 cycli van 3 sec 95ºC en 30 sec 60ºC.

De bovenstaande testen zijn uitgevoerd met DNA dat geïsoleerd is van een reinkweek MRSA zoals beschreven in § 2.1.1. Dit is niet zoals het DNA uit patiëntenmateriaal vrijgemaakt wordt bij de IDI-MRSA assay op de SmartCycler. Daarom willen we de detectiegrens meten op zowel de SmartCycler als op de TaqMan met DNA dat volgens de IDI-MRSA methode is geïsoleerd uit een bacteriesuspensie in logcultuur waarvan het aantal CFU/ml bekend is. Dit staat beschreven in bijlage 3.
§2.3 SCCmec typering

§2.3.1 Literatuur beschrijving

De test is overgenomen vanuit de literatuur: Boye et al. A new multiplex PCR for easy screening of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus SCCmec types I to V [18]. Deze beschrijft de volgende werkwijze: 

- PCR mix:
1x AmpliTaq PCR buffer



1.5 mM MgCl2


0.2 mM DNTP mix



1 U AmpliTaq DNA polymerase

Hieruit is het volgende pipetteerschema voortgekomen:

	
	Stok conc.
	Per reactie
	Volume

	PCR buffer
	10 x
	1 x
	2.5 µl

	DNTP
	10 mM
	0.2 mM
	0.5 µl

	MgCl2
	25 mM
	1.5 mM
	1.5 µl

	Primer 1 F
	5 pmol/µl
	0.2 µM
	1 µl

	Primer 1 R
	5 pmol/µl
	0.2 µM
	1 µl

	Primer 2 F
	5 pmol/µl
	0.25 µM
	1.25 µl

	Primer 2 R
	5 pmol/µl
	0.25 µM
	1.25 µl

	Primer 3 F
	5 pmol/µl
	0.08 µM
	0.4 µl

	Primer 3 R
	5 pmol/µl
	0.08 µM
	0.4 µl

	Primer 4 F
	5 pmol/µl
	0.1 µM
	0.5 µl

	Primer 4 R
	5 pmol/µl
	0.1 µM
	0.5 µl

	Ampli Taq
	5 U
	1 U
	0.2 µl

	Bidest
	100 %
	100%
	9 µl


- Gebruikte primers: zie bijlage 4
- PCR volume: 20 µl PCR mix + 5 µl DNA

- PCR programma:


4 min 94°C
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30 sec 94°C



30 sec 55°C
  30 cycles
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60 sec 72°C


4 min 72°C


    ∞   4°C

- De PCR producten worden geanalyseerd met behulp van 1,5% agarose gel-elektroforese. Zie voor het theoretische bandenpatroon van de verschillende SCCmec types 

figuur 9.

§2.3.2 Gebruikte monsters

Om de SCCmec typeringsmethode te testen is een collectie MRSA-stammen van het RIVM gebruikt. Dit zijn MRSA’s waarvan het SCCmec types al bij het RIVM getypeerd zijn, zie bijlage 5. Van deze monsters is zowel het DNA als de stam verkregen.

§2.3.3 Optimalisatie

Primer concentraties in de multiplex PCR

Voor de optimalisatie van de primer concentraties is in plaats van de concentraties die genoemd worden in de literatuur voor alle primers een concentratie van 1 µM genomen. Als controle zijn er MRSA’s met verschillende SCCmec types van de RIVM-collectie meegenomen en enkele MRSA’s met een onbekend SCCmec type uit de kliniek. De PCR en de analyse van de PCR producten zijn uitgevoerd zoals in hoofdstuk 2.3.1 is omschreven.

Primersets apart testen

Om zeker te zijn dat de primers goed werken zijn ze ook apart getest. Hiervoor zijn 4 aparte mixen gemaakt, een voor iedere primerset. Als controle zijn er MRSA’s met verschillende SCCmec types van de RIVM-collectie meegenomen. De PCR en de analyse van de PCR producten zijn uitgevoerd zoals in hoofdstuk 2.3.1 is omschreven.

Input volume DNA

Om beter zichtbare bandjes op de gel te krijgen is er gedacht aan het verhogen van het input volume van het DNA. Als er meer DNA bij de PCR mix gedaan wordt is er meer om te vermenigvuldigen en geeft dit misschien een dikker bandje op de gel. Het input volume van het DNA in de PCR mix is gevarieerd met 5, 10 en 15 µl. Dit is voor iedere primerset apart gedaan. Voor primerset 1 en 3 is er een MRSA met SCCmec type 4 meegenomen als positieve controle en voor primerset 2 en 3 is er een MRSA met SCCmec type 5 meegenomen. De PCR en de analyse van de PCR producten zijn uitgevoerd zoals in hoofdstuk 2.3.1 is omschreven.

Verschil tussen ‘oud’ en ‘nieuw’ DNA

Gekeken is of het verschil maakt of je DNA gebruikt dat ‘vers’ geïsoleerd is of dat al meerdere maanden in de vriezer (-20ºC) staat. Hiervoor is van MRSA’s met SCCmec type 2, 3, 4 en 5 opnieuw DNA geïsoleerd (zie § 2.1.1). Het ‘nieuwe’ DNA is vergeleken met het ‘oude’ DNA voor iedere primerset apart. De PCR en de analyse van de PCR producten zijn uitgevoerd zoals in hoofdstuk 2.3.1 is omschreven.

Concentratie van het DNA

Volgens de literatuur wordt er 5 ng/µl DNA bij de PCR reactie gestopt. Getest is welke concentratie DNA wij bij de PCR reactie stoppen als er 5 µl van een kolom geïsoleerd monster gebruiken. Dit is gedaan door een markerreeks van 1 t/m 10 ng/µl samen met 5 µl DNA van verschillende monsters op een 1,5% agarose-gel te laten lopen.

Om een hogere concentratie DNA te verkrijgen is er een DNA isolatie (zie § 2.1.1) uitgevoerd met 50 µl AE buffer en 25 µl AE buffer in plaats van 100 µl AE buffer, dit geeft een kleiner elutie volume en hopelijk dus een hogere DNA concentratie. Van de nieuwe isolaten zijn weer de DNA concentraties bepaald volgens de bovenstaande markerreeks methode. 

Variatie te gebruiken Taq DNA polymerase

Doordat er de laatste tijd op de afdeling problemen waren met het aflezen van de AFLP patronen is er toen onder andere gekeken of dit aan de DNA polymerase kon liggen. Het bleek dat het AmpliTaq DNA polymerase dat gebruikt werd niet meer toerijkend was. Er is toen getest met Taq Gold en Super Taq. De resultaten hiervan waren zo positief dat er gekeken is of het voor de SCCmec typering ook betere resultaten gaf. Voor Taq Gold is er wel een verschil in het PCR programma. Deze heeft namelijk een hot start nodig, dit houdt in dat je voor je originele PCR programma eerst een stap van 10 minuten 95°C moet doen.

De DNA polymerases zijn met elkaar vergeleken door dezelfde MRSA’s met SCCmec type 2, 3, 4 en 5 als monsters voor alle drie de DNA polymerases te nemen en deze na de PCR naast elkaar op een 1,5% agarose-gel te brengen.

