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1. Zusammenfassung

In dieser Diplomarbeit geht es um die PCR-Analy:k von Vancomycin 
resistenten Enterokokken (VRE). Es soll die Frage beantwortet werden, 
ob die in-House VRE-PCR zukünIig vom Gerät STARlet durchgeführt 
werden kann und somit das Gerät c4800 ersetzen kann. Beide Geräte 
bereiten die PCR-PlaSe für die Real-Time PCR vor. Es wurden drei 
Experimente durchgeführt: Vergleich der Extrak:on, die Reduk:on des 
PCR-Volumens und Parallelmessungen der Rou:neanaly:k. Als 
Material wurden bereits iden:fizierte Keime aus der Bakteriologie zur 
Verfügung gestellt sowie Rektalabstriche aus der Rou:neanaly:k. Für 
die Auswertung wurden die MiSelwerte der Ct-Differenzen, 
übereins:mmende und nicht-übereins:mmende Resultate verglichen. 
Dabei wurden Tabellenformate, Bland-Altman-Diagramme sowie eine 
Übersichtstabelle erstellt. Die Ergebnisse sind mit wenigen 
Ausnahmen, welche begründbar sind, übereins:mmend. D.h. die 
Extrak:on zwischen den Geräten ist vergleichbar, das PCR-Volumen 
kann reduziert werden und der STARlet hat in den Rou:nemessungen 
keine falsch nega:ven Ergebnisse generiert. Somit kann die VRE-PCR-
Analy:k zukünIig vom STARlet ersetzt werden.

4. Material, Methodik, Vorgehen

Beim Experiment 1 wird die Extrak:on verglichen. Es werden je nach 
Verfügbarkeit bis zu drei Isolate von den folgenden sieben 
verschiedenen Enterokokken-Genotypen im Triplikat untersucht: 
Enterococcus faecium (efam), efam vanB, Enterococcus faecium mit 
Genotyp vanA (efam vanA), Enterococcus faecalis (efal), Enterococcus
faecalis mit Genotyp vanB (efal vanB), Enterococcus faecalis mit 
Genotyp vanA (efal vanA) sowie efam vanB/ vanA. Beim Experiment 2 
werden drei unterschiedlichen PCR-Volumen ausschliesslich auf dem 
STARlet verglichen: 1. 25μl MM plus 25μl Extrakt, 2. 10μl MM plus 
10μl Extrakt, 3. 15μl MM plus 5μl Extrakt. Es werden Extrakte von 
allen 7 Stämmen dreimal 1/10 verdünnt und jeweils im Triplikat 
getestet, um zu evaluieren, ob eine Reduk:on des Volumens möglich 
ist bei gleichbleibender PCR-Effizienz. Beim Experiment 3 werden 
Parallelläufe zwecks Verifizierung gestartet. Pa:entenproben aus der 
Rou:ne werden mit der neu op:mierten Variante gemessen (Variante 
2.) und mit der bestehenden PCR verglichen. Die Ct-Werte dürfen 
nicht mehr als drei Zyklen zum bestehenden Gerät abweichen. Der 
STARlet darf keine falsch nega:ven Resultate generieren.

3. Ziele und Fragestellungen

Die Fragestellung des übergeordneten Ziels lautet wie folgt: 
à Kann die in-House VRE-PCR zukünIig vom Gerät STARlet extrahiert 
und vorbereitet werden und daher das Gerät c4800 ersetzen?

Die daraus entwickelte Fragestellung lautet wie folgt: 
à Kann das bisehrige PCR-Volumen, welches auf dem c4800 
eingesetzt wurde, beim STARlet von 50μl auf 20μl reduziert werden?

