Duplex-Amplifikationsverfahren zumin
situ-Schnellnachweis hygienerelevanter
Keime auf flexiblen Endoskopen

IGF 20900 N

Ziel des Forschungsvorhabens war ein in-situ-Schnellnachweis
fur hygienerelevante Keime auf inneren und aufleren Endosko-
poberflachen entsprechend Anlage 10 der Leitlinie zur Validie-
rung von Endoskopaufbereitungsverfahren.

Der Nachweis einzelner hygienerelevanter Keime beruhte auf der
selektiven Markierung mit Aptameren aus DNA, die nach der Mar-
kierung durch thermische Denaturierung wieder quantitativ von den
Keimen abgelost und aus dem Endoskop eluiert werden konnen.

Mittels Durchflusszytometrie konnte ermittelt werden, dass sich
unter Einsatz eines Aptamers gegen Enterococcus faecium bis
zu 40 % der Zellen markieren lief3en. Die thermische Ablosung
gebundener Aptamere konnte bei 60 °C nachgewiesen werden.

Wiedergewonnene Aptamere konnten durch Hybridisierung an
komplementare DNA-Abschnitte (Oligonukleotide) auf spezi-
fischen Auswertefeldern zum Nachweis einzelner mikrobieller
Arten (z.B.S. aureus, Enterobacteriaceae, etc.) gebunden werden.

Zum Nachweis der gebundenen Aptamere wurden spharische
DNA-Hybrid-Aggregate (SDHA) entwickelt, diese konnten unter
Einsatz von Goldnanopartikeln mit einem Durchmesser von 20
nm oder unter Einsatz von carboxylierten Latex-Beads mit einem
Durchmesser von 1 um durch Bindung von Oligonukleotiden mit
teilkomplementarer Sequenz zu den nachzuweisenden Aptame-
ren hergestellt werden.
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Duplex amplification method for in situ
rapid detection of hygiene-relevant
germs on flexible endoscopes

IGF 20900 N

AIm of the research project was an in-situ rapid detection of hy-
giene-relevant germs on internal and external endoscope surfac
es in accordance with Annex 10 of the guideline for the validation
of endoscope reprocessing procedures.

The detection of individual hygiene-relevant germs was based
on selective labelling with aptamers from DNA, which can be
guantitatively detached from the germs again after labelling by
thermal denaturation and eluted from the endoscope.

Using flow cytometry, it could be determined that up to 40 % of
the cells could be labelled using an aptamer against Enterococ
cus faecium. Thermal detachment of bound aptamers could be
demonstrated at 60 °C.

Recovered aptamers could be bound by hybridisation to comple-
mentary DNA segments (oligonucleotides) on specific evalua-
tion fields for the detection of individual microbial species (e.g. S.
aureus, Enterobacteriaceae, etc).

Spherical DNA hybrid aggregates (SDHA) were developed for
the detection of the bound aptamers; these could be prepared
using gold nanoparticles with a diameter of 20 nm or using car-
boxylated latex beads with a diameter of 1 um by binding oli-
gonucleotides with a partially complementary sequence to the
aptamers (o be detected.
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Andere auf der Oberflache der SDHA immobilisierte Oligonuk-
leotide dienten als Initiatoren zur Auslosung einer hohen Anzahl
(1. Amplifikation) von Hybridisierungskettenreaktionen (HCR). Um
mittels HCR fluoreszierende Hybridisierungsprodukte auf der
Oberflache der SDHA bilden zu kénnen, wurden spezielle Fluo-
rophor-funktionalisierte metastabile Haarnadel-Oligonukleotide
entwickelt, die innerhalb von 10 min die Bildung hochmolekularer
und stark fluoreszierender Hybridisierungsprodukte ermaoglich-
ten, die sich aus Uber 500 einzelnen Haarnadel-Oligonukleoti-
den zusammen setzten (2. Amplifikation), was eine empfindliche
visuelle Detektion ermoglicht.

Den zunehmend mit der Aufbereitung von Medizinprodukten
betrauten Reinigungs- und Hygienedienstleistern und den von
den medizinischen Einrichtungen selbst betriebenen Aufbe-
reitungseinheiten fur Medizinprodukte wird durch das Duplex-
Amplifikationsverfahren ein innerbetrieblich und kostengtnstig
anwendbarer Schnellnachweis zur eigenstandigen, innerbetrieb-
lichen Prufung der Aufbereitungsqualitat flexibler Endoskope zur
Verflgung gestellt.

Der Forschungsbericht ist auf Anfrage beim
wfk - Cleaning Technology Institute erhaltlich.
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Other oligonucleotides immobilised on the surface of the SDHA
served as initiators to trigger a high number (Ist amplification) of
hybridisation chain reactions (HCR).

In order to be able to form fluorescent hybridisation products
on the surface of the SDHA by means of HCR, special fluoro-
phore-functionalised metastable hairpin oligonucleotides were
developed, which enabled the formation of high-molecular and
strongly fluorescent hybridisation products within 10 min, com-
posed of more than 500 individual hairpin oligonucleotides (2nd
amplification), thus enabling sensitive visual detection.

The duplex amplification method provides cleaning and hygiene
service providers, who are increasingly entrusted with the repro-
cessing of medical devices, and the reprocessing units for med-
ical devices operated by the medical facilities themselves, with a
rapid detection method that can be used in-house and cost-ef-
fectively for independent, in-house testing of the reprocessing
quality of flexible endoscopes.

The research report is available on request from the
wfk - Cleaning Technology Institute
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