§2.3.4 Collectie MRSA’s uit het VU medische centrum tussen 2002 – 2006 typeren 

Op basis van de optimalisatie van de uit de literatuur overgenomen SCCmec typering van Meticilline-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) is er een protocol geschreven. Zie hiervoor bijlage 6. Aan de hand van dit protocol zijn de SCCmec types van de MRSA’s die van 2002 tot en met 2006 in het VU medisch centrum zijn gevonden bepaald.
Hoofdstuk 3; Resultaten

§3.1 MRSA detectie in patiëntenmateriaal 

§3.1.1 Het opzetten van een multiplex real-time PCR voor S. aureus en mecA.

§3.1.1.1 Staphylococcus aureus PCR

	
	Genus
	S. aureus
	mecA

	MSSA
	+
	+
	-

	MRSE
	+
	-
	+

	E. feacium
	-
	-
	-

	Bidest
	-
	-
	-
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De SYBR Green PCR voor S. aureus is een onderdeel van de bepaling van MRSA dat door de afdeling MEP wordt uitgevoerd. In figuur 10 zijn de drie verschillende dissociation curves van de drie verschillende PCR te zien. Aan de hand van de dissociation curve is vast te stellen of een monster positief is, in dat geval is er een piek bij een bepaalde temperatuur waarbij het PCR product uiteenvalt. Voor de S. aureus is dat 77ºC. Zie tabel 6 voor de uitslag van de PCR die in figuur 10 is weergegeven. 
Het opzetten van de S. aureus PCR met een probe is gedaan door de afdeling diagnostiek, deze hebben ook de technische validatie uitgevoerd. Hieruit bleek dat de optimale concentratie voor de primers 300 nM is en voor de probe is dit 150 nM.

De bepaling van de detectiegrens wordt gedaan met geteld DNA dat steeds 10x verdund wordt. De laagste concentratie waarbij nog signaal te zien is, is de detectiegrens. Er is gebruik gemaakt een getelde MRSA (1·108 CFU/ml) en MRSE (2·107 CFU/ml). In tabel 7 staan de Ct-waarden die gevonden zijn bij de verdunningsreeksen van deze monsters.

	Monster
	Ct-waarde
	
	Monster
	Ct-waarde

	MRSA 1∙108 CFU/ml
	17.95
	
	MRSE 2∙107 CFU/ml
	34.68

	MRSA 1∙107 CFU/ml
	21.34
	
	MRSE 2∙106 CFU/ml
	38.69

	MRSA 1∙106 CFU/ml
	24.88
	
	MRSE 2∙105 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙105 CFU/ml
	28.20
	
	MRSE 2∙104 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙104 CFU/ml
	31.40
	
	MRSE 2∙103 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙103 CFU/ml
	34.82
	
	MRSE 2∙102 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙102 CFU/ml
	36.80
	
	MRSE 2∙101 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙101 CFU/ml
	Undet.
	
	Blanco
	Undet.
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De detectiegrens voor de S. aureus PCR ligt bij 1∙102 CFU/ml. Dit is per PCR run 0,5 CFU/5 µl, waarbij 5 μl de input van de PCR is. Opvallend is dat de MRSE monsters bij een hoge input opkomen terwijl dit een negatieve controle is. 

§3.1.1.2 MecA PCR

Ook de SYBR Green PCR voor mecA is een onderdeel van de bepaling van MRSA die door de afdeling MEP wordt uitgevoerd. Zie hiervoor §3.2.1.1. 
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De PCR met een probe voor mecA is uitgevoerd op 5 monsters: MRSA, MRSE, MSSA, E. feacium en bidest. Hiervan verwacht je dat de MRSA en MRSE positief zijn en de rest negatief. Uit het amplificatie plot, zie figuur 11, blijkt dat ook MSSA en E. feacium zwak positief worden. Een monster is positief als de curve boven een bepaalde drempelwaarde of threshold, in ons geval 1.0e-001, uitkomt.

Bij de technische validatie wordt gekeken welke concentratie primer en probe er de laagste Ct-waarde geeft onder dezelfde omstandigheden. In tabel 8 zijn de gevonden Ct-waardes weergegeven. 

	Primer

concentraties
	Ct-waarde
	
	Probe concentraties
	Ct-waarde

	50 nM F / 50 nM R
	Undet.
	
	50 nM
	30.50

	50 nM F / 300 nM R
	36.58
	
	100 nM
	30.10

	50 nM F / 900 nM R
	39.37
	
	150 nM
	29.36

	300 nM F / 50 nM R
	33.49
	
	200 nM
	29.16

	300 nM F / 300 nM R
	29.50
	
	250 nM
	29.25

	300 nM F / 900 nM R
	29.73
	
	
	

	900 nM F / 50 nM R
	32.28
	
	
	

	900 nM F / 300 nM R
	28.57
	
	
	

	900 nM F / 900 nM R
	28.83
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De optimale concentratie voor de primers is voor de forward primer 900 nM, voor de reverse primer is er bijna geen verschil tussen 300 nM of 900 nM. Voor de probe is 200 nM de optimale concentratie.

De bepaling van de detectiegrens wordt gedaan met geteld DNA dat steeds 10x verdund wordt. De laagste concentratie waarbij nog signaal te zien is, is de detectiegrens. Er is gebruik gemaakt een getelde MRSA (1·108 CFU/ml) en MRSE (2·107 CFU/ml). In tabel 9 staan de Ct-waarden die gevonden zijn bij de verdunningsreeksen van deze monsters.

	Monster
	Ct-waarde
	
	Monster
	Ct-waarde

	MRSA 1∙108 CFU/ml
	18.19
	
	MRSE 2∙107 CFU/ml
	20.69

	MRSA 1∙107 CFU/ml
	21.54
	
	MRSE 2∙106 CFU/ml
	24.53

	MRSA 1∙106 CFU/ml
	25.32
	
	MRSE 2∙105 CFU/ml
	28.04

	MRSA 1∙105 CFU/ml
	28.56
	
	MRSE 2∙104 CFU/ml
	31.01

	MRSA 1∙104 CFU/ml
	31.73
	
	MRSE 2∙103 CFU/ml
	34.35

	MRSA 1∙103 CFU/ml
	35.92
	
	MRSE 2∙102 CFU/ml
	38.25

	MRSA 1∙102 CFU/ml
	38.75
	
	MRSE 2∙101 CFU/ml
	Undet.

	MRSA 1∙101 CFU/ml
	Undet.
	
	Blanco
	Undet.
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De detectiegrens voor de mecA PCR ligt tussen de 1∙102 CFU/ml en de 2∙102 CFU/ml, dit is per PCR run 1 CFU/5 µl.

§3.1.1.3 Multiplex PCR

Voordat de multiplex PCR verder getest wordt, is eerst gekeken of ze ook in de ‘fast mode’ op de TaqMan werken. Dit is zowel bij de single PCR’s gedaan als bij de multiplex. In figuur 12 staan de verschillende amplificatie plots die de PCR’s opleverde. Bij de single S. aureus PCR verwacht je dat MRSA en MSSA positief worden, maar ook de andere monsters zijn zwak positief. Bij de single mecA PCR verwacht je dat MRSA en MRSE positief worden, maar ook hier zijn de andere monsters zwak positief. Dit is opvallend want alle monster hebben dezelfde input (ongeveer 1∙109 CFU/ml). In de multiplex PCR is de MRSA voor zowel S. aureus als mecA positief, de MRSE is alleen voor de mecA positief. De blanco is in de multiplex PCR [image: image25.png]Derivative
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negatief.