2. Einleitung

Im Dezember 2017 gab es im Inselspital Bern eine Enterokokken-
Ausbreitung [1], weshalb monatlich die Suche nach VRE durchgeführt 
wird, um Ausbrüche schnell zu erkennen. [2] Ziel dieser Diplomarbeit 
ist es zu überprüfen, ob der Test auf die STARlet Plajorm gewechselt 
werden kann, bei gleichbleibender oder gesteigerter analy:scher 
Qualität. Der verwendete PCR Thermocycler (Cobas z480) für die 
Amplifika:on und Detek:on bleibt iden:sch. [3] Für die VRE-Analyse 
braucht es die Extrak:on, die Real-Time PCR sowie die Auswertung. 
Die Extrak:on erfolgt bei beiden Geräten vollautoma:siert sowie das 
anschliessende Pipeleren des Master Mixes (MM), welcher für die 
PCR benö:gt wird. Bei der Extrak:on werden die Nukleinsäuren durch 
Zugabe von Proteinase und Lysereagenz zur Probe freigesetzt. Die 
freigesetzten Nukleinsäuren binden an die Siliziumdioxid- Oberfläche
der hinzugefügten magne:schen Glaspar:kel. Nicht gebundene 
Substanzen und Verunreinigungen wie denaturierte Proteine, 
Zelltrümmer und potenzielle PCR-Inhibitoren werden durch 
anschliessende WaschschriSe enqernt. Die aufgereinigten 
Nukleinsäuren werden danach mit einem Elu:onspuffer bei erhöhter
Temperatur von den magne:schen Glaspar:keln gelöst. Nach der 
Extrak:on pipelert das Gerät den MM hinzu. Anschliessend kann die 
Mikro:terplaSe in den Cobas z480 transferiert werden wo die 
Amplifika:on und Detek:on miSels Echtzeit-PCR staS findet. [4] Bei 
der PCR geschieht die Amplifika:on durch ein keimspezifisches 
Temperaturprogramm, welches 40-50 mal wiederholt wird. Zuerst 
wird die doppelsträngige DNS in Einzelstränge denaturiert was bei 
96°C erfolgt. Danach folgt das Annealing. Dabei werden die 
zielsequenz-spezifischen Startnukleo:de (genannt Primer) angelagert 
bei einer Temperatur von 55-65°C, welche als Starpunkt für den 
nächsten SchriS dienen. Anschliessend findet bei ca. 72°C die 
Elonga:on staS. Die DNS-Polymerase bindet an die Primer und lagert 
nacheinander einzelne Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) an, 
welche an den komplementären Einzelstrang passen. Dadurch 
entsteht wieder eine doppelsträngige DNS. Der Vorgang wird 
wiederholt bis eine exponen:elle Zunahme detek:ert wird. [5] Dies 
geschieht miSels Fluoreszenzstrahlung, welche freigegeben wird wenn 
der Reporter vom Quencher getrennt wird, welcher als gebundene 
Gensonde vorkommt. Vier Kanäle werden gemessen: vanB, vanA, 
E.faecium sowie die interne Kontrolle (IC). Das sind drei verschiedene 
Genotypen sowie die Kontrolle, dass die PCR funk:oniert hat. [6] 

5. Ergebnisse/ Resultate

Ergebniss anhand des 
van-B-Kanals im 
Experiment 1, ergibt
den MiSelwert der 
Ct-Differenz zwischen
beiden Geräten -0.21.

Beim Experiment 2 
ergeben die MiSelwerte 
der Ct-Differenz zwischen Variante 1 und 2 beim vanB-Kanal -0.01. 
Zwischen Variante 1 und 3 ergibt die Differenz -1.02 im vanB-Kanal.
Beim Experiment 3 sind neun Messungen sind rich:g posi:v. Drei 
Messungen sind rich:g unklar. 87 Messungen sind rich:g nega:v. Zwei 
Messungen sind falsch nega:v bezüglich der unklaren Ergebnisse. D.h. 
der c4800 hat ein unklares Ergebnis generiert jedoch der STARlet ein 
nega:ves. Zwei Messungen sind falsch unklar. D.h. der c4800 hat ein 
nega:ves Ergebnis generiert, der STARlet jedoch ein unklares.

6. Diskussion

Der Extrak:onsvergleich in Experiment 1 zwischen den beiden 
Geräten ist sehr gut. Mit einem Differenzwert von -0.21 im vanB-
Kanal, liegt das Ergebnis fast bei 0, was darauf hinweist das sehr 
ähnlich gemessen wird. In Experiment 2 kann die Variante 2 mit der 
Variante 1 abgetauscht werden. Diese misst mit einer Verminderung 
des PCR-Volumens sehr ähnlich bei einem Ct-Differenzwert von -0.01. 
Da die Variante 2 besser abschneidet als die Variante 3, wird diese 
zukünIig eingesetzt. Beim Experiment 3 sind alle posi:ven Ergebnisse 
beider Geräte übereins:mmend und keine falsch nega:ven Ergebnisse 
wurden generiert. Vier nicht-übereins:mmende Ergebnisse hat es im 
E. faecium-Kanal gegeben, aufgrund von schwach posi:ven Proben.
Bei schwach posi:ven Proben ist es üblich, dass sie nega:v oder 
schwach posi:v ausfallen können. Somit handelt es sich in diesem 
Falle um Proben mit einer Konzentra:on unterhalb des 
Detek:onslimits. Somit ist dies begründbar und die Kriterien wurden 
erfüllt. Der STARlet hat alle drei Experimente erfolgreich bestanden.
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Abb. 1 Lovric, C. (2023). Bland-Altman-Diagramm des ersten Experimentes von vanB-Kanal mit Extrak;onsvergleich 
mit gewonnenen Daten durch Triplika;onsmessungen. medi.

Abb. 1: Bland-Altman-Diagramm des ersten Experimentes von vanB-Kanal mit Extrak<onsvergleich 
mit gewonnenen Daten durch Triplika<onsmessungen (Lovric, 2023)
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