De technische validatie van de multiplex PCR wordt zowel op de MRSA als op de MRSE gevalideerd omdat ze beide mecA positief zijn en MRSE een negatieve controle is op de S. aureus PCR. In tabel 10 staan de Ct-waarden die gevonden zijn bij de verschillende primers en probe concentraties. Een concentratie van 900 nM voor de primers en 200 nM voor de probe geeft de laagste Ct-waarde.

	
	Concentratie

 alle 4 de primers
	Concentratie

 beide probes
	Ct-waarde

S. aureus PCR
	Ct-waarde

mecA PCR

	MRSA
	900 nM
	200 nM
	30.36
	30.50

	
	900 nM
	100 nM
	31.31
	30.89

	
	300 nM
	200 nM
	30.41
	30.97

	MRSE
	900 nM
	200 nM
	Undet.
	32.64

	
	900 nM
	100 nM
	Undet.
	33.28

	
	300 nM
	200 nM
	Undet.
	32.79


[image: image26.png]Derivative

038

030

025

02

018

010

008

00

008

Dissociation Curve

60

65

70

75

Temperature (C)

a0

85

a0

a5




	MRSA
	Ct-waarde

S.aureus PCR
	Ct-waarde

mecA PCR

	1∙107 CFU/ml
	21.48
	21.89

	1∙106 CFU/ml
	25.19
	25.36

	1∙105 CFU/ml
	28.57
	29.22

	1∙104 CFU/ml
	31.93
	32.72

	1∙103 CFU/ml
	34.07
	35.05

	1∙102 CFU/ml
	Undet.
	38.38

	1∙101 CFU/ml
	Undet.
	Undet.


Bij de bepaling van de detectiegrens wordt gebruik gemaakt van een getelde MRSA (1·107 CFU/ml) en MRSE (2·106 CFU/ml). In tabel 11 staan de Ct-waarden die gevonden zijn bij de verdunningsreeksen van deze monsters.
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De gevoeligheid van MRSA op deze PCR ligt tussen 1·103 CFU/ml en 1·102 CFU/ml. Per PCR reactie ligt dit dus tussen 5 CFU/5 µl en 0,5 CFU/5 µl. 
§3.1.2 Het screenen van een collectie van negatieve IDI-MRSA monsters op aanwezigheid van S. aureus en mecA.

In tabel 12 zijn de resultaten van de screening van de negatieve IDI-MRSA monsters met de multiplex S. aureus en mecA bepaling op de TaqMan weergegeven. Dit is per materiaal gedaan omdat Staphylococcus aureus en Staphylococcus epidermidis in de commensale flora van de neus, huid en op de slijmvliezen van de mens voorkomen.

	 
	neus
	anus
	keel
	wond
	sputum
	urine
	overig
	aantal
	procent

	MecA
	12
	7
	10
	2
	2
	0
	6
	39
	45.9%

	S. aureus
	2
	0
	1
	2
	0
	0
	0
	5
	5.9%

	S. aureus / mecA
	2
	0
	0
	1
	1
	0
	1
	5
	5.9%

	Negatief voor beide
	5
	5
	10
	6
	0
	6
	4
	36
	42.4%

	Totaal
	21
	12
	21
	11
	3
	6
	11
	85
	100.0%
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Er zijn ook 5 positieve IDI-monster meegenomen, hiervan waren er drie voor zowel S. aureus als mecA positief. De andere twee waren S. aureus negatief en mecA positief.

§3.1.3 Omzetten IDI-MRSA assay van SmartCycler naar de TaqMan
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Als eerste is een TaqMan uitgevoerd op kolom geïsoleerd DNA van reinkweek MRSA’s met een 3 staps protocol, dit gaf geen duidelijke resultaten. Hierna is er getest met een 2 staps protocol, deze gaf hoopvolle resultaten. In figuur 13 staat het amplificatie plot van deze PCR, hierin zie je dat de verdunningsreeks mooi opkomt en de MRSA 100 CFU/ml (Blanco) onder de drempelwaarde blijft.

In tabel 13 staan de resultaten van de detectiegrens bepaling op zowel de SmartCycler als op de TaqMan met DNA dat volgens de IDI-MRSA methode is geïsoleerd uit een bacteriesuspensie in logcultuur waarvan het aantal bacteriën bekend is.

	Monster
	IDI-MRSA op de SmartCycler
	IDI-MRSA op de TaqMan

	MRSA 1·105 CFU/ml
	+
	+

	MRSA 1·104 CFU/ml
	+
	+

	MRSA 1·103 CFU/ml
	+
	+

	MRSA 1·102 CFU/ml
	-
	+/-

	MRSA 1·101 CFU/ml
	-
	-

	MRSA 1·100 CFU/ml
	-
	-

	Positieve controle
	+
	+
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Negatieve controle
	-
	-


§3.2 SCCmec typering

§3.2.1 Het opzetten en optimaliseren van de typering
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In figuur 14 is te zien hoe de gel er uit ziet na de SCCmec typering die uitgevoerd is zoals het in de literatuur is beschreven. 

Omdat de bandjes van de marker niet netjes en niet goed zichtbaar zijn is de hoeveelheid van de marker die er op de gel wordt aangebracht naar 5 µl verhoogd.

Bij de 3 monsters met de bekende SCCmec types missen er bandjes. Er werd gedacht dat dit misschien kwam doordat er een te lage concentratie primers in de PCR mix was toegevoegd. Door de concentratie van alle primers te verhogen naar 1 µM in de PCR mix is er gekeken of de concentratie enig verschil maakte. Dit was niet het geval, het gaf ongeveer hetzelfde beeld als de gel met de uit de literatuur gehaalde concentraties.

Door de primersets apart te testen kunnen we kijken of ze echt specifiek zijn voor bepaalde SCCmec types. Voor elke primerset zijn er positieve en een negatieve monsters, dus monsters met verschillende SCCmec types, meegenomen. Elke primerset gaf bij het SCCmec type waarvoor deze specifiek was een positieve uitslag, maar de bandjes op de gel waren weer niet goed zichtbaar. 

Door het inputvolume van het DNA te verhogen is gekeken of dit misschien beter zichtbare bandjes op de gel gaf. De bandjes waren allemaal goed zichtbaar. Er was geen verschil tussen de DNA inputvolumes 5, 10 en 15 µl voor primerset 1, 2 en 3. Maar bij primerset 4, voor het bandje van 359 bp bij SCCmec type 5, gaven de DNA input volumes 10 en 15 µl een veel beter zichtbaar bandje dan een inputvolume van 5 µl. Doordat er voor deze proef veel DNA nodig was is er toen opnieuw DNA geïsoleerd. Misschien kwamen de betere zichtbare bandjes doordat er ‘nieuw’ DNA gebruikt werd in plaats van ‘oud’ DNA dat al een aantal maanden in de -20ºC vriezer lag. Dus is er voor verschillende monsters met verschillende SCCmec types  waarvan er DNA in de vriezer lag opnieuw DNA geïsoleerd. Het ‘oude’ DNA is met het ‘nieuwe’ DNA vergeleken door ze tegelijk in de PCR te stoppen en samen op gel te zetten. Op de gel was te zien dat het niet uit maakte of het DNA dezelfde dag geïsoleerd was of al meerdere maanden in de vriezer lag, ze gaven dezelfde sterkte bandjes.

In de literatuur wordt vermeld dat er 5 ng/µl DNA bij de PCR mix gedaan wordt. Door een markerreeks van 1 t/m 10 ng/µl samen met verschillende monsters op gel te brengen is er gekeken wat de concentratie van het DNA is dat wij bij de PCR mix stoppen. In figuur 15 is te zien dat het DNA van de monsters niet zichtbaar is op de gel, dit houdt in dat de concentratie van het DNA lager is dan 1 ng/µl. 
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Om de DNA concentratie te verhogen is er een DNA isolatie op verschillende monsters uitgevoerd met een kleiner elutie volume, namelijk 25, 50 of 100 µl. In figuur 16 is te zien dat elutie volumes van 50 µl en 100 µl ongeveer dezelfde concentratie DNA geven, namelijk tussen de 2 en 3 ng/µl. Een elutie volume van 25 µl is waarschijnlijk te weinig om al het DNA van de kolom te halen.


Het variëren van de DNA polymerase is uitgevoerd met steeds dezelfde monsters met verschillende SCCmec types. In figuur 17 is te zien dat Taq Gold en Super Taq betere bandjes geven dan Ampli Taq DNA polymerase. Vooral de bandjes bij 518 bp (rode cirkel) en 415 bp (blauwe cirkel) zijn duidelijker zichtbaar. Tevens geeft zowel Taq Gold als Super Taq minder primer dimeren, wat betekent dat de primers op het DNA hechten in plaats van op elkaar.

Voor verdere testen wordt gebruik gemaakt van Super Taq DNA polymerase omdat deze geen hot start heeft en goedkoper is dan de Taq Gold DNA polymerase.




§3.2.2 Collectie MRSA’s uit het VU medische centrum tussen 2002 – 2006 typeren 

Tussen 2002 en 2006 zijn er in totaal 114 MRSA’s gevonden in het VU medisch centrum. Deze zijn allemaal getypeerd aan de hand van hun SCCmec type. Door eerder uitgevoerde AFLP’s van deze stammen naast elkaar te leggen konden identiek stammen worden geïdentificeerd. Daarna is van 1 stam van elk AFLP-type (unieke stam) het SCCmec-type bepaald. Hierdoor wordt een representatief beeld van het voorkomen van de verschillende SCCmec types door de jaren heen verkregen. Zie hiervoor tabel 14.

	 
	2002
	2003
	2004
	2005
	2006
	Totaal

	Type 1
	2
	2
	0
	0
	0
	4

	Type 2
	0
	2
	2
	1
	1
	6

	Type 3
	1
	3
	1
	1
	4
	10

	Type 4
	6
	11
	5
	9
	11
	42

	Type 5
	1
	1
	0
	3
	0
	5

	Totaal aantal
	10
	19
	8
	14
	16
	67



Er waren ook drie MRSA’s waarvan we niet konden vaststellen welk SCCmec type zij hadden, zie hiervoor figuur 18, monsters 4, 5 en 6. Twee hiervan bleken na het opnieuw uitvoeren van een MRSA test geen MRSA’s te zijn. De derde geeft meerdere bandjes, bij 518, 415 en 359 bp. 


Hoofdstuk 4; Discussie en Conclusie(s)

§4.1 MRSA detectie in patiëntenmateriaal 

De doelstelling bestond uit twee delen:

A) Het voorscreenen van patiëntenmateriaal op mogelijke aanwezigheid van MRSA.
B) Het omzetten van de IDI-MRSA naar een taqMan format.

Voor deel A is er als eerste een multiplex real-time PCR op de TaqMan opgezet die S. aureus en mecA aan kan tonen. Deze wordt gebruikt om bij een uitbraak grote hoeveelheden monsters te kunnen voorscreenen. Dit omdat de IDI-MRSA methode op de SmartCycler die nu gebruikt wordt maar enkele monsters per keer aan kan en erg duur is, terwijl +/- 95% MRSA negatief is. De multiplex PCR is ontstaan door het samenvoegen van twee single PCR’s die eerst zijn ontwikkeld. De S. aureus PCR is overgenomen vanuit de diagnostiek waar deze al loopt met een probe. Hiervoor is een technische validatie gedaan waarbij een concentratie van 300 nM voor beide primers en 150 nM voor de probe de optimale condities zijn. De S. aureus PCR heeft een detectiegrens van 1∙102 CFU/ml, per PCR reactie is dit minimaal 1 CFU. De theoretische gevoeligheid zou tussen de 1 en 10 CFU per reactie moeten liggen, dus is deze PCR theoretisch gevoelig genoeg. Bij de bepaling van de detectiegrens is ook een verdunningsreeks van MRSE meegenomen, theoretisch is deze negatief voor S. aureus. Opvallend is dan ook dat bij hoge concentraties MRSE de PCR positief wordt, wel is de Ct-waarde veel hoger dan bij dezelfde input concentratie van MRSA. Dit kan komen door de overmaat aan DNA die bij de PCR reactie, 104 CFU, is toegevoegd. De mecA PCR is overgenomen van de diagnostiek waar deze al loopt met SYBR Green, maar is opgezet met een probe. Bij het testen van de probe zijn als monsters MRSA, MRSE, MSSA, E. feacium en bidest meegenomen. Hiervan verwacht je dat de MRSA en MRSE positief zijn en de rest negatief, maar MSSA en E. feacium waren ook zwak positief. Ook hier kan dit komen door de overmaat aan DNA, 5·106 CFU, die toegevoegd is. De detectiegrens van deze PCR ligt bij 2∙102 CFU/ml, per PCR reactie is dit minimaal 1 CFU en dus gevoelig genoeg. Voordat de twee PCR’s samengevoegd zijn, is eerst getest of het mogelijk was dat deze op de ‘fast mode’ van de TaqMan gedaan konden worden i.v.m. de tijd winst. Dit leverde dezelfde resultaten op als de single PCR’s op de ‘standaard mode’. Ook hier was E. feacium zwak positief. De multiplex PCR is gelijk ook op de ‘fast mode’ getest, hierbij maakte de hoge concentratie DNA niet uit en was de test specifiek voor MRSA en MRSE. Het positief worden van MRSE met een hoge concentraties DNA in de single S. aureus PCR is dus niet klinisch relevant. Dit omdat de multiplex PCR geen last van de hoge concentraties DNA heeft en deze hoge concentraties DNA zelden in een patiëntenmonster voorkomen. Bij de technische validatie van de multiplex PCR kwam naar voren dat een concentratie van 900 nM voor de primers en 200 nM voor de probe optimaal zijn. De theoretische gevoeligheid van de multiplex  PCR ligt tussen 1·102 CFU/ml en 1·103 CFU/ml, per PCR reactie ligt dit dus tussen 1 en 5 CFU. De multiplex PCR is dus iets minder gevoelig dan de single PCR’s, maar nog steeds gevoelig genoeg. 

Met de opgezette multiplex real-time PCR zijn 85 negatieve IDI-MRSA monsters getest. Dit wordt gedaan om te kijken hoevaak het mecA gen en het S. aureus gen samen voorkomen. Beide moeten positief zijn als er een MRSA aanwezig is. Maar het kan ook zo zijn dat er een combinatie van coagulase negatieve Stapylococcen met het mecA gen en methicilline sensitieve staphylococcus aureus (MSSA) aanwezig is. Als dit vaak voorkomt heeft de voorscreening met de multiplex PCR geen zin omdat er dan voor veel monsters alsnog via de IDI methode bevestigd moet worden of het echt om een MRSA gaat. Van de 85 gescreende swabs is maar 6% voor zowel S. aureus als mecA positief en zou alsnog via de IDI-MRSA methode op de SmartCycler getest moeten. Dit is een mooi laag percentage waardoor bewezen is dat de voorscreening met de multiplex PCR op de TaqMan bij een uitbraak nut heeft. Bij 42% van de gescreende monsters is zowel de S. aureus als de mecA negatief. Als hierin al bacteriën zitten zijn het geen (methicilline resistente) Staphylococcus aureus of MRSE. Bij 46% van de gescreende monsters is alleen mecA positief, wat inhoud dat dit allemaal MRSE’s zijn. 
Van de neus swabs is 19% S. aureus positief, dit komt overeen met de theoretische aanname dat ongeveer 20% van de mensen drager is van S. aureus in de neus. Hierdoor mag je aannemen dat de screening representatief is. 
Bij de positieve IDI-MRSA monsters die meegenomen zijn, waren er twee S. aureus negatief. Deze twee monsters bleken van dezelfde patiënt af te komen en waren in de kweek MRSA negatief. Dit kan erop wijzen dat dit vals positieve waren in de IDI-MRSA methode op de SmartCycler. Hoe dit kan is onduidelijk omdat de IDI-MRSA methode op de SmartCycler gebruik maakt van target-specifieke primers die alleen een amplicon vormen als de mecA en de S. aureus specifieke sequentie op 1 genoom liggen. 

Voor deel B is een poging gedaan om de IDI-MRSA van de SmartCycler over te zetten op de TaqMan. Uiteindelijk bleek een twee staps protocol met VIC als interne controle en het FAM label als detector de verschillende monsters het beste te detecteren. De detectiegrens van de IDI-MRSA methode is zowel op de SmartCycler als de TaqMan 103 CFU/ml. Dit is 3 CFU per reactie. Nadelig is wel dat het amplificatie plot van de TaqMan alleen geïnterpreteerd kan worden samen met de component plot. Deze laat de complete signaaltoename per label in een enkele well gedurende de gehele PCR zien.

§4.2 SCCmec typering

Het doel van dit onderzoek is het opzetten van een multiplex PCR vanuit de literatuur voor het typeren van SCCmec types I tot en met V. Hiermee is de MRSA collectie uit het VU medisch centrum tussen 2002 en 2006 getypeerd.

In eerste instantie wou het opzetten van de multiplex PCR niet lukken. De bandjes op de gel waren niet zichtbaar of erg vaag. De primers die voor de typering gebruikt worden zijn apart getest, daarbij zijn de verwachte bandjes verkregen. Hieruit bleek dat het niet aan de primers lag. Pogingen tot optimalisatie van de single PCR’s, onder andere het variëren van het input volume of de concentratie van het DNA, bleken niet van invloed. Hierna zijn verschillende DNA polymerases getest. Het ampli Taq DNA polymerase bleek duidelijk slechter dan Taq Gold en Super Taq. Deze laatste gaven beide duidelijk zichtbare bandjes op de hoogte waarop je ze verwacht. De SCCmec typering is opgezet met Super Taq omdat deze goedkoper is dan Taq Gold. De typering is getest op een collectie MRSA-stammen met een bekend SCCmec type, deze zijn van het RIVM verkregen. Hiermee is bewezen dat de opgezette multiplex PCR voor het typeren van SCCmec types I tot en met V bruikbaar is voor gebruik in de diagnostiek.

SCCmec types I, II en III worden geassocieerd met HA-MRSA, wat betekent dat deze voornamelijk in het ziekenhuis voorkomen waar ze uitbraken kunnen veroorzaken. SCCmec type IV en V worden geassocieerd met CA-MRSA, wat betekend dat deze voornamelijk in de open bevolking voorkomen. Er zijn twee risicogroepen die je verwacht te vinden:

1) Mensen die in een buitenlands ziekenhuis zijn geweest en/of in contact zijn geweest met een bekende MRSA patiënt, deze dragen vaak een HA-MRSA bij zich.

2) Mensen die binnen komen met een onverwachte MRSA infectie, dat zijn vaak CA-MRSA’s.

In het VU medisch centrum zijn tussen 2002 en 2006 totaal 114 MRSA’s gevonden, hiervan zijn er 67 uniek aan de hand van hun AFLP patroon. De 47 stammen die niet uniek zijn komen voornamelijk van uitbraken of van infecties bij familieleden, deze worden namelijk vaak door dezelfde stam veroorzaakt. Doordat er in Nederlandse ziekenhuizen een streng MRSA-beleid wordt gevolgd komen er weinig uitbraken voor. Het is dan ook opvallend dat 30% van de getypeerde MRSA’s SCCmec types I, II of III heeft. In de literatuur wordt omschreven dat de CA-MRSA’s steeds vaker voorkomen in het ziekenhuis [13,19,20]. Van de getypeerde MRSA’s blijkt 70% CA-MRSA te zijn. Per jaar wordt SCCmec type 4 in vergelijking met de andere SCCmec types het meest geïsoleerd. Het onderzoek zou nog meer waarde hebben als de gevonden gegevens vergeleken zouden worden met de achtergrond informatie van de bijbehorende patiënten. Dit omdat er dan gekeken kan worden of er veel patiënten waren die een verhoogd risico op besmetting met CA-MRSA hadden. Dit is vaak het geval bij varkensboeren en hun omgeving, varkens dragen namelijk vaak de MRSA bacterie bij zich.

Er is ook een MRSA gevonden die niet typeerbaar was omdat deze drie bandjes gaf. De bacterie kan mogelijk een deel van een andere SCCmec type opgenomen hebben, maar dit is niet zeker totdat er een sequentie analyse uitgevoerd wordt.
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Bijlage 1; SYBR Green PCR protocol voor de detectie van MRSA

Controle stammen :

· TY 1045 (MSSA, PVL +)
· TY 3326 (MRSE, PVL -)

· TY 3400 (E. feacium)

DNA isolatie:

· Stammen (o/n) gegroeid op plaat

· Entoogje kolonie oplossen in 200µl TE 1 buffer  pH 8,0

· Vortexen en 3 minuten afdraaien op maximaal vermogen

· Supernatant gebruiken in de PCR mix.
PCR mix:
	
	Concentratie
	Per reactie
	Eind concentratie

	*SybrGreen
	2x
	10 (l
	1x

	Primer F
	50 pmol/(l
	0,12 (l
	0,3 pmol/(l

	Primer R
	50 pmol/(l
	0,12 (l
	0,3 pmol/(l

	Bidest
	100%
	4,76 (l
	


15 µl mix + 5 µl DNA (= supernatant)

Primers S. species PCR:

	Primer Fstap-tuf-a-002
	5’-CCA ACT CCA GAA CGT GAC TCT G-3’

	Primer Fstap-tuf-b-002
	5’-CCA ACW CCA GAA CGT GAT TCT G-3’ 

	Primer Rsta-002
	5’-GTT GTC ACC AGC TTC AGC GTA GT-3’


Primers S. aureus PCR :

	Primer Fsa442-002
	5'-CAT CGG AAA CAT TGT GTT CTG TAT G-3’

	Primer Rsa442-002
	5'-TTT GGC TGG AAA ATA TAA CTC TCG TA-3


Primers mecA PCR :

	Primer FMECA-001 
	5’- GAT CGC AAC GTT CAA TTT AAT TTT G-3’

	Primer RMECA-001
	5’- GCT TTG GTC TTT CTG CAT TCC T-3’


Primers PVL PCR:

	Primer FPVL 1A-001
	5’-CAT GCT ACT AGA AGA ACA ACA CAC TAT -3’

	Primer RPVL 2-001
	5’- CAT CAA CTG TAT TGG ATA GCT AAA GC-3’


Thermal Cycler Protocol:

1 x 
2 min
50oC

1 x 
15 min
95oC   

35 x 
15 sec
95oC


1 min
60oC


+ Dissociation Protocol 60 oC

Bijlage 2; Multiplex PCR protocol voor de detectie van S. aureus en mecA

Doel:
Kijken of het vaak voorkomt dat er een combinatie van coagulase negatieve Staphylococcen met het mecA gen (MRSE) en methicilline sensitieve Staphylococcus aureus (MSSA) aanwezig is (dit komt in de praktijk voor). Als dit zo is heeft voorscreenen op de TaqMan met een multiplex PCR geen zin, omdat er dan voor veel monsters als nog via de IDI-MRSA methode op de SmartCycler gekeken moet worden of het wel echt om een MRSA gaat.
Werkwijze:
Monsters:  2x Blanco


5x Positieve IDI-MRSA monster


+/- 90x Negatieve IDI-MRSA monster

	
	Conc.
	Mix
	Reactie
	x 100

	ABI fast mix
	2x
	1x
	10 ul
	1000 ul

	Psa442
	2 uM
	200 nM
	2 ul
	200 ul

	PmecA
	5 uM
	200 nM
	0.8 ul
	80 ul

	Fsa442
	100 pmol/ul
	900 nM
	0.18 ul
	18 ul

	Rsa442
	100 pmol/ul
	900 nM
	0.18 ul
	18 ul

	FmecA
	100 pmol/ul
	900 nM
	0.18 ul
	18 ul

	RmecA
	100 pmol/ul
	900 nM
	0.18 ul
	18 ul

	Bidest
	100%
	-
	1.48 ul
	148 ul


PCR mix: 

PCR: 1x 5 min 50ºC


Volume: 5 ul DNA + 15 ul mix


40x 3 sec 95 ºC


      30 sec 60 ºC
Bijlage 3; Protocol voor de detectiegrens bepaling op de SmartCycler en de TaqMan
Monsters:

MRSA bacteriesuspensie van 1·109 CFU/ml, verdun deze tot:

→ 1·105 CFU/ml


→ 1·104 CFU/ml

→ 1·103 CFU/ml


→ 1·102 CFU/ml


→ 1·101 CFU/ml


→ 1·100 CFU/ml

Opwerken materiaal:

Nodig:
- Multi-vortex


- Pastette


- Filtertips


- -20ºC / -80ºC


- Hitteblok 95ºC


- Eppendorfcentrifuge


- IDI-MRSATM kit: 
~ Sample buffer tubes (blauw deksel)





~ Lysis tubes (geel deksel)

Uitvoering:


- Nummer de sample buffer tubes


- Nummer de lysis tubes

- Ga met een steriele swab door het epje met het monster en plaats deze daarna in de overeenkomende sample buffer tube


- Breek de swab steriel af en draai het dekseltje terug op de sample buffer tube


- Vortex 2 minuten op volle snelheid m.b.v. multi-vortex


- Pipetteer m.b.v. pastette zoveel mogelijk vloeistof over in lysis tube

- Centrifugeer lysis tube 5 minuten op hoge snelheid (14.000 – 21.000 g) bij kamertemperatuur.


- Pipetteer supernatant af


- Voeg 50 ul sample buffer toe aan het pellet


- Vortex 5 minuten op volle snelheid m.b.v. multi-vortex


- Kort centrifugeren


- 2 minuten bij 95ºC


- Bewaar tot gebruik in -20ºC (>20 min.) of -80ºC (10 min.)

Inzetten PCR op de SmartCycler:

Nodig:
- 1 mastermix tube (wit label; voor 8 reacties)


- 1 diluent tube (zwart label; voor 24 reacties)


- 1 controle DNA tube (rood label)

- 1 sample buffer tube (blauw deksel); gebruik aangebroken sample buffer tube van het opwerken van het materiaal

- Koelblok voor SmartCycler tubes

- X+2 aantal SmartCycler tubes; X= het aantal monsters

Uitvoering:

- Voeg 225 ul diluent toe aan mastermix tube; pipetteer door het stopje heen

- Vortex 5-10 sec en zet op ijs

- Voeg 225 ul sample buffer toe aan het controle DNA; pipetteer door het stopje heen

- Vortex 5-10 sec en zet op ijs

- Zet X+2 SmartCycler tubes in het SmartCycler koelblok

- Voeg per SmartCycler tube 25 ul mastermix toe

- Sluit de tubes en nummer de deksels

- Ontdooi de lysaten. Controleer of ze bevroren zijn!

- Kort centrifugeren

- Voeg 2.8 ul lysaat toe aan corresponderende SmartCycler tube en sluit het dekseltje

- Voeg 2.8 ul controle DNA toe aan 1 na laatste SmartCycler tube en sluit het dekseltje

- Voeg 2.8 ul sample buffer toe aan laatste SmartCycler tube en sluit het dekseltje

- Bewaar het restant van de lysaten in -20ºC voor de analyse op de TaqMan.

Runnen van de PCR op de SmartCycler


- Centrifugeer de SmartCycler tubes kort in de daarvoor bestemde centrifuge


- Zet de SmartCycler en de PC aan


- Start het SmartCycler programma


- Run de monsters

Runnen van de PCR op de TaqMan

- Voeg 225 ul diluent toe aan mastermix tube; pipetteer door het stopje heen

- Vortex 5-10 sec en zet op ijs

- Neem een TaqMan 7500 96-wells plaat en pipetteer in X+2 wells 25 ul mastermix

- Voeg 2.8 ul lysaat toe aan corresponderende TaqMan well

- Voeg 2.8 ul controle DNA toe aan 1 na laatste TaqMan well 

- Voeg 2.8 ul sample buffer toe aan laatste TaqMan well

- Sluit de TaqMan 7500 96-wells plaat met een daarvoor bedoelde seal

- Stel de TaqMan 7500 in op standaard mode

- Selecteer de detector FAM-none en VIC-nome voor de gevulde wells

- PCR protocol: 

1x 
10 min 95ºC



40x 
3 sec 95ºC




30 sec 60ºC

- Stel het volume in op 28 ul

- Run de plaat

- Zet bij de analyse de ROX achtergrond uit.

	SCCmec type
	V
	
	X
	
	X

	
	IV
	X
	
	X
	

	
	III
	
	X
	
	

	
	II
	X
	
	
	

	
	I
	
	
	X
	

	
	Target
	ccrA2-B
	ccrC
	IS1272
	mecA-IS431

	
	Lengte
	937 bp
	518 bp
	415 bp
	359 bp

	
	Primer sequentie (5’-3’)
	ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT
	TAAAGGCATCAATGCACAAACACT
	CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
	CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT
	GCCACTCATAACATATGGAA
	CATCCGAGTGAAACCCAAA
	TATACCAAACCCGACAACTAC
	CGGCTACAGTGATAACATCC

	
	Primerset
	1F
	1R
	2F
	2R
	3F
	3R
	4F
	3R

	
	Naam
	β
	α2
	ccrCF
	ccrCR
	1272F1
	1272R1
	5RmecA
	85R431


Bijlage 5, RIVM monster lijst

	Stamnr.
	SCCmec
	IDI-MRSA
	TaqMan

	1
	4a
	Positief
	MRSA

	2
	5
	Positief
	MRSA

	3
	5
	Positief
	MRSA

	4
	5
	Positief
	MRSA

	5
	5
	Positief
	MRSA

	6
	5
	Positief
	MRSA

	7
	3
	Negatief
	MRSA

	8
	5
	Positief
	MRSA

	9
	5
	Positief
	MRSA

	10
	3
	Negatief
	MRSA

	11
	5
	Positief
	MRSA

	12
	4a
	Positief
	MRSA

	13
	4
	Negatief
	MSSA

	14
	5
	Positief
	MRSA

	15
	5
	Positief
	MRSA

	16
	5
	Positief
	MRSA

	17
	3
	Positief
	MRSA

	18
	5
	Positief
	MRSA

	19
	3
	Positief
	MRSA

	20
	5
	Positief
	MRSA

	21
	5
	Positief
	MRSA

	22
	5
	Positief
	MRSA

	23
	5
	Positief
	MRSA

	24
	5
	Positief
	MRSA

	25
	5
	Positief
	MRSA

	26
	5
	Positief
	MRSA

	27
	-
	Positief
	MRSA

	28
	0
	Positief
	MSSA

	29
	3
	Negatief
	MRSA

	30
	3
	Positief
	MRSA

	31
	5
	Positief
	MRSA

	32
	5
	Positief
	MRSA

	33
	3
	Negatief
	MRSA

	34
	0
	Positief
	MRSA

	35
	3
	Positief
	MRSA


Bijlage 6; SCCmec typering van Meticilline-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)

1 
Algemeen

1.1 
Doel

Dit onderzoeksprotocol heeft tot doel het vaststellen van het SCCmec type van MRSA d.m.v. een multiplex polymerase chain reaction (PCR). 

1.2 Principe

De MRSA stam wordt onderzocht op de aanwezigheid van 1 of meer van de 4 targets (ccrA2-B, ccrC, IS1272 en mecA-IS431). Aan de hand van welk target aanwezig is is te bepalen welk SCCmec type de bacterie heeft.

De bacteriën worden eerst gelyseerd mbv lysostaphine en vervolgens behandeld met proteinase K. Daarna wordt een DNA isolatie uitgevoerd. Op het chromosomaal DNA wordt een multiplex PCR uitgevoerd waarbij 1 of meerdere targets worden geamplificeerd. Uit de combinatie van gevonden fragmenten kan het SCCMec type worden afgeleid. De detectie wordt gedaan door het uitvoeren van een agarose-gel elektroforese. De te bepalen SCCmec types zijn te onderscheiden in:



- Hospital acquired: Type I / II / III



- Community acquired: Type IV / V

1.3
Definities en afkortingen 


DNA

Deoxyribose Nucleic acid


MRSA

Meticilline-Resistente Staphylococcus aureus 

PCR

Polymerase Chain Reaction

1.4
Verantwoordelijkheden

De analist is verantwoordelijk voor het correct uitvoeren van het in dit protocol beschreven onderzoek.

1.5
Veiligheid


Zie algemeen veiligheidsvoorschrift.

2
Uitvoering
2.1
Identificatie van het onderzoek


SCCmec typering.

2.2
Werkwijze

- Voer een voorbehandeling uit volgens MEPDNA.003.

- Isoleer het DNA volgens MEPDNA.004.

- Verricht de PCR volgens het bijgevoegde pipetteerschema SCCmec typering multiplex PCR.

- Toon de fragmenten aan volgens MEPDNA.002 met een 1.5% gel en een 100 bp marker.

3
Interpretatie en uitslag

3.1
Interpretatie


Gel-elektrofrese
 Theorie:

       Praktijk:


3.2
Uitslag

- Plaats de uitslag samen met de aanvraag in een mapje met de naam van de aanvraag in de map: vmd > mep > uitslagen > diagnostiek

- Stuur naar de Moleculair biologen een mailtje dat de uitslag in de uitslagen map staat.

- Als de uitslag geautoriseerd is wordt de uitslag via de email naar de aanvrager gestuurd.

- Het aanvraagformulier, de uitslag en de mail dat deze is verstuurd wordt uitgeprint en opgeruimd.

4
Opmerkingen


n.v.t.

5
Bijbehorende SOP’s


MEPDNA.003


MEPDNA.004

6
Bijbehorende documenten


n.v.t.

7
Literatuur

Boye et al; A new multiplex PCR for easy screening of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus SCCmec types I to V.

8
Bijlagen


Pipetteerschema SCCmec typering multiplex PCR

Pipetteerschema SCCmec typering multiplex PCR

Datum:




Pos. controle: DNA 
TY4411 (type 4)

Aantal samples:





TY4431 (type 5)

Aantal reacties:


Neg. controle: Bidest

Mix:

	
	Batch nr.
	Stock Conc.
	Eind Conc.
	Per reactie (μl)
	Totaal (μl)

	Super Taq PCR buffer
	
	10x
	1x
	2,5
	

	DNTP’s
	
	10 mM
	0,2 mM
	0,5
	

	MgCl2
	
	25 mM
	1,5 mM
	1,5
	

	Primer 1F
	
	5 μM
	0,2 μM
	1
	

	Primer 1R
	
	5 μM
	0,2 μM
	1
	

	Primer 2F
	
	5 μM
	0,25 μM
	1,25
	

	Primer 2R
	
	5 μM
	0,25 μM
	1,25
	

	Primer 3F
	
	5 μM
	0,08 μM
	0,4
	

	Primer 3R
	
	5 μM
	0,08 μM
	0,4
	

	Primer 4F
	
	5 μM
	0,1 μM
	0,5
	

	Primer 4R
	
	5 μM
	0,1 μM
	0,5
	

	Super Taq
	
	5 U
	1 U
	0,2
	

	Bidest
	
	100%
	100 %
	9
	


Uitvullen: 20 μl mix + 5 μl monster DNA

PCR programma:


4 min 94°C



30 sec 94°C



30 sec 55°C
   30 cycles



60 sec 72°C


4 min 72°C


    ∞    4°C

Layer schema PCR:
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	B
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	C
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	E
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


                                                                                                                                  Paraaf:

Tabel 1; Biochemische eigenschappen van 


S.aureus[2,3].





Fig 1; Percentage MRSA ten opzichte van alle geïsoleerde S. aureus stammen in 2005 in Europa [14].





Fig 2; MRSA is ontstaan door een insertie van exogeen mobiel DNA element, SCCmec, in het chromosoom van Methicilline-susceptible Staphylococcus aureus (MSSA)[5].





Fig 3; Schematische voorstelling van de verschillende type SCCmec. 





Fig 4; Hechting van SYBR Green aan dubbelstrengs DNA tijdens de amplificatie.





Fig 5; De TaqMan probe hecht zich aan het specifieke DNA. Door de 5’-exonuclease activiteit van Taq Polymerase valt de probe uiteen. Hierdoor komt de reporter vrij van de quencher, waardoor het mogelijk is om fluorescentie te meten.





Fig 6; Aanhechtings plaatsen van de target-specifieke primers bij de IDI-MRSA methode. [6]





Fig 9; Theoretische bandenpatroon van de verschillende SCCmec types.





937 bp -





518 bp -





415 bp -





359 bp -





1) MRSA, SCCmec type 3


2) MRSA, SCCmec type 5


3) MRSA, SCCmec type 4


4) MRSA, onbekend SCCmec type


5) MRSA, onbekend SCCmec type


6) MRSE


7) MSSA


8) Blanco





Marker   1          2          3          4          5          6          7          8      Marker





Fig 14; Gel van de SCCmec typering volgens de literatuur uitgevoerd.





1) Marker 1 ng/µl


2) Marker 2 ng/µl


3) Marker 3 ng/µl


4) Marker 4 ng/µl


5) Marker 5 ng/µl


6) Marker 6 ng/µl


7) Marker 7 ng/µl


8) Marker 8 ng/µl


9) Marker 9 ng/µl


10) Marker 10 ng/µl


11t/m 18) MRSA met verschillende  SCCmec types


19) MRSE


20) Blanco





  1   2    3    4   5   6    7   8   9  10 11 12 13  14 15  16 17 18 19 20





Fig 15; Gel van de markerreeks en de verschillende MRSA’s.





    1   2    3   4    5    6    7   8   9  10  11 12 13 14  15 16  17 18  19 20





1) Blanco			


2 t/m 11) Markerreeks van 1 t/m 10 ng/µl


12) MRSA, SCCmec type 3, 25 µl elutie volume 


13) MRSA, SCCmec type 3, 50 µl elutie volume


14) MRSA, SCCmec type 3, 100 µl elutie volume


15) MRSA, SCCmec type 4, 25 µl elutie volume


16) MRSA, SCCmec type 4, 50 µl elutie volume


17) MRSA, SCCmec type 4, 100 µl elutie volume


18) MRSA, SCCmec type 5, 25 µl elutie volume


19) MRSA, SCCmec type 5, 50 µl elutie volume


20) MRSA, SCCmec type 5, 100 µl elutie volume





Fig 16; Gel van de markerreeks en de monsters met een verschillende elutie volume.





1000 bp -





500 bp -





Super Taq





  M          5          8          7          6          -





M = marker


1) MRSA, SCCmec type 2, 50 µl elutiebuffer


2) MRSA, SCCmec type 3, 50 µl elutiebuffer


3) MRSA, SCCmec type 4, 50 µl elutiebuffer


4) MRSA, SCCmec type 5, 50 µl elutiebuffer


5) MRSA, SCCmec type 2, 100 µl elutiebuffer


6) MRSA, SCCmec type 3, 100 µl elutiebuffer


7) MRSA, SCCmec type 4, 100 µl elutiebuffer


8) MRSA, SCCmec type 5, 100 µl elutiebuffer





500 bp -





1000 bp -





   M    1      2      3      4      5      6      7      8      1      2      3      4      5      8      7     6    M     -








Ampli Taq





Taq Gold





Fig 17; Gel van dezelfde monsters met andere DNA polymerase in de PCR reactie.





Super Taq





  M          5          8          7          6          -





Tabel 14; MRSA’s uit het VU medisch centrum tussen 2002 en 2006 getypeerd naar hun SCCmec type.





518 bp -





937 bp -





415 bp -





359 bp -





    M    1     2     3     4     5    6   M     





M = marker


1) Blanco


2) MRSA, SCCmec type 4


3) MRSA, SCCmec type 5


4) MRSA met onbekend SCCmec type 


5) Geen MRSA


6) Geen MRSA





Fig 18; Gel met de 3 vermeende MRSA’s waarvan het SCCmec type niet bepaald kan worden





Bijlage 4; Primers voor de SCCmec typering





Tabel 3; Gebruikte primers en probe bij de detectie van S. aureus in de real-time PCR.





Tabel 4; Gebruikte primers en probe bij de detectie van mecA in de real-time PCR.





Fig 7; Technische validatie van een PCR met een probe.





Tabel 5; Variatie van de primers en probes bij de technische validatie van de multiplex PCR





Fig 8; Werking van een molecular beacon 





Tabel 6; Uitslag van de SYBR Green PCR voor de bepaling van MRSA.





A





B





C





Fig 10; Dissociation curves van de SYBR Green PCR voor de bepaling van MRSA. 


A) Uitslag Staphylococcus genus PCR, B) Uitslag 


S. aureus PCR, C) Uitslag mecA PCR.





       MSSA


       MRSE


       E. feacium


       Bidest





Tabel 7; Ct-waarden van de detectiegrens bepaling van de mecA PCR





Fig 11; Amplificatie plot van de mecA real-time PCR.





Tabel 8; Ct-waarden van de technische validatie van de mecA PCR





Tabel 9; Ct-waarden van de detectiegrens bepaling van de mecA PCR





A





B





C





Fig 12; Amplificatie plots van de verschillende PCR’s op de ‘fast mode’.


A) Single S. aureus PCR, B) Single mecA PCR, 


C) Multiplex S. aureus en mecA PCR.





Tabel 10; Ct-waarden van de technische validatie van de multiplex PCR.





Tabel 11; Ct-waarden van de detectiegrens bepaling van de multiplex PCR.





Tabel 12; Uitslag van de multiplex S. aureus en mecA TaqMan per materiaal weergegeven.





         MRSA 108 CFU/ml


         MRSA 106 CFU/ml


         MRSA 104 CFU/ml


         MRSA 102 CFU/ml


         MRSA 100 CFU/ml


         Positieve controle IDI-MRSA kit





Fig 13; Amplificatie plot van de 2 staps IDI-MRSA methode op de TaqMan.





Tabel 13; Uitslagen van de detectiegrens bepaling op de SmartCycler en de TaqMan.